
△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｍｉｒｒｏｒ１２１９＠ｓｈｏｕ．ｃｏｍ。

·论　著·

死亡相关蛋白激酶１基因启动子甲基化在宫颈癌中的临床意义

李　琦
１，胡昌华１，万光华１，张　婧

２△（１．湖北省武汉市武汉科技大学附属汉阳医院妇产科　４３００５０；

２．湖北省襄阳市中心医院妇产科　４４１０２１）

　　【摘要】　目的　研究死亡相关蛋白激酶１（ＤＡＰＫ１）基因启动子甲基化在宫颈癌中的临床意义。方法　应用甲

基化特异性聚合酶链反应（ＰＣＲ）检测宫颈癌癌组织和癌旁正常组织中ＤＡＰＫ１基因启动子甲基化，比较在二者间

的差异及其与临床病理因素之间的关系。结果　宫颈癌组织中ＤＡＰＫ１基因启动子甲基化率为６２．５％，癌旁组织

中甲基化率为５．０％，宫颈癌组织中ＤＡＰＫ１基因启动子甲基化率显著高于宫颈癌癌旁组织，差异有统计学意义

（犘＜０．０５）。宫颈癌癌组织ＤＡＰＫ１基因启动子甲基化率在组织学分级、肿瘤最大径、淋巴结转移、器官转移、ＦＩＧＯ

分期中的差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　ＤＡＰＫ１基因启动子在宫颈癌中呈高甲基化状态，可作为宫颈癌的

病情和预后评估的生物学标志物。
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　　宫颈癌的发病机制主要与基因表达改变有关，表观遗传学

在其发病机制中扮演重要角色，其中抑癌基因启动子甲基化引

起的表观遗传学改变被认为是最重要的发病机制［１２］。死亡相

关蛋白激酶１（ＤＡＰＫ１）为钙调蛋白调节的丝氨酸／苏氨酸蛋白

激酶，可正性调控细胞凋亡，与肿瘤的发生、发展和转移密切相

关，在肿瘤中普遍存在高甲基化状态［３４］。本研究采用甲基化

特异性聚合酶链反应（ＰＣＲ）检测宫颈癌组织和癌旁组织

ＤＡＰＫ１基因启动子甲基化状态，研究ＤＡＰＫ１基因在宫颈癌

诊断、病情和预后评估中的意义。

１　资料与方法

１．１　一般资料　研究对象为２０１０年１月至２０１２年１月手术

治疗的８０例初治宫颈癌患者，均经症状体征、体格检查、影像

学及病理组织学检查确诊。年龄３０～８５岁，平均（５０．６±

１５．４）岁；病理组织类型包括鳞状细胞癌６０例，腺癌１２例，腺

鳞癌８例；根据２００９年国际妇产科联盟（ＦＩＧＯ）宫颈癌分期，

其中Ⅰ期２０，Ⅱ期３５例，Ⅲ１７例，Ⅳ期８例。

１．２　方法　检测标本均取宫颈癌患者手术切除肿瘤组织和距

肿瘤组织大于５ｃｍ癌旁组织，标本取材后立即置于液氮中保

存。ＤＮＡ提取试剂盒购自北京天根生化科技有限公司。引物

由大连宝生物工程有限公司合成。甲基化修饰试剂盒购于北

京天漠公司。ＤＡＰＫ１基因启动子甲基化 ＭＳＰ检测，按基因组

ＤＮＡ试剂盒说明书进行，提取宫颈癌组织和癌旁正常组织总

ＤＮＡ。按甲基化试剂盒说明书采用重亚硫酸盐将提取的

ＤＮＡ未甲基化Ｃ转化为Ｕ，转化后的样本进行ＰＣＲ扩增。引

物采用 ＭｅｔｈｙｌＰｒｉｍｅｒＥｘｐｒｅｓｓＶ１．０设计，序列见表１，ＰＣＲ反应

体系为２５μＬ，循环条件为：９５℃预变性１０ｍｉｎ，９５℃变性

１ｍｉｎ，６５℃退火４５ｓ，７２℃延伸４５ｓ，共３５个循环，最后一轮

７２℃延伸１０ｍｉｎ。扩增后的产物经琼脂糖凝胶电泳后检测。

表１　ＲＡＳＳＦ１Ａ基因 ＭＳＰ甲基化引物

引物 甲基化引物（Ｍ） 非甲基化引物（Ｕ）

正向引物 ５′ＡＡＧＧＡＧＴＣＧＡＧＡＧＧＴＴＧＴＴＴＣ３′ ５′ＴＡＡＧＧＡＧＴＴＧＡＧＡＧＧＴＴＧＴＴＴＴ３′

反向引物 ５′ＡＣＣＣＴＡＣＣＧＣＴＡＣＧＡＡＴＴＡＣＣ３′ ５′ＡＡＣＣＣＴＡＣＣＡＣＴＡＣＡＡＡＴＴＡＣＣ３′
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１．３　统计学方法　采用Ｓｉｇｍａｐｌｏｔ１１．０统计软件进行数据处

