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【摘要】背景与目的：研究子宫内膜癌 +/KN=5/O?760 <6?<7K=56，4A-组织中抑癌基因 &’( 的甲基化和癌基因 =+-HI 的表达及血清肿瘤

标志物 AB%$2 水平及其与临床病理特征间的关系。 材料与方法：收集手术切除标本 4A 组织 #’ 例及内膜对照组织 $& 例，采用甲基化

特异性 JAP 法检测 Q%, 的甲基化状态；用免疫组化法检测 >/?@$ 蛋白的表达；对所有病例术前均采用免疫放射法测定血清 AB%$2 水平，

并分析 # 者与临床病理特征之间的关系。 结果：$& 例对照组织中 Q%, 的甲基化、>/?@$ 表达、血清 AB%$2 均阴性 + & C $&-，而 #’ 例 4A 组

织中 # 者阳性率分别为 2*; )R +$$ C #’-、,&; 2R +$# C #’-、$#; *R +) C #’-，与对照组比较差异均有统计学意义 + J 均 S &; &2-。Q%, 甲基化、

>/?@$ 表达的阳性率以及血清 AB%$2 阳性率均与 4A 临床分期有相关关系 + J 均 S &; &2-，Q%, 甲基化和血清 AB%$2 阳性率与病理分化有

相关关系 + J 均 S &; &2- ! 血清 AB%$2 水平与宫外淋巴结转移有关 + J S &; &2-，# 者与肿瘤浸润深度均显著相关 + J 均 S &; &2-。TQ/6?56K
相关分析结果显示 >/?@$ 与 AB%$2 之间呈正相关关系 + - U V &; #$#! J V &; &3’- ! 与 Q%, 甲基化之间呈负相关关系 + - U V ( &; #,$!
J V &; &$,-。 结论：Q%, 的甲基化、>/?@$ 表达、血清 AB%$2 的阳性率反映了肿瘤不同阶段中各基因及肿瘤标志物的不同表现，联合检测

对指导术后治疗具有一定的意义。
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【 !"# $%&’(】 3-.(13/%5$) A$%A5-(1$；8+B；C3%D*；@E+*F；13/9;)$/5(-

子宫内膜癌 G 3-.(13/%5$) A$%A5-(1$，?@H 作为一个

与内分泌密切相关的恶性肿瘤，其发生、发展涉及多基

因改变和多阶段累积的复杂的生物学过程。分子标志物

为 ?@ 的诊断和治疗提供了新的思路和诊治手段。我们

采用 I,E 甲基化特异性 J@KG13/9;)$/5(- 483A565A J@K!
#LJH 分别对 MN 例 ?@ 及 *O 例内膜对照组织 G -(%1$)
A(-/%()4，,@H 中抑癌基因 &’( 启动子区甲基化进行检

