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摘　 要:　 目的　 探讨前列腺肿瘤过表达基因 １(ＰＴＯＶ１)在 Ｉ 型子宫内膜癌组织中检测的意义及表达调控的

分子机制ꎮ 　 方法　 收集本院住院治疗的 ４６ 例 Ｉ 型子宫内膜癌患者手术切除肿瘤组织及癌旁组织ꎬ免疫组化法检

测组织中 ＰＴＯＶ１ 蛋白的表达ꎬ比较瘤组织与癌旁组织的差异ꎬ亚硫酸氢盐测序法检测 ＰＴＯＶ１ 启动子甲基化状态ꎬ
比较瘤组织与癌旁组织的差异ꎬ统计分析 ＰＴＯＶ１ 蛋白表达与 Ｉ 型子宫内膜癌患者临床参数的关系ꎬＰＴＯＶ１ 启动子

甲基化与蛋白表达的关系及其与患者临床参数的关系ꎮ 　 结果　 ＰＴＯＶ１ 在 Ｉ 型子宫内膜癌组织中高表达且启动

子低甲基化ꎻＰＴＯＶ１ 高表达与 Ｉ 型子宫内膜癌患者年龄、肿瘤大小、组织分化程度、淋巴结转移无关ꎬ与浸润深度呈

正相关ꎻＰＴＯＶ１ 启动子低甲基化与 Ｉ 型子宫内膜癌组织中 ＰＴＯＶ１ 表达呈正相关ꎮ 　 结论　 ＰＴＯＶ１ 与 Ｉ 型子宫内膜

癌浸润密切相关ꎬ其高表达的机制可能为启动子发生低甲基化ꎮ
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　 　 子宫内膜癌是常见的女性恶性肿瘤ꎬ致病因素

包括:遗传变异、表观遗传改变、环境因素及内分泌

因素ꎮ 该病的 ５ 年生存率可高达 ８５％ꎬ但是有转移

的患者预后很差ꎬ中位生存时间大约为 １ 年ꎬ并且在
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过去的 １０ 年中未见提高ꎮ 子宫内膜癌分为雌激素

依赖型(Ｉ 型)和非雌激素依赖型(ＩＩ 型)ꎬＩ 型子宫内

膜癌绝大部分为子宫内膜样癌ꎬ少部分为黏液腺癌ꎻ
ＩＩ 型子宫内膜癌为浆液性癌ꎬ透明细胞癌等ꎮ 约

８０％~ ８５％的患者为 Ｉ 型ꎬ常分化较好ꎬ预后较好ꎮ
而 ＩＩ 型预后差ꎬ生存时间短[１]ꎮ

前列腺肿瘤过表达蛋白 １(ｐｒｏｓｔａｔｅ ｔｕｍｏｒ ｏｖｅｒ￣
ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ １ꎬＰＴＯＶ１)是一个保守的衔接蛋白( ａｄａｐ￣
ｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ)ꎬ首次发现在前列腺癌中高表达而得名ꎬ
与脂伐蛋白( ｌｉｐｉｄ ｒａｆｔ ｐｒｏｔｅｉｎ) ｆｌｏｔｉｌｌｉｎ￣１ 相互作用ꎬ
以细胞周期依赖的方式将 ｆｌｏｔｌｌｉｎ￣１ 从胞浆转运至胞

