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!!'摘要(!目的!探讨侵袭性癌!*'."癌组织中天冬氨酰,%,羟化酶基因!9!L'"2)34的表达和基因启动子

区域甲基化与临床病理参数的关系)方法!收集U!例*'.患者癌组织与配对的癌旁正常组织!>31"#使用逆转

录实时荧光定量/.)!0)1,/.)"技术检测9!L' 基因2)34在组织中的表达#使用甲基化特异性/.)!>+/"法

检测9!L' 基因启动子区.CD岛甲基化状态#进一步分别分析其表达与乳腺癌临床病理特征的关系)结果!在

*'.中9!L' 2)34的表达量高于 >31!L%%#%%!"#9!L' 2)34的表达与乳腺癌中的标志物L,MKI@69J:阳

性表达有关!Ci%#!UW#Li%#%&!")9!L' 基因在癌组织与 >31中的启动子甲基化阳性率分别为&A#-Z!&-.

U!"和TU#%Z!T!.U!"#差异有统计学意义!L%%e%W")基因启动子甲基化率与L,MKI@69J:和肿瘤大小相关!L%

%e%W")结论!9!L' 基因的表达及启动子甲基化率可能参与了乳腺癌的发生发展)

'关键词(!侵袭性乳腺癌!甲基化!9!L'

.@AB,??#C(CR5!): W,(,#(9(*'?#*,6B,'?>:'($,B'(-9>?:=#(#$'="#<(#R#$'($,#(OBCEC>,B +,>%K='>#C(!0&

#63/+
!#0&'7+,-8*/+,

"##'(:23
!#5'9:;=3A-EA*

!#0&#6/+,-K7+,
!# ?!?@AB/CDEA+D7F$*7G6AE*HDC.

/+IJ7KAG3K/C$*7K7,.#4AHD#6*+/!G677K7FLCAGK*+*G/K/+IM7CA+H*GJAI*G*+A#!*G63/+1+*NACH*D.#.@6:HIE

$!%%&!#.@J:K&"?@AB/CDEA+D7F O6.C7*I/+I $CA/HD!3C,AC.#4AHD#6*+/ '7HB*D/K#!*G63/+1+*NACH*D.#

.@6:HIE$!%%&!#.@J:K

# .=9967C=:IJ:HKE8@=9#L,2KJ<$M@K:H<=:H<J!7ME#6IE#M:

'GH?>B'$>(!7HI,$>#*,!1=J:S678JHK868@66QC9677J=:=O2)34 =OK7CK98N<.K7CK9KHJ:N<;68K,@NI9=QN<K76

!9!L'"H6:6J:J:SK7JS6;96K78MK:M69!*'."K:I8@696<K8J=:7@JC;68R66:268@N<K8J=:=OH6:6C9=2=869K:I

M<J:JM=CK8@=<=HJMK<CK9K268697#+,>%C-?!*:U!MK767=O;96K78MK:M698J77E67K:I2K8M@6I:=92K<8J77E67!>31"#

2)346QC9677J=:=O8@69!L'H6:6RK7I686M86I;N96S697689K:7M9JC8J=:=O96K<,8J26O<E=967M6:M60EK:8JOJMK8J=:

/.)K:I8@6268@N<K8J=:78K8E7=O.CDJ7<K:IJ:8@69!L' H6:6C9=2=86996HJ=:RK7I686M86I;N268@N<K8J=:

7C6MJOJM/.) !>+/"#4:I8@696<K8J=:7@JC;68R66:8@66QC9677J=:K:I8@6M<J:JM=CK8@=<=HJMK<O6K8E967=O;96K78

MK:M69RK7K:K<N_6I#8,?&=>?!1@66QC9677J=:=O9!L' H6:62)34J:*'.RK77JH:JOJMK:8<N@JH@698@K:8@K8J:

