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【摘要】背景与目的：分析食管癌组织中 &!&’ 启动子区 16O 岛甲基化状态和食管癌发病风险的关系，探讨 &!&’ 基因启动子的

异常甲基化在食管癌筛查及早期诊断中的意义。 材料与方法：对江苏淮安的 .% 例新发食管癌病例的癌组织、癌旁组织及外周血血浆

样本提取 L<M，应用甲基化特异性 P1Q+RSP/分析 RORB 启动子区 16O 岛的甲基化状态；对食管癌组织和癌旁组织提取总 Q<M，采用

S0TQ OQDD< ; 实时荧光定量逆转录 ? 聚合酶链反应 +QB?P1Q/测定 RORB 的 EQ<M 水平。 结果：RORB 启动子区 16O 岛异常甲基化

与食管癌发病风险增高有关联 +() U )K )*&! .*V*% U $K )#- W $%K .**/；RORB 启动子区 16O 岛甲基化状态与 RORB EQ<M 水平无显

著相关；血浆循环 L<M 中 RORB 启动子区 16O 岛甲基化与癌组织中 RORB 启动子区 16O 岛甲基化相关 + + X &K &%/，血浆循环 L<M 中

RORB 启动子区 16O 岛甲基化检出率与癌组织中 RORB 启动子区 16O 岛甲基化检出率中度相关 + ,-..- U &K -&#! + X &K &%/。 结论：

&!&’ 基因的启动子区 16O 岛的异常甲基化与食管癌发病风险增加有关；检测血浆循环 L<M 中 &!&’ 基因启动子的异常甲基化，可

为食管癌的筛查、早期诊断提供有价值的信息。
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567 甲基鸟嘌呤 7=,> 甲基转移酶 @#A#BC 是一种

高效的 =,> 损伤直接修复酶，能够修复 =,> 序列中

的 567 甲基鸟嘌呤损伤。食管癌是我国常见的恶性肿

瘤，其发生和发展是致癌物代谢活化和解毒，=,> 损

伤与修复，细胞增殖与凋亡等一系列因素综合作用的

结果。

在恶性肿瘤中，外周血循环 =,> 主要来源于肿瘤

细胞 =,>，已证实肿瘤患者血浆 =,> 及相对应的肿瘤

组织存在一致的基因改变 D+ E，为肿瘤的早期诊断及病情

监控提供新的手段。

本研究检测 F+ 例新发食管癌病例的癌组织和配

对癌旁组织的 #A#B 启动子区甲基化状态与其 8G,>
水平，以及食管癌病例外周血中循环 =,> 的 #A#B 甲

基化状况，探讨 #A#B 启动子甲基化在食管癌中的作

用 ； 比 较 食 管 癌 病 例 的 癌 组 织 与 血 浆 循 环 =,> 中

#A#B 甲基化状况，探讨其在食管癌早期诊断和筛查

中的意义。

! 材料与方法

!" ! 研究对象 *HH6 年经病理或内镜诊断明确

的原发性食管癌新发病例，未经放、化疗，在淮安当地居

住 *H 年以上，共 F+ 例，均为淮安籍汉族人群。平均年龄

@ IJ& K+ L M& I+C岁，男女比例 +& *JN +。

!" # 样品采集 在取得被调查人员的知情同意

后，收集肿瘤患者新鲜手术组织，包括癌组织和远端癌

旁组织 @距癌组织边缘 I 28 以上 C各 * 块，G,>)(2O-% 保

存，同时采集肝素抗凝全血 I 8)，6 0 内分离血浆。

!" $ 方法

!" $" ! 总 %&’ 和基因组 (&’ 的提取 取 G,>7
)(2O-% 处理后的组织 H& HP Q H& HI 1，用研钵研碎，加 + 8)
B%<R() 变性裂解液吹打混匀，依次提取总 G,> 和基因组

=,>；血浆 =,> 用 ST>$8/ =,> U)((V #<V< W<9. 试剂盒

@S<$1-3 公司 C提取。

!" $" # 启动子区 )*+ 岛的甲基化分析 !基因

组 =,> 亚硫酸氢钠修饰：取 +& I Q *"1 =,> 加入总体

积 为 IH ") 的 灭 菌 去 离 子 水 中 ， 加 P 8() X Y ,$5Z
I& I ")，PM [变性 +H 8<3，向变性的 =,> 样品中加

+H "8() X Y 对 苯 二 酚 PH ") 和 P 8() X Y 亚 硫 酸 氢 钠

@ /Z I& HC K+I")，覆盖矿物油 +HH")，IH [水浴 +6 Q
*K 0。#亚硫酸氢钠修饰 =,> 的纯化：使用 \<3R$%V
=,> ])-$37;/ .:.9-8 纯化修饰后的 =,>，操作步骤按说

