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% 引言
子宫颈癌是女性生殖系统常见的恶性肿瘤! 在世界范围内!

子宫颈癌严重危害妇女健康!其患病率仅次于乳腺癌!位居第二
位 !"#" 子宫颈癌的病因研究一直为国内外学者所重视!感染高危
型人乳头状瘤病毒#$%&$是导致子宫颈癌发生的主要因素之一%
’%& 感染宿主细胞后!其 ()* 整合入宿主细胞基因组中!表达
产生 +, 蛋白与细胞中的 %-. 蛋白结合!通过泛素途径将 %-. 蛋
白降解灭活 !/#"

!"#0$ 基因!是一条抑癌基因!定位于染色体 12/3!4)50 家
族环化依赖激酶抑制物包括 2"67 2"-7 2"8 和 2"1 蛋白质" 因
而又将 !"%0$ 基因称为 &’#"9$ 基因" 其中! 第一外显子有
+": 和 +3;" 通过同外显子 9 和 . 组合可以编码不同的蛋白质"
+3: 同外显子 9 和 . 结合可编码出 3-<80-=>? 的蛋白质!故称为
()* 蛋白质"(+, 蛋白质是细胞周期抑制性调节因子!可以抑制周
期素依赖性蛋白激酶 0@ABACDE=?F2FE?FEG >DE:HF7 I(50J和 I(567

进而阻止视网膜母细胞瘤蛋白质&KFGDEL;C:HGLM:7 NOJ磷酸化!将
细胞周期阻止于 P3 期 !.#%
在癌的发展过程中!抑癌基因的失活是常见的事件!其中!包

括点突变和染色体缺失% 除了点突变和染色体缺失外!抑癌基因启
动子高度甲基化导致基因的失活在肿瘤中也常见% 抑癌基因 (),
异常的启动子 I2P岛甲基化!与癌细胞中蛋白质表达失活相关%另
外!研究者发现很多肿瘤组织中!多种抑癌基因启动子出现了异常
I2P岛甲基化!0#% 本研究通过分析 (),基因第一外显子两个甲基化
I2P岛位点与子宫颈癌的关系!初步了解子宫颈癌的发病机制%

!材料与方法
!’% 实验材料
其中!.. 例为子宫颈癌组织!包括 38 例维吾尔族子宫颈癌!

癌组织均由病理学检查确诊% 3- 例为正常子宫颈组织%基因组抽
提试剂盒购自上海生工生物工程公司% 限制性核酸内切酶购自
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!!!利用限制性核酸内切酶1,(M 方法分析 "" 例肿瘤组织和 %$ 例正常组织抑癌基因 !"$ 第一外显子 %&’!和 %(&"酶切位点
甲基化# 应用 A,AA 软件进行统计分析$ 结果显示#%& 例子宫颈癌在抑癌基因 !"$ 第一外显子 %&’!位点甲基化#& 例子宫颈癌在
%(&"位点甲基化$正常组织仅有两例在抑癌基因 !"$ 第一外显子 %&’!位点甲基化#正常组织在 %(&"位点没有甲基化$另外#抑癌
基因 !"$ 第一外显子 %&’!和 %(&"酶切位点甲基化易发生在肿瘤的早期$ 抑癌基因 !"$ 第一外显子 %&’!和 %(&"酶切位点甲基
化与子宫颈癌相关$
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!"#$%&’ 公司! 基因组抽提"按试剂盒步骤说明操作!
%2% 限制性核酸内切酶 345 法进行甲基化分析
%2%2( 酶切
总体积 ()!*+ 分别选择限制性核酸内切酶 !"#"和 !$"#进

行基因组酶切# 基因组 ,-. / !0 $ 缓冲液 ( !0 $12. )3( !0 $
450056 水 7(3( !0$酶 )38 !0 % !"#"9:!酶切 78 ;$!$"#(/ !酶
切 78 ;!
%2%2% 6’7酶切产物沉淀
各 管 加 入 /) !0 无 水 乙 醇 $ 混 匀 $ <=)! 冷 冻 9 ;$