核中[２]ꎮ ＰＴＯＶ１ 的过表达与肿瘤级别的增高、细胞

增殖密切相关ꎬ如:乳腺癌、卵巢癌、鼻咽癌、肝癌

等[３]ꎮ 有研究表明ꎬＰＴＯＶ１ 在前列腺癌中高表达的

一个机制是基因扩增[４]ꎮ 但是ꎬ其在子宫内膜癌中

的表达、功能及调控机制暂不明确ꎮ
表观遗传调控机制包括:ＤＮＡ 甲基化、组蛋白

修饰和非编码 ＲＮＡꎮ ＤＮＡ 甲基化是表观遗传调控

中研究最多的一个机制ꎮ ＤＮＡ 甲基化在人体中由

ＤＮＡ 甲基转移酶 ＤＮＭＴ１、ＤＮＭＴ３Ａ 和 ＤＮＭＴ３Ｂ 调

控ꎬ将甲基转移到胞嘧啶的 ５ 位碳原子上ꎮ 基因启

动子区的 ＣｐＧ 岛发生甲基化可导致基因表达沉默ꎬ
而发生低甲基化则基因表达增加[５]ꎮ ＤＮＡ 甲基化

改变是肿瘤发生发展的重要机制ꎬ也是诊断、预后判

定及治疗肿瘤的潜在生物学标志物[１]ꎮ
因此ꎬ本研究拟通过检测 ＰＴＯＶ１ 的表达及启动

子甲基化状态ꎬ确定 ＰＴＯＶ１ 在 Ｉ 型子宫内膜癌组织

中的表达情况、临床意义及初步探讨可能的表达调

控机制ꎬ从而为 ＰＴＯＶ１ 作为 Ｉ 型子宫内膜癌治疗靶

点提供理论依据ꎮ

１　 资料与方法

１.１　 研究对象　 　 收集 ２０１３ 年 ６ 月 ~２０１５ 年 ７ 月

广东省博爱医院入院治疗的 ４６ 例 Ｉ 型子宫内膜癌

患者的肿瘤组织及癌旁组织ꎮ 入组条件:采集样本

时患者未进行任何治疗ꎻ手术切除标本制成石蜡切

片ꎬ经 ２ 名病理科医生诊断为 Ｉ 型子宫内膜癌ꎻ免疫

组化检测结果为雌激素受体(ＥＲ)和孕激素受体

(ＰＲ)表达阳性ꎻ无其他免疫系统疾病、内分泌疾病

或长期服用激素史ꎮ 诊断标准:病理诊断为子宫内

膜样腺癌ꎬ免疫组化检测结果为 ＥＲ 和 ＰＲ 表达阳

性[１]ꎮ 本研究经广东省中山市博爱医院伦理委员

会批准ꎮ 收集 ４６ 例 Ｉ 型子宫内膜癌患者中ꎬ年龄

３８~６９ 岁ꎬ中位数为 ５７ 岁ꎬ≥５７ 岁 ２９ 例ꎬ<５７ 岁 １７
例ꎻ肿瘤直径≥３ ｃｍ 的 １５ 例ꎬ<３ ｃｍ的 ３１ 例ꎻ有淋

巴结转移 １６ 例ꎬ无淋巴结转移 ３０ 例ꎻ高分化 ２１ 例ꎬ
中分化 １８ 例ꎬ低分化 ７ 例ꎻ肌层浸润超过 １ ｃｍ 的 １４
例ꎬ未超过 １ ｃｍ 的 ３２ 例ꎮ
１.２　 组织 ＤＮＡ 提取 　 　 利用基因组 ＤＮＡ 提取试

剂盒(Ｔａｋａｒａꎬ大连)提取 ２ ｍｇ 新鲜 Ｉ 型子宫内膜癌

组织及癌旁 ３ ｃｍ 处组织 ＤＮＡꎬ操作步骤根据试剂

盒说明书进行ꎮ Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００(Ｔｈｅｒｍｏ 公司)检测

ＤＮＡ 浓度和质量ꎮ －２０ ℃保存备用ꎮ
１.３　 亚硫酸氢盐测序法 ＰＣＲ(Ｂｉｓｕｌｆｉｔｅ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ
ＰＣＲꎬＢＳＰ) 　 　 用 ＥＺ ＤＮＡ ＭｅｔｈｙｌａｔｉｏｎＴＭ Ｋｉｔｓ( ＺＹ￣
ＭＯＲｅｓｅａｒｃｈꎬＵＳＡ)对 １.０ μｇ 基因组 ＤＮＡ 进行重亚

