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膀胱移行细胞癌组织与尿沉渣细胞 ＷＷＯＸ基因
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　　摘　要：目的　探讨膀胱移行细胞癌组织与其对应尿沉渣细胞中氧化还原酶的 ＷＷ 结构域（ＷＷＯＸ）基因启动子区ＣｐＧ岛

的甲基化状态以及二者甲基化的相关性。方法　应用甲基化特异性聚合酶链反应（ＭＳＰ）检测５４例膀胱癌患者手术切除的癌组

织及尿沉渣细胞中 ＷＷＯＸ基因启动子区甲基化状态。结果　５４例膀胱癌患者癌组织中 ＷＷＯＸ基因启动子区的甲基化率达

３５．２％，对应的尿沉渣细胞中甲基化率为２９．６％，分别与各自对照组比较，差异均有统计学意义（犘＜０．０５），且膀胱癌组织

ＷＷＯＸ基因启动子区的甲基化和对应的尿沉渣细胞的甲基化存在明显的相关性（狉＝０．８８１，犘＜０．０５）。不论是在癌组织还是尿

沉渣细胞中，ＷＷＯＸ基因启动子区甲基化率随着癌组织分级的增加逐渐升高（犘＜０．０５）。结论　ＷＷＯＸ基因启动子区的异常

甲基化可能是膀胱癌的早期事件，尿沉渣细胞中 ＷＷＯＸ基因启动子区的异常甲基化可能是膀胱癌早期诊断的分子标志物之一。
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　　目前膀胱肿瘤临床诊断的“金标准”主要依靠膀胱镜检查

结合病理组织活检，但这一检查手段会使患者产生心理应激反

应，增加患者痛苦，操作过程中有可能造成膀胱黏膜出血，属于

有创性检查［１］；另外，在膀胱肿瘤发生早期及未形成肉眼可见

瘤体之前难以做出明确诊断，并且对肿瘤的诊断存在一定主观

性［２］。临床常用的另一种诊断方法，尿脱落细胞学检查虽然特

异性很高，但其敏感性较差［３］。因此，临床中寻找一种敏感性

高、特异性强，能够早期诊断膀胱癌的非侵袭性检查方法显得

极为重要。

有研究发现，遗传学和表观遗传学的改变是膀胱癌发病的

主要分子机制，其中表观遗传学的改变尤其是ＤＮＡ甲基化是

近年来研究的热点。相关研究表明，膀胱尿路上皮细胞癌组织

及尿沉渣细胞中有多种相关基因的启动子区存在高甲基化改

变［４］。包含氧化还原酶的 ＷＷ结构域（ＷＷｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ

ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ＷＷＯＸ）是一个新的抑癌基因，其表达缺失与

多种肿瘤的发生、发展密切相关［５］。本研究采用甲基化特异性

聚合酶链反应（ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，

ＭＳＰ）检测膀胱癌组织及其对应的尿沉渣细胞中 ＷＷＯＸ基因

启动子区的甲基化状态，并分析二者的相关性。旨在探讨

ＷＷＯＸ基因甲基化在膀胱癌发生、发展过程中的作用及

ＷＷＯＸ基因异常甲基化对膀胱癌早期诊断的临床意义。

１　资料与方法

１．１　一般资料　（１）组织标本：收集２００９年１月至２０１１年１

月本院泌尿外科手术切除的５４例膀胱癌患者（膀胱癌组）的癌

组织（病理证实均为膀胱移行细胞癌）及相应的癌旁正常组织

（距肿瘤切缘大于或等于５ｃｍ）。其中男３８例，女１６例；年龄

３７～７６岁，平均（５８．７５±１０．１２）岁。膀胱癌组织标本按 ＷＨＯ

２００４病理分级标准：低度恶性倾向尿路上皮乳头状瘤１８例，

４６５１ 重庆医学２０１３年５月第４２卷第１４期
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表１　　ＭＳＰ引物序列及产物片段长度