明 书 进 行 。 $ 巢 式 7 甲 基 化 特 异 性 ^]G

@3-.978-90:)$9<(37./-2<?<2 ^]G，#_^C：外引物 @^$37/%<8-%C
扩 增 的 反 应 总 体 积 为 *H ")， 内 含 引 物 各 +H /8()、
+H 88() X Y V,B^ H& K ")、 +H ‘ a;??-% * ")、 #1])*
*& H 88() X Y、修饰 =,> 样品 H& I ")。^]G 反应参数：

FK [预变性 I 8<3 后手动热启 B$b 酶，每管 H& MI c；

FI [ PH .，II [ 6H . ! PI 个循环；M* [延伸 I 8<3；

扩增产物 *JF a/，*d琼脂糖电泳观察；内引物扩增的反

应体系如下：+H ‘ Z(9.9$%9 B$b a;??-% *")，*I 88() X Y
#1])* H& K") ! +H 88() X Y V,B^ H& K")，上下游 c X# 引

物 @ +H"8() X YC 各 +")，Z(9.9$%9 B$b 酶 H& I c，第一轮

^]G 产物 H& *")，补水至 *H")。̂]G 反应参数：FK [预

变性 I 8<3；FI [ PH .，特异退火温度 KI .，KH 个循环；

M* [延伸 I 8<3；扩增产物分别为 J+ a/@甲基化产物 C
和 FP a/@ 未 甲 基 化 产 物 C， Pd 琼 脂 糖 电 泳 ， 用

]0-8<)8$1-%B#IIHH 凝胶成像处理系统观察。内外引物序

列及扩增条件 D* E见表 +。

!" $" $ ,%&’ 水平测定 ! 2=,> 合成：取上述

总 G,> + Q * "1 进 行 逆 转 录 ，G,> 与 5)<1( VB+J
H& I"1 及适量 =e^] 水混合 MH [ I 8<3 后迅速冰浴，

再 加 入 I ‘ ##Y’ a;??-% I ")、 +H 88() X Y V,B^
+& *I")、G,$.- *H c、##Y’ *HH c，加 =e^] 水补足体

积至 *I ")；K* [ + 0 后 FI [ I 8<3 降解 =e^]，

f *H [保存备用。# 实时荧光定量 ^]G 扩增 DP fK E ：以

!&’()*+ 为内参照基因，测定 ,!,- 基因的 8G,> 水平，

反 应 体 系 包 括 ：_gUG A%--3 T #$.9-% #<h +*& I ")、
+H"8() X Y 引物各 +")、2=,> *")，加去离子水补足体

积至 *I")。反应条件：IH [ * 8<3，FI [预变性 P 8<3
后，FI [ PH .，6H [ PH . 并采集荧光信号，KH 个循

环；自 6H [至 FF [缓慢升温进行熔解曲线分析。目的

基因相对于内参基因的 8G,> 水平以%]9 值表示。

!" - 统计学方法 采用 _^__+I& H 软件应用方差

分析、&* 检验和条件 ./0*1)*( 回归方法，$23’45’+ 相关分

析及 6’22’ 检验对结果进行分析。

^%<8-% ^%<8-% .-b;-32-. ^%(V;29
.<R- @a/ C

>33-$)
9-8/-%$9;%-

@ [ C
^$37i
^$37G
c7i
c7G
#7i
#7G

Ij7AA>B>BABBAAA>B>ABB7Pj
Ij7]]>>>>>]]]]>>>]]]7Pj
Ij7BBBABABBBBA>BABBBAB>AABBBBBAB7Pj
Ij7>]B]]>]>]B]BB]]>>>>>]>>>>]>7Pj
Ij7BBB]A>]ABB]AB>AABBBB]A]7Pj
Ij7A]>]B]BB]]A>>>>]A>>>]A7Pj

*JF

FP

J+

II& I

6M

6M

表 + 甲基化特异性,!#分析的引物序列

’-./0 + &/123456/0371809 90:504609 3; <=1>0=9 ;3= )?,
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! 结 果

