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血小板反应蛋白１基因甲基化及其表达异常与鼻咽癌的关系

黄　闯，叶　果，李真华，张玉莲，周晓红　　（４０００３０重庆，重庆市肿瘤研究所头颈外科）

　　［摘要］　目的　探讨鼻咽癌组织中血小板反应蛋白１（ｔｈｒｏｍｂｏｓｐｏｎｄｉｎ１，ＴＨＢＳ１）基因启动子甲基化对其ｍＲＮＡ及蛋
白水平表达的影响及与鼻咽癌临床病理特征的相关性。方法　收集５１例新鲜鼻咽癌标本及１８例正常鼻咽黏膜标本。
应用逆转录ＰＣＲ检测ＴＨＢＳ１ｍＲＮＡ的表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＨＢＳ１蛋白的表达，甲基化特异性 ＰＣＲ检测ＴＨＢＳ１基因启
动子区ＣｐＧ岛甲基化。结果　鼻咽癌组织中ＴＨＢＳ１ｍＲＮＡ（０．３０９±０．１６２）及蛋白（０．２１４±０．１２７）表达下调，与正常鼻咽
黏膜组织对照组［分别为（０．５２８±０．０９６）、（０．５１４±０．１１８）］相比差异均具有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；鼻咽癌组织中基因
启动子区高甲基化率显著高于其在正常鼻咽黏膜组织，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。鼻咽癌组织中ＴＨＢＳ１ｍＲＮＡ及蛋
白表达下调均与ＴＨＢＳ１基因启动子区高甲基化有关（Ｐ＜０．０１）。基因启动子区高甲基化率与鼻咽癌临床 ＴＮＭ分期、局
部侵袭、淋巴结转移及远处转移呈正相关，差异均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论　鼻咽癌组织中存在 ＴＨＢＳ１ｍＲＮＡ
及蛋白异常低表达及启动子区的高甲基化，ＴＨＢＳ１基因高甲基化可能抑制ＴＨＢＳ１ｍＲＮＡ及蛋白的表达，在鼻咽癌发生、发
展中发挥重要作用。
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　　肿瘤的发生、发展是一种多基因参与多阶段的病
理过程，其中癌基因的激活和抑癌基因的失活起着关

键作用，而启动子区ＤＮＡ高甲基化是抑癌基因失活的
重要机制之一［１－２］。研究证实头颈部鳞癌中抑癌基因

因高甲基化而失活更为普遍，更倾向于一个表观遗传

学疾病［３］。鼻咽癌（ｎａｓｏｐｈａｒｙｎｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＮＰＣ）是
头颈部最常见的恶性肿瘤，具有较高的发病率和病死

率，目前关于ＮＰＣ的发病机制仍然不清楚。血小板反
应蛋白１（ｔｈｒｏｍｂｏｓｐｏｎｄｉｎ１，ＴＨＢＳ１）属于血小板反应
素（ｔｈｒｏｍｂｏｓｐｏｎｄｉｎｓ，ＴＳＰｓ）家族成员之一，在肿瘤生长
与转移过程中能够抑制肿瘤的血管生成，是一种抑癌

基因［４－５］。ＴＨＢＳ１基因启动子区高甲基化作为一种频
发事件已在多种肿瘤中报道［６－９］。本研究拟从作为头

颈部鳞癌之一的鼻咽癌入手，检测 ＴＨＢＳ１ｍＲＮＡ与蛋
白的表达以及启动子区甲基化状态，分析探讨启动子

甲基化率与鼻咽癌临床病理特征的关系，以期为揭示

鼻咽癌发病的表观遗传发病机制等提供实验依据。

１　资料与方法

１．１　临床资料
１．１．１　标本采集　５１例鼻咽癌组织标本及１８例正常鼻咽黏膜
标本均取自２０１２年７月至２０１３年３月重庆市肿瘤研究所头颈
外科门诊患者，标本组织活检后，立即放入－８０℃冰箱中备用。
患者均未经化疗、放疗及生物治疗，且全部标本组织经重庆市肿

