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膀胱癌近些年发病率逐渐增高，排在全球癌

症发病率的第 & 位m#n。它的发生率和死亡率在我国

泌尿系统癌症致死率中长期站于首位，癌症的根

本挑战之一是检测癌症进展过程中基因的变化和

导致这些变化的调节因子。目前已知异常表观遗

传修饰在基因表达的改变中起关键作用，可诱导

肿瘤的形成。特异性基因中启动子区域的异常甲

基化作为表观遗传学中重要一项，是癌症形成和

发展的关键。

)*+,! 属于 )IMNL`5oM_WML` 同型盒蛋白家族p并

与 )*+,# 和 )*+,% 构成 )*+, 亚家族。所属基因位

于人 > 号染色体。这种蛋白作为一个转录因子m!T%n，

调节胶原赖氨酰羟化酶基因的表达。 其蛋白质包

含两个结构域q! 型同型盒结构域（VW\LWeWgr!）和
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!"# 结构域。 同型盒是一种包含 $% 个氨基酸残

基的蛋白质结构域& 这种结构域在包括脊椎动物在

内的各物种中都极为保守&可通过其“螺旋'旋转(螺

旋”（)*+,-(./01()*+,-，232）结构与特异性的 45"

位点结合，包含这种结构域的蛋白质大部分是转录

因子&并在个体发育过程中间发挥着重要作用。在正

常组织中 67389 通过调节 :;:+,1 49

<=>，:;:+,1 4?

<@>和

:(A;:

<@>表达参与了眼睛，牙齿和腹部器官的发育，

所 属 基 因 突 变 会 导 致 "-*1B*+C (#,*D*0 综 合 征

（"#E）、6*.*0F 综合征、法洛四联症以及心室间隔缺

损等先天性心脏病<$(G>。67389 启动子基因序列，可见

聚集的回文型 HIJ（也称为 HIJ 岛）<K(?%>。HIJ 岛的

大小范围为 %L@ 至 @ MN，J：H 含量至少为 @@!，HIJ

至 JIH 频率至少为 %L$@：?% ，HIJ 岛与约 @%!的哺

乳动物基因相关，大部分位于基因的启动子和第一

外显子区域，尽管偶尔也发现它们在 O"末端<??>。正常

的成年健康组织中，HIJ 岛几乎不是甲基化的，但

在癌症中呈现不同程度的甲基化<?9>。67389 启动子

区域的高 HIJ 岛增加其高甲基化的概率 :D.::P:.PP

DDD:DD:.DD PDD:.DDDDP D.:::DD:DP :DD:DD:DDD DD:P.:#
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! !"#$%

?L? !"#$ 9%?%(9%?G 年在我院行全膀胱切

除术 OO 例患者，取膀胱癌组织和癌旁组织Q距离肿

瘤边缘R@ :AS。根据 T2! 9%?$ 膀胱尿路上皮癌恶

性程度分级系统将肿瘤的组织学亚型分类<?O>。上述

参加者已采取书面知情同意书，并且使用这些临床

样本已获天津医科大学第二医院机构审查委员会

的审批（伦理编号 UV9%?GU%GO）。

?L9 %&'#$ 永生化膀胱上皮细胞系（EW'

2XH'?）和 O 种膀胱癌细胞系（YZ、23['K、低度恶

性）、（39=、高度恶性），均由天津医科大学第二医院

中心实验室提供。所有细胞系均在含有 ?%!胎牛血

清（J,N,:\）青霉素'链霉素双抗（J,N,:\）、#6]7?$=%

培养基（J,N,:\）̂_?9U（J,N,:\）（EW(2XH(? 基础培

养基）的 9@ :A

9 或 `@ :A

9 细胞培养瓶中培养，并在

O`$，@!H!

9

恒温培养箱中孵育。

?LO #5"()*+,-. 67389/01234 使

用 3#7a\1（HT[7!&HT%@G%E）法提取组织、细胞

#5"，然后使用逆转录试剂盒 （2,_,E:0,I. :45"

E;1.)*F,F U,. HT[7!）合成 :45"。用于 b#3(6H# 测

定的引物如下：正向：@%(J"3HJ33"J3HJHJ3"J3

HJ(O"和反向：@"(3HH""H333H3HJH3HJ"3(O"。

（引物委托生工生物工程（上海）股份有限公司合成）

#3(6H#参数为 K=&，@ A,1；O@个循环的 K@&，O% F，

@G &，O% F；并在 `9 &延伸 ?% A,1。 c6H#A,-（9'

