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　　摘　要：目的　研究甲基化特异高分辨融解曲线法（ＭＳＨＲＭ）检测肺癌患者外周血中 Ａ激酶锚定蛋白１２（ＡＫＡＰ１２）基因

甲基化水平及其临床意义。方法　采用 ＭＳＨＲＭ法检测６０例肺癌患者外周血中ＡＫＡＰ１２基因的甲基化水平，分析其与肺癌患

者病理参数的关系。结果　经 ＭＳＨＲＭ检测，从６０例肺癌患者标本中检出３４例（５６．７％）ＡＫＡＰ１２基因甲基化，其中，１８例

（５２．９％）甲基化程度为１％～２０％，１４例（４１．２％）为２０％～６０％，２例（５．８８％）为６０％～１００％。外周血中 ＡＫＡＰ１２基因甲基

化水平在不同患者年龄和性别中比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）；而与肺癌的病理分期和分化程度比较，差异有统计学意义

（犘＜０．０５）。结论　ＡＫＡＰ１２启动子甲基化改变与肿瘤进展及肿瘤恶性程度相关。
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　　Ａ 激酶锚定蛋白 １２（Ａｋｉｎａｓｅａｎｃｈｏｒｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１２，

ＡＫＡＰ１２），在１９９２年由Ｇｏｒｄｏｎ等
［１］从重症肌无力患者的血

清中分离得到。ＡＫＡＰ１２能够锚定一些重要信号蛋白，参与

了信号转导、Ｇ蛋白偶联受体蛋白信号转导、蛋白定向以及细

胞凋亡等过程［２３］。国内外研究发现，ＡＫＡＰ１２在多种肿瘤中

表达下降或缺失［４５］，能够抑制肿瘤发生与转移［６７］。目前，研

究发现，外周血中存在高水平的游离ＤＮＡ，其中很大一部分来

源于凋亡或者坏死的肿瘤细胞，因此，检测血液标本中异常甲

基化的ＤＮＡ，能对疾病的诊断、预后及复发等提供新思路
［８］。

本研究采用甲基化特异高分辨融解曲线法（ＭＳＨＲＭ）检测

肺癌外周血细胞游离ＤＮＡ中 ＡＫＡＰ１２基因甲基化程度，并结

合患者病理参数进行分析研究，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２００９年１月至２０１１年１２月在陕西省

核工业２１５医院和西安医学院第一附属医院就诊的６０例肺癌

患者，其中男３２例，女２８例，年龄２８～７６岁，平均（４８．０±

１２．６）岁；均经病理确诊，Ⅰ期９例，Ⅱ期１９例，Ⅲ期２９例，Ⅳ３

例；分化好及中等３４例，分化差２６例。收集患者外周血２～３

ｍＬ，分离去血清，－８０℃冰箱保存备用。

１．２　试剂与材料　ＱＩＡａｍｐＣｉｒｃｕｌａｔｉｎｇＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄＫｉｔ、Ｈｏｔ

ＳｔａｒＴａｑ ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（Ｑｉａｇｅｎ公司），ＥＺＤＮＡ Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ

ＧｏｌｄＫｉｔ（ＺＹＭＯ 公司），ＳＹＴＯ９ＧｒｅｅｎＦｕｏｒｅｓｃｅｎｔＮｕｃｌｅｉｃ

ＡｃｉｄＳｔａｉｎ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），ＣｐＧｅｎｏｍｅＵｎｉｖｅｒｓａｌＭｅｔｈｙｌａｔｅｄ

