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　　摘　要：　目的　探讨颈静脉球体瘤中凋亡相关基因诱捕受体１（ｄｅｃｏｙｒｅｃｅｐｔｏｒ１，ＤｃＲ１），诱捕受体２（ＤｃＲ２），
死亡受体４（ｄｅａｔｈｒｅｃｅｐｔｏｒ４，ＤＲ４），死亡受体５（ＤＲ５）启动子甲基化状态及其临床意义。方法　采用甲基化特异性
ＰＣＲ（ＭＳＰ）检测１２例颈静脉球体瘤中四个凋亡相关基因ＤｃＲ１、ＤｃＲ２、ＤＲ４、ＤＲ５启动子甲基化状态。同期收集腮
腺良性肿瘤手术切除的正常耳大神经组织作为对照。结果　１２例颈静脉球体瘤均存在甲基化，ＤｃＲ１、ＤｃＲ２、ＤＲ４、
ＤＲ５在颈静脉球体瘤中均存在不同程度的甲基化，甲基化比率为 ＤｃＲ１３６．４％、ＤｃＲ２４１．７％、ＤＲ４７５．０％、ＤＲ５
３３．３％；正常对照中均无甲基化。且甲基化水平较高（ＭＩ＞０．５０）的患者较甲基化水平低（ＭＩ≤０．０５）的患者发病
年龄早（Ｐ＝０．０１８９）。结论　ＤｃＲ１、ＤｃＲ２、ＤＲ４、ＤＲ５在颈静脉球体瘤中均存在甲基化，且与肿瘤的发生相关，甲基化
水平高提示患者发病早，疾病较为严重。ＤＮＡ甲基化是可逆转过程，可能成为今后靶向治疗的有效靶点。
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　　颈静脉球体瘤是一种少见的起源于胚胎神经嵴
的头颈部副神经节瘤，为无内分泌功能的副交感神

经肿瘤。其发病率低于颈动脉体瘤，常表现为搏动

性耳鸣，后组脑神经障碍［１］。副神经节瘤多数为良

性肿瘤，生长缓慢，虽然属于良性肿瘤，但由于周围

存在重要神经血管结构，手术难度大，常预后不

良［２］。大部分的副神经节瘤为散发性，来源于头颈

部以下的副神经节瘤称为嗜铬细胞瘤，最常见于肾

上腺组织，具有分泌儿茶酚胺类激素的内分泌功能。

遗传性副神经节瘤患者常同时存在副神经节瘤与嗜

铬细胞瘤。表观遗传学主要研究由非 ＤＮＡ序列改
变引起的基因表达的可遗传改变，目前有报道在嗜
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铬细胞瘤、副神经节瘤和其他神经来源肿瘤中存在

ＤＮＡ甲基化，组蛋白甲基化等表观遗传修饰现
象［３４］。本研究收集了颈静脉球体瘤患者１２例，采
用甲基化特异的ＰＣＲ（ＭＳＰ）检测４个凋亡相关基因
诱捕受体 １（ｄｅｃｏｙｒｅｃｅｐｔｏｒ１，ＤｃＲ１）、ＤｃＲ２、死亡受
体４（ｄｅａｔｈｒｅｃｅｐｔｏｒ４，ＤＲ４）、ＤＲ５的启动子甲基化
情况，初步探讨 ＤｃＲ１、ＤｃＲ２、ＤＲ４、ＤＲ５基因启动子
甲基化与散发性 ＨＮＰＧＬ的发生发展的关系，为今
后靶向治疗寻找可能的靶点。

１　材料和方法

１．１　材料与试剂
１．１．１　标本来源　收集从２０１３年９月 ～２０１５年
９月上海交通大学附属新华医院耳鼻咽喉头颈外科
采用手术治疗的１２例颈静脉球体瘤患者的组织标
本，男２例，女１０例；年龄２４～５７岁，平均４２．６岁。
其中单发性颈静脉球体瘤９例，颈静脉球体瘤合并
双侧颈动脉体瘤３例。所有患者临床资料完整，均
经术前影像学诊断、术中确认肿瘤来源和术后病理

证实。同期收集腮腺良性肿瘤手术切除的正常耳大

神经组织作为对照。所有标本收集后于液氮中

保存。

１．１．２　主要试剂　血液组织细胞基因组提取试剂
盒，ＤＮＡ重亚硫酸盐转化试剂盒，甲基化特异性
ＰＣＲ试剂盒，琼脂糖购自天根生化科技有限公司；
ＳｓｓＩ甲基转移酶购自ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ公司；Ｇｅｌ
ｒｅｄ购自ＢｉｏｔｉｕｍＩｎｃ公司。
１．２　实验方法
１．２．１　组织基因组 ＤＮＡ提取及 ＤＮＡ亚硫酸氢盐
处理　按照ＤＮＡ提取试剂盒说明提取副神经节瘤
组织、正常耳大神经标本的基因组 ＤＮＡ，所得 ＤＮＡ
浓度１００ｎｇ／μＬ，于 －２０℃保存。取１μｇ正常耳大

