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肝癌癌组织PCDH8、RIZ1基因甲基化状态及临床意义*
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  [摘要] 目的 探讨肝癌癌组织PCDH8、RIZ1基因甲基化状态及其临床意义。方法 选取80例肝癌癌

组织、癌旁组织及50例正常肝组织作为研究标本,采用甲基化特异性聚合酶链式反应技术检测组织PCDH8、
RIZ1基因甲基化状态,分析其与肝癌患者临床病理、预后的关系。结果 肝癌组织、癌旁组织、正常肝组织中

PCDH8基因甲基化阳性率分别为61.25%、27.50%、0,RIZ1基因甲基化阳性率分别为70.00%、12.50%、
2.00%,各组织间比较差异有统计学意义(P<0.05);有肝硬化、包膜侵犯、远处转移的患者PCDH8基因甲基

化阳性率显著高于无肝硬化、包膜侵犯、远处转移的患者(P<0.05);有包膜侵犯的患者RIZ1基因甲基化阳性

率显著高于无包膜侵犯患者(P<0.05);PCDH8、RIZ1基因甲基化阳性患者生存率低于PCDH8、RIZ1基因甲

基化阴性患者(P<0.05)。COX单因素分析显示,临床分期、肝硬化、包膜侵犯、远处转移、PCDH8基因甲基化

阳性、RIZ1基因甲基化阳性是肝癌患者总生存时间的影响因素(P<0.05);多因素分析显示,矫正其他因素后,
PCDH8基因甲基化阳性是肝癌总生存时间的独立影响因素(P<0.05)。结论 肝癌组织

 

PCDH8、RIZ1基因

甲基化状态与肿瘤发生、发展及预后相关,临床可考虑将基因甲基化状态辅助用于肝癌诊断、病情评估及预后

预测中。
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  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

methylation
 

status
 

of
 

PCDH8
 

and
 

RIZ1
 

genes
 

in
 

liver
 

cancer
 

tis-
sues

 

and
 

its
 

clinical
 

significance.Methods Eighty
 

cases
 

of
 

liver
 

cancer
 

tissues,paracancerous
 

tissues
 

and
 

50
 

cases
 

of
 

normal
 

liver
 

tissues
 

were
 

selected
 

as
 

study
 

specimens.The
 

methylation
 

status
 

of
 

PCDH8
 

and
 

RIZ1
 

genes
 

was
 

detected
 

by
 

adopting
 

the
 

methylation-specific
 

polymerase
 

chain
 

reaction
 

(msPCR).And
 

their
 

rela-
tionship

 

with
 

clinicopathology
 

and
 

prognosis
 

of
 

liver
 

cancer
 

patients
 

was
 

analyzed.Results The
 

positive
 

rates
 

of
 

PCDH8
 

gene
 

methylation
 

in
 

liver
 

cancer
 

tissues,paracancerous
 

tissues
 

and
 

normal
 

liver
 

tissues
 

were
 

61.25%,27.50%
 

and
 

0
 

respectively,the
 

positive
 

rates
 

of
 

RIZ1
 

gene
 

methylation
 

were
 

70.00%,12.50%
 

and
 

2.00%
 

respectively,and
 

the
 

differences
 

among
 

groups
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

positive
 

rate
 

of
 

PCDH8
 

gene
 

methylation
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

cirrhosis,capsule
 

invasion
 

and
 

distant
 

metastasis
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

without
 

cirrhosis,capsule
 

invasion
 

and
 

distant
 

metastasis
 

(P<0.05).The
 

meth-
ylation

 

positive
 

rate
 

of
 

RIZ1
 

gene
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

capsular
 

invasion
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

without
 

capsular
 

invasion
 

(P<0.05).The
 

survival
 

rate
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

PCDH8
 

and
 

RIZ1
 

gene
 

methyla-
tion-positive

 

was
 

lower
 

than
 

that
 

with
 

methylation-negative
 

(P<0.05).The
 

COX
 

univariate
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

clinical
 

stage,cirrhosis,capsule
 

invasion,distant
 

metastasis,methylation-positive
 

of
 

PCDH8
 

and
 

RIZ1
 

genes
 

were
 

the
 

influencing
 

factor
 

of
 

the
 

total
 

survival
 

time
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

liver
 

cancer
 

(P<0.05).The
 

multivariate
 

analysis
 

showed
 

that
 

after
 

correcting
 

other
 

factors,the
 

methylation
 

positive
 

of
 

PCDH8
 

gene
 

was

5704重庆医学2020年12月第49卷第24期

* 基金项目:浙江省自然科学基金项目(LY19H200001);恩泽医疗中心(集团)科学研究基金(17EZC3)。 作者简介:陈素云(1984-),主

管技师,硕士,主要从事肝癌的诊断及肝癌发病机制方面研究。



 