+,D).:;:+*0 =G% EV[# J0**1 7 ]PF.*0& #\:)*）荧光定

量 6H# 仪（d,B* 3*:)1\+\D,*F，"[7`K%%）。

?L= 567834 67389 9:;012 细胞蛋

白提取：̀@ :A

9 培养瓶细胞铺满 G%!，按说明书加

入 #76" 和 6]E_（HT[7!，HT9OO=E），冰上孵育间

断摇匀 O% A,1，= &离心机离心机离心 ?@ A,1。取

上清；组织蛋白提取：液氮研磨黄豆大小组织，加

入 #76" 和 6]E_，相同方法。提取的蛋白 K@ &变

性保存。

?L@ <=8 45" 34 应用甲基化 45" 检测试

剂盒（HT[7!，HT9?=%]）纯化在 9LO 中提取的

:45"，再进行甲基化的 6H# 检测。引物和方法

同上。用于检测 OO 例膀胱癌组织的 67389 甲基

化程度。

?L$ >?@AB 所有数据分析均使用 E6EE 99L%

软件。J0PI)6PC 60,FA @L%用于绘制所有图形。配对学

生 !检验应用于永生化膀胱上皮细胞系（EW(2XH）和

O 种膀胱癌细胞系的甲基化程度的比较，而单因素

方差分析用于多个病理亚组之间的比较。通过 !

9 检

验检查 67389 表达与患者临床特征的关系。构建受

试者工作特征（#!H）曲线以评估 67389 启动子甲

基化对肿瘤侵袭的诊断准确性。使用 UPI+P1(]*,*0

方法分析术后存活率，并使用对数秩检验评估存活

曲线之间差异的显着性水平。" (%L%@ 被认为具有

统计学意义。

" &'

9L? 67389 /0C2 检测 67389 在 EW(2XH(?

和 O 种膀胱癌细胞系的差异表达情况（图 ?"），

67389 在 OO 例膀胱癌组织与癌旁组织的差异表达

（图 ?[）。

9L9 9DEFG34 67389 ;012 免疫组化

实验检测蛋白水平上 67389 的差异表达，膀胱癌

细胞系 67389 表达明显高于永生化膀胱上皮细

胞系（图 9"），癌组织的表达明显高于癌旁正常组织

第 9$ 卷天津医科大学学报=%



! ! "#$%&"#$%&'()*+,-./012345

$'( ) *+,,-.'/0+1 (-/2--1 "3$%4 5,+6+/-, 6-/78.'/0+1 '19

:.010:+5'/7+.+;0:'. <':/+,= +< (.'99-, :'1:-,

分类 病人数量
!"#$% 甲基化程度

!

低表达 "&'( 高表达 "&'(

性别 )*+,- -

女性 - ,（)*,./） /（)*0%/）

男性 %/ +（)*,0)） 10（)*02)）

年龄3岁 )*,,- 2

!0) - %（)*%/） 0（)*./）

"0) %/ 11（)*22） 12（)*/0）

是否抽烟 )*%)) 0

是 1. ,（)*1.0） 12（)*-%2）

否 10 0（)*,./） 1)（)*0%/）

肿瘤大小 )*)%0 .

!, 45 + 0（)*00.） ,（)*,,,）

", 45 %2 0（)*%/） 1-（)*./）

肿瘤数量 )*111 +

单发 1. 1)（)*/--） .（)*211）

多发 10 /（)*,1,） 11（)*0-.）

分级 )*)%. .

低级别 / 2（)*-))） 1（)*%))）

高级别 %- -（)*%-0） %)（)*.12）

# 分期 )*)10 )

#67#1 . /（)*.12） %（)*%-0）

#%7#2 %0 0（)*%,1） %)（)*.0+）

8!!)*)/ 统计学有意义

（图%9）。

%*, !"#$% !"#$%&'()* 在永生化细

胞系和 , 种膀胱癌细胞系中检测 !"#$% 启动子甲

基化的差异表达（图 ,:），同时在 ,, 例膀胱癌组织

和癌旁组织中验证 !"#$% 启动子甲基化的差异表

达（!!)*))) 1，图 ,9）。及癌组织中 !"#$% 甲基化程

度与患者临床参数的相关性（表 1）。

%*2 !"#$% !+#,-&./01234567

89:; ,, 例癌组织中 !"#$% 甲基化程度与患

者临床参数的相关性（表 1）。

:*;!<= 检测永生化膀胱上皮细胞与 , 种膀胱癌细胞系差异表达；

9*例膀胱癌组织和癌旁组织中 !"#$% 的差异表达

6 ) "3$%&78!9

>0; ) "3$%& 90<<-,-1/0'. -?5,-==0+1

:

9

:*免疫组化实验检测 >?7@A<71 和 BC、/0,.、#%2 的中 !"#$% 的差异

表达；9*免疫组化实验检测膀胱癌和癌旁组织的中 !"#$%的差异表达

6 & :;<=>?@ "3$%&78!9

@0; & A-/-:/0+1 +< 90<<-,-1/0'. -?5,-==0+1 +< "3$%4 '/ 5,+/-01 .-B-.

