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　　摘　要：　目的　探讨喉鳞状细胞癌（ＬＳＣＣ）中ＥＣＲＧ４的ｍＲＮＡ和蛋白表达以及其在ＬＳＣＣ肿瘤组织中的甲
基化水平，分析其临床意义。方法　从人类蛋白图谱（ＨＰＡ）以及基因表达谱交互分析（ＧＥＰＩＡ）数据库分析ＥＣＲＧ４
在头颈部肿瘤中的表达，收集１５例原发 ＬＳＣＣ患者的组织样本及癌旁正常组织样本，实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴ
ｑＰＣＲ）检测样本中的ＥＣＲＧ４ｍＲＮＡ表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测组织中的蛋白表达，甲基化特异性ＰＣＲ（ＭＳＰ）及测序分
析检测ＥＣＲＧ４启动子甲基化水平，比较 ＥＣＲＧ４ｍＲＮＡ表达及甲基化水平与 ＬＳＣＣ患者临床病理特征之间的相关
性。结果　ＨＰＡ和ＧＥＰＩＡ分析结果发现 ＥＣＲＧ４在头颈部鳞状细胞癌中表达下降。与癌旁正常组织相比，ＲＴ
ｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果表明ＬＳＣＣ患者肿瘤组织中的ＥＣＲＧ４ｍＲＮＡ和蛋白表达较低（Ｐ＜０．００１），测序分析
结果指出ＬＳＣＣ肿瘤组织中ＥＣＲＧ４启动子甲基化水平明显升高（Ｐ＜０．００１）。ＥＣＲＧ４ｍＲＮＡ高表达水平与 ＬＳＣＣ
患者Ⅲ、Ⅳ期、存在淋巴转移、复发以及Ｇ２、Ｇ３期相关（Ｐ＜０．０５），而Ⅲ、Ⅳ期、复发以及 Ｇ２、Ｇ３期的 ＬＳＣＣ患者肿
瘤组织中的ＥＣＲＧ４启动子甲基化水平升高更明显（Ｐ＜０．０５）。结论　ＥＣＲＧ４在ＬＳＣＣ中表达水平下降，甲基化水
平升高，在Ⅲ、Ⅳ期、复发以及Ｇ２、Ｇ３期的患者中变化更明显，为ＬＳＣＣ后续研究提供理论基础。

关　键　词：喉鳞状细胞癌；ＥＣＲＧ４；甲基化
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ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｏｆＥＣＲＧ４ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ
ｉｎｌａｒｙｎｇｅａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ
ＬＩＵＢｉｎ１，ＰＥＮＧＺｈｅｎｇｊｉａ２，ＬＩＡＮＧＦｅｎｆｅｎｇ２，ＬＩＡＯＪｕｎ２

（１．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＯｔｏｒｈｉｎｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙＨｅａｄａｎｄＮｅｃｋＳｕｒｇｅｒｙ，ＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＸｉａｎｇｔａｎＭｅｄｉｃｉｎｅａｎｄＨｅａｌｔｈＶｏｃａ
ｔｉｏｎａｌＣｏｌｌｅｇｅ，Ｘｉａｎｇｔａｎ４１１１０４，Ｃｈｉｎａ；２．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＯｔｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙＨｅａｄａｎｄＮｅｃｋＳｕｒｇｅｒｙ，ＸｉａｎｇｔａｎＣｅｎｔｒａｌＨｏｓｐｉ
ｔａｌ，Ｘｉａｎｇｔａｎ４１１１００，Ｃｈｉｎａ）

