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摘要

研究背景

子宫内膜异位症(Endometriosis，简称内异症或EMs)是妇科常见的一种良

性疾病，它所引起的慢性盆腔疼痛、痛经和不育严重影响了妇女健康和生活质

量。由于病变广泛、形态多样，有转移、浸润和复发等恶性生物学行为，并且

确实能发生恶变，多恶变为卵巢癌，所以内异症被形象地称为“良性癌”和妇

女盆腔“沙尘暴"。目前其发病机制尚未清楚，越来越多的研究认为类似恶性

肿瘤的生物学行为可能是其重要的发病机制之一，而恶性病变的发生、发展是

以抑癌基因和癌基因遗传变异的积累为标志的，故内异症的起源与发展亦可能

与此遗传变异相关，尤其是抑癌基因的异常甲基化，大量的研究已经证实：抑

癌基因非甲基化的CpG岛异常甲基化与人类恶性肿瘤的发生、转移密切相关。

在大多数正常情况下，抑癌基因的启动子区5’CpG岛是处于非甲基化状态，

CpG岛高甲基化可以使抑癌基因失活，转录抑制，导致其表达下降，最终促使

肿瘤的发生。

有研究报道在多种肿瘤中，HOXAIO基因的表达下降，HOXAIO基因可抑

制肿瘤细胞增殖，降低侵袭能力，抑制肿瘤细胞的转移。提示HOXAIO基因可

能是一种新的候选抑癌基因，PTEN基因作为一种普遍公认的抑癌基因，已经被

证实在多种肿瘤中起重要作用，包括脑、卵巢、子宫内膜、前列腺、乳腺、甲

状腺、肝、肺和头颈部癌以及淋巴瘤，特别是在卵巢子宫内膜样癌、子宫内膜
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癌和胶质瘤中起重要作用。与其他抑癌基因引起肿瘤的发病机制类似，HOXAl0

与PTEN基因启动子区5’CpG岛高甲基化可能是引起肿瘤发生与发展的重要机

制之一。并且有研究认为，HOXAl0与PTEN基因启动子区域5’CpG岛甲基

化异常与卵巢癌、子宫内膜癌等多种恶性肿瘤的发生发展密切相关。内异症作

为一种良性性质恶性行为的疾病，且与卵巢癌关系密切，它的PTEN与HOXAl0

基因是否也存在高甲基化呢?甲基化是否在其发病中也起重要作用呢?目前尚

不清楚，国内外这方面研究甚少，特别是PTEN基因甲基化在内异症的作用，

国内外尚未见报道。

目的

本研究通过检测内异症患者在位、异位内膜组织及非内异症妇女子宫内膜

组织中HOXAl0、PTEN基因启动子区5’CpG岛甲基化状况，探讨它们在内异

症发生发展中的作用，为进一步探索内异症的发病机制提供新的研究方向，也

为今后深入的研究提供有价值的科研资料。

方法

1．标本来源： 2007年9月--2008年7月期间南方医科大学珠江医院妇产

科经腹腔镜证实为内异症患者30例为研究组(其中I～II期10例，ⅡI～Ⅳ期20

例)，获取到患者异位内膜共30份、在位内膜20份；同期非内异症的正常妇

女25例为正常对照组，取子宫内膜25份。

2．实验方法：

(1)用蛋白酶K消化法提取新鲜组织标本基因组DNA；

(2)采用甲基化特异性聚合酶链反应(methylation specificPCR,MSP)检测

所有内膜组织中HOXAl0与PTEN基因启动子区5’CpG岛甲基化情况。

采用文献【28，33】报道的HOXAl0与PTEN基因启动子区域5’CpG岛的引物，

设立实验空白对照。

3．统计分析：内异症患者在位、异位内膜组织及正常对照子宫内膜组织三组

之间HOXAl0与PTEN基因的甲基化比较采用多个样本率的f检验：两两比较

II
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及IⅡ．Ⅳ期与I．II期内异症患者HOXAl0与PTEN基因的甲基化比较用Fisher7s

确切概率法(样本总量小于40或理论频数小于5)，多个样本率间的多重比较的

检验水准经校正后，a‘为0．0167(如以0．05为检测水准，将会加大犯I型错误

的概率)，其它比较的检验水准a为0．05，(统计软件采用SPSS 13．0)。

结果

1．内异症患者在位、异位内膜组织与正常对照组子宫内膜组织中HOXAl0

基因甲基化比较：内异症患者30份异位内膜组织中检测到12份HOXAl0基因

甲基化；患者20份在位内膜组织中检测到7份HOXAl0基因甲基化；正常对照

组子宫内膜组织未检测到HOXAl0基因甲基化，三组之间HOXAl0基因的甲基

化比较用多个样本率的卡方检验，结果显示有统计学意义(P<0．05)；两两比

较显示：患者在位内膜与正常对照妇女子宫内膜比较无统计学差异；患者的在

位内膜与异位内膜比较无统计学差异；但患者异位内膜与正常对照妇女子宫内

膜比较有统计学差异；

2．内异症患者在位、异位内膜组织与正常对照组子宫内膜组织中PTEN基

因甲基化比较：内异症患者30份异位内膜组织中检测到7份PTEN基因甲基化；

20份在位内膜组织中检测到2份PTEN基因甲基化；正常对照组子宫内膜组织

未检测到PTEN基因甲基化，用多个样本率的卡方检验结果显示：三组比较有

统计学意义(P<0．05)：两两比较显示：患者在位内膜与正常对照妇女子宫内

膜比较无统计学差异；患者的在位内膜与异位内膜比较无统计学差异；但患者

异位内膜与正常对照妇女子宫内膜比较有统计学差异；

3．不同期别内异症患者异位内膜组织中HOXAl0基因甲基化比较：20例

III．Ⅳ期内异症患者异位内膜组织中有11例HOXAlO基因发生甲基化；10例I．

II期内异症患者异位内膜组织中有l例HOXAl0基因发生甲基化。Fisher
7

s确

切概率法分析结果为：Ⅲ．Ⅳ期内异症患者异位内膜组织与I．II期HOXAl0基

因启动子区5’CpG岛的甲基化相比较，差异显著(P<O．05)，aflIII．Ⅳ期内异

症患者异位内膜组织中HOXAl0基因启动子区5’CpG岛的甲基化高于I．II期；

4．不同期别内异症患者异位内膜组织中PTEN基因启动子区5’CpG岛的

III
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甲基化比较： 20例Ⅲ．Ⅳ期内异症患者异位内膜组织中有6例PTEN基因发生

甲基化；10例I．II期内异症患者异位内膜组织中有l例PTEN基因发生甲基化，

Fisher’S确切概率法分析结果为：Ⅲ一Ⅳ期内异症患者异位内膜组织与I-II期

PTEN基因甲基化比较，差异无显著性(P>O．05)。

结论

1．HOXAl0和PTEN基因启动子区5’CpG岛的高甲基化可能参与了内异

症的发病：

2．HOXAl0基因甲基化程度与内异症临床分期相关，可能在内异症的进展

中起作用：

3．内异症在位内膜与异位内膜在甲基化方面可能有相似的特性。

关键词 内异症HOXAl0 PTEN基因 甲基化
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ABSTRACT

