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　　［摘要］　目的　研究子宫内膜癌中ＳＦＲＰ１基因启动子甲基化及其对ＳＦＲＰ１ｍＲＮＡ表达的影响。方法　应用甲基化
特异性ＰＣＲ技术检测３６例子宫内膜癌组织和对应癌旁组织中ＳＦＲＰ１基因启动子甲基化状态，ＲＴＰＣＲ方法检测上述样本的

ｍＲＮＡ表达水平，并对结果进行统计学分析。结果　子宫内膜癌组织中ＳＦＲＰ１基因启动子甲基化的阳性率为４７．２％，癌旁
组织中为１１．１％，两者比较差异有统计学意义 （Ｐ＝０．００１）。１４例存在启动子甲基化和５例无启动子甲基化的子宫内膜癌组

织中缺乏ＳＦＲＰ１ｍＲＮＡ表达或表达较癌旁组织明显下降。结论　ＳＦＲＰ１基因启动子甲基化在子宫内膜癌中常见，部分成
为其表达下降的原因。

　　［关键词］　子宫内膜肿瘤；ＳＦＲＰ１基因；ＤＮＡ甲基化
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　　子宫内膜癌是女性生殖系统最常见的恶性肿瘤之一。

大多数与雌激素过度刺激有关，但其确切的发病机制尚未明

了。已有的研究表明，微卫星不稳定、ＰＴＥＮ、ＫＲａｓ和β

ｃａｔｅｎｉｎ等基因异常可能参与其中［１］。Ｗｎｔ信号通路在细胞

的增生、运动和分化中发挥着重要作用，其异常激活参与了

多种肿瘤的发生。细胞外配体 Ｗｎｔ蛋白与跨膜受体Ｆｒｉｚｚｌｅｄ
结合后，能抑制ＧＳＫ３β对该信号通路关键分子βｃａｔｅｎｉｎ的

磷酸化作用，避免后者被泛素化蛋白酶体识别和降解。由

此，βｃａｔｅｎｉｎ在细胞质内积聚并转位进入核内，与转录因子

结合后激活基因表达［２］。

　　Ｓｅｃｒｅｔｅｄｆｒｉｚｚｌｅｄｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ１（ＳＦＲＰ１）是近年来受

到关注的一种分泌型糖蛋白，其在细胞外竞争性结合Ｆｒｉｚ

ｚｌｅｄ受体而发挥拮抗 Ｗｎｔ信号通路的作用［２］。在结肠癌、乳

腺癌和肝癌等多种恶性肿瘤中的研究发现，ＳＦＲＰ１基因因启

动子甲基化而失活［３６］，由此出现的表达下降可能导致拮抗

作用降低而使 Ｗｎｔ信号通路处于异常激活状态。本研究通

过比较子宫内膜癌和癌旁组织中ＳＦＲＰ１基因启动子甲基化

和表达水平，探讨ＳＦＲＰ１在子宫内膜癌发生进展中的作用。

１　材料和方法

１．１　病例和组织　３６例子宫内膜癌及其癌旁子宫内膜组织

取自南通大学附属医院妇产科手术标本。组织经液氮速冻

后７０℃保存备用。患者年龄４５６６岁，中位年龄６０岁。病理

诊断均为子宫内膜样腺癌，按ＦＩＧＯ标准进行病理组织学分

级和手术病理分期，其中 Ｇ１级１２例，Ｇ２级１６例，Ｇ３级８
例；Ⅰ期２１例，Ⅱ期１１例，Ⅲ期４例。

１．２　甲基化特异性ＰＣＲ（ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃＰＣＲ，ＭＳＰ）　经

典苯酚氯仿法抽提基因组ＤＮＡ。采用ＥＺＤＮＡ甲基化试剂

盒（ＺｙｍｏＲｅｓｅａｒｃｈ公司）对１μｇＤＮＡ进行亚硫酸盐修饰，然

后用甲基化特异性引物和非甲基化特异性引物（表１）进行

ＰＣＲ扩增，产物经聚丙烯酰胺凝胶电泳后观察结果。ＭＳＰ反

应体系：总体积２５μｌ，含１×缓冲液，０．５μｍｏｌ／Ｌ上游引物，０．５

μｍｏｌ／Ｌ下游引物，５０１００ｎｇ修饰后 ＤＮＡ模板，１Ｕ Ｈｏｔｓｔａｒ

ＴａｑＤＮＡ多聚酶（Ｑｉａｇｅｎ公司）。ＰＣＲ反应在热循环仪中进

行，９５℃热启动１０ｍｉｎ，运行３５个循环（９５℃变性３０ｓ，６１℃退

火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ），最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。