:

9

:

9

:*;=#7!<= 结果显示 !"#$% 启动子甲基化在永生化膀胱上皮细胞

>?7@A< 细胞系和 BC、/0,.、#%2 , 种膀胱癌细胞系差异表达；9*

!"#$% 启动子甲基化在 ,, 例全膀胱切除术膀胱癌和癌旁组织之间

差异表达（"D,,）

6 C "3$%4"A$%&'78?B

>0; D "3$%4 5,+6+/-, 6-/78.'/0+1 90<<-,-1:- 9-/-:/0+1

>?7@A<71 BC /0,. #%2

!764EFG

!"#$%

2,HI

,.HI

膀胱癌 癌旁组织

2,HI

,.HI

!764EFG

!"#$%

2))

,))

%))

1))

)

>

?

7

@

A

<

7

1
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/

0
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.

#
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+
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!"#$%&' 启动子甲基化在膀胱癌 %()（%*+%,，%-+%.）诊断中的 /01

曲线。曲线下面积（!21）为 345678 敏感性和特异性分别为 9"6:; 和

947-6。/01 <受试者工作特征曲线，!21 <曲线下面积。=4 >*?@*A+

)BCBD 曲线显示按肿瘤组织中 #$%&- 甲基化表达水平分类的患者组

的总体存活率。具有高 #$%&- 启动子甲基化表达的患者显示出比具

有低 #$%&-启动子甲基化表达的患者显着更短的总存活率（!<9499, ,，

对数秩检验）

! ! "#$%&"#$%&'()*+,-./0)12345

'() * $+, -./, .0 "#$%& 1-.2.3,- 2,3+4/53(.6 (6 1-,7(83(6) 392.-

(6:5;(.6 567 1-.)6.;(;

为了评估 #$%&- 启动子甲基化对肿瘤侵袭

（%-+%. 膀胱癌）的诊断价值，绘制了 /01 曲线。

/01 曲线下面积（!21）为 94567，敏感性和特异性

分别为 946:; 和 947-6（图 .!），表明 #$%&- 启动子

甲基化在肿瘤侵袭诊断中的适度准确性。

#$%&- 启动子甲基化表达与患者存活率的相关

性探讨了 #$%&- 启动子甲基化表达水平（高与低）与

膀胱癌患者总体存活率的相关性。 >*?@*A+)BCBD

曲线显示，与低 #$%&- 甲基化表达的肿瘤相比，高

#$%&- 甲基化表达的肿瘤与较短的总体存活相关。

在这项研究中，中位随访时间为 -. 个月。高表达组

的中位总生存时间为 --4: 个月，而低表达组为 ;.

个月（图 .=，!<9499, ,）。
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基因启动子甲基化在预测癌症发生和预后中

发挥作用。如非小细胞肺癌E,.F，乳腺癌EG:F和前列腺癌EG6F

的研究所示，与肺腺癌相比，HI0&- 和 #$%&- 的

J(! 甲基化在肺鳞状细胞癌中显着更高，并且与吸

烟史有很大相关性，能够将 HI0&- 和 #$%&- 的

J(! 甲基化描述为用于检测肺癌的生物标志物。乳

腺癌中，/!HHKG! 和 #$%&- 的 1?L 岛启动子的高

甲基化可能在乳腺癌发病机制的早期阶段起重要

作用，并且与年龄增加（!!949:），肿瘤分级（!!94999 G）

和分期（!!94999 G）显着相关。在前列腺癌中，#$%&-

甲基化是生化复发的最强预测因子，为根治性前列

腺切除术治疗患者，尤其是中度风险患者（L@B*MNA

7）提供预后信息。肿瘤中 #$%&' 甲基化程度大于中

位数的患者在术后 5 年内发生生化复发的可能性

是甲基化程度低于平均水平的患者的 . 倍。这些研

究都说明 #$%&' 启动子甲基化能够成为肿瘤诊断

以及预后预测的可靠指标。本研究主要方向是其在

膀胱癌中 #$%&' 启动子甲基化的诊断和预测价值。

启动子区域高 1?L 岛是甲基化的基础，#$%&'