Background

Endometriosis(EMs)is one of the most common benign gynecologic disorders，

because it has been linked to pelvic pain,multiple operations，and infertility and

difficult to cure．It is well known that certain aspects of endometriosis are similar to

those of malignant disease．For example，like cancer，endometriosis can be both

locally and distantly metastatic；it attaches to other tissues，invades，and damages

them．And it is associated with increasing risk of cancer,The ovary is the most

common site for development of malignancy in endometriosis，Nowadays the true

mechanism for the pathogenesis or therapy of endometriosis is unclear．More and

more evidences have indicated that malignant behavior of cancer has already became

important morbidity mechanism of endometriosis．Hereditary variation of oncogene

and tumor suppressor genes exists in malignant disease，SO does endometriosis，

especially the methylation of tumor suppressor genes．A number of studys have

indicated that methylation of tumor suppressor genes may play all important role in

cancer development and progression．Under the majority normal circumstances，
status of tumor suppressor genes doesn't show methylation．Convincing evidences for

the significance of CpG island or promoter hypermethylation in tumor development

stem from the observation that these events ale associated with silencing of tumor

suppressor genes，eventually it causes cancer．

Studies have indicated that HOXAI O gene Can decrease invasiveness of cancer
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cell．Ⅲs manifested HOXAl0 gene is probably tumor suppressor gene．PTEl呵gene is

a universally accepted tumor suppressor gene，which has been observed in a variety

of cancers，such as breast cancer,kidney cancer,bladder cancer,melanoma,

glioblastoma,and lung cancer,especially the endometfial，ovarian and glioblastoma

cancer．The methylation of the CpG island of HOXA 1 0 and PTEN promoter is

important mechanism for the pathogenesis of human neoplasms．And this is often

associated with metastatic diseases．Aberrant promoter methylation was related to

inactivation of the HOXA 1 0 and PTEN gene in ovarian and endometrial cancer．

Endometriosis is a kind of benign disease with malignant behavior,and it‘S associated

with ovarian cancer．And then does hypermethylation of HOXA 1 O and PTEN genes

exist in endometriosis?Does the methylation of the CpG islands of HOXA 1 0 and

PTEN promoter play an important role in endometriosis?Now it is not clear．So far,

the study about these aspects is eliminated，especially about the methylation of PTEN

gene in endometriosis．

Objective

To investigate the methylation status of the 5’CpG island locating in the

promoter region of HOXA 1 0 and PTE】N gene in endometriotic tissues and uterine

endometriunl from women with and without endometriosis in order to study the role

of HOXAl O and PTEN in the pathogenesis and development of the endometriosis．

Methods

1．Tissue collection：Thin)r ectopic endometfium specimens and 20 eutopic

endometrium specimens from 30 patients晰tIl endometriosis(including 1 0 cases with

endometriosis of stages I-II and 20 cases with endometriosis of stages III-Ⅳ)were

used as study group from Sep．2007 to July．2008 in Department of Gynaecology and

Obstetrics，Zhuj iang Hospital of Southern Medical University,and 25 specimens of

endomet6um from women without endometriosis were used aS controls study in the

same period．

2．Methods

(1)Genomic DNA were extracted from frozen specimens by the method of

proteinase K digestion．
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(2)砧l samples were detected for the methylation status of the 5’CpG island

locating in HOXA 1 0 and PTEN gene promoter region by using methylation—specific

PCR technique(MSP)．

The primers of the 5’CpG island locating in HOXA 1 0 and PTEN gene promoter

region were designed according to reference【28，331．Set up blank contr01．

(3)．Statistical analysis The data were analyzed by using the chi-square test and

Fisher’S exact test(n<40 or,when any of the expected frequencies was less than 5)，

Statistical analysis Was performed using SPSS 1 3．0 software．

Results

1．The comparison of HOXAl0 gene methylation between patients with

endometriosis and without endometriosis：In women晰t11 endometriosis，presence

ofHOXAl0 promoter methylation Was seen in 12 of30 ectopie endometriums，and 7

of 20 eutopic endometriums．However，there were no methylation occurred in

HOXA 1 0 gene of endometrium from 25 women without endometriosis．There were

significantly different methy’lmion of HOXA I O gene during three groups(P<

O．05)．There were no significantly different methylation of HOXAl0 gene not only

between in ectopic endometrium and eutopic endometrium of women with

endometriosis，but also in eutopic endometrium of women with endometriosis and

endometrium of women without endometriosis，While there were significantly

different methylation of HOXA1 0 gene between ectopic endometrium of women with

endometriosis and endometriuln of women without endometriosis；

2．The comparison of PTEN gene methylation between patients with

endometriosis and without endometriosis：In women谢tll endometriosis，presence

of PTEN gene promoter methylation was seen in 7 of 30 ectopic endometriums，and 2

of 20 eutopic endometriums，．However，there were no methylation occurred in PTEN

gene of endometriuln from 25 women without endometriosis．There were

significantly different methylation of PTEN gene during three groups(P<0．05)．

There were no significantly different methylation of PTEN gene not only between in

ectopic endometrium and eutopic endometriam of women with endometriosis，but

also in eutopic endometrium of women with endometriosis and endometri啪of
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women without endometriosis，While there were significantly different methylation

of PTEN gene between ectopic endometrium of women、析tll endometriosis and

endometrium of women without endometriosis；

3．The comparison of HOXA 1 0 gene methylation between patients wim

endometriosis in I—II stage andⅢ一IV stage：In women谢t11 endometriosis，presence

of HOXA l 0 promoter methylation was seen in 1 1 of 20 ectopic endometriums of

patients in III—IVstage，andl of 10 patients in I-II stage．There were significiantly

different methylation of HOXA 1 0 gene in ectopic endometrium between two group

patients with endometriosis(in I—II stage and III-IV stage)(P<0．05)；

4．The comparison of PTEN gene methylation between patients with

endometriosis in I—II stage andⅢ一IV stage：In women with endometriosis，presence

of PTEN promoter methylation was seen in 6 of 20 ectopic endometriums of patients

iIl III—IVstage，andl of 10 patients in I·II stage—There were no significantly

different methylation of PTEN gene in ectopic endometfium between two group

patients而th endometriosis(in I—II stage and III-IV stage)(P>O．05)．

Conclusion

1．The methylation of 5’CpG island in the promoter region of HOXA 1 0 and

PTEN gene may be involved in occurence of endometriosis；

2．The methylation of 5’CpG island in the promoter region of HOXAIO gene

may be correlated with the clinical stage of endometriosis and possibly play an

important role in the development of endometriosis；

3．There may be same biological characteristics about methylation between

ectopic endometrium and eutopic endometrium in women with endometriosis．

KEYWORDS Endometriosis；HOXAl 0；PTEN；Gene；Methylation



学位论文原创性声明

南方医科大学

学位论文原创性声明

本人郑重声明：所呈交的论文是本人在导师的指导下独立进行研究所取得的

研究成果。除了文中特别加以标注引用的内容外，本论文不包含任何其他个人或

集体已经发表或撰写的成果作品。对本文的研究做出重要贡献的个人和集体，均

已在文中以明确方式标明。除与外单位合作项目将予以明确方式规定外，本研究

已发表与未发表成果的知识产权均归属南方医科大学。

本人承诺承担本声明的法律效果。

学位论文版权使用授权书

本学位论文作者完全了解学校有关保留、使用学位论文的规定，同意学校保

留并向国家有关部门或机构送交论文的复印件和电子版，允许论文被查阅和借

阅。本人授权南方医科大学可以将本学位论文的全部或部分内容编入有关数据库

进行检索，可以采用影印、缩印或扫描等复制手段保存和汇编本学位论文。

本学位论文属于(请在以下相应方框内打“~／”)：

1、保密口，在一年解密后适用本授权书。
2、不保密口。

作者签名：龋
别俗经勃面

日期：07年午月fO日

帆。7’月序日



硕士学位论文

前言

子宫内膜异位症(endometriosis，EMs)是指具有活性的子宫内膜组织(腺体和

间质)出现在子宫内膜以外部位，简称内异症，是育龄妇女的多发病和常见病。

近年本病发病率呈明显上升趋势，国内统计，在妇科剖腹手术中，内异症的发

病率逐年增长，已达20．1％t¨。国外报道，剖腹和腹腔镜手术中患有内异症的病

人也达25％以上【2】，而且越来越多的学者认为，内异症是导致妇女不孕的主要

原因之一。文献报道，在患有不孕症和盆腔疼痛的病人中，77％～82％以上是

内异症所致【3l。目前，内异症还没有理想的治疗手段，所谓根治性手术需切除双

侧卵巢，这对生育年龄妇女无疑是一个严重的身体和精神摧残。药物治疗普遍

存在不彻底性、价格昂贵和副作用大等缺点。姑息手术的术后复发成为主要棘

手问题，其中切除子宫者复发率为24．1％；保留子宫者复发率高达57．1嘣11。故

内异症虽属为良性疾病，却影响了妇女的身体健康、生活质量和家庭稳定。因

此，明确内异症的病因，研究理想的治疗手段，是亟待解决的问题。到目前为

止，内异症真正的发病原因和发病机制尚不清楚。Sampson的经血逆流种植学说

[41是公认的内异症重要的病因学说，但它不能解释盆腔外内异症的发生，如胸部、

鼻腔等处的发病机理，也无法解释90％生育年龄妇女有经血逆流，而只有

10％．15％发病，与内异症发生并无完全相关性，说明可能只是诱因。现在关于

内异症发病机理的研究已经涉及到免疫学、遗传学、肿瘤生物学和环境科学等

各个领域【5_121。近年来对肿瘤生物学在内异症作用的研究已日益重视，认为异

位内膜的转移、种植、生长等类似肿瘤的生物学行为才是内异症发病关键Il引，

因为内异症与肿瘤在许多方面具有相似性。

内异症是一种良性疾病，却具有恶性病变的特性，比如它能够不断地浸润周

围组织，能够转移种植。这不得不使人联想到它与恶性肿瘤之间是否存在某种

联系。尽管某些学者对内异症与恶性肿瘤之间的联系执否定态度，个别人认为

轻度的内异症也许是所有妇女在生育期的一种生理现象，仅有少部分发展成进

行性、破坏性的疾病。但人们以往发现的大量证据可以证明内异症有着明显恶
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性倾向，并带有一定的遗传性：①有些内异症与卵巢肿瘤十分类似，尤其是子