>31!L%%#%%!"#1@6O=<IM@K:H6=O9!L' 2)346QC9677J=:RK796<K86I8=R@68@69L,MKI@69J:RK7C=7J8JS6

!Ci%#!UW#Li%#%&!"#1@6C=7J8JS69K86=O268@N<K8J=:=O9!L' H6:6C9=2=869J:;96K78MK:M69K:I>31RK7

&Ae-Z !&-.U!"K:ITU#%Z !T!.U!"#1@6268@N<K8J=:9K86=OH6:6C9=2=869RK7M=996<K86IRJ8@L,MKI@69J:K:I

8E2=97J_6!L%%#%W"#:C($=&?#C(!1@62)346QC9677J=:K:IC9=2=869268@N<K8J=:9K86=O9!L'H6:62KNC<KN

K9=<6J:8@6I6S6<=C26:8K:IC9=H9677J=:=O;96K78MK:M69#

'J,KLCB-?(!!*:SK7JS6;96K78MK:M69!!>68@N<K8J=:!!9!L'

!!乳腺癌作为妇女的常见癌症#是世界上癌症相

关死亡的第五大原因#每年被诊断出乳腺癌的患者

超过!$A万人#死亡超过W""%%%例
+!,)乳腺癌在

中国妇女中发生率为-A#T$.!%%%%%#其死亡率为

Ue"!.!%%%%%
+",)近几十年来#肥胖-运动减少-生

殖行为的改变均可能影响乳腺癌的发生和死亡
+-,#

故研究乳腺癌的早期发生机制显得尤为重要)随着

" 国家自然科学基金!3=#T!%A%&W""资助

# 通信作者#L,2KJ<$M@K:H<=:H<J!7ME#6IE#M:

对V34甲基化研究的深入#已经发现很多基因在

乳腺癌中呈现异常甲基化#如L!$-雌激素受体基因

!(%"-孕激素受体基因!L%"-乳腺癌!号基因

!$%#9!"-L,MKI@69J:!#@'!"等+& T,)而这些异

常的甲基化现象于恶性病变之前发生#这为乳腺癌

的早期诊断提供了生物学标记)研究表明#天冬氨

酰,%,羟化酶基因!9!L'"在钙稳态中扮演着极其

重要的角色)在肝癌-胃癌-胰腺癌组织中9!L'

基因表达异常明显#可能与肿瘤的发生发展关联密

切
+& $,)但是与乳腺癌早期发生的关系尚不清楚#
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为此#本研究以侵袭性乳腺癌 !J:SK7JS6;96K78

MK:M69#*'."患者作为研究对象#检测*'. 标本中

9!L' 2)34的表达及启动子甲基化状态#并与

临床病理资料进行相关性分析#研究9!L' 基因在

乳腺癌机制中的作用#为早期诊断提供理论依据)

1!材料与方法

1#1!材料

1#1#1!组织标本!选取"%!&年U月至"%!$年$

月在四川大学华西医院诊治的U!例*'.患者为研

究对象#获取癌组织及其配对的癌旁正常组织

!2K8M@6I:=92K<8J77E67#>31"标本+A,#获取的组

织标本立即放入液氮中保存)U!例患者均为乳腺

癌初次诊断#手术前均未接受过放疗和化疗)胎盘

取自四川大学华西第二医院)本研究取得所有患者

的知情与同意#且获得医学伦理委员会的批准)

1#1#/!主要试剂!)34提取试剂盒-逆转录试剂

盒-荧光定量/.)试剂盒购自)(.BL公司&组织.

细胞基因组V34快速提取试剂盒!蛋白酶G"购自

北京博迈德公司!'*(>LV"&/.) 反应混合液

!"["购自 1@692=公司&.CD 甲基转移酶购自

36RL:H<K:I'J=<K;7!3L'"&L]V34甲基化试剂

盒购自]N2=)676K9M@公司&琼脂糖购自J:SJ89=H6:

公司&基因引物由北京诺赛公司合成)

1#/!方法

1#/#1!样品V34与)34的提取!用V34提取

试剂盒提取所有标本的V34#凝胶电泳测定其纯度

和浓度后#置于bT%a冰箱保存)用)34提取试

剂盒提取癌组织与癌旁组织的)34#凝胶电泳测定

其纯度和浓度后#置于bT%a冰箱保存)

1#/#/!MV34的合成及荧光定量/.)!0)Y,/.)"

