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&基因启动子区域
*3

个
4

5

6

的甲基化水平!分析其与肝细胞癌

患者临床病理特征的关系!探讨
$12*

基因甲基化在肝癌形成过程中的作用'方法
!

提取
*/

对患者肝细胞癌组织和癌旁组织

$17

!经亚硫酸氢盐处理后!进行巢式
#48

并联合克隆测序检测
$12*

基因的甲基化水平'结果
!

肝细胞癌患者的甲基化事件

发生率为
9*-*:

"

,;

$

*/

&'癌组织的
$12*

基因启动子区域平均甲基化率为
*0-9:

!癌旁组织为
+,-/:

!两者比较差异有统计

学意义"
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基因甲基化诊断肝癌的受试者工作特征曲线"

8<4

&曲线下面积"

7=4

&为
/-9*+

!对肝癌有较好的诊

断价值'结论
!

$12*

作为肝细胞癌的一种抑癌基因!其启动子区域高度甲基化可能会促进肝细胞癌的形成'
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肝细胞癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一#肝细胞癌的病

死率在恶性肿瘤中排第
*

位#每年大约有
3//

万的新发病

例'

+

(

)这些新发病例中中国大约占一半#肝细胞癌在肝癌中所

占比例为
0/:

!

9;:

'

,

(

)虽然对肝癌的诊断与治疗方法不断

提高#但目前主要的治疗方法还是肝癌切除术#只有极少数早

期发现的患者生存质量有较好的改善#大部分患者确诊时都已

经到中晚期#其术后的预后情况并不理想)这不得不归因于肝

癌缺乏有效的早期诊断方法#因此很有必要深入探讨肝细胞癌

潜在的发病机制以及发现早期诊断的分子标记物)表观遗传

学的修饰被认为在肿瘤形成过程中发挥至关重要的作用'

*

(

)

$17

甲基化被认为是主要的表观遗传学修饰方式#调节基因

的表达#而且认为甲基化在肿瘤形成过程中是主要的分子机制

之一'

.

(

)在肝细胞肝癌中#发现了各种各样的抑癌基因启动子

区域异常的甲基化#这些抑癌基因的甲基化会下调基因的转录

表达#促进肿瘤的形成'

;

(

)

$

%

&'()&*

$

$12*

&蛋白是
$

%

>

&'()&

家族中的一员#具有鸟苷酸三磷酸酶$

6@#'HD

&的活性#

主要参与细胞胞吞过程中的剪切'

3

(

)在肝细胞癌中#对
$12*

基因的相关研究报道很少)有研究表明
$12*

在肝癌形成过

程中可能作为一种新发现的抑癌基因#在癌组织中该基因启动

子区域出现异常的甲基化#并且表达水平出现下降'

0

(

#但该结

论还未在中国人群临床标本的研究中得到验证#因此很有必要

探讨该基因在中国肝细胞癌患者癌组织中的甲基化水平)本

研究采用亚硫酸氢盐修饰后
#48

$

!"#

&联合
@7

克隆测序检

测肝细胞癌组织和癌旁组织的甲基化水平)

$

!

资料与方法

$-$

!

一般资料
!

收集
*/

对肝细胞癌与癌旁冰冻组织#来源于

武汉大学中南医院和湖北省肿瘤医院行肝癌切除术的肝细胞

癌患者)

$-/

!

仪器与试剂
!

QD('?3//

型
#48

扩增仪$珠海黑马医学

仪器有限公司&%电泳仪购自美国
!)A>8'K

公司%

QD('=U>+

紫外透射分析仪$珠海黑马医学仪器有限公司&%

@6V>+98

低

温离心机$常州市国立试验设备研究所&%凝胶纯化试剂盒$美

*

?/.,

*

检验医学与临床
,/+3

年
?

月第
+*

卷第
+0
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基金项目!国家重点基础研究发展计划$+
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作者简介!黄朱亮#男#技师#主要从事临床生化与分子诊断学的研究)
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国
X)'

O

D&

公司&)
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!

肝细胞癌的诊断
!

$

+

&实验室检查!血清肿瘤标志物甲胎

蛋白$

7Y#

&和肝炎病毒的检测)$

,

&影像学检查!超声显像-

4@

-

28Z

和数字减影血管造影$

$"7

&等)在对比增强的动态

4@

扫描或
28Z

检查时#肝细胞癌的典型影像特征!在动脉期

呈显著强化#在静脉期增强不及周边肝组织#而在延迟期则造

影剂持续消退#这是肝细胞癌高度特异的影像学表现)肝细胞

癌的诊断需要检查平扫期-动脉期-静脉期-延迟期
.