an
 

independent
 

influencing
 

factor
 

of
 

the
 

total
 

survival
 

time
 

of
 

liver
 

cancer
 

(P<0.05).Conclusion The
 

meth-
ylation

 

status
 

of
 

PCDH8
 

and
 

RIZ1
 

genes
 

in
 

liver
 

cancer
 

tissues
 

is
 

related
 

with
 

the
 

occurrence,development
 

and
 

prognosis
 

of
 

the
 

tumor.Clinically,the
 

gene
 

methylation
 

status
 

can
 

be
 

considered
 

to
 

be
 

applied
 

in
 

liver
 

cancer
 

auxiliary
 

diagnosis,disease
 

severity
 

assessment
 

and
 

prognosis
 

prediction.
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  原发性肝癌是临床常见恶性肿瘤,我国是肝癌的

高发 地 区,死 亡 人 数 占 全 世 界 肝 癌 死 亡 人 数 的

45%[1]。尽管目前肝癌的诊疗有了显著进步,但其高

复发及转移的特性使得患者5年内生存率仍较低,肿
瘤的早期诊断、复发及预后的预测是临床研究的重要

课题。随着分子生物学及表观遗传学的发展,肿瘤的

发病机制也逐渐明朗。目前认为肝细胞癌的发生及

发展是多基因参与的复杂过程,其中原癌基因及抑癌

基因结构、功能异常在这一过程中发挥重要作用[2-3]。
DNA甲基化是一种重要的表观遗传学修饰方式,是
指在甲基化转移酶的作用下,基因组CpG二核苷酸

的胞嘧啶5'碳共价键结合一个甲基基团的过程,目前

认为抑癌基因启动子区CpG岛上的高甲基化可招募

甲基化结合蛋白及复合物,改变染色质的空间结构,
阻止抑癌基因的表达,因此其高甲基化状态的发生与

肿瘤的形成有密切关系。目前有关肝癌抑癌基因启

动子区域高甲基化状态逐渐被报道,但各地肝癌具有

一定异质性,同时个体DNA甲基化可受多种因素影

响,各研究针对肝癌抑癌基因的甲基化状态研究也有

较大差异[4-5]。本研究以本地区肝癌患者作为研究对

象,分析其癌组织PCDH8、RIZ1基因甲基化状态与

肿瘤发生、发展及预后的关系,以期能为肝癌患者的

诊断、治疗、预后评估提供新的思路。
1 资料与方法

1.1 一般资料

本研究标本为肝癌患者癌组织、癌旁组织及正常

肝组织,其中80例肝癌癌组织及癌旁组织来源于本

院2015年2月至2018年12月收治的原发性肝癌患

者,所有患者均符合《原发性肝癌诊疗规范(2011年

版)》[6]中诊断标准,获取标本前未接受其他抗肿瘤治

疗,无免疫疾病及其他内分泌疾病;50例正常肝组织

来源于本院同期收治的肝血管瘤、肝外伤患者,术前

检测乙肝相关标志物抗体均为阴性且无肝硬化病程。
80例肝癌患者男59例,女21例;年龄39~65岁,平
均(56.47±8.52)岁;有肝硬化者62例;乙型肝炎表

面抗原(HbsAg)阳性者60例;存在包膜侵犯者42
例;临床分期为Ⅰ期15例,Ⅱ期14例,Ⅲ期32例,Ⅳ
期19例;低分化47例,中高分化33例;有远处转移

者44例。50例正常肝组织来源受试者中男37例,女
13例;年龄33~63岁,平均(55.78±9.86)岁。本研

究经医院伦理委员会批准,患者知情并签署同意书。
1.2 方法

1.2.1 组织采集

(1)肝癌组织:于无菌条件下切取0.5
 

cm×0.5
 

cm×0.5
 

cm的癌组织,避开出血坏死区域;(2)癌旁

组织:肝癌组织边缘1.5
 

cm以内的肝组织,大小0.5
 

cm×0.5
 

cm×0.5
 

cm,术后经病理证实无癌细胞浸

润;(3)正常肝组织:组织大小为0.5
 

cm×0.5
 

cm×
0.5

 

