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摘+要!目的+研究 Ŷĝ % 基因异常甲基化与神经胶质瘤发生的相关性$ 方法+采用硫化测序 W9R!]:IW9R"引物以

及 Ỳ̂ 甲基化特异性 W9R!Q:IW9R"引物检测 Ŷĝ % 基因在人脑神经胶质组织及正常脑组织中的表达差异#随后经

W9R扩增进行电泳以及测序分析$ 结果+) 例健康标本及 ) 例神经胶质瘤患者标本 Ỳ̂ 经硫化且 ]:IW9R测序分析#其

健康标本甲基化率分别为 #*)5%#5%#5%#*)5%#5#神经胶质瘤患者甲基化率分别为 (!5%%,*)5%,'5%)'5%

("5&Q:IW9R分析结果显示' Ŷĝ % 基因在 !U 例正常脑组织中呈完全非甲基化状态#在 '" 例神经胶质瘤患者中其甲基

化阳性率为 U'*'%5!<7"*""" " &高级别神经胶质瘤患者甲基化阳性率 ! )'*'%5"高于低级别组 ! !'*'%5" ! #7

"*"#," $ 结论+ Ŷĝ % 基因异常甲基化可能参与神经胶质瘤的发生发展$

关键词! Ŷĝ % 基因&神经胶质瘤&甲基化
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F@3E/H3>Ê Yĝ % 0E?E1? ) 8.1/M.@23/=@J@31E?32KEFE(!5#%,*)5#,'5#)'5#("5*Q:IW9R@?@.C2122>/KEB 3>Ê Yĝ % 0E?E
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>+/ 6)*-#' Ŷĝ % 0E?E& 0.1/M.@23/=@& Q:IW9R

++胶质瘤发生于神经外胚层#是颅内发生率最

高的恶性肿瘤#占颅内肿瘤的 U"5 -)"5

+#,

$ 其

呈侵袭性生长#总体疗效不佳#尤其是高分级胶质

瘤#具有高度间变的生长特点#术后复发快%预后

差#严重威胁人类健康#是神经外科治疗中相对棘

手的难治性肿瘤之一+!#&,

$ 目前研究表明大脑胶质

瘤病的发生及发展是多步骤%多因素%多基因变异

累积的复杂的病变过程# 与多种基因及其蛋白产

物密切相关+U,

$

Ŷĝ % 基因!@??E\1?Î %#膜融合蛋白 % " #是一

种肿瘤抑制基因蛋白#位于 #" 号染色体上#属于钙

依赖的磷脂结合蛋白家族#可以抑制表皮生长因子

受体 [8ZR信号活性#从而抑制细胞的恶性增殖与

转化+)#',

$ 近年来有研究发现 Ŷĝ % 表达异常可能

参与神经胶质瘤的发生+%,

#但是目前对于 Ŷĝ % 基

因启动子区甲基化水平未做系统性研究$ 本研究拟
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采用硫化测序 W9R!]:IW9R"方法以及 Ỳ̂ 甲基化

特异性 W9R!Q:IW9R"方法分析不同级别胶质瘤及

脑组织 Ŷĝ % 基因启动子区甲基化阳性率的差异#

并结合 !U 例脑外伤患者脑组织 Ŷĝ % 启动子区甲

基化水平#对其临床意义进行初步探讨$ 病例采集

均无胶质细胞增生#无细胞坏死和水肿#患者本人和

家属了解研究内容#能够配合本次研究$

?@资料与方法

?*?@病理资料与实验分组

一般资料 !""( 年 #" 月至 !"## 年 #! 月北京

军区总医院神经外科手术切除的存档石蜡标本

'" 例#男 U! 例# 女 #, 例# 年龄 ! -%) 岁# 平均

! &,*!# f&*#) "岁&按照 !""% 年 OPc神经系统肿

瘤分类标准进行分类+,,

'X级#! 例#均为毛细胞型

星形细胞瘤&

%

级 #, 例#其中星形细胞瘤例 #!

