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!

目的
!

研究骨肉瘤患者外周血
WC<6

相关转录因子
&

"

WC<2&

$基因启动子甲基化及临床意义%方法
!

选择骨肉瘤患者及健康人作为研究对象!采用甲基化特异性聚合酶链反应"

KS.VLW

$检测两组研究对象外周血

WC<2&

基因启动子甲基化并比较其差异!分析骨肉瘤患者
WC<2&

基因启动子甲基化与临床病理因素的关系%结果

!

骨肉瘤患者外周血
WC<2&

基因启动子甲基化率"

$()!+

$显著高于健康人"

%)"+

$!差异有统计学意义"

A

$

")"$

$%在不同性别'年龄'肿瘤部位和病理类型的骨肉瘤患者之间!外周血
WC<2&

基因启动子甲基化率的差异无

统计学意义"

A

%

")"$

$!在不同
_VS

评分'肿瘤最大径'病理性骨折'组织学分级和
Z<<1I;<

@

分期的骨肉瘤患者之

间!差异均有统计学意义"

A

$

")"$

$%

_VS

评分低于
("

分'肿瘤最大径大于或等于
!"?9

'有病理性骨折'组织学分

级
Y&̂ Y#

及
Z<<1I;<

@

分期晚的骨肉瘤患者!其
WC<2&

基因启动子甲基化率显著高于
_VS

评分大于或等于
("

分'肿瘤最大径小于
!"?9

'无病理性骨折'组织学分级
Y!̂ Y%

及
Z<<1I;<

@

分期早的骨肉瘤患者%结论
!

骨肉瘤

患者外周血
WC<2&

基因启动子呈高甲基化状态!与
_VS

评分'肿瘤最大径'病理性骨折'组织学分级和
Z<<1I;<

@

分

期密切相关!可用于评估骨肉瘤患者病情及预后%
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骨肉瘤的发病机制尚未完全明确#可能与环境及遗传因素

密切相关#遗传因素包括基因突变及表观遗传学改变#其中甲

基化异常是表观遗传学最常见的病因#越来越多的基因甲基化

被发现参与骨肉瘤的发生和发展)

!.%

*

+

WC<6

相关转录因子
&

$

WC<2&

%为新近发现的抑癌基因#其甲基化表达失活与胃癌等

肿瘤的发病机制紧密相关)

&

*

#但在骨肉瘤中报道较少+本研究

采用甲基化特异性聚合酶链反应$
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%检测骨肉瘤患者

外周血
WC<2&

基因启动子甲基化#现报道如下+

$

!

资料与方法

$)$

!

一般资料
!

选择
%"!%

年
!

月至
%"!#

年
'

月诊治的骨肉

瘤患者为研究对象#纳入标准!$

!

%初次就诊#既往未行手术,放

疗或化疗等治疗($

%

%均经
P

射线,

L/

,磁共振成像$

KWF

%和病

理组织学检查确诊($

&

%排除合并其他肿瘤及多发患者+本组

骨肉瘤患者共纳入
("

例#包括男
#&

例#女
%(

例(平均$

%#)!g

$)*

%岁+另选择门诊行健康体检的健康者
$"

例为对照#其中

男
&"

例#女
%"

例(平均$

%#)$g')!

%岁+两组研究对象在性别

组成和年龄方面差异无统计学意义$

A

%

")"$

%#具有可比性+

$)/

!

WC<2&

基因启动子甲基化检测
!

骨肉瘤患者和健康者空

腹
*7

后取静脉血检测
WC<2&

基因启动子甲基化#检测方法为
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+采用
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%设计
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引物#见表
!

#反应体

系为
%$

"

J

#循环条件为!

,$d

预变性
!"9;<

#

,$d

变性
!9;<

#

'&d

退火
#":

#

(%d

延伸
#":

#

&"

个循环后最后一轮
(%d

延伸

!"9;<
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产物经琼脂糖凝胶电泳后检测+

表
!

!

WC<2&

基因启动子甲基化
KS.VLW

检测引物序列

引物 甲基化引物$

$G

!

&G

% 未甲基化引物$

$G

!

&G

%

正向
YYY/-Y-Y-/////--YYYY-/YL YYY/-Y-Y-/////--YYYY-/Y/Y/

反向
---/--L-//-LL--L-L/L-LYLL ----/--L-//-LL--L-L/L-L-LL

$)'

!