准确吸取!$H总)34#使用试剂盒进行逆转录得到

MV34)采用0)1,/.)方法#以;9L@' 为内参

基因检测9!L' 基因在癌组织与癌旁组织中的表

达#其引物序列及产物大小见表!)反应体系为

"%$F#YK78+8K98L776:8JK<V34 D966: >K7869

!%$F#上-下游引物!!%$2=<.F"各%#W$F#MV34

W$F和灭菌超纯水&$F)扩增反应条件$UW a预

变性!%2J:#UWa!%7#WUa!W7#A"a!W7#-U

个循环)反应结束后作熔解曲线)熔解条件$UWa

!%7#$WaW7#后以%eWa.7#升至UWa终止)以

;9L@' 作为内参#"b"".8
法计算9!L' 基因的相

对表达量)

1#/#;!V34的甲基化修饰和甲基化特异性/.)

!>+/,/.)"!使用.CD 甲基转移酶对胎盘V34

进行修饰作为甲基化的阳性对照)使用L]V34

甲基化试剂盒对W%%:H样品V34及使用.CD 甲

基转移酶修饰的胎盘V34进行修饰处理#纯化后

放于b"%a备用)用亚硫酸氢盐处理基因组V34

的/.)程序为UTa!%2J:#$&a"#W@)设计的

引物长度-退火温度及扩增产物大小见表!)使用

/.)反应混合物进行扩增#首先UW a 预变性

-2J:#UWa变性-%7#WWa退火-%7#A"a延伸

!2J:#进行-W个循环后#A"a再次延伸W2J:后结

束反应)以超纯水代替V34样品#其它成分不变

作为阴性对照#使用经甲基转移酶孵育过的胎盘

V34作为甲基化阳性对照#未经甲基转移酶孵育过

的胎盘V34作为非甲基化阳性对照
+&,)>+/产物

用"WH.F琼脂糖电泳进行检测)

1#/#3!统计学方法!无序分类资料用构成比或率

表示#率的比较采用卡方检验#当样本含量不足时#

采用YJ7@69确切概率法)9!L' 基因的相对表达

量采用中位数!极值"表示#运用 5J<M=Q=:秩和检验

法对样本之间的差异表达进行分析#基因表达和相

关参数之间的关联性采用+C6K92K:相关分析法#

L%%e%W为差异有统计学意义)

表1!基因引物及扩增产物片段大小

D'H=,1!W,(,?AB#E,B?,Q&,($,?#'((,'=#(<>,EA,B'>&B,'(-'EA=#R#,-ABC-&$>RB'<E,(>?#],

D6:6 +60E6:M6!Ẁ,-̀" 162C69K8E96.a
/9=IEM8O9KH26:8

7J_6.;C

>+/,/.)

!9!L',> Y$4DD41.D4D4144411DD444D1. WW#% !$&

)$...D44444.1444144.D4.D

!9!L',? ?$44DD411D4D4144411DD444D11 W-#% !$&

)$...444444.1444144.44.4..

0)1,/.)

!9!L' Y$.41DD4DD4.4.44D441DDD WU#& !!!

)$..444.D4.4D.14.4D41D1

!;9L@' Y$DD4D.D4D41...1..44441 WT#% !UA

)$DD.1D11D1.414.11.1.41DD

!!>$>68@N<K8J=:&?$?:268@N<K8J=:&Y$Y=9RK9I&)$)6S6976

WW
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/!结果

/S1!乳腺癌组织中#5!):E8TG的表达与临床病

理特征的关系

在 >31 中 9!L' 2)34 表达的平均值为

-e&%#中位数!极值"为!#U%!%0"T#U%"&在*'.中#

9!L' 2)34 表达的平均值为&#"%#中位数!极

值"为-#%%!%0!UA#%")秩和检验显示*'. 中

9!L' 2)34的表达高于 >31!L%%#%%!")U!