基因
引物序列（５′～３′）

正向引物 反向引物
ＰＣＲ产物片段（ｂｐ）

ＷＷＯＸＭ ＴＡＴＧＧＧＣＧＴＣＧＴＴＴＴＴＴＴＡＧＴＴ ＣＡＡＴＣＴＣＣＧＣＡＡＴＡＴＣＧＣＧＡＣＡ ３４７

ＷＷＯＸＵ ＴＡＴＧＧＧＴＧＴＴＧＴＴＴＴＴＴＴＡＧＴＴ ＣＡＡＴＣＴＣＣＡＣＡＡＴＡＴＣＡＣＡＡＣＡ ３４７

尿路上皮癌低级别２５例，尿路上皮癌高级别１１例；按 ＵＩＣＣ

ＴＮＭ临床分期标准：非浸润性膀胱癌（Ｔａ～Ｔ１）３６例，浸润性

膀胱癌（Ｔ２～Ｔ３）１８例。组织标本切除后立即于液氮中速冻，

２ｈ后转置于－８０℃冰箱中保存。所有膀胱癌患者均为初发，

术前均未行放疗、化疗及免疫治疗。（２）尿沉渣细胞：收集膀胱

癌组患者术前晨尿；同期住院的４８例非肿瘤性泌尿系疾病患

者（非肿瘤组）晨尿（包括前列腺增生症１６例，腺性膀胱炎６

例，泌尿系结石１４例，尿路感染１２例；其中男３２例，女１６例，

年龄２７～７４岁）；２４例健康志愿者（对照组）晨尿（其中男１２

例，女１２例，年龄２４～４０岁）。收集每位研究对象５０ｍＬ晨尿

后，立即放入－４℃冰箱内保存，并于２ｈ内２５００ｒ／ｍｉｎ离心

１０ｍｉｎ，弃上清液，沉淀用１ｍＬＰＢＳ洗涤后，再次离心弃上清

液，然后将尿沉渣细胞转置于－８０℃冰箱中保存。（３）主要试

剂与仪器：ＤＮＡ提取试剂盒（Ｇｅｎｔｒａ公司，美国）；ＥＺＤＮＡ甲

基化试剂盒（ＺＹＭＯＲＥＳＥＡＲＣＨ公司，北京）；ＴａｑＰＣＲＭａｓ

ｔｅｒＭｉｘ（ＴＩＡＮＧＥＮ公司，北京）。ＮＡＮＯ２０００紫外分光光度

计（Ｔｈｅｒｍｏ公司，美国）；ＬｉｆｅＥｘｐｒｅｓｓＰＣＲ仪（ＢＩＯＥＲ公司，杭

州）；ＤＹＹ７Ｃ电泳仪（六一公司，北京）；ＷＤ９４１３Ｂ凝胶成像

分析仪（六一公司，北京）。ＭＳＰ引物由生工生物工程（上海）

有限公司鉴定合成。

１．２　方法

１．２．１　组织和尿沉渣细胞ＤＮＡ提取　按ＤＮＡ提取试剂盒

操作说明书进行，分别对膀胱癌组织、癌旁正常组织、尿沉渣细

胞提取总ＤＮＡ，提取ＤＮＡ用紫外分光光度计检测纯度，符合

纯度要求的ＤＮＡ立即进行试验或置于－２０℃保存待用。

１．２．２　ＭＳＰ检测组织和尿沉渣细胞中 ＷＷＯＸ基因启动子区

ＤＮＡ甲基化情况　按照ＥＺＤＮＡ甲基化试剂盒说明书处理

已提取的ＤＮＡ样品，对转化后的样本进行ＰＣＲ扩增，引物序

列见表１。ＰＣＲ反应体系为２０μＬ：修饰后的ＤＮＡ模板１μＬ，

上下游引物各１μＬ，２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒｍｉｘ１０μＬ，用去离子

水（ｄｄＨ２Ｏ）补至２０μＬ。反应条件为：９５℃预变性１０ｍｉｎ后，

９５℃变性１ｍｉｎ，５８℃退火６０ｓ，７２℃延伸６０ｓ，共３５个循环，

最后７２℃再延伸１０ｍｉｎ。扩增后产物经１．５％琼脂糖凝胶电

泳，电泳结果经凝胶成像分析仪进行分析。ＤＮＡ甲基化状况

的判断：（１）甲基化阳性。甲基化特异性引物扩增出相应长度

的片段，而非甲基化特异性引物未扩增出相应长度的片段；甲

基化特异性引物及非甲基化特异性引物均扩增出相应长度的

片段，上述两种情况均判断为甲基化阳性。（２）甲基化阴性。

