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喉癌组织中微小 ＲＮＡ１２９２
基因甲基化程度的研究
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　　摘　要：　目的　研究喉癌肿瘤组织中微小 ＲＮＡ１２９２基因（ＭｉＲ１２９２）的甲基化程度及
其与患者临床分级和癌组织病理分化程度的关系。方法　应用 ＭｅｔｈｙｌＰｒｏｆｉｌｅｒＴＭ ＤＮＡ甲基化 ＰＣＲ
系统对 １２例喉癌肿瘤组织和 ６例癌旁组织进行甲基化分析。结果　喉癌组织中 ＭｉＲ１２９２高
甲基化率为 ６６．７％（８／１２），癌旁组织中 ＭｉＲ１２９２高甲基化率为 ０（０／６），两组比较差异有
统计学意义（Ｐ ＜０．０５）。喉癌患者临床分级与 ＭｉＲ１２９２高甲基化率差异无统计学意义（Ｐ
＞０．０５）。病理分化程度与 ＭｉＲ１２９２高甲基化率差异无统计学意义（Ｐ ＞０．０５）。结论　
ＭｉＲ１２９２基因在喉癌组织中甲基化水平升高，ＭｉＲ１２９２高甲基化水平可能与喉癌发生的病
理机制有关。

关　键　词：喉肿瘤，癌；微小 ＲＮＡ；甲基化
中图分类号：Ｒ７３９．６５　　　文献标识码：Ａ　　　文章编号：１００７－１５２０（２０１１）０６－０４０６－０７

ＭｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｏｆＭｉｃｒｏＲＮＡ１２９２ｉｎＬａｒｙｎｇｅａｌＣａｎｃｅｒ

ＤＵ Ｃｈｅｎ，ＬＵ Ｆｅｎｇｍｉｎ，ＬＩＵ Ｚｈｏｎｇｑｉ，ｅｔａｌ．
（ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＯｔｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙＨｅａｄａｎｄＮｅｃｋＳｕｒｇｅｒｙ，ＰｅｋｉｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙＴｈｉｒｄＨｏｓｐｉｔａｌ，Ｂｅｉｊｉｎｇ１００１９１，Ｃｈｉｎａ）

　　Ａｂｓｔｒａｃｔ：　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏａｓｓｅｓｓｔｈｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＭｉｃｒｏＲＮＡ１２９２（ＭｉＲ１２９２）ｉｎｌａｒｙｎｇｅａｌ
ｃａｎｃｅｒ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＷｅａｐｐｌｉｅｄＭｅｔｈｙｌＰｒｏｆｉｌｅｒＴＭ ＤＮＡＰＣＲＡｒｒａｙＳｙｓｔｅｍ（ＳＡＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓＣｏｍｐａｎｙ）ｔｏａｎａｌｙｓｉｓ
ｏｆ１２ｌａｒｙｎｇｅａｌｃａｎｃｅｒａｎｄ６ｐａｒａｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｈｙｐｅｒｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｉｎ６６．７％ ｏｆｔｈｅ
ｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅ（８／１２）ａｎｄｎｏｎｅｉｎｐａｒａｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅ（０／６）（Ｐ ＜０．０５）；ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ．
Ａｍｏｎｇｔｈｅｃｌｉｎｉｃａｌｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｏｆｅａｃｈｃｌｉｎｉｃａｌｓｔａｇｅ，ｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆＭｉＲ１２９２
ｈｙｐｅｒｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｒａｔｅ（Ｐ ＞０．０５）．ＴｈｅｒｅｗａｓｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆＭｉＲ１２９２ｈｙｐｅｒｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｒａｔｅ
ｂｅｔｗｅｅｎｔｗｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃｇｒａｄｅｓ（Ｐ ＞０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴｈｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＭｉＲ１２９２ｉｓｈｉｇｈｅｒｉｎ
ｌａｒｙｎｇｅａｌｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｔｈａｎｉｎｐａｒａｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅ，ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｔｈａｔｉｔｍａｙｐｌａｙａｒｏｌｅｉｎｌａｒｙｎｇｅａｌｃａｎｃｅｒ．Ｔｈｅ
ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＭｉＲ１２９２ｍａｙｎｏｔｂｅｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｌｉｎｉｃａｌｓｔａｇｅｏｆｌａｒｙｎｇｅａｌｃａｎｃｅｒ．Ｔｈｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｏｆＭｉＲ１２９２ｍａｙｎｏｔｂｅｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｐａｔｈｏｌｏｇｉｃｇｒａｄｅｏｆｌａｒｙｎｇｅａｌｃａｎｃｅｒ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｌａｒｙｎｇｅａｌｎｅｏｐｌａｓｍｓ，ｃａｎｃｅｒ；ＭｉｃｒｏＲＮＡ；Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ

