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叶酸与DNA甲基转移酶1在宫颈癌
及癌前病变中的作用

王金桃霍晓旭丁玲郝敏樊金荣张丽赵维敏

【摘要】目的探讨叶酸和DNA甲基转移酶1(DNMTl)与官颈癌发生发展的关系及其在官

颈癌变中的相互作用。方法选择经病理学确诊的宫颈鳞状细胞癌(scc)患者100例、宫颈上皮

内瘤样变(CrN)患者101例和宫颈炎(c1)患者109例为研究对象。在收集全部对象人口学特征、

生殖因素等相关资料的同时，检测血清叶酸水平(RIA法)、人乳头瘤病毒16的感染状况(PCR法)

和DNMTI蛋白的表达量(Westernblot法)。采用SPSS 16 0分析软件，进行相关资料的t检验、f

检验、因素与疾病之间关联强度指标(on值95％C1)的计算及交互作用分析。结果在SCC、CIN

和cI组，血清叶酸含量分别为(2 60--+1 61)、(3 14±2 08)和(3 32±1 74)ng／ml，DNMTl蛋白表达

水平分别为2 40±0 99、1 88±o 33和O 89±o 29，随着宫颈病变的加重叶酸含量逐渐降低，

DNMTl蛋白表达水平逐渐增高，两者呈负相关关系(r-一0 186，P=0001)。交互作用分析显示，

叶酸水平低和DNMTl蛋白高表达在CIN和SCC组均存在正相加交互作用，OR值分别为2 50

(95％CI：1 21～9 22)和6．03(95％CI：2 79～21 72)，交互作用指标超额危险度、交互作用归因危险

比和交互作用指数在CIN组分别为092、o 36和2 59，在SCC组分别为2 47、O．41和1 96。结论

血清叶酸水平低及DNMTl蛋白高表达均是导致宫颈癌和癌前病变发生的危险因素，两者存在协

同作用。
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IAbstract】 Objective To explore the effect of folic acid and DNA methyltransferase l

(DNMTl)on cervieal cancer and cervix precancerous lesion Methods 100 patients
with cervix

squamotls cell carcinoma(scc)．101 pailents with cervical intraepithelial neoplasm(CIN)and 109

patients with cervix inflammation“：I)diagnosed by histology were 111cinded i11 this study．

Radioimmtmoassay(RIA)，polymerase chain reaction(PCR)and Western blot were used to detect

the levels of Selalm folate．HPVl6 infection and the expression of DNMTl protein，respectively．

Results The average levels of selMnl folate were(2．60±1．61)ng／ml，(3 14±2．08)ng／rnl and

(3．32±1 74)ng／m1．and the expression ofDNMTl protein were 2 40±0 99，1 88±0．33 and 0．89±

0 29 1n the group of SCC．CIN and CI，respectively The relationship of folate levels and DNMTl

protein expression showed i11verse correlation(r训0 186，P=0 O叭)．The results in 01117 study

indicated that there was an additive interaction between low—level of selxlln folate and high—expression

ofDNMTl protein relatedtothe riskofCIN andSCC，withORvalueaa 2．50(95％CI：l 21—9 22)and

6．03(95％CI：2 79—2l 72)respectively．The relative excess risk of interactinn(RER／)，attributable
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proportion of interaction¨Ⅳ)and synergy index(S)were 0 92．0．36 and 2 59 in the CIN group

while 2 47，0．41 and 1 96 in the SCC group Conelusion The low 1evel of serum folate and high

expression of DNMTl protein seemed to be associated w汕hi吐risk of cervical cancer and its

precancerous lesion．It suggested that there migllt be a synergistic action between serum folate and