7) ))) ">$ 离心 / $5?$弃上清$加 / !0 450056 水$作为 @AB 反应
模板!
%$%$& 345 扩增
总体积 () !0$450056 水 C3=: !0D 缓冲液 ( !0 $(/ $$E0FG

4&A0( 73/ !0D H-I@(3/ !0D I’J 酶 )379 !0D 正向和反向引物各 7
!0$模板 ( !0! 反应参数"预变性 C/ ! / $5?&C/ !7 $5?&8) !7
$5?&:( !7 $5?$9( 个循环! :( !延伸 / $5?!
%$& 电泳

73:K琼脂糖凝胶电泳 9) $5?$ 观察结果! ,-. 4’"L%" 选用
@MA7C ,-.F4N>#OP>’"Q 4’"L%"!
%$8 统计分析
统计软件采用 2@22 统计分析软件!

& 结果
&$9 !"# 基因第一外显子 $%&!和 $’%"酶切位点

%&’ 基因第一外显子限制性核酸内切酶 !"#"和 !$"#酶切
位点’图 7 划线部分(从图中可见限制性核酸内切酶作用位点
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图 9 :9; 基因第一外显子序列!<=>?@>A 登录号为 B9%090"

!"#"酶切位点为 RR&RF&& D !$"#酶切位点为 RRRF&&&图中已标示

&2% 限制性核酸内切酶 345 法进行甲基化分析
图 ( 和图 9 酶切后 @AB 反应扩增 %&( 基因第一外显子$能

扩增出 9T)U> 条带表明该 A>V 岛甲基化% 结果表明$!"#"酶位
点 $99 例子宫颈癌有 7= 例检测出甲基化 $ 阳性检出率为
O/TW//KQ$其中 7= 例维吾尔族子宫颈癌患者检测出 = 例% 7/ 例正
常子宫颈组织检测出 ( 例 !"#"酶位点甲基化% !$"#酶切位点$
99 例子宫颈癌有 = 例检测出甲基化$阳性检出率为O(TW(TKQ% 7=
例维吾尔族子宫颈癌患者检测出 : 例甲基化% 7/ 例正常子宫颈
组织未检测出 !$"#酶位点甲基化%
&2& 子宫颈癌各期 !"( 基因第一外显子甲基化水平
从表 7 可以看出#期子宫颈癌的甲基化例数较其它期例数

