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卵巢癌中组蛋白赖氨酸去甲基化酶的表达及其临床意义
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　　［摘要］　目的　研究卵巢癌（ｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒ，ＯＣ）中组蛋白赖氨酸去甲基化酶（ｈｉｓｔｏｎｅｌｙｓｉｎｅ
ｄｅｍｅｔｈｙｌａｓｅ，ＫＤＭｓ）的表达水平及其与生存预后和临床病理特征间的关系。方法 　分别应用配对ｔ检
验和ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法研究公共数据库 ＧＥＯ和 ＴＣＧＡ中 ＫＤＭ５Ａ在不同卵巢组织中的表达差异及其与
ＯＣ生存预后的关系；实时荧光定量ＰＣＲ技术和组织芯片技术用于测定临床标本中 ＫＤＭ５Ａ的表达情
况，绘制临床标本中ＫＤＭ５ＡｍＲＮＡ表达热图和ＫＤＭ５Ａ蛋白分布图；ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法绘制６８例卵巢癌
患者生存曲线；分析ＫＤＭ５Ａ与预后及病理参数间的关系使用卡方检验和Ｃｏｘ回归模型。结果　对公共数
据库资料和临床病例分析得到，无论在基因水平还是蛋白质水平，ＫＤＭ５Ａ在卵巢癌组织中的水平都高于
正常卵巢组织，并且在卵巢癌患者中，ＫＤＭ５Ａ高表达者的生存预后都劣于低表达者，分析临床卵巢癌患者
的病理信息发现，ＫＤＭ５Ａ高表达与更晚的ＦＩＧＯ分期（Ｐ＝０．０１２）和淋巴结转移（Ｐ＝０．００５）具有相关性。
结论　 ＫＤＭ５Ａ高表达促进卵巢癌的发生、侵袭和转移，并且可用于预测卵巢癌患者的生存预后。
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　　世界范围内，卵巢癌（ｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒ，ＯＣ）在女性
群体内的发病率处于第７位，病死率为第８位［１］。基

于美国国立卫生研究院（ＮａｔｉｏｎａｌＩｎｓｔｉｔｕｔｅｓｏｆＨｅａｌｔｈ，
ＮＩＨ）统计结果，２０１２－２０１６年美国卵巢癌的发病率和
病死率分别为１１．４／１０万和 ７．０／１０万。中国作为人
口第一大国，据估算中国大陆２０１５年的新发卵巢癌约
５２１００例，死亡约２２５００例［２］。卵巢癌的致死率位居

妇科３大肿瘤之首，原因包括：缺乏典型症状和特异性
筛查方法、组织学类型复杂多样、容易复发及耐药等，

在过去的几十年，治疗卵巢癌的标准方案为手术联合

化疗，即尽可能切除癌灶并辅助紫杉醇铂类化疗药
物，但患者的总体生存时间没有明显改善［３］，迫切需

要为卵巢癌的治疗寻找新靶点。

　　组蛋白修饰与癌症的发生密切相关，是表观遗传
学研究的一项重要内容。组蛋白赖氨酸去甲基化酶

（ｈｉｓｔｏｎｅｌｙｓｉｎｅｄｅｍｅｔｈｙｌａｓｅ，ＫＤＭｓ）可修饰组蛋白脱去
甲基，催化位点为突出的非结构性Ｎ末端赖氨酸［４－５］。

ＫＤＭ５Ａ是 ＫＤＭｓ家族中的一员，在１９９１年以视网膜
母细胞瘤结合蛋白２（ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ２，
ＲＢＰ２）的身份被发现［６］，到 ２００７年，ＲＢＰ２被判定为
Ｊｕｍｏｎｊｉ／ＡＴ富集互作结构域蛋白（ｊｕｍｏｎｊｉＡＴｒｉｃｈ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅｄｏｍａｉｎ，ＪＡＲＩＤ）家族成员，可依赖 ＪｍｊＣ结
构域去除Ｈ３组蛋白 ４号位赖氨酸（Ｈ３Ｋ４）的二甲基
（ｍｅ２）或三甲基（ｍｅ３），故ＫＤＭ５Ａ又名ＲＢＰ２或ＪＡＲ
ＩＤ１Ａ［７］。ＫＤＭ５Ａ具有致瘤促瘤作用，ＺＥＮＧ等［８］发现

