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  摘 要:目的 探讨FAM19A4甲基化检测在高危型人乳头瘤病毒(HR-HPV)阳性宫颈癌及其癌前病变

评估中的临床价值。方法 连续性纳入2020年1-12月该院收治的80例宫颈癌患者(宫颈癌组)及90例宫颈

癌前病变患者(癌前病变组),以同期的80例健康体检者作为对照组。采集宫颈脱落细胞,采用杂交捕获法进

行人乳头瘤病毒(HPV)的筛查及基因分型;采用双探针荧光定量PCR法检测3组 HR-HPV阳性者宫颈脱落

细胞中FAM19A4基因甲基化表达情况并进行统计学分析。结果 宫颈癌组、癌前病变组及对照组的 HR-
HPV阳性率分别为92.50%(74/80)、55.56%(50/90)及7.50%(6/80),差异有统计学意义(P<0.05)。宫颈

癌组HR-HPV阳性者的FAM19A4基因甲基化检出率(97.30%)明显高于癌前病变组(72.00%)与对照组

(16.67%),差异有统计学意义(P<0.05),癌前病变组 HR-HPV阳性者的FAM19A4基因甲基化检出率明显

高于对照组(P<0.05)。宫颈癌组HR-HPV阳性者的宫颈脱落细胞中,HPV16/18阳性者的FAM19A4基因

甲基化检出率(100.00%)高于非 HPV16/18阳性者(92.00%),差异有统计学意义(P<0.05);癌前病变组中

HPV16/18阳性者的FAM19A4甲基化检出率(75.00%)高于非 HPV16/18阳性者(68.18%),差异无统计学

意义(P>0.05)。结论 FAM19A4
 

基因可能是宫颈细胞癌变的特异性分子标志物,检测PFAM19A4甲基化

程度可为临床防治宫颈癌提供参考。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

clinical
 

value
 

of
 

FAM19A4
 

methylation
 

detection
 

in
 

the
 

evaluation
 

of
 

high-risk
 

human
 

papillomavirus
 

(HR-HPV)
 

positive
 

patients
 

with
 

cervical
 

cancer
 

or
 

precancerous
 

lesions.
Methods Eighty

 

patients
 

with
 

cervical
 

cancer
 

(cervical
 

cancer
 

group)
 

and
 

90
 

patients
 

with
 

cervical
 

precancer-
ous

 

lesions
 

(precancerous
 

lesions
 

group)
 

treated
 

in
 

this
 

hospital
 

from
 

January
 

to
 

December
 

2020
 

were
 

succes-
sively

 

enrolled
 

in
 

the
 

study,meanwhile
 

80
 

people
 

who
 

underwent
 

the
 

healthy
 

physical
 

examination
 

were
 

en-
rolled

 

as
 

the
 

control
 

group.The
 

exfoliated
 

cervical
 

cells
 

were
 

collected.The
 

HPV
 

screening
 

and
 

genotyping
 

were
 

carried
 

out
 

by
 

adopting
 

the
 

hybridization
 

capture
 

method.Taqman
 

probe-based
 

quantitative
 

PCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

methylation
 

of
 

FAM19A4
 

gene
 

of
 

the
 

cervical
 

exfoliated
 

cells
 

in
 

the
 

3
 

groups
 

of
 

HR
 

HPV
 

positive
 

patients,among
 

which
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

analyzed.Results The
 

positive
 

rate
 

of
 

HR-
HPV

 

in
 

cervical
 

cancer
 

group,
 

precancerous
 

lesion
 

group
 

and
 

control
 

group
 

was
 

92.50%(74/80),55.56%
(50/90)and

 

7.50%
 

(6/80),
 

respectively,
 

and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant(P<0.05).The
 

de-
tection

 

rates
 

of
 

FAM19A4
 

methylation
 

of
 

HR-HPV
 

positive
 

people
 

in
 

cervical
 

cancer
 

group(97.30%)was
 

sig-
nificantly

 

higher
 

than
 

those
 

in
 

precancerous
 

lesions
 

group(72.00%)
 

and
 

control
 

group(16.67%),the
 

differ-
ence

 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05),the
 

detection
 

rates
 

of
 

FAM19A4
 

methylation
 

of
 

HR-HPV
 

posi-
tive

 

people
 

in
 

precancerous
 

lesions
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

control
 

group
 

(P<0.05).The
 

detection
 

rates
 

of
 

FAM19A4
 

methylation
 

in
 

cervical
 

cancer
 

group
 

was
 

higher
 

in
 

HPV16/18
 

group
 

than
 

that
 

in
 

non-HPV
 

16/18
 

group
 

(100%.00
 

vs.
 

