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·实验室研究·

宫颈癌变中叶酸缺乏与脆性组氨酸三联体
基因表达异常的相互作用

陈霄 王金桃 白丽霞 丁玲 吴婷婷 白兰 许娟 孙雪松

【摘要】 目的 探讨叶酸缺乏与脆性组氨酸三联体（FHIT）基因异常表达在宫颈癌发生发展

中的相互作用。方法 选取经病理学确诊的宫颈炎症（CI）患者 80例、低度宫颈上皮内瘤样变

（CINⅠ）患者 55例、高度宫颈上皮内瘤样变（CINⅡ/Ⅲ）患者 55例以及宫颈鳞状细胞癌（SCC）患

者 64例作为研究对象。采用微生物法测定其血清叶酸水平、甲基化特异性PCR检测FHIT基因

CpG岛甲基化状况。Western blot法检测宫颈组织中FHIT蛋白的表达水平。同时采用体外细胞

试验方法，对宫颈癌细胞CaSki（HPV16阳性）进行叶酸干预，检测不同叶酸浓度下的相关指标的

变化。利用SPSS 17.0软件进行相关资料的χ2检验、Kruskal-Wallis检验、Spearman秩相关分析，应

用相加模型进行交互作用评价。结果 随着宫颈病变的加重，血清叶酸含量逐渐降低（H＝59.08，

P＜0.001），FHIT基因CpG岛甲基化率逐渐升高（趋势检验χ2＝28.34，P＜0.001），FHIT蛋白表达量

逐渐降低（H＝50.93，P＜0.001）。血清叶酸含量与 FHIT 蛋白表达量呈正相关（r＝0.213，P＝
0.001），在CINⅠ、CINⅡ/Ⅲ、SCC组中两者均呈现正相加交互作用。细胞试验显示，随着叶酸浓

度增加，宫颈癌细胞的增殖抑制率（r＝0.98，P＜0.001）和凋亡率（r＝0.99，P＜0.001）逐渐增高，

FHIT基因CpG岛甲基化程度逐渐减弱，FHIT蛋白的表达量逐渐升高（r＝0.97，P＜0.001）。结论

叶酸缺乏和FHIT蛋白异常低表达均可增加宫颈癌和癌前病变的发生风险，两者在宫颈癌变中存

在正相加交互作用。

【关键词】 宫颈肿瘤；血清叶酸；脆性组氨酸三联体基因
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【Abstract】 Objective To explore the interaction between folate deficiency and aberrant
expression related to fragile histidine triad（FHIT）gene in the progression of cervical cancerization.
Methods A total number of 80 patients with histological diagnosis of cervix inflammation（CI），55
cervical intraepithelial neoplasm Ⅰ（CINⅠ），55 cervical intraepithelial neoplasm Ⅱ/Ⅲ（CINⅡ/Ⅲ）
and 64 cervical squamous cell carcinoma（SCC）were included in this study. Levels of serum folate
were detected by microbiological assay method and the methylation status of FHIT gene CpG islands
was tested by methylation-specific PCR（MSP）. FHIT protein levels were measured by Western blot.
In vitro，cervical cancer cell lines CaSki（HPV16-positive）was treated with different concentrations
of folate. Proliferation and apoptosis of cells，methylation of FHIT gene and the levels of FHIT protein
expression were measured in each group. All analyses were performed with SPSS（version 17.0）
statistical software. Differences among groups were assessed by chi-square test，Kruskal-Wallis test.
Spearman correlation，and the interaction effects were evaluated by additive model. Results The
levels of serum folate（H＝59.08，P＜0.001）and FHIT protein expression（H＝50.93，P＜0.001）
decreased gradually along with the severity of cervix lesions，while the methylation rates of FHIT gene
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叶酸具有参与和调节DNA甲基化的生物学功