　　微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ）是一类高度保守
的非编码蛋白质小 ＲＮＡ分子，它通过在后
转录水平对目标信使 ＲＮＡ（ｍＲＮＡ）的 降 解

或抑制，达到调节基因表达的目的［１］。ＭｉＲ
１２９２基因位于染 色 体 １１ｐ１１．２，目 前 其
预测 目 标 信 使 ＲＮＡ 主 要 包 括 ＳＯＸ４以 及
ＧＡＬＮＴ１。有文献报道 ＭｉＲ１２９２在子宫内
膜癌、胃癌、膀胱癌中表达下调，其预测靶

基因 ＳＯＸ４表达增加，患者总体生存率明显
降低［２４］。当向子宫内膜癌细胞中转染 ＭｉＲ

·６０４·



１２９２后，ＳＯＸ４表达下调，肿瘤生长受到抑
制［２］。说明 ＭｉＲ１２９２在子宫内膜癌中可能
扮演了抑癌基因的角色。ＳＯＸ４基因位于染
色体 ６ｐ２２．３，其表达产物是一种能够调节
祖细胞发育以及 Ｗｎｔ信号转导通路的细胞因
子。有学者研究发现 Ｗｎｔ信号传导通路在头
颈部鳞癌中被激活［５］，提示 Ｗｎｔ通路可能对
头颈部鳞癌的发生发展发挥着重要作用。

甲基化是 一 种 基 因 的 表 观 遗 传 学 修 饰

方式。在哺乳动物中几乎所有 ＤＮＡ甲基化
发生在 ＣｐＧ二核苷酸序列的 ５＇胞嘧啶上。
染色体中含有高密度 ＣｐＧ双联体的区域被
称为 ＣｐＧ岛，这些区域发生甲基化与基 因
转录抑制有关［６］。基 因 启动子甲基化被认

为是一种调节肿瘤细胞中原癌基因活性的

表观遗传学修饰机制［７８］。研究发现在子宫

内膜癌中 ＭｉＲ１２９２的启动子区呈高甲基
化状态。当使用药物去除 ＭｉＲ１２９２启动
子甲基化 时，ＳＯＸ４表 达 下 调，肿 瘤 细 胞 增
长受到抑制［２］。说明 ＭｉＲ１２９２低表达可
能与启动子区发生甲基化有关。本研究拟

观察喉癌肿瘤及癌旁组织中 ＭｉＲ１２９２基
因启动子区甲基化水平，探讨喉癌发展过程

中 ＭｉＲ１２９２的甲基化规律及分子机制。

１　资料与方法

１．１　材料
收集 ２００９年 ６月 ～２０１０年 ３月北京

大学第三医院和北京大学第一医院收治住

院的 １２例男性喉癌患者，年龄 ３９～７９岁，
平均年龄 ５９．９岁；同时选取其中 ６例配对
癌旁组织标本。癌组织取于肿瘤中心区域的

组织；癌旁组织距肿瘤安全缘 １～１．５ｃｍ。
组织离体后立即切成厚度为 ０．５ｍｍ小块放
入 ＲＮＡｌａｔｅｒ溶液中置于 －２０℃冰箱中保存。
根据国际抗癌协会（ＵＩＣＣ）２００２年 ＴＮＭ分类
标准对喉癌标本进行分级。所有患者术前未

进行放、化疗。

１．２　方法
１．２．１　ＤＮＡ提取　取 ５０ｍｇ组织，按照饱
和酚氯仿法提取组织 ＤＮＡ。应用电泳法及
紫外分光光度计测定 ＤＮＡ的浓度及纯度。
１．２．２　荧光实时定量 ＰＣＲ检测 ＤＮＡ甲基