cm。
1.2.2 甲基化分析

(1)采用组织DNA提取试剂盒(北京天根生化科

技有限公司)操作说明提取肝脏组织DNA,在Nano-
Drop2000紫外分光光度计上测定DNA浓度及纯度,
保存备用;(2)引物设计:选择第一外显子上游200

 

bp
内启动子区域中CpG岛丰富的区域,采用 Oligo7软

件进行引物设计,基因引物序列及长度见表1;(3)按
照DNA甲基化修饰及纯化试剂盒(北京白奥莱博科

技有限公司)操作说明进行修饰。采用甲基化特异性

聚合酶链式反应(PCR)进行DNA扩增,各基因引物

及退火温度(Tm)见表1,PCR体系为:PCR
 

Mixture
 

15
 

μL,前、后引物0.5
 

μL,DNA
 

1
 

μL,双蒸水补至30
 

μL。反应条件:94
 

℃预变性3
 

min;94
 

℃变性30
 

s,
Tm退火30

 

s,72
 

℃延伸30
 

s,40个循环;72
 

℃延伸

10
 

min,4
 

℃保存;(4)取10
 

μL扩增产物电泳,甲基化

引物扩增出现条带判定该组织为甲基化阳性;甲基化

引物不出现条带而非甲基化引物扩增出现条带,则判

定该组织为甲基化阴性。
1.2.3 预后随访

对肝癌患者进行随访,以电话随访为主,记录总

生存时间,总生存时间为开始随访至全因性死亡的

时间。
1.3 统计学处理

采用SPSS19.0软件进行统计学分析。计数资料

以率表示,比较采用χ2 检验或Fisher精确检验;采用

Kaplan-Meier法及Log-rank检验进行生存时间及生

存率的分析。检验水准α=0.05,以P<0.05为差异

有统计学意义。
2 结  果

2.1 3种组织中PCDH8、RIZ1基因甲基化情况

肝癌组织、癌旁组织及正常肝组织PCDH8、RIZ1
基因甲基化阳性率比 较 差 异 有 统 计 学 意 义(P<
0.05)。见图1、表2。
2.2 PCDH8、RIZ1基因甲基化与肝癌患者临床资料

的关系

有肝硬化、包膜侵犯、远处转移的患者PCDH8基

因甲基化阳性率显著高于无肝硬化、包膜侵犯、远处
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转移的患者(P<0.05);肝癌患者RIZ1基因甲基化

与包膜侵犯相关,有包膜侵犯的患者RIZ1基因甲基

化阳性率显著高于无包膜侵犯患者(P<0.05),见
表3。

表1  甲基化特异性PCR扩增引物

项目 M/U 序列 温度 长度

PCHD8 M (F)5'-ACG
 

AGG
 

GGC
 

GGT
 

CAC
 

GCG
 

GG-3' 66
 

℃ 210
 

bp
(R)5'-AAA

 

ACG
 

ACC
 

GAC
 

GCG
 

AAG
 

CCT
 

CC
 

-3'

U (F)5'-TTA
 

GAG
 

GGG
 

TGG
 

TTG
 

TAT
 

GTG
 

GG-3' 62
 

℃ 210
 

bp

(R)5'-AAA
 

ACA
 

ACC
 

AAC
 

ACA
 

AAC
 

AAC
 

TCC-3'

RIZ1 M (F)5'-GGA
 

TTC
 

GCG
 

GTG
 

ATT
 

TAC
 

-3' 69
 

℃ 161
 

bp

(R)5'-AAC
 

TCC
 

AAT
 

CGA
 

AAA
 

AAA
 

CG
 

-3'

U (F)5'-ATG
 

GGA
 

TTT
 

GTG
 

GTG
 

ATT
 

TAT-3' 58
 

℃ 161
 

bp

(R)5'-CTT
 

AAC
 

TCC
 

AAT
 

CAA
 

AAA
 

AAA
 

CA-3'

  M:甲基化产物条带;U:非甲基化产物条带。

  A:PCDH8基因;B:RIZ1基因。1:肝癌组织;2:癌旁组织;3:正常

肝组织;M:甲基化产物条带;U:非甲基化产物条带。

图1  3种组织中PCDH8基因、RIZ1基因甲基化情况

2.3 PCDH8、RIZ1基因甲基化与肝癌患者预后的

关系

肝癌患者均获得随访,随访时间为3~52个月,
绘制PCDH8、RIZ1基因甲基化阳性及阴性患者的

Kaplan-Meier生存曲线,Log-rank检验显示PCDH8、
RIZ1基因甲基化阳性患者生存率低于PCDH8、RIZ1
基因甲基化阴性患者(P<0.05),见图2、3。

