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【摘* 要】目的：探讨 -SH5! 基因启动子区过甲基化与喉癌

的关系, 方法：采用甲基化特异性 U5V 和 V-#U5V 法分析喉

部正常粘膜、声带息肉、喉癌细胞 J.D#$ 和喉癌组织中 -SH5!
基因启动子区过甲基化及其 2VWX 表达状况, 结果：0" 例喉

癌组织中，有 $!（($, (Z）例 -SH5! 基因启动子区过甲基化，

其在各病理分级、临床分期和分型之间差异无统计学意义

（: [ ", "(），而在 W 分级（W" 和 W!）之间差异有统计学意义

（: \ ", "(）, 喉癌细胞 J.D#$ 也显示 -SH5! 基因启动子区过

甲基化, V-#U5V 结果显示，-SH5! 2VWX 在所有甲基化的喉

癌组织和喉癌细胞 J.D#$ 中均无表达，而喉部正常组织，声带

息肉组织和非甲基化的喉癌组织中均有表达, 结论：喉癌组

织中 -SH5! 基因启动子区过甲基化与其 2VWX 失表达有关，

可能是喉癌发生、发展的原因之一，可作为喉癌诊断和预后分

析的检测指标,
【关键词】-SH5! 基因；喉肿瘤；启动子；甲基化
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HI 引言

-SH5! 基因（ F=2BE 9=DDE.99BE 47 /=78 ?37?.E#!）

属 于 免 疫 球 蛋 白 超 家 族 成 员，在 组 织 中 广 泛 表

达［! ^ $］, 已经证实 -SH5! 甲基化失活与多种肿瘤的

发生及预后相关［) ^ %］, 我们通过观察喉部正常组织、

息肉组织、喉癌细胞株 J.D#$ 及喉癌组织中该基因启

动子区甲基化及其 2VWX 表达情况，旨在为进一步

探讨 -SH5! 基因启动子过甲基化与喉癌的关系提供

理论依据,

%I 材料和方法

%, %I 材料

!, !, !* 组织标本 * 喉癌患者组织 0"（ 男 )’，女 0）

例，年龄 00 _ %( 岁，术前均未行化疗或放疗, 喉部正

常组织 0 例，声带息肉切除组织 ( 例，均来源于第四

军医大学唐都医院手术切除标本, 组织切除后立即

投入液氮而后转存于 ^ %"‘ 冰箱保存备用, 肿瘤位

于声门上 !’ 例，声门 $$ 例，声门下 $ 例，病理诊断均

为鳞状细胞癌, 按 !&&+ 年 -WL 分期的标准分期，!
期：& 例，"期：!$ 例，#期：!’ 例，ab 期：) 例；W" 期：

$% 例，W! 期：!) 例,
!, !, $* 细胞培养 * 喉癌细胞株 J.D#$（ 第四军医大

学唐都医院中心实验室）, 培养于含 !" 2H c H 小牛血
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清 !"#"（ 美国 $%&’( 公司）的培养液中，)*+，,-
./ 0 / 123 孵箱培养4
54 54 )6 主要试剂和仪器6 78%9:饱和酚购自北京鼎国

公司；亚硫酸氢钠购自天津津北精细化工；氢醌购自

上海山浦化工；蛋白酶 ; 购自美国 <"=#>12 公司；

凝胶回收试剂盒购自北京 7%?@AB@ 公司；7=CD(E 购于

美国 $CF12 公司；逆转录酶 ":"/G 为美国 $CF12
公司产品；7?H !I< 聚合酶购自 7?;?=? 公司；J1=
仪为 "%@%’K’EB8 7"J715,- 型，美国 =B9B?8’L 公司；紫

外分光光度仪为 MG:3N,O 型，美国 F#1;"<I 公司；

凝胶成像系统 $BEF?9B 紫外可见光透射分析仪，美国

MGJ 公司4
!4 "# 方法

54 34 56 !I< 提取6 按常规苯酚:氯仿:异戊醇法提取

!I<，紫外分光光度法定量4
54 34 36 亚硫酸氢钠修饰6 取 5 !A !I<，加入终浓度

为 -4 ) ..(E 0 / 的氢氧化钠溶液，加水至总体积 ,-
!/，)*+ 水浴 )- .%@ 后加入 5- ..(E 0 / 氢 醌 )-
!/，) .(E 0 / 亚硫酸氢钠 ,3- !/，P,+ 水浴 5N L4 应