化 程 度 　 ① 酶 切：应 用 ＳＡＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公 司
ＭｅｔｈｙｌＰｒｏｆｉｌｅｒＴＭ ＤＮＡ甲基化 ＰＣＲ系统对样本
ＤＮＡ进行酶切处理见表 １。其中处理无内
切酶（Ｍｏ）即不加入任何限制性内切酶；处
理甲基化敏感酶（Ｍｓ）即加入甲基化敏感酶
（ＨａｈＩ），可切 开 非 甲 基 化 以 及 部 分 甲 基 化
的 ＤＮＡ序列，仅保留高甲基化 ＤＮＡ序列；处
理甲基化依赖酶（Ｍｄ）即加入甲基化依赖酶
（Ｍｃｒｂｃ），可切开任何甲基化的 ＤＮＡ序列，
只 留 下 非 甲 基 化 序 列；处 理 两 种 内 切 酶

（Ｍｓｄ）同时加入甲基化敏感酶及甲基化依
赖酶。反应条件：３７℃ １５ｈ，６５℃ ２０ｍｉｎ。
②荧 光 实 时 定 量 ＰＣＲ：利 用 ＵＣＳＣ Ｇｅｎｏｍｅ
Ｂｒｏｗｓｅｒ系统检索 ＭｉＲ１２９２基因启动子序
列，根据其 ５＇端上游启动子所在区域的序列
设计 ＰＣＲ引物，并 由 上 海 生 工 生 物 有 限 公
司合 成：上 游 ５′ＧＧＡＣＧＧＴＣＴＧＧＡＧＡＡＡＴＧＧＡ
ＧＡ３′，下 游 ５′ＧＡＴＴＣＧＣＧＡＡＧＧＧＣＡＧＡＡＴＡ
ＴＧ３′。

应用罗氏 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ４８０荧光定量 ＰＣＲ
仪对酶切产物进 行 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ。反 应 体
系：酶切产物 ４μｌ，上游引物 ０．５μｌ，下游
引物 ０．５μｌ，双蒸水 ４μｌ，荧光染料 ＳＹＢＲ

１μｌ，荧光定量 ＰＣＲＭｉｘ１０μｌ。ＰＣＲ反应条
件见表 ２。

表 １　ＭｅｔｈｙｌＰｒｏｆｉｌｅｒＴＭ ＤＮＡ甲基化 ＰＣＲ酶切处理

ＤＮＡ
无内

切酶

甲基化

敏感酶

甲基化

依赖酶

两种

内切酶

Ｍｏ ２５μｌ ２４μｌ ２４μｌ ２３μｌ

Ｍｓ － １μｌ － １μｌ

Ｍｄ － － １μｌ １μｌ

总量 ２５μｌ ２５μｌ ２５μｌ ２５μｌ

表 ２　荧光实时定量 ＰＣＲ反应条件

循环数 温度（℃） 持续时间

１ ９５ １０ｍｉｎ

４０ ９５ ３０ｓ

６８ ４０ｓ

１ ７０ １ｓ

９９（升温速度０．０７℃／ｓ） 升至即降温

１ ３７ ２ｍｉｎ

·７０４·
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　 　 通 过 ＣＭｏ ＝２
－ＣｔＭｏ、ＣＭｓ ＝２