硫酸氢盐修饰ꎮ ２. ５ Ｕ Ｔａｑ ｍｉｘ ( Ｔａｋａｒａꎬ大连)ꎬ
０ ５ μＬ ｌｍｏｌ / Ｌ 正向和负向引物ꎬ１００ ｎｇ 修饰后的

ＤＮＡꎬ加水至 ２５ μＬ 体系ꎮ 正向引物:５′￣ＡＡＧＧＧＧＴ￣
ＴＡＧＴＴＴＧＧＴＧＴＴ￣３′ꎬ 负 向 引 物: ５′￣ＡＡＣＡＡＡＡＡ￣
ＣＡＡＡＡＴＡＴＡＡＡＣＴＣＡＡＣＡＡＴｖ３′ꎮ ＰＣＲ 产 物 包 含

ＰＴＯＶ１ 启动子区－２００ 至 ０ 位置ꎮ 反应条件:９５ ℃５
ｍｉｎꎬ９５ ℃０.５ ｍｉｎꎬ５７.５ ℃１ ｍｉｎꎬ７２ ℃ １ ｍｉｎꎬ４０ 个

循环ꎬ延伸 ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎮ １％琼脂糖凝胶电泳ꎬ纯化

ＰＣＲ 产物ꎮ 将纯化后的 ＰＣＲ 产物连接至 ｐＧＥＭ￣Ｔ
载体( Ｐｒｏｍｅｇａꎬ ＵＳＡ)ꎬ转化至感受态 ＪＭ１０９ 细胞

(Ｔａｋａｒａꎬ大连)ꎬ挑选 １０ 个克隆ꎬ扩增后进行测序

(英潍捷基ꎬ广州)ꎮ 计算肿瘤组织与癌旁组织 ＰＣＲ
产物中 ＣＧ 位点甲基化百分比ꎬ低甲基化率＝(１－ＣＧ
位点甲基化百分比) ×１００％[６]ꎬ低甲基化率小于对

照组均数－标准差的为低甲基化ꎮ
１. ４ 　 免疫组化法 　 　 使用 ＵｌｔｒａＳｅｎｓｉｔｉｖｅＴＭ ＳＰ
(Ｍｏｕｓｅ / Ｒａｂｂｉｔ)ＩＨＣ Ｋｉｔ(ＫＩＴ￣９７１０ꎬ福州迈新生物技

术开发有限公司ꎬ福州)ꎬ步骤如下:新鲜组织脱水

包埋制成石蜡切片ꎬ脱蜡至水ꎬＰＢＳ 冲洗 ３ 次ꎻｐＨ ＝
６.０ 柠檬酸盐缓冲液加热沸腾 １０ ｍｉｎ 进行抗原修

复ꎬＰＢＳ 冲洗 ３ 次ꎻ加 １ 滴 ３％Ｈ２Ｏ２(Ａ 液)ꎬ室温下

孵育 １０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 冲洗 ３ 次ꎻ加 １ 滴 Ｂ 液(羊血清)ꎬ
室温下孵育 １０ ｍｉｎꎬ拭去液体ꎻ加 ＰＴＯＶ１ 一抗ꎬ稀释

浓度 １ ∶ ２００(ａｂ８１１７３ꎬＡｂｃａｍ)ꎬ４ ℃孵育过夜ꎬＰＢＳ
冲洗 ３ 次ꎻ加 １ 滴 Ｃ 液ꎬ室温下孵育 １０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 冲

洗 ３ 次ꎻ加 １ 滴 Ｄ 液ꎬ室温下孵育 １０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 冲洗

３ 次ꎻＤＡＢ 显色(Ｋｉｔ￣００１４ꎬ福州迈新生物技术开发

有限公司ꎬ福州) ５ ｍｉｎꎬ清水冲洗ꎬ苏木素复染

３ ｍｉｎꎬ０.１％盐酸 ２ ｓꎬ自来水洗返蓝 １５ ｍｉｎꎬ脱水ꎬ透

６５３ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｓｏｕｔｈ ＣｈｉｎａꎬＪｕｌｙ ２０１７ꎬＶｏｌ.４５ꎬＮｏ.４