高%
&28 !"( 基因第一外显子 $%&!和 $’%"酶切位点甲基化分析
子宫颈癌组织和正常子宫颈组织中 %&( 基因第一外显子

!"#"和 !$"#酶切位点甲基化分析见表 ( 和表 9% 表 ( 表明 %&(

基因第一外显子 !"#"酶切位点 A>V 岛甲基化$子宫颈癌组织较
子宫颈正常组织高$差异有显著性%

表 9 表明 %&( 基因第一外显子 !$"#酶切位点 A>V 岛甲基
化$子宫颈癌组织较子宫颈正常组织高$差异有显著性%

8 讨论
新疆是全国各省区子宫颈癌死亡率前 8 位唯一处于西北边

疆的地区$维吾尔族妇女发病率高 X/Y% 子宫颈癌组织细胞许多基
因表达发生了变化% 阮永华等 X8Y发现癌基因 #)$*# 的高表达与抑
癌基因 %&( 的失活在子宫颈癌的发生& 发展过程中起着重要的
作用% Z[’?E[’ I 等 X:Y发现抑癌基因视黄酸受体 $(’"\S5?E5R ’R5]
"\R\>SE"$($ +,+)!(Q 在子宫颈鳞状细胞癌表达减少% 通过实验
证实 B.B^$( 基因启动子和第一外显子甲基化导致该基因在子
宫颈癌中不表达% 并且发现 +,+)!( 基因 /"区域的甲基化是在
子宫颈癌早期形成过程中产生的% 另外$B’N 相关结构域家族
&, 基因OB’N ’NNER5’S5E? ]E$’5? _’$50‘ &, &%?%D +,!!-7,Q定位于
染色体 9>(7W9$是一条抑癌基因% 研究发现$在子宫颈癌组织中
出现 +,!!-7, 基因表达失活$ 失活的 +,!!-7, 基因可引发细
胞恶性转化从而导致肿瘤%其中$+,!!-7, 基因表达失活的原因
是启动子甲基化$+,!!-7, 基因启动子高度甲基化及同型或杂
合型缺失是该基因表达失活的主要机制$ 在子宫颈癌组织中少
见该基因发生突变 X=Y% 最近研究发现干扰素 %O5?S%"_%"E? %D Za-^%Q
基因第一内含子 A. 二核苷酸重复多态性与个体子宫颈癌易感
性相关$这种多态性也与 P@b 感染的类型相关XCY% 1;’SS’R;’"‘’ -
等 X7)Y的研究表明 "染色体 =>(7W9^=>(9 缺失可以激活 #)$*# 基
因$从而导致子宫颈癌%
许多的研究者对子宫颈癌的 %&( 基因启动子甲基化进行了

研究% c’?& PdX77Y等发现子宫颈癌中 %&( 基因启动子甲基化是较
常见的现象% 分析早期肿瘤组织标本和血浆 %&( 基因启动子甲
基化$发现结果相互一致$表明检测血浆中 %&( 基因启动子甲基
化可以预测癌的发生%

G\’ d2 等 X7(Y发现早期鳞状细胞癌中 %&( 基因启动子甲基化
明显高于高级别鳞状细胞癌% 癌组织中$%&( 基因启动子甲基化
水平明显高于正常组织% 同时发现半数以上鳞状细胞癌与主动
吸烟有关% 可以推论$吸烟可能导致了 %&( 基因启动子甲基化而
导致子宫颈癌%

I"5>’S;5 . 等 X79Y研究发现$由于 %&( 基因启动子甲基化和突
变及杂合型缺失导致了 %&( 基因失活 % 结果显示 $ 没有发现
P@b 感染与 %&( 基因改变相关%因而$可以认为 %&( 基因失活可
以直接导致子宫颈癌的发生%-eE[E Vd 等X7TY使用原位杂交甲基化

特异性 @AB 方法O$%S;‘0’S5E?^N>%R5_5R @AB 5? N5Se ;‘U"5]5f’S5E? $
42@<Z2PQ$研究子宫颈癌抑癌基因 %&( 甲基化% 研究结果表明$

表 9 && 例子宫颈癌各期甲基化水平

分期 例数 甲基化检出例数 百分比’K(
#
"
&

C
7T
7)

:
:
T

::W=
/)
T)

@#)W)):! @g)W)7D 结果有显著性差异

表 % 子宫颈癌组织和子宫颈正常组织
$%&!酶切位点甲基化分析

组别 总例数
!"#"酶切位点甲基化 阳性检出率

’K(甲基化 非甲基化
子宫颈癌
正常组织

99
7/

7=
(

7/
79

/TW//
79W99

表 & 子宫颈癌组织和子宫颈正常组织
$’%!酶切位点甲基化分析

组别 总例数
!"##酶切位点甲基化 阳性检出率

’K(甲基化 非甲基化
子宫颈癌
正常组织

99
7/

=
)
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)
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!"# 基因高度甲基化易发生在早期癌中! 由于基因甲基化而导致
了 !"$ 蛋白表达缺失"从而导致早期癌发展为侵袭癌! 这些发现
表明"!%$ 基因在子宫颈癌的发生中发挥着重要作用!
本研究针对 !! 例子宫颈癌和 "# 例子宫颈正常组织进行了