瘤研究所病理诊断确诊为鼻咽鳞状细胞癌。收取样品前，均获

得了患者的同意以及重庆市肿瘤医院伦理委员会的批准。５１例
鼻咽癌患者中男性３９例，女性１２例，年龄最小者３９岁，最大者
７３岁。组织分化程度：低分化组２２例，高分化组２９例。临床
分期采用国际抗癌联盟（ＵｎｉｏｎＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌｅＡｇａｉｎｓｔＣａｎｃｅｒ，
ＵＩＣＣ）２０１０分期标准，Ⅰ、Ⅱ期２７例，Ⅲ、Ⅳ期２４例。局部侵
袭程度：Ｔ１～Ｔ２为２１例，Ｔ３～Ｔ４为３０例；淋巴结转移：Ｎ０为
２３例，Ｎ１～Ｎ３为２８例；远处转移：Ｍ０为４５例，Ｍ１为６例。
１．１．２　主要试剂　　 ＤＮＡ提取试剂盒购自德国 Ｒｏｃｈｅ公司，
ＴＲＩｚｏｌ试剂、基因组 ＤＮＡＣｐＧ岛修饰试剂盒购自美国
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＲＴＰＣＲ引物及甲基化与非甲基化引物均由
ＴａＫａＲａ公司设计合成，ＭＭＬＶ反转录及 ＲＴＰＣＲ试剂盒购自
日本ＴａＫａＲａ公司，ＤＮＡ甲基化ＰＣＲ试剂盒及正常人外周血淋
巴细胞 ＤＮＡ购自北京天漠科技开发有限公司，ＣＰＧ甲基转移
酶购自ＮＥＢ（北京）有限公司，聚偏二氟乙烯膜、ＲＩＰＡ蛋白裂解
液及ＥＣＬ化学发光显影试剂盒购自上海碧云天生物技术有限
公司，预染蛋白 Ｍａｒｋｅｒ购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司，鼠抗人
Ｔｈｒｏｍｂｏｓｐｏｎｄｉｎ１单克隆抗体和鼠抗人 βａｃｔｉｎ单克隆抗体购
自美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司，山羊抗鼠ＩｇＧ／辣根过氧化物酶标记二
抗购自北京中杉金桥生物技术有限公司。

