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·临床研究·

宫颈脱落细胞ＤＫＫ３基因甲基化在宫颈癌中的意义
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　　【摘要】　目的　检测宫颈脱落细胞Ｄｉｃｋｋｏｐｆ相关蛋白３（ＤＫＫ３）基因启动子甲基化并研究其在宫颈癌中的临

床意义。方法　选择宫颈癌患者（ＣＥＲ组）和健康女性（ＣＯＮ组）为研究对象，采用甲基化特异性ＰＣＲ（ＭＳＰ）检测

两组研究对象宫颈脱落细胞ＤＫＫ３基因启动子甲基化，比较ＤＫＫ３基因启动子甲基化率在不同临床病理因素中

的差异。结果　ＣＥＲ组宫颈癌患者宫颈脱落细胞ＤＫＫ３基因启动子甲基化率明显高于ＣＯＮ组健康女性（５３．８％

狏狊．０．０％，犘＜０．０１）。ＣＥＲ组宫颈癌患者宫颈脱落细胞ＤＫＫ３基因启动子甲基化率在 ＨＰＶ感染、组织学分级、

肿瘤最大径、淋巴结转移、远处转移和国际妇产科联盟（ＦＩＧＯ）分期中的差异均有统计学意义（均犘＜０．０５），有

ＨＰＶ感染、组织学分级高、肿瘤最大径大于或等于４ｃｍ、有淋巴结转移、有远处转移和ＦＩＧＯ分期晚的宫颈癌患者

ＤＫＫ３基因启动子甲基化率明显高于无 ＨＰＶ感染、组织学分级低、肿瘤最大径小于４ｃｍ、无淋巴结转移、无远处

转移和ＦＩＧＯ分期早的患者。结论　宫颈癌患者宫颈脱落细胞ＤＫＫ３基因启动子甲基化与 ＨＰＶ感染、组织学分

级、肿瘤最大径、淋巴结转移、远处转移和ＦＩＧＯ分期有关，可用于评估宫颈癌的病情严重程度和预后。

【关键词】　宫颈癌；　ＤＫＫ３；　甲基化
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　　目前对宫颈癌的发病机制尚未完全明确，研究表明其与抑