　　Ａｂｓｔｒａｃｔ：　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥＣＲＧ４ｉｎｌａｒｙｎｇｅａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＬＳＣＣ）ａｎｄｉｔｓｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｉｎＬＳＣＣｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅ，ａｎｄｔｏａｎａｌｙｚｅｉｔｓｃｌｉｎｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥＣＲＧ４ｉｎｈｅａｄａｎｄｎｅｃｋｔｕｍｏｒｓｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｆｒｏｍｔｈｅＨｕｍａｎＰｒｏｔｅｉｎＡｔｌａｓ（ＨＰＡ）ａｎｄＧｅｎｅＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ＰｒｏｆｉｌｅＩｎｔｅｒａｃｔｉｖｅＡｎａｌｙｓｉｓ（ＧＥＰＩＡ）ｄａｔａｂａｓｅｓ．Ｔｉｓｓｕｅｓａｍｐｌｅｓｏｆ１５ｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｐｒｉｍａｒｙＬＳＣＣａｎｄａｄｊａｃｅｎｔｎｏｒｍａｌ
ｔｉｓｓｕｅｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄ．ＲｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）ｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＥＣＲＧ４ｍＲＮＡｉｎｔｈｅｓａｍｐｌｅｓ，ａｎｄＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅｔｉｓｓｕｅｓ．Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ
ｓｐｅｃｉｆｉｃＰＣＲ（ＭＳＰ）ａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＥＣＲＧ４ｐｒｏｍｏｔｅｒ．Ｃｏｍｐａｒｅｔｈｅ
ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＥＣＲＧ４ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌａｎｄｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆＬＳＣＣ
ｐａｔｉｅｎｔｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＨＰＡａｎｄＧＥＰＩＡａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＥＣＲＧ４ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｈｅａｄａｎｄｎｅｃｋｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＲＴｑＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＥＣＲＧ４ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＬＳＣＣｐａｔｉｅｎｔｓ
ｗｅｒｅｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｉｎａｄｊａｃｅｎｔｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓ（Ｐ＜０．００１）．Ａｎｄｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｔｈｅ
ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＥＣＲＧ４ｐｒｏｍｏｔｅｒｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎＬＳＣＣｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ（Ｐ＜０．００１）．Ｔｈｅｈｉｇｈｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
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ｌｅｖｅｌｏｆＥＣＲＧ４ｍＲＮＡｗａｓｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｓｔａｇｅＩＩＩ、ＩＶ，ｌｙｍｐｈａｔｉｃｍｅｔａｓｔａｓｉｓ，ｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅ，ａｎｄＧ２、Ｇ３ｇｒａｄｅｉｎＬＳＣＣ
ｐａｔｉｅｎｔｓ（Ｐ＜０．０５），ｗｈｉｌｅｔｈｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＥＣＲＧ４ｐｒｏｍｏｔｅｒｉｎＬＳＣＣｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｓｔａｇｅＩＩＩ、ＩＶ，ｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅａｎｄ
Ｇ２、Ｇ３ｇｒａｄｅｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＥＣＲＧ４ｉｓｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ａｎｄｔｈｅ
ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＥＣＲＧ４ｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎＬＳＣＣ．ＴｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆＥＣＲＧ４ａｒｅｍｏｒｅｏｂｖｉｏｕｓｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｓｔａｇｅＩＩＩ、ＩＶ，
ｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅａｎｄＧ２、Ｇ３ｓｔａｇｅ，ｗｈｉｃｈｐｒｏｖｉｄｅｓａｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌｂａｓｉｓｆｏｒｔｈｅｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔｓｔｕｄｙｏｆＬＳＣＣ．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｌａｒｙｎｇｅａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ；ＥＣＲＧ４；Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ

　　喉癌是最常见的一种头颈部肿瘤，约占头颈部
肿瘤总数的四分之一［１］，其中喉鳞状细胞癌（ｌａｒｙｎ
ｇｅａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＬＳＣＣ）又占喉部恶性
肿瘤的９０％，在男性中多见［２３］。目前临床主要的

治疗策略是手术切除联合放／化疗，但是大多数的
ＬＳＣＣ患者仍存在再次复发的风险，５年生存率不超
过６０％［１，４］，治疗效果不及预期，因此迫切需要寻找

喉癌中新的分子机制以期为ＬＳＣＣ的治疗提供新的
见解。ＥＣＲＧ４是一种高度保守的抑癌基因，能够编
码Ｇａｕｕｒｉｎ、ＥＣＬＩＮ等多种生物肽，参与肿瘤抑制、细
胞衰老和免疫反应等许多生理现象［５］。ＥＣＲＧ４被
激活后从细胞膜上释放出来，并能在体液中检测到，