－ＣｔＭｓ、ＣＭｄ ＝
２－ＣｔＭｄ、ＣＭｓｄ ＝２

－ＣｔＭｓｄ公式 得 出 不 同 酶 切 处 理

后目标 ＤＮＡ序列的初始量，然后依据 ＦＲ ＝
ＣＭｓｄ／ＣＭｏ ＝２

－ＣｔＭｓｄ／２－ＣｔＭｏ ＝２－ΔＣｔ（ＭｓｄＭｏ）公 式 对
酶切效率进行计算评价。

当 ＣｔＭｓｄ －ＣｔＭｏ＞２说明超过 ７５％的 ＤＮＡ
进行了酶切，实验结果可信。最后通过两种

不同酶切处理得到的初始目标 ＤＮＡ序列浓
度与总初始目标 ＤＮＡ序列浓度进行比较，
分别计算出高甲基化序列及非甲基化序列

的 含 量。 ＦＨＭ ＝ ＣＭｓ／ＣＭｏ ＝２
－ＣｔＭｓ／２－ＣｔＭｏ ＝

２－ΔＣｔ（ＭｓＭｏ），ＦＵＭ ＝ ＣＭｄ／ＣＭｏ ＝２
－ＣｔＭｄ／２－ＣｔＭｏ ＝

２－ΔＣｔ（ＭｄＭｏ）。将 Ｃｔ值 带 入 上 述 公 式，最 终 得
出该样本 ＭｉＲ１２９２基因高甲基化及低甲
基化程 度。当 高 甲 基 化 序 列 含 量 ＞１０％，
认为该样本 ＭｉＲ１２９２基因处于高甲基化
状态。

１．３　统计学分析
应用 ＰＡＳＷＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ１８．０统计软件包对数

据行四格表精确概率计算。Ｐ ＜０．０５时差
异具有统计学意义。

２　结果

２．１　组织标本临床资料
１２例喉癌组织标本经北京大学第三医

院和北京大学第一医院病理科石蜡病理切

片 检 查 ，均 为 鳞 状 细 胞 癌 。其 中 高 分 化

５例 ，中 分 化 ７例 ；声 门 上 型 ４例 ，声 门 型
７例 ，跨 声 门 型１例 ；Ｔ１Ｎ０Ｍ０１例 ，Ｔ２Ｎ０Ｍ０
２例 ，Ｔ２Ｎ１Ｍ１１例 ，Ｔ３Ｎ０Ｍ０５例 ，Ｔ３Ｎ２Ｍ０
１例，Ｔ４Ｎ０Ｍ０１例，Ｔ４Ｎ１Ｍ１１例 。

２．２　喉癌及癌旁组织酶切产物荧光定量
ＰＣＲ
２．２．１　 荧 光 实 时 定 量 ＰＣＲ熔 解 曲 线
（图 １）　 分析熔解曲线，发现绝大部分反
应只有一个峰，并未出现非特异性扩增，说

明反应顺利，引物设计成功。极少部分反应

出现双峰，大多集中于两种内切酶（Ｍｓｄ）处
理，考虑与酶切后，小片段 ＤＮＡ形成互补双
链所致。

２．２．２　 荧 光 实 时 定 量 ＰＣＲ扩 增 曲 线
（图 ２）　 横坐标为反应的循环次数，纵坐
标为荧光强度。红色横线代表人为设定的

荧光强度。当反应体系的荧光强度达到这

一标准时，得到其对应横坐标反应循环次
数，即不同标本 Ｃｔ值。结果见表 ３，４。根
据甲基化序列计算得出每一个标本的高甲

基化率，结果见表 ５。

图 １　熔解曲线

图 ２　扩增曲线

２．３　 喉 癌 肿 瘤 组 织 及 癌 旁 组 织 中 ＭｉＲ
１２９２高甲基化率

根据 ＭｅｔｈｙｌＰｒｏｆｉｌｅｒＴＭ ＤＮＡ甲基化系统说
明，取 ＨＭ＞１０％为高甲基化状态。计算得
出 ＭｉＲ１２９２在喉癌及癌旁组织中高甲基
化率，结果见表 ６。

表 ３　 喉癌组织酶切产物 Ｃｔ值 （珋ｘ±ｓ）

编号 Ｍｏ Ｍｓ Ｍｄ Ｍｓｄ ΔＣｔ（ＭｓｄＭｏ）

００１Ａ ２２．５６５４１５５４ ３３．０１１３７６３９ ２６．７９９２８９８ ３２．９５１８１８１ １０．３８６４０２５６

００２Ｂ ２２．３０９９９３２５ ２３．３４８０７７１６ ２３．５４６０１２８１ ２８．５３１３３６３３ ６．２２１３４３０８

００３Ｂ ２３．１２２０１５０２ ２８．２９３９８３７９ ２３．１５４３９８１６ ２９．７４７６７４５８ ６．６２５６５９５６１

·８０４·

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　中国耳鼻咽喉颅底外科杂志　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　第１７卷



