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ｐ１６ＩＮＫ４Ａ表达水平差异与子宫内膜病变发生及发展的关系


李　敏，张觇宇，刘　建

（重庆医科大学附属第二医院妇产科　４０００１０）

　　摘　要：目的　研究抑癌基因ｐ１６ＩＮＫ４Ａ在不同程度子宫内膜病变中的表达水平变化，分析这种差异表达与甲基化及病变

程度的关系。方法　逆转录聚合酶链法（ＲＴＰＣＲ）检测正常子宫内膜组织、子宫内膜复杂性增生、子宫内膜不典型增生、子宫内

膜癌中ｐ１６ＩＮＫ４Ａ基因的表达水平，每组均检测３０例标本。蛋白免疫印迹法分析各组ｐ１６ＩＮＫ４Ａ蛋白水平的表达。甲基化特异

性的ＰＣＲ技术（ＭＳＰ）对ｐ１６ＩＮＫ４ＡＤＮＡ进行甲基化分析。结果　随着子宫内膜病变程度的加重，ｐ１６ＩＮＫ４Ａ的表达量逐渐降

低，子宫内膜癌与其他病变比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；不典型增生与其他病变比较差异均有统计学意义（犘＜０．０５）；子

宫内膜复杂性增生与正常子宫内膜比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。蛋白的表达检测也得到相同的结果。ＭＳＰ进一步分析各

组织中ｐ１６ＩＮＫ４Ａ的甲基化状态，发现在子宫内膜癌组织中有１９例存在不同程度的ｐ１６ＩＮＫ４Ａ的甲基化，子宫内膜不典型增生

组织中有１１例甲基化，子宫内膜复杂性增生组织中有１例甲基化，这些甲基化的组织同时伴有ｐ１６ＩＮＫ４Ａ蛋白的表达异常。甲

基化与子宫内膜癌手术病理分期有关（犘＜０．０５）。正常子宫内膜组织中未发现ｐ１６ＩＮＫ４Ａ甲基化。结论　ｐ１６ＩＮＫ４Ａ作为一种

抑癌基因，它的表达缺失或下降在子宫内膜病变的发生及发展过程中起重要作用，表达越低，内膜的病变程度越重，基因甲基化可

能是导致这种异常表达的主要原因。
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　　子宫内膜病变是女性生殖器中常见的病变之一，尤其是子

宫内膜癌的发病率在世界范围内逐渐增高并有年轻化的趋

势［１］。ｐ１６ＩＮＫ４Ａ基因能直接作用于细胞周期，抑制细胞分

裂，它的表达缺陷导致细胞增殖失控，肿瘤形成，且随着病变程

度的加重，ｐ１６ＩＮＫ４Ａ的表达也有可能发生进一步的变化
［２］。

ｐ１６ＩＮＫ４Ａ表达在子宫内膜癌中的研究已经较多，但在子宫内

膜病变循序渐进发展过程中的趋势目前尚未见报道。本文检

测了不同程度子宫内膜病变组织中的ｐ１６ＩＮＫ４Ａ的表达水

平，同时还分析了甲基化与基因表达水平变化的关系，旨在揭

示ｐ１６ＩＮＫ４Ａ基因表达水平变化在子宫内膜病变发生、发展

过程中的作用及其发生机制。

１　材料与方法

１．１　材料及来源　收集重庆医科大学附属第二医院妇产科

２００８年１０月至２０１１年１０月的手术标本、诊断性刮宫标本及

患者的临床病理资料，包括正常子宫内膜组织、子宫内膜复杂

性增生、子宫内膜不典型增生、子宫内膜癌各３０例组织标本。

子宫内膜癌患者的手术病理分期以手术后标本病理检查结果

结合国际妇产科联盟（ＦＩＧＯ）２０００年提出的标准进行分期。

ＲＮＡ提取试剂Ｔｒｉｚｏｌ为美国ＧＩＢＣＯ公司产品；逆转录 ＡＭＶ

酶、聚合酶链反应Ｔａｑ酶为日本Ｔａｋａｒａ公司产品；亚硫酸氢钠

甲基化修饰试剂盒为Ｃｈｅｍｉｃｏｎ公司产品，兔抗人ｐ１６ＩＮＫ４Ａ

蛋白抗体、βａｃｔｉｎ抗体为美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司产品，辣根酶标
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记的羊抗兔抗体来自Ｐｉｅｒｃｅ公司。ｐ１６ＩＮＫ４Ａ基因的逆转录