能。研究显示，叶酸缺乏和异常的DNA甲基化与宫

颈癌发生密切相关［1-2］。本课题组前期研究和国外

多数研究结果均提示，叶酸缺乏与宫颈癌的发生存

在剂量-反应关系［3-4］，但其机制尚不清楚。脆性组

氨酸三联体（FHIT）基因是一种特殊的抑癌基因，其

异常表达与宫颈癌的发生发展密切相关，而FHIT基

因 CpG 岛甲基化是导致自身功能失活的重要机制

之一［5-6］。鉴于叶酸在体内作为甲基供体直接参与

DNA甲基化，叶酸缺乏可导致抑癌基因CpG岛高甲

基化，进而推测叶酸可能通过影响FHIT基因甲基化

及蛋白的表达，在宫颈病变中发挥作用，但目前国内

外均未见相关报道。本研究综合分析不同宫颈病变

患者及宫颈癌细胞，探讨叶酸和FHIT蛋白在宫颈癌

及癌前病变中的作用及其相互关系，为宫颈癌病因

和发病机制研究提供科学依据。

对象与方法

1. 研究对象：选取2009年9月至2010年12月在

山西省肿瘤医院、山西医科大学第二医院、介休市妇

幼保健院经病理学确诊的新发宫颈炎症（CI）患者

80 例、低度宫颈上皮内瘤样变（CINⅠ）患者 55 例、

高度宫颈上皮内瘤样变（CINⅡ/Ⅲ）患者 55例以及

宫颈鳞状细胞癌（SCC）患者 64 例作为研究对象。

所有研究对象均排除营养性巨幼细胞性贫血、溶血

性疾病、消化道疾病、其他肿瘤患者以及 3个月内B

族维生素使用者，在知情同意下，采用结构式问卷收

集研究对象的人口学特征、宫颈癌相关因素等资料，

同时采集全部研究对象入院后、系统治疗前清晨空

腹静脉血 5 ml和手术或活检宫颈组织标本，常规处

理，置于-80 ℃保存待检。本研究通过山西医科大

学伦理委员会审查。

2. 试验方法：

（1）细胞系选择及培养：选择人乳头瘤病毒16型

（HPV16）阳性宫颈癌细胞CaSki，用含10%小牛血清

的 RP MI1640 培养液培养、传代，取对数生长期的

CaSki细胞培养24 h后，转入含不同浓度叶酸培养液

中培养。以叶酸浓度1 μg/ml为对照组，以叶酸浓度

10、100、250、500、1 000 μg/ml为5个干预组。各不同

浓度均设3个平行孔，检测不同叶酸浓度下细胞的生

长情况、FHIT基因甲基化状况和蛋白的表达水平。

（2）宫颈组织 HPV16 DNA 检测：采用酚-氯仿

法提取宫颈组织总 DNA，参照本课题组前期建立

的 PCR 扩增方法进行 HPV16 DNA 的扩增，确定

HPV16感染状态［7］。

（3）血清叶酸含量测定：用 1%抗坏血酸溶液处

理血清样本，离心取上清，参照本课题组前期建立的

微生物法检测血清叶酸浓度［8］。

（4）FHIT基因CpG岛甲基化测定：采用酚-氯仿

抽提法提取宫颈组织和宫颈癌细胞的总DNA，参照

本课题组前期建立的甲基化特异性PCR（MSP）法检

测FHIT基因CpG岛甲基化状况［9］。FHIT基因的甲

基化引物：上游 5′-TTG GGG CGC GGG TTT GGG

TTT TTA CGC-3′，下游 5′-CGT AAA CGA CGC

CGA CCC CAC TA-3′；非 甲 基 化 引 物 ：上 游

5′-TTG GGG TGT GGG TTT GGG TTT TTA TG-3′，

下游5′-CAT AAA CAA CAC CAA CCC CAC TA-3′，

产物长度均为74 bp。对PCR扩增产物行2%琼脂糖

凝胶电泳，在 VILBER CV-A50C 凝胶成像仪下观

察，分别获得FHIT基因甲基化和未甲基化条带。

（5）FHIT蛋白表达的检测：取宫颈组织（50 mg）

或宫颈癌细胞（细胞密度 1×106 cell/ml），分别加适

量WIP裂解液和PMSF的混合液，冰浴中匀浆，充分

裂解。10 464 g离心，取上清后参照本课题组前期

建立的方法（Western blot）检测 FHIT 蛋白表达水

平［3］。一抗为1 ∶ 800 兔抗人FHIT单克隆抗体，在相

对分子质量43×103和16.8 ×103处分别获得内参照

蛋白β-actin和FHIT蛋白条带。利用Quantity One软

件分析条带的 A值，以目的条带与内参β-actin条带

的A值之比作为FHIT蛋白的相对表达量。

（6）细胞增殖检测：取对数生长期的CaSki细胞

（细胞密度1×105 cell /ml），接种于含不同浓度叶酸

CpG islands increased（trend χ 2＝28.34，P＜0.001）. Both levels of serum folate levels and FHIT
protein expression were positively correlated（r＝0.213，P＝0.001），with an additive interaction seen
between them in CINⅠ，CINⅡ/Ⅲ，SCC groups. In vitro，both rates related to proliferation inhibition
（r＝0.98，P＜0.001）and apoptosis（r＝0.99，P＜0.001） together with the levels of FHIT protein
expression（r＝0.97，P＜0.001）were all increased gradually with the increase of folate concentration
while the methylation status of FHIT gene CpG islands all changed from positive to negative
gradually. Conclusion Results from our study revealed that both folate deficiency and FHIT protein
aberrant low expression might increase the risk of developing cervical cancer and cervix precancerous
lesions，and thus play a synergistic action in the progression of cervical cancerization.

【Key words】 Uterine cervical neoplasms；Serum folate；Fragile histidine triad gene
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的培养液中培养 48 h，0.25%的胰蛋白酶液消化，制