神经基因组ＤＮＡ经ＳｓｓＩ甲基转移酶处理用作阳性
对照。按照重亚硫酸盐转化试剂盒说明处理１μｇ
组织标本基因组ＤＮＡ或甲基化处理的基因组 ＤＮＡ
用于后续ＰＣＲ实验，于－２０℃保存。
１．２．２　甲基化特异性 ＰＣＲ（ＭＳＰ）　ＤｃＲ１、ＤｃＲ２、
ＤＲ４、ＤＲ５基因启动子甲基化检测采用ＭＳＰ法，ＰＣＲ
引物及反应条件参考相关文献［５６］。取 ５μＬＰＣＲ
产物于Ｇｅｌｒｅｄ预染的２％琼脂糖凝胶电泳，紫外光
成像。以正常耳大神经ＤＮＡ为阴性对照，经ＳｓｓＩ甲
基转移酶处理的耳大神经ＤＮＡ为阳性对照，纯水为
空白对照。仅非甲基化特异性引物有扩增产物，为

非甲基化（Ｕ），甲基化特异性引物有扩增产物，为甲
基化（Ｍ）。
１．３　统计学处理

所有数据均采用 ＳＡＳ８．０统计软件进行分析。
计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，计数资料以频数表示，Ｆｉｓｈｅｒ
确切概率法及Ｗｉｌｃｏｘｏｎ秩和检验用于统计分析，所
有检验均为双侧，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＤｃＲ１、ＤｃＲ２、ＤＲ４、ＤＲ５基因启动子在颈静脉
球体瘤中甲基化情况

部分组织标本ＭＳＰ结果如图１所示，阴性对照
即正常耳大神经 ＤＮＡ四个基因启动子均为非甲基
化状态。而在 １２例颈静脉球体瘤组织标本中有
１１例（９１．７％）肿瘤组织中 ＤｃＲ１、ＤｃＲ２、ＤＲ４、ＤＲ５
基因启动子呈现不同甲基化程度，甲基化百分比分

别 为 ＤｃＲ１（３６．４％）、ＤｃＲ２（４１．７％）、ＤＲ４
（７５．０％）、ＤＲ５（３３．３％）。以甲基化指数（ｍｅｔｈｙｌａ
ｔｉｏｎｌｎｄｅｘ，ＭＩ）即甲基化基因数／检测基因数，评定
肿瘤个体甲基化情况，１２例颈静脉球体瘤 ＭＩ＝
０．４６±０．３０。
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Ｕ：非甲基化特异性条带；Ｍ：甲基化特异性条带；ＩＶＤ：阳性对照；ＮＡ：阴性对照；Ｈ２Ｏ：空白水对照；Ｍａｒｋｅｒ：ＤＮＡＬａｄｄｅｒ

图１　４种基因在颈静脉球体瘤中ＭＳＰ结果
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２．２　ＤｃＲ１、ＤｃＲ２、ＤＲ４、ＤＲ５基因启动子在颈静脉
球体瘤甲基化与临床联系

按照ＭＩ指数，将１２例颈静脉球体瘤分为两组。
其中 ＭＩ≤０．５０组 ８例（７５％），ＭＩ＞０．５０组 ４例
（２５％），两组患者的临床资料统计见表１。两组患
者肿瘤４个基因甲基化程度不同，患者性别、侧别以
及合并颈动脉体瘤多发差异无统计学意义（Ｐ＞
０．０５）。ＭＩ＞０．５０的患者较 ＭＩ≤０．５０患者发病年
龄为（２９．５±６．４）岁、（４５．６±１０．５）岁，差异具有统
计学意义（Ｐ＝０．０１８９），即肿瘤甲基化程度高患者
发病早，但两组患者肿瘤大小无明显差异。１２例中
有９例为单侧颈静脉球体瘤，３例为颈静脉球体瘤
合并双侧颈动脉体瘤即多发性副神经节瘤。单发性

组与多发性组相比，发病年龄，肿瘤大小，ＭＩ差异均
无统计学意义（Ｐ＞０．０５），具体临床资料见表２。

表１　不同甲基化程度颈静脉球体瘤临床

资料统计分析　（珋ｘ±ｓ）

临床资料 ＭＩ≤０．５０ ＭＩ＞０．５０ Ｐ
男／女（例） １／７ １／３ １．００００
平均发病年龄（岁） ４５．６±１０．５ ２９．５±６．４ ０．０１８９
肿瘤最大直径（ｍｍ） ３２．７±１２．７ ３１．２５±５．８ ０．８３２２
单发／多发（例） ３／２ ６／１ ０．５２２７
右侧／左侧（例） ５／３ ２／２ １．００００