续上表

编号 Ｍｏ Ｍｓ Ｍｄ Ｍｓｄ ΔＣｔ（ＭｓｄＭｏ）

００４Ａ ２２．６２６００６９４ ２４．０４６３０９０８ ２５．４２４２１３２７ ２８．８２５８５９２ ６．１９９８５２２６９

００８Ａ ２３．１２８４１８５２ ２４．５２７２８１７３ ２４．４５６４２１０３ ３０．８５７６０６４３ ７．７２９１８７９０６

００９Ａ ２２．２８０２６８５７ ２４．０８１０４８９６ ２３．４４９２８２９３ ２８．９８５５０２２３ ６．７０５２３３６５８

０１０Ｂ ２２．７１５４７６６８ ２４．６１０９６８７２ ２３．７５１６３８１７ ２９．４７２１７４７５ ６．７５６６９８０７

０１３Ｂ ２２．０６６７６７５ ２４．２５１８２５３ ２１．７１３１６１８２ ２８．１２１００３１５ ６．０５４２３５６４９

０１４Ａ ２４．０５７６５６５ ２５．３５７６５６６４ ２５．６９８６１７８９ ２８．９６１６８０５６ ４．９０４０２４０５９

０１６Ｂ ２２．３４８１１５７５ ３１．８１９６４４９２ ２２．１９４４４５４７ ３４．５９４８９６２９ １２．２４６７８０５４

０１９Ｂ ２２．５５３０１４７４ ２９．９７１０５１９８ ２２．６９５２３１５９ ３３．２００２６８６ １０．６４７２５３８６

０２３Ｂ ２２．８５５８４９６７ ２２．９５０００４３ ２２．３７４７３８２９ ２７．９１２２６５４６ ５．０５６４１５７８８

表 ４　 癌旁组织酶切产物 Ｃｔ值 （珋ｘ±ｓ）

编号 Ｍｏ Ｍｓ Ｍｄ Ｍｓｄ ΔＣｔ（ＭｓｄＭｏ）

００２Ｄ ２２．３１１９５０７３ ２７．１７３８３３７７ ２２．７０３７５８７４ ２９．９６７４０７４６ ７．６５５４５６７２５

００３Ｄ ２２．７７５０１０９１ ２８．９１９６４３１７ ２３．３００１１８０５ ３０．７２２９０６３６ ７．９４７８９５４５５

０１３Ｄ ２１．５１２２９０９７ ２８．７６３７０１６９ ２１．２５４５５７６ ３１．７９９６２１３２ １０．２８７３３０３５

０１４Ｄ ２３．２８７３５３６３ ３０．５６２４１９２６ ２３．１７４８８８１３ ３２．４４５６８５３９ ９．１５８３３１７６５

０１９Ｃ ２２．２６１７５０７ ３２．２７２７２０６８ ２２．３９０５１８４９ ３２．４９１７９ １０．２３００３９３１

０２３Ｄ ２２．２８９６３１２８ ３０．２２２５８６４２ ２２．９１５３９６５５ ３２．７７９６６０７９ １０．４９００２９５１

表 ５　 ＭｉＲ１２９２在喉癌及癌旁组织组织中高甲基化程度 （珋ｘ±ｓ）

癌组织 高甲基化率（％） 癌旁组织 高甲基化率（％）

００１Ａ ０．０７ － －

００２Ｂ ４８．７０ ００２Ｄ ３．４４

００３Ｂ ２．７７ ００３Ｄ １．４１

００４Ａ ３７．３６ － －

００８Ａ ３７．９２ － －

００９Ａ ２８．７０ － －

０１０Ｂ ２６．８８ － －

０１３Ｂ ２１．９９ ０１３Ｄ ０．６６

０１４Ａ ４０．６１ ０１４Ｄ ０．６５

０１６Ｂ ０．１４ － －

０１９Ｂ ０．５８ ０１９Ｃ ０．１０

０２３Ｂ ５０．００ ０２３Ｄ ０．４１

表 ６　 ＭｉＲ１２９２在喉癌组织及癌旁组织中高甲基化率 （珋ｘ±ｓ）

全部癌及癌旁组织

高甲基化 非甲基化
高甲基化率 Ｐ

配对癌及癌旁组织

高甲基化 非甲基化
高甲基化率 Ｐ

癌组织 ８ ４ ８／１２ ０．０１ ４ ２ ４／６ ０．０６

癌旁组织 ０ ６ ０／６ ０ ６ ０／６

总数 ８ １０ ４ ６

·９０４·
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　　经 Ｆｉｓｈｅｒ精确检验，Ｐ ＝０．０１。说明
ＭｉＲ１２９２基因高甲基化率在喉癌组织及
癌旁组织中有显著性差异。全部喉癌组织

