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膀胱癌组织中ＰＣＤＨ８基因启动子甲基化状态及其临床意义
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　　摘　要：目的　 研究膀胱癌组织中抑癌基因ＰＣＤＨ８（原钙黏蛋白８，ｐｒｏｔｏｃａｄｈｅｒｉｎ８）启动子区ＣＰＧ岛甲基化状态及临床意

义。方法　收集７９例原发性膀胱移行细胞癌组织和２０例正常膀胱黏膜组织，应用甲基化特异性ＰＣＲ（ＭＳＰ）检测ＰＣＤＨ８基因启

动子区ＣＰＧ岛的甲基化状态，并结合临床病理资料进行分析。结果　２０例正常膀胱黏膜组织中均未检测到ＰＣＤＨ８基因甲基

化，７９例膀胱癌组织中４４例检测到ＰＣＤＨ８基因启动子区甲基化，甲基化率为５５．７％，两组相比差异有统计学意义（犘＜０．０１）；

膀胱癌组织中ＰＣＤＨ８基因ＣＰＧ岛启动子区甲基化与患者的年龄、性别、肿瘤数目无关（犘＞０．０５）；直径小于或等于３ｃｍ的肿瘤

组织中ＰＣＤＨ８基因甲基化率为４３．５％，＞３ｃｍ的肿瘤组织中ＰＣＤＨ８基因甲基化率为７２．７％，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；

乳头状肿瘤中ＰＣＤＨ８基因的甲基化率为４８．２％，非乳头状肿瘤中ＰＣＤＨ８基因的甲基化率为７３．９％，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）；复发性肿瘤中ＰＣＤＨ８基因甲基化率为７１．１％，原发性肿瘤中ＰＣＤＨ８基因的甲基化率为３５．３％，差异有统计学意义；

Ｇ１～Ｇ２ 膀胱癌ＰＣＤＨ８基因的甲基化率为４３．４％，Ｇ３膀胱癌的甲基化率为８０．８％，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；ＰＣＤＨ８基因

在Ｔａ～Ｔ１期肿瘤的ＰＣＤＨ８基因甲基化率为４３．７％，Ｔ２～Ｔ４期肿瘤中的甲基化率为７４．２％，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

结论　抑癌基因ＰＣＤＨ８启动子区ＣＰＧ岛甲基化与膀胱移行细胞癌的发生、发展相关，ＰＣＤＨ８基因启动子区ＣＰＧ岛的甲基化有

可能成为膀胱癌早期诊断、监测复发和判断预后的分子标志物。
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　　膀胱癌是泌尿生殖系统最常见的恶性肿瘤之一，占人体恶

性肿瘤的第４位，严重地威胁人类健康
［１３］。膀胱癌的发生、

发展是一个复杂的过程，涉及到遗传学及表观遗传学方面的改

变；ＤＮＡ甲基化是目前研究较多的一种表观遗传学机制，抑癌

基因启动子区域ＣＰＧ岛的异常甲基化参与多种肿瘤的发生发

展，有望成为肿瘤早期诊断、监测及预后判断的分子标志

物［４５］。ＰＣＤＨ８（ｐｒｏｔｏｃａｄｈｅｒｉｎ８，原钙粘蛋白８）是原钙黏蛋

白家族中的一个新成员，研究表明ＰＣＤＨ８是一种新的抑癌基

因，它在多种肿瘤中因启动子甲基化而表达减少或缺失，并与

肿瘤的发生发展密切相关［６７］。然而，ＰＣＤＨ８基因在膀胱癌中
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的甲基化状态及其临床意义尚未见报道。作者采用甲基化特

异性ＰＣＲ（ＭＳＰ）来研究ＰＣＤＨ８基因在膀胱移行细胞癌组织

和正常膀胱黏膜组织中甲基化状态并探讨其临床意义。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取２０１０年９月至２０１２年９月在徐州市肿