统计学处理
!

采用
S;

@

9=V406!%)"

进行统计学分析+不

同临床病理因素中
WC<2&

基因启动子甲基化率的差异采用
!

%

检验+检验水准
%

"̀)"$

#以
A

$

")"$

为差异有统计学意义+

/

!

结
!!

果

/)$

!

WC<2&

基因启动子甲基化对比
!

("

例骨肉瘤患者中有

#"

例外周血基因启动子检测到甲基化#

WC<2&

基因启动子甲

基化率为
$()!+

(

$"

例健康者中有
!

例外周血基因启动子检

测到甲基化#

WC<2&

基因启动子甲基化率为
%)"+

#骨肉瘤患

者外周血
WC<2&

基因启动子甲基化率显著高于健康者$

!

%

`

&()"!'

#

A

$

")"$

%+

/)/

!

WC<2&

基因启动子甲基化与临床病理因素的关系
!

在不

同性别,年龄,肿瘤部位和病理类型的骨肉瘤患者之间#外周血

WC<2&

基因启动子甲基化率的差异无统计学意义$

A

%

")"$

%#

在不同
_VS

评分,肿瘤最大径,病理性骨折,组织学分级和

Z<<1I;<

@

分期的骨肉瘤患者之间#差异均有统计学意义$

A

$

")"$

%+

_VS

评分低于
("

分,肿瘤最大径大于或等于
!"?9

,

有病理性骨折,组织学分级
Y&^Y#

及
Z<<1I;<

@

分期晚的骨

肉瘤患者
WC<2&

基因启动子甲基化率显著高于
_VS

评分大于

或等于
("

分,肿瘤最大径小于
!"?9

,无病理性骨折,组织学

分级
Y!̂ Y%

及
Z<<1I;<

@

分期早的骨肉瘤患者#见表
%

+

表
%

!

不同临床病理因素骨肉瘤患者中
WC<2&

基因

!!

启动子甲基化率比较&

1

'

临床病理因素
1

WC<2&

基因

启动子甲基化

甲基化 未甲基化

!

%

A

性别 男
#& %# !, ")""! "),%'

女
%( !' !!

年龄
$

%#

岁
&% !* !# ")"!! "),!(

'

%#

岁
&* %% !'

_VS

评分
$

("

分
!$ !& % $)&#( ")"%!

-

*(,

-

检验医学与临床
%"!$

年
#

月第
!%

卷第
(

期
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续表
%

!

不同临床病理因素骨肉瘤患者中
WC<2&

基因

!!

启动子甲基化率比较&

1

'

临床病理因素
1

WC<2&

基因

启动子甲基化

甲基化 未甲基化

!

%

A

'

("

分
$$ %( %*

肿瘤部位 上肢
&" !* !% ")"&" ")*'%

下肢
#" %% !*

肿瘤最大径
$

!"?9 %$ , !' $)*!, ")"!'

'

!"?9 #$ &! !#

病理性骨折 有
%" !( & ()&$! ")""(

无
$" %& %(

病理类型 成骨型
!* !! ( ")%"& "),"#

成软骨型
%* !' !%

成纤维型
%# !& !!

组织学分级
Y!̂ Y% &! !% !, ')#%* ")"!!

Y&̂ Y# &, %* !!

Z<<1I;<

@

分期
'

期
%" # !' %!)$",

$

")""!

)

期
%* !' !%

$

期
%% %" %

'

!

讨
!!

论

!!

骨肉瘤的发病机制尚未完全明确#主要与基因突变及表观

遗传学等遗传因素有关#表观遗传学因素主要包括甲基化#越

来越多的基因甲基化表达沉默被证实参与了肿瘤的发生和发

展)

#

*

+甲基化不依赖于
RN-

碱基突变#自身结构或结合甲基

结合蛋白可调控基因表达#为基因转录前调控最常见的作用机

制)

$

*

#在越来越多的肿瘤中检测到甲基化改变#在肿瘤的早期

诊断,病情及预后评估中扮演重要角色)

'

*

+

WC<2&

基因是新近

发现的抑癌基因#主要通过调控
/Y[.