是精准医学中一个绝佳的候选基因［６］。研究发现

ＥＣＲＧ４的异常表达常受启动子区域的甲基化所抑
制，ＥＣＲＧ４甲基化水平可能成为胃癌、肾细胞癌诊
断或预后评估中的分子标记物［７８］。而遗憾的是，

ＥＣＲＧ４目前鲜有在 ＬＳＣＣ中的报道，本次研究通过
分析ＬＳＣＣ中ＥＣＲＧ４ｍＲＮＡ、蛋白以及启动子甲基
化水平，探讨 ＥＣＲＧ４在 ＬＳＣＣ中的临床意义，现报
道如下。

１　资料与方法

１．１　人类蛋白图谱（ｈｕｍａｎｐｒｏｔｅｉｎａｔｌａｓ，ＨＰＡ）数据
库分析

ＨＰＡ是人类组织和细胞蛋白质分布的最大最
全面的数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｐｒｏｔｅｉｎａｔｌａｓ．ｏｒｇ／）［９］，
可以运用于肿瘤组织样本中的蛋白表达分析，本次

研究主要通过ＨＰＡ数据观察ＥＣＲＧ４在不同头颈部
肿瘤组织中的表达情况。

１．２　基因表达谱交互分析（ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｉｎｇ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓ，ＧＥＰＩＡ）数据库

ＧＥＰＩＡ是一个基于基因型组织表达（ｇｅｎｏｔｙｐｅ
ｔｉｓｓｕｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ＧＴＥｘ）数据进行分析的在线工具
（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｐｉａ．ｃａｎｃｅｒｐｋｕ．ｃｎ），可以对提交的基因
进行差异表达分析、轮廓图绘制、相关性分析、患者

生存分析，相似基因检测和降维分析等在内的全面

表达分析［１０］，本次研究中主要通过 ＧＥＰＩＡ数据库

分析ＥＣＲＧ４在头颈部鳞状细胞癌中的表达情况。
１．３　患者样本

收集湘潭市中心医院 ２０１７年 １２月—２０１８年
１２月收治的１５例原发 ＬＳＣＣ患者的组织样本及对
应的癌旁正常组织样本（距离病灶 ＞２ｃｍ），以上患
者均经过病理学确诊。组织样本经生理盐水清洗

后，立即剪切成２～５ｍｍ薄片放入 ＲＮＡＬａｔｅｒ（ＳＩＧ
ＭＡ，Ｒ０９０１）中，４℃过夜后转至 －８０℃冰箱中冻
存；剩余组织进行病理分析。一般临床资料见表１，
所有患者术前６个月未接触过放／化疗，经病理科确
诊，且签署了完整的知情同意书。

表１　１５例ＬＳＣＣ患者的一般临床资料　（例，％）
临床因素 例数 百分比

年龄（岁）

　≤６０ ６ ４０．００
　＞６０ ９ ６０．００
性别

　男 １４ ９３．３３
　女 １ ６．６７
原发部位

　声门上型 ４ ２６．６７
　声门型 １１ ７３．３３
临床分期

　Ⅰ、Ⅱ ９ ６０．００
　Ⅲ、Ⅳ ６ ４０．００
淋巴转移

　无 １２ ８０．００
　有 ３ ２０．００
复发

　无 ９ ６０．００
　有 ６ ４０．００
病理学分期

　Ｇ１ ９ ６０．００
　Ｇ２、Ｇ３ ６ ４０．００
吸烟史

　无 ０ ０．００
　有 １５ １００．００
饮酒史

　无 ２ １３．３３
　有 １３ ８６．６７

　　注：ＬＳＣＣ（喉鳞状细胞癌）。下同。

１．４　实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）
使用ＲＴｑＰＣＲ检测肿瘤组织和癌旁正常组织

·１０１·
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中ＥＣＲＧ４ｍＲＮＡ的相对表达水平，使用 Ｔｒｉｚｏｌ提取
组织和细胞中的总 ＲＮＡ，使用琼脂凝胶电泳以及
ＮａｎｏＤｒｏｐ（Ｔｈｅｒｍｏ，Ｏｎｅ）检测 ＲＮＡ的完整性、纯度
以及浓度，使用 ＨｉＦｉＳｃｒｉｐｔｇＤＮＡＲｅｍｏｖａｌｃＤＮＡＳｙｎ
ｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（康为世纪，ＣＷ２５８２Ｍ）合成ｃＤＮＡ文库，使
用 ＴＢ ＧｒｅｅｎＴＭ Ｐｒｅｍｉｘ ＤｉｍｅｒＥｒａｓｅｒＴＭ （ＴａＫａＲａ，
ＲＲ０９１Ｂ）在荧光定量 ＰＣＲ仪（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，
ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏＤｘ）上检测 ＥＣＲＧ４ｍＲＮＡ的相对表达
量，９８℃预变性２ｍｉｎ后，９８℃变性１５ｓ，６０℃退
火／延伸３０ｓ，重复４０个循环。以 ＡＣＴＢ为内参基
因，引物序列见表２，采用２－ΔΔＣｔ进行计算。

