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·临床研究·

DNA甲基转移酶1与甲基一CpG一结合蛋白2
异常表达在宫颈病变中的作用及相互关系

康慧杰 王金桃高晨菲 白丽霞 丁玲许娟 吴婷婷 白兰

【摘要】 目的探讨DNA甲基转移酶1(DNMTl)和甲基一CpG一结合蛋白2(MecP2)与宫颈

癌发生发展的关系及其在宫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74例、低度宫颈上皮内瘤样变(c矾I)患者52例、高度宫颈上皮内瘤样变(cINⅡ一Ⅲ)

患者60例和宫颈炎(CI)患者58例为研究对象。在收集全部对象人口学特征、人乳头瘤病毒感染、

生殖因素等相关资料同时，检测DNMTl和MeCP2蛋白(Western blot法)和mRNA(real—time PCR

法)的相对表达量。采用SPSS 17．0分析软件，计算相关资料的t检验、f检验、因素与疾病之间关

联强度指标(0R值及其95％C，)及其交互作用。结果 随着宫颈病变的加重，DNMTl和MeCP2

蛋白表达水平逐渐增高(H=94．33，P<O．001；F=21．580，P<0．001)，DNMTl和MeCP2 mRNA的

表达水平亦逐渐增高(F=4．758，P=0．003；F=7。804，P<O．001)。相关分析表明，DNMTI与

MeCP2(r=0．287，P<0．001)和mRNA(r=0．179，P=0．005)表达均存在正相关关系。交互作用分

析显示，DNMTl与MeCP2蛋白和mRNA高表达在SCC组和CINl／一Ⅲ组存在正相加交互作用。

结论DNMTl及MeCP2高表达可增加宫颈癌和癌前病变发生的风险，两者在C1N II一Ⅲ组和

SCC组存在正相加交互作用。
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【Abstract】0bjeetive To explore the effect of DNA methyltransferase 1(DNMTl)and

methyl．CpG．binding protein 2(MeCP2)on cervical cancer and cervix precancerous 1esion．

Methods 74 patients with cervix squamous eell carcinoma(SCC)．52 patients with cervical

intraepithelial neoplasm I(CIN I)．60 patients with cervical intraepithelial neoplasmⅡ一III

(CIN II—HI)and 58 patients with histologically diagnosed cervix inflammation(CI)，were included

in this study．Information as demography，reproductive history，1ife style，HPV infection were

collected．Western Blot were used to detect the expression of DNMT l protein and MeCP2 protein．

Real—time PCR was used to detect the expression of DNMT l and MeCP2 mRNA．Results Levels of

DNMTl and MeCP2 protein expression increased gradually with the deterioration of cervical lesion

(H=94．33，P<0．00l；F=21．580，Jp<0．001)．Along with the deterioration of cervical lesion，levels

ofDNMTl andMeCP2mRNAexpressionweregraduallyincreasing(F=4．758，P=0．003：F=7．804，

P<0．001)．Data from Correlation analysis showed that both protein(r=0．287．P<0．001)and

mRNA(r=0．179．P=O．005)were positive correlatedwith DNMTl and MeCP2．Results ofour study

indicated that there was an additive interaction between high—expression of DNMTl protein and

high—expression of MeCP2 protein in SCC or CINⅡ一Ⅲ．However．there was an additive interaction

between high—expression of DNMTl mRNA and high．expression of MeCP2 mRNA in SCC or

CINⅡ一Ⅲ．Conclusion Results from our study revealed the fact that both high expression of

DNMTl protein and high expression of MeCP2 protein could increase the risk of cervix cancerization．

According to our findings．there might be a synergistic action existed between DNMTl and MeCP2
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during the progression ofcervix canceration．

【Key words】Cervical neoplasms；Cervix precancerous lesion；DNA methyltransferase 1；

Methyl-CpG-binding protein 2

基因的表观遗传学修饰被认为是肿瘤发生的第

三种机制⋯。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具有重

要的表观遗传事件，是抑癌基因失活的主要原因之

一，在多种肿瘤发生中起到重要作用心。】。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DNA高甲基化和DNA点突变的发生，