表2  3种组织中PCDH8、RIZ1基因甲基化

   阳性率比较[n(%)]

项目 n PCDH8基因甲基化阳性 RIZ1基因甲基化阳性

肝癌组织 80 49(61.25) 56(70.00)

癌旁组织 80 22(27.50) 10(12.50)

正常肝组织 50 0 1(2.00)

表3  PCDH8、RIZ1基因甲基化与肝癌患者临床资料的关系[n(%)]

项目 n PCDH8基因甲基化阳性率 χ2 P RIZ1基因甲基化阳性率 χ2 P
性别

 男 59 38(64.41) 0.944 0.331 40(67.80) 0.519 0.471

 女 21 11(52.38) 16(76.19)

年龄

 <50岁 29 15(51.72) 1.739 0.187 20(68.97) 2.447 0.118

 ≥50岁 51 34(66.67) 26(50.98)

肿瘤大小

 <5
 

cm 37 22(59.46) 0.093 0.760 26(70.27) 0.002 0.961

 ≥5
 

cm 43 27(62.79) 30(69.77)

肝硬化

 无 18 7(38.89) 4.893 0.026 10(55.56) 2.307 0.129

 有 62 42(67.74) 46(74.19)

HbsAg

 阳性 60 39(65.00) 1.433 0.233 40(66.67) 1.270 0.259

 阴性 20 10(50.00) 16(80.00)

包膜侵犯

 无 38 15(39.47) 14.462 0.001 18(47.37) 17.654 0000

 有 42 34(80.95) 38(90.48)

分化程度

 高中分化 33 19(57.58) 0.319 0.572 23(69.70) 0.003 0.960

 低分化 47 30(63.83) 33(70.21)
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续表3  PCDH8、RIZ1基因甲基化与肝癌患者临床资料的关系[n(%)]

项目 n PCDH8基因甲基化阳性率 χ2 P RIZ1基因甲基化阳性率 χ2 P

临床分期

 Ⅰ~Ⅱ期 29 15(51.72) 1.739 0.187 17(58.62) 2.805 0.094

 Ⅲ~Ⅳ期 51 34(66.67) 39(76.47)

远处转移

 无 36 14(38.89) 13.789 0.001 29(80.56) 3.473 0.062

 有 44 35(79.55) 27(61.36)

AFP(μg/L)

 <200 55 35(63.64) 0.422 0.516 42(76.36) 3.394 0.065

 ≥200 25 14(56.00) 14(56.00)

图2  PCDH8甲基化阳性及阴性患者的Kaplan-Meier
生存曲线

2.4 肝癌患者预后的单因素和多因素分析

COX单因素分析显示,临床分期、肝硬化、包膜

侵犯、远处转移、PCDH8基因甲基化阳性、RIZ1基因

甲基化阳性是肝癌患者总生存时间的影响因素;多因

素分析显示,在矫正其他临床资料后,PCDH8基因甲

基化阳性是肝癌总生存时间的独立影响因素(P<
0.05),见表4、5。

图3  RIZ1基因甲基化阳性及阴性患者的Kaplan-Meier
生存曲线

表4  患者预后的COX单因素分析

项目 β SE wald
 

χ2 OR 95%CI P

临床分期(Ⅲ~Ⅳ期
 

vs.
  

Ⅰ~Ⅱ期) 0.385 0.147 6.859 1.470 1.012~1.960 0.009

肝硬化(有
 

vs.
 

无) 0.301 0.120 6.292 1.351 1.068~1.709 0.013

包膜侵犯(有
 

vs.
 

无) 0.526 0.203 6.714 1.692 1.137~2.519 0.010

远处转移(有
 

vs.
 

无) 0.566 0.108 27.465 1.761 1.425~2.176 0.000

PCDH8基因甲基化(阳性
 

vs.
 

阴性) 0.329 0.107 9.454 1.390 1.127~1.714 0.002

RIZ1基因甲基化阳性(阳性
 

vs.
 

阴性) 0.259 0.116 4.947 1.294 1.031~1.625 0.027

表5  患者预后的COX多因素分析

项目 β SE wald
 

χ2 OR 95%CI P

临床分期(Ⅲ~Ⅳ期
 

vs.
  

Ⅰ~Ⅱ期) 0.415 0.210 3.905 1.514 1.003~2.286 0.049

包膜侵犯(有
 

vs.
 

无) 0.625 0.239 6.839 1.868 1.169~2.985 0.009

远处转移(有
 

vs.
 