成细胞悬液，显微镜下进行活细胞计数。抑制率＝

（对照组细胞总数－干预组细胞总数）/对照组细胞

总数。

（7）细胞凋亡检测：按上述方法制成细胞悬

液。采用流式细胞术（FCM）收集细胞，离心，弃上

清，PBS 洗涤，过滤，离心，弃上清。 PE 染色

（Annexin Ⅴ -PE 凋亡试剂）15 min，加入 150 μ l

binding buffer，于流式细胞仪检测，获得宫颈癌细胞

的凋亡率。

3. 统计学分析：采用SPSS 17.0软件进行相关资

料的χ2检验、Kruskal-Wallis（K-W）检验、Spearman秩

相关分析，计算相关因素与宫颈癌变之间关联强度

的OR值及其 95%CI。应用相加模型及交互作用指

标超额相对危险度（RERI）、交互作用归因比（API）

和交互作用指数（S）进行交互作用定性和定量评

估。检验水准为α＝0.05。

结 果

1. 人口学特征及相关因素：CI 组、CINⅠ组、

CINⅡ/Ⅲ组、SCC组的年龄M值分别为45.0岁（27～

57 岁）、46.0 岁（29～67 岁）、44.0 岁（28～64 岁）和

51.0 岁（28～70 岁）。各组间在民族、出生地、居住

地、婚姻状况、肿瘤家族史等方面的差异均无统计学

意义（P＞0.05），但在年龄、文化程度、职业、人工流

产史、妇科病史、HPV16 感染等方面的差异均有统

计学意义（P＜0.05），见表1。

2. 血清叶酸水平与宫颈癌变的关系：血清叶酸

含量为非正态分布，经K-W检验，各组间血清叶酸

水平的总体分布差异有统计学意义（H＝59.08，P＜
0.001），其含量随着宫颈病变的加重而降低。以调整

检验水准α＝0.008 3（α＝0.05/比较次数＝0.05/6），采

用 Bonferroni 法两两比较发现，SCC 组和 CINⅡ/Ⅲ

组的血清叶酸含量低于CINⅠ组和CI组，差异均有

统计学意义，但 SCC 组与 CINⅡ/Ⅲ组、CIN Ⅰ组与

CI组间的差异均无统计学意义。进一步以CI组血

清叶酸含量的50%点值为界，≤5.96 ng/ml为低叶酸

水平进行分析，结果显示，低血清叶酸率在SCC组、

CINⅡ/Ⅲ组和CINⅠ组均高于CI组，随宫颈病变程

度的加重低血清叶酸率逐渐升高（趋势χ2＝32.71，

P＜0.001），见表2。

3. FHIT基因甲基化和蛋白表达与宫颈癌变的

关系：FHIT基因的甲基化率随着宫颈病变的加重逐

渐升高（趋势χ2＝28.34，P＜0.001）。FHIT蛋白表达

量为非正态分布，经K-W检验，各组间FHIT蛋白表

达量总体分布差异有统计学意义（H＝50.93，P＜
0.001），其含量随着宫颈病变的加重而降低。调整检

验水准，采用 Bonferroni 法两两比较发现，SCC 组、

CINⅡ/Ⅲ组和 CINⅠ组的 FHIT 蛋白表达量均低于

CI组，差异均有统计学意义，但三组间相互的差异

均无统计学意义。进一步以CI组FHIT蛋白表达量

的50%点值为界，≤1.26为低蛋白表达进行分析，结

表1 研究对象的人口学特征及相关因素分析

因素

年龄组(岁)

＜35

35～

45～

＞55

文化程度

初中以下

初中以上

职业

农民

非农民

人工流产史

是

否

妇科病史

是

否

性生活后清洗

是

否

洗阴频率

＞3次/周

3次/周～1次/月

＜1次/月

洗澡频率