ＤＮＡ（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）。ＰＣＲ基因扩增仪（ＢｉｏＲａｄ公司），Ｒｏ

ｔｏｒＧｅｎｅ６０００荧光定量 ＰＣＲ 仪（Ｃｏｒｂｅｔｔ公司），ＮａｎｏＤｒｏｐ

ＮＤ２０００分光光度计（Ｔｈｅｒｍｏ公司）。

１．３　方法

１．３．１　ＤＮＡ提取　分离血清，用ＱＩＡａｍｐＣｉｒｃｕｌａｔｉｎｇＮｕｃｌｅｉｃ

ＡｃｉｄＫｉｔ提取细胞游离ＤＮＡ，ＮａｎｏＤｒｏｐＮＤ２０００（超微量紫外

分光光度仪上）检测 ＤＮＡ浓度及质量，要求光密度（犗犇）值

（Ａ２６０／Ａ２８０）约为１．８０～２．００，调整ＤＮＡ浓度至１０ｎｇ／μＬ。

１．３．２　甲基化修饰　取上述ＤＮＡ样本１ｎｇ，使用 ＥＺＤＮＡ

ＭｅｔｈｙｌａｔｉｏｎＧｏｌｄＫｉｔ，按照说明书进行甲基化修饰。

１．３．３　引物设计　使用软件 ＭｅｔｈｙＰｒｉｍｅｒ设计引物，引物由

上海吉玛制药技术有限公司合成。上游引物序列：５′ＧＧＣ

ＧＧＴＴＧＴＴＴＧＧＡＴＴＴＧＧＧＴＴ３′，长度８３ｂｐ，下游引物

序列：５′ＡＡＣＡＣＧＣＣＣＴＡＣＡＡＣＡＡＣＡＴＣＴＡ３′），长度

８３ｂｐ。

１．３．４　构建标准品　以 ＣｐＧｅｎｏｍｅＵｎｉｖｅｒｓａｌＭｅｔｈｙｌａｔｅｄ

ＤＮＡ（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）作为１００％甲基化的标准品，以１００％非
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甲基化的健康人外周血ＤＮＡ作为稀释剂，按不同比例搭配制

成１００％、８０％、６０％、４０％、２０％、１０％、５％、１％和０甲基化程

度的标准品，进行下一步的 ＨＲＭ 曲线分析后得到标准曲

线图。

１．３．５　ＭＳＨＲＭ测定　ＡＫＡＰ１２启动子区甲基化扩增条件：

预变性９５℃５ｍｉｎ，１个循环；９４℃３０ｓ，５６℃３０ｓ，７２℃

３０ｓ，３５个循环，７２℃５ｍｉｎ延伸。使用ＰＣＲ基因扩增仪扩增

后，使用ＲｏｔｏｒＧｅｎｅ６０００进行高分辨率熔解曲线分析：样本经

９５℃２ｍｉｎ，４０℃２ｍｉｎ预处理后，溶解时温度由７６℃逐渐升

高到８８℃，每升高０．１℃需记录数值。获得 ＭＳＨＲＭ 曲线

图。待测标本需按照标准曲线上来测定其甲基化程度。

１．３．６　重复性检测　ＨＲＭ方法检测重复性，采用取１００％～

０系列浓度的甲基化标准品重复检测２次，观察 ＨＲＭ 曲线的

相符程度。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析。计数

资料以率（％）表示，ＡＫＡＰ１２甲基化与病理参数比较，采用χ
２

检验分析，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＭＳＨＲＭ标准曲线和重复性试验结果　分别将１００％～