!"$ 基因第一外显子的两个 $%& 岛位点甲基化水平研究"结果表
明#癌组织中甲基化率明显高于正常组织! 表明 !"$ 基因第一外
显子的这两个 $%& 岛位点甲基化与子宫颈癌的发生相关! 另外"
表 " 结果显示"在早期的子宫颈癌组织的甲基化水平高于其它期
的子宫颈癌组织! 可能预示第一外显子这两位点 $%& 岛甲基化
是早期事件!这一结果和上述研究者研究 !"$ 基因启动子甲基化
结果一致! 表明 !"$ 基因由于广泛的 $%& 岛甲基化" 而导致了
!"$ 基因的失活"最终导致了癌的发生!
本研究同时对 "’ 例维吾尔族子宫颈癌进行了 !"$ 基因第一

外显子的两个 $%& 岛位点甲基化水平检测!发现 &’(!酶切位点
有 ’ 例甲基化" 而 &)’"酶切位点有 ( 例发生了第一外显子的
$%& 岛位点甲基化! 其中 ) 例两个位点都发生了甲基化! 预示维
吾尔族子宫颈癌组织 !%# 基因同其它民族一样可能发生 $%& 岛
位点的甲基化! 由于本文仅研究了第一外显子两个 $%& 岛位点"
在启动子和第一外显子还有多个位点未研究" 且 *+,- ./0 等 1"#2

用甲基化基因芯片分析法发现 !%# 基因第一外显子的 ( 个 $%&
岛位点癌组织中甲基化水平明显高于正常组织"所以"对 !%# 基
因甲基化与子宫颈癌的发病机制有待深入研究!

$结论
!%# 基因第一外显子 &’(!酶切位点和 &)’"酶切位点异常

甲基化与子宫颈癌相关!
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潘泽民#等$ 子宫颈癌抑癌基因 !%#第一外显子 $%&岛异常甲基化

8 月 "" 日下午#9::# 年第 "# 号台风%卡努&从浙江省台州市登陆#
经由台州’金华南部’绍兴#到达杭嘉湖地区#而后进入江苏省#并影响到
安徽省’上海市’山东省( 受%卡努&影响最大的浙江省#全省由于恶劣天
气的影响死亡 ") 人#失踪 8 人#(:#;< 万人受灾#直接经济损失达 (8;# 亿
元人民币) %卡努& 也使江苏’ 安徽两省暴雨成灾# 农作物受灾面积达
#();) =>?9# 绝收 "9;< =>?9##<: 万人受灾# 直接经济损失 "< 亿元人民
币)
据统计#"8’’@9::) 年# 我国年均因台风造成的死亡人数达 )): 人#

直接经济损失高达 9!!;# 亿元人民币) 9::# 年以来#先后有%海棠&’%麦
莎&’%彩蝶&和%卡努&等台风对我国沿海地区造成影响) 美国登陆飓风研
究计划制定小组通过详尽分析 "8(< 年至 "88’ 年间各种天气数据后发

现#青藏高原积雪通过影响高原上的热力过程改变连接高原和西太平洋
的大气环流#对影响我国的台风的形成有相关性$若青藏高原冬春季的
积雪多#则当年夏秋季节影响中国的台风就少*若积雪少#则当年夏秋季
节影响中国的台风就多)
根据发生地的不同#气象学上热带海面上强烈发展的天气尺度的气

旋被划分为%台风&和%飓风&) 发生在西太平洋的被称为%台风&#发生在
东太平洋和大西洋的被称为%飓风&) 近年来#台风和飓风给受灾国造成
的损失呈上升趋势#成为人类面临的重大自然灾害之一) ’ 月 98 日的飓
风%卡特里娜&就使美国路易斯安纳州新奥尔良市遭受灭顶之灾#人员和
经济损失惨重#预计灾区重建至少将耗资 9 ::: 亿美元)

!图片科技新闻!
台风和飓风给受灾国和地区造成重大损失

#卡特里娜$飓风卫星云图台风%卡努&掀起的巨浪 严阵以待防台风 青藏高原积雪
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