聚合酶链法（ＲＴＰＣＲ）及甲基化检测引物序列由上海博亚生

物技术有限公司合成，序列设计参考文献［３］。

１．２　方法

１．２．１　ＲＴＰＣＲ技术检测各组织中ｐ１６ＩＮＫ４ＡｍＲＮＡ表达

　采用Ｔｒｉｚｏｌ一步法试剂分别提取各组织标本中的ＲＮＡ，用

紫外线分光光度仪检测其ＲＮＡ的浓度、纯度符合要求后，先

进行逆转录，再应用ＲＴＰＣＲ技术扩增ｐ１６ＩＮＫ４ＡｍＲＮＡ部

分片段。其引物序列为：上游５′ＡＧＣＣＴＴＣＧＧＣＴＧＡＣＴ

ＧＧＣＴＧＧ３′，下游５′ＣＴＧＣＣＣＡＴＣＡＴＣＡＴＧＡＣＣＴＧＧ

Ａ３′，扩增产物长度为１３９ｂｐ；内参照β肌动蛋白（βａｃｔｉｎ）序

列为：上游５′ＡＡＧＡＧＡＧＧＣＡＴＣＣＴＣＡＣＣＣＴ３′，下游５′

ＧＧＡＡＧＧＡＡＧＧＣＴＧＧＡＡＧ３′，扩增产物长度６１９ｂｐ。循

环条件为：９４℃４ｍｉｎ４５ｓ，然后９４℃４５ｓ，６０℃１ｍｉｎ，７２℃

１ｍｉｎ，循环２８次，最后７２℃延伸５ｍｉｎ。取反应产物１．５％琼

脂糖凝胶电泳，照相并用Ｇｅｌｗｏｒｋｓ１Ｄｉｎｔｅｒｄｉａｔｅ软件分析，以

ｐ１６ＩＮＫ４Ａ条带与同管βａｃｔｉｎ条带的吸光度值的比值表示

ｐ１６ＩＮＫ４ＡｍＲＮＡ的相对表达水平。

１．２．２　蛋白免疫印迹法检测ｐ１６ＩＮＫ４Ａ蛋白的表达水平　

取１００ｍｇ组织，机械分散后，三去污裂解液提取蛋白后，用

Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定总蛋白含量，将所有蛋白样品调至等浓度。采

用１５％聚丙烯酰胺凝胶进行电泳，直至溴酚蓝条带距胶下缘

约１ｃｍ时结束电泳，切下目的蛋白所在部分，电转２ｈ，洗膜后

进行一抗孵育，辣根过氧化物酶标记的羊抗兔ＩｇＧ进行二抗孵

育，最后电化学发光显色，照相，对结果进行灰度扫描分析，半

定量分析结果。

１．２．３　甲基化特异性聚合酶链反应检测各组织的ＤＮＡ甲基

化状态　用 ＤＮＡ 提取试剂盒提取各组 ＤＮＡ，分别取１μｇ

ＤＮＡ用亚硫酸氢钠修饰试剂盒进行修饰，按照说明书进行操

作。ｐ１６ＩＮＫ４Ａ基因的ＤＮＡ甲基化引物，上游５′ＴＴＴＴＴＧ

ＣＧＴＴＴＧＴＴＧＧＡＧＡＡＴＣＧＧＧＴＴＴＴＣ３′，下游５′ＡＴＡ

ＣＡＣＣＧＣＡＡＡＣＣＧＣＣＧＡＣＧＡＡＣＡＡＡＡＣＧ３′，扩增长

度为１５１ｂｐ；非甲基化引物，上游５′ＴＴＴＴＴＧ ＴＧＴ ＴＴＧ

ＴＴＧＧＡＧＡＡＴＴＧＧＧＴＴＴＴＴ３′，下游５′ＡＴＡＣＡＣＣＡＣ

ＡＡＡＣＣＡＣＣＡＡＣＡＡＡＣＡＡＡＡＣＡ３′，扩增长度也为１５１

ｂｐ。反应条件均为：９４℃４ｍｉｎ４５ｓ，然后９４℃４５ｓ，６２℃

４０ｓ，７２℃１ｍｉｎ，循环３５次，最后７２ ℃延伸５ｍｉｎ。产物

１．５％琼脂糖凝胶电泳，照相。根据扩增产物判断ＤＮＡ是否

甲基化，只有甲基化引物扩增出产物者为完全甲基化，甲基化

引物和非甲基化引物均扩增出产物者为部分甲基化，只有非甲

基化引物扩增出产物者为非甲基化。以上实验均重复３次。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行分析，ｍＲＮＡ表