明ꎬ中性树胶封片ꎬ光学显微镜下观察ꎮ 根据染色程

度计分:１ 分:－ꎻ２ 分:＋ꎻ３ 分:＋＋ꎻ４ 分:＋＋＋ꎻ根据组

织中的阳性细胞数计分: １ 分: ０％ ~ ２５％ꎻ ２ 分:
２６％~５０％ꎻ３ 分:５１％ ~ ７５％ꎻ４ 分:７６％ ~ １００％ꎮ 两

种计分方法得到的分数相乘ꎬ<８ 被认为低表达ꎬ≥８
被认为高表达[３]ꎮ
１.５　 统计学分析　 　 采用 ＳＰＳＳ１３.０ 软件ꎬ用 ｔ 检验

统计分析 ＰＴＯＶ１ 在 Ｉ 型子宫内膜癌组织及癌旁组

织中启动子甲基化水平的差异ꎻ用 ｃｈｉ￣ｓｑｕａｒｅ ｔｅｓｔ 统
计分析 ＰＴＯＶ１ 甲基化与蛋白表达的关系及其与临

床参数的关系ꎻ用 Ｐｅａｒｓｏｎ 检验分析 ＰＴＯＶ１ 甲基化

与蛋白表达的相关性ꎮ Ｐ < ０. ０５ 为差异有统计学

意义ꎮ

２　 结　 　 果

２.１　 ＰＴＯＶ１ 在 Ｉ 型子宫内膜癌组织中表达较癌旁

组织高　 　 在 ４６ 例 Ｉ 型子宫内膜癌组织中ꎬＰＴＯＶ１
高表达的 ２８ 例ꎬ低表达 １８ 例ꎻ在癌旁组织中高表达

的 ８ 例ꎬ低表达 ３８ 例ꎬ统计分析显示ꎬＰＴＯＶ１ 在 Ｉ 型
子宫内膜癌组织中表达较癌旁组织高(图 １)ꎬ差异

有统计学意义(χ２ ＝ ２５.４７７ꎬＰ<０.００１)ꎮ

图 １　 免疫组化检测 ＰＴＯＶ１ 在 Ｉ 型子宫内膜癌组织及

癌旁组织中的表达(×１００)

２.２　 ＰＴＯＶ１ 表达与 Ｉ 型子宫内膜癌患者临床参数

的关系　 　 统计分析显示ꎬＰＴＯＶ１ 高表达与 Ｉ 型子

宫内膜癌患者年龄、组织分化程度、肿瘤大小及淋巴

结转移无关(Ｐ>０.０５)ꎬ与肿瘤浸润深度密切相关ꎬ
差异有统计学意义(Ｐ＝ ０.０２６)ꎮ 见表 １ꎮ

表 １　 ＰＴＯＶ１ 表达与 Ｉ 型子宫内膜癌患者临床参数的关系

变量 高表达 低表达 Ｐ χ２

总例数(Ｎ＝ ４６) ３０ １６
年龄(岁) ０.５５８ ０.３４３
　 <５７ (２９) １８ １１
　 ≥５７ (１７) １２ ５
分化程度 １.０００ ０.１４０
　 低—未分化(７) ５ ２
　 高—中分化(３９) ２５ １４
肿瘤直径(ｃｍ) ０.６０５ ０.２６７
　 <３ (３１) ２１ １０
　 ≥３ (１５) ９ ６
淋巴结转移 ０.７７７ ０.０８０
　 有(１６) １０ ６
　 无(３０) ２０ １０
浸润深度(ｃｍ) ０.０２６ ５.３７０
　 <１(３０) １６ １４
　 ≥１(１６) １４ ２