表２　单发性与多发性颈静脉球体瘤临床
资料统计分析　（珋ｘ±ｓ）

临床资料 单发性 多发性 Ｐ
男／女（例） ２／７ ０／３ １．００００
平均发病年龄（岁） ３９．３３±１１．００ ４３．００±１７．０６ ０．６６８１
肿瘤最大直径（ｍｍ） ３２．７６±１２．１５ ３０．６７±４．５１ ０．７８２６
右侧／左侧（例） ６／３ １／２ ０．５２２７
ＭＩ ０．４２±０．２８ ０．５８±０．３８ ０．４２８２

３　讨论

ＤＮＡ甲基化是一种重要的表观遗传学修饰，在
真核生物中胞嘧啶５’碳基位共价结合一个甲基基
团，会显著影响基因表达［７］。ＤＮＡ甲基化修饰与表
观遗传学的基因印记、Ｘ染色体失活、染色体结构修
饰等现象都密切相关，在细胞分化、胚胎发育、肿瘤

形成、细胞衰老等过程也发挥重要作用［８９］。与基

因改变不同，ＤＮＡ甲基化修饰是一个可逆的过程。
启动子区域的高甲基化将会导致转录抑制以及基因

表达沉默［１０］。颈静脉球体瘤作为头颈部副神经节

瘤，与嗜铬细胞同样来源于胚胎神经嵴细胞，但无内

分泌功能。目前有报道嗜铬细胞瘤中存在多个抑癌

基因的甲基化现象，且与肿瘤恶性行为相关［３，１１］。

因此，ＤＮＡ甲基化对颈静脉球体的发生发展相关。
ＤｃＲ１、ＤｃＲ２、ＤＲ４、ＤＲ５是肿瘤坏死因子相关凋

亡诱导配体（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒｒｅｌａｔｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｉｎｄｕｃｉｎｇｌｉｇａｎｄ，ＴＲＡＩＬ）的４个受体，在正常细胞中
均有表达，对细胞凋亡调控发挥着重要的作用［５］。

ＤＲ４、ＤＲ５与 ＴＲＡＩＬ结合能够促进细胞凋亡，而
ＤｃＲ１、ＤｃＲ２由于缺少功能性结构域，虽能与 ＴＲＡＩＬ
结合但是不能诱导细胞凋亡，在正常细胞中 ＤｃＲ１、
ＤｃＲ２、ＤＲ４、ＤＲ５共同作用调节细胞凋亡。ＴＲＡＩＬ
能够选择性诱导促进肿瘤细胞的凋亡，而不影响正

常细胞。正常细胞中 ＤｃＲ１、ＤｃＲ２、ＤＲ４、ＤＲ５均无
甲基化，而多个肿瘤细胞中都存在甲基化现象，并且

有表达下调［５６］。在嗜铬细胞瘤及神经母细胞瘤中

也存在ＤｃＲ１、ＤｃＲ２、ＤＲ４、ＤＲ５不同程度甲基化。
本文对 １２例颈静脉球体瘤进行了 ＤｃＲ１、

ＤｃＲ２、ＤＲ４、ＤＲ５甲基化情况分析，与嗜铬细胞瘤相
似，在颈静脉球体瘤中存在 ＤｃＲ１、ＤｃＲ２、ＤＲ４、ＤＲ５
甲基化，其中ＤＲ４甲基化为７５．０％高于５０％，提示
在颈静脉球体瘤中 ＤＲ４甲基化较为常见。不同颈
静脉球体瘤个体中，呈现不同的甲基化状态，按照

ＭＩ指数分为两组，甲基化水平高的一组（ＭＩ＞
０．５０）较甲基化水平低的一组（ＭＩ≤０．５０）发病早，
提示 ＤｃＲ１、ＤｃＲ２、ＤＲ４、ＤＲ５甲基化在颈静脉球体
瘤的发生发展中发挥重要作用，其原因可能是由于

启动子甲基化抑制基因表达，导致细胞凋亡调控的

改变。

单发性组与多发性组相比，临床资料及甲基化

程度均无显著性差异。副神经节瘤中３０％为遗传
性，与编码琥珀酸脱氢酶的ＳＤＨｘ基因突变有关，遗
传性副神经节瘤患者常表现为多发性肿瘤，而散发

性则为单发性［１２］。因此单发性组与多发性组甲基

化程度无显著性差异，可能存在基因突变的遗传学

变异，而 ＤＮＡ甲基化作为一种表观遗传学调控，是
对基因改变的一种补充机制，有待于今后更深层次

进一步研究。

ＤＮＡ甲基化等表观遗传学改变，极大地丰富了
生物体基因的多变性。因其不涉及ＤＮＡ序列改变，
ＤＮＡ甲基化与组蛋白修饰都是可逆转过程，靶向干
预相关酶的药物今后有望成为新的有效的治疗手

段。

·３９·
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