测；用 ?-=545(- 免疫组化法检测癌基因 C3%D* 蛋白的表

达；对所有病例术前均测定血清 @E+*F 水平，并分析 M
者与临床病理特征之间的关系，以期为子宫内膜癌的诊

治及预后判断提供基础实验依据。

! 材料与方法

!" ! 临床资料 MN 例 ?@ 及 *O 例 ,@ 标本均来

自汕头大学附属肿瘤医院 *OOB 年 + 月至 *OOP 年 B 月间

手术切除标本，新鲜组织标本迅速保存于 Q PO R冰箱

以备提取组织 I,E。MN 例 ?@ 患者年龄 SB T BP 岁，平均

年龄 FM& *F 岁。病理标本分级按 +UNN 年 VWXY 提出的标

准分为 X+ +O 例、X* *B 例和 XM * 例，病理类型均为腺

癌，且病理类型和病理分级均经该院病理科核实；宫外

淋巴结转移 *U 例，浸润深度!+ Z * 者 +S 例。临床分期按

+UNU 年 VWXY 公布的方法分为!期 ** 例、"期 P 例、#
期 P 例和$期 * 例。选择 *O 例 SS T BS 岁患者的内膜组

织 G包括炎性息肉、增生子宫内膜各 F 例及正常内膜 +O
例 H作为正常对照。

!" # 主要试剂和仪器 组织 I,E 提取试剂盒

G安徽优晶生物工程有限公司 H ! 氢醌 G L571$ 公司 H 及

[5\$%. I,E @)3$- D]8 L;4/31 试剂盒 GJ%(137$ EP*NOH，
免疫组化试剂盒购自上海长岛生物技术公司 G型号：

KDO+UB，即用型 H，@E+*F 检测试剂为德国罗氏生产 G批
号：+N+*NPOSH ^ J@K 仪 G德国 3883-.(%6 公司，型号：

#$4/3%A;A)3% 7%$.53-/ H ! @E+*F 检 测 仪 G 德 国 罗 氏

?A)*O+OH。
!" $ 子宫内膜组织 %!& 甲基化的检测 ’()* 法 +

按试剂盒说明书提取组织 I,E。取 *%7 模板 I,E
加蒸馏水至 FO%) !加入新配置的 * 1() Z _ ,$YC F& F%)
G使终浓度为 O& * 1() Z _H !置于 MP R孵育 *O 15-。加入

MO%) +O 11() Z _ 新鲜配制的氢醌 ! 溶液呈淡黄色。再

加入 F*O%) 新配制的 M 1() Z _ 亚硫酸氢钠 G L571$H。充

分混匀后，离心，盖矿物油于 FO R水浴箱孵育 +B 9。经

修饰的 I,E 按 [5\$%. I,E @)3$- D]8 L;4/31 试剂盒说

明书操作纯化并溶解在终体积为 FO%) 的 :? 溶液中以

备洗盐。纯化后的 I,E 加入 F& F%) M 1() Z _ 的 ,$YC 溶

液，室温孵育 +F 15-。然后加入 +O 1() Z _ 醋酸氨 MM%)
混合，再加入 M 倍体积的无水乙醇沉淀 I,EG Q *O R
过夜 H，离心，用 PO‘的 *OO%) 无水乙醇洗盐并室温干

燥。最后用 *O%) 去离子水溶解 I,E，放 Q *O R冻存。

参照文献 a +b 合成 &’( 甲基化引物序列，甲基化引

物序列为 FcD ::E::EXEXXX:XXXX@XXE:@X@DMc和 FcD
XE@@@@XEE@@X@XE@@X:EE DMc ^非甲基化引物序列为

FcD::E::EXEXXX:XXXX:XXE::X:DMc和 FcD@EE@@@@E
EE@@E@EE@@E:EEDMc ! 分别用于扩增 &’( 基因启动子

区 @8X 岛甲基化和非甲基化的等位基因 ! 扩增产物长

度分别为 +FO <8 和 +F+ <8。内参照&D$A/5- 引物自行设

计 !序列为 FcD @:X@@X::::X@X:EXXE@DMc和 FcDEXX@
X:E@EXXXE:EX@E@DMc !扩增产物长度为 S*N <8。以上

引物均由上海生物工程公司合成。

J@K 反应混合物体系 FO%)：+O d J@K e0663% F%)，
*F 11() Z _ .,:J *& F%)，+O 11() Z _ 上下游引物 J+ Z J*
GJ+BD#V ZK 或 J+BD]V ZKH各 +%)，去离子水 MN& F%)，修

饰过的 I,E *%)，*& F ] :$f 酶 +%)。以正常子宫内膜

组织 I,E 为对照，以去离子水代替模板 I,E 作空白对

照。扩增条件为 UF R预变性 F 15-，UF R MO 4；FF R
MO 4，P* R MO 4 ! MF 个循环，P* R延伸 +O 15-，S R保

存 。 将 N %) 扩 增 产 物 进 行 +& F‘ 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳

G +OO ’，*O 15-H，紫外成像分析仪下观察扩增结果。

!" , -./0# 表达的检测 采用免疫组化二步法对

子宫内膜癌石蜡标本进行 C3%D* 蛋白表达检测，严格按

照说明书操作。判断标准：阳性细胞染色为棕黄或棕褐

色 ! 在高倍镜下 !取 +O 个视野进行细胞计数 !每个视野

计数 +OO 个肿瘤细胞 ! 按阳性细胞所占百分比确定。肿

瘤细胞染色" +O‘为阴性 G Q H；肿瘤细胞染色 g +O‘，

不完整胞膜染色为阳性 G h H；肿瘤细胞染色 g +O‘，较

弱但完整胞膜染色为阳性 G h h H；肿瘤细胞染色 g
+O‘，较强的完整胞膜染色为阳性 G h h h H。

!" 1 血清 23!#1 的检测 ’免疫放射法 + 对 FN例

患者术前均采用免疫放射法检测血清@E+*F水平，严格按

照说明书操作，正常值为 i MF 1W] Z_。

!" & 统计学方法 利用 LJLL +M& O 软件处理数

据，各基因表达与 ?@ 临床病理因素间的关系采用!
* 精
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确概率法，相关性分析采用 &’()*+), 等级相关。