理及统计学分析。计数数据采用χ
２ 检验或Ｆｉｓｈｅｒ精确计算犘

值。检验水准α＝０．０５，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　宫颈癌组织和癌旁组织检测结果　８０例患者中宫颈癌

组织有５０例ＤＡＰＫ１基因启动子呈甲基化状态，甲基化率为

６２．５％，癌旁组织中有４例 ＤＡＰＫ１基因启动子呈甲基化状

态，甲基化率为５．０％，宫颈癌组织中ＤＡＰＫ１基因启动子甲基

化率显著高于宫颈癌癌旁组织，差异有统计学意义（犘＜

０．０５），见图１。

　　注：Ｍ为甲基化，Ｕ为未甲基化。

图１　ＲＡＳＳＦ１Ａ基因启动子甲基化 ＭＳＰ结果

２．２　ＤＡＰＫ１基因启动子甲基化与临床病理因素的关系　见

表２。宫颈癌癌组织ＤＡＰＫ１基因启动子甲基化率在年龄和病

理中差异无统计学意义（犘＞０．０５），在组织学分级、肿瘤最大

径、淋巴结转移、器官转移、ＦＩＧＯ分期中差异均有统计学意义

（犘＜０．０５），组织学分级高、肿瘤最大径大、有淋巴结转移及器

官转移、ＦＩＧＯ分期晚的癌组织ＤＡＰＫ１基因启动子甲基化率

高于组织学分级低、肿瘤最大径小、无淋巴结转移及器官转移、

ＦＩＧＯ分期早的癌组织。

表２　ＤＡＰＫ１基因启动子甲基化与临床病理因素的关系

临床病理因素 狀

甲基化

甲基化 未甲基化
χ
２ 犘

年龄 ＜５０岁 ３６ ２１ １５ ０．２１５ ０．６４２

≥５０岁 ４４ ２９ １５

组织类型 鳞状细胞癌 ６０ ３８ ２２ ０．１０７ ０．９４８

腺癌 １２ ７ ５

腺鳞癌 ８ ５ ３

组织学分级 Ⅰ级 ４０ ２０ ２０ ６．３８８ ０．０４１

Ⅱ级 ２６ １８ ８

Ⅲ级 １４ １２ ２

肿瘤最大径 ≤４ｃｍ ６０ ３２ ２８ ７．１１１ ０．００８

＞４ｃｍ ２０ １８ ２

淋巴结转移 有 ３２ ２６ ６ ６．７２２ ０．０１０

无 ４８ ２４ ２４

器官转移 有 ８ ８ ０ － ０．０２２

无 ７２ ４２ ３０

ＦＩＧＯ分期 Ⅰ期 ２０ ８ １２ １０．６２９ ０．０１０

Ⅱ期 ３５ ２１ １４

Ⅲ期 １７ １３ ４

Ⅳ期 ８ ８ ０

　　注：－表示无数据。

３　讨　　论

基因甲基化是最重要的表观遗传学调控机制，真核生物的

ＤＮＡ中高达８０％的ＣｐＧ位点发生甲基化改变，这些甲基化主

要分布在基因启动子区域的ＣｐＧ岛，ＣｐＧ位点的甲基化可引

起染色体及ＤＮＡ空间构象发生改变，主动或被动阻遏转录因

子结合到转录起始点而调控基因表达［５］。研究表明，基因启动

子甲基化与肿瘤的发病机制、病情及预后紧密相关，可作为肿

瘤的基因水平生物学标志物，较传统的蛋白水平的肿瘤标志物

具有更高的灵敏度及特异性［６］。ＤＡＰＫ１作为新发现的抑癌基

因，具有钙调蛋白调节的丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶的作用，可正

性调控细胞的凋亡，在各种细胞凋亡系统中扮演重要角色，被

证实与肿瘤的发生、发展和转移紧密相关，其启动子高甲基化

改变在乳腺癌及消化系统均可检测到［７８］，在人乳头瘤病毒诱

导发生的宫颈癌组织中其甲基化高达５６．３％
［９］。本研究中，

宫颈癌组织中ＤＡＰＫ１基因启动子甲基化率为６２．５％，癌旁组

织中甲基化率为５．０％，宫颈癌组织中ＤＡＰＫ１基因启动子甲

基化率显著高于宫颈癌癌旁组织，差异有统计学意义（犘＜

０．０５），由此证实ＤＡＰＫ１基因在宫颈癌中存在高甲基化状态。

研究表明，抑癌基因的表观遗传学改变在肿瘤的诊断、病

情评估和预后评估中扮演重要角色，越来越多的基因被发现在

肿瘤诊断中表现出极高的灵敏度及特异性。在本研究中，组织

学分级高、肿瘤最大径大、有淋巴结转移及器官转移、ＦＩＧＯ分

期晚的宫颈癌组ＤＡＰＫ１基因启动子甲基化率高于组织学分

级低、肿瘤最大径小、无淋巴结转移及器官转移、ＦＩＧＯ分期早

的癌组织，提示ＤＡＰＫ１基因启动子甲基化在宫颈癌病情及预

后评估中具有重要作用。肿瘤的组织学分级及分期是公认的

与肿瘤病情及预后相关的因素，分化程度越低、分期越晚，患者

病情越重，预后越差，生存时间越短，质量越差，基于这个事实，

本文认为ＤＡＰＫ１基因启动子甲基化可以作为宫颈癌基因水

平的生物学标志物，可为宫颈癌的诊断、病情与预后评估提供

证据，尽管较目前的蛋白质生物学标志物的检测繁琐，随着检

测水平的提高，会越来越体现出高灵敏度及特异性等优点。
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平均血压降幅为１５．１％。