＞1次/周

1次/周～1次/月

＜1次/月

孕次

＞4

3～4

≤2

月经初潮年龄(岁)

＜14

14～18

＞18

HPV16感染

阳性

阴性

注：括号外数据为例数，括号内数据为构成比（%）

CI组

10(12.5)

33(41.3)

33(41.3)

4(5.0)

17(21.3)

63(78.8)

48(60.0)

32(40.0)

51(63.8)

29(36.3)

6(7.5)

74(92.5)

60(70.5)

20(25.0)

46(57.5)

32(40.0)

2(2.5)

56(70.0)

17(21.3)

7(8.8)

38(47.5)

30(37.5)

12(15.0)

38(47.5)

38(47.5)

4(5.0)

14(17.5)

66(82.5)

CIN
Ⅰ组

5(9.1)

20(36.4)

23(41.8)

7(12.7)

19(34.5)

36(65.5)

27(49.1)

28(50.9)

23(41.8)

32(58.2)

16(29.1)

39(70.9)

37(67.3)

18(32.7)

18(32.7)

31(56.4)

6(10.9)

27(49.1)

14(25.5)

14(25.5)

27(49.1)

17(30.9)

11(20.0)

17(30.9)

28(50.9)

10(18.2)

23(41.8)

32(58.2)

CIN
Ⅱ/Ⅲ组

9(16.4)

24(43.6)

14(25.5)

8(14.5)

21(38.2)

34(61.8)

30(54.5)

25(45.5)

22(40.0)

33(60.0)

19(34.5)

36(65.5)

31(56.4)

24(43.6)

26(47.3)

16(29.1)

13(23.6)

25(45.5)

13(23.6)

17(30.9)

18(32.7)

15(27.3)

22(40.0)

21(38.2)

34(61.8)

0(0.0)

31(56.4)

24(43.6)

SCC组

3(4.7)

12(18.8)

34(53.1)

15(23.4)

39(60.9)

25(39.1)

53(82.8)

11(17.2)

21(32.8)

43(67.2)

24(37.5)

40(62.5)

34(53.1)

30(46.7)

16(25.0)

33(51.6)

15(23.4)

32(50.0)

18(28.1)

14(21.9)

20(31.3)

21(32.8)

23(35.9)

17(26.6)

44(68.8)

3(4.7)

41(64.1)

23(35.9)

χ2值

25.79

21.14

17.12

15.81

21.19

9.11

31.79

14.57

15.94

20.93

36.86

P值

0.002

＜0.001

＜0.001

0.001

＜0.001

0.028

＜0.001

0.024

0.014

0.001

＜0.001
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果显示，FHIT蛋白低表达率在SCC组、CINⅡ/Ⅲ组