宫内膜样的亚型；②内异症的腺上皮呈现非典型增生的细胞学改变，这常见于

其他器官的恶性病变，与非整倍体DNA有关【14J；③内异症患者的直系亲戚的患

病风险性较高，而且一旦患病，其严重程度都比较重，这暗示着内异症具有先

天遗传倾向【l卯。这些均表明内异症具有一定的肿瘤倾向，并且现认为内异症确

实能发生恶变，恶变率约有0．6％．1．0％【161，内异症大多数恶变为卵巢癌，并增加

卵巢癌发病的风险性，Bfinton等Ir7】调查了1969．1983年的20686例内异症患者，

结果显示：平均随诊11．4年，卵巢癌的相对危险性是1．9，随诊>10年者，卵巢

癌的风险上升2．5倍。恶变组织类型主要是子宫内膜样癌和透明细胞癌【l引，在国

外，1996年Jiang等【l 9】研究亦发现卵巢子宫内膜异位病灶主要恶变为卵巢子宫内

膜样癌或卵巢透明细胞癌，这表明内异症与卵巢恶性肿瘤是有一定的关系，也

提示内异症的发病及恶变机制可能与恶性肿瘤有相同之处。肿瘤的发生是一个

多阶段多分子共同作用的结果，其中甲基化导致基因表达变化是肿瘤形成的重

要原因。大量研究己证明了此点。DNA甲基化作为表观遗传学说的组成部分，

与肿瘤关系的研究已经成为当前分子生物学的热点之一。DNA甲基化是目前唯

一已知的DNA天然修饰方式，即指生物体在DNA甲基转移酶

(DNAmethyltransferase，DNMTs)的催化下，以s．腺苷蛋氨酸为甲基供体，将胞嘧

啶(C)变为5一甲基胞嘧啶(5．mc)的一种反应。人类基因组的甲基化多发生在CpG

岛上，CPG岛是位于基因5’端调控区(启动子、外显子)，约200．2000bp大小，

富含CG序列的DNA片段。一般来说，DNA甲基化是在基因转录水平调控抑制

相关基因的表达。DNA甲基化异常与肿瘤的发生密切相关，它主要表现为抑癌

基因高甲基化所致的基因失活和原癌基因低甲基化所致的基因激活，从而与细

胞增殖、分化相关基因的表达异常，造成细胞恶变，形成肿瘤【2∞21。HOXAl0、

PTEN基因作为两种重要的抑癌基因，研究发现在恶性肿瘤的发生发展中起重要

作用，特别是与妇科肿瘤的发生发展关系密切。

HOXAIO基因是同源盒基因家族中的一员，该基因染色体定位于7p15．p14，

全长3．71kb。其5’启动子区域富含CpG位点(CpG岛)，有研究报道在多种肿
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瘤中，HOXAl0基因的表达下降，HOXAl0基因可抑制肿瘤细胞增殖，降低侵

袭能力，抑制肿瘤细胞的转移【23-25]。提示HOXAl0基因很可能是一种新的候选

抑癌基因，Yoshida等【25】为了探讨子宫内膜癌与HOXAl0基因表达异常的关系，

应用组织微数列和免疫组织化学分析10例正常子宫内膜和10例I期、26例II

期、37例Ⅲ期子宫内膜样癌及30例子宫乳头状浆液性腺癌患者子宫内膜组织中

HOXAl0基因的表达情况，结果发现：10例正常子宫内膜组织中的HOXAl0基

因均显示强表达，I、II期子宫内膜样癌中的HOXAl0基因表达明显低于正常

子宫内膜，Ⅲ期子宫内膜样癌及子宫乳头状浆液性腺癌中HOXAl0基因表达缺

失，Chu等【26】在乳腺癌中同样也发现HOXAl0基因表达下调，并认为其表达下

调可抑制肿瘤增殖、浸润及转移。这符合抑癌基因的表达在肿瘤中表现为下降

的原理，抑癌基因表达下降的主要机制之一是由于其启动子区5’CpG岛发生高

甲基化，同理，HOXAl0基因表达下降很可能是由于其启动子区5’CpG岛的高

甲基化引起，从而促使肿瘤的发生。Yoshida等125】在检测子宫内膜癌中HOXAl0

基因表达情况的同时，用甲基化特异性PCR法分析子宫内膜癌中HOXAl0基因

甲基化状况，发现子宫内膜癌中HOXAl0基因启动子区发生高甲基化，随着分

期的增高，甲基化程度增高，并认为HOXAl0基因表达下降与HOXAl0基因启

动子甲基化有关。最近研究发现【27。28】，在类似于恶性病变的内异症中，发现

HOXAl0基因表达下降，国外有少量研究在检测内异症中HOXAl0基因表达状

况的同时并研究了其表达异常与甲基化的关系，结果报道，内异症中HOXAl0

基因表达下降可能是由于其启动子区域高甲基化引起的。Taylor掣27】发现，内异

症患者在位内膜HOXAl0基因的表达较对照组表达下调。Wu等【28】对内异症患

者HOXAl0基因的表观遗传表型做了进一步的研究，收集6例经腹腔镜手术证

实为内异症(r-AFS：3"--,4期)患者的在位子宫内膜和4例因行输卵管结扎经腹

腔镜排除内异症的对照者在位内膜，用甲基化特异性PCR技术

(Methylation．specific PCR，MSP)和亚硫酸盐测序的方法，检测了HOXAl0基

因启动子2个区域中的3个片段的甲基化模式，同时提取组织中的RNA，用实

时定量RT-PCR检测HOXAl0基因的表达水平。发现在所有3个片段序列中，



前言

病例组较对照组CpG岛位点呈高度甲基化状态，且这种异常甲基化模式具有统

计学意义。RT-PCR检测出HOXAl0基因的表达在内异症患者中下降，与Taylor

等【27】的研究结果一致。启动子区域的高度甲基化可以导致基因表达的沉默，进

而认为，这种异常的甲基化模式可能是导致内异症患者HOXAl0基因表达下调

的原因，HOXAl0基因的高甲基化可能与内异症的发生发展密切相关。

PTEN／MMACl厂rEPl，第十染色体同源丢失性磷酸酶一张力蛋白基因

(phosphatase and tension homology deleted 011 chromosome ten，PTEN)是目前公认

的一种肿瘤抑制基因，是1997年所发现的第1个具有编码磷酸酶活性的抑癌基

因【29】。定位于第10号染色体上10q23．3区，全长为200kb，有9个外显子，8个

内含子，PTEN基因在胞核、核膜和核内都有表达。PTEN基因的5’端非翻译区

很长，含多个CGG重复序列，为甲基化提供基础。PTEN基因表达异常及甲基

化与多种肿瘤的发生、发展密切相关【301。有关该基因在各种肿瘤中的研究已迅

速开展，该基因异常在人类许多种癌中已被证实，包括脑、卵巢、子宫内膜、

前列腺、乳腺、甲状腺、肝、肺和头颈部癌以及淋巴瘤，特别是在卵巢子宫内

膜样癌、子宫内膜癌和胶质瘤中较常见。Salvesen等【3lJ为证实肿瘤抑制基因

PTEN基因甲基化是该基因失活的重要机制，研究了138例子宫内膜癌患者中

PTEN基因甲基化状态，其中26例存在PTEN基因启动子甲基化(19％)，发现甲

基化与肿瘤转移存在显著相关，因此认为子宫内膜癌中普遍存在PTEN基因甲基

化，肿瘤抑制基因甲基化与子宫内膜癌晚期肿瘤转移有关，在肿瘤进展中起重

要作用。2006年，K．ETam等【32】对比良性、交界性、恶性卵巢肿瘤中9个抑癌

基因甲基化状况以探讨DNA甲基化与卵巢肿瘤的关系，其中包括PTEN基因，

分别检测了89例卵巢癌、16例交界性卵巢肿瘤、19例良性卵巢肿瘤、16例正

常卵巢组织、5株卵巢癌细胞株中9个抑癌基因启动子CpG的甲基化状况，结

果发现它们对应的甲基化率分别为28．8％、20．1％、10．5％、11．8％、42．2％，从

而认为交界性卵巢肿瘤、卵巢癌的甲基化率明显高于良性卵巢肿瘤与正常卵巢

组织。基于内异症与卵巢癌之间存在的相关性，所以国内外已有学者采用聚合

酶链反应(PCR)和单链构象多肤(SSCP)等方法检测内异症中PTEN的异常改变，
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并发现在内异症中PTEN基因表达下降，但目前国内外尚未见PTEN基因甲基