启动子区域 1?L 岛分布明显高于其他基因，H*@BO

等EG7F分子机制研究显示，位于转录单位不同区域的

1?L 岛的定量扫描提示可能解释在癌症进展期间

如何实现启动子甲基化的变化等级。每一个 1?L 岛

是独立运作，但是表明 1?L 岛甲基化，其转录起始

位点下游的 J(! 区域中发生 1?L 岛甲基化会更加

频繁，程度也随着肿瘤恶性度增高而不断加深，并

且肿瘤增长速度也会越快，如果检测非浸润性乳头

状瘤的基因甲基化改变更频繁，这种肿瘤更可能发

展为侵袭性疾病，这也在分子水平解释为什么癌症

分子突变存在级联现象。

使用 P/%Q#1/ 检测了永久化膀胱上皮细胞系

（HR+I21）和 ; 种膀胱癌细胞系 #$%&- 启动子甲基

化程度，高恶性度的 %-. 细胞系显示其甲基化程度

比低恶度膀胱癌细胞系（ST、:6;7）要高。虽然检测

#$%&- 启动子甲基化中，膀胱癌细胞系比永生化膀

胱上皮细胞系高几十到一百多倍，但是在检测

#$%&- 表达时发现，这一差异又增高了将近 . 倍，癌

组织与癌旁正常组织中 #$%&- 表达差异更加明显。

这说明 #$%&- 甲基化可能促进 #$%&- 的表达。免疫

组化同时显示 #$%&- 蛋白水平上表达，无论在细胞

中还是组织中，癌中表达均高于正常膀胱细胞或组

织。在成釉细胞癌中，#$%&- 作为 UAVW!+X*VBACA 途

径下游调节信号，其高表达诱导肿瘤增长，作为肌

动蛋白+肌球蛋白重组反应上游调节信号促进肿瘤

侵袭EG5F。在宫颈癌中，#$%&- 与 I#R S6 蛋白结合并

抑制细胞中 ?:; 的降解，从而导致 ?:; 积聚和细胞

周期阻滞于 LGWL9 期，通过抑制肿瘤细胞凋亡促进

肿瘤增长EGYF。在淋巴结阳性结直肠癌中，!+X*VBACAW
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!"#$ % &'()* 复合物能够激活 !+,$ 表达，近而激

活上皮基因 ,-$ 促进纤维蛋白合成，这一蛋白主要

促进肿瘤细胞的迁移.*/0。在膀胱癌中，123%!45637282

途径在促进肿瘤增殖、侵袭和迁移中早已占有一席

之地，其调节 &'()* 的高表达，并调节下游 9:5;824

<$ 和 94=:5 发挥作用，但 &'()* 高表达是否与其

甲基化有关，还需要更深一步研究。

>?(4&9? 检测 @@ 例膀胱癌患者的肿瘤组织

中 &'()* 启动子甲基化的表达。基于检测的数据，

&'()* 启动子甲基化的表达水平在个体之间变化还

是有的，并且观察到与匹配的邻近正常粘膜相比，

膀胱肿瘤组织中甲基化表达显着增高。重要的是，

研究表明 &'()* 启动子甲基化的表达与肿瘤分级、

大小和 (-A 分类显着相关，并且更具侵袭性的肿

瘤倾向于更高的甲基化表达，暗示 &'()* 启动子区

域甲基化在膀胱癌中的诊断作用。因此，采用 ?B9

曲线来评估其在肿瘤侵袭预测中的表现。尽管特异

性和敏感性结果仅支持 &'()* 用于肿瘤侵袭诊断

的适度功效。

研究中有人群样本量过少，随访时间不足等问

题，因此，在进一步的研究中使用高甲基化或者沉

默甲基化细胞系模型探索 &'()* 启动子甲基化在

膀胱癌功能，提高样本量和病人随访时间。探索

&'()* 启动子区域甲基化是否为队列中膀胱癌患者

C 年总生存的独立预后因素。明确膀胱癌中 &'()*启

动子甲基化在 123 信号通路中角色。总之，笔者的

研究首次表明 &'()* 启动子甲基化与膀胱肿瘤侵

袭、(-A 分类等相关，可能预测膀胱癌的发生和总

体存活率。
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