瘤医院行手术治疗的７９例膀胱移行细胞癌患者的癌组织及其

同时期住院的２０例膀胱结石患者的正常膀胱黏膜组织。病理

证实全部为移行细胞癌，取自膀胱结石患者的膀胱黏膜均为正

常膀胱黏膜。肿瘤的病理分级参照 ＷＨＯ１９７３分级标准，肿瘤

的分期参照国际抗癌联盟２００２ＴＮＭ 分期系统分为非肌层浸

润性膀胱癌（Ｔａ，Ｔ１，Ｔｉｓ）和肌层浸润性膀胱癌（Ｔ２，Ｔ３，Ｔ４）。

膀胱癌患者中，男５６例，女２３例；年龄小于或等于６５岁２９

例，＞６５岁５０例；单发肿瘤３０例，多发肿瘤４９例；肿瘤直径

小于或等于３ｃｍ４６例，＞３ｃｍ３３例；乳头状肿瘤５６例，非乳

头状肿瘤２３例；复发性肿瘤４５例，原发性肿瘤３４例；病理分

级Ｇ１～Ｇ２５３例，Ｇ３２６例；肿瘤分期Ｔａ、Ｔ１、Ｔｉｓ４８例，Ｔ２～

Ｔ４３１例。所有手术标本于术后即刻置于液氮中，置－８０℃保

存备用。

１．２　组织ＤＮＡ提取　取组织标本２５ｍｇ加入液氮进行物理

研磨，采用ＤＮｅａｓｙＴｉｓｓｕｅＫｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ，Ｇｅｎｏｍｉｃ，ＣＡ）按照试剂

盒说明书提取 ＤＮＡ，紫外分光光度计（ＮａｎｏＤｒｏｐＮＤ１００，美

国）检测ＤＮＡ浓度和纯度，所有ＤＮＡ标本 Ａ２６０／Ａ２８０均在

１．８０～２．００之间。

１．３　ＰＣＤＨ８基因启动子甲基化检测

１．３．１　ＤＮＡ的亚硫酸氢盐修饰　采用修饰试剂盒ＥｐｉＴｅｃｔ

ＢｉｓｕｌｆｉｔｅＫｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ，Ｖａｌｅｎｃｉａ，ＣＡ），取１μｇＤＮＡ按说明书操

作进行修饰。

１．３．２　ＭＳＰ　引物由上海生物有限公司合成。ＭＳＰ基本原

理：ＤＮＡ经亚硫酸氢盐处理后，未发生甲基化的胞嘧啶转化为

尿嘧啶，甲基化的胞嘧啶则不发生转化，然后使用对甲基化和

未甲基化的ＤＮＡ特异的引物进行ＰＣＲ扩增，根据扩增结果加

以区分。甲基化引物（Ｍ）：上游５′ＣＧＧＴＴＡＴＴＧＧＴＴＡＴＴ

ＣＧＧＴＴＣＣ３′，下游５′ＡＣＧＡＡＣＴＣＴＡＡＡＡＡＣＧＣＧＣＧ

３′；未甲基化引物 （Ｕ）：上游５′ＧＧＴＧＧＴＴＡＴＴＧＧＴＴＡ

ＴＴＴＧＧＴＴＴ３′，下游５′ＣＣＡＡＣＡＡＡＣＴＣＴＡＡＡＡＡＣ

ＡＣＡＣＡ３′
［８］。采用甲基化特异性ＰＣＲ检测ＰＣＤＨ８基因甲

基化状态。ＰＣＲ反应条件：９５℃３ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，６１．３℃（Ｍ

引物）或５７．３℃（Ｕ引物）３０ｓ，７２℃３０ｓ，共３５个循环；７２℃

１０ｍｉｎ。取ＰＣＲ产物１０μＬ行２％琼脂糖浆凝胶电泳，以双蒸

水作为阴性对照，１１０Ｖ电泳４０ｍｉｎ，凝胶成像系统下照相。

应用甲基化引物扩增出产物条带判断为存在完全ＤＮＡ甲基

化，应用非甲基化引物扩增出产物条带判断为不存在ＤＮＡ甲

基化（Ｕ），若同时出现扩增产物条带则表明存在部分ＤＮＡ甲

基化，完全ＤＮＡ甲基化和部分ＤＮＡ甲基化均被认为ＤＮＡ甲

基化阳性（Ｍ）。

１．４　统计学处理　采用ＳＡＳ８．０统计软件进行分析。采用

Ｆｉｓｈｅｒ′ｓ确切概率法分析膀胱癌患者及其对照组中ＰＣＤＨ８基

因启动子甲基化状态的差异。采用四格表χ
２ 检验分析膀胱癌

患者中ＰＣＤＨ８基因启动子甲基化与临床病理特征之间的关

系，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　膀胱癌组织和正常膀胱黏膜组织中ＰＣＤＨ８基因启动子