例#少突胶质细胞瘤 U 例#室管膜瘤 ! 例&

&

级 #&

例#其中间变性星形细胞瘤 ## 例#间变性室管膜

瘤 ! 例&#a级 #% 例#均为多形胶质母细胞瘤$ 所

有病例术前均未行放化疗$ 全部标本经病理科专

家阅片复诊$ 另取行内减压术的脑外伤患者的正

常脑组织标本 #" 例作为对照#正常脑组织无胶质

细胞增生#无细胞坏死和水肿$ 实验分 & 组'正常

脑组织对照组! !U 例 " %低级别胶质瘤组 ! OPc分

类 X级胶质瘤组 #! 例#

%

级胶质瘤组 ., 例 "和高

级别胶质瘤组 !OPc分类
&

级胶质瘤组 #& 例#

'

级胶质瘤组 #% 例" $

?*A@实验方法

Ỳ̂ 提取用 iX8[Y试剂盒从组织标本中提取

基因组 Ỳ̂ #紫外分光光度仪测 c̀ 值以确定其浓

度与纯度$ 采用 Ỳ̂ 硫化修饰试剂盒对 #

(

0 Ỳ̂

进行硫化修饰$ ]:IW9R以及 Q:IW9R引物设计均

采用 QE3>CWF1=EF! 美 国 生 物 应 用 公 司 " 软 件#

Ŷĝ % 基因 ]:W引物%Q:W引物以及扩增片段见

表 # 所示$ 反应条件'()k预变性 #) =1?#()k )"

秒#)'k )" 秒#%!k # 分钟#&) 个循环&%!k延伸

#" 分钟完成扩增$

表 ?@:KL:M 基因引物序列与片段大小

序列 产物大小

Ŷĝ %I]:Z )l;̂8;8;;;88;;̂;;;;88̂ 88&l

Ŷĝ %I]:Z )l̂ 99;99;;̂;;9;999;̂ 9̂ ^̂ &l U'! MJ

Ŷĝ %IQ:Z )l̂ 9898;;898̂ 8;;;;̂ ;̂9&l

Ŷĝ %IQ:R )l;98̂ 9̂8̂ 9̂89;̂9;̂ 9̂ ^&l #%) MJ

Ŷĝ %IdQ:Z )l888̂ ;8;8;;8;8̂ 8;;;;̂ ;̂;&l

Ŷĝ %IdQ:R )l;;9̂ ^̂ 9̂ ^̂ 9̂ 9;̂9;̂ 9̂ ^̂ ;&l #%) MJ

?*B@统计学分析

采用 :W:: #,*" 软件进行统计学分析&以 #V

"*") 为差异有统计学意义$

A@结果

AG?@硫化修饰以及 E=!扩增'测序分析甲基化率

) 例正常人以及 ) 例神经胶质瘤患者经硫化修

饰以及 W9R扩增#并测序分析#显示正常人甲基化

率分别为 #*)5%#5%#5%#*)5%#5#神经胶质

瘤患 者 甲 基 化 率 分 别 为 (!5% %,*)5% ,'5%

)'5%("5!图 # " $

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

1#%2"*% ,-3.40

1#%2"*% 4-56./0

78%2"*% 9-6:0

78%2"*% ;-/:0

1#%2"*% /-3<0

="8$%&' ()*)+ 4-,0

="8$%&' ()*)+ 9-,0

="8$%&' ()*)+ ;-,./0

="8$%&' ()*)+ /-,0

图 ?@ Ŷĝ % 基因启动子区硫化测序分析 # ]:W扩增

并测序分析$ %

A*A@硫化测序方法检测甲基化水平

对 ! 例低级别神经胶质瘤患者以及 ! 例高级

别神经胶质瘤患者甲基化水平进行检测#其甲基化

率分别为 #&5%!,5%%,5%%(*)5!图 ! " $

AGB@E=!检测正常人脑组织及胶质瘤中 :KL:M

基因的表达

!U 例正常人脑组织所提取 Ỳ̂ 用甲基化特异

性 W9R!Q:W"扩增后均未见特异性条带#非甲基化

(##(
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特异性 W9R扩增后见 #%) MJ 条带#说明 Ŷĝ % 基

因在正常人外周血中呈完全甲基化状态!图 & " $

!
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图 A@! 例低级别胶质瘤患者以及 ! 例高级别胶质瘤

患者甲基化水平%

!" !# !$ !% !& !' !( !) !* !+, !++ !+# !+$ !+% !+& !+'

-./0

./0
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图 B@健康人 Ŷĝ % 基因甲基化特异性 W9R以及非

甲基化特异性 W9R检测结果 # dQ#IdQ!U 为非

甲基化特异性 W9R电泳图"Q#IQ!U 为甲基化

特异性 W9R电泳图$ %

AGC@胶质瘤患者 :KL:M 基因启动子区甲基化状

态

'" 例胶质瘤患者中 Ŷĝ % 基因甲基化阳性例

数为 !) 例!甲基化阳性率为 U#*'%5" !图 U " $

!" !# !$ !% !& !' !( !) !* !+, !++ !+# !+$ !+% !+& !+' !+( !+) !+* !#,

!#+ !## !#$ !#% !#& !#' !#( !#) !#* !$, !$+ !$# !$$ !$% !$& !$' !$( !$) !$* !%,

!%+ !%# !%$ !%% !%& !%' !%( !%) !%* !&, !&+ !&# !&$ !&% !&& !&' !&( !&) !&* !',

-./!