!" # 癌组织、癌旁组织中 !"!# 基因 $%& 岛甲

基化状态分析 应用 &’( 方法，我们分析了 )% 对食管

癌组织和癌旁组织的 &!&’ 基因启动子区 *+, 岛的甲

基化状态，部分电泳结果如图 %，在所检测的 )% 例食管

癌组织中，共有 -. 例有启动子区 *+, 岛的甲基化，发生

率 -)/ -.0；在癌旁组织中共 %1 例有启动子区 *+, 岛

的甲基化，发生率 %)/ 210；配对四格表!$ 检验结果表

明，癌组织与癌旁组织的 &!&’ 基因启动子区 *+, 岛

的甲基化率有显著性差异 3!$ 4 $5/ 1$)! ( 6 5/ 5%7；条

件 89:;<=;> 回归分析显示 &!&’ 基因启动子区 *+, 岛

的异常甲基化可增加食管癌患病风险 3)* 4 2/ 2.5，

).0+% 4 $/ 2#? @ $%/ )..7。

!" ! 癌组织和血浆中循环 ’() 甲基化相关性分

析 应用 &’( 方法分析 )% 例食管癌患者血浆循环

ABC 的 &!&’ 基因甲基化状态，结果显示，在所检测的

)% 例血浆中，有 $2 例启动子区 *+, 岛的甲基化，发生

率 $)/ ?20；食管癌组织的甲基化发生率为 -)/ -.0。在

癌组织甲基化阳性标本 3 -. 例 7 中，血浆循环 ABC 中甲

基化 $2 例，检出率为 ?5/ 50；血浆循环 ABC 甲基化为

阳性的病例，其组织均为甲基化阳性，吻合率为 %550，

组织是阴性的病例，其血浆均为阴性。(,-./01 !$ 检验

结果表明，癌组织与血浆 &!&’ 基因启动子区 *+, 岛

的甲基化差异具有统计学意义 3!$ 4 2/ --.，( 6 5/ 5%7，
配对!$ 检验结果表明癌组织的甲基化率与血浆循环

ABC 甲基化率相关 3!$ 4 #)/ $$-，( 6 5/ 5%7，2-33- 检验

结果，2-33- 4 5/ ?5#，( 6 5/ 5%；表明癌组织甲基化发生

率与血浆循环 ABC 的甲基化率中度相关。

!" * !"!# 基因的 +,() 在食管癌组织和配对

癌旁组织中的分布 我们测定了 &!&’ 基因在 )% 对食

管癌组织和配对癌旁组织中的 DEBC 相对表达水平，

&!&’ 基因在绝大部分受检个体的食管组织中均有表

达，经 4F=G<= 两组的表达水平差异具有统计学意义 3 4 4
$/ -#.! ( 4 5/ 5%27，癌组织的表达水平为配对癌旁组织

表达水平的 2%/ -0。以条件 89:;<=;> 回归分析癌组织和

配对癌旁组织 &!&’ 基因表达水平的"+4 值与食管癌

发病风险的关系，结果可见癌组织的 &!&’ 表达水平

较癌旁组织明显下调 3)* 4 %/ #%%7，&,&H 表达每下调

.50，食管癌发病风险即增加 %/ #%% 倍。

!" - !"!# 基 因 $%& 岛 不 同 甲 基 化 状 态 的

+,() 表达情况 对癌组织、癌旁组织及配对食管组织

&,&H 的 *+, 岛不同甲基化状态分组比较，结果显示各

组 &!&’ 基因 *+, 岛甲基化和未甲基化个体的 &!&’
基因 DEBC 表达水平的差异无统计学意义。癌组织、癌

旁组织甲基化或两者均甲基化的 &!&’ 基因 DEBC 表

达水平，与癌组织和癌旁组织均未甲基化组比较，其差

异亦无统计学意义 3见表 #7。

* 讨 论

I?F 甲基鸟嘌呤 FABC 甲基转移酶 3&,&H7，是一种

高效的 ABC 损伤直接修复酶，能特异地修复 BF 亚硝基

化合物引起的烷化损伤，对保护细胞免受烷化剂损害，

防止细胞癌变和死亡起重要作用 J. K。人 I?F 甲基鸟嘌呤

FABC 甲基转移酶 3&,&H7 定位于染色体 %5L$?，基因全

长约 %25 MN，由 . 个外显子以及 - 个内含子构成；其启

动子区有较多的 ,* 二核苷酸结构。现有研究发现启动

子区 *+, 岛的过甲基化可影响基因的转录活性，导致相

关蛋白表达缺失，间接促进了肿瘤的发生 J? K。有关 &!&’

,O9P+ ’=Q=G< 1 "*= 4 RQSPG ( RQSPG
T’**

*9U=O9S<

&Q=>V

W
X
W
X

>Q<G X ! >9U=O9S X
>Q<G X ! >9U=O9S W
>Q<G W ! >9U=O9S X
>Q<G W ! >9U=O9S W

-.
-?
%1
2#
-$
-
#%
%-

./ -51 Y %/ 522

./ #1. Y %/ 5.-
-/ 1$# Y %/ ?5#
-/ ?)? Y $/ ---
5/ ??% Y %/ 1%2Q

5/ .)# Y %/ #.?Q

5/ #25 Y %/ ?1.Q

5/ 1-$ Y $/ 525Q

5/ %

5/ $%

5/ $2N

5/ 52>

5/ ?)>

5/ #%>

5/ )$5

5/ 1#.