表１　ＰＣＲ引物

ＰＣＲ 基因 引物序列（５′３′） 退火温度θ／℃ 产物长度（ｂｐ）

ＭＳＰ 甲基化ＳＦＲＰ１ 上游ＧＴＧＴＣＧＣＧＣＧＴＴＣＧＴＣＧＴＴＴＣＧＴ ６１ １７３
下游ＡＡＣＧＴＴＡＣＣＣＧＡＣＴＣＣＧＣＧＡＣＣＧ

非甲基化ＳＦＲＰ１ 上游ＧＡＧＴＴＡＧＴＧＴＴＧＴＧＴＧＴＴＴＧＴＴＧＴＴＴＴＧＴ ６１ １８０
下游ＣＣＣＡＡＣＡＴＴＡＣＣＣＡＡＣＴＣＣＡＣＡＡＣＣＡ

ＲＴＰＣＲ ＳＦＲＰ１ｍＲＮＡ 上游ＣＧＧＣＡＧＡＧＴＣＣＴＴＡＧＴＧＧＡＧ ５８ ６８７
下游ＣＡＣＡＴＣＣＡＡＡＴＧＣＡＡＡＣＴＧＧ

ＧＡＰＤＨｍＲＮＡ 上游ＧＡＧＴＣＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧＧＴＣＧＴ ５５ ５１２
下游ＴＧＴＧＧＴＣＡＴＧＡＧＴＣＣＴＴＣＣＡ



第４期．黄启成，等．子宫内膜癌中ＳＦＲＰ１基因启动子甲基化及其ｍＲＮＡ表达 ·４５１　　 ·

１．３　ＲＴＰＣＲ　ＴＲＩｚｏｌ试剂提取总 ＲＮＡ。１μｇＲＮＡ 用

ＳｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔⅡ逆转录酶（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）逆转录成ｃＤＮＡ，

使用设计的引物（表１）进行ＰＣＲ扩增。以 ＧＡＰＤＨ 作为内

参照。ＰＣＲ反应体系为２５μｌ，９５℃预变性１０ｍｉｎ，运行３０
个循环（９５℃变性６０ｓ，退火６０ｓ，７２℃延伸６０ｓ），最后７２℃
延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经琼脂糖凝胶电泳后分析。

