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!摘要"

!

目的
!

比较新的
O

J

[

岛甲基化表型$

OA6D

%筛选标记基因和经典
OA6D

筛选标记基因在
OA6D

肺癌筛选中的

作用#并分析
OA6D

肺癌的临床病理特征(

方法
!

取第二军医大学长海医院呼吸科
$"

例肺癌患者的肺癌组织和癌旁组织#

提取
?>'

#进行甲基化转换后#利用甲基化特异性
DOX

$

65D

%对新的
OA6D

筛选标记基因$

;:.;<%

'

K>;E#

'

K#QMD#"%

和

>G8G!""=

%和经典的
OA6D

筛选标记基因$

K<K5<#F

'

.FD!

'

58BMQF#

'

MB57%

%的启动子
O

J

[

岛区域进行扩增#采用琼

脂糖凝胶电泳分析其甲基化状态(运用
5D55

统计软件对结果进行统计分析(

结果
!

肺癌组织发生明显的甲基化#所研究的

E

个基因甲基化水平均明显高于癌旁组织$

-g"="#C

%(其中
MB57%

甲基化与淋巴结转移及功能状态$

D5

%评分有关$

-

值分

别为
"="#B

'

"="#E

%(年龄
'

&"

岁的肺癌患者甲基化率高于
)

&"

岁者$

-g"="%#

%(吸烟对
K>;E#

基因甲基化的影响也很大

$

-g"="#E

%(

结论
!

O

J

[

岛甲基化表型肺癌具有独特的临床病理特征&新的和经典的甲基化基因组合在
OA6D

肺癌筛选上

都具有较高的灵敏度和特异性(
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肺癌是呼吸系统最常见的恶性肿瘤#其发病率

在发达国家和发展中国家均排在第
#

位#预计到

!"!"

年#肺癌仍是中国新增发病和死亡人数最多的

癌症)

#

*

(目前#肺癌的主要治疗手段包括手术治疗'

放疗'化疗和靶向治疗等#尽管近年来上述治疗措施

已取得很大进步#但其复发率和病死率仍很高#主要

+

C$$
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岛甲基化表型肺癌的分型标记及临床病理特征

原因在于其发病'转移及复发等相关机制尚不明确(

?>'

甲基化是表观遗传修饰的主要机制#其不

改变
?>'

序列#但影响基因转录调控#是导致抑癌基

因失活的重要原因)

!

*

(

O

J

[

岛甲基化表型$

OA6D

%的

概念于
#III

年首次被提出#研究发现某些结直肠癌

O

J

[

岛位点启动子被广泛甲基化#造成某些抑癌基因

和其他一些肿瘤相关基因的失活)

%

*

(这些
OA6D

被

发现有不同临床表现和分子特征#可以用于研究和评

估
OA6D

相关肿瘤)

C

*

(肺癌起源于一系列遗传和表

观遗传的变化#也是
OA6D

相关肿瘤之一)

$

*

(目前肺

癌
OA6D

的相关报道较少#究竟哪些甲基化基因可以

作为肺癌
OA6D

分型的基因标记尚不清楚(

在前期研究中#我们利用
?>'

甲基化结合蛋白

$

6aD

%沉淀
i

二代测序的方法#比较了
%

对
OA6D

阳

性和非阳性肿瘤组织的差异)

&

*

(本研究拟在此基础

上#挑选
C

个仅在
OA6D

肿瘤甲基化的基因
;:.;<%

'

K>;E#

'

K#QMD#"%

和
>G8G!""=

进行研究#并和经

典的
OA6D

筛选基因
K<K5<#F

'

.FD!

'

58BMQF#

'

MB57%

进行比较#旨在找到更准确的
OA6D

肺癌筛

选的基因组合#探讨
OA6D

肺癌的临床病理特征#为

肺癌的
OA6D

分型和个体化诊疗奠定基础(

A

!

材料和方法

#=#

!

研究对象
!