表２　引物序列

引物名称 序列（５’３’）
ＥＣＲＧ４ｆｏｒｗａｒｄ ＧＴＴＣＴＣＣＣＴＣＧＣＡＧＣＡＣＣ
ＥＣＲＧ４ｒｅｖｅｒｓｅ ＴＴＣＣＡＣＴＴＡＴＧＣＣＡＣＣＴＧＧＧ
ＡＣＴＢｆｏｒｗａｒｄ ＣＴＣＧＣＣＴＴＴＧＣＣＧＡＴＣＣ
ＡＣＴＢｒｅｖｅｒｓｅ ＧＧＧＧＴＡＣＴＴＣＡＧＧＧＴＧＡＧＧＡ
ＥＣＲＧ４ＭＳＰｆｏｒｗａｒｄ ＡＧＴＧＧＧＧＧＡＧＴＴＡＡＧＧＡＧＡＴＡＴＴＴＴ
ＥＣＲＧ４ＭＳＰｒｅｖｅｒｓｅ ＣＴＡＡＡＣＴＣＣＡＡＡＡＣＣＡＡＡＡＡＴＡＣＴＴＡＡ

１．５　甲基化特异性ＰＣＲ（ＭＳＰ）及ＥＣＲＧ４启动子甲
基化核心区域测序

首先使用ＱＩＡａｍｐＤＮＡ试剂盒（ｑｉａｇｅｎ，５１３０４）
提取样本中的ＤＮＡ，使用荧光定量仪（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，Ｑｕｂｉｔ３．０）和 Ｎａｎｏｄｒｏｐ（进行定量和纯度
检验。使用 ＥｐｉＴｅｃｔＦａｓｔＤＮＡＢｉｓｕｌｆｉｔｅＫｉｔ（Ｑｉａｇｅｎ，
５９８２４）对两组样品分别进行重亚硫酸盐转化，６０℃
１５ｍｉｎ。使用 ＴａＫａＲａＥｐｉＴａｑＴＭＨＳ（ＴａＫａｒａ，Ｒ１１０Ａ）
对 ＥＣＲＧ４启动子核心区域 （Ｃｈｒ２：１０６０６５３０４
１０６０６５５２３）进行扩增，扩增引物序列如表 ２所示，
９８℃预变性 ２ｍｉｎ后，９８℃变性 １０ｓ，６０℃退火
２０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，重复３０ｃｙｃｌｅｓ），７２℃ ５ｍｉｎ。
使用ＡＭＰｕｒｅＸＰＢｅａｄｓ（Ｂｅｃｋｍａｎ，Ａ６３８８１）回收ＰＣＲ
产物。使用 ＩｏｎＰｌｕｓＦｒａｇｍｅｎｔＬｉｂｒａｒｙＫｉｔ（Ｔｈｅｒｍｏ
ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，４４７１２５２）对扩增产物进行文库构
建。经 Ａｇｉｌｅｎｔ２１００和 ＫＡＰＡＬｉｂｒａｒｙＱｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ
Ｋｉｔ（ＫＡＰＡＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＫＫ４８２７）进行文库质检和精确
定量后，使用 ＩｏｎＰＩＨｉＱＯＴ２Ｋｉｔ（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，Ａ２６４３４）制备模板。使用 ＩｏｎＰＩＨｉＱＳｅ
ｑｕｅｎｃｉｎｇ２００Ｋｉｔ（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，Ａ２６４３３）和
ＩｏｎＰＩＶ３芯片在ＩｏｎＴｏｒｒｅｎｔＰｒｏｔｏｎ平台进行测序并
读取ＥＣＲＧ４启动子甲基化水平。
１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