ＫＤＭ５Ａ在原发性胃癌中表达增高，敲除 ＫＤＭ５Ａ基因
能诱导癌细胞衰老并抑制其增殖。ＴＥＮＧ等［９］研究表

明 ＫＤＭ５Ａ在肺癌中过表达，一方面与整合素 β１
（ＩＴＧＢ１）和细胞周期相关蛋白（ｃｙｃｌｉｎ）Ｄ１基因的启动
子结合，上调ＩＴＧＢ１和ｃｙｃｌｉｎＤ１／Ｅ１表达，另一方面作
为转录障碍物抑制 ｐ２７的表达，两种机制共同作用加
速癌细胞增殖和侵袭。但目前鲜有 ＫＤＭ５Ａ与卵巢癌
关系的报道。本研究旨在探究 ＫＤＭ５Ａ在卵巢癌中的
临床意义，对比 ＫＤＭ５Ａ在不同卵巢组织中的表达差
异，分析其与卵巢癌生存预后和病理参数间的关系。

１　资料与方法

１．１　临床标本
　　选取郑州大学第一附属医院妇科住院部在２０１０年

３月至２０１４年１２月期间的卵巢癌组织标本和正常卵
巢组织标本，各５１例。卵巢癌标本取自因卵巢恶性肿
瘤行根治术患者，正常卵巢组织标本取自因子宫良性

疾病要求行子宫双附件切除的患者。为保证组织活

性，５１对标本均在离体后３０ｍｉｎ内完成取材并暂存于
液氮罐内，后转至－８０℃环境下保存。另从病理科获
得１７例福尔马林液浸泡的卵巢癌标本。卵巢恶性肿
瘤患者年龄３２～７８（５１．３３±８．９７）岁，≤５１岁 ４０例，
＞５１岁２８例；高分化者３０例，中低分化３８例；组织学
类型为上皮浆液性癌的 ３２例，为黏液性和其他类型
３６例；ＦＩＧＯ分期为Ⅰ／Ⅱ期有３８例，Ⅲ／Ⅳ期有３０例；
生存＞５年者３３例，５年内死亡病例数３５例。
　　病例纳入标准：①经病理诊断为卵巢恶性肿瘤、子
宫良性疾病；②初治患者，术前未接受新辅助放／化疗；
③依据分期进行标准手术，术后给予标准辅助治疗；
④病历资料完整；⑤患者知情同意并取得医院科研伦
理委员会批准（伦理审批号：２０２０ＫＹ３５９）。
　　排除标准：①合并其他恶性肿瘤或为非原发性卵
巢癌；②术前接受其他辅助治疗，影响癌组织的基因表
达或ＦＩＧＯ分期；③患者死因非卵巢癌引起。
１．２　主要药品与试剂
　　ＴＲＩｚｏｌＲｅａｇｅｎ试剂购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，
ｍｉＲＮＡ逆转录试剂盒、荧光定量 ＰＣＲ试剂盒购自日
本宝生物工程公司，第２代通用型 ＳＰ免疫组化试剂
盒、浓缩 ＤＡＢ显色试剂盒购自北京中杉金桥生物技术
有限公司，兔抗人 ＫＤＭ５Ａ多克隆抗体购自美国
Ａｂｃａｍ公司。
１．３　分析公共数据库中ＫＤＭ５Ａ的表达
　　从 ＧＥＯ数据库获得表达芯片谱 ＧＳＥ６６９５７（包含
６９例标本，其中 ５７例为卵巢癌，１２例为正常卵巢组
织），应用 ＢＲＢａｒｒａｙ导入芯片，进行数据分析。再应
用 Ｒ语言包 ＴＣＧＡａｓｓｍｂｌｅｒ从 ＴＣＧＡ数据库获得
ＫＤＭ５Ａ基因表达谱文件，内含３０４例伴有生存随访信
息的卵巢癌病例，然后应用 ＢＲＢＡｒｒａｙｔｏｏｌｓ（ｖ４．５．０
Ｂｅｔａ２）导入基因表达谱和其注释文件，提取 ＫＤＭ５Ａ
表达值，下载随访资料，进行匹配分析。
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１．４　实时定量 ＰＣＲ技术检测 ＫＤＭ５Ａ基因在卵巢组
织中的表达