例*'.患者癌组织9!L' 2)34的表达与临床病

理特征的关系见表")结果显示#*'.组织中#L,

MKI@69J:阳性表达与9!L' 2)34的表达呈弱正

相关!Ci%e!UW#Li%#%&!")9!L' 2)34表达-

年龄-淋巴结转移-L)表达-/)表达-.G,W$表达-

GJ,$A表达-B69,"表达-13>分期-C$-表达-肿瘤

大小-组织学分级等病理参数不相关)

/S/!乳腺癌中5!): 基因启动子区域甲基化与临

床病理特征的关系

表/!96:患者5!):E8TG表达!倍数变化值"和基因启动子区域甲基化与临床病理特征的关系

D'H=,/!D%,'??C$#'>#C(CR5!):E8TG,@AB,??#C(!RC=-$%'(<,"'(-ABCEC>,BB,<#C(E,>%K='>#C(L#>%A'>%C=C<#$A'B'E,>,B?#(96:A'>#,(>?

.@K9KM869J78JM +
9!L' 2)346QC9677J=:

Y=<IM@K:H6.26IJK:!9K:H6" C L

9!L' 268@N<K8J=:

?.MK76!Z">.MK76!Z"
"

".L

4H6.N9# b%#%W- %#-!A %#--$.%#W$"

!)&U &! !#&TW!bT#T!W,!$#AUW" "-!W$#%" !T!&&#%"

!&&U W% !#-UW!bW#WAU,"W#$-&" "W!W%#%" "W!W%#%"

1E2=9IJK26869.22 %#%!" %#&W& -#TAA.%#%&U

!)"% &- !#$-$!b&#!!",!$#AUW" !T!&!#U" "W!WT#!"

!&"% &T !#-!W!bT#T!W,"W#$-&" -%!$"#W" !T!-A#W"

BJ78=<=HNH9KI6 b%#!-& %#!!U -#U%T.%#!&"

!3 !! "#W-"!b!#"T",!$#""-" W!&W#W" $!W&#W"

!7 -% !#&UW!b&#!!",W#%"T" !"!&%#%" !T!$%#%"

!6 W% !#-$$!bT#T!W,"W#$-&" -!!$"#%" !U!-T#%"

FN2C@:=I6268K78K7J7 b%#%UU %#!A$ %#%--.%#TW$

!3= W" !#&&&!bT#T!W,"!#&%A" "A!W!#U" "W!&T#!"

! 6̂7 -U !#-&A!b!#A%W,"W#$-&" "!!W-#T" !T!&$#""

L)78K8E7 %#%AW %#"&! "#UT&.%#%T&

!36HK8JS6 "A !#&WW!bW#WAU,"!#&%A" !T!$$#A" U!--#-"

!/=7J8JS6 $& !#&%&!bT#T!W,"W#$-&" -%!&$#U" -&!W-#!"

/)78K8E7 %#%W& %#-%A %#!"!.%#A"A

!36HK8JS6 "$ !#-$$!b&#W$-,!!#$-"" !W!WW#$" !"!&&#&"

!/=7J8JS6 $W !#W%W!bT#T!W,"W#$-&" --!W!#$" -!!&T#&"

.GW$78K8E7 b%#!!- %#!WA !#A&&.%#!TA

!36HK8JS6 A- !#&TW!bT#T!W,"!#&%A" -$!&U#-" -A!W%#A"

!/=7J8JS6 !T !#"$T!bW#WAU,"W#$-&" !"!$$#A" $!--#-"

GJ,$A78K8E7 %#%W" %#-!U %#%!T.%#TU-

!)"WZ &- !#$-$!b&#!!",!$#AUW" "-!W-#W" "%!&$#W"