表１　拉西地平和比索洛尔治疗前、后对血压、心率的影响

组别 收缩压（ｍｍＨｇ） 舒张压（ｍｍＨｇ） 心率（次／分）

治疗前 １６３．３±１８．７ １０８．２±７．６ ７４．３±８．３

治疗后 １４０．１±１２．６ ９１．２±５．４ ６３．２±５．７

　　注：与治疗前比较，犘＜０．０１。

２．２　拉西地平和比索洛尔治疗前、后对血糖、血脂、肝功能、肾

功能均无明显影响　见表２。检查结果表明，两种药物联合应

用对患者血糖、血脂、肝功能、肾功能均无明显影响。

２．３　不良反应　头痛３例，头晕２例，乏力２例，水肿１例。

所有患者均未因上述不良反应而停药。

表２　拉西地平和比索洛尔治疗前、后对血糖、血脂、肝功能、肾功能的影响

组别 ＧＬＵ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＴＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＴＧ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＬＤＬＣ（ｍｍｏｌ／Ｌ） ＡＬＴ（Ｕ／Ｌ） Ｃｒ（μｍｏｌ／Ｌ）

治疗前 ４．８０±１．０６ ４．４６±０．７１ １．７３±０．１４ ２．４２±１．１６ ３２±１１ ７０．５６±１５．２２

治疗后 ４．８６±１．０９ ４．５８±０．８４ １．７５±０．１２ ２．４５±１．１４ ３３±１０ ７０．２４±１５．３２

３　讨　　论

老年高血压发病率高，我国６０岁及以上人群高血压的患

病率为４９％，即６０岁以上人群约有一半患高血压的可能
［２３］。

老年高血压在临床上有以下特点：（１）老年高血压多以收缩压

增高为主，脉压增大，老年单纯收缩期高血压占高血压的

６０％，随着年龄增长其发生率增加，同时脑卒中的发生率急剧

升高。老年人各器官呈退行性变化，尤其心血管系统动脉硬化

明显，心脏射血时主动脉不能完全膨胀，以及周围血管硬化等

原因动脉内骤增的血容量得不到缓冲，导致收缩期血压增高，

而舒张期相对降低，导致脉压差增大。（２）血压波动幅度加大，

“晨峰”现象增多，高血压合并体位性低血压和餐后低血压增

多。老年人的压力感受器官调节血压的敏感性减退，导致血压

波动增大，可明显增加发生心血管事件的危险。（３）血压昼夜

节律异常发生增高，表现为夜间血压下降幅度小于１０％（非杓

型）或超过２０％（超杓型），导致靶器官损害的危险性增加。

（４）并发症增多：老年人由于生理机能减退，常有冠心病、糖尿

病、高脂血症等。患高血压后易发生心、脑、肾的并发症，如心

绞痛、心肌梗死、脑卒中、肾功能不全等［４５］。老年高血压患者

的血管弹性减弱，血管壁的重构是导致动脉粥样硬化和血管狭

窄的重要因素［６］。故老年人用药应遵循从小剂量开始，逐渐增

加剂量，缓慢降低血压，以避免低血压，脑及组织灌注不足，提

倡联合用药，优先选择长效制剂，尽可能减少不良反应。应根

据老年高血压合并其他疾病情况，采取个体化治疗并重视血压

监测及血压达标。

拉西地平与比索洛尔联合应用，不同的降压机制针对不同

的血压升高机制，协同作用，降压效果较好。拉西地平是一种

新型的二氢吡啶类钙离子拮抗剂，其作用机制是选择性阻滞血

管平滑肌细胞膜上的钙通道而减少钙离子内流，引起周围动脉

扩张，减少外周阻力，其扩血管作用能减轻心脏的负荷而改善

心功能，从而达到降压效果［７］。拉西地平有高度脂溶性，它在

脂质部分沉积并在清除阶段不断释放到结合部位，这一特点保

证其降压作用强而持久。比索洛尔是β受体阻滞剂，能与去甲

肾上腺素神经递质竞争β受体，使心率减慢，心肌收缩力减弱，

心输出量减少，心肌耗氧量下降，保护心脏并达到降压的作

用［８］。两种药物联合应用对血糖、血脂、肝功能、肾功能均无明

显不良影响，其临床应用是安全的［９］。两种药物均为长效降压

药物，联合应用降压平稳有效、安全，不良反应少，服药简便，依

从性好。

本文结果表明，拉西地平与比索洛尔联合应用治疗老年高

血压是临床安全有效的理想组合。
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