92.00%,
 

P<0.05),the
 

detection
 

rates
 

of
 

FAM19A4
 

methylation
 

in
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precancerous
 

lesion
 

group
 

with
 

HPV16/18
 

were
 

also
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

non-HPV16/18
 

group
 

(75.00%
 

vs.
 

68.18%,
 

P>0.05).
 

Conclusion FAM19A4
 

methylation
 

might
 

be
 

a
 

specific
 

molecular
 

marker
 

of
 

cervical
 

cell
 

carcinogenesis.
 

The
 

detection
 

of
 

FAM19A4
 

methylation
 

combined
 

with
 

high-risk
 

HPV
 

test
 

can
 

provide
 

refer-
ence

 

for
 

early
 

screening
 

of
 

cervical
 

cancer.
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  宫颈癌是危害女性健康的主要生殖系统恶性肿

瘤之一,其病死率可达50%[1],因此对宫颈癌进行早

发现早干预具有重要的临床实践意义。高危型人乳

头瘤病毒(HR-HPV)感染是宫颈癌发生、发展的危险

因素,但是从 HR-HPV感染到成为宫颈癌是一个多

基因、多因素共同作用的过程[2]。而目前,宫颈癌的

早期筛查方法及标志物比较缺乏,因此寻找一种特异

性的分子标志物对宫颈癌及其癌前病变进行早期识

别具有重要意义。FAM19A4是TAFA基因家族成

员,已经有研究证实,FAM19A4甲基化与宫颈癌及其

癌前病变存在密切关系,有望成为一种新型的宫颈癌

早期筛查标志物[3]。但是目前,关于FAM19A4甲基

化与不同基因型人乳头瘤病毒(HPV)感染宫颈癌相

关性方面的研究报道比较少见。基于此,本研究将通

过探讨FAM19A4甲基化检测在 HR-HPV阳性宫颈

癌及其癌前病变评估中的临床价值,以期为宫颈癌的

早期防控提供参考依据。
1 资料与方法

1.1 一般资料 连续性纳入2020年1-12月本院

收治的80例宫颈癌患者作为宫颈癌组,年龄30~70
岁,平均(47.55±8.43)岁;以90例宫颈癌前病变患

者作为癌前病变组,年龄28~70岁,平均(45.20±
6.91)岁;以同期的80例健康体检者作为对照组,年
龄20~60岁,平均(42.19±5.57)岁。3组研究对象

的年龄比较差异无统计学意义(P<0.05)。病例入选

标准:(1)所有患者均在阴道镜下经宫颈组织病理学

确诊分组,且经两位高级职称病理科医生核实,宫颈

癌按2018年FIGO 指南分期[4];(2)癌前病变符合

《2019
 

ASCCP宫颈癌筛查和癌前病变管理指南共

识》[5]中的相关诊断标准;(3)纳入研究前未进行相关

药物治疗及手术;(4)患者年龄≥18岁。排除标准:
(1)合并其他恶性肿瘤;(2)伴有其他宫颈疾病或并发

症;(3)先天性子宫发育不良;(4)临床、影像及病理资

料不完整;(5)诊疗依从性比较差。本研究经过医院

医学伦理委员会的审批,患者或家属均知情并签署知

情同意书。
1.2 方法

1.2.1 HPV的筛查及基因分型 采集宫颈脱落细

胞保存于采集瓶中,保存条件4
 

℃。标本采集前72
 

h
禁止性行为、阴道用药及冲洗。采用杂交捕获法进行

HPV的筛查及 基 因 分 型,该 方 法 能 够 检 出13种

HR-HPV。
1.2.2 DNA提取 利用 TIANamp

 