! 结 果

!" # $%& 法对 !"# 基因启动子区 ’() 岛甲基化

的检测结果 基因组 -./ 经 %0 12琼脂糖电泳，结果

表明完整性较好，且 & $34 5 & $64 均在 %0 1 7 %0 6 之间。8&9
法电泳分析结果见图 %。!:);<=, 为内参照 >图 %/?，甲基

化 >8? 和非甲基化 >@? 扩增产物分别为 %14 A’ 和 %1%
A’>图 %B?。#6 例 CD 组织中 ’() 基因全部甲基化 %$ 例

> #%0 32 ?，部分基因甲基化 %4 例 > $30 #2 ?，未发生甲基

化 %3 例 > E$0 %2 ?，而 $4 例对照组织均未检测到甲基化

> 4 5 $4?， 两 组 间 甲 基 化 率 差 异 具 有 统 计 学 意 义

> * F 40 41?。
!" ! *+,-! 蛋白表达的免疫组化结果 G(*:$ 蛋

白表达于细胞膜上，见图 $。#6 例子宫内膜 CD 组织中

G(*:$ 的表达阴性及阳性分别为 #H0 12 >%1 5 #6? 和

340 12 >$# 5 #6?。而 $4 例对照组织中 G(*:$ 的表达均为

阴性 > 4 5 $4?，癌组织中的 G(*:$ 表达阳性率显著高于对

照组 > * F 40 41?。

图 + ),- 法对 !"# 基因启动子区 !./ 岛甲基化的检测结果 0 泳道
+’1 +2’1 34’ 为 (! 组织 1 泳道 35% 为增生的子宫内膜组织，泳道 ! 为
完全正常子宫内膜组织。"6 内参照!789:;<= >6 .+? 基因，) 表示甲基
化，* 表示非甲基化；其中 34’ 表示存在部分基因甲基化；+’ 表示全部甲
基化；+2’，35%1! 表示 .+? 全部未甲基化
@;ABCD + ’ED FD:EGH8:;I< CDJBH:J IK :ED !./ ;JH8<LJ IK .+? .CIFI:IC
MG ),-0 +’1 +2’1 34’6 (! :;JJBD= 35%6 J;F.HD EG.DC.H8J;8 :;JJBD=
!6 <ICF8H D<LIFD:C;BF :;JJBD 0 "6 !789:;<= >6 !"# AD<D 1 )6
FD:EGH8:;I<= *6 B<FD:EGH8:;I<= 34’6 JIFD FD:EGH8:;I<= +’6 9IF.HD:D
FD:EGH8:;I<= +2’，35%1!6 <I FD:EGH8:;I<0

!" . 血清 ’/#!0 检测的结果 CD 组血清 D/%$1
为 %0 E1 7 $#60 1 +I@ 5J，其中 H 例 K #1 +I@ 5 J 为阳性，

而对照组血清 D/%$1 为 L0 6 7 $E0 1 +I@ 5 J，均为阴性。

CD 组 织 中 的 D/%$1 阳 性 率 显 著 高 于 对 照 组

> * F 40 41?。
!" 1 !"# 的甲基化、*+,-! 表达及血清 ’/#!0 水

平与子宫内膜癌临床病理因素间的关系 见表 %。’()
的甲基化、G(*:$ 表达阳性率、血清 D/%$1 阳性率与 CD
临床分期 >MINO 分期 ? 均呈相关关系 > + , 依次为 P
40 #1$，40 164! 40 31#，* 均 F 40 41?，’() 的甲基化及血