２.３　 ＰＴＯＶ１ 启动子在 Ｉ 型子宫内膜癌中低甲基化

　 　 作者用在线软件Ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ(网址:ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.
ｕｒｏｇｅｎｅ.ｏｒｇ / ｃｇｉ￣ｂｉｎ / ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ / ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ.ｃｇｉ)分析

了 ＰＴＯＶ１ 基因转录起始位点上游启动子区 １ ０００
ｂｐ 序列ꎬ发现存在 ＣｐＧ 岛(图 ２)ꎮ 然后作者利用

ＢＳＰ 检测了 ＰＴＯＶ１ 转录起始位点至上游 ２００ ｂｐ 处

ＤＮＡ 甲基化状态(图 ３)ꎮ 结果表明ꎬ２５ 例患者癌组

织 ＰＴＯＶ１ 启动子发生低甲基化ꎬ１３ 例癌旁组织发

生启动子低甲基化ꎬ统计分析表明ꎬ差异有统计学意

义(Ｐ＝ ０.０１１)ꎮ 见表 ２ꎮ

图 ２　 Ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ 软件预测 ＰＴＯＶ１ 启动子 ＣｐＧ 岛

２.４　 Ｉ 型子宫内膜癌中 ＰＴＯＶ１ 表达与启动子甲基

化状态相关性分析 　 　 统计分析显示(图 ４)ꎬ在 Ｉ
型子宫内膜癌组织中 ＰＴＯＶ１ 表达与其启动子低甲

基化率呈正相关ꎬ相关系数为 ０.７９９(Ｐ<０.００１)ꎮ

７５３中南医学科学杂志 ２０１７ 年 ７ 月第 ４５ 卷第 ４ 期



图 ３　 ＢＳＰ 检测 ＰＴＯＶ１ 启动子甲基化状态

ＤＬ２０００ 为 ＤＮＡ 电泳标记物

表 ２　 ＰＴＯＶ１ 在 Ｉ 型子宫内膜癌组织及癌旁组织中

启动子低甲基化率的比较

变量 高甲基化 低甲基化 Ｐ χ２

癌组织 ２１ ２５ ０.０１１ ６.４５６
癌旁组织 ３３ １３

图 ４　 Ｉ 型子宫内膜癌中 ＰＴＯＶ１ 蛋白表达与

启动子低甲基化率的相关性分析

３　 讨　 　 论

ＰＴＯＶ１ 基因定位于染色体 １９ｑ１３.３ꎬ全长 ９.５１
ｋｂꎬ包含 １２ 个外显子ꎮ 其中ꎬ外显子 ３~６ 编码 Ａ 结

构域ꎬ外显子 ７ ~ １２ 编码 Ｂ 结构域[７]ꎮ 目前发现

ＰＴＯＶ１ 有 ２ 个转录本ꎬ其中 １ 个转录本编码 ４１６ 个

氨基酸的蛋白ꎬ另一个转录本编码 ３７４ 个氨基酸的

蛋白ꎬ两者 Ｎ 端和 Ｃ 端残基存在差异[８]ꎮ ＰＴＯＶ１ 的

启动子区有转录因子 ＳＰ１ 和 ＳＰ２ 结合的保守区域

以及雄激素反应元件[３]ꎮ
研究表明ꎬＰＴＯＶ１ 在多种肿瘤中高表达ꎬ并可

作为鼻咽癌[９]、肝癌[１０] 及乳腺癌[１１] 预后预测的生

物学标志物ꎮ 也有研究表明ꎬＰＴＯＶ１ 在乳腺癌中过