GenomicDNA
提取试剂盒提取HR-HPV阳性者的宫颈脱落细胞标

本中的DNA,按试剂盒说明书操作。立即使用紫外

分光光度计对以上提取的DNA进行浓度测量。
1.2.3 重亚硫酸盐修饰 取 HR-HPV阳性者的宫

颈脱落细胞标本进行DNA的提取,然后按照试剂盒

说明书要求进行重亚硫酸盐修饰(EZ
 

DNA甲基化试

剂盒-DIRECT 由 Zymo
 

Research公司提供);加入

900
 

μL
 

ddH2O和300
 

μL
 

M-Dilution
 

Buffer和50
 

μL
 

M-Dissolving
 

S
 

Buffer到CT
 

Conversion
 

Reagent干

粉中,充分混匀,室温下漩涡振荡10
 

min;将DNA
 

标

本加入PCR管中,130
 

μL
 

CT
 

Conversion
 

Reagent,充
分混匀。反转录反应条件如下:98

 

℃,10
 

min;64
 

℃,
30

 

min;4
 

℃保存最长20
 

h;上述制备的重亚硫酸盐修

饰后
 

DNA
 

使用
 

Quawell
 

Q5000
 

紫外分光光度计进

行浓度测量,立即用于PCR检测。
1.2.4 荧光定量PCR 以 ACTB作为内参基因进

行PCR扩增,扩增引物见表1。扩增条件:95
 

℃预变

性3
 

min;95
 

℃变性15
 

s,56
 

℃退火20
 

s及65
 

℃延伸

40
 

s,共40个循环。每个标本均重复试验3次。扩增

结果通过采集荧光信号,得到循环阈值(Ct值)及
ACTB 和 FAM19A4 的 扩 增 曲 线。所 有 样 品 的

CtACTB 值均<
 

32,以保证样品质量,CtFAM19A4 值>40
的标本被认为代表阴性检测结果,CtFAM19A4 值<40的

标本计算甲基化评分,计算公式:2
(CtACTB

 -CtFAM19A4)×
100。扩增曲线目标基因越早扩增,甲基化评分越高,
表示基因甲基化水平越高。

表1  扩增引物序列

基因 引物序列(5'-3')
引物长度

(bp)

ACTB F:TGGTGATGGAGGAGGTTAGTAACT 101

R:AACACATTACCTTGTGAATGCGG

P:HEX-ACTGTTGTACCTGTAGTCCG

FAM19A4 F:TGGTGATGGCTGAGAATGC 133

R:CCTTGATGTAGTGGGCCTA

P:FAM-CCGAACCCACTTGTTGACGT

  注:F表示基因上游引物;R表示基因下游引物;P表示基因探针。

1.3 统计学处理 使用SPSS
 

22.0统计软件对数据

进行分析。符合正态分布的计量资料以x±s表示,
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多组间的比较采用单因素方差分析,两两比较采用

SNK-q检验;计数资料以例数或百分率表示,组间比

较采用χ2 检验;线性趋势采用Cochran-Armitage
 

趋

势检验;以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 3组HR-HPV检出率的比较 宫颈癌组、癌前

病变组及对照组的 HR-HPV阳性率分别为92.50%
(74/80)、55.56%(50/90)及7.50%(6/80),差异有统

计学 意 义(P<0.05)。3 组 HR-HPV 阳 性 者 中

HPV16/18的感染率分别为66.22%(49/74)、56.00%
(28/50)及16.67%(1/6)。
2.2 3组 HR-HPV阳性者FAM19A4基因甲基化

检出率的比较 宫颈癌组FAM19A4基因甲基化检

出率最高,对照组检出率最低,组间差异具有统计学

意义(P<0.05)。采用
 

Cochran-Armitage趋势检验

发现宫颈病变程度与FAM19A4甲基化之间存在线

性趋势(P<0.05),即随着宫颈病变严重程度增加,
FAM19A4基因甲基化的检出率逐渐升高。见表2。

表2  3组 HR-HPV阳性者FAM19A4基因甲基化

   检出率的比较

组别
HR-HPV阳性数

(n)

FAM19A4甲基化

n 检出率(%)
P

宫颈癌组 74 72 97.30ab

癌前病变组 50 36 72.00a <0.001

对照组 6 1 16.67

  注:与对照组比较,aP<0.05;与癌前病变组比较,bP<0.05。

2.3 HR-HPV感染的类型与FAM19A4基因甲基

化检出率的关系 HR-HPV阳性者的宫颈脱落细胞

中,宫颈癌组HPV16/18阳性者的FAM19A4基因甲

基化检出率(100.00%)高于非 HPV16/18阳性者

(92.00%),差异有统计学意义(P<0.05);癌前病变

组中 HPV16/18阳性者的FAM19A4甲基化检出率

(75.00%)高于非HPV16/18阳性者(68.18%),但差

异无统计学意义(P>0.05)。见表3。
表3  HR-HPV感染的类型与FAM19A4基因甲基化

   检出率的关系

组别
HR-HPV
阳性数(n)