个时期)

$

*

&肝组织活检病理组织学检查)病理学检查是诊断原发性肝

癌的金标准#肝细胞癌病理检查特点!癌细胞呈多边形以梁索

状排列多见#细胞质嗜酸性#细胞核圆形#梁索间衬覆血窦)免

疫组织化学!

4$*.

染色在肝细胞癌呈强阳性)该诊断标准参

照美国肝病协会$

77"V$

&

,/+/

年在线发布的.肝细胞癌临床

指南更新版/)

$-1

!

方法

$-1-$

!

$17

的提取与亚硫酸氢盐的修饰
!

基因组
$17

的

提取采用标准的蛋白酶
[

消化和酚"氯仿法'

9

(

)对提取的基

因组
$17

进行亚硫酸氢盐修饰处理#基因组上未甲基化的

4

5

6

岛#

4

碱基转变成
=

)亚硫酸氢盐的处理步骤!$

+

&基因组

$17

的碱变性%$

,

&硫化和脱氢%$

*

&纯化和脱硫%$

.

&沉淀和回

收'

?

(

)

$-1-/

!

!"#

反应与
@7

克隆测序
!

经亚硫酸氢盐处理的基因

$17

作为模板进行巢式
#48

扩增)序列中未甲基化的
4

碱

基变成
@

碱基#而甲基化的
4

碱基不变)用于
!"#

的引物序

列为
$12*\Y

!

;]>766646@67@76766767@@>*]

#

$12*\8

!

;]>7777446746744774@77@>*]

#产物

为
;;0L

5

%

$12*1Y

!

;]>6@6@@76466467@76@6>*]

#

$12*18

!

;]>74@477447744777@44>*]

#产物为
*3?

L

5

)

#48

反应条件!

?;^+/()&

%

?;^*/H

#

@(

$

39

-

33

-

3.

-

3,

-

3/

-

;9

&

*̂/H

#

0,^.;H

#

,

个循环%

?;^*/H

#

;3^*/H

#

0,^.;H

#

,;

个循环%

0,^+/()&

)

#48

产物采用凝胶纯化

试剂盒进行纯化$美国
X)'

O

D&

公司&#纯化产物克隆到
5

2$+9>

@

载体上$

@'_'C'

公司&#挑取
+/

个阳性单克隆菌群增菌#并

且提取质粒送测序)

$-2

!

统计学处理
!

数据分析采用
"#"",/-/

统计学软件)肝

细胞癌组织与癌旁组织的甲基化率比较采用两配对样本的
=

检验#肝细胞癌组织的甲基化事件发生率与患者临床资料的相

关性分析采用
!

, 检验中的
Y)HFDC

确切概率法)不同组别的肝

细胞癌组织甲基化率的比较也采用两样本
=

检验#双侧检验)

以
!

$

/-/;

为差异有统计学意义)

/

!

结
!!

果

/-$

!

!"#

克隆测序结果
!

检测
*/

对肝细胞癌组织和癌旁组

织的
$12*

基因启动子
*3

个
4

5

6

岛甲基化水平)癌组织的

启动子平均甲基化率为
*0-9:

#癌旁组织的平均甲基化率为

+,-/:

#两者甲基化水平比较差异有统计学意义$

!

$

/-/;

&#

癌组织的基因启动子
*3

个
4

5

6

岛高度甲基化#见图
+

)甲基

化事件肝细胞癌的发生率为
9*-*:

$

,;

"

*/

&)

/-/

!

肝细胞癌组织的甲基化事件发生率与患者临床资料的相

关性分析
!

临床资料包括患者年龄-性别-肝炎病毒感染情况-

甲胎蛋白$

7Y#

&水平-肿瘤大小-

@12

分期-

!4V4

分期-细胞

分化程度)其中只有患者年龄与
$12*

基因启动子区域甲基

化相关#年龄
$

3/

岁甲基化事件发生率明显高于年龄
%

3/

岁

患者$

!

$

/-/;

&#其余临床资料跟甲基化在统计学上没有相关

性#见表
+

)将癌组织分别按照
7Y#

水平-肿瘤大小-

@12

分

期-

!4V4

分期-细胞分化程度进行分组比较各组甲基化率#未

发现差异有统计学意义$

!

&

/-/;

&)见表
,

)

表
+

!!

肝细胞癌患者的甲基化事件发生情况与患者

!!!

临床资料的相关性分析#

-

$

临床资料
-

甲基化事件 无甲基化事件
!

性别
+-//

!

男
,9 ,* ;

!

女
, , /

年龄
/-/+

!%

3/

岁
. + *

!$

3/

岁
,3 ,. ,

肝炎病毒
+-//

!