&

信号传导通路而发挥

调控细胞周期的功能#其表达水平下降导致正常细胞失去调控

而发生癌变#在越来越多的肿瘤中可检测到
WC<2&

基因的甲

基化表达失活状态)

(

*

+研究表明#与
WC<2&

基因同家族的

WC<2%

基因在骨肉瘤组织中
9WN-

表达低于健康人)

*

*

#进一

步研究发现其处于高甲基化沉默状态#基于
WC<2&

基因与

WC<2%

基因功能类似#推测
WC<2&

基因启动子甲基化可能与

骨肉瘤的发病机制密切相关+本研究中骨肉瘤患者外周血

WC<2&

基因启动子甲基化率 $

$()!+

%显 著 高 于 健 康 者

$

%)"+

%#差异有统计学意义$

A

$

")"$

%#证实了
WC<2&

基因启

动子甲基化与骨肉瘤发病机制的相关性+

在消化系统和生殖系统肿瘤中可检测到
WC<2&

基因的高

甲基化状态#进一步发现其甲基化水平与临床病理因素相关#

可作为其诊断,病情及预后评估的标志物#较蛋白质标志物具

有更高的灵敏度及特异性)

,

*

#基于这些证据#推测
WC<2&

基因

启动子甲基化可能与骨肉瘤的病情及预后密切相关+在不同

性别,年龄,肿瘤部位和病理类型的骨肉瘤患者之间#外周血

WC<2&

基因启动子甲基化率的差异无统计学意义$

A

%

")"$

%(

在不同
_VS

评分,肿瘤最大径,病理性骨折,组织学分级和

Z<<1I;<

@

分期的骨肉瘤患者之间#差异均有统计学意义$

A

$

")"$

%+

_VS

评分低于
("

分,肿瘤最大径大于或等于
!"?9

,

有病理性骨折,组织学分级
Y&^Y#

及
Z<<1I;<

@

分期晚的骨

肉瘤患者
WC<2&

基因启动子甲基化率显著高于
_VS

评分大于

或等于
("

分,肿瘤最大径小于
!"?9

,无病理性骨折,组织学

分级
Y!̂ Y%

及
Z<<1I;<

@

分期早的骨肉瘤患者+这些证据表

明#

WC<2&

基因启动子甲基化与其他肿瘤类似#在骨肉瘤的病

情及预后评估中扮演重要角色+本研究仅检测骨肉瘤患者外

周血
WC<2&

基因启动子甲基化#推测骨肉瘤组织中可能存在

WC<2&

基因启动子甲基化状态#与手术切除标本对比#外周血

标本可能更具有前瞻性的优点#在临床应用中更具有价值+

吴同申等)

,

*采用流式细胞仪检测了骨肉瘤中
WC<2&

蛋白

质的表达水平#发现
WC<2&

在骨肉瘤中的表达水平明显低于

良性肿瘤#骨肉瘤中
WC<2&

表达水平在不同软组织浸润及不

同
Z<<1?I;<

@

分期的比较中有显著差异#说明
WC<2&

蛋白质检

测对判断预后有一定价值+进一步研究发现#除
U:***/

细胞

系的
WC<2&

基因的启动子区域
L

3

Y

岛可发生广泛甲基化外#

KY'&

,

Y%,%

,

U:,!,/

,

:=0:%

,

U:*'"/

,

U:("(-

,

U]S

等细胞

系的
WC<2&

启动子区域
L

3

Y

岛仅发生部分甲基化)

!"

*

(实时荧

光定量
VLW

显示#

KY'&

,

:=0:%

,

Y%,%

等骨肉瘤细胞系可见明

显的
WC<2&

表达#

U:,!,/

,

U:("(-

,

U]S

等骨肉瘤细胞系也

有不同程度的
WC<2&

表达#实验结果表明在骨肉瘤细胞系中

未见明显的
WC<2&

表达异常#在
WC<2&

启动子区域
L

3

Y

岛没

有发生广泛甲基化等表观遗传学异常改变#但本研究中骨肉瘤

患者外周血
WC<2&

基因启动子甲基化率显著高于健康者#证

实了
WC<2&

基因启动子甲基化与骨肉瘤发病机制的相关性#

与前述研究结论相反#可能与细胞和人体表达不一致有关#有

待于进一步研究证实+
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