　　步骤参照 ＴＲＩｚｏｌ试剂和逆转录及 ＰＣＲ试剂盒说
明书进行：从临床收集的５１对标本中剪取组织，提取
细胞ＲＮＡ，检测基因完整性，逆转录得到 ｃＤＮＡ，ＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎⅠ 法进行 ＲＴｑＰＣＲ，最后以 ２－ΔΔＣｔ法计算
ＫＤＭ５Ａ基因的相对表达水平。
１．５　免疫组化技术检测卵巢癌中ＫＤＭ５Ａ蛋白的表达
　　参照ＳＰ试剂盒说明书进行两步法：组织切片、脱
蜡水化；以枸橼酸盐缓冲液（ＣＢＳ）行微波抗原修复，以
磷酸缓冲盐溶液（ＰＢＳ）冲洗；质量分数３％Ｈ２Ｏ２溶液
孵育１５ｍｉｎ；ＰＢＳ冲洗；血清封闭１０ｍｉｎ，甩干；添加稀
释兔抗人ＫＤＭ５Ａ多克隆抗体，低温过夜孵育，ＰＢＳ冲
洗；滴加辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记羊抗兔 ＩｇＧ，室温
孵育６０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗；ＨＲＰ标记链酶卵白素工作液
水浴２０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗；ＤＡＢ显色，ＰＢＳ冲洗；苏木精
复染，脱水；封片，显微镜下观察。阴性对照一抗以

ＰＢＳ代替。
　　由２名病理医师独立、双盲阅片，每人选择２处典
型区域（２００倍视野），根据标本染色程度和范围进行
评分：阳性细胞范围小于 １％、１％～２０％、２１％～４０％、
４１％～６０％和超过６０％分别为１、２、３、４分和５分。
１．６　统计学分析
　　利用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８进行统计分析。定量资料
结果以 珋ｘ±ｓ或Ｍ表示，采用配对ｔ检验，定性资料应用
χ２检验和 Ｃｏｘ回归模型，ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ法绘制生存曲
线。检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＫＤＭ５Ａ在卵巢癌中高表达
　　由ＧＥＯ数据库资料得到：相比于１２例正常卵巢
组织，ＫＤＭ５ＡｍＲＮＡ在５７例卵巢癌中的表达显著升

高，差异具有统计学意义（Ｐ＝０．０００６，图 １Ａ）。对临
床标本应用 ＲＴｑＰＣＲ技术检测 ５１对标本中 ＫＤＭ５Ａ
基因水平并绘制出 Ｈｅｍｌ热图（图 ２Ａ）。将临床获得
的全部卵巢癌标本和选取４０例正常卵巢组织标本利
用组织芯片染色技术（ＴＭＡ）检测 ＫＤＭ５Ａ蛋白的表
达，根据染色所得评分描绘其在两种卵巢组织中的分

布（图１Ｂ）。从临床标本可得：ＫＤＭ５Ａ在卵巢癌中的
表达水平显著高于正常卵巢组织，差异具有统计学意

义（Ｐ＜０．０００１）。
２．２　卵巢癌中ＫＤＭ５Ａ表达增高和不良生存预后相关
　　ＫＭ法分析ＴＣＧＡ数据库中３０４例卵巢癌结果显
示：ＫＤＭ５Ａ低表达者（１５１例）的无复发生存期显著优
于高表达者（１５３例），差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０００１，
图３Ａ）。对临床获得的卵巢癌标本进行免疫组化染色
显示：褐染的 ＫＤＭ５Ａ蛋白主要位于分布于癌细胞的
胞质和胞膜，依据免疫组化染色结果进行评分后，将１、
２、３分定义为 ＫＤＭ５Ａ蛋白低表达组（ｎ＝２１），４、５分
为高表达组（ｎ＝４７）。同样应用 ＫＭ法绘制生存曲线
显示：ＫＤＭ５Ａ低表达组总生存期较高表达组明显延
长，差异具有统计学意义（Ｐ＝０．０２０８，图３Ｂ）。
２．３　ＫＤＭ５Ａ与病理参数间有相关性
　　从临床收集的 ６８例卵巢癌病例中分析 ＫＤＭ５Ａ
与病理参数间关系显示：不同的 ＦＩＧＯ分期、淋巴结有
无转移与 ＫＤＭ５Ａ不同的表达水平具有相关性（Ｐ＝
０．０１２，０．００５），可以认为 ＫＤＭ５Ａ高表达与较晚分期
和淋巴结转移有关。而不同年龄、不同组织学类型和