非甲基化特异性引物扩增出相应长度的片段，而甲基化特异性

引物未扩增出相应长度的片段，则判断为甲基化阴性。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件分析。计量资料

以狓±狊表示，比较采用狋检验；组间计数资料率的比较采用χ
２

检验或Ｆｉｓｈｅｒ精确概率法；相关关系分析采用Ｓｐｅａｒｍａｎ相关

分析。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　膀胱癌组织 ＷＷＯＸ基因启动子区甲基化分析　结果显

示５４例膀胱癌组织中１９例存在 ＷＷＯＸ基因启动子区甲基

化（３５．２％），５４例癌旁正常组织中仅发现有４例存在 ＷＷＯＸ

基因启动子区异常甲基化（７．４％），二者差异有统计学意义

（χ
２＝１２．４３，犘＜０．０５）。经 ＭＳＰ法对 ＷＷＯＸ基因启动子区

ＣｐＧ岛甲基化进行检测，电泳结果见图１。

　　Ｍａｒｋｅｒ：标记物；Ｍ：甲基化反应；Ｕ：非甲基化反应；ＮＣ：阴性对

照；ＰＣ：阳性对照；１＋、２＋、３＋、４＋：膀胱癌组织；１－、２－、３－、４－：

对应癌旁正常膀胱组织。

图１　　膀胱癌患者 ＷＷＯＸ基因启动子甲基化表达

２．２　尿沉渣细胞 ＷＷＯＸ基因启动子区甲基化分析　膀胱癌

组患者尿沉渣细胞中 ＷＷＯＸ 基因启动子区甲基化率为

２９．６％（１６／５４），在４８例非肿瘤组患者的尿沉渣细胞中，只检

测出３例出现 ＷＷＯＸ基因启动子区的甲基化，而在对照组的

尿沉渣细胞中未检测出 ＷＷＯＸ基因启动子区的甲基化。膀

胱癌组尿沉渣细胞 ＷＷＯＸ基因启动子区甲基化率显著高于

非肿瘤组和对照组，差异有统计学意义（χ
２＝９．１６、χ

２＝７．２２，

均犘＜０．０５）；而非肿瘤组与对照组比较，差异无统计学意义

（χ
２＝０．３９，犘＞０．０５）。对尿沉渣细胞ＤＮＡ进行 ＷＷＯＸ基因

启动子甲基化检测，电泳结果见图２。

　　Ｍａｒｋｅｒ：标记物；Ｍ：甲基化反应；Ｕ：非甲基化反应；ＮＣ：阴性对

照；ＰＣ：阳性对照；１、２：膀胱癌组；３、４：非肿瘤组；５、６：对照组。

图２　　３组尿沉渣细胞中 ＷＷＯＸ基因启动子甲基化表达

２．３　膀胱癌组织及尿液样本中 ＷＷＯＸ基因启动子区甲基化

与临床特征的关系　５４例膀胱癌组织中 ＷＷＯＸ基因启动子

区甲基化状态根据临床病例特征分组，发现基因 ＷＷＯＸ随着

癌组织分级的增加，启动子区甲基化阳性率逐渐升高（５．６％、

３６．０％、８１．８％），组间比较差异均有统计学意义（犘＜０．０５）；

且５４例膀胱癌患者尿沉渣细胞中随着其对应癌组织分级的增

加，ＷＷＯＸ基因启动子区甲基化阳性率逐渐升高（０．０％、

２８．０％、８１．８％），组间比较差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。

而二者甲基化率均与临床分期、性别、年龄、肿瘤直径等临床特
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表２　　膀胱癌组织及尿沉渣细胞 ＷＷＯＸ基因启动子区甲基化与临床特征的关系