标本中，肿 瘤 组 织 ＭｉＲ１２９２基 因 启 动 子
甲基化程度高于癌旁组织。

６对配对标本中，ＭｉＲ１２９２基因启动
子在癌组织中高甲基化率为 ４／６，在癌旁组
织中为 ０／６。Ｆｉｓｈｅｒ精确检验，Ｐ ＝０．０６。
配对标本高甲基化率对比，结果见图 ３。
２．４　 ＭｉＲ１２９２高 甲 基 化 率 与 临 床 病 理
参数的关系见表 ７

从表中可以看出，ＭｉＲ１２９２基因高甲
基化率与 ＴＮＭ临床分级差异无统计学意义
（Ｐ＞０．０５）。喉 癌 肿 瘤 组 织 ＭｉＲ１２９２

高甲基化率与病理分化程度差异无统计学

意义（Ｐ ＞０．０５）。

图 ３　配对标本高甲基化率对比

表 ７　 ＭｉＲ１２９２高甲基化率与临床病理参数的关系

临床病理参数 非甲基化 高甲基化 高甲基化率 Ｐ

ＴＮＭ分级 Ｔ１Ｎ０Ｍ０

Ｔ２ＮｘＭｘａ

Ｔ３ＮｘＭｘｂ

Ｔ４ＮｘＭｘｃ

１

１

２

０

０

２

４

２

０／１

２／３

４／６

２／２

０．３９

病理分化 高分化

中分化

１

３

４

４

４／５

４／７

０．５７

　　注：ａＴ２ＮｘＭｘ包括Ｔ２Ｎ０Ｍ０２例、Ｔ２Ｎ１Ｍ１１例；ｂＴ３ＮｘＭｘ包括Ｔ３Ｎ０Ｍ０５例、Ｔ３Ｎ２Ｍ０１例；ｃＴ４ＮｘＭｘ包括Ｔ４Ｎ０Ｍ０１例、Ｔ４Ｎ１Ｍ１１例

３　讨论

３．１　ＭｉＲ１２９２与其下游靶基因
ＭｉＲ１２９２是微小 ＲＮＡ中的一员，其基

因位于染色体 １１ｐ１１．２。根据计算机预测
其下游靶基因可能为 ＳＯＸ４［３］（ｔｈｅＳＲＹｒｅｌａｔ
ｅｄｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐｂｏｘ４ｇｅｎｅ）。ＳＯＸ４被
认为是一种原癌基因，位于染色体６ｐ２２．３，
其表达产物是一种能够调节祖细胞发育以