１．４　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析，

计数资 料 采 用χ
２ 检 验，Ｐ＜０．０５ 认 为 差 异 有 统 计 学

意义。　　　　

２　结　果

２．１　子宫内膜癌中 ＳＦＲＰ１基因启动子甲基化　１７例

（４７．２％）子宫内膜癌组织和４例（１１．１％）癌旁组织中存在

ＳＦＲＰ１基因启动子甲基化（图１），采用χ
２ 检验对２种组织

ＳＦＲＰ１基因启动子甲基化发生率进行比较，结果显示组间差

异具有统计学意义（Ｐ＝０．００１）。

图１　子宫内膜癌ＳＦＲＰ１基因启动子甲基化情况

ＭＫ：Ｍａｒｋｅｒ；Ｎ：癌旁组织；Ｔ：子宫内膜癌组织；Ｕ：非甲基化基因；

Ｍ：甲基化基因

２．２　子宫内膜癌中ＳＦＲＰ１基因 ｍＲＮＡ表达和基因启动子

甲基化的关系　３６例子宫内膜癌组织中８例无ＳＦＲＰ１ｍＲ

ＮＡ表达，其对应癌旁组织均存在ＳＦＲＰ１ｍＲＮＡ表达（图

２），１３例子宫内膜癌组织中ＳＦＲＰ１ｍＲＮＡ表达较对应癌旁

组织明显下降。１７例存在ＳＦＲＰ１基因启动子甲基化中６例

无ＳＦＲＰ１ｍＲＮＡ表达，８例可观察到ＳＦＲＰ１ｍＲＮＡ 表达

下降。

图２　子宫内膜癌ＳＦＲＰ１ｍＲＮＡ表达情况

ＭＫ：Ｍａｒｋｅｒ；Ｎ：癌旁组织；Ｔ：子宫内膜癌组织

２．３　子宫内膜癌ＳＦＲＰ１基因甲基化与临床病理参数间的关

系　ＳＦＲＰ１基因启动子甲基化存在与否与患者年龄、病理组

织学分级、有无肌层浸润及手术病理分期无关（表２）。

表２　子宫内膜癌ＳＦＲＰ１基因启动

子甲基化与临床病理参数的关系

参数 例数 ＳＦＲＰ１甲基化［ｎ（％）］ Ｐ值

年龄（岁）

　＜５０ ７ ４（５７．１） ０．６８４

　≥５０ ２９ １３（４４．８）

病理分级

　Ｇ１ １２ ５（４１．７） ０．４２２

　Ｇ２ １６ ７（４３．８）

　Ｇ３ ８ ５（６２．５）

肌层浸润 ０．７３２

　无 １２ ５（４１．７）

　有 ２４ １２（５０）

病理分期 ０．８１５

　Ⅰ ２１ ９（４２．９）

　Ⅱ １１ ６（５４．５）

　Ⅲ ４ ２（５０）

３　讨　论

　　细胞外配体 Ｗｎｔ蛋白与其跨膜受体Ｆｒｉｚｚｌｅｄ结合后能

抑制胞质内βｃａｔｅｎｉｎ的降解，后者转位入核内而启动转录过

程。多种肿瘤中存在βｃａｔｅｎｉｎ基因突变，转录翻译的蛋白质

难以降解而导致细胞内 Ｗｎｔ信号通路的结构性激活。在子

宫内膜癌中，约２０％的病例存在β连环蛋白基因突变
［１］，且

与其他子宫内膜癌中常见的遗传学异常如 ＭＳＩ、Ｋｒａｓ和

ＰＴＥＮ异常并无关联［７］，提示 Ｗｎｔ信号通路异常可能相对独

立地在子宫内膜癌的发生发展中发挥作用。

　　近年来的研究表明，除βｃａｔｅｎｉｎ基因突变外，涉及信号

通路中的抑制基因异常同样可能导致 Ｗｎｔ信号通路的激活。

ＳＦＲＰ１通过与 Ｗｎｔ蛋白竞争性结合Ｆｒｉｚｚｌｅｄ而发挥抑制信

号通路的作用。Ｓｕｚｕｋｉ等［３４］首先在结肠癌中发现存在

ＳＦＲＰ１基因启动子甲基化，其后又证实表观修饰所导致的表

达下降与结肠癌进展有关。随后的研究在多种肿瘤中均有

类似发现［５６］。在本研究中，３６例子宫内膜癌中１７例存在

ＳＦＲＰ１基因启动子甲基化，其中１４例伴随表达下降甚至缺

失，提示ＳＦＲＰ１基因启动子甲基化在子宫内膜癌发生和进展

中同样发挥着重要的作用。其中７例子宫内膜癌中虽无

ＳＦＲＰ１基因启动子区甲基化，但其表达却明显下降，一方面

提示ＳＦＲＰ１表达下降在子宫内膜癌中是常见事件，并可能是

最终导致 Ｗｎｔ信号通路异常激活的原因之一，另一方面也预

示着还有其他机制导致ＳＦＲＰ１表达下降。除启动子区甲基

化外，基因突变或杂合性缺失等都可能是导致抑癌基因失活

表达下降的原因，但累及ＳＦＲＰ１基因的这些方面的异常目前

尚无报道。

　　最近的一些研究进一步显示了ＳＦＲＰ１在调控 Ｗｎｔ信号

通路参与肿瘤发生进展中的重要作用。Ｓｈｉｈ等［８］发现，体外

肝癌细胞系在外源性表达ＳＦＲＰ１后核内βｃａｔｅｎｉｎ的积聚减

少，提示其对经典的 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路具有直接调控作用。

Ｙａｎｇ等［９］证实在乳腺癌细胞中，ＳＦＲＰ１除了能抑制经典的

Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路外，还能抑制非经典的 Ｗｎｔ／钙离子通路，
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并最终降低细胞的生长活性。Ｃｈｕｎｇ等［１０］还发现ＳＦＲＰ１能

降低宫颈癌细胞的侵袭能力。ＳＦＲＰ１基因对 Ｗｎｔ信号通路

重要的调控作用，有望使其成为候选的治疗靶点。
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