不同病理分级与 ＫＤＭ５Ａ阳性表达率之间无明显相
关，且证明：ＫＤＭ５Ａ不同表达水平对应的生存期差异
具有统计学意义（Ｐ＝０．０００９，表 １）。另对生存预后
进行多因素分析得到ＫＤＭ５Ａ是影响预后的其中一个
独立因素（ＨＲ＝１．８４９，Ｐ＝０．０４１，表２）。
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图１　两种卵巢组织中ＫＤＭ５Ａ的不同表达水平
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图３　ＫＭ法分析ＫＤＭ５Ａ不同表达水平对应的卵巢癌生存曲线

表１　ＫＤＭ５Ａ与卵巢癌临床病理参数间的关系
ＫＤＭ５Ａ表达水平 ５年生存期

临床病理特征 χ２值 Ｐ值 χ２值 Ｐ值
低（ｎ＝２１） 高（ｎ＝４７） 存活（ｎ＝３３） 死亡（ｎ＝３５）

年龄／岁
　＞５１ ９ １９ ０．００６ ０．９３７ １０ １８ ２．３２ ０．１２８
　≤５１ １２ ２８ ２３ １７
ＦＩＧＯ分期
　Ⅰ／Ⅱ期 １７ ２１ ６．３４４ ０．０１２ ２５ １３ ８．７７ ０．００３
　Ⅲ／Ⅳ期 ４ ２６ ８ ２２
组织学类型

　浆液性 １０ ２２ ０．０４ ０．８４１ １９ １３ ２．０９ ０．１４９
　粘液性及其他类型 １１ ２５ １４ ２２
病理分级
　Ｇ１（高分化） ８ ２２ ０．１６３ ０．６８６ １７ １３ ０．８９ ０．３４３
　Ｇ２／Ｇ３（中低分化） １３ ２５ １６ ２２
淋巴结转移

　无 １６ １７ ７．７７３ ０．００５ ２５ ８ １６．９７ ０．０００
　有 ５ ３０ ８ ２７
ＫＤＭ５Ａ表达水平
　低 － － － １７ ４ １０．９７８ ０．０００９
　高 － － － １６ ３１
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表２　卵巢癌患者生存预后的多因素分析