癌基因的甲基化沉默有关，这些基因的甲基化率与宫颈癌的病

程严重程度和预后紧密相关［１２］。Ｄｉｃｋｋｏｐｆ相关蛋白３（ＤＫＫ

３）是新近发现的抑癌基因，其甲基化沉默时导致失去对细胞周

期的调控而发生癌变，与肿瘤的发生、进展与转归紧密相关［３］。

研究表明，在宫颈癌组织中可检测到ＤＫＫ３高甲基化状态
［４］。

本研究检测宫颈癌患者宫颈脱落细胞ＤＫＫ３基因启动子甲基

化状态，研究宫颈脱落细胞ＤＫＫ３基因启动子甲基化在宫颈

癌中的临床意义。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０１２年１月至２０１４年１月诊治的宫颈

癌患者为研究对象（ＣＥＲ组）。纳入标准：（１）初治患者，既往

未行化疗及手术治疗；（２）经临床表现、体格检查、影像学及病

理组织学检查确诊；（３）排除合并严重心脑肺及其他肿瘤患者。

共纳入６５例研究对象，平均年龄（４７．３±６．５）岁；病理类型为

鳞状细胞癌４８例，腺癌１１例，腺鳞癌６例；国际妇产科联盟

（ＦＩＧＯ）（２００９年）宫颈癌分期包括Ⅰ期１０例，Ⅱ期２８例，Ⅲ

期１７例，Ⅳ期１０例。另以同期５０例健康女性为对照（ＣＯＮ

组），平均年龄（４７．５±７．１）岁。ＣＥＲ组和ＣＯＮ组研究对象年

龄差异无统计学意义（犘＞０．０５），具有可比性。

１．２　 材料与试剂　宫颈脱落细胞获取：将宫颈刷在子宫颈外

口与颈管交界处刷转，收集子宫颈脱落细胞，然后将宫颈涂片

取样器放入装有特殊溶液的试管中，轻轻摇动，使取样器上的

细胞标本洗脱在溶液中。ＤＮＡ提取试剂购自宝生物工程有限

公司；引物由上海生工生物工程股份有限公司合成；甲基化检

测购于北京天漠公司。

１．３　ＤＫＫ３基因启动子甲基化检测　根据ＤＮＡ提取试剂操

作说明提取ＣＥＲ组和ＣＯＮ组宫颈脱落细胞总 ＤＮＡ。采用

ＭＳＰ法检测ＤＫＫ３基因启动子甲基化，引物序列参考Ｄｉｎｇ

等［５］文献报道序列。ＰＣＲ反应体系为２５μＬ，循环条件：９５℃

预变性１０ｍｉｎ，９５℃变性１ｍｉｎ，６３℃退火４５ｓ，７２℃延伸４５

ｓ，共３０个循环，最后７２℃延伸８ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经琼脂糖凝

胶电泳后检测。

１．４　统计学处理　采用ＳｉｇｍａＰｌｏｔ１１．０统计软件进行统计学

分析。计量资料采用狓±狊表示，组间比较采用狋检验；计数资

料以率表示，组间比较采用χ
２ 检验；以犘＜０．０５为差异有统

计学意义。

２　结　　果

２．１　ＤＫＫ３基因启动子甲基化　ＣＥＲ组６５例宫颈癌患者宫

颈脱落细胞检测到３５例呈甲基化状态，甲基化率为５３．８％，

ＣＯＮ组５０例健康女性中均未检测到甲基化状态，甲基化率为

０．０％，ＣＥＲ组宫颈癌患者宫颈脱落细胞ＤＫＫ３基因甲基化

率明显高于ＣＯＮ组健康女性（χ
２＝３６．２００，犘＜０．０１）。

２．２　ＤＫＫ３基因启动子甲基化与临床病理因素的关系　

ＣＥＲ组宫颈癌患者的宫颈脱落细胞ＤＫＫ３基因启动子甲基

化率在年龄和病理类型中的差异均无统计学意义（均犘＞

０．０５），在 ＨＰＶ感染、组织学分级、肿瘤最大径、淋巴结转移、

远处转移和 ＦＩＧＯ 分期中的差异均有统计学意义（均 犘＜

０．０５），有 ＨＰＶ感染、组织学分级高、肿瘤最大径大于或等于４

ｃｍ、有淋巴结转移、有远处转移、ＦＩＧＯ分期晚的宫颈癌患者

ＤＫＫ３基因启动子甲基化率明显高于无 ＨＰＶ感染、组织学分

级低、肿瘤最大径小于４ｃｍ、无淋巴结转移、无远处转移和ＦＩ

ＧＯ分期早的患者。结果见表１。

表１　ＣＥＲ组宫颈脱落细胞ＤＫＫ３基因启动子

　　甲基化与临床病理因素关系

临床病理因

素
狀

甲基化［狀（％）］

甲基化 未甲基化
χ
２ 犘

年龄（岁） ＜５０ ３５ １８（５１．４） １７（４８．６） ０．０２９０．８６３

≥５０ ３０ １７（５６．７） １３（４３．３）

·０１１· 检验医学与临床２０１５年１月第１２卷第１期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１５，Ｖｏｌ．１２，Ｎｏ．１