１．２　方法
１．２．１　逆转录ＰＣＲ检测（ＲＴＰＣＲ）　　 提取组织总ＲＮＡ。逆
转录成ｃＤＮＡ：取２μｇ总ＲＮＡ采用ＭＭＬＶ反转录试剂盒反应

体系进行逆转录。ＰＣＲ反应：第１步，９４℃预变性５ｍｉｎ；第２
步，９４℃变性 ３０ｓ、５２℃退火 ３０ｓ、７２℃延伸 ３０ｓ，共３０个循
环；最后，７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＴＨＢＳ１引物上游为５′ＡＡＡＧＣＧ
ＴＣＴＴＣＡＣＣＡＧＡＧＡＣＣＴ３′，下游为 ５′ＧＣＡＧＡＴＧＧＴＡＡＣＴＧＡＧ
ＴＴＣＴＧＡＣＡ３′，产物大小为４９６ｂｐ。βａｃｔｉｎ引物上游为５′ＣＡ
ＣＣＡＣＡＣＣＴＴＣＴＡＣＡＡＴＧＡＧＣ３′，下 游 为 ５′ＧＴＧＡＴＣＴＣＣＴＴＣ
ＴＧＣＡＴＣＣＴＧＴ３′，产物为７００ｂｐ。取 ＰＣＲ产物５μＬ行１％ 琼
脂糖凝胶电泳鉴定，置于 ＧＥＬＥＱ凝胶成像仪上成像，用
ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ４．６．２软件进行结果分析，以ＴＨＢＳ１条带灰度值／
内参βａｃｔｉｎ条带灰度值表示 ＴＨＢＳ１ｍＲＮＡ的相对表达量。
１．２．２　蛋白印迹检测（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）　　提取组织总蛋白，采
用ＢＣＡ法进行蛋白定量，根据结果将所有样品调整为相同蛋
白浓度１０ｍｇ／ｍＬ，同浓度同体积的蛋白样品按体积比１∶５加入
５×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，１００℃煮５ｍｉｎ使蛋白变性，保存－２０℃备用
于后续的蛋白印迹。电泳：上样行１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ分离蛋白
后，湿转至聚偏二氟乙烯膜，５％小牛血清封闭 ２ｈ，分别加入
一抗（稀释比例ＴＨＢＳ１为１∶１０００，βａｃｔｉｎ为１∶１０００），４℃过
夜；洗膜，加入二抗（１∶５０００），３７℃反应１ｈ；洗膜，按照电化学
发光试剂盒说明进行显影。采用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ４．６．２软件对各
组电泳条带进行灰度值分析，以 ＴＨＢＳ１条带灰度值／内参
βａｃｔｉｎ条带灰度值表示ＴＨＢＳ１蛋白的相对表达量。
１．２．３　甲基化特异性ＰＣＲ（ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃＰＣＲ）　　提取
试剂盒提取组织 ＤＮＡ。每份样本取浓度为 １μｇ／１００μＬ的
ＤＮＡ１００μＬ按照基因组 ＤＮＡＣｐＧ岛修饰试剂盒说明书对
ＤＮＡ进行亚硫酸氢盐修饰。甲基化 ＰＣＲ反应体系为：ｄｄＨ２Ｏ
７．４５μＬ，ＰＣＲ缓冲液１．２５μＬ，ｄＮＴＰ１．２５μＬ，ＭｇＣｌ２１μＬ，修
饰过的ＤＮＡ模板１μＬ，上下游引物各０．２５μＬ，ＴａｑＤＮＡ聚合
酶０．０５μＬ。反应条件：９４℃预变性５ｍｉｎ；第２步，９４℃变性
３０ｓ、６０℃退火４０ｓ、７２℃延伸４０ｓ，共３５个循环；最后，７２℃延
伸１０ｍｉｎ。甲基化特异性引物上游：５′ＴＴＧＡＧＴＡＣＧＴＴＡＡ
ＧＧＴＴＧＣＧＴＧＧＧＣ３′，下游：５′ＡＡＣＧＣＴＡＡＡＡＣＴＡＣＣＧＡＴＡＣＧＣ
ＣＧＡＡ３′，产物为 ２１２ｂｐ；非甲基化引物上游：５′ＧＧＴＴＧＡＧ
ＴＡＴＧＴＴＡＡＧＧＴＴＧＴＧＴＧＧＧＴ３′，下游：５′ＴＡＡＡＡＡＣＡＣＴＡＡＡＡ
ＣＴＡＣＣＡＡＴＡＣＡＣＣＡＡＡ３′，产物为２３０ｂｐ。为保证检测的可靠
性，以ＳｓｓＩ甲基转移酶处理过的正常人外周血淋巴细胞 ＤＮＡ
做甲基化的阳性对照；以正常人外周血淋巴细胞 ＤＮＡ做非甲
基化的阳性对照；以Ｈ２Ｏ做空白对照。取扩增产物用琼脂糖凝
胶电泳，产物在ＧＥＬＥＱ凝胶成像仪上成像，紫外灯下观察并
照相。

１．３　统计学方法
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，ＴＨＢＳ１ｍＲＮＡ及蛋白表达水平的
数据用珋ｘ±ｓ表示，行ｔ检验；ＴＨＢＳ１基因甲基化分析行χ２检验。

２　结果

２．１　ＴＨＢＳ１ｍＲＮＡ和蛋白的表达
　　ＴＨＢＳ１ｍＲＮＡ在鼻咽癌组织中的相对表达量（０．３０９±
０１６２）显著低于其在正常鼻咽黏膜中的表达（０．５２８±０．０９６），
差异有统计学意义（ｔ＝５．３６，Ｐ＜０．０１）。ＴＨＢＳ１蛋白在鼻咽癌
组织中的相对表达量（０．２１４±０．１２７）同样显著低于其在正常
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鼻咽黏膜组织中的表达（０．５１４±０．１１８），差异有统计学意义
（ｔ＝８．７５５，Ｐ＜０．０１，图１）。
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１、２：正常鼻咽黏膜组织；３～５：鼻咽癌组织
Ａ：ＲＴＰＣＲ检测；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测