FAM19A4甲基化

n 检出率(%)
P

宫颈癌组

 HPV16/18阳性 49 49 100.00

 非 HPV16/18阳性 25 23 92.00 0.04

癌前病变组

 HPV16/18阳性 28 21 75.00

 非 HPV16/18阳性 22 15 68.18 0.59

3 讨  论

宫颈癌对女性的生命健康产生严重影响。HPV

基因分型和液基薄层细胞学检查(TCT)是目前临床

对宫颈癌进行筛查的主要手段,但是TCT的灵敏度

比较低,容易产生假阴性,HPV基因分型与TCT联

合检测的灵敏度虽然得到了提高,但是特异性并没有

得到改善[6]。有研究证实,降低或者清除 HPV感染

能够对宫颈癌起到有效的防治作用,但是目前还没有

治疗 HPV感染的特效方法[7]。本研究对宫颈癌患

者、宫颈癌前病变患者及健康体检者中的 HR-HPV
阳性率进行了筛查,结果显示:宫颈癌患者的 HR-
HPV阳性率(92.50%)最高,其次是宫颈癌前病变患

者(55.56%)、健康体检者(7.50%),具有明显差异,
与以往研究的报道一致[8]。说明 HR-HPV感染对宫

颈癌及其癌前病变的早期筛查具有重要意义。
单纯的HR-HPV感染并不足以导致宫颈上皮细

胞发生恶变,表观遗传学发生改变能够对宫颈癌的发

生、发展产生影响[9]。FAM19A4是一种分泌蛋白,在
正常组织中呈低水平表达,在单核细胞及巨噬细胞中

呈高水平表达,能够对巨噬细胞的吞噬及迁移起到促

进作用,对炎症及应激反应起到调控作用[10]。有研究

显示,宫颈癌组织中FAM19A4甲基化的检出率明显

高于正常组织[11]。多项研究证实,FAM19A4甲基化

在宫颈癌的发生、发展中具有重要作用[12-13]。本研究

通过检测HR-HPV阳性患者宫颈脱落细胞标本中的
 

FAM19A4甲基化,结果显示随着宫颈病变严重程度

增加,FAM19A4甲基化检出率升高。本研究还发现

HR-HPV阳性宫颈癌患者中 HPV16/18阳性者的

FAM19A4基因甲基化检出率高于非 HPV16/18阳

性者(P<0.05),在癌前病变组该差异无统计学意义

可能与样本量小有关。目前,关于 HPV感染与宫颈

癌基因异常甲基化之间的相关性还不够清楚;有研究

显示,HR-HPV的E6/E7基因能够促进DNA甲基转

移酶1的表达,对E6基因进行敲除后DNA甲基转移

酶1的表达也降低[14-15];在转染了HPV16/18的细胞

中,DNA甲基转移酶1与DNA甲基转移酶3b均呈

高水平的表达[16]。由此,本研究可以认为宫颈癌及其

癌前病变组织中FAM19A4甲基化的改变,可能与
 

HPV16/18诱导的表观遗传重新编程有关。
综上所述,FAM19A4

 

基因可能是宫颈细胞癌变

的特异性分子标志物,该基因甲基化可能在宫颈癌的

发 生、发 展 中 起 着 一 定 作 用。宫 颈 脱 落 细 胞

FAM19A4基因甲基化检测可能作为宫颈癌及癌前病

变的辅助筛查方法。然而,为了进一步确认其诊断价

值,需要进行大样本量的前瞻性研究。
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异性不足,体现了流式细胞术相对于免疫组化方法在

临床应用中的一大优势。
本研究资料显示了在胃癌变过程中,细胞凋亡

率、Bcl-2、Caspase-3及 Apo2.7的量变关系,通过分

析其变化趋势可对胃癌的早期诊断及病程监测提供

参考,亦说明了细胞凋亡调控在胃黏膜细胞异常增殖

及癌变过程中所起的作用。监测细胞凋亡率以及

Bcl-2、Caspase-3、Apo2.7在胃黏膜组织中的定量表

达情况,可推断其疾病进展情况。
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