０甲基化标准品基因扩增后进行 ＨＲＭ曲线检测，得到标准曲

线图（图１）。待测标本的甲基化程度可参照１００％～０系列浓

度曲线中的相应曲线得出。同时，取１００％～０甲基化标准品

重复检测２次，得到的 ＨＲＭ曲线形状基本一致。

　　从右至左曲线依次代表１００％、８０％、６０％、４０％、２０％、１０％、５％、

１％和０甲基化程度标准品扩增后 ＭＳＨＲＭ。

图１　　ＭＳＨＲＭ法检测ＡＫＡＰ１２基因甲基化程度的

标准曲线图

２．２　ＭＳＨＲＭ检测 ＡＫＡＰ１２基因甲基化结果　从６０例肺

癌患者标本中检出３４例（５６．７％）ＡＫＡＰ１２基因甲基化，其中，

１８例（５２．９％）甲基化程度为１％～２０％，１４例（４１．２％）为

２０％～６０％，２例（５．８８％）为６０％～１００％。

２．３　外周血ＡＫＡＰ１２基因甲基化与患者病理参数相关性检

测　外周血中ＡＫＡＰ１２基因甲基化水平在不同患者年龄和性

别中比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）；而与肺癌的病理分

期和分化程度比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表２。

表２　　外周血ＡＫＡＰ１２基因甲基化与肺癌患者关系

临床资料
ＡＫＡＰ１２基因甲基化（狀）

＋ －
犘

年龄（岁） ０．１９６

　≤６０ １３ １７

　＞６０ １８ １２

性别 ０．２３５

　男 １４ １８

　女 １６ １２

续表２　　外周血ＡＫＡＰ１２基因甲基化与肺癌患者关系

临床资料
ＡＫＡＰ１２基因甲基化（狀）

＋ －
犘

病理分期 ０．０１０

　Ⅰ＋ Ⅱ期 １０ １８

　Ⅲ＋Ⅳ 期 ２２ １０

细胞分化程度 ０．００７

　高中分化 １３ ２１

　低分化 １９ ７

３　讨　　论

近年来，关于体液中（血液、尿液、唾液及痰液等）细胞游离

ＤＮＡ的研究得到越来越多的关注。目前，认为肿瘤患者血液

游离ＤＮＡ主要来自凋亡细胞、肿瘤细胞以及淋巴细胞等，其

中来源于凋亡细胞或坏死肿瘤细胞占较大比例（可高达

９３％）
［８］。目前，国内外研究发现，体液游离ＤＮＡ抑癌基因启

动子ＣｐＧ岛的异常高甲基化常常与肿瘤的发生、发展、预后以

及复发等密切相关［９１１］。因此，体液标本中游离ＤＮＡ甲基化

水平可以为肿瘤早期筛查、早期诊断、转移及复发监测的一项

重要指标，并能有助于早期发现有癌变倾向的细胞［１２］。

ＡＫＡＰ１２能够锚定一些重要信号蛋白，主要参与蛋白激

酶Ａ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＡ，ＰＫＡ）、蛋白激酶Ｃ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣ，

ＰＫＣ）复合物的形成，细胞骨架的重塑，β２ 肾上腺素受体复合

物的调节及细胞凋亡等过程［２３］。国内外研究发现，ＡＫＡＰ１２

在多种肿瘤中表达下降或缺失，可见于黑色素瘤、乳腺癌、视网

膜母细胞瘤、食管腺癌、骨肉瘤、前列腺癌、胃癌、血液系统恶性

肿瘤等［４５］，提示 ＡＫＡＰ１２可能为一种潜在的抑癌基因。此

外，研究还发现ＡＫＡＰ１２具有抑制肿瘤发生与转移，阻滞细胞

周期以及促进细胞凋亡等作用［１３１４］。目前，已经在多种肿瘤

中发现ＡＫＡＰ１２的高甲基化现象，Ｃｈｏｉ等
［１５］在胃癌组织和细

胞株中发现高甲基化（５６％）的存在，且与 ＡＫＡＰ１２表达缺失

相对应。

本研究通过建立 ＭＳＨＲＭ，检测５０例肺癌患者外周血游

离ＤＮＡ中ＡＫＡＰ１２启动子的甲基化状况，以此探讨肺癌患者

外周血ＡＫＡＰ１２高甲基化与肿瘤发生的关系。ＭＳＨＲＭ 作

为一种先进的技术手段，具有较高的灵敏度、特异性和重复性，

利用此方法可以检测出最低１％的基因甲基化，这大大提高了

肺癌的检出率，有利于进行高危人群的筛选，早期诊断，转移和

复发的监测。本研究结果显示，３４例（５６．７％）肺癌患者标本

中检出ＡＫＡＰ１２基因甲基化，其中，１８例（５２．９％）甲基化程度

为１％～２０％，１４例（４１．２％）为２０％～６０％，２例（５．８８％）为

６０％～１００％。随后，笔者研究了肺癌患者外周血 ＡＫＡＰ１２基

因甲基化水平与病理参数的相关性，研究表明患者年龄、性别

与ＡＫＡＰ１２甲基化水平比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）；

而肺癌的病理分期和分化程度与 ＡＫＡＰ１２甲基化水平比较，

差异有统计学意义（犘＜０．０５），提示ＡＫＡＰ１２的甲基化与肺癌

的进展有关，可以用来评估肺癌的分期和恶性程度。

综上所述，肿瘤中抑癌基因的高甲基化现象普遍存在，单

个基因的甲基化往往不能完整反映肿瘤的基本情况，而进一步

研究表明每种抑癌基因都存在不同的启动子甲基化模式，因

此，对于ＡＫＡＰ１２基因启动子甲基化研究为临床上多方面、多

角度监测肿瘤提供了一个重要指标。
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