化在内异症作用的研究。

目前研究DNA甲基化有多种检测方法，甲基化特异性的PCR(MSP)【33‘341，

较为常用。MSP能够方便可靠的检测特定位点的DNA甲基化状态，能够检测至

少0．1％的甲基化模板，这意味着，在含有0．1的甲基化模板和99．9％的未甲基化

模板的样品中，在用MSP检测时将表现为甲基化阳性。其基本原理是亚硫酸氢

盐能将DNA上的C碱基变成U碱基，但若C碱基己经发生甲基化，这一转变

则不能发生。依据这一差别，设计针对特定位点的、分别与已转变或未转变的C

碱基配对的PCR引物，进行PCR反应，检查PCR反应产物，即可判断研究位

点的甲基化状态。MSP有以下优点：仅需少量DNA模板，简便快速；无须使用

昂贵的测序试剂和放射性物质；MSP中设计的引物既能识别甲基化、又能识别

非甲基化位点；且检测的灵敏度高，并且还避免了原来由限制酶区分甲基化和非

甲基化的DNA的PCR方法所引起的假阳性。因此MSP是检测甲基化位点的理

想方法。

总而言之，上述两基因的研究主要集中在恶性肿瘤方面，它们与内异症二

者关系的研究尚处于探索阶段。目前，HOXAl0基因甲基化研究较少，PTEN基

因甲基化与恶性肿瘤的关系研究较多，但其甲基化与内异症关系方面的研究国

内外尚未见报道，本实验采用甲基化特异性聚合酶链反应(MSP)检测内异症

患者在位、异位内膜组织及正常子宫内膜组织中HOXAl0、PTEN基因启动子区

5'CpG岛甲基化，并比较它们在内异症不同临床分期中的差异，旨在探讨上述两

基因甲基化在内异症发生发展中的作用。



材料与方法

材料与方法

(一) 材料

1．标本来源

内异症组：选取2007年9月--2008年7月期间南方医科大学珠江医院妇产

科行腹腔镜或开腹手术的内异症患者30例作为病例组，年龄24～48岁，平均

35岁，取典型异位内膜30份，并刮取在位子宫内膜20份，按照修正的AFS分

期法将30例内异症患者分期，其中I～II期10例，IIIMV期20例。

对照组：另选取同期内行绝育手术的正常妇女，或患良性病变需手术的患

者作为对照组，均排除患有内异症，共25例，年龄28-49岁，平均年龄37岁，

与病例组年龄相比无统计学差异，刮取子宫内膜25份。

所有患者术前3个月均未接受放疗、化疗或激素治疗，所有诊断均经病理

学检查证实。

2．试剂

(1)．，组织DNA提取试剂盒为广州市铂尔生物科技开发有限公司产品；

(2)．Wizard DNA纯化试剂盒为Promega公司产品；

(3)．亚硫酸氢钠与对苯二酚为广州杰特伟生物科技有限公司产品；

(4)．甲基化与非甲基化引物为广州杰特伟生物科技有限公司合成；

(5)．Premix Ex热启动Taq酶TaKaRa公司产品；

(6)．Sss I甲基转移酶为美国NEB公司产品。

3．常用仪器设备

(1)．MFPTL．200 PCR扩增仪 西安天隆科技有限公司；

(2)．紫外分光光度仪 北京六一仪器厂；

(3)．凝胶成像系统 北京东方仪器厂；

(4)．恒温水浴锅 宁波市天恒仪器厂；

(5)．高速台式离心机 上海医用分析仪器厂；

(6)．DY--A电泳仪 上海生化所申华生生技术有限开发公司。
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(二) 方法

1．基因组DNA的提取，参照组织DNA提取试剂盒说明进行。

(1)将组织块加液氮迅速研磨至细粉状，取研磨好的组织于1．5ml离心管中，

加入200ul Tissue lysis buffer，然后用lml枪头吹打均匀。也可以将组织直接加

入200ul Tissue lysis buffer，用组织捣碎至糊状。

(2)加入40ul Proteinase K和20ul RnaseA溶液，立即混匀，55"C温浴lh至

组织完全消化(期间来回颠倒离心管数次以混匀)。若55"C温浴1h组织仍未消

化完全，可延长温育时间。

(3)加入200ul Binding buffer，迅速振荡混匀，置72"C温浴10分钟后，于

12000rpm离心2分钟，将上清转至另外一个离心管中，注意不能吸收进沉淀，

否则会堵塞吸附柱。

(4)加入100ul异丙醇，混匀，将混合液转移到一个已经套入收集管的吸附柱

内，于12000rpm离心2分钟，(若柱内留有残余溶液，可延长离心时间)，弃去收

集管中的废液，将吸附柱放入同一收集管中。(注意：加入异丙醇混匀后，移至

吸附柱中之前，不能离心。)

(5))J11入500ulWBl，于12000rpm离心30秒，倒掉收集管中的废液，将吸附

柱放入同一收集管中。

(6))JH／入500ulWB2，于12000rpm离心30秒，倒掉收集管中的废液，将吸附

柱放入同一收集管中。

(7)重复步骤(6)

(8)于12000rpm空柱离心2分钟。

(9)吸附柱放入一个干净的1．5ml离心管中，在吸附柱的膜中央加入100ul事

先65℃水浴预热好的Elution Buffer，室温放置数分钟以确保乙醇完全挥发干净

(否则，将影响电泳加样和后续实验操作)，于12000rpm离心1分钟，离心管中

所得收集物即为抽提好的组织基因组DNA，取15ul作纯度、完整性及定量分析，

其余置．20℃保存备用。

(10)基因组DNA的浓度及纯度测定：取适宜DNA样品稀释后，紫外分光

7



材料与方法

光度仪测吸光度(A)值，分别测定260nm、280nm波长时的吸光度值(即A260、

A280值)，并计算DNA含量和纯度(A260／A280比值)。

DNA样品的浓度(ug／u1)=A260 X稀释倍数X 50／1000

DNA样品的含量=体积X DNA样品的浓度

DNA样品的纯度=A260／A280(纯DNA的A260／A280比值范围为1．8．2．0，

如其值低于1．6，表明样品中有蛋白、酚等污染；如其值大于2．O，表明有RNA

等污染。)

(11)基因组DNA完整性的检查：通过1％琼脂糖凝胶电泳检测。

①10XTBE贮存液的配制如下：(pU为8．0)

"Iris 54．09

硼酸 27．59

EDTA 37．29

双蒸水 500ml

②取50ml 10XTBE贮存液，再用双蒸水稀释至500ml，即1XTBE

③配制l％琼脂糖凝胶：称取0．59琼脂糖50ml 1XTBE中，加热溶解，冷却

至65℃左右再加入4ul的EB替代溶液。

④电泳胶膜两端用透明胶带封固，梳子至于适当位置，将冷却至65"C左右

的琼脂糖溶液慢慢倒在胶模上，厚度约3mm，静置，待胶凝固后揭去胶模两端

的透明胶带，放入电泳槽内，倒入适量电泳缓冲液(一般液面高出凝胶lcm)，小

心拔出梳子。

⑤将2-5ug提取的基因组DNA样品，与适量loading buffer混匀，加入凝胶

点样孔内，防止产生气泡和样品溢出。

⑥将电泳槽通电，80V恒压电泳30分钟。

⑦电泳完毕，关掉电泳仪，倒去电泳槽中的电泳缓冲液，小心取出凝胶置

于紫外灯下观察结果，有DNA存在的地方显示为亮色条带。

2．采用甲基化特异性PCR(methylation specific PCR MSP)法检测

HOXAIO与PTEN基因启动子区5’CpG岛的甲基化。
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MSP原理：如F圈所示