临床病理特征 相对危险度 ９５％ＣＩ Ｐ值

ＦＩＧＯ分期（Ⅲ和Ⅳ期 ｖｓⅠ和Ⅱ期） ２．９１５ ２．５６１－３．４５２　０．０３２

转移（阳性 ｖｓ阴性） １．５７３ １．３０９－２．０１４ ０．０４３

ＫＤＭ５Ａ表达水平（高 ｖｓ低） １．８４９ １．６１６－２．２０７ ０．０４１

３　讨论

　　表观遗传是指基因在表达过程中出现的可遗传变
化，但无基因序列的改变。组蛋白修饰是表观遗传学

研究的重要组成部分，参与细胞生命过程，与癌症、炎

症反应、免疫应答等有关［１０］，其中组蛋白去甲基修饰

酶ＫＤＭ５Ａ在多种癌症中处于高水平表达状态。
　　ＫＤＭ５Ａ基因位于第 １２号染色体的短臂上
（１２ｐ１３．３３），含有２８个外显子，所编码的 ＫＤＭ５Ａ蛋
白是一种属于 ＫＤＭ５／ＪＡＲＩＤ１家族的去甲基酶，这个
家族中还包括 ＫＤＭ５Ｂ（ＰＬＵ１／ＪＡＲＩＤ１Ｂ），ＫＤＭ５Ｃ
（ＳＭＣＸ／ＪＡＲＩＤ１Ｃ）和ＫＤＭ５Ｄ（ＳＭＣＹ／ＪＡＲＩＤ１Ｄ），家族
成员都拥有 ５个高度保守的结构域，即：ＪｍｊＮ、ＪｍｊＣ、
ＡＲＩＤ、Ｃ５ＨＣ２锌指和 ２～３个植物同源结构域（ｐｌａｎｔ
ｈｏｍｅｏｄｏｍａｉｎ，ＰＨＤ）［１１］。在 ＫＤＭ５Ａ中，ＪｍｊＮ、ＪｍｊＣ是
发挥去甲基活性的关键部位［１１］，ＡＲＩＤ和 ＰＨＤ１位于
两活性区域之间，ＡＲＩＤ和ＤＮＡＣＣＧＣＣＣ基序结合，调
控转录过程［１２］。ＰＨＤ既可以和去甲基后的赖氨酸结
合［１３］，也可以同Ｃ５ＨＣ２锌指、ＬｘＣｘＥ基序等结构一样
介导ＫＤＭ５Ａ与ｐＲｂ、ｐ１０７、ｐ１３０等蛋白结合，多个功
能性结构域共同作用或调控细胞的增殖或影响细胞的

分化［１４－１６］。

　　本研究通过公共数据库资料和临床收集标本发现
与正常卵巢组织相比，无论在 ｍＲＮＡ水平和蛋白水
平，ＫＤＭ５Ａ在卵巢癌组织中都呈现过表达，提示
ＫＤＭ５Ａ可能与卵巢癌发生具有一定的关联。分析
３０４例公共资料和 ６８例临床标本得到：ＫＤＭ５Ａ高表
达组卵巢癌对应的无进展生存期和总生存期较低表达

组缩短。已知卵巢癌的生存结局主要取决于确诊时的

分期、手术和辅助治疗的效果［１７］，故推测 ＫＤＭ５Ａ可
能参与卵巢癌细胞的产生、转移及耐药等。此前，已有

学者发现 ＫＤＭ５Ａ与血管内皮生长因子升高有
关［１８－１９］，还可借助ＩＴＧＢ１介导肺癌细胞转移［９］。在胰

腺导管癌中 ＫＤＭ５Ａ与 ＭＰＣ１启动子结合后，通过抑
制糖酵解、激活线粒体丙酮酸代谢而增强癌细胞的增

殖和侵袭能力［２０］。另外 ＫＤＭ５Ａ通过抑制 ＮＯＴＣＨ２
和ＮＯＴＣＨ靶基因，促进小细胞肺癌分化为神经内分

泌表型［２１］。在肾癌中 ＫＤＭ５Ａ可以诱导上皮细胞向
间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ），促
使癌干细胞的生成［２２］。另外 ＫＵＭＡＲ等［２３］发现

Ｈ３Ｋ４甲基化的程度和肾细胞癌的 ＴＮＭ分期有关，随
后本研究针对临床标本恶性肿瘤的资料特征和

ＫＤＭ５Ａ表达情况进行分析，证明：年龄、组织学类型和
病理学分级与 ＫＤＭ５Ａ无明显的相关性，ＦＩＧＯ分期和
淋巴结转移与 ＫＤＭ５Ａ表达情况具有一定的关联，以
上结果表明ＫＤＭ５Ａ不参与卵巢癌细胞的分化方向和
程度，但可以促进癌细胞的侵袭、转移。这与 ＦＥＮＧ
等［２４］研究中，ＫＤＭ５Ａ通过 ＥＭＴ参与卵巢癌细胞侵
袭、转移相符。本研究也显示 ＫＤＭ５Ａ对卵巢癌的总
体生存预后具有显著的影响，通过对临床标本和公共

数据库资料进行生存分析发现低表达者的术后５年生
存率明显优于高表达者。因此，ＫＤＭ５Ａ水平或许也可
作为一项参考指标纳入患者生存预测或指导治疗方案

的选择。

　　综上，组蛋白去甲基酶 ＫＤＭ５Ａ高表达可促进卵
巢癌实现增殖和转移等恶性生物学行为，是卵巢癌患

者的独立预后预测因素，或许可作为一个潜在的抗肿

瘤靶点和生存预测参数。
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