续表１　ＣＥＲ组宫颈脱落细胞ＤＫＫ３基因启动子

　　甲基化与临床病理因素关系

临床病理因

素
狀

甲基化［狀（％）］

甲基化 未甲基化
χ
２ 犘

ＨＰＶ感染 阳性 ５０ ３１（６２．０） １９（３８．０） ４．４６２０．０３５

阴性 １５ ４（２６．７） １１（７３．３）

病理类型 鳞状细胞癌 ４８ ２６（５４．２） ２２（４５．８） ０．０３９０．９８０

腺癌 １１ ６（５４．５） ５（４５．５）

腺鳞癌 ６ ３（５０．０） ３（５０．０）

组织学分级 Ⅰ ３０ １０（３３．３） ２０（６６．７） ９．６８４０．００８

Ⅱ ２２ １５（６８．２） ７（３１．８）

Ⅲ １３ １０（７６．９） ３（２３．１）

肿瘤最大径 ＜４ｃｍ ２８ １０（３５．７） １８（６４．３） ５．２８９０．０２１

≥４ｃｍ ３７ ２５（６７．６） １２（３２．４）

淋巴结转移 有 ２８ ２０（７１．４） ８（２８．６） ４．９３９０．０２６

无 ３７ １５（４０．５） ２２（５９．５）

远处转移 有 １０ ９（９０．０） １（１０．０） ６．８１２０．００９

无 ５５ ２６（４７．３） ３９（７０．９）

ＦＩＧＯ分期 Ⅰ期 １０ ２（２０．０） ８（８０．０） １５．７５９０．００１

Ⅱ期 ２８ １１（３９．３） １７（６０．７）

Ⅲ期 １７ １３（７６．５） ４（２３．５）

Ⅳ期 １０ ９（９０．０） １（１０．０）

３　讨　　论

基因甲基化是表观遗传学中与碱基突变无关的转录前基

因调控机制，甲基化ＣＧ结合甲基结合蛋白或自身结构可阻遏

转录因子形成转录复合物从而调控基因表达，而基因甲基化主

要集中在含ＣｐＧ岛的基因启动子区域
［６］。研究表明，抑癌基

因启动子甲基化沉默导致其失去对正常细胞增殖的调控而发

生癌变，与肿瘤的发病机制、转归及预后密切相关，越来越多的

研究表明抑癌基因启动子甲基化可用于肿瘤的病情及预后评

估［７８］。ＤＫＫ３基因属于ＤＫＫ家族，为 Ｗｎｔ信号传导通路的

抑制因子，具有促进细胞凋亡和调控肿瘤血管产生的功能，在

消化系统肿瘤和呼吸系统肿瘤等可检测到其处于甲基化状态，

且其甲基化率可反映病情严重程度和预后［９］。目前对宫颈癌

的发病机制尚未完全明确，研究表明其与抑癌基因的甲基化失

活有关，随着研究的不断深入，越来越多的基因被发现参与宫

颈癌的发生、发展［１０］。研究表明，宫颈癌组织中可检测到

ＤＫＫ３基因启动子甲基化状态，其甲基化率明显高于正常组

织［４］，因宫颈脱落细胞筛查宫颈癌较宫颈切除组织病理学更方

便、快捷，检测宫颈脱落细胞ＤＫＫ３基因甲基化状态对宫颈癌

的筛查更有临床价值。本研究表明宫颈癌患者宫颈脱落细胞

ＤＫＫ３基因启动子甲基化率明显高于健康女性，证实ＤＫＫ３

基因甲基化在宫颈癌发病机制中的作用。

目前公认的宫颈癌病情及预后的决定因素为组织学分级、

肿瘤大小、淋巴结转移、远处转移和ＦＩＧＯ分期，组织分化程度

低、肿瘤越大、有淋巴结转移、有远处转移和ＦＩＧＯ分期晚的患

者其生存期越差，此外，研究表明宫颈癌患者的生存质量同样

与这些因素密切相关。本研究发现宫颈癌患者的宫颈脱落细

胞ＤＫＫ３基因启动子甲基化率在 ＨＰＶ感染、组织学分级、肿

瘤最大径、淋巴结转移、远处转移和ＦＩＧＯ分期中的差异均有

统计学意义（均犘＜０．０５），有 ＨＰＶ感染、组织学分级高、肿瘤

最大径大于或等于４ｃｍ、有淋巴结转移、有远处转移、ＦＩＧＯ分

期晚的宫颈癌患者ＤＫＫ３基因启动子甲基化率明显高于无

ＨＰＶ感染、组织学分级低、肿瘤最大径小于４ｃｍ、无淋巴结转

移、无远处转移和ＦＩＧＯ分期早的患者。这些证据表明，与宫

颈癌术后切除病理组织一样，宫颈脱落细胞ＤＫＫ３基因启动

子甲基化与宫颈癌的病情及预后紧密相关，可作为其病情及预

后评估的标志物。宫颈脱落细胞筛查宫颈癌较传统的宫颈活

检更具有临床价值，同时可在术前提供客观证据，这点是传统

的病理组织学无法企及的。
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（１２）：１９５６１９５９．
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