!&"WZ &T !#-!W!bT#T!W,"W#$-&" "W!W"#!" "-!&A#U"

B69,"78K8E7 %#%-% %#-U% %#"!-.%#TUU

!36HK8JS6 &! !#-TW!bW#WAU,"!#&%A" "!!W!#"" "%!&T#T"

!L0EJS=MK< "U !#&TW!bT#T!W,"W#$-&" !W!W!#A" !&!&T#-"

!/=7J8JS6 "! !#WU!!b&#!!",A#W!$" !"!WA#!" U!&"#U"

13>78KH6 b%#%U$ %#!UA %#"UU.%#U$%

!3 !W !#W%W!bT#T!W,U#-!T" A!&$#A" T!W-#-"

!7 && !#-TW!b&#W$-,"W#$-&" "&!W&#W" "%!&W#W"

!6,8 -" !#AA!!bW#WAU,!$#AUW" !A!W-#!" !W!&$#U"

B$-H6:678K8E7 b%#%"A %#&%! !#AAT.%#!A&

!36HK8JS6 T& !#&&&!bT#T!W,"!#&%A" &$!W&#T" -T!&W#""

!/=7J8JS6 A !#-&A!b!#A%W,"W#$-&" "!"T#$" W!A!#&"

L,MKI@69J: %#!UW %#%&! $#"-".%#%!-

!36HK8JS6 &% !#&WW!bW#WAU,"!#&%A" "A!$A#W" !-!-"#W"

!/=7J8JS6 W! !#&%&!bT#T!W,"W#$-&" "!!&!#"" -%!WT#T"

!!L)$L789=H6:96M6C8=9&/)$/9=H678J:96M6C8=9&B69,"$BE2K:6CJI692K<H9=R8@OKM8=996M6C8=9&?$?:268@N<K8J=:&>$>68@N<K8J=:

$W
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!!在*'.和 >31组织中#9!L' 基因启动子甲

基化阳性率分别为&A#-Z!&-.U!"和TU#%Z!T!.

U!"#差异有统计学意义!L%%#%W")*'.和 >31

中9!L' 基因启动子甲基化的代表性样本见附图)

所有样本中除了!例$"岁的男性患者#其余均为女

性)此例男性患者样本9!L' 基因启动子在*'.

组织中为甲基化#>31组织中为非甲基化)

!!由表"可见#在*'.组中#相比于L,MKI@69J:

阳性患者#9!L' 基因启动子甲基化率高于阴性患

者!L%%#%W"#并在肿瘤直径)"%22的患者启动

附图!96:和 +TD中5!):基因启动子甲基化结果样图

U#<!.@AB,??#C(CRE,>%K='>#C(CR5!):<,(,ABCEC>,B#(96:'(-+TD

>K$>K9P69&3$>K8M@6I:=92K<8J77E6&1$'96K78MK:M698J77E6&?/$/=7J8JS6M=:89=<=OE:268@N<K8J=:&>/$/=7J8JS6M=:89=<=O

268@N<K8J=:&B"($36HK8JS6M=:89=<&?$?:268@N<K8J=:&>$>68@N<K8J=:

子甲基化率高于&"%22的患者!L%%#%W")

;!讨论

乳腺癌是通过一系列肿瘤抑制基因和癌基因的

改变从而使肿瘤微环境发生变化#并激活癌细胞侵

袭和转移)乳腺癌的高度浸润性极大地限制了手术

的选择和早期阶段的检测)除了传统的手术-放化

疗之外#随着科学的新发现#生物治疗已经逐渐运用

于乳腺癌的治疗
+T,)V34甲基化水平的改变与生

物治疗的机理联系密切)乳腺癌中V34甲基化水

平的改变是反映细胞中V34转录状态的重要的表

观遗传学特征#且可能与生活方式-化学品接触和微

生物感染相关联)