矽吣夕吣汐吣Z／

④，一一一一一一～、～～～．蹉化虹，偌化
晏{糯 -～、夕吣。⋯- #；然
@ V淼，、75—1鞋爹’“”51—蟹PCR、———‘——一'i￡-。!=—!——／

5

凹I甲基特异性的PCR扩增(MS．PCR)示意图

DNA经重Ⅱt硫酸盐处理后．虬处理后的产物作为楼板．加入甲基化特异性的引物(pnm玎

I)或非甲基化的引物(primerII)，进行特异性的扩增，只有结台完全的甲基化或非甲基

化特异性引物的片段才能扩增山产物。

Fig I Theprincipleofmeth>lalion·specific PCRtechnique(MSP)
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具体步骤：

(1)DNA的亚硫酸氢盐修饰

1)3mol／L NaOH的配制：称1．29NaOH加入10ml的双蒸水中，不停地搅

拌；

2)取1-2p．g基因组DNA于1．5mlEP管中使用双蒸水稀释至50ul；

3)加5．51al新鲜配制的3mol／L NaOH；

4)42℃水浴变性30min；

水浴期间配制：①3．6mmol／L亚硫酸氢钠：称3．769亚硫酸氢钠放入8ml

的双蒸水中，不停地搅拌，并调PH值，使PH值为5．0，最后定容为10ml；②

10mmol／L对苯二酚：称55mg对苯二酚加入50ml的双蒸水中，不停地搅拌。(两

种试剂均应注意用铝箔纸避光)

5)再加入5201al新鲜配制的3．6mol／L亚硫酸氢钠(pH5．0)与10mmol／L对

苯二酚301al轻轻混合，铝箔纸裹，轻柔颠倒(避光)；

6)再加入2009l石蜡油封层；

7)52℃保温16h。

(2)修饰后DNA纯化回收

1)将移液器枪头伸入石蜡油层下，先把液体表面的石蜡油吸出，然后吸取混

合液至一洁净1．5mlEP管中。

2)70℃水浴预热双蒸水；配制80％异丙醇；

3)加lml Promega’S Wizard DNAClean-up resin至混合液中，轻柔颠倒混匀，

使DNA充分与树脂结合；

4)将注射器针筒与试剂盒提供的回收小柱紧密连接后，将上述混合物用移液

器移至针筒内~，加针栓，轻轻加压，将液体挤出，此时可见小柱内有白色的树

脂沉积。(注：需要自备3m1．5ml注射器。)

5)将注射器与小柱分离后拔出针栓，再将针筒与小柱连接，向针筒内加入2ml

80％的异丙醇，插入针栓，轻轻加压，将异丙醇挤出。此为洗涤步骤。

6)将注射器与小柱分离，将小柱置于洁净1．5ml洁净EP管上，离心12000rpm，

10
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2min，以甩去残余异丙醇成分，使树脂干燥。此时，修饰后DNA处于与树脂结

合状态。

7)将小柱取下置于另一洁净1．5mlEP管上，移液器加50ul预热好的双蒸水，

室温放置5min。

8)离心12000rpm，20s，此为洗脱步骤，此时EP管内液体即为洗脱的修饰后

DNA溶液，终体积为50ul。

9)加5．5ul新鲜配制的3mrnol／LNaOH，室温放置1 5min。

10)加339l的10mmol／L乙酸铵，以中和NaOH。

11)加4ul 10mg／ml糖原，此作为沉淀指示剂，因为其与乙醇混合后可产生沉

淀，便于以后离心后辨别回收物的位置，以防在吸取残余乙醇时将回收物吸走。

12)加270ul冰无水乙醇，置于．20℃，过夜沉淀。

13)4℃，12000rpm离心，30min，倒去上清液，收集沉淀。不必吸净。

14)加500ul 70％乙醇，不要将沉淀吹打起来，只要把乙醇加上即可。轻柔倾

斜EP管，旋转一圈，再次离心，4。C 12000rpm，5min。离心后倒掉上清，再加

同量乙醇，同样再做一遍。此为洗涤步骤，共2次。

15)倒掉上清，并常温简短离心后，将附壁乙醇离至EP管底，移液器小心将

残余液体吸净，室温干燥5min，或沉淀由不透明变为半透明或透明时，加入50ul

双蒸水(灭菌双蒸水)，溶解沉淀。至此，已完成了修饰后DNA的纯化回收，

所得为修饰后DNA溶液，可用于此后的进一步实验。

16)．20℃保存DNA溶液。

注：2)至8)用Promega Wizard Clean up DNA纯化试剂盒

(3) 引物设计

HOXAl0基因启动子区域5’CpG岛的引物按参考文献网设计，HOXAl0甲

基化(M)和非甲基化(U)引物预期扩增片段大小均为143bp，见表l；PTEN

基因启动子区域5’CpG岛的引物按参考文献删设计，PTEN甲基化(M)引物

预期扩增片段大小为71bp，PTEN非甲基化(U)引物预期扩增片段大小为78bp，

见表2。
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表l HOXAIO基因启动区域MSP分析所用引物

Tab l The primers designed for HOXA 1 0 in the methylation-specific PCR technique

引物名称 引物序列 产物长度(Size bp)

表2 PTEN基因启动区域MSP分析所用引物

Tab 2 The primers designed for PTEN in the methylation-specific PCR technique

引物名称 引物序列 产物长度(Size bp)

(4) 设立对照将正常健康人外周血淋巴细胞中所提的基因组DNA与

S一腺苷甲硫氨酸(终浓度为1601maol／L)和1U Sss I甲基转移酶共孵育2h，再经

亚硫酸氢钠修饰作为完全甲基化的阳性对照；将正常健康人外周血淋巴细胞中

所提的基因组DNA仅用亚硫酸氢钠处理则作为完全未甲基化阴性对照；用灭菌

去离子水代替DNA模板的PCR反应体系作为空白对照。

(5)PCR扩增 第一轮PCR反应，12．5山的PCR反应体系：模板

DNAl．5山，灭菌去离子水3．75I-tl，Premix Ex热启动Taq酶混合液6．25I-tl(其中

包括4mmol／LM92+，0．4mmol／LdNTPs，O．3125UTaq酶)，甲基化F、R引物各

0．5刖tl(5pm01)，非甲基化F、R引物各0．51xl(5pm01)等。反应条件为：95"(2预

变性5min；95℃变性30s，60-56℃退火lmin，72℃延伸lmin，退火温度每降

低1℃，2个循环，直至56℃共lO个循环；95℃变性30s，55℃退火30s，72℃

延伸30s，25个循环；末次72℃延伸lOmin，总共35个循环。第二轮PCR反应，

25I．tl的PCR反应体系：用第一轮反应产物稀释10倍再取2肛作为模板，灭菌去

离子水8．5山，Premix Ex热启动Taq酶混合液12．51xl(其中包括4mmol／L M92+，

0．4mmol／LdNTPs，0．625UTaq酶)，甲基化F、R引物各1山(10pm01)，非甲基

12
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化F、R引物各1lal(10pm01)等，反应条件与第一轮相同。

(6)结果观察取9u1 PCR产物于2％琼脂糖凝胶中电泳，100V 40rain，

于紫外灯下观察并成像。判定标准：HOXAl0基因：如果甲基化特异性引物(M)

扩增出143 bp条带．非甲基化特异性引物(U)未扩增出条带，说明HOXAl0基

因启动子区5’cDG发生了纯合型甲基化；反之即未发牛甲基化；若M、u均扩

增出相应大小的条带，说明存在杂合型甲基化状态；PTEN基因：如果甲基化特

异性引物(M)扩增出7l bp条带，非甲基化特异性引物(u)未扩增出条带，

说明PTEN基因启动子区5’Cp G发生了纯合型甲基化：反之即未发生甲基化；

若M、u均扩增出相应大小的条带，说明存在杂台型甲基化状态。见图2至图6。

刚2内异症患者在缔内膜组织HOXAl0基因甲基化检测琼脂糖凝胶电泳圈

M为甲基化扩增．甲基化特异性引物扩增出143bp的磐带；U为非甲基化扩增，非甲基

化特异性引物扩增出143bp的条带；Mr为DNA标准分子鼙50bpLadd日：A11A4为内异症

患者在位内膜样本，其中Al为完全1F甲基化(u)．A3、A4为完全甲基化(M)，A2为部

分甲基化(M)