使用蛋白提取试剂盒（Ｓｏｌａｒｂｉｏ，ＢＣ３７９０）抽提

组织中的总蛋白，经ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒（Ｇｂ
ｃｂｉｏ，Ｇ３５２２）对蛋白进行定量，１２％ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶
电泳分离，常规转移至 ＰＶＤＦ膜上，室温下使用５％
ＢＳＡ（Ｓｏｌａｒｂｉｏ，Ａ８０１０）进行封闭２ｈ，ＴＢＳＴ（Ｓｏｌａｒｂｉｏ，
Ｔ１０８１）洗 涤，加 入 稀 释 好 的 一 抗 （ａｂｃａｍ，
ａｂ２２４０７７），４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ再次洗涤，加入相
应二抗（ａｂ２０５７１９）进行孵育，冲洗 ３次，每次
１０ｍｉｎ，最后使用 ＥＣＬ化学发光试剂盒（Ｓｏｌａｒｂｉｏ，
ＳＷ２０１０）进行检测。使用ＧＡＰＤＨ（ａｂ８２４５）为内参。
１．７　统计学方法

实验数据使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０计算并绘制
所需图片，计量资料拟先行 ＫｏｌｍｏｇｏｒｏｖＳｍｉｒｎｏｖ检
验判断是否符合正态分布，其中正态分布数据使用

珋ｘ±ｓ表示，组间比较使用独立样本ｔ检验，不符合正
态分布数据使用四分位数表示［Ｍ（Ｐ２５，Ｐ７５）］，使用
ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ检验进行分析，Ｐ＜０．０５为差异具
有统计学意义。

２　结果

２．１　ＥＣＲＧ４在头颈部鳞状细胞癌中低表达
通过ＨＰＡ数据库观察 ＥＣＲＧ４的表达情况，如

图１Ａ所示，在病理模块中，头颈部鳞状细胞癌中几
乎检测不到 ＥＣＲＧ４的表达，而在头颈部腺癌中，
ＥＣＲＧ４表现出中等强度的信号（图１Ｂ）。进一步使
用ＧＥＰＩＡ在线工具分析ＥＣＲＧ４在头颈部鳞状细胞
癌中的表达（图１Ｃ），结果表明，ＥＣＲＧ４在头颈部鳞
状细胞癌肿瘤组织中的表达明显较正常组织中低

（Ｐ＜０．０５）。
２．２　ＥＣＲＧ４在ＬＳＣＣ中表达下调

使用ＲＴｑＰＣＲ检测 ＥＣＲＧ４ｍＲＮＡ在 ＬＳＣＣ患
者肿瘤组织和癌旁正常组织中的表达，与癌旁正常

组织相比，ＥＣＲＧ４在肿瘤组织中的表达下调（Ｐ＜
０．０５），进一步使用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测组织中的蛋白
表达，结果表明ＥＣＲＧ蛋白在肿瘤组织的表达较癌
旁正常组织中低，详见图２。
２．３　ＬＳＣＣ中ＥＣＲＧ４启动子甲基化水平升高

使用ＭＳＰ及核心区域测序检测ＥＣＲＧ４启动子
甲基化水平，如图３中所示，ＬＳＣＣ肿瘤组织中的甲
基化水平明显高于癌旁正常组织中，差异具有统计

学意义（Ｐ＜０．０５）。
２．４　ＥＣＲＧ４的ｍＲＮＡ表达及甲基化水平与患者临
床病理特征之间的关系

综合 １５例 ＬＳＣＣ患者的一般临床资料，总结
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ＥＣＲＧ４的ｍＲＮＡ表达及甲基化水平与患者临床病
理特征之间的相关性，结果发现，ＥＣＲＧ４ｍＲＮＡ表
达与患者的临床分期、淋巴转移、复发、病理学之间

存在相关性，Ⅲ、Ⅳ期、存在淋巴转移、复发以及Ｇ２、

Ｇ３期的患者肿瘤组织中 ＥＣＲＧ４ｍＲＮＡ表达更低
（Ｐ＜０．０５）。而Ⅲ、Ⅳ期、复发以及 Ｇ２、Ｇ３期的患
者肿瘤组织中的 ＥＣＲＧ４启动子甲基化水平升高更
明显（Ｐ＜０．０５），详见表３。
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图１　ＥＣＲＧ４在头颈部鳞状细胞癌中低表达　Ａ：ＨＰＡ数据库分析ＥＣＲＧ４在头颈部鳞状细胞癌中组织的表达；Ｂ：ＨＰＡ数据
库分析ＥＣＲＧ４在头颈部腺癌组织中的表达；Ｃ：ＧＥＰＩＡ数据库分析ＥＣＲＧ４在头颈部鳞状细胞癌肿瘤组织以及正常组织中的
表达　注：ＨＮＳＣ（头颈部鳞状细胞癌）。