表达ꎬ并且通过活化 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路促进乳

腺癌的发生发展[２]ꎮ 而 ＰＴＯＶ１ 在肿瘤中高表达的

机制和促进肿瘤生长的机制不明ꎮ
本研究首先检测了 ＰＴＯＶ１ 在 Ｉ 型子宫内膜癌

组织中的表达ꎬ结果表明 ＰＴＯＶ１ 的表达较癌旁组织

增高ꎮ 这一结果与其他研究 ＰＴＯＶ１ 在肿瘤中表达

的结果一致ꎮ 随后ꎬ本文统计分析了 ＰＴＯＶ１ 表达与

Ｉ 型子宫内膜癌患者临床参数的关系ꎬ结果显示其

仅与肿瘤浸润深度有关ꎮ 有研究者发现ꎬＰＴＯＶ１ 的

高表达浸润性的尿路上皮癌细胞增殖和去分化密切

相关[１２]ꎮ 可能 ＰＴＯＶ１ 在 Ｉ 型子宫内膜癌中也可发

挥促进细胞增殖和去分化的作用ꎬ但是调控浸润的

机制有待进一步研究ꎮ
多项研究表明 ＰＴＯＶ１ 在肿瘤中发挥转录因子

的作用ꎮ ＰＴＯＶ１ 在转移性前列腺癌组织中过表达ꎬ
并 可 通 过 与 ＳＭＲＴ、 ＲＢＰ￣Ｊκ、 ＮＣｏＲ、 ＨＤＡＣ１ 和

ＨＤＡＣ４ 等蛋白相互作用抑制下游 Ｎｏｔｃｈ 信号通路

多个靶基因ꎬ如:ＨＥＳ１ 和 ＨＥＹ１[１３]ꎮ 此外ꎬＰＴＯＶ１
可通过募集 ＨＤＡＣ 至 ＤＫＫ１ 启动子区从而抑制其表

达[２]ꎮ 但是 ＰＴＯＶ１ 表达调控机制研究甚少ꎮ
研究表明ꎬ多个基因的启动子在子宫内膜癌中

发生高甲基化ꎬ 如: ＡＰＣ、 ＣＨＤ１、 ＣＯＭＴ 及 ＰＴＥＮ
等[１４]ꎮ 但目前对于单基因启动子低甲基化在子宫

内膜癌中的作用及机制研究并不多ꎮ 有研究者证

实ꎬＣＴＣＦＬ / ＢＯＲＩＳ 在子宫内膜癌中发生低甲基化ꎬ
可能 促 进 肿 瘤 发 展[１５]ꎮ 上 皮 细 胞 粘 附 分 子

(ＥｐＣＡＭ)启动子甲基化可通过调控骨形成蛋白基

因家族多个基因促进子宫内膜癌的复发[１６]ꎮ
本研究首先通过在线软件预测了 ＰＴＯＶ１ 启动

子ꎬ结果发现存在 ＣｐＧ 岛ꎬ推测 ＰＴＯＶ１ 可能在 Ｉ 型子

宫内膜癌中因发生启动子低甲基化而高表达ꎮ 随后ꎬ
检测了 Ｉ 型子宫内膜癌组织中 ＰＴＯＶ１ 启动子甲基化

状态ꎬ结果表明 ＰＴＯＶ１ 在肿瘤组织中的启动子低甲

基化率高于癌旁组织ꎬ说明 ＰＴＯＶ１ 启动子在 Ｉ 型子

宫内膜癌中发生低甲基化ꎮ 本研究统计了 ＰＴＯＶ１ 启

动子低甲基化与蛋白表达的关系ꎬ发现其启动子低甲

基化与蛋白高表达呈正相关ꎮ 所以ꎬ认为启动子低甲

基化是 ＰＴＯＶ１ 在 Ｉ 型子宫内膜癌中高表达的机制ꎮ
通过本研究ꎬ可明确 ＰＴＯＶ１ 在 Ｉ 型子宫内膜癌

中表达增加ꎬ并肿瘤浸润深度相关ꎬ其可能的机制是

启动子低甲基化ꎮ 但是 ＰＴＯＶ１ 如何调控肿瘤浸润ꎬ
机制有待进一步研究ꎮ
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