临床特征 狀

膀胱癌组织

甲基化［狀（％）］ χ
２ 犘

尿沉渣细胞

非甲基化［狀（％）］ χ
２ 犘

总数 ５４ １９（３５．２） １６（２９．６）

性别 ０．０５３ ０．８１７ ０．２４６ ０．６２０

　男 ３８ １３（３４．２） １０（２６．３）

　女 １６ ６（３７．５） ６（３７．５）

年龄（岁） ０．１６７ ０．６８３ ０．１５４ ０．６９４

　＜５０ １９ ６（３１．６） ５（２６．３）

　≥５０ ３５ １３（３７．１） １１（３１．４）

肿瘤直径（ｃｍ） １．７１７ ０．１９０ ０．８０７ ０．３６９

　＜３ ３２ ９（２８．１） ８（２５．０）

　≥３ ２２ １０（４５．５） ８（３６．４）

肿瘤数量（个） ２．１００ ０．１４７ １．６７４ ０．１９６

　单发 １５ ３（２０．０） ２（１３．３）

　多发 ３９ １６（４１．０） １４（３５．９）

病理分级

　低度恶性潜能 １８ １（５．６） ３．８６３ ０．０４９ａ ０（０．０） ４．１４１ ０．０４２ａ

　低级别 ２５ ９（３６．０） ４．７１３ ０．０３０ｂ ７（２８．０） ６．９１４ ０．００９ｂ

　高级别 １１ ９（８１．８） ９（８１．８）

临床分期 １．０１５ ０．３１４ １．１１０ ０．２９２

　非浸润性（Ｔａ～Ｔ１） ３６ １１（３０．６） ９（２５．０）

　浸润性（Ｔ２～Ｔ３） １８ ８（４４．４） ７（３８．９）

　　ａ：犘＜０．０５，与低级别比较；ｂ：犘＜０．０５，与高级别比较。

征无明显相关性（均犘＞０．０５）。见表２。

２．４　膀胱癌组织与尿沉渣细胞中 ＷＷＯＸ基因启动子区甲基

化的相关性　１９例出现甲基化的膀胱癌组织中，对应的尿沉

渣细胞有１６例出现甲基化，尿沉渣细胞和膀胱癌组织的总体

符合率为８４．２％（１６／１９），同时仅出现非甲基化为３５例，且尿

沉渣细胞 ＷＷＯＸ基因启动子区甲基化状况与膀胱癌组织中

是否出现 ＷＷＯＸ基因启动子区甲基化呈正相关（狉＝０．８８１，

犘＜０．０５）。见表３。

表３　　膀胱癌组织与尿沉渣细胞中 ＷＷＯＸ基因

　　启动子区甲基化的相关性

尿沉渣细胞
膀胱癌组织

甲基化 非甲基化
总数

甲基化 １６ ０ １６

非甲基化 ３ ３５ ３８

总数 １９ ３５ ５４

３　讨　　论

ＷＷＯＸ基因是２０００年由Ｂｅｄｎａｒｅｋ等
［６］应用鸟枪基因测

序技术结合对感兴趣区域对应的转录子行分离并分析的方法

鉴定出的一个新基因，位于常染色体１６ｑ２３．３ｑ２４．１区域，由９

个外显子和８个内含子组成，编码一个长为４１４个氨基酸、相

对分子质量为４６０００的单链蛋白。ＷＷＯＸ被认为是一个新

的抑癌基因，在多种肿瘤中的启动和进展阶段起重要作用［７］。

膀胱癌的发生、发展是一个多阶段、多因素参与的一个复

杂过程，其中涉及许多癌基因的激活及抑癌基因的失活［８］。研

究表明，ＤＮＡ甲基化能引起染色质结构、ＤＮＡ构象、ＤＮＡ稳