!!9!L' 基因最早由 G()*(1B 等
+U,
报道#位

于T号染色体0!"#2)34全长"&&U;C#其2)34

的转录可变剪切可以产生W种亚型#分别编码

4+/B-XE:M8K86-BE2;EH-XE:M8J:和XE:M8J:,!这

W种蛋白)4+/B作为一种依赖#,酮戊二酸的脱氧

酶#在乳腺癌组织中的阳性表达率为U-#AZ
+!%,)

XE:M8K86-XE:M8J:和XE:M8J:,!是钙离子瞬时释放相

关的钙结合蛋白#在蛋白质合成过程中具有修饰蛋

白质的功能)BE2;EH通过促进细胞内存储钙的

释放来增加细胞内钙水平#参与钙调节)BE2;EH

蛋白可以识别钙离子#通过调节钙释放通道活性来

调节钙离子转运到细胞质中#改变癌细胞的运动性-

侵袭性#这可能说明9!L' 基因与细胞钙稳态密切

相关#钙含量水平常常与多个信号通路联系#由此改

变乳腺癌的发展进程)肝癌组织中9!L' 基因和

BE2;EH蛋白水平表达明显高于癌旁正常组织#由

此增加了癌细胞的运动性-侵袭性#导致易复发#生

存率低
+&,)在多种侵袭能力强的胃癌细胞中#

9!L' 2)34往往过表达并促进了胃癌细胞的进

化和转移
+W,)在胰腺癌中#4+/B 和生长因子信号

关联以此激活3=8M@信号通路#4+/B的小分子抑

制剂能够下调3=8M@信号传导途径#抑制胰腺癌细

胞的生长
+$,)4+/B在胶质母细胞瘤缺氧区域表达

水平高#在低缺氧区域表达水平低#抑制 4+/B 的

表达后则可以明显降低肿瘤细胞活力及定向运动能

力
+!!,)

本研究发现在*'.中9!L' 2)34的表达量

高于 >31#9!L' 基因启动子甲基化阳性率在

*'.中 为 &A#-Z#低 于 >31 中 的 甲 基 化 率)

9!L' 基因参与四肢形态的发育和肌肉的组成#这

与早期发现9!L' 基因在人类多种癌组织中表达

增加#在除了外滋养层细胞和肾上腺细胞以外的正

常组织中表达较少相符合)9!L' 基因在肿瘤直

径)"%22的患者中启动子甲基化率高于肿瘤直

径&"%22的患者#这说明9!L' 基因甲基化水

平可能与肿瘤的生长相关#9!L' 基因在乳腺癌

作用可能通过3=8M@信号传导途径#也可能催化某

些蛋白中表皮生长因子样结构域,天冬酰胺残基%
碳原子的羟基化反应从而促进了癌细胞增殖)

9!L' 基因的表达和启动子甲基化率#均与乳腺癌

标志 物 L,MKI@69J: 是 否 阳 性 相 关)文 献 中 L,

AW
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MKI@69J:蛋白的低表达时患者生存率明显较低#与

乳腺癌的组织学分级以及淋巴结转移相关#通常认

为与细胞间黏附功能紊乱等分子事件相关联
+!",)

我们发现L,MKI@69J:蛋白阴性表达中的甲基化率

为-"#WZ !!-.&%"#阳性表达中的甲基化率为

WTeTZ!-%.W!")L,MKI@69J:蛋白的表达可能促进

9!L' 基因启动子甲基化)我们将继续研究

9!L' 基因在乳腺癌中的功能与机制以及钙稳态

在乳腺癌发生发展中扮演的角色)对于钙离子在乳

腺癌起源和进程中作用的深入了解#或许我们能够

找到针对乳腺癌预防-早期诊断和治疗的有效方法)

综上所述#9!L' 基因启动子甲基化阳性率与

L,MKI@69J:阳性和肿瘤大小相关#这可能在乳腺癌

的发生发展过程中发挥了不可低估的作用#或许可

能作为乳腺癌潜在的分子标记物)
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