依据病理检验结果#选取
$"

例第

二军医大学长海医院
!"#%

4

!"#C

年收治的肺癌患

者#收集临床病例资料(所有肺癌患者术前均未接

受任何抗肿瘤治疗#未患有其他肿瘤疾病(男
%I

例#女
##

例#年龄$

$C=EhE=&

%岁(所有参与本研究

的肺癌患者或其家属均签署授权进行基因检测的知

情同意书(

#=!

!

肿瘤组织和血浆游离
?>'

提取
!

手术切除

肿瘤标本后立即转移至
fE"e

低温冰箱中保存(经

病理检查肿瘤细胞
'

B"̀

的标本方进行基因组抽

提(组织
?>'

提取采用
]-b)1*[+2/,-(?>'

D01-4-()7-/2L-7

$

D1/

S

,+

S

)

#

95'

%(抽提
?>'

测

J

!&"

"

J

!E"

和琼脂糖凝胶进行质量鉴定(

#=%

!

OA6D

分型
!

采用
$""2

S

提取的基因组
?>'

用
G

8

,/RG?>' 6+7P

8

3)7-/2[/3*L-7

$

G

8

,/

X+;+)1(P

#

@1)2

S

+

#

95'

%进行亚硫酸氢盐处理#具体

操作按照试剂盒的说明进行#处理后的
?>'

置于

f!"e

冻存#保存时间少于
#

个月(

OA6D

分型选用

文献)

B

*中的基因
K<K5<#F

'

.FD!

'

58BMQF#

'

MB57%

$经典组合%和我们筛选的基因
;:.;<%

'

K>;E#

'

K#QMD#"%

'

>G8G!""=

$新基因组合%作

为筛选标记(扩增甲基化和非甲基化的引物采用

6+7PD1-,+1

软件进行设计$

!""

#

!""

$$$%*21

3

6,6%

12

3

"

)6"!

#

20)62

"%#引物由
A2:-71/

S

+2

公司合成(

上述基因位点的甲基化状态运用甲基化特异性

DOX

$

65D

%

)

E

*进行分析#因
?>'

经
OFU

转换后
U,

降低#因此退火温度选择
$%e

#其他反应条件同普通

DOX

(

DOX

反应体系内含
!cDOXa044+1#"

#

N

#上'

下游引物各
"=$

#

N

$

!"

#

,/3

"

N

%#模板
?>'!

#

N

#以

去离子水补足至
!"

#

N

(为防止假阳性或假阴性#每

次
DOX

扩增时均采用阳性甲基化基因组
?>'

对照

$

OP+,-(/2FO

J

[+2/,+ 02-:+1;)3 6+7P

8

3)7+* ?>'

#

6-33-

J

/1+

#

95'

%'阴性外周血淋巴细胞$

Da6O

%基因

组
?>'

对照和阴性无
X>'

酶水对照(

取
$

#

N65D

产物#加入
#

#

N#"cN/)*-2

S

a044+1

#

于含
"=$,

S

"

N

溴化乙啶的
!=$̀

琼脂糖凝胶上电泳#

凝胶成像系统拍照观察(提纯并扩增凝胶上的条带#

再取产物进行电泳(

65D

产物电泳时只出现未甲基

化条带时#该样本计为未甲基化&

65D

产物电泳时出

现甲基化条带#无论是否出现未甲基化条带#均计为

甲基化(

C

个基因中
%

个或
%

个以上基因同时出现甲

基化条带者#则该样本定义为
OA6D

阳性)

I

*

(

#=C

!

统计学处理
!

采用
5D55!"="

统计软件包分

析#

[1)

J

PD)*D1-;,$

软件绘图(用
#

! 检验及

Q-;P+1

确切概率法分析
OA6D

表型与肺癌患者临床

病理因素的关系(检验水准$

!

%为
"="$

(

&

!

结
!

果

!=#

!

65D

检测
?>'

甲基化
!

图
#

为
K<K5<#F

和
.FD!

两个基因在
$

个样品中的
65D

检测结果(

阴性无
X>'

酶水对照无条带扩增#证明引物和反应

体系无污染(外周血淋巴细胞$

Da6O

%阴性对照

$

f(/271/3

%仅能扩增非甲基化条带#阳性对照能扩增

甲基化和非甲基化条带#说明该基因在外周血淋巴细

胞中无甲基化#也证明了引物扩增的特异性(

!=!