表３　ＥＣＲＧ４的ｍＲＮＡ表达及甲基化水平与患者临床因素之间的关系　（珋ｘ±ｓ）

临床因素 例数 ＥＣＲＧ４［Ｍ（Ｐ２５，Ｐ７５）］ ｔ（Ｕ） Ｐ 甲基化水平 ｔ Ｐ
年龄（岁）

　≤６０ ６ ０．０３（０．０１，０．０８）
２６．０００ ０．９５５

２６．４９±３．３２
０．１５４ ０．８８０

　＞６０ ９ ０．０５±０．０７ ２７．０２±８．００
性别

　男 １４ ０．０３（０．２，０．４）
－ －

２６．６２±６．５７
－ －

　女 １ ０．０２ ２９．３８
原发部位

　声门上型 ４ ０．０３±０．０２
（２０．０００） ０．８５１

２６．５４±６．５１
０．２６１ ０．７９８

　声门型 １１ ０．０７±０．０８ ２７．５５±６．８６
临床分期

　Ⅰ、Ⅱ ９ ０．０４（０．０３，０．０５）
２．０００ ０．００２

２３．３８±５．１４７
３．３７０ ０．００５

　Ⅲ、Ⅳ ６ ０．０２±０．０１ ３１．９５±４．２６８
淋巴转移

　无 １２ ０．０３（０．０３，０．０４）
（０．０００） ０．００４

２６．３０±７．０８
０．６０７ ０．５５５

　有 ３ ０．０１（０．００，０．０２） ２８．８５±０．５７
复发

　无 ９ ０．０４（０．０３，０．０５）
２．０００ ０．００１

２３．９９±６．２０
９．０００ ０．０３６

　有 ６ ０．０２±０．０１ ２９．４６（２８．７５，３３．０３）
病理学分期

　Ｇ１ ９ ０．０４（０．０３，０．０５）
９．０００ ０．０３６

２３．８６±５．４７
２．６０９ ０．０２１

　Ｇ２、Ｇ３ ６ ０．０２±０．０１ ３１．２３±５．１７
吸烟史

　无 ０ －
－ －

－
－ －

　有 １５ ０．０３（０．０２，０．０４） ２６．８１±６．３７
饮酒史

　无 ２ ０．０３（０．０２，０．０４）
（７．０００） ０．１３６

２５．５６±６．４４
１．６０８ ０．１３２

　有 １３ ０．０２（０．０２，０．０２） ３１．８２±２．９３

·３０１·
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图２　ＥＣＲＧ４在ＬＳＣＣ中表达下调　２Ａ：ＲＴｑＰＣＲ检测ＥＣＲＧ４ｍＲＮＡ在ＬＳＣＣ患者肿瘤组织和癌旁正常组织中的表达；２Ｂ：
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＥＣＲＧ４蛋白在ＬＳＣＣ患者肿瘤组织和癌旁正常组织中的表达　　图３　ＬＳＣＣ中ＥＣＲＧ４启动子甲基化水平
升高

３　讨论

我们本次研究首先通过 ＨＰＡ和 ＧＥＰＩＡ数据库
确定了ＥＣＲＧ４在头颈部肿瘤中的表达，发现其在头
颈部鳞状细胞癌中表达较其他组织类型和正常组织

中下降明显。然后对收集来的 ＬＳＣＣ患者的肿瘤组
织和正常组织进行 ＲＴｑＰＣＲ检测，发现 ＥＣＲＧ４
ｍＲＮＡ在肿瘤组织中低表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果
进一步在蛋白水平上证明了这一点。

ＥＣＲＧ４，又称 Ｃ２ｏｒｆ４０，其长度为 １２．５ｋｂ，位于
染色体２ｑ１２．２上，由４个外显子组成，编码１４８个
氨基酸残基的多肽，大量研究报道，ＥＣＲＧ４在食管
鳞癌，神经胶质瘤以及结直肠癌等恶性肿瘤中表达