5/ 1.5
5/ )-$
5/ -)#
5/ 2.1

表 + !"!#基因!,-岛甲基化状态的.#%"表达水平

’/012 + ’32 12421 56 .#%" 27,8299:5; <;=28 !,- :91/;= .2>3?1/>:5;
9>/><929 56 !"!# @2;2
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表 I 食管癌组织和配对癌旁组织!"!#基因的.#%"表达水平
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基因启动子区异常甲基化与肺癌、肠癌和食管癌的关系

已有报道，但在不同地区、不同肿瘤中报道的甲基化率

有所不同 -. /0 1。本研究结果显示癌组织中 #2#3 的甲基

化检出率 4 50& 567 8 明显高于癌旁组织 4 +0& .97 8，
&!&’ 基因启动子区 :;2 岛的过甲基化可增加食管癌

患病风险，提示 #2#3 过甲基化是食管癌发生的一个重

要因素，可作为食管癌筛选和早期诊断的指标之一。

已有的一些研究表明检测血浆中某些抑癌基因甲

基化可对多种人类肿瘤，如肺癌 -+< 1、肝细胞癌 -++ 1、神经胶

质瘤等 -+* 1筛查和早期诊断提供帮助。循环 =,> 是存在

于血液 4血清或血浆 8、滑膜液等体液中的细胞外 =,>，

目前认为增殖旺盛的肿瘤细胞持续释放 =,> 进入血液

循环，成为血液循环中游离 =,> 的主要来源 -+? 1。我们研

究发现，食管癌患者血浆循环 =,> 的 #2#3 甲基化与

癌组织 #2#3 甲基化具有显著相关性；血浆循环 =,>
甲基化为阳性的病例，其组织均为甲基化阳性，组织是

阴性的病例，其血浆均为阴性，提示可以通过检测患者

血浆中循环 =,> 来反映肿瘤组织中 #2#3 启动子甲基

化状态。在癌组织甲基化阳性标本中，血浆循环 =,> 的

甲基化阳性检出率为 @<& <7；血浆循环=,> 的甲基化率

与癌组织甲基化发生率中度相关，可能是由于血浆中

=,> 量相对较少，同时在血浆提取过程中的部分丢失和

提取后经化学修饰使一部分 =,> 降解等因素所致 -+5 1，

因此，进一步研究我们可以考虑用荧光定量 #AB 的方法

来提高检测灵敏度。上述研究结果提示检测血浆中

&!&’ 基因启动子甲基化可为食管癌的筛查、早期诊断

及预后判断提供有价值的信息。

目前关于 #2#3 在转录水平上精确的调控机制尚

不清楚，多数研究结果显示 &!&’ 基因本身极少发生

突变、缺失或重排等改变，&!&’ 基因表达差异可能与

启动子区域 :;2 岛的甲基化有关。我们对食管癌组织

和癌旁组织 #2#3 的 CD,> 表达水平的分析结果显示，

癌组织的 CD,> 水平低于癌旁组织，可见癌组织的

&!&’ 基因 CD,> 表达水平较癌旁组织明显下调；进一

步对食管癌组织和癌旁组织的 #2#3 :;2 岛甲基化与

其 CD,> 水平的相关性进行了分析，结果未发现其与

CD,> 水平的相关性。分析其原因可能为：! 由于 :;2
岛的不同甲基化水平对基因表达的抑制程度不同，因此

对基因 :;2 岛甲基化的定量分析有助于明确甲基化与

基因表达之间的关系；" #2#3 在食管癌组织中表达

水平显著降低，可能受到多种调控机制的影响，除了在

靶组织研究中已经肯定的表遗传机制外，诸如调控区的

碱基变异和调控相关蛋白的表达异常等都可能影响它

们的转录。关于 &!&’ 基因启动子区异常甲基化导致

其 CD,> 转录障碍的机制尚需进一步研究。
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