DNMTl in the progression ofceFvix carcinogenesis

【Key words] Cervical neoplasms；Cervix precancerous lesion；Folic acid；DNA

methyltransferase 1

叶酸参与DNA合成和DNA甲基化，具备了诱

变效应和提高肿瘤风险的生物学基础。研究显示，

采用叶酸缺乏饮食可诱导小鼠发生肝癌、结肠癌、乳

腺癌等多种肿瘤⋯。国外多数研究显示叶酸缺乏可

使宫颈癌发生风险上升，补充叶酸具有逆转宫颈癌

前病变的作用。本组前期研究也提示，叶酸缺乏与

宫颈癌发生的风险存在剂量反应关系”1，但其机制

尚不清楚。随着表观遗传学与肿瘤关系研究的深

入，DNA甲基化被认为是在肿瘤发生过程中重要

的表观遗传事件，在多种肿瘤发生中扮演着重要角

色”⋯。DNA甲基转移酶(DNMT)是甲基化过程中

的关键酶，包括DNMTl、DNMT2和DNMT3三种类

型，其中DNMTl在哺乳动物细胞中起着维持甲基

化的作用，成为目前进行DNA甲基化研究的焦点。

研究表明，在多种肿瘤细胞中出现了DNMTl蛋白

的异常高表达，进而促进了DNA高甲基化和DNA

点突变的发生，参与肿瘤形成”161。

鉴于叶酸缺乏和DNA甲基化在肿瘤发生过程

中均有不可忽视的作用，叶酸与DNA甲基化之间又

存在不可分割的内在联系，而DNMT在催化和维持

DNA甲基化中起着关键作用，提示叶酸势必可通过

调控DNMT蛋白的表达参与官颈癌的发生发展，但

目前尚无相关证据。本研究旨在探讨叶酸和

DNMTl在宫颈癌及癌前病变中的作用及其相互关

系，提出叶酸缺乏一DNA甲基化在宫颈癌变中可能

的表观遗传机制，为进行宫颈癌病因和发病机制的

研究提供科学依据。

对象与方法

1．研究对象：选择2008年6月至2009年8月在

山西省肿瘤医院经病理学确诊的宫颈鳞状细胞癌

(scc)新发患者100例，宫颈上皮内瘤样变(cIN)患

者101例(其中CIN I 41例，CINlI 29例，CINⅢ31

例)，以及同一时期在山西医科大学第二医院确诊的

宫颈炎(cI)患者109例为研究对象。全部研究对象

均排除营养性巨幼细胞贫血、溶血性疾病、白血病、

局限性肠炎、肝脏疾病、其他肿瘤患者，以及3个月

内B族维生素使用者。均在知情同意的情况下进入

研究。

2．资料收集：本研究方案获得山西医科大学科

学研究伦理审查委员会批准。采用结构式问卷，收

集研究对象的人口学特征、生活方式、个人卫生习

惯、月经史、婚姻史、孕产史、维生素使用史、既往病

史、肿瘤家族史等。每名研究对象均于人院后、系统

治疗前采集清晨空腹静脉血3 ml，离心分离血清，

置一80。c保存；获取全部研究对象宫颈组织标本(手

术或活检)，立即放入液氮罐，低温运至实验室后放

人一80℃冰箱贮存待检。

3．实验方法：

(1)PCR方法检测宫颈组织人乳头瘤病毒

(HPV)16 DNA：采用酚一氯仿法提取宫颈组织

DNA，按照本组前期报道的方法进行HPVl6 DNA

的扩增n，，确定高危型感染状态。

(2)放射免疫法(RIA)钡IJ定血清叶酸水平：采用

RIA试剂盒(北京东亚生物医学研究所)定量测定血

清叶酸水平，在FT-646A微机放免测定仪计数，由

软件自动绘出标准曲线，计算待检血清叶酸含量。

每批测定均设高、中、低双质控管，操作步骤严格按

照说明书进行。

(3)Western blot法检测DNMTl蛋白的表达：用

超声细胞破碎仪破碎宫颈组织，离心，取上清30 u1

(约含蛋白质30岭)，行8％SDS．PAGE凝胶电泳，电

转至PVDF膜(Osmonics Inc，USA)，5％脱脂奶粉封

闭非特异性抗原，加入1：400兔抗人DNMTl单克

隆抗体(Abcam Inc，British)，室温摇床孵育1 h后

4℃冰箱过夜，洗膜后，加入辣根过氧化物酶标记的

羊抗兔IgG二抗，37℃，1 h，ECL显色，化学发光

显影、定影，分别在相对分子质量(Mr)43×103和

190×103处获得内参蛋白13-actin和DNMTl特异性

抗体结合蛋白条带(图1)。利用QuantityOne软件

分析各条带的光密度值，将目的条带与内参13．actin

条带A值的比值作为DNMTl蛋白的相对表达量。

4．统计学分析：利用SPSS 16．0软件进行相关资

料的t检验、方差分析、Kruskal．wallis检验、z2检验、

趋势z2检验，因素与宫颈癌变之问关联强度的OR值

95％CI计算。应用相加效应模型进行交互作用分
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住：1，2：CI；3，4：CIN；5—8：SCC