参与肿瘤形成H】。甲基一CpG一结合蛋白2(methyl．

CpG-binding protein 2，MeCP2)是DNA甲基化结合

蛋白MeCP家族中的重要一员，能特异性结合到高

甲基化的DNA上，广泛参与抑癌基因高甲基化导致

的转录沉默过程¨]。目前有研究报道在多种人类肿

瘤如结肠黏液性腺癌、乳腺癌等中存在MeCP2转录

水平和蛋白表达的异常，并且MeCP2与DNA的一

些抑制元件(如E—cad)和DNA的修复基因(如

MGMT)有内在关联№川。多数研究发现MeCP2对

肿瘤发生发展至关重要，本研究前期的体外实验也

发现MeCP2在宫颈癌细胞中表达异常哺]，但基于人

群的相关研究国内外尚无报道。

MeCP2可与共抑制复合体sin3A相互作用，发

挥转录抑制作用。而DNMTl是转录抑制复合体中

的重要成分，并且N端具有识别MeCP2等甲基化

CpG结合结构域(methyl．CpG．binding domain，

MBD)的功能。MeCP2与DNMTl相互作用结合到

半甲基化DNA中，用以维持新合成DNA的原始甲

基化状态b’10]，提示两种蛋白在DNA甲基化中有着

密不可分的关系，但是在宫颈癌发生发展中的作用

如何，目前尚无相关证据。本研究旨在探讨DNMTl

和MeCP2在宫颈癌及其癌前病变中的作用及其相

互关系，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2010年6月至2011年10月在

山西省肿瘤医院、山西医科大学第二医院和太原市

妇幼保健院妇科就诊的宫颈鳞状细胞癌(scc)新发

患者74例、高度宫颈上皮内瘤样变(CrN II—m)患者

60例、低度宫颈上皮内瘤样变(CIN I)患者52例、

宫颈炎(CI)患者58例作为研究对象。所有患者均

经病理学确诊，但未进行系统治疗，排除白血病、肝

脏疾病及其他肿瘤，并在知情同意情况下进入研究。

2．资料和标本：采用结构式问卷收集研究对象

的人口学特征、生殖情况、生活习惯、妇科病史、肿瘤

家族史等资料。获取全部研究对象宫颈组织标本

(手术或活检)，置液氮罐低温运送至一80℃冰箱贮

存待检。

3．实验方法：

(1)Western blot法检测宫颈组织中DNMTl和

MeCP2蛋白的表达：取适量冻存宫颈组织，按比例

加入WlP裂解液和PMSF的混合液。用超声细胞破

碎仪破碎组织直至充分裂解。12 000 r／min离心，取

上清，保存于一20℃冰箱备用。参照本研究前期建

立的方法n“，DNMTl一抗为1：400稀释的兔抗人单

克隆抗体(Abeam Inc，British)，MeCP2为l：2000稀

释的兔抗人单克隆抗体(Abcam Inc，British)。在相

对分子质量(尬)43、190和53×103处分别获得内参

蛋白13-actin、DNMTl和MeCP2特异性抗体结合蛋

白条带(图1)。利用Quantity One软件分析各条带

的光密度值，将目的条带与内参B—actin条带A值的

比值作为DNMTl及MeCP2蛋白的相对表达量。

CI

DNMTl 90×103●_
【’IN I【’lNll一Ⅲ SCC

●---

图1不同宫颈组织中DNMTl和MeCP2蛋白的表达

(2)实时荧光定量PCR法检测宫颈组织中

DNMTl和MeCP2 mRNA表达水平：将低温冻存的

宫颈组织约20“g剪碎后放入EP管中，做标记后加
入1 ml的RNAisoTMPlus(日本TaKaRa公司)，使用组

织匀浆机充分粉碎提取总RNA(Thzol法)。参照本

研究前期建立的方法哺1，获得MeCP2和DNMTl的

特异性扩增曲线和熔解曲线。以目的基因Q值／

13-actin Ct值表示MecP2和DNMTl mRNA相对表达

水平。Q比值越小，表示达到设定阈值所需的循环
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数越多，对应的mRNA表达水平越高，反之亦然。