Fig 2 Melh，lation status ofHOXAl 0 byMSPwith bisulfite-tr衄led eutopic endomctfiumtissue

samples from endometriosis pailenls
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团

幽3 内异硅患者异位内膜组织HOXAl0基闻甲基化检测琼脂蕾凝腔电}Ic豳

M．为甲基化扩增．甲基化特异性引物扩增山143bp的条带；U为非甲基化扩增，非甲基

化特异性引物扩增出143bp的条带；h打为DNA标准分子蜮．5d如Ladder：EI-E4为内异瘫

患者异住内膜样本．其中El、E2为完全甲基化(M)，E3、FA为部分甲基化(M)

Fig 3 McthylafiondahBofHOXAIObyMSPwithhb山fik，岫led∞Io面c∞domelriumlissue
s蛐nI档fiomondomc@ioslspalicnls

旦N2 M!旦旦』虹鱼-j丝业
U M U M Mr M U M U M U M U M U M U

幽4 正常对照纽子宫内膜组织HOXAl0基田甲基化检测琼脂糖凝胶电泳幽

M为甲摹化扩增。甲基化特异性引物扩增iI；143bp的条带；U为誓甲基化扩增，譬甲基

化特异性引物扩增出143bp的条带{№为DNA标准分子持50bpLa柏盯：NI-N$为正常f

峦山膜．均山1F甲基化(U)，No为作甲基化阴性对照．Bo_：I『甲基化刚性对麒，H20为审

白对照

Fig 4 Mcth．vlation s‘a¨s ofHOXAIOhMSPwithbisulrHc·雠ated eudometrlaltissue staples

from aormal conbols
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^可％—‰矿‰腑
坤

一400
—350
一瑚
二i68
—1如
一l∞

一50

豳5内异癌患者在位、异何内艘组织PTEN墓闻甲基化检涮琼脂糖凝胶电泳嘲

M为甲摹化扩增，甲基化特异性91物扩增山71bp的条带；U为非甲基化扩增，非甲基化

特异性引物扩增山79bp的条带：Mr山DNA标准分子蚰50bp Ladd目；CI-C2为在位内膜

样本·DI-D2为异忙山膜样奉．其中Cl为完全甲基化(M)，为c2、Dl、D2部分甲基化

(M)

Fig 5 Moth)lalion$1aln$of PTEN by MSP wilk bisulfite-tre,acd cutopic and ecIoⅢc

endon蜊zlumtissue samplesfrom en<lolncmosis paticms

凹6 正肯}对燃纽r坩内麒组绂町EN毖闻甲基化检w4琼月目话凝腔也冰捌

M为甲基化扩增，甲基化特抖性引物女、增出7lbp的条带；U为非甲薹化扩增．作甲摹化

特异性引物扩增小78bp的螯带：ML为DNA标准分r靛50bp Ladd盱_=BI．B4为正常f竹

内膜．均为"叫基化(u】

盹6 Moth)lation$1alu$of PTEN b MSP、、I【h bisulfilc-trcatcd ondomcmal tissue samples
fromnormal controls
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3．统计学处理 内异症患者在位、异位内膜组织及正常对照子宫内膜组织三组

之间HOXAl0与PTEN基因的甲基化比较采用多个样本率的Z检验：两两比较

及III．Ⅳ期与I一Ⅱ期内异症患者HOXAl0与PTEN基因的甲基化比较用Fisher’s

确切概率法(样本总量小于40或理论频数小于5)，多个样本率间的多重比较的

检验水准经校正后，a’为0．0167(如以0．05为检测水准，将会加大犯I型错误

的概率)，其它比较的检验水准a为0．05，(统计软件采用SPSS 13．0)。

16
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二 结果

(一) 基因组DNA的鉴定

本实验提取的DNA经紫外分光光度仪测得A260／A280比值范围为1．7～1．9，

(见图7)，表明所提DNA纯度高、污染低。所提DNA的浓度为0．14-0．69ug／ul。

1％琼脂糖凝胶电泳每个孔道可见一条清晰的>10kp大小粗的亮带，表明DNA

带完整，没有降解，可用做后续实验(见图8)。

光话扫盎血墁

厂＼
／ ＼

＼、／ 一j＼

＼＼
波长h)

图7其中一样本基冈组DNA的吸光度值(A)

基因组DNA稀释10倍后测吸光值(A)，此基冈组DNA的A260为O．8351nm，A280

为0．4606nm，A260／A280比值为1．8132．

rig．7 Absorbance value of genomic DNA

17



鲒果

l 2 3 4 5 6 7 g M

幽g基因组DNA屯泳幽

14为内异症异惶内膜组织；4．6为内异症异位内膜组织：7-g为对照组正常子宫内膜组

织：M为DNA标准分于：I匠

F畦8 C"momicDNAdetectedhAGE

(--) 内异症患者在位、异位内膜组织与正常对照组子宫内膜中

HOXAl0基因启动子区5’CpG岛的甲基化比较

内异症患者30份异位内膜组织中检测到12份HOXAl0基因甲基化；20

份在位内膜组织巾检测到7例HOXAl0基因甲基化；正常对照纽子寓内膜组织

未检测到HOXAl0基因甲基化。内异症在位、异位内膜组织及正常对照组子宫

内膜组织三组HOXAl0基因的甲基化比较用多个样本率的矿检验，并组阃

HOXAl0基因的甲基化比较用多个样本率问的多重比较(蛐’s确切概謇法)，结
果显示：

(1)内异症患者在位、异位内膜组织及正常子宫内膜组织三组之问

HOXAl0基因的甲基化发生率比较有统计学差异(P<005)，见表3；



硕士学位论文

内异症异位内膜组

正常对照子宫内膜组

内异症在位内膜组

12

O

7

18

25

13

4C％

O％

35％

多个样本率的f检验比较，#=12．882，P<o．05。

(2)内异症患者在位内膜组织与对照组正常子宫内膜组织HOXAIO基因的

甲基化发生率比较，无统计学差异，见表4；

表4内异症患者在位内膜组织与正常对照妇女子宫内膜组织中HOXAl0基因甲基化模式

Tab 4 The comparison of HOXA 10 gene methylation between

eutopic endometrium of patients and normal endometrium of control women

分 组 甲基化数 非甲基化数 甲基化率

正常对照子宫内膜组 O

内异症在位内膜组 7

25

13

0％

35％

Fisher’S确切概率法，P=0．020，检验水准a’为0．0167。

(3)内异症患者异位内膜组织与正常对照妇女子宫内膜组织HOXAl0基因

的甲基化发生率比较，有统计学差异(P<O．01)，见表5；
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表5 内异症患者异位内膜组织与正常对照妇女子宫内膜组织中HOXAl0基因甲基化模式

Tab 5 The comparison of HOXA 10 gene methylation between ectopic endometrium of patients

and normal endometrium of control women

Fisher
7

s确切概率法，P=0．000<0．01，检验水准a’为0．0167。

(4)内异症患者在位内膜组织与异位内膜组织HOXAl0基因的甲基化发生

率比较无统计学差异，见表6。

表6 内异症患者在位内膜组织与异位内膜子宫内膜组织中HOXAl0基因甲基化模式

Tab 6 The comparison of HOXA 1 0 gene methylation between

eutopic endometrium of patients and ectopic endometrium of control women

Fisher
7

s确切概率法，P=0．774，检验水准a’为0．0167。

(三) 内异症患者在位、位内膜组织与正常对照组子宫内膜中

PTEN基因启动子区5’CpG岛的甲基化比较

1． 内异症患者30份异位内膜组织中检测到7份PTEN基因甲基化；20份

在位内膜组织中检测到2份PTEN基因甲基化；正常对照组子宫内膜组织均未

检测到PTEN基因甲基化。内异症患者在位、异位内膜组织及正常对照子宫内

膜组织三组PTEN基因的甲基化比较用多个样本率的卡方检验，各组间PTEN

基因的甲基化比较用多个样本率间的多重比较(Fisher’S确切概率法)，结果显示：

(1)内异症患者在位、异位内膜组织及正常对照子宫内膜组织三组之间
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PTEN基因的甲基化比较有统计学差异(P<0．05)，见表1．7；