阳性
,? ,. ;

!

阴性
+ + /

7Y# +-//

!%

.//&

O

"

#

V +, +/ ,

!$

.//&

O

"

#

V +9 +; *

肿瘤直径
+-//

!%

;B( ,+ +0 .

!$

;B( ? 9 +

@12

分期
/-+/

!$

`

%

,, ,/ ,

!&

`

'

9 ; *

!4V4

分期
+-//

!

7`! +3 +* *

!

4`$ +. +, ,

细胞分化
+-//

!$

`

%

,. ,/ .

!&

`

'

3 ; +

表
,

!!

肝癌组织不同组别的甲基化率比较#

Ga@

$

分组
-

甲基化率$

:

&

!

7Y# /-,3

!%

.//&

O

"

#

V +, .*a,0

!$

.//&

O

"

#

V +9 *.a+?

肿瘤直径
/-3+

!%

;B( ,+ *3a,;

!$

;B( ? .+a+3

@12

分期
/-33

!$

`

%

,, *?a,,

!&

`

'

9 *;a,0

!4V4

分期
/-/9

!

7`! +3 *+a,.

!

4`$ +. .;a+9

细胞分化
/-+9

!$

`

%

,. *?a,,

!&

`

'

3 ,*a,/

/-'

!

$12*

基因启动子甲基化检测肝癌组织的准确性分析

!

制作了
$12*

基因甲基化的受试者工作特征曲线$

8<4

&曲

线#曲线下面积$

7=4

&为
/-9*+

#对肝癌组织的检验有较好的

诊断价值#最佳诊断分界点为甲基化率
,.-3:

#见图
,

)

*

/+.,

*

检验医学与临床
,/+3

年
?

月第
+*

卷第
+0

期
!

V'L2DK4G)&

!

"D

5

ED(LDC,/+3

!

UAG-+*

!

1A-+0



图
+

!!

!"#

检测癌组织和癌旁组织的甲基化率

图
,

!!

$12*

启动子甲基化率的
8<4

曲线

'

!

讨
!!

论

!!

肝细胞癌是一种有多种致病机制引起的复杂性疾病#其中

表观遗传学机制逐渐受到重视'

+/

(

)

$17

甲基化是目前表观

遗传学研究的热门领域#肿瘤组织中的
$17

异常的甲基化可

以促进肿瘤的形成'

++

(

)本研究检测了
*/

对肝细胞癌组织和

癌旁组织的
$12*

基因启动子区域甲基化水平#发现该基因

在癌组织中呈高度甲基化)这是第一次在中国人群中发现该

基因在肝细胞癌组织中呈现高甲基化#甲基化事件发生率为

9*-*:

#癌组织中平均甲基化率为
*0-9:

)

8<4 7=4

为

/-9*

#说明
$12*

甲基化检测作为癌症的一个诊断指标有一

定的应用价值#当然还需要更大的样本量进行验证)

$12*

蛋白是
$

%

&'()&

蛋白家族中一员#主要参与细胞

的内吞过程)有研究报道
$12*

基因是一种新型的抑癌基

因#在肝癌组织中该基因启动子高度甲基化#甲基化事件发生

率为
90:

#与本研究的结果相符'

0

(

)另有研究表明肝细胞癌

中该基因表达量出现明显下降#而且下降程度与肿瘤细胞的血

管浸润和肿瘤转移呈正相关#与患者的预后情况呈负相关#因

此可以作为患者预后判断的指标'

+,

(

)有研究发现
$12*

蛋

白可能通过诱导
#;*

蛋白的表达#抑制肝细胞的增生#使细胞

增生阻滞于
6

/

"

6

+

期#促进细胞的凋亡'

+,

(

#但具体通过什么信

号通路或途径尚不明确)

目前#肝癌的早期发现存在难度#但是由于肝癌容易转移

和复发#即使成功完成肝部分切除术和应用药物治疗#大多数

患者预后情况并不理想#早发现-早治疗显得尤为重要'

+*

(

#目

前缺乏好的分子标志物对肝癌进行早期诊断和预后评估'

+.

(

)

因此临床新的诊断标志物的筛查和发现#对肝癌潜在发病新机

制-新的治疗靶点#新的预后指标的研究具有重要价值)有研

究证明在人的血清中存在来自于肝癌细胞的甲基化
$17

'

+;

(

#

血液中循环的肿瘤细胞的
$17

甲基化水平可能是一个潜在

的肿瘤标志物)对肝癌组织甲基化水平的研究可能会为肝细

胞癌早期诊断寻找到一个突破口)
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