(3)PCR法检测HPV感染状况：采用酚一氯仿蛋

白酶K法从宫颈组织中提取DNA，参照本研究前期

建立的PCR扩增方法检测HPV感染状况n 2|。

4．统计学分析：采用SPSS 17．0软件进行相关

资料的f检验、方差分析、Z2检验，以及因素与宫颈病

变之间关联强度分析，应用相加模式和交互作用指

标超额相对危险度(relative excess risk ofinteraction，

RERI)、交互作用归因比(attributable proportions due

to interaction，AP／)、交互作用指数(synergy index，

S)进行交互作用定性和定量评估“3|。当S=1时无

交互作用，|s>1为正交互作用，．s<1为负交互作用；

AP／指在两暴露因素联合效应中，归因交互效应所

占的比重；RER／含义为在分析暴露因素之间的交互

作用时，用于测量归因交互作用所引起的相对效应

的大小。

结 果

1．宫颈病变的相关因素分析：SCC、CIN 1I—III、

CIN I和CI组的年龄中位数分别为48．5(34．75)、

47．0(28～67)、46．0(29～61)和44．5(22～63)岁，各

组平均年龄间的差异无统计学意义；各组在民族、出

生地及婚姻状况分布的差异均无统计学意义(P>

0．05)，而人乳头瘤病毒(HPV)感染、首次性交年龄、

孕次、产次、文化程度、洗阴频度、妇科病史分布的差

异均有统计学意义(P<0．001)。

2．DNMTl和MeCP2蛋白表达与宫颈病变的关

系：DNMTl表达的分布为非正态分布，经Kruskal—

Wallis检验，各组DNMTl的总体分布不同(日=

94．33，P<O．001)，其含量随着宫颈病变的加重而升

高。以调整检验水准0【=0．008(彬比较的次数=

O．05／6)，采用Bonferroni法两两比较后发现，各组问

的差异均有统计学意义(表1)。方差分析结果显

示，MeCP2的表达量各组间总体比较差异有统计学

意义(F=21．580，P<O．001)；用LSD法进一步进行

两两比较，除CIN I组与CINⅡ一Ⅲ组之间差异无统

计学意义外，其余比较差异均有统计学意义(表1)。

3．DNMTl与MeCP2蛋白表达的关系：DNMTl

蛋白表达在CI组到SCC组呈逐渐上升趋势，MeCP2

蛋白表达除在CIN II一11I组有降低外，也呈逐步升

高(图2)。经Spearman秩相关分析，DNMTl与

MeCP2蛋白表达存在正相关关系(r=0．287，P<

0．001)。进一步以CI组MeCP2蛋白表达量的50％

点值(1．03)和DNMTl蛋白表达量的50％点值

表1 DNMTl和MeCP2蛋白表达与宫颈病变的关系

注：M±∞为中位数±四分位数间距；组间两两比较均为P<
0，001，CI：CIN I，Z=4．23；CI：CINII一Ⅲ，Z=4．87；CI：SCC，Z=

4．Ol；CIN I：CINII一Ⅲ，Z=3．27；CIN I：SCC，Z=3．48；CIN 1I一

11I：SCC，Z=3．50；“与cI组比较，差异有统计学意义(P<O．05)；6与

SCC组比较，差异有统计学意义(尸<0．05)

分组

图2不同宫颈病变组DNMTl与MeCP2蛋白

表达水平的关系

(0．89)分别作为MeCP2和DNMTl蛋白高表达的界

值，应用相加效应模型分析结果显示，MeCP2与

DNMTl蛋白高表达在CINⅡ一m组和SCC组呈现

正相加交互作用(Js=1．69，S=2．38)，DNMTl与

MeCP2同时存在时，CIN 11—11I组和SCC组可归因

于交互作用的比例分别为0．39和0．56(表2)。

4．DNMTl和MeCP2 mRNA表达与宫颈病变的

关系：四组的DNMTl和MeCP2 mRNA相对表达水

平的差异均有统计学意义(F=4．758，P=0．003；F=

7．804，P<O．001)。进一步用LSD法作两两比较，

SCC组和CIN组与CI组相比，DNMTl mRNA相对

表达水平的差异均有统计学意义；C1N组和CI组与

SCC组相比，MeCP2 mRNA相对表达水平的差异均

有统计学意义(表3)。

5．DNMTl和MeCP2 mRNA表达的关系：

DNMTl和MeCP2的Q比值在cI组到SCC组呈逐

渐下降趋势，说明DNMTl和MeCP2 mRNA表达从

CI组到SCC组呈逐渐上升趋势(图3)。由Pearson

相关分析可见，DNMTl与MeCP2 mRNA相对表达

量存在正相关关系(r=0．179，P=0．005)。进一步以

cI组MeCP2 mRNA相对表达量的50％点值(1．17)