表7内异症患者在位，异位内膜及正常对照常子宫内膜组织中PTEN基因甲基化模式

Tab 7 The comparison of PTEN gene methylation between patients with endometriosis and

without endometriosis

多个样本率的f检验比较，f=9．439，P<0．05。

(2)内异症患者在位内膜组织与正常对照妇女子宫内膜组织PTEN基因的

甲基化发生率比较，无统计学差异，见表8；

表8内异症患者在位内膜组织与正常对照妇女子宫内膜组织中PTEN基因甲基化模式

Tab 8 The comparison of PTEN gene methylation between eutopic endometrium and normal

endometrium

分 组 甲基化数 非甲基化数 甲基化率

对照正常子宫内膜组

内异症在位内膜组

0

2

25

18

0％

lO％

Fisher’s确切概率法，P=O．192，检验水准a’为0．0167。

(3)内异症患者异位内膜组织与正常对照组子宫内膜组织PTEN基因的甲基化

发生率比较，无统计学差异，见表9；
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表9内异症患者异位内膜组织与正常对照妇女子宫内膜组织中PTEN基因甲基化模式

Tab 9 The comparison of PTEN gene methylation between ectopic endometrium and normal

endometrium

Fisher’S确切概率法，P--0．012，检验水准a’为0．0167。

(4)内异症患者在位内膜组织与异位内膜组织PTEN基因的甲基化发生率比较，

无统计学意义，见表10。

表lO内异症患者在位内膜组织与异位内膜组织中PTEN基因甲基化

Tab 10 The comparison of PTEN gene methylation between eutopic endometrium and ectopic

endometrium of patients with endometriosis

Fisher’s确切概率法，P--0．285，检验水准a’为0．0167。

(四) 不同期别内异症患者异位内膜组织中HOXAl0基因启动子

区5’CpG岛的甲基化比较

20例III．Ⅳ期内异症患者异位内膜组织中有11例HOXAIO基因PTEN基因

发生甲基化；10例I—II期内异症患者异位内膜组织中有1例HOXAl0基因发生

甲基化。因样本总量小于40例所以用Fisher’S确切概率法分析，结果为：Ⅲ．

Ⅳ期内异症患者异位内膜组织与I．II期HOXAl0基因启动子区5’CpG岛的甲
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基化发生率相比较，差异显著(P<o．05)，臣PlII．IV期内异症患者异位内膜组织

HOXAIO基因启动子区5’CpG岛的甲基化发生率高于I．II期。见表11。

表11不同分期内异症患者异位内膜组织中HOXAIO基因甲基化

Tab 11 The comparison of HOXA 1 0 gene methylation between endometrium of patients with

endometriosis in I-II stage andⅢ-IV stage

Fisher
7

s确切概率法比较，P=0．024<0．05。

(五) 不同期别内异症患者异位内膜组织中PTEN基因启动子区

5’CpG岛的甲基化比校

20例III．Ⅳ期内异症患者异位内膜组织中有6例PTEN基因发生甲基化；10

例I．II期内异症患者异位内膜组织中有1例PTEN基因发生甲基化，因样本总

量小于40例所以用Fisher’S确切概率法分析，结果为：III．Ⅳ期内异症患者异位

内膜组织与I．II期PTEN基因甲基化率比较，差异无显著性(P>0．05)。见表

1 2。

表12不同分期内异症患者异位内膜组织中PTEN基因甲基化模式

Tab 1 2 The comparison of PTEN gene methylation between endometrium of patients with

endometriosis in I—II stage and HI—IV stage

Fisher’S确切概率法比较，P=0．372>0．05。
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三讨论

DNA甲基化是为人们所熟知的一种基因表遗传调控过程，这种改变并不影

响DNA的碱基序列，而是对基因组DNA进行的可遗传性修饰【36。37】。胞嘧啶甲

基化是表遗传改变的重要机制之一。在人类及哺乳动物体内，DNA甲基化是指

通过酶催化作用，以S一腺苷甲硫氨酸(SAM)为甲基供体，将甲基转移到胞嘧啶

第五位碳原子上。大多数5’甲基胞嘧啶以双核苷酸CpG的形式出现。CpG的分

布不是随机的，在基因组的某些区域含有丰富的CpG位点，称为CpG岛。CpG

岛一般含有几百到一千个碱基对，通常位于基因的5’端启动子区，也可以延伸

到基因的外显子区。人类基因组中约有45，000个CpG岛。正常情况下，除了印记

基因和女性失活的X染色体儿个基因外，在CpG岛的CpGs总是非甲基化的，

而大多数CpG岛之外的CpGs则是甲基化的。目前，大量研究已经表明，CpG

岛异常甲基化是存在于肿瘤中的普遍现象。整个肿瘤基因组中癌基因广泛低甲

基化和抑癌基因CpG岛的高甲基化并存，是导致多种人类肿瘤中癌基因激活和

抑癌基因失活的主要机制。早期的研究认为，抑癌基因失活在于遗传学上的改

变，包括突变与缺失。但近年来大量的研究表明，在肿瘤细胞中抑癌基因5’端

CpG岛的过度甲基化在多种抑癌基因失活中起主要作用。目前的研究己经发现

和抑癌基因甲基化有关的基因沉寂影响细胞的所有途径‘38。39】：从细胞周期抑制

因子到诱导凋亡；从DNA修复基因到细胞粘附；从激素受体到细胞解毒。不难

看出，抑癌基因CpG岛甲基化直接参与了细胞的恶变过程。内异症具有肿瘤的

生物学行为，并且确实能恶变，与肿瘤的发病机制类似，即抑癌基因启动子CpG

岛甲基化可能也参与了内异症的发病及癌变。

引言部分已经阐述HOXAl 0基因很可能是一种新的候选基因，能抑制肿瘤

的发生与转移，但目前尚存在争议，PTEN基因作为多肿瘤抑制基因，在肿瘤中

的抑癌作用在人类许多种癌中已被证实，特别是与卵巢子宫内膜样癌和子宫内

膜癌发生、发展关系密切。己有的研究显示，两基因在肿瘤发生发展作用中的

主要机制之一可能是启动子CpG岛的高甲基化，Yoshida等【25】研究发现



硕士学位论文

HOXAl0基因在子宫内膜癌中表达是下调的，并随着病变的进展，表达程度越

低，甚至表达缺失，认为HOXAl0基因能抑制子宫内膜癌的发生及转移，在研

究表达低下的基础下还进一步研究了子宫内膜癌中HOXAl0的甲基化状况，结

果发现子宫内膜癌存在高甲基化状态，并发现随着分期的升高，HOXAl0甲基

化程度越高，并认为子宫内膜癌中HOXAl0基因表达下降是由于其发生高甲基

化引起的，这与抑癌基因启动子的高甲基化使其表达沉默原理一致，Chu等【26】

研究发现乳腺癌中HOXAl0基因表达下调，并认为其表达下调可抑制肿瘤增殖、

浸润及转移，与Yoshida等研究观点一致，而Salvesen等【31J在子宫内膜癌中也

现PTEN基因发生甲基化，甲基化率为19％，与对照组有统计学意义，并且认

为PTEN基因甲基化与肿瘤转移存在显著相关，在子宫内膜癌进展中起重要作

用。而HOXAl0和PTEN基因在内异症的作用又是如何呢?尤其是这两基因的

甲基化在内异症作用如何呢?目前国内外研究甚少。

Wu等【28】首次对内异症患者在位内膜组织中HOXAl0基因的甲基化作了研

究，结果发现病例组较对照组在位内膜启动子CpG岛呈高度甲基化状态，同时

发现病例组的HOXAl0表达低于对照组，并认为这种异常的甲基化模式可能是

导致内异症患者HOXAl0基因表达下调的原因。有关PTEN基因甲基化在内异

症中的研究，目前，国内外尚未见报道，但有研究在mRNA及蛋白水平上对内

异症中PTEN基因的表达作了检测，并且发现其表达是下调的，李淑娟【40】等在

研究卵巢子宫内膜异位囊肿和卵巢子宫内膜样癌中P’TEN蛋白的表达时发现

PTEN蛋白在卵巢子宫内膜样癌组织中阳性表达明显下降，在正常子宫内膜组织

中PTEN蛋白为高表达，而PTEN蛋白在卵巢子宫内膜异位囊肿组织中的表达

介于正常子宫内膜和卵巢子宫内膜样癌之间。并发现在高、中分化卵巢子宫内

膜样癌中PTEN蛋白表达阳性率明显高于低分化卵巢子宫内膜样癌中PTEN蛋

白表达阳性率。彭丽秀等【4l】在mRNA水平上研究PTEN基因的表达水平也发现

PTEN基因在内异症中表达是下调的，与蔡知天等【42】研究一致。总之，在内异症

中存在着PTEN基因的失活，研究已经证实PTEN在肿瘤中的失活很可能是由

于其启动子发生了高甲基化，同理，其在内异症中表现失活很可能也是由于其
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启动子高甲基化引起的。