和 CINⅠ组均高于 CI 组，随宫颈病变程度的加重

FHIT 蛋白低表达率逐渐升高（趋势χ2＝44.96，P＜
0.001），见表2。

4. 血清叶酸与FHIT蛋白表达在宫颈癌变中的

相互关系：采用 Spearman秩相关分析显示，宫颈病

变患者总体血清叶酸含量与FHIT蛋白表达量呈正

相关（r＝0.213，P＝0.001），见图 1。进一步以 CI 组

血清叶酸含量的50%点值（5.96 ng/ml）和FHIT蛋白

表达量的50%点值（1.26）分别作为低血清叶酸水平

和FHIT蛋白低表达的界值，应用相加作用模型进行

交互效应分析。结果显示，叶酸缺乏和FHIT蛋白低

表达在CINⅠ组、CINⅡ/Ⅲ组和SCC组均呈现正相

加交互作用，交互作用指标RERI、API和S均显示正

相加效应，调整宫颈癌相关因素后这种交互作用模

式仍然存在，各组间调整OR（aOR）值均有统计学意

义（表3）。

5. 叶酸干预对宫颈癌细胞增殖凋亡及FHIT基

因表达的影响：随着叶酸浓度的增加，宫颈癌细胞的

增殖抑制率（r＝0.98，P＜0.001）和凋亡率（r＝0.99，

P＜0.001）均逐渐上升，与叶酸水平呈正相关；FHIT

基因甲基化程度逐渐减弱；FHIT蛋白表达水平均逐

渐增高，与叶酸水平呈正相关（r＝0.97，P＜0.001），

见表4。

讨 论

宫颈癌是女性第二大恶性肿瘤，全球新发病例

80%以上来自发展中国家［10］。目前已证实 HPV 感

染，特别是高危型HPV（HR-HPV）感染是宫颈癌发

生的主要病因［11］。HPV与宿主细胞DNA整合是致

癌过程的必要环节，该整合最易发生在染色体脆性

位点FRA3B处，而叶酸缺乏可导致这种整合的概率

增加［12］，提示叶酸缺乏可能导致HPV的持续性感染

进而增加宫颈癌的发生风险。研究表明，高血清叶

表2 血清叶酸含量、FHIT基因甲基化和FHIT蛋白表达与宫颈癌变的关系

组别

CI

CINⅠ

CINⅡ/Ⅲ

SCC

H/趋势χ2值

P值

注：同表1；M±Q为中位数±四分位数间距；a，b组间比较时相同字母表示差异无统计学意义（P＞0.05），不同字母表示差异有统计学意义
（P＜0.05）

例数

80

55

55

64

血清叶酸

含量(M±Q，ng/ml)

5.96±3.93a

5.08±3.43a

3.92±2.59b

3.18±2.71b

H＝59.08

＜0.001

低水平(≤5.96 ng/ml)

41(51.3)

33(60.0)

44(80.0)

59(92.2)

χ2＝32.71

＜0.001

FHIT甲基化

4(5.0)

9(16.4)

14(25.5)

26(40.6)

χ2＝28.34

＜0.001

FHIT蛋白

表达量(M±Q)

1.26±0.11a

1.21±0.20b

1.14±0.20b

1.13±0.19b

H＝50.93

＜0.001

低表达(≤1.26)

41(51.3)

41(74.5)

51(92.7)

61(95.3)

χ2＝44.96

＜0.001

表3 血清叶酸与FHIT蛋白在各宫颈病变组中的交互作用

组别

CINⅠ

CINⅡ/Ⅲ

SCC

注：调整年龄、文化程度、职业、人工流产史、妇科病史、HPV16感染等因素

叶酸含量(ng/ml)

＞5.96

＞5.96

≤5.96

≤5.96

＞5.96

＞5.96

≤5.96

≤5.96

＞5.96

＞5.96

≤5.96

≤5.96

FHIT蛋白表达量

＞1.26

≤1.26

＞1.26

≤1.26

＞1.26

≤1.26

＞1.26

≤1.26

＞1.26

≤1.26

＞1.26

≤1.26

OR值(95%CI)
1.00

2.91(0.90～9.48)

1.54(0.44～5.45)

4.32(1.36～13.71)

1.00

3.86(0.74～20.21)

0.86(0.11～6.72)

18.90(3.99～89.48)

1.00

3.43(0.35～33.52)

1.71(0.14～20.50)

51.30(6.43～409.44)

aOR值(95%CI)a

1.00

2.73(0.70～10.70)

1.66(0.10～6.87)

3.95(1.02～15.32)

1.00

5.08(0.61～42.66)

0.74(0.06～9.90)

35.58(4.61～274.94)

1.00

2.81(0.18～44.09)

4.74(0.25～89.78)

127.91(10.49～1 559.14)