无) 0.715 0.356 4.023 2.042 1.016~4.103 0.046

PCDH8基因甲基化(阳性
 

vs.
 

阴性) 0.289 0.107 7.296 1.335 1.083~1.647 0.007
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3 讨  论

  肝癌的发生是多种原癌基因活化、抑癌基因失活

共同作用的结果,其中抑癌基因的失活是导致肿瘤发

生的重要机制[7]。DNA甲基化作为癌变早期的异常

分子之一,对于肿瘤的诊断、治疗及预后均有一定临

床意义。
PCDH8是原钙黏蛋白成员,其生物学作用为调

控细胞生长、参与细胞间信号转导及细胞间黏附作

用。既往研究表明其在乳腺癌、胃癌等恶性肿瘤中均

存在基因启动子甲基化现象,可导致PCDH8表达沉

默,导致肿瘤细胞生物学行为的改变[8-9]。本研究结

果显示,肝癌组织PCDH8基因甲基化阳性率高达

61.23%,显著高于癌旁组织及正常肝组织,提示PC-
DH8基因甲基化与肝癌的发生相关,与既往研究结果

类似[10]。分析PCDH8基因甲基化状态与肝癌临床

参数的关系,结果显示PCDH8基因甲基化阳性状态

与肝癌患者肝硬化、包膜侵犯、远处转移等参数相关,
提示PCDH8基因甲基化与肝癌患者肿瘤侵袭性相

关。既往关于PCDH8基因甲基化与肝癌发生及发展

之间关系的研究不多,既往国外学者就PCDH8基因

甲基化与胃癌组织的表达开展的研究证实该基因高

甲基化状态与胃癌的侵袭性相关[11],本研究结果与其

研究结果类似。另外本研究结果证实,PCDH8基因

甲基化状态与肝癌患者预后相关,PCDH8基因甲基

化阳性患者生存时间较短,且多因素分析也证实在矫

正其他因素后,PCDH8基因甲基化是肝癌患者预后

不良的危险因素。分析PCDH8基因甲基化阳性患者

预后不良的可能原因,一方面,PCDH8基因甲基化状

态可提示机体抑癌基因的持续失活,肿瘤细胞的侵袭

性更强,病情进展更快,预后更差;另一方面,有体外

研究表明PCDH8基因的低表达可降低鼻咽癌细胞株

对顺铂化疗药物的敏感性[12],这一研究提示PCDH8
基因甲基化也可能降低恶性肿瘤患者后期放化疗的

效果,预后较差。
RIZ1也是肿瘤抑癌基因,属于核蛋白甲基转移

酶超家族成员,研究表明,RIZ1基因失活可在多种恶

性肿瘤中常见,而RIZ1启动子区甲基化是其 mRNA
不表达的常见原因[13-14]。本研究中肝癌患者RIZ1启

动子甲基化率为70.00%,显著高于正常肝组织及癌

旁组织,提示其甲基化状态可能与肿瘤的发生相关。
值得注意的是,本研究中肝癌癌旁组织也出现少量个

体甲基化异常状态,提示该基因的甲基化可能是肝癌

发生的频繁事件,检测其甲基化状态可能可评估肝癌

风险。分析RIZ1基因与临床参数及预后的关系,结
果显示,RIZ1基因甲基化与包膜侵犯相关,且该基因

甲基化阳性个体预后更差,提示基因甲基化状态可一

定程度反映肝癌患者病情进展及预后。既往张军

等[15]开展的一项研究证实,与囊腺瘤组比较,卵巢浆

液性腺癌组织中RIZ1表达量降低,且RIZ1表达阳性

患者生存率显著高于阴性患者;而国外一项研究也证

实,肝癌组织中RIZ1基因启动子区甲基化与术后肿

瘤复发相关[16],这些可能是肝癌组织RIZ1基因甲基

化阳性患者预后较差的原因。本研究中单因素分析

结果显示RIZ1基因甲基化与患者预后相关,但该参

数并未纳入多因素方程,但RIZ1甲基化状态仍可作

为判断患者预后的参考指标。
综上所述,肝癌组织

 

PCDH8、RIZ1基因甲基化

状态与肿瘤发生、发展及预后相关,临床可考虑将检

测基因甲基化状态辅助用于肝癌诊断、病情评估及预

后预测。但本研究样本量较少,且较少有研究支持本

研究结论,PCDH8、RIZ1基因甲基化在肝癌中的应用

价值仍需进一步扩大样本进行深入探讨。
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