图1 DNMTI在不同宫颈癌变中的表达

析，并计算交互作用相对超额危险度(RERI)、交互

作用归因危险比0Ⅳ)和交互作用指数(s)进行交互

作用的定量分析。

结 果

1．研究对象的人口学特征及相关因素分析：

SCC组、C1N组和cI组的年龄中位数分别为49．75

(31～75)、48 12(29～67)和47．50(24～81)岁，各组

平均年龄间的差异无统计学意义。3组研究对象在

年龄构成、民族、出生地、居住地、职业、婚姻状况分

布的差异均无统计学意义(P>005)，在HPVl6感

染、首次性行为年龄、孕次、产次和文化程度方面分

布的差异均有统计学意义(P<O．05)。

2血清叶酸与官颈病变的关系：血清叶酸的分

布为非正态分布，经Kruskal—Wallis检验，3组血清叶

酸水平的总体分布不同(口=12叭，P=0 002)，其含

量随着宫颈病变的加重而降低。以调整检验水准

n’=0．017(“比较的次数=o．05／3)，采用Bonferroni

法两两比较后发现，SCC组(2．604-1．61)ng／ml明显

低于cI组(3．32±1 74)ng／ml，差异有统计学意义

(z=3．45，P<0．017)，但SCC组与C1N组、C1N组与

cI组之间差异均无统计学意义(表1)。进一步以cI

组叶酸含量的分布界定4个等级(四分位数)进行分

级分析，结果显示，随着血清叶酸水平的下降，CIN

和SCC组的OR值和aOR值均呈上升趋势，尤其在

SCC组该趋势有统计学意义(趋势：z2=14．84，P<

0．001)，但CIN组未见统计学意义(趋势：z2=2．30，

P=0．129)，见表2。

619

表1 310例不同宫颈病变患者血清叶酸水平(ng／m1)比较

组别 例数 叶酸水平‘ H值5 P值

SCc 100 2 60±1 61

cIN 101 3 14±2 08 12．01 0 002

CI 109 3 32±1 74

注：4中位数±四分位数间距；6H为各组间总体比较的统计值，

组间两两比较，SCC：C1，z=3 45，P<0 017；SCC：CN，Z=2 06，P>

0 0】7：CIN：CI．Z=1 35．P>0 01

3．DNMTl在不同宫颈病变组织中的表达：

DNMTl蛋白的表达量在CI、CIN和SCC组分别为

0．894-0．29、1．88_4-0．33和2．40±0．99，随着宫颈病变

的加重表达量增加。各组间总体比较差异有统计学

意义(F=159．96，P<0．001)，进一步进行两两比较，

3组间DNMTl表达水平的差异均有统计学意义

(P<0．001)，SCC组和CIN组的表达量均明显高于

CI组。

4．叶酸与DNMTl蛋白表达在宫颈病变中的交

互作用：由图2可见，cI—cIN—scc叶酸水平逐渐

降低，而DNMTl蛋白的表达量逐渐上升，两者间呈

负相关关系(r=一0．186，P=O．001)。以cI组叶酸含

量的50％点值(3．19 ng／mD和DNMTl蛋白表达量的

50％点值(O．94)分别作为低叶酸水平和DNMTl蛋

白高表达的界值，应用相加效应模型，通过分层分析

叶酸与DNMTl在宫颈癌及癌前病变中的交互作

用。结果显示，叶酸缺乏和DNMTl蛋白高表达对

CIN和宫颈癌的发生均呈现正相加交互作用，调整

相关因素后这种交互模式仍然存在，交互作用指标

RERI、API和S在CIN组分别为O．92、O．36和2 59，在

SCC组分别为2．47、0．41和1．96，显示正相加效应

(表3)。

讨 论

HPV感染是目前全球公认的导致宫颈癌发生

的必要病因。HPVDNA与宿主细胞DNA发生整合

是引起宫颈癌变的关键环节，这种整合最易在脆性

位点发生，而体内低叶酸营养状态可使HPV DNA

整合到脆性位点的概率增加”1。叶酸作为嘌呤和嘧

表2叶酸水平与宫颈癌及癌前病变的关系

注la调整HPVl6感染、首次性行为年龄、孕次、产次和文化程度后的OR值
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表3血清叶酸与DNMTI蛋白对宫颈癌及CIN的交互作用