!

经典
OA6D

分型基因的甲基化阳性率及与临

床病理特征的关系
!

在经典的
C

个基因中#

K<K@

5<#F

'

.FD!

'

58BMQF#

'

MB57%

在癌组织和癌

旁组织的甲基化率分别为
C&="̀

$

!%

"

$"

%

:;

+

$$$

+
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$"
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$

C

"

$"

%'

$E="̀

$

!I

"

$"

%

:;#E="̀

$

I

"

$"

%和
$"="̀

$

!$

"

$"

%

:;#E="̀

$

I

"

$"

%#

C

个基因在癌组织中的甲基化率

均高于癌旁组织(由表
#

可见#

MB57%

基因的甲

基化与淋巴结转移$

-g"="#B

%和功能状态$

D5

%评

分$

-g"="#E

%相关#

.FD!

基因的甲基化与淋巴结

转移相关$

-g"="!&

%#

K<K5<#F

基因的甲基化与

年龄相关$

-g"="##

%(

图
A

!

!HP

检测甲基化示意图

Y

!

@

!阴性无
X>'

酶水对照&

fO/271/3

!阴性外周血淋巴细胞基因组
?>'

对照&

iO/271/3

!阳性甲基化基因组
?>'

对照&

#

&

$

!样品
#

&

$=6

!甲基化引物扩增的条带&

9

!非甲基化引物扩增的条带

表
A

!

经典
>D!P

分型基因启动子甲基化与临床病理特征的关系

,

指标
K<K5<#F .FD! 58BMQF# MB57% OA6D

i f i f i f i f i f

总例数
!% !B #C %& !I !# !$ !$ #$ %$

性别
-g"=#EC -g"=##C -g"=&&E -g"=%"& -g"=&"!

!

男
#& !% #% !& !! #B #E !# ## !E

!

女
B C # #" B C B C C B

年龄$岁%

-g"="## -g"=$!I -g"=%I" -g"=BBB -g"="%#

!'

&" #& I & #I #& I #% #! ## #C

!)

&" B #E E #B #% #! #! #% C !#

吸烟史
-g"=E&I -g"=#E# -g"=B%E -g"=$$& -g"=BIB

!

有
#$ #B ## !# #E #C #" E #" !!

!

无
E #" % #$ ## B #$ #B $ #%

病理类型
-g"=$!! -g"=I#I -g"=CBC -g"=!$C -g"=E"C

!

腺癌
I #% & #& #C E #% I B #$

!

非腺癌
#C #C E !" #$ #% #! #& E !"

肿瘤分期
-g"=$$$ -g"=!BE -g"=I&% -g"="EI -g"=#BC

!)

期
#" #C $ #I #C #" I #$ $ #I

!,

"

-

期
#% #% I #B #$ ## #& #" #" #&

肿瘤直径
A

"

(, -g"=BC# -g"=BE# -g"=#BI -g"=BBB -g"=$BB

!'

% #" #% & #B ## #! ## #! & #B

!)

% #% #C E #I #E I #C #% I #E

淋巴结转移
-g"=$! -g"="!& -g"=BI% -g"="#B -g"=!"$

!

是
& $ & $ & $ I ! $ &

!

否
#B !! E %# !% #& #& !% #" !I

D5

评分
-g"=E&I -g"=$!I -g"=BI% -g"="#E -g"=%&E

!

" E #" & #! #" E $ #% C #C

!'

" #$ #B E !C #I #% !" #! ## !#

!

OA6D

!

O

J

[

岛甲基化表型&

D5

!功能状态

+

&$$

+
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!!

利用
K<K5<#F

'

.FD!

'

58BMQF#

'

MB57%

C

个基因进行
OA6D

分型#在
$"

例肿瘤组织中#

#$

例$

%"̀

%有
%

个或
C

个基因甲基化#即
OA6D

$

i

%&

而癌旁组织中也有
!

例
OA6D

$

i

%#且这
!