图１　鼻咽癌与正常鼻咽黏膜组织中ＴＨＢＳ１ｍＲＮＡ和蛋白的
相对表达

２．２　鼻咽癌及正常鼻咽黏膜组织中 ＴＨＢＳ１基因启动
子甲基化分析

　　鼻咽癌组织中有２０例发生高甲基化，甲基化率为３９２２％；
１８例正常鼻咽黏膜组织中均无高甲基化的发生，差异具有统计
学意义（χ２＝９．９４，Ｐ＜０．０１，图２）。
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Ｍ：标准（ＤＬ２０００）；１：正常鼻咽黏膜组织非甲基化；２：正常鼻咽黏
膜组织甲基化；３：鼻咽癌组织非甲基化；４：鼻咽癌组织甲基化；
５：阳性对照非甲基化；６：阳性对照甲基化；７：空白对照非甲基化；
８：空白对照甲基化

图２　甲基化特异性ＰＣＲ检测鼻咽癌及正常鼻咽黏膜
组织中ＴＨＢＳ１基因启动子甲基化水平

２．３　鼻咽癌标本中ＴＨＢＳ１ｍＲＮＡ和蛋白水平的降低
与该基因启动子高甲基化的关系

　　５１例鼻咽癌标本中甲基化２０例，非甲基化３１例，对这两
种类型标本ＴＨＢＳ１ｍＲＮＡ及蛋白相对表达量进行统计学分析，
发现在非甲基化的患者标本中其基因 ｍＲＮＡ相对表达水平为
（０．４０５±０．１０３），而甲基化患者为（０．１５９±０．１１７），差异有统
计学意义（ｔ＝７．７５，Ｐ＜０．０１）；ＴＨＢＳ１蛋白相对表达量在非甲
基化的患者标本中为（０．２７２±０．１２４），甲基化患者标本为
（０１１７±０．０６２），差异有统计学意义（ｔ＝５．０４１，Ｐ＜０．０１）。

２．４　ＴＨＢＳ１基因启动子甲基化率与鼻咽癌临床病理
特征的关系

　　ＴＨＢＳ１基因启动子甲基化状态与患者的临床分期、局部侵
袭、淋巴结转移及远处转移相关（均Ｐ＜０．０５），与患者年龄、性
别及组织分化程度无关。见表１。

表１　鼻咽癌组织中ＴＨＢＳ１基因启动子甲基化率与临床病理特征的关系

临床病理参数　　　 ｎ 甲基化（例） χ２ Ｐ值
年龄

　＜６０岁 ２３ ８ ０．３４５ ０．５５７
　≥６０岁 ２８ １２
性别

　男 ３９ １５ ０．０４ ０．８４２
　女 １２ ５
分化程度

　低分化 ２２ ９ ０．０４７ ０．８２９
　中高分化 ２９ １１
ＴＮＭ分期
　Ⅰ～Ⅱ期 ２７ ７ ４．２５１ ０．０３９
　Ⅲ～Ⅳ期 ２４ １３
局部侵袭

　Ｔ１～Ｔ２ ２１ ４ ５．０６３ ０．０２４
　Ｔ３～Ｔ４ ３０ １６
淋巴转移

　Ｎ０ ２３ ５ ５．３６８ ０．０２１
　Ｎ１～Ｎ３ ２８ １５
远处转移

　Ｍ０ ４５ １４ ７．８４８ ０．００５
　Ｍ１ ６ ６

３　讨论

　　人 ＴＨＢＳ１基因位于染色体 １５ｑ１５，其编码产物
ＴＨＢＳ１蛋白为一种基质内的粘附糖蛋白，由血小板、
内皮细胞、巨噬细胞及单核细胞等多种细胞合成，与体

内多种蛋白发生相互作用，参与细胞的生长、迁移、新

生血管的形成等多种生命活动［５］。近年在肿瘤学研

究领域中ＴＨＢＳ１作为一种抑癌基因逐渐引起人们的
重视。研究发现在多种肿瘤组织中出现 ＴＨＢＳ１表达
异常，提示其可能参与并影响了肿瘤的发生、发

展［１０－１１］。关于ＴＨＢＳ１在鼻咽癌中是否表达异常及是
否参与其发生、发展，目前尚不清楚。

　　本研究分别采用 ＲＴＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术对
人鼻咽癌及正常鼻咽黏膜标本中 ＴＨＢＳ１基因及蛋白
进行半定量检测与统计学分析，结果显示在鼻咽癌组