甲基化情况　本研究发现４４例膀胱癌组织ＰＣＤＨ８基因启动

子甲基化（图１），甲基化率为５５．７％（４４／７９）；２０例正常膀胱

黏膜组织中未检测到ＰＣＤＨ８基因启动子甲基化，甲基化率为

０％（０／２０）；表明膀胱移行细胞癌组织中ＰＣＤＨ８基因启动子

甲基化率高于正常膀胱黏膜组织，ＰＣＤＨ８基因启动子甲基化

与膀胱癌的发生有关。

　　Ｍ：甲基化，Ｕ：非甲基化。

图１　　膀胱移行细胞癌组织中ＰＣＤＨ８基因启动子

甲基化状态

２．２　ＰＣＤＨ８基因启动子甲基化与膀胱癌临床病理特征的关

系　见表１。结果显示，膀胱移行细胞癌组织中ＰＣＤＨ８基因

启动子甲基化与患者年龄、性别、肿瘤数目无关（犘＞０．０５），但

是与肿瘤的生长方式、大小形态、是否复发、分化程度以及侵润

深度密切相关（犘＜０．０５）。

表１　　ＰＣＤＨ８基因启动子甲基化与膀胱癌临床

　　　病理特征的关系［狀（％）］

项目 狀 未甲基化 甲基化 犘

性别

　男 ５６ ２３（４１．１） ３３（５８．９） ０．３６６８

　女 ２３ １２（５２．２） １１（４７．８）

年龄 ０．９４３１

　≤６５ ２９ １３（４４．８） １６（５５．２）

　＞６５ ５０ ２２（４４．０） ２８（５６．０）

肿瘤 ０．２０６２

　单发 ３０ １６（５３．３） １４（４６．７）

　多发 ４９ １９（３８．８） ３０（６１．２）

肿瘤直径 ０．００９８

　≤３ｃｍ ４６ ２６（５６．５） ２０（４３．５）

　＞３ｃｍ ３３ ９（２７．３） ２４（７２．７）

肿瘤形状

　乳头状 ５６ ２９（５１．８） ２７（４８．２） ０．０３６７

　非乳头状 ２３ ６（２６．１） １７（７３．９）

　肿瘤复发 ４５ １３（２８．９） ３２（７１．１） ０．００１５

　原发 ３４ ２２（６４．７） １２（３５．３）

病理分级

　Ｇ１～Ｇ２ ５３ ３０（５６．６） ２３（４３．４） ０．００１７

　Ｇ３ ２６ ５（１９．２） ２１（８０．８）

肿瘤分期

　Ｔａ～Ｔ１ ４８ ２７（５６．３） ２１（４３．７） ０．００７８

　Ｔ２～Ｔ４ ３１ ８（２５．８） ２３（７４．２）

３　讨　　论

膀胱癌在我国是泌尿系统中最常见的恶性肿瘤，近年来虽

然在膀胱癌的诊治方面取得了一些进展，但仍未能十分有效地

阻止疾病的进展和改善患者预后，因此有必要对其发生、发展

的相关因素进行深入研究［９１０］。膀胱癌的发生发展是一个多

因素相互作用的复杂过程，涉及到遗传学以及表观遗传学的改

变。表观遗传是指在保持基因序列不变的情况下改变基因或

蛋白的表达情况，并且能够通过有丝分裂或减数分裂稳定传递

的现象，是基因组表达调控方式之一，主要包括ＤＮＡ甲基化、

组蛋白乙酰化、染色质重塑以及非编码ＲＮＡ的调控等几个方

面。ＤＮＡ甲基化是目前研究的比较深入的表观遗传修饰形

式，是肿瘤中最常见的分子水平改变之一。基因启动子区域的

异常过度甲基化所致的基因失活在肿瘤的发生发展过程中起

着非常重要的作用［１０１２］；近年来，ＤＮＡ的甲基化研究成为肿

瘤学研究的一个热点。
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ＰＣＤＨ８是原钙黏蛋白家族中的一新成员，其蛋白结构包