例患者

对应的肿瘤组织也呈
OA6D

$

i

%(同
OA6D

$

f

%患

者相比#

OA6D

$

i

%患者发病年龄偏大$

-g"="%#

%#

其他病理特征差异无统计学意义$表
#

%(

!=%

!

新的
OA6D

分型基因的甲基化阳性率及与临床

病理特征的关系
!

C

个新的甲基化基因
;:.;<%

'

K>;E#

'

K#QMD#"%

'

>G8G!""=

在
$"

例肺癌的癌组

织和癌旁组织的甲基化率分别为
B&="̀

$

%E

"

$"

%

:;

$!="̀

$

!&

"

$"

%'

%E="̀

$

#I

"

$"

%

:;#"="̀

$

$

"

$"

%'

B!="̀

$

%&

"

$"

%

:;$&="̀

$

!E

"

$"

%和
CE="̀

$

!C

"

$"

%

:;!"="̀

$

#"

"

$"

%#该
C

个基因在癌组织中的甲基化

率均高于癌旁组织(其中
K>;E#

基因的甲基化与吸

烟史有关$

-g"="#E

#表
!

%(

利用
;:.;<%

'

K>;E#

'

K#QMD#"%

'

>G8G!""=

C

个基因进行
OA6D

分型#在
$"

例肿瘤组织中#

!%

例$

C&̀

%属于
OA6D

$

i

%肺癌&而癌旁组织中也有
%

例
OA6D

$

i

%#这
%

例患者对应的肿瘤组织也呈

OA6D

$

i

%(同
OA6D

$

f

%患者相比#

OA6D

$

i

%患者

发病年龄偏大$

-g"="%#

%#有吸烟史的患者
OA6D

$

i

%比例较大)

%&̀

$

#E

"

$"

%*#但差异无统计学意义

$

-g"="$%

#表
!

%(

表
&

!

新的
>D!P

分型基因启动子甲基化与临床病理特征的关系

,

指标
;:.;<% K>;E# K#QMD#"% >G8G!""= OA6D

i f i f i f i f i f

总例数
%E #! #I %# %& #C !C !& !% !B

性别
-g"=C!C -g"=#B" -g"=#CC -g"=&!% -g"=#EI

!

男
%# E #B !! %" I #E !# !" #I

!

女
B C ! I & $ & $ % E

年龄$岁%

-g"=$"E -g"=BB# -g"=$!I -g#=""" -g"="%#

!'

&" !" $ I #& #I & #! #% #% #!

!)

&" #E B #" #$ #B E #! #% #" #$

吸烟史
-g"=&%I -g"="#E -g"="$! -g"=E%! -g"="$%

!

有
!$ B #$ #B !& & #$ #B #E #C

!

无
#% $ C #C #" E I I $ #%

病理类型
-g"=E$! -g"=B"B -g"="B! -g"=E"! -g"=IC$

!

腺癌
#B $ I #% #% I ## ## #" #!

!

非腺癌
!# B #" #E !% $ #% #$ #% #$

肿瘤分期
-g"=!C% -g"=&"E -g"=&$" -g"=C"! -g"=$E&

!)

期
!" C #" #C #E & #% ## #! #!

!,

"

-

期
#E E I #B #E E ## #$ ## #$

肿瘤直径
A

"

(, -g"=B%" -g"="$B -g"=BE# -g"=IE! -g"=E##

!'

% #E $ #! ## #B & ## #! ## #!

!)

% !" B B !" #I E #% #C #! #$

淋巴结转移
-g#=""" -g"=$&C -g"=#CC -g"=!C" -g"=$!"

!

是
E % $ & & $ B C & $

!

否
%" I #C !$ %" I #B !! #B !!

D5

评分
-g"=&%I -g"=I!% -g"=IBI -g"=E%! -g"=CCI

!

" #% $ B ## #% $ I I B ##

!'

" !$ B #! !" !% I #$ #B #& #&

!

OA6D

!

O

J

[

岛甲基化表型&

D5

!功能状态
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!

讨
!