及 Ｗｎｔ信号转导通路的细胞因子，在 Ｗｎｔ通
路调节过程中扮演了重要作用。有文献报

道，ＳＯＸ４可与 β连环蛋白直接发生作用，
并与其 一 起 激 活 Ｗｎｔ通 路 下 游 基 因 的 表
达［９１０］。同时有文献报道它在乳腺癌［１１］、肺

癌［１２］、结肠癌［１３］、髓母细胞瘤［１４］、涎腺癌［１５］

以及肝癌［１６］中表达上调。

甲基化是 一 种 基 因 的 表 观 遗 传 学 修 饰

方式，它本身并不改变基因的碱基顺序。发

生甲基化的基因转录受到影响，因而引起表

达量的降低。在子宫内膜癌中，ＭｉＲ１２９２
基因启动子区会发生甲基化会使本身表达

降低，进而引起 ＳＯＸ４表达上调［２］。因此考

虑 ＭｉＲ１２９２基 因 高 甲 基 化 可 能 与 乳 腺
癌、肺癌、肝癌等肿瘤的发生有关。本研究

首次应用 ＭｅｔｈｙｌＰｒｏｆｉｌｅｒＴＭ ＤＮＡ甲基化 ＰＣＲ系
统对喉癌及癌旁组织中 ＭｉＲ１２９２基因进
行甲基化分析，以揭示其在喉癌发生、发展

过程中的甲基化规律及其发病机制。

本研究采用了甲基化敏感的限制性内切

酶与荧光实时定量 ＰＣＲ相结合的方法 Ｍｅｔｈ
ｙｌＰｒｏｆｉｌｅｒＴＭ ＤＮＡ甲基化 ＰＣＲ系统来检测目标
片段的甲基化程度。该方法结合了限制性内

切酶与荧光实时定量 ＰＣＲ的优势，避免了应
用亚硫酸氢钠所带来的 ＤＮＡ处理不完全和
ＤＮＡ降 解 等 问 题，同 时 解 决 了 低 通 量 的 缺
点。但是这种方法仍受到某些条件的制约，

若目的基因片段并不含有限制性内切酶的酶
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切位点，则不适用于此种方法。

３．２　ＭｉＲ１２９２甲基化程度分析
对所有 癌 及 癌 旁 组 织 ＭｉＲ１２９２甲 基

化程度 分 析，说 明 ＭｉＲ１２９２高 甲 基 化 率
在癌和癌旁组织中有显著性差异，癌组织中

ＭｉＲ１２９２基 因 甲 基 化 水 平 升 高。 这 与
Ｈｕａｎｇ等［２］在 子 宫 内 膜 癌 中 的 研 究 结 果 相

同。说明 ＭｉＲ１２９２基因启动子区高甲基
化可能与喉癌的发生有关，ＭｉＲ１２９２基因
有可能在其中扮演抑癌基因的角色。由于

基因表达和甲基化水平可能存在个体差异，

因此对 ６例患者癌及癌旁组织中 ＭｉＲ１２９２
甲基化程度进行分析。结果无显著性差异，

但 其 趋 势 显 而 易 见 ，癌 组 织 高 甲 基 化 率

４／６，癌旁组织高甲基化率 ０／６。考虑这与
本研究样本量较小有关。拟继续增加实验

样本数量进行观察。分析 ＭｉＲ１２９２甲基
化程度与肿瘤 ＴＮＭ 分级以及肿瘤组织病理
分化程 度 之 间 的 关 系，发 现 ＭｉＲ１２９２高
甲基化 率 在 肿 瘤 ＴＮＭ 分 级 中 无 显 著 性 差
异。首先考虑这可能是由于影响肿瘤 ＴＮＭ
分级的因素很多，如就诊时间、肿瘤恶性程

度、生长部位以及影响肿瘤生长、侵袭的其

他基因等；其次本研究样本量较少，需进一

步扩大样本量以进行观察。分析 ＭｉＲ１２９２
甲基化程度与肿瘤组织病理分化程度之间的

关系。结果显示 ＭｉＲ１２９２高甲基化程度
在高、中分化鳞癌中亦无显著性差异。该初

步结论仍需进一步增加样本量继续观察。

微小 ＲＮＡ基因是一类非编码蛋白质基
因，本身并不会通过蛋白质直接发挥作用，

而是通过调节下游靶基因的表达而实现其

功能。有学者推测，每一种微小 ＲＮＡ可调
节许多目 标 信 使 ＲＮＡ，而 每 一 种 信 使 ＲＮＡ
又受到不止一种微小 ＲＮＡ的作用［１７］。本研

究样本量较小，且仅对喉癌及癌旁组织 中

ＭｉＲ１２９２基因甲基化程度的差异性进行
了分析，并没有研究当这种基因发生甲基化

之后，ＭｉＲ１２９２的表达会发生何种变化，
以及其下游靶基因的表达是否受到激活或

抑制。

故应继续扩大样本量，观察 ＭｉＲ１２９２
启动子区在喉癌及癌旁组织中甲基化程度。

同时提取组织总 ＲＮＡ、进行免疫组化实验，

观察 ＭｉＲ１２９２及下游靶 基 因 ＳＯＸ４的 在
喉癌及癌旁组织中的表达情况。并进行细

胞实验 研 究，人 为 制 造 ＭｉＲ１２９２甲 基 化
及去甲基化，观察其本身和下游靶基因的表

达情况。
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