清 D/%$1 与病理分化有相关关系 > + , Q P 40 #6H，40 ###，

* F 40 41? ! 而血清 D/%$1 水平与宫外淋巴结转移有关

> * F 40 41?，# 者与 CD 浸润深度均显著相关 > * 均

F 40 41?。

!" 0 !"# 甲基化、*+,-! 表达及血清 ’/#!0 水平

之间的相关关系 G(*:$ 与 D/%$1 之间呈正相关关系

> + , Q 40 #$#! * Q 40 4E6?。G(*:$ 与 ’() 甲基化之间呈负

相关关系 > + , Q P 40 #3$! * Q 40 4$3?，而 ’() 甲基化与

D/%$1 之间显示负相关关系，但差异无统计学意义

> + , Q P 40 $LL! * Q 40 4H$?。

. 讨 论

大量实验证实，抑癌基因启动子区域 D’N 岛高甲

基化出现在肿瘤发生的早期阶段，在肿瘤发生、发展的

过程中可能发挥着关键作用，并且在肺、食管、卵巢等多

种恶性肿瘤中已得到证实 R$ S。本研究结果显示，’() 基

因在 CD 及 .D 组 织 中 甲 基 化 率 差 异 有 统 计 学 意 义

> * F 40 41?，在正常或炎性内膜组织中无甲基化出现，
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而在 U; 组织中，全部甲基化发生率为 I+& 3A，与国内

文献报道相似 VI K S W。实验结果同时提示临床分期越早

期，病理分化越好，浸润深度越浅，()* 基因甲基化率越

高，而且差异有统计学意义 X ’ N P& P=Y X见表 +Y，说明了

()* 基因甲基化在 U; 的发生、发展过程中可能是一个

早期事件。此结果与周晓春等 VI KS W报道在 U; 中，()* 基

因甲基化多集中在早期，分化较好病例中相符。

癌基因 90%:* O ;:0%Z[:* 编码的蛋白属于表皮生长因

子受体家族，正常情况下处于非激活状态，参与细胞生

长调节，当受到某些致癌因素作用后，主要以基因扩增

的形式被激活而具有肿瘤转化活性。本研究中 IQ 例子

宫内膜癌组织 90%:* 阳性率为 3P& =A X*I O IQY，临床分期

- 期与 -- ? -’ 期比较差异具有统计学意义 X ’ N P& P=Y，
与是否存在宫外淋巴结转移以及肿瘤浸润深度亦有关

X ’ N P& P=Y，在不同病理学分级间，+ 级与 * ? I 级比较

差异无统计学意义 X ’ \ P& P=Y，见表 +。此结果可能与

病例数较少有关。因此我们推测 90%:* 的表达与子宫内

膜癌恶性程度可能有关，即细胞分化越差，90%:* 的表达

越强，并随临床分期的升高表达亦增强。这提示 90%:*
在子宫内膜癌的生物学行为中可能有着重要的地位，可

作为判断子宫内膜癌预后的重要指标。

;<+*= 是胚胎期体腔上皮的抗原，子宫内膜癌来

源于体腔上皮的苗勒管上皮，早期因病灶小而多呈阴性

反应，当子宫内膜癌扩散至子宫外时，可呈较强阳性反

应。目前 ;<+*= 已被认为是子宫内膜癌的最有用的肿

瘤标志物。子宫内膜癌患者的血清 ;<+*= 水平与临床

分期、病理类型及病灶转移和浸润深度有关，研究结果

表明若血清 ;<+*= N I= 4-] O ^，RPA的病人为临床早

期，可以考虑尽量手术治疗；如血清 ;<+*= \ +PP4-] O^，

有 Q*& SA ? QRA的病人有宫外转移，术后多需进一步辅

助治疗 V= KT W。我们的研究中，;<+*= 阳性患者 QQ& RA有

宫外转移，T=A有宫外转移患者 ;<+*= \ +PP 4-] O^。

综上所述，抑癌基因 ()* 高甲基化出现在肿瘤发生

的早期阶段，与 U; 临床分期、病理分化和浸润深度有

关，且随着临床分期和病理分级的升高而呈下降趋势。

相反 90%:* 在临床分期和病理分级较高的 U; 病例中高

表达，其过度表达和肿瘤转移及复发可能相关。而

;<+*= 与临床各病理特征密切相关，也是判断子宫内膜

癌预后的重要指标。I 者的差异反映了肿瘤不同阶段中

各基因及肿瘤标志物的不同表现，联合检测对指导术后

治疗具有一定的意义。
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