RERI值

0.56

30.77

121.36

API值

0.14

0.87

0.95

S值

1.24

9.06

22.86

图1 不同宫颈病变组血清叶酸含量与FHIT蛋白

表达量的关系
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酸水平的妇女感染HR-HPV的风险较低，补充叶酸

对宫颈癌前病变有逆转作用［13］。本课题组前期对叶

酸与宫颈癌关系的Meta分析显示随着叶酸水平降

低，患宫颈癌的危险性增加［14］。本次研究显示随着

宫颈病变的加重，血清叶酸含量呈现逐渐降低的趋

势，且 SCC 组和 CINⅡ/Ⅲ组的叶酸水平明显低于

CINⅠ组和CI组，再次验证了叶酸缺乏可增加宫颈

癌发生风险的结论。在此基础上，本次进一步采用

叶酸干预的体外实验研究，结果显示随着叶酸浓度

的增加，宫颈癌细胞的增殖抑制率和凋亡率均逐渐

上升，且均与叶酸浓度呈正相关。说明叶酸可以有

效抑制宫颈癌细胞生长，提示在人群中适当补充

叶酸对宫颈癌及癌前病变的预防和控制具有重要

意义。

近年研究显示，HPV感染的妇女发展为宫颈癌

者仅占较小比例，提示单纯HPV感染不足以引起宫

颈癌的发生，很可能存在其他致癌因子或HPV协同

因子。研究表明，宫颈癌的发生发展与多个抑癌基

因的失活有关，FHIT 基因定位于染色体 3p14.2，覆

盖了染色体脆性位点 FRA3B 及 HPV16 DNA 整合

点，FHIT 基因异常与 HPV 可协同触发宫颈癌发生

与进展［15］。研究发现，随着宫颈病变程度的加重，

FHIT蛋白表达水平逐渐下降［5，16］。本次研究分别采

用甲基化特异性PCR和Western blot法测定组织和

细胞中FHIT基因甲基化状态和蛋白表达水平。结

果显示，随着宫颈病变的进展，FHIT基因的甲基化

率逐渐升高，FHIT 蛋白的表达水平逐渐降低，且

SCC组和CIN组明显低于CI组。提示FHIT基因高

甲基化和FHIT蛋白低表达均与宫颈癌及癌前病变

的发生密切相关，特别发现FHIT蛋白这一代表基因

功能状态的指标，在宫颈癌前病变的早期阶段即发

生了下调，提示FHIT蛋白的检测对宫颈癌变的早期

发现具有重要的预警意义。

研究显示，宫颈组织中FHIT基因的异常甲基化

是FHIT蛋白失活的重要机制之一［6，17-18］。而叶酸作

为甲基供体参与 DNA 的甲基化过程，叶酸缺乏可

导致抑癌基因异常甲基化，提示叶酸可能通过影响

FHIT基因的甲基化状态，进而对 FHIT蛋白的表达

产生影响，但目前尚未见相关报道。本次研究显

示，随着宫颈病变的加重，血清叶酸含量和FHIT蛋

白表达量均呈降低趋势，两者间存在正相关关系；

在 CINⅠ组、CINⅡ/Ⅲ组和 SCC 组，叶酸缺乏和

FHIT蛋白低水平表达均存在正相加交互作用，且该

交互作用随着宫颈病变的加重逐渐增大。体外研究

发现，随着叶酸干预浓度的增加，FHIT基因的甲基

化程度逐渐减弱，FHIT蛋白的表达水平逐渐升高，

验证了宫颈病变妇女中的研究结果，同时提示，补充

叶酸可能逆转 FHIT 基因的高甲基化和蛋白低表

达。本次研究从患病群体和体外干预实验研究两个

层面，均揭示叶酸缺乏和FHIT基因的功能降低或缺

失在宫颈病变的恶性演进中均具有重要作用，当两

者同时存在时，其作用具有正相加交互效应，同时提

出叶酸缺乏可能通过引起FHIT基因高甲基化和蛋

白低表达进而在宫颈病变中起重要作用的分子机

制，为后续进行宫颈癌及其癌前病变病因和机制的

研究提供了新线索，为该病干预和治疗的策略和方

案的制定开拓了新思路。
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