用凝胶回收试剂盒回收 !I<，溶于 ,- !/ 水中，加入

终浓度为 -4 ) ..(E 0 / 的氢氧化钠，)*+水浴 )- .%@
终止反应，乙醇沉淀 !I<，溶于 ,- !/ 水中，备用［*］4
54 34 )6 =I< 的提取及 =7:J1= 检测 .=I<6 收集对

数生长期培养细胞，细胞密度为 5 Q 5-* 或取约 ,- .A
组织 用 5 ./ 7=CD(E（ 按 说 明 书 操 作）逐 步 提 取 总

=I<4 ’!I<（’(.REB.B@S?8K !I<）第一链合成体系为

3, !/，取总 =I< 3 !A，逆转录酶 ":"/G，(E%A( 寡核

苷酸引物（T7）以及相关试剂均按说明书配成适当浓

度合成 ’!I<4 常规 J1= 扩增 7>/15 基因，所用引物

如下（合成于北京奥科生物技术公司）：上游引物：

,U:11$ $$7 7<< $11 77$ 7<$ <$:)U；下游引物：

,U:71< $$7 $77 1<< <$$ $<< 1:)U4 内参照选用

":?’S%@，上 游 引 物 为：,U:$17 1$7 1$7 1$< 1<<
1$$ 171:)U，下 游 引 物 为：,U:1<< <1< 7$< 717
$$$ 71< 717 717 1:)U4 J1= 反应体系为：模板 ’!:
I< 3 !/，5- Q J1= 缓冲液 34 , !/，5- ..(E 0 / TI7J
3 !/，5- !.(E 0 / 引物各 5 !/ 及 7?H !I< 聚合酶 -4 ,
!/，加水至 3, !/，于 V,+变性 , .%@；V,+ )- 9，,N+
)- 9，*3+ )- 9，共计 ), 个循环；*3+延伸 5- .%@4 5,
A 0 / 低溶点琼脂糖凝胶电泳分离并回收 J1= 产物4
54 34 P 6 甲 基 化 特 异 性 J1=（ .BSLKE?S%(@:9RB’%W%’
J1=，">J）6 甲基化上游引物（"5）：,U:777 7<<
77< 777 71$ <$7 77< 71$:)U，甲基化下游引物

（"3）：,U:717 77< <<< <1$ <<< <17 <7< 1$:)U；
非甲基化上游引物（M5）：,U:777 777 <<7 7<7 777

7$< $77 7<7 7$:)U，非甲基化下游引物（M3）：,U:
<<< 717 77< <<< <1< <<< <17 <7< 1:)U4 ">J
反应体系为：模板 !I< 34 , !/，5- Q J1= 缓冲液 34 ,
!/，5- ..(E 0 / TI7J ) !/，5- !.(E 0 / 引物各 5 !/
及 7?H !I< 聚合酶 -4 , !/，加水至 3, !/4 V,+变性