达、蛋白表达采用狋检验，甲基化结果采用χ
２ 检验，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ｐ１６ＩＮＫ４ＡｍＲＮＡ和蛋白在不同程度子宫内膜病变中

表达的结果　ｐ１６ＩＮＫ４ＡｍＲＮＡ和蛋白在各组组织中表达情

况不同，但二者的表达趋势呈相同变化。与正常组织比较，子

宫内膜复杂性增生组织中仅３例表达下降，而子宫内膜不典型

增生中有４例表达缺失，１０例表达下降，在子宫内膜癌中有８

例表达完全缺失，１５例表达下降。随着病变程度的加重，

ｐ１６ＩＮＫ４ＡｍＲＮＡ和蛋白表达均呈下降趋势，正常子宫内膜、

子宫内膜复杂性增生、子宫内膜不典型增生、子宫内膜癌的

ｐ１６ＩＮＫ４ＡｍＲＮＡ表达分别为（１．３１±０．０４）、（１．２６±０．０５）、

（０．６４±０．０４）、（０．２９±０．０６），ｐ１６ＩＮＫ４Ａ 蛋白表达分别为

（１．２８±０．０３）、（１．４０±０．０５）、（０．５９±０．０４）、（０．３１±０．０５），

子宫内膜癌与其他病变比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；

不典型增生与正常子宫内膜组织和复杂性增生比较差异也有

统计学意义（犘＜０．０５）；子宫内膜复杂性增生与正常子宫内膜

比较差异无统计学意义（表１，图１、２）。

　　Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：子宫内膜癌；２：子宫内膜不典型增生；３：子宫内膜复

杂性增生；４：正常内膜；５：ｐ１６ＩＮＫ４Ａ缺失表达子宫内膜癌组织。

图１　　ＲＴＰＣＲ检测ｐ１６ＩＮＫ４Ａ基因表达状况

　　１：子宫内膜癌；２：子宫内膜不典型增生；３：子宫内膜复杂性增生；

４：正常内膜。

图２　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｐ１６ＩＮＫ４Ａ蛋白表达状况

２．２　ｐ１６ＩＮＫ４Ａ甲基化状态分析　３０例子宫内膜癌组织中

发现１９例ｐ１６ＩＮＫ４Ａ甲基化，甲基化率为６３．３３％，所有甲基

化的组织中ｐ１６ＩＮＫ４Ａ的表达水平均明显下降。８２．６１％（１９／

２３）子宫内膜癌组织中的表达缺陷是由甲基化导致的，６例

ｐ１６ＩＮＫ４Ａ表达缺失的子宫内膜癌组织中发现 ｐ１６ＩＮＫ４Ａ

ＤＮＡ呈完全甲基化状态，其ｐ１６ＩＮＫ４ＡｍＲＮＡ和蛋白表达缺

失；１３例为部分甲基化，其ｐ１６ＩＮＫ４ＡｍＲＮＡ和蛋白表达水平

下降；２例ｐ１６ＩＮＫ４ＡｍＲＮＡ 表达缺失和下降的子宫内膜癌

组织中未发现甲基化，可能与ｐ１６ＩＮＫ４Ａ突变缺失有关。不

典型增生组织中８例部分甲基化，３例完全甲基化，复杂性增

生组织中１例部分甲基化，正常子宫内膜组织中未发现甲基化

（图３，表１）。

　　Ｍ：甲基化；Ｕ：非甲基化。

图３　　ｐ１６ＩＮＫ４Ａ基因甲基化状态

２．３　ｐ１６ＩＮＫ４Ａ甲基化与子宫内膜癌手术病理分期的关系

　分析甲基化出现与子宫内膜癌手术病理分期的关系，在３０

例子宫内膜癌组织中，有８例为Ⅰａ期（无甲基化），３例为Ⅰｂ

期（２例甲基化），１０例为Ⅰｃ期（８例甲基化），５例为Ⅱａ期（全
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部甲基化），４例为Ⅱｂ期（全部甲基化）。以Ⅰｃ为分界，发现