./!

-./!

./!
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图 C@胶质瘤患者 Ŷĝ % 基因甲基化特异性 W9R以

及非甲基化特异性 W9R检测结果 # dQ#IdQ'"

为非甲基化特异性 W9R电泳图"Q#IQ'" 为甲

基化特异性 W9R电泳图$ %

A*F@甲基化阳性率与不同级别胶质瘤的相关性

分析

低级别神经胶质瘤患者 Ŷĝ % 启动子区甲基

化阳性率为 !'*'%5 ! , 6&" " #高级别神经胶质瘤

患者 Ŷĝ % 启动子区甲基化阳性率为 )'*'%5

! #% 6&" " &高级别组甲基化阳性率高于低级别组

!#7"*"#, " $

B@讨论

人脑胶质瘤由于其过度增殖%侵袭性%浸润性

的生长方式#导致肿瘤不能全切且易复发$ 不同级

别的星形细胞瘤患者中位生存期相差很大#治疗方

法也不相同$ 而治疗方法的选择取决于诊断的精

确性$ 目前星形细胞瘤的诊断主要决定于传统组

织病理学分析$ 因此#寻找对于星形细胞瘤的分级

和预后能够提供参考的客观的分子标记物#明确其

与星形细胞瘤的相关程度#将有助于更好地描述肿

瘤的生物学特征#提高诊断的质量#指导治疗方案

的制定$

?̂?E\1? 是编码钙离子调节蛋白的多基因家

族#具有独特的质膜以及钙离子结合模块$ 与钙离

子结合的 @??E\1? 转位到富含负电荷磷脂的质膜$

其主要功能是参与膜转运及膜表面一系列依赖于

钙调蛋白的活动# 在细胞信号传导%钙离子通道的

形成%炎症反应%肿瘤细胞的增殖与分化%细胞骨

架蛋白间的相互作用和维持细胞外基质的完整性

等方面具有重要作用$

Ŷĝ % 基因作为一种抑癌基因#表达一种膜联

蛋白#可以抑制表皮生长因子受体 ! [8ZR"信号活

性#从而抑制细胞的恶性增殖与转化广泛存在于几

乎所有正常细胞中#尤其在淋巴结转移的肿瘤细胞

中# Ŷĝ % 常常失表达或低表达$ 近年来有学者

发现 Ŷĝ % 表达异常以及基因突变可能参与神经

胶质瘤的发生#并有一定的预后意义+(I#!,

$

本研究首先采用 ]:IW9R方法分析 ) 例正常人

脑组织以及 ) 例神经胶质瘤患者脑组织 Ŷĝ % 基

因启动子区甲基化率#发现神经胶质瘤组甲基化率

高于对照组#同时本研究分别对 ! 例低级别胶质瘤

患者以及 ! 例高级别胶质瘤患者进行 Ŷĝ % 甲基

化率的检测#初步证实了 Ŷĝ % 基因启动子区异

常甲基化出现在神经胶质瘤患者#且可能随着疾病

进展期甲基化率增高$ 此外#本研究通过 Q:IW9R

方法对 '" 例神经胶质瘤患者脑组织进行 Ŷĝ %

基因启动子区甲基化阳性率检测#并对高级别胶质

(!#(
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瘤组以及低级别胶质瘤组进行统计学分析#发现高

级别组 Ŷĝ % 基因启动子区甲基化阳性率高于低

级别组! #7"*"#, " #提示 Ŷĝ % 基因启动子区

异常甲基化可能提示疾病进展$ 本研究表明#通过

对 Ŷĝ % 进行甲基化水平以及甲基化阳性率进行

检测#结合定量 W9R方法以及测序方法#对 Ŷĝ %

基因 =RŶ 水平以及 Ŷĝ % 突变频率进行联合分

析#以期从临床检测的角度系统分析 Ŷĝ % 基因

在神经胶质瘤的临床意义及预后分析$
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