, .%@；V,+ P- 9，,N+ P- 9，*3+ P- 9，共计 P- 个循

环；*3+ 延 伸 5- .%@4 以 正 常 人 外 周 血 淋 巴 细 胞

!I<，经甲基化酶 >99C 处理过的喉癌组织 !I< 和水，

分别做非甲基化、甲基化和空白对照［X］4
统计学处理：用 >J>> 5-4 - 软件进行统计学分

析，7>/15 基因启动子甲基化与喉癌患者临床病理

的关联分析用卡方检验，! Y -4 -, 为差异有统计学

意义4

"# 结果

"$ !# %&’()% 检测 &*+)! ,%-. 表达状况# 正常

人喉部组织 P 例，声带息肉组织 , 例以及非甲基化

喉癌组织均表达 7>/15 .=I<，而 ZBR:3 喉癌细胞

系及甲基化喉癌组织均不表达 7>/15 .=I<（图 5）4

5：!/3--- .?8[B8；3：非甲基化喉癌组织；)：息肉组织；P：正常组织；

,：甲基化喉癌组织；N：ZBR:3 细胞4

图 56 7>/15.=I< 表达状况电泳图

"$ "# &*+)! 基因启动子的甲基化状态# ">J P- 例

喉癌组织中有 35 例（,34 ,\）出现 7>/15 基因启动

子区 1R$ 岛甲基化，P 例正常组织和 , 例声带息肉组

织中无一例甲基化（图 3）4 统计检验结果显示，喉癌

组织中 7>/15 基因 1R$ 岛过甲基化在不同病理分

级，7 分期和临床分型中差异无统计学意义（! ]
-4 -,），而在 I 分级（I- 和 I5）之间差异有统计学意

义（! Y -4 -,）4 7>/15 基因启动子甲基化与喉癌患者

临床病理有一定关系（表 5）4

/# 讨论

!I< 甲基化是哺乳动物表遗传机制在细胞分裂

过程中进行，不改变基因的 !I< 序列而影响相关基

因的表达，在基因表达的调控、基因结构的稳定等方
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!："#$%%% &’()*(；$：+*,-$ 细胞；.：喉癌组织；/：正常组织；0：息肉组

织；1：甲基化阳性对照；2：甲基化阴性对照；3：空白对照；4：甲基化

产物；5：非甲基化产物6

图 $7 喉癌和正常组织 89#:! 基因启动子甲基化状态电泳图

表 !7 8;<=! 启动子甲基化与喉癌患者临床病理的关系

［!（>）］

项目 ! 甲基化 非甲基化

临床分型（部位）

7 声门上 !1 !!（136 3） 0（.!6 $）

7 声门 $$ ?（/%6 ?） !.（0?6 !）

7 声门下 $ !（0%6 %） !（0%6 %）

病理分级

7 高分化 !. /（.%6 3） ?（1?6 $）

7 中分化 !2 !%（036 3） 2（/!6 $）

7 低分化 !% 2（2%6 %） .（.%6 %）

8@4 分期

7 ! A"期 $! !%（/26 1） !!（0$6 /）

7 # A$期 !? !!（026 ?） 3（/$6 !）

淋巴结转移

7 @% 期（阴性） $2 !!（/%6 2） !1（0?6 .）

7 @! 期（阳性）’ !. !%（216 ?） .（$.6 !）

’" B %6 %0 #$ @% 期（阴性）6

面有着重要作用［?］6 "@C 异常局部的甲基化可引起

抑癌基因的失活，从而导致肿瘤发生［!% A !!］6 D’E<FG
等［!$］研究发现，有多种抑癌基因的失活与其 0H端启

动子区 :,I 岛过甲基化有关6 启动子异常甲基化导

致抑癌基因失活，频发于肿瘤发生的早期，被认为是

研究 肿 瘤 的 一 个 非 常 有 效 的 分 子 标 志 物6 JKLFM’
等［!.］认为 89#:! 基因的表达可能保持鳞状上皮紧密

连接，从而抑制了肿瘤的转移及浸润，相反可能促进

了肿瘤发生6
7 7 本研究结果显示，0$6 0> 喉癌组织中 89#:! 基

因启动子过甲基化，而正常喉部组织和息肉组织中均

无甲基化6 N8-O:N 显示，所有甲基化的喉癌组织均

无 89#:! &N@C 表达，而所有正常组织、息肉组织和

非甲基化的喉癌组织均有其表达6 89#:! 启动子甲

基化与 &N@C 的表达有显著相关性（" P %6 %%%），这

说明喉癌中 89#:! 基因启动子区 :,I 岛甲基化与其

转录失活有关6 可能是喉癌发生的原因之一6 同时

统计分析显示，喉癌组织中 89#:! 基因 :,I 岛过甲

基化在不同病理分级、8 分期和临床分型中差异无统

计学意义（" Q %6 %0），而在 @ 分级（@% 和 @!）之间差

异有统计学意义（" B %6 %0），提示 89#:! 基因甲基化

与喉癌的转移及预后有关6 同时在肺癌、胃癌、宫颈

癌和鼻咽癌等多种肿瘤的研究中也证实 89#:! 基因

表达与癌变进展阶段、淋巴结浸润与转移、血管浸润

之间存在反向关联［. A 1］6 因此，检测肿瘤组织 89#:!
基因的甲基化，研究 89#:! 与喉癌的关系，可为肿瘤

发生发展和预后提供理论依据6
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