注：。同表2

2

戛
0

坚

圈2不同宫颈病变组叶酸和DNMTl平均水平的关系

啶合成的前体，参与DNA的合成；作为体内一碳单

位的主要供体，参与DNA的甲基化“1，这些生物学

功能提示叶酸水平的改变具有提高肿瘤发生风险的

生物学基础。近年来多数研究显示，膳食叶酸、红细

胞叶酸和血清叶酸缺乏均可增加CINⅢ和宫颈癌

发生的风险”’”3。本组曾对国内外公开发表的关于

叶酸与宫颈癌关系的文献进行的Meta分析结果显

示，低血清叶酸水平可增加宫颈癌的发病风险

(0R=I．84，95％6'I：1．03—3．29)，随着叶酸水平降

低。患宫颈癌的危险性逐渐增加n“。本次研究结果

显示，从cI组、CIN组到SCC组，叶酸水平逐渐降

低，血清叶酸水平与官颈癌发生的风险存在剂量反

应关系(趋势检验：x2=14．84，P<O 001)，提示低叶

酸状态可增加罹患官颈癌的危险性。本次研究中

CIN组与cI组比较，虽然叶酸水平及剂量反应关系

均无统计学意义，但C1N组叶酸含量比cI组较低的

结果，提示在宫颈癌的癌前期低叶酸水平的作用不

可忽视。

随着表观遗传学的发展，DNA甲基化与肿瘤的

关系日益受到人们的重视。在肿瘤细胞中基因组甲

基化模式常常发生改变，出现整体的低甲基化伴随

着特定区域CpG岛的高甲基化”]。在肿瘤的发生发

展过程中，DNA甲基转移酶(DNMT)蛋白表达增高

往往先于甲基化的变化“2”1。Sawada等“43的研究显

示，在宫颈癌及癌前病变中DNMTl蛋白呈高表达，

国内林贞花等“51采用免疫组织化学法对1 1 7例宫颈

良、恶性病变组织中DNMTI的定性研究也显示，阳

性率在SCC组显著高于CIN组和cI组。本次采用

Western blot检测方法进行定量研究，结果显示，随

着宫颈病变的加重，DNMTl蛋白的表达量增加，

SCC组和C1N组的表达量均明显高于cI组(P<

0．001)，提示DNMTl蛋白高表达对宫颈癌和CIN的

发生均具有重要作用，可作为宫颈癌及癌前病变发

生的预警指标。

DNMT的主要功能是催化甲基基团与胞嘧啶环

结合，而叶酸作为甲基的主要供体参与了DNA甲基

化过程。两者间生物学功能的联系提示叶酸对宫颈

癌发生发展的影响可能与DNMT的活性和功能有

关““。基于动物研究的资料显示，叶酸可以改变

DNMTl的表达继而影响癌细胞的增殖“7’⋯，但在人

群中相关资料甚少，在宫颈癌变中的研究尚未见报

道。本次研究结果显示，叶酸水平和DNMTl蛋白

含量呈负相关关系，低叶酸水平与DNMTl蛋白高

表达在CIN组和SCC组均存在正相加作用模型，交

互作用定量分析结果也显示有正相加的交互效应，

提示叶酸和DNA甲基转移酶的改变可能在宫颈癌

及癌前病变的形成与发展中具有重要协同作用。

本研究采用多组比较的病例对照研究方法，尽

管不能确定叶酸、DNMTl蛋白表达与宫颈病变的先

后关系，但本次选择CI、C1N、SCC 3组人群为研究

对象，形成了炎症一癌前病变一癌症的病变阶梯，可

从疾病自然史的角度宏观揭示叶酸、DNMTl在宫颈

癌发生发展中的作用。当然，叶酸缺乏一DNA甲基

化在宫颈癌变中的作用及表观遗传机制是一个复杂

的过程，其详细关系及其机制仍需在后续研究中进

一步深入探讨。
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