下调［１１］。而ＥＣＲＧ４编码的蛋白前体也在各种上皮
恶性肿瘤中表观遗传沉默，其组成性分泌并束缚在

上皮细胞或循环白细胞的细胞表面［１２］。Ｃａｉ等［１３］

将ＥＣＲＧ４转染至结直肠癌细胞中后，使用 ＭＴＴ、平
板克隆和 Ａｎｎｅｘｉｎ／ＰＩ双染法观察细胞的生物学功
能变化，并在裸鼠体内进行致瘤效应检测，结果表

明，ＥＣＲＧ４的过表达通过减少肿瘤体积和重量以及
诱导肿瘤细胞凋亡而抑制肿瘤的发生，其可能是结

直肠癌患者治疗的潜在靶点。除此之外，另有研究

发现在人ＬＳＣＣ细胞Ｈｅｐ２中过表达 ＥＣＲＧ４后，细
胞的迁移和侵袭能力明显受到抑制，ＮＦκＢｐ６５蛋
白表达下调，ＥＣＲＧ４通过 ＮＦκＢ信号通路介导
Ｈｅｐ２ＥＭＴ进程，抑制 ＬＳＣＣ的转移［１４］。这也从侧

面辅证了我们的研究结果：ＥＣＲＧ４在 ＬＳＣＣ中表达
下调。

ＤＮＡ甲基化是一个可以通过细胞分裂遗传的
稳定表观遗传标记，但是在癌症的发生和发展过程

中，由于染色质调节因子突变或解除管制，特定

ＤＮＡ会发生甲基化水平的变化，甲基化水平的差异
也可以作为肿瘤诊断和药物治疗的有力分子标

记［１５］。ＥＣＲＧ４基因表达下调主要归因于ＥＣＲＧ４启
动子的的５个非翻译区中ＣｐＧ岛的甲基化，其核心
启动子序列包含几个ＣｐＧ岛、多个重叠的 Ｓｐ１共有
结合序列和一个假定的核转录因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒκＢ，ＮＦκＢ）激活结合位点。
ＥＣＲＧ４转录从 ＥＣＲＧ４开放阅读框起始 ＡＴＧ的
１１位胍基起始。虽然在此翻译起始位点的５’ＵＴＲ
中有一个远端 ＴＡＴＡ序列，这也被确定为超甲基化
的目标序列，因为编码ＥＣＲＧ４启动子的质粒的体外
甲基化消除了启动子的活性，用甲基化抑制剂 ５
ＡｚａＣ处理后会增加内源性 ＥＣＲＧ４的表达［１６］。我

们在研究中也发现ＬＳＣＣ肿瘤组织中启动子甲基化
水平较正常组织中升高，这也说明可能正是由于

ＥＣＲＧ４启动子导致ＥＣＲＧ４表达下降。
另外通过比较不同临床病理特征的患者中的

ＥＣＲＧ４ｍＲＮＡ表达及甲基化水平，ＥＣＲＧ４ｍＲＮＡ低
表达与患者的临床分期、淋巴转移、复发、病理学之

间存在相关性，而Ⅲ、Ⅳ期、复发以及 Ｇ２、Ｇ３期的患
者肿瘤组织中的 ＥＣＲＧ４启动子甲基化水平升高更
明显。研究发现 ＥＣＲＧ４也是鼻咽癌患者的独立预
后因素，ＥＣＲＧ４在鼻咽癌患者血清中的低表达与
ＴＮＭ高分期、转移、淋巴转移等临床特征之间具有
显著的相关性［１７］。另外在卵巢癌、食管癌、胃癌等相

关ＥＣＲＧ４基因启动子甲基化的研究中发现，正常组
织中ＥＣＲＧ４甲基化水平往往较低［１８２０］，并且ＥＣＲＧ４
基因甲基化检出率与胃癌患者的病理分期相关，与患

者的年龄、性别及淋巴转移无关［２０］，暗示 ＥＣＲＧ４表
达及甲基化水平能够反映一定的疾病进展。
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综上所述，ＥＣＲＧ４在 ＬＳＣＣ肿瘤组织中 ｍＲＮＡ
和蛋白表达水平下降，而甲基化水平升高，其表达及

甲基化水平与患者的Ⅲ、Ⅳ期、复发以及 Ｇ２、Ｇ３期
的患者相关，有望为 ＬＳＣＣ的治疗和研究提出新的
分子靶点。
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