和DNMTl mRNA相对表达量的50％点值(1．29)分

别作为MeCP2 mRNA和DNMTl mRNA高表达的

界值，应用相加效应模型分析可见，MeCP2和
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表2 DNMTl与MeCP2蛋白表达量交互作用分析

组别 MeCP2 DNMTl OR值(95％C1) aOR值(95％C1)4 RERI值(95％C／) AP，值(95％C／) s值(95％∞
CIN I

CINⅡ一Ⅲ

SCC

<1．03 <O．89 1．00 1．00 7．36(5．40～9．32) 0．34(一1．83～2，61、1．57(o．72—31．98)

<1．03 ≥O．89 13．93(1．61一120 83) 14，24fO．9l～223，67)

≥1．03 <O．89 1．07(o．06，18．82) O．78(O．02～30．74)
≥1．03 ≥0．89 37．00似．48～305 57) 21．38(2．27．201．03)
<1．03 <0．89 1．00 1．00 10_31(5．31～15．311 0．39(o．29～0．49】 1．69(1．32—14．88)

<l，03 ≥Q．89 23．57(2．80—t98 801 16，45(1．77～152，911

≥1．03 <0．89 1．07(o．06，18．82) O，53(o．Ol—11．93)

≥1．03 ≥o．89 36．00r15．00～470．411 26．29(2．65．260．55)

<1．03 <O．89 1．oo 1．00 19．44(18．55～20．33)0，56(o．18～O．941 2．38(1．94～60．34)
<1．03 ≥0．89 3．2lf0．55．18．65)4，58(0．66．31．65)
≥1．03 <O．89 7．so(1．44～39．09) 11．50(1．90～69．52)

至!：!! 至!：!! 堑：!Qf!：兰：!堑：!尘 ：!：!!丝：i!二!!!：!12
注：。调整HPV感染、首次性交年龄、孕次、产次、文化程度、洗阴频度、妇科病史后的OR值

表3 DNMTl和MeCP2 mRNA表达与宫颈病变的关系

注：。与cI组比较，6与scc组比较，差异有统计学意义(P<0．05)
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图3不同宫颈病变组DNMTl与MeCP2 mRNA

表达水平的关系

DNMTl mRNA高表达对CINⅡ一11I和SCC的发生

呈现正相加交互作用(5=1．46，S=1．31)，DNMTl与

MeCP2同时存在时，CIN 1I—llI组和SCC组可归因

于交互作用的比例分别为0．21和o．20(表4)。

讨 论

宫颈癌是全球女性癌症相关死因中第二位常见

肿瘤““。研究显示，DNA甲基化水平和模式的紊乱

普遍存在于各种癌症的发生发展过程中，宫颈癌也不

例外乜’1“。DNA甲基化异常可通过影响染色体结构以

及癌基因和抑癌基因的表达而参与肿瘤的形成““。

在肿瘤的发生发展过程中，DNMT表达增高往往先于

甲基化的变化。研究发现，DNMTl在SCC和CIN中

的表达显著高于正常宫颈鳞状上皮【1⋯，DNMTl的表

达在浸润性鳞状上皮癌和腺癌中的表达明显高于慢

性宫颈炎和宫颈上皮内瘤变“引。本研究采用

Western blot和实时荧光定量PCR法进行蛋白和

mRNA表达的定量检测，结果显示，SCC组、CINⅡ一III

组和CIN I组蛋白和mRNA表达量均显著高于CI组

(P<O．001)，随着宫颈癌变的加重两者的表达量均

呈上升趋势，提示DNMTl表达水平和转录水平的

增高均对宫颈癌及其癌前病变的发生有重要作用。

在甲基化过程中，DNA甲基化CpG岛结合蛋白

也起着阻遏基因表达的重要作用，其中研究较多的

是MeCP2。MeCP2通过与DNA甲基化的CpG残基

区结合，形成稳定的转录抑制复合体，该复合体造成

表4 DNMT 1与MeCP2 mRNA表达量交互作用分析

组别 MeCP2 DNMTl OR值(95％C／) aOR值Os％coo RERI值(95％c，) AP／值(95％C,9 s值(95％c，)