论

目前肺癌发病率及死亡率都较高#主要原因为

肺癌发生发展的分子机制尚不明确#同时肺癌起病

隐匿#早期无特异性症状#大多数肺癌患者就诊时已

进入晚期(因此#迫切需要进一步探讨其分子发生

机制#寻找理想的早期诊断和分子分型标记物(从

遗传的角度讲#肺癌也是环境因素和遗传因素相互

作用的结果(环境因素包括吸烟'环境污染等&遗传

因素则主要包括一系列遗传和表观遗传的变化#前

者如染色体畸变'基因突变等#后者如
?>'

甲基

化'

,-X>';

和组蛋白修饰等的改变(

OA6D

肿瘤

是一类特殊的'主要由于
?>'

甲基化导致的肿瘤(

OA6D

是一种特殊的分子亚型#具有独特的临床病

理特征!如好发于近端结肠'女性'黏液性癌'低分

化'高微卫星不稳定性$

65A

%'高
aX'Q

突变和低

UD$%

突变)

#"F##

*等(

Y0

S

P+;

等)

#!

*建议检测
G.5>#

'

G.5>!

'

G.5>%#

'

KJL5!<

和
GE:#

启动子的甲基化来

判断是否为
OA6D

肿瘤&

]+-;+2K+1

S

+1

等)

#%

*在
!I$

个肿瘤中检测了
I!

个基因的
O

J

[

岛
?>'

甲基化

情况#最后选择了
$

个基因 $

K<K5<#F

'

.FD!

'

58BMQF#

'

MB57%

'

;QK;#

%的
O

J

[

岛作为
OA6D

筛选的标记(但这些
OA6D

筛选标记基因都是基于

结直肠癌提出的#是否适合于肺癌尚不清楚(

本研究发现经典的
OA6D

分型标记基因
K<K@

5<#F

'

.FD!

'

58BMQF#

和
MB57%

在肺癌中的甲

基化率高于癌旁组织#且与肺癌临床病理特征关系

密切(其中
K<K5<#F

与年龄有一定的关系#

'

&"

岁的患者该基因甲基化阳性率升高(

A[Q!

和

X9>H%

在淋巴结转移上具有一定的意义#发生淋

巴结转移的患者此两个基因甲基化率升高(提示可

利用这两个基因甲基化检测来判断是否发生肺癌的

淋巴结转移(

Y)1*+2

等)

#C

*研究也有类似发现(另

外#

MB57%

甲基化与临床
D5

评分具有一定的关

系#当
D5

评分
'

"

时#此基因甲基化阳性率增高(

本研究还以
C

个新基因
;:.;<%

'

K>;E#

'

K#QMD#"%

和
>G8G!""=

作为
OA6D

分型标记进

行研究#发现年龄越大
OA6D

阳性率越高(另外发

现
K>;E#

基因与吸烟史有一定的关系#有吸烟史的

患者此基因阳性率升高(这与
@;71/V

等)

#$

*的研究

相符#也符合
OA6D

在其他肿瘤如结直肠癌中的临

床病理特征(

之前的研究已明确
?>'

的超甲基化与在启动

子区域具有高水平胞嘧啶的基因沉默有关#这种基

因通常沉默转录)

#&

*

(肺癌病理类型不同#其基因甲

基化率可能也会存在差异(

\)2)

S

)V)

等)

#B

*报道

#

#&

的甲基化与鳞癌密切相关#而
<-K

和
MB57%

基因的甲基化则与腺癌密切相关(

:)2*+1]+

8

*+2

等)

#E

*和
U)3-WW)

等)

#I

*认为#

OA6D

肺癌与非小细胞

肺癌密切相关(然而本研究的
E

个基因甲基化与病

理类型无明显相关性(本研究还发现#性别对甲基

化结果没有影响#这也不同于
<)-;;-w1+

等)

!"

*的报

道(虽然本研究也发现
OA6D

肿瘤与年龄'淋巴结

转移等有关#但其他的临床病理特征未发现明显差

异#这可能与样本数较小'甲基化检测手段不够灵敏

有关#需要进一步深入研究(
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