甲基化更易于出现在子宫内膜癌的Ⅰｃ期及以后的患者，１９例

发现ｐ１６ＩＮＫ４Ａ甲基化的患者中有１７例为Ⅰｃ期及以后的患

者（犘＜０．０５），见表２。

表１　　ｐ１６ＩＮＫ４ＡＤＮＡ甲基化状况与基因表达

　　　　水平的关系（狀）

组别

ＤＮＡ检测

缺失或突变
甲基化

无 部分完全

ＲＮＡ检测

缺失下降正常
ＲＮＡ相对

表达值（狓±狊）

正常内膜 ０ ３０ ０ ０ ０ ０ ３０ １．３１±０．０４

复杂性增生 ０ ２９ １ ０ ０ ３ ２７ １．２６±０．０５

不典型增生 ０ １９ ８ ３ ４ １０ １６ ０．６４±０．０４

子宫内膜癌 ２ ９ １３ ６ ８ １５ ７ ０．２９±０．０６

表２　　甲基化与病变程度的关系（狀）

组别 Ⅰａ Ⅰｂ Ⅰｃ Ⅱａ Ⅱｂ 合计

甲基化 ０ ２ ８ ５ ４ １９

非甲基化 ８ １ ２ ０ ０ １１

合计 ８ ３ １０ ５ ４ ３０

３　讨　　论

ｐ１６ＩＮＫ４Ａ基因是人们发现的一种直接作用于细胞周期，

抑制细胞分裂的抑癌基因，它表达减少甚至消失使细胞大量由

Ｇ１ 期进入Ｓ期开始增殖，在无限制的增殖过程中发生表型变

化导致肿瘤形成［４］，与妇科肿瘤的发生、发展及预后密切相

关［５］。本研究发现，在子宫内膜癌及子宫内膜不典型增生中

ｐ１６ＩＮＫ４Ａ的表达水平明显下降，且随着子宫内膜病变程度的

加重，ｐ１６ＩＮＫ４Ａ 的表达水平下降更加明显，这也和 ＤｉＤｏ

ｍｅｎｉｃｏ等
［６］的研究结果一致。

基因启动子区域的ＣｐＧ岛高度甲基化是多种肿瘤细胞中

常见的变异［７］，ｐ１６ＩＮＫ４Ａ基因转录起始位点有丰富的ＣｐＧ

岛，基因启动子区ＣｐＧ岛过甲基化可通过抑制其转录，使该基

因失活，目前认为它是一种新的基因调控机制［８］。Ｇｕｉｄａｔ等
［９］

检测ｐ１６ＩＮＫ４Ａ启动子甲基化率在子宫内膜癌为７５％，在子

宫内膜不典型增生中为５０％，而在正常子宫内膜中却没有检

测。本研究进一步了解甲基化与ｐ１６ＩＮＫ４Ａ表达缺陷之间的

关系，发现子宫内膜癌组织中８２．６１％的ｐ１６ＩＮＫ４Ａ表达水平

下降是由甲基化导致的，甲基化率为６３．３３％，甲基化程度不

一可能导致基因表达程度也不一，所以，部分甲基化者有少量

基因ｍＲＮＡ表达，而完全甲基化者基因表达完全缺失。另外，

本研究还发现２例子宫内膜癌患者的组织中基因表达缺陷与

甲基化无关，其甲基化特异性的ＰＣＲ检测结果中无论甲基化

扩增，还是非甲基化扩增，均未有扩增产物出现，说明导致他们

的ｐ１６ＩＮＫ４ＡＤＮＡ发生改变的原因并不是甲基化，而可能另

有机制存在，如：杂合缺失、纯合缺失、突变等。

本文的结果还提示甲基化更易于出现在子宫内膜癌手术

病理分期Ⅰｃ期及以后的患者，分析其原因，可能子宫内膜病

变越向晚期发展，其ｐ１６ＩＮＫ４Ａ甲基化发生率越高，恶性循环

促进子宫内膜细胞增殖更快，病变发展得更快，也就是说，有甲

基化的子宫内膜病变患者往往更易于发展到晚期，其预后较

差，这和作者既往在宫颈癌中的研究结果是一致的。
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