织中 ＴＨＢＳ１ｍＲＮＡ及蛋白水平均低于其在正常鼻咽
黏膜中的表达水平，此结果与文献［１２－１４］报道的
ＴＨＢＳ１在非小细胞肺癌、胃癌和肠癌组织中表达降低
是一致的。以上结果提示鼻咽癌中抑癌基因 ＴＨＢＳ１
ｍＲＮＡ及蛋白的表达降低可能是鼻咽癌发生、发展的
促进因素之一。

　　ＤＮＡ甲基化与肿瘤发生密切相关。ＤＮＡ甲基化
修饰是基因表达调控的重要表观遗传学机制之一，它

通过多种机制如延迟 ＤＮＡ复制、抑制转录起始、改变
染色质的物理或化学结构使基因转录沉默，导致基因

功能失活［１５］。目前已经发现在多种肿瘤如脑肿瘤、胰

腺癌、黑色素瘤及胃贲门癌等组织及细胞系中 ＴＨＢＳ１
基因启动子区有甲基化的发生导致其基因 ｍＲＮＡ和
蛋白表达下调或缺失［６，１６－１８］。因此，为了探明在鼻咽
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癌中 ＴＨＢＳ１ｍＲＮＡ及蛋白水平的降低是否与其基因
启动子高甲基化有关，我们通过甲基化特异性ＰＣＲ技
术对５１例鼻咽癌及１８例正常鼻咽黏膜组织标本进行
ＴＨＢＳ１启动子甲基化检测与分析，结果显示在鼻咽癌
组织中发生高甲基化达到２０例（３９．２２％），而正常鼻
咽黏膜组织中均无甲基化发生。并且高甲基化的鼻咽

癌患者标本中 ＴＨＢＳ１ｍＲＮＡ及蛋白水平显著低于其
在未发生甲基化患者中的表达。这些结果证实了鼻咽

癌中ＴＨＢＳ基因及蛋白水平的降低跟其基因启动子甲
基化有关。

　　ＴＨＢＳ１参与多种肿瘤的浸润及转移过程。文献
［１９］报道小鼠体内乳腺癌模型中 ＴＨＢＳ１基因敲除小
鼠的肿瘤生长快，易发生转移，而过表达 ＴＨＢＳ１的裸
鼠乳腺癌模型能够明显抑制肿瘤生长及转移；同样过

表达ＴＨＢＳ１的人皮肤癌细胞株进行裸鼠皮下瘤实验
发现可以降低肿瘤的生长，而且促进了肿瘤坏死，而且

动物皮肤癌模型中发现 ＴＨＢＳ１在肿瘤及间质边缘作
为一种基质屏障，抑制肿瘤血管生成及肿瘤细胞侵

袭［２０］。关于其机制，文献［２１］报道 ＴＨＢＳ１发挥其抑
制肿瘤的浸润及转移与其导致的金属蛋白酶组织抑制

因子的水平增加有关。本研究通过 ＴＨＢＳ１启动子甲
基化与鼻咽癌临床病理特征相关性分析发现，ＴＨＢＳ１
基因启动子甲基化率与鼻咽癌患者年龄、性别及组织

分化程度无相关性，但与临床分期、局部侵袭、淋巴结

转移及远处转移相关。这些结果进一步提示抑癌基因

ＴＨＢＳ１启动子高甲基化导致的该基因及蛋白表达下
调或缺失可能在鼻咽癌发生、发展，特别是在其转移中

起着重要作用。

　　总之，本研究结果说明，基因高甲基化是引起鼻咽
癌组织 ＴＨＢＳ１ｍＲＮＡ及蛋白质表达降低或缺失的重
要因素，并提示 ＴＨＢＳ１可能抑制鼻咽癌的发展及转
移，这为鼻咽癌的发病机制及防治提供了科学依据，提

示检测ＴＨＢＳ１基因甲基化状态可能成为鼻咽癌早期
诊断及其发生、发展与预后判断的手段之一。
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