定性及ＤＮＡ与蛋白质相互作用方式的改变，从而调控基因的

表达，是表观遗传学重要的修饰方式［９］。有研究指出，抑癌基

因启动子区ＣｐＧ岛的异常甲基化是肿瘤发生过程中的早期事

件，被认为是理想的肿瘤早期诊断和判断肿瘤生物学行为的标

志［１０］。健康人晨尿每毫升约含脱落细胞４０００个左右，其中大

部分为尿路上皮脱落细胞。发生泌尿系统疾病时，尿中脱落细

胞数量可明显增加，并有一定数量的病变尿路上皮细胞存

在［１１］。因此，通过 ＭＳＰ方法可检出占尿沉渣细胞总量比例

低、与正常细胞的甲基化谱式相反的肿瘤细胞。

本研究采用 ＭＳＰ法检测了５４例膀胱癌组织和对应的癌

旁正常组织及尿沉渣细胞中 ＷＷＯＸ基因启动子区甲基化状

态。结果显示膀胱癌组织中甲基化率显著高于对应的癌旁正

常组织（犘＜０．０５），膀胱癌患者尿沉渣细胞甲基化率显著高于

非肿瘤组（犘＜０．０５），说明 ＷＷＯＸ基因启动子区甲基化可能

参与了膀胱癌的发生、发展。进一步研究发现，无论是在肿瘤

组织还是尿沉渣细胞中，ＷＷＯＸ基因启动子区甲基化与患者

性别、年龄、肿瘤直径、临床分期等无明显相关性（犘＞０．０５），

而与膀胱肿瘤的病理学分级有明显关联（犘＜０．０５）。高级别

尿路上皮癌组织中甲基化发生率高于低级别尿路上皮癌组织，

后者又高于低度恶性倾向尿路上皮乳头状瘤组织，结果提示：

ＷＷＯＸ基因启动子区的甲基化改变可以提示膀胱癌细胞的潜
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在侵袭性，在膀胱移行细胞癌的早期发生及发展中有重要作

用。本研究中，在尿沉渣细胞与膀胱癌组织中的甲基化总体符

合率为８４．２％（１６／１９），二者在检测 ＷＷＯＸ基因启动子区甲

基化方面有显著的相关性（犘＜０．０５），提示尿沉渣细胞遗传信

息丢失不多，检测尿沉渣细胞可以基本准确地反映膀胱癌组织

的甲基化情况。因此，尿沉渣细胞中 ＷＷＯＸ基因启动子区甲

基化的检测，可以作为膀胱癌早期诊断的无创指标。

早期膀胱癌患者术后必须定期随访，并行膀胱镜及尿液查

瘤细胞检查，此两项检查均有其局限性［１２］；通过检测尿液中细

胞或蛋白质水平指标如膀胱肿瘤抗原（ＢＴＡ）、核基质蛋白２２

（ＮＭＰ２２）、尿纤维蛋白降解产物（ＦＤＰ）等诊断或监测膀胱癌

的复发，但这些方法的敏感性和特异性均不十分理想［１３］。近

年来，膀胱癌患者尿沉渣细胞ＤＮＡ的 ＭＳＰ检测方法以其高

敏感性、高特异性成为一个重要临床检验方法，为初发及复发

性膀胱癌提供了一个简单无创的检测方法，用于膀胱癌的诊断

与随访［１４］。另外，膀胱癌的发病是一个多基因决定的综合事

件。因此，可以将 ＷＷＯＸ与其他多种在膀胱癌中高频甲基化

的基因组合为膀胱癌的ＤＮＡ甲基化谱，进行尿液样本的ＤＮＡ

甲基化谱检测，将为膀胱癌的早期诊断及预后判断提供一种新

的、无创性的手段［１５］。
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