CIN l

CINⅡ一Ⅲ

SCC

≥1．17

≥1．17

<1．17

<1．17

≥1．17

≥1．17

<1．17

<1．17

≥1．17

≥1．17

<1．17

≥1．29 I．00 1．00 0．7l(一2．30～3．72)0．3l(一4．78—5．40) 2．3l(0．34～298．87)

<1．29 2，14(O．70。6，56) 2．06(O 52～8．08)

≥1．29 I．07(O．32～3，631 0．48(O．09～2．611

<1．29 2 50(O．84—7．42) 2．25(0 60～8．39)
≥1．29 1．OO 1．oo O．68(O．13一1．23)0．21fO．15～0．27) 1．46(1．29～12．481

<1．29 2．76(o．88～8．591 2．17(o．53～8．86)

≥1．29 1．84(O．56—6，00) 1．32(O 30～5．77)

<1．29 3．290．08—9．95) 3，17(o．55～8．66)
≥1．29 1．00 1．00 I．32(O．47～2．171 0．20(o．07～O．33) 1．3lfl．12～12．27)

<1．29 O．83(0124～2．84)0．81fO．04～18．651

≥1．29 1．9l r0．64。5．69) 5．46(o 36—155．58)

三!：!： 三!：：! !：!!￡!：!!：!!：塑!：型!：!!=!!：!12
注：“同表2

弛引如沙船"撕嚣孔拐理
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染色质的重构、浓缩，导致基因表达沉默，这被认为

是造成甲基化序列长期沉默的原因。Muller等一3在

乳腺癌研究中发现，肿瘤组织的MeCP2的表达高于

非肿瘤组织。小鼠甲基缺乏性饮食诱导的肝癌模型

研究发现，在癌变早期就出现了MeCP2蛋白表达的

增加n9I。目前，在多种人类肿瘤中均有MeCP2表达

异常的报道，但尚未见在宫颈癌中表达情况的报

道。本研究前期在体外实验中发现，MeCP2在宫颈

癌细胞中的表达异常随]，本次基于人群研究对宫颈

病变组织中的MeCP2从蛋白和mRNA两个水平进

行了相对定量分析，显示SCC组、C1NⅡ一m组和

CIN I组的MeCP2蛋白表达量均高于CI组，MeCP2

mRNA表达在SCC组显著高于CIN和CI组，随着宫

颈病变加重，MeCP2蛋白和mRNA表达均逐渐升

高。提示MeCP2蛋白或mRNA表达水平的增加，均

可增加罹患宫颈癌及其癌前病变的风险，对于宫颈

癌变及其进展具有不可忽视的预警意义。本研究首

次报道了MeCP2在宫颈病变患者的异常表达，并从

宫颈癌发展过程的不同阶段对MeCP2进行研究，可

以很好揭示MeCP2在宫颈癌变不同阶段的作用，为

宫颈癌发病机制的研究提供更加可靠的依据。

DNMTl和MeCP2均参与甲基化的过程，并均

在宫颈癌变过程中高表达，而且MeCP2可与甲基化

的DNA及DNA甲基转移酶结合，以此来抑制基因

的转录乜0|，提示两者间可能存在相互影响，但未见在

宫颈癌变研究的报道。本研究前期实验表明，

MeCP2异常表达可能与子宫颈癌相关的抑癌基因

FHIT和p16的转录沉默有关。本次对DNMTl和

MeCP2在宫颈癌变中的相互关系分析结果显示，

DNMTl与MeCP2蛋白和mRNA表达均存在正相关

关系，DNMTl与MeCP2蛋白和mRNA高表达在

CINII—IU组和SCC组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

MeCP和DNMT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，而两者的高表达

可能导致某些抑癌基因DNA的高甲基化，造成抑癌

基因的表达降低和功能缺失，促进了宫颈癌的发生

发展，其机制尚待深入探讨。

本研究选择CI、CIN I、CIN lI—Ul组和SCC四

组人群作为研究对象，可以很好地揭示DNMTl与

MeCP2蛋白和mRNA表达量随着宫颈癌变进展的

变化，但是两种蛋白在DNA甲基化以及宫颈癌中的

具体分子学机制还需进一步研究证实。
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