括６个重复的细胞外区域、１个跨膜区和１个胞内区。ＰＣＤＨ８

在细胞的生长、分化、细胞骨架形成以及细胞间的信号传导等

方面发挥着重要作用［６，８］。Ｙｕ等
［６］研究发现在人类乳腺癌中

存在ＰＣＤＨ８基因甲基化现象，并且与乳腺癌细胞的生长和迁

移密切相关，启动子甲基化是ＰＣＤＨ８基因表达下调的主要原

因。吕顺莉等［１３］研究发现ＰＣＤＨ８基因在正常胰腺组织中没

有发生甲基化，但在胰腺癌细胞株中却出现甲基化现象，从而

认为ＰＣＤＨ８基因甲基化是导致该基因表达减少的主要原因，

与胰腺癌的发展密切相关。ＰＣＤＨ８基因是一种抑癌基因，位

于人染色体１３ｑ１４．３。在多种肿瘤中该基因常因启动子异常

甲基化而表达减少或缺失，并与肿瘤的发生发展密切相关，

ＰＣＤＨ８基因启动子甲基化可以作为一种肿瘤诊断、检测和预

后判断的分子标志物。在本研究中作者应用 ＭＳＰ同时检测了

２０例正常膀胱黏膜组织和７９例膀胱移行细胞癌组织中ＰＣ

ＤＨ８基因启动子的甲基化状态，发现５５．７％（４４／７９）的膀胱移

行细胞癌组织中存在ＰＣＤＨ８基因甲基化，而在２０例正常膀

胱黏膜组织中均未检测到ＰＣＤＨ８基因甲基化，提示ＰＣＤＨ８

基因启动子甲基化具有肿瘤特异性，是一个有价值的膀胱移行

细胞癌的诊断标志物。

本研究中作者将ＰＣＤＨ８基因启动子甲基化状态与患者

的临床病理资料以及患者的预后资料进行了分析时发现，直径

小于或 等 于 ３ｃｍ 的 膀 胱 癌 中 ＰＣＤＨ８ 基 因 甲 基 化 率

４３．５％，＞３ｃｍ膀胱癌中ＰＣＤＨ８基因甲基化率为７２．７％；乳

头状肿瘤中的甲基化率为４８．２％，非乳头状肿瘤中的甲基化

率为７３．９％；原发性肿瘤中的甲基化率为７１．１％，复发性肿瘤

中的甲基化率为３５．３％；高分化肿瘤中ＰＣＤＨ８基因甲基化率

为４３．４％，在中低分化肿瘤中为８０．８％；在肌层浸润性膀胱癌

中为７４．２％，非肌层浸润性膀胱癌中为４３．７％；差异均有统计

学意义（犘＜０．０５）。这些结果提示ＰＣＤＨ８基因启动子甲基化

与膀胱癌的生长方式、形状大小、是否复发、分化程度及浸润深

度等肿瘤的生物学行为有关［１４］。

综上所述，作者的研究结果表明在膀胱癌组织中ＰＣＤＨ８

基因具有较高的甲基化率，并且与膀胱癌的发生、发展密切相

关，原发性膀胱癌及浅表性膀胱癌均存在ＰＣＤＨ８基因甲基化

现象，其可能成为膀胱癌早期诊断和监测的分子标志物。
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［１２］ＨｏｆｆｍａｎＡＭ，ＣａｉｒｎｓＰ．Ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃｓｏｆｋｉｄｎｅｙｃａｎｃｅｒａｎｄ

ｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｅｐｉｇｅｎｏｍｉｃｓ，２０１１，３（１）：１９３４．

［１３］吕顺莉，高军，杜奕奇，等．胰腺癌细胞株原钙黏附蛋白８

基因的甲基化状［Ｊ］．中华胰腺病杂志，２０１０，１０（３）：１９０

１９２．

［１４］ＨｅｉｃｈｍａｎＫＡ，ＷａｒｒｅｎＪＤ．ＤＮＡｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ

ａｎｄｔｈｅｉｒｕｔｉｌｉｔｙｆｏｒｓｏｌｉｄｃａｎｃｅｒｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ［Ｊ］．Ｃｌｉｎ

ＣｈｅｍＬａｂＭｅｄ，２０１２，５０（１０）：１７０７１７２１．
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［８］ 汤大明，张红金，景炳文，等．血小板在危重病患者全身炎

性反应监测中的意义［Ｊ］．中国危重病急救医学，２００３，１５

（１）：３５３７．

［９］ 张燕，吴建新．Ｃ反应蛋白对重症急性胰腺炎的诊断价值

［Ｊ］．胃肠病学，２００６，１１（４）：２５１２５３．

［１０］ＳａｌｏｍｏｎｅＴ，ＴｏｓｉＰ，ＰａｌａｒｅｔｉＧ，ｅｔａｌ．Ｃｏａｇｕｌａｔｉｖｅｄｉｓｏｒ

ｄｅｒｓｉｎｈｕｍａｎａｃｕｔｅｐａｎｃｒｅａｔｉｔｉｓｒｏｌｅｆｏｒｔｈｅＤｄｉｍｅｒ［Ｊ］．

Ｐａｎｃｒｅａｓ，２００３，２６（２）：１１１１１６．

［１１］陈国胜，欧希龙，孙为豪，等．前列地尔对重症急性胰腺炎

患者血小板参数的影响［Ｊ］．四川医学，２００６，２６（９）：９１３

９１４．

［１２］赵艳玲，徐玉兰．前列地尔注射液对糖尿病肾病患者血浆

纤维蛋白原的影响［Ｊ］．安徽医药，２００８，１２（４）：３５１３５２．

［１３］王兴鹏，吴恺，张汝玲，等．前列腺素Ｅ１脂微球载体制剂

对重症急性胰腺炎的治疗作用［Ｊ］．中华急诊医学杂志，

２００６，１５（５）：４３３４３６．

［１４］周峰，王春友，万赤丹，等．前列腺素Ｅ１在重症急性胰腺

炎脏器功能保护中临床疗效观察［Ｊ］．临床外科杂志，

２００４，１２（９）：５４０５４１．

［１５］赵光丽．奥曲肽与前列地尔联合治疗急性胰腺炎疗效观

察［Ｊ］．牡丹江医学院学报，２００８，２９（３）：４６４７．
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