在本实验中，内异症患者30份异位内膜组织中有14份检测到HOXAl0基

因启动子区域发生甲基化，7份检测到PTEN基因启动子发生甲基化，20份在

位内膜组织中7份HOXAl0基因发生甲基化，2份PTEN基因发生甲基化，而

正常对照组子宫内膜组织均未检测到HOXAl0与PTEN基因甲基化，虽然内异

症患者在位内膜组织HOXAl0与PTEN甲基化与正常对照子宫内膜组织相比较

无统计学差异，似乎可以得出内异症患者在位内膜与正常妇女子宫内膜在甲基

化方面无区别的结论，但内异症患者在位内膜组织确实是检测出了HOXAl0与

PTEN基因～定的甲基化，而正常对照组子宫内膜组织未检测出一例甲基化，如

果扩大例数，很可能会得出有意义的结果，并且内异症患者异位内膜组织与正

常对照子宫内膜组织比较是有显著性差异，这些也提示HOXAl0、PTEN基因启

动子区域甲基化在内异症的发病中可能起重要作用。最近研究也发现，内异症

动物模型的在位内膜组织中HOXAl0表达水平明显低于正常对照组，同时检测

到病例组在位内膜组织中HOXAl0基因表现为高甲基化状态，进一步佐证

HOXAl0基因启动子区域甲基化可能参与内异症的发病机制【43训】。对内异症患

者异位内膜组织与在位内膜组织中HOXAl0与PTEN基因启动子甲基化比较分

析发现它们之间没有显著差异，提示内异症患者在位内膜与异位内膜可能在

HOXAlO与PTEN基因启动子甲基化方面有相似的特性，这于朗景和教授提出

的“子宫内膜异位症在位内膜决定论”理论相符。

本实验发现不同临床分期内异症患者异位内膜组织中HOXAl0基因启动子

区5’CpG岛的甲基化发生率不同，ⅡI．Ⅳ期的甲基化发生率高于I．II期

(P<0．05)，这可能提示HOXAl0基因启动子区5’CpG岛甲基化程度与内异症

的临床分期可能有关，在内异症的进展中可能起作用。而对Ⅲ．Ⅳ期与I—II期内

异症中PTEN基因甲基化发生率作比较，差异无显著性，但PTEN基因在IⅡ．Ⅳ

期中的甲基化率在数值上是高于I．II期中的，可能是由于样本量过小而造成实

验结果的误差，有待今后研究加大样本量进一步研究。

在本实验中设立了甲基化阳性对照(标准M带)，非甲基化阴性对照(标准



硕士学位论文

U带)，空白对照(无M，U带)，而且PCR反应了两轮，用第一轮的PCR产物

稀释后作为第二轮PCR的DNA模板，同时退火温度是降落温度，这样既提高

了MSP产物的特异性，减少引物二聚体的产生，也提高了特异性产物的产量。

使MSP方法更可靠，更可信，更有效地检测出特异性产物。

27
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四 总结

本文总结了相关领域的研究进展，应用甲基化特异性聚合酶链反应(MSP)，

对内异症患者在位、异位内膜组织中HOXAl0与PTEN基因启动子甲基化情况

进行了探索性的研究，主要研究结果为：

1．HOXAl0与PTEN基因在异位内膜组织中表现为高甲基化状态，而在正常子

宫内膜组织中表现为非甲基化状态；

2．HOXAl0基因在III、Ⅳ期内异症患者异位内膜组织中的甲基化显著高于I、

II期，临床期别越晚，HOXAl0基因甲基化程度越高。
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五本研究存在的不足及创新

1．研究例数尚少，特别表现在内异症分期方面的研究。有待今后研究加大

样本量进一步研究。

2．本次研究未能在蛋白水平检测内异症患者在位，异位内膜和正常对照子

宫内膜组织HOXAl0、PTEN的表达情况，尚有待进一步从蛋白水平加以证实。

3．未能按计划取到子宫内膜异位症恶变的组织标本。

虽然我们的研究存在一些不足之外，但我们的研究具有创新性，探索性，

并得出了一些有意义的初步结果：以往探讨内异症的甲基化情况只限于在位内

膜方面，本研究首次探讨HOXAlO、PTEN基因在内异症患者异位内膜组织的甲

基化情况，首次探讨内异症患者在位内膜组织中PTEN基因甲基化情况，以及

评价它们甲基化程度在内异症中不同临床分期中的差异，为今后大样本临床研

究，尤其是内异症恶变与HOXAl0、PTEN基因甲基化的研究等方面提供了初步

的科研资料。
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文献综述

子宫内膜异位症恶变的研究进展

熊美丽综述宗利丽审校

【摘要】子宫内膜异位症是生育期妇女的常见病，虽为良性病变，却具有类

似恶性肿瘤远处转移和种植生长的特性，约有1％左右的患者发生恶变，恶变多

为子宫内膜样癌和透明细胞癌。子宫内膜异位症发生及其恶变机制尚不清楚，

成为临床与基础的研究焦点，本文主要从流行病学、高危因素、临床病理、发

病机制等几个方面对子宫内膜异位症恶变的研究进展予以综述。

【关键词】子宫内膜异位症；恶变；卵巢癌

子宫内膜异位症(endometriosis，EM)，是指具有生长功能的子宫内膜组织

出现在子宫腔被覆粘膜以外的身体其它部位，生育年龄妇女的发病率约为

7％．15％【11。现报道的恶变发病率为O．7％．1．6％‘11，恶变最常见部位为卵巢，恶变

组织类型主要是子宫内膜样癌和透明细胞癌，关于EM恶变的研究越来越受到

重视，下面分别从流行病学、病理、及发病机制等方面综述近年来的研究概况

和进展。

1． EM恶变的流行病学和临床高危因素的研究

1925年Sampson首次报道了EM恶变病例，此后国内外就不断有同类病例

报道，病例中EM恶变多发生在卵巢，因此又称为EM相关性卵巢癌

(endometriosis．associated ovarian，EAOC)。Brinton等卜1调查了1969．1983年的

20 686例EM患者，平均随诊11．4年，结果显示：EM患者发生卵巢癌的相对危

险性是1．9，随诊>10年者，EM患者发生卵巢癌的相对危险性上升为4．2。Melin

等p1研究了从1969．2000年的64492例EM患者，发现EM患者发生恶性肿瘤的

发病率(SIR)为1．04，卵巢癌的SIR值为1．43。研究数据还提示早期诊断和长期

存在的EM发生卵巢癌的风险性较高，SIR值为2．01．2．23。在诊断EM之前或诊

断当时行子宫切除的患者卵巢癌的发病率不高，因此有些学者认为切除子宫能



硕士学位论文

预防卵巢癌的发生。

目前比较公认的与EM相关恶性肿瘤的临床高危因素有：①体内高雌素水

平，如雌激素替代治疗。Zanetta等r’的研究认为长期单纯服用雌激素是EM恶

变的危险因素，尤其是卵巢外EM病灶恶变与单用雌激素的关系更密切，孕激

素对此激素有拮抗作用，单纯使用雌激素治疗，无孕激素拮抗增加EM的恶变。

②达那唑可能与卵巢癌有相关性，Cottreau等p1的研究发现应用达那唑治疗EM

发展为卵巢癌的危险性比不用达那唑治疗的增加3．2倍，而应用亮丙瑞林／那法

瑞林治疗EM恶变危险性不增加。达那唑可使雄激素水平升高，而雄激素过剩

与卵巢癌发生、发展密切相关。因此，认为达那唑治疗EM会增加恶变危险性。

③EM不孕不育会增加卵巢癌的发病率，Brinton等一1的回顾性研究调查了

1965．1988年的12193例不孕的美国妇女，发现不育病人比普通人群的恶变率高，

其SIR值为1．23，不孕(主要指原发不孕)病人的恶变率甚至更高，其SIR值

达1．43。④口服避孕药(OCPs)、 分娩、多产、行输卵管结扎术及子宫切除术

等因素均能降低EM恶变为卵巢癌的发生率¨’。另外还有研究表明病程、月经情

况、环境、遗传等因素也与EM发生恶变有关。

2． EM恶变的临床病理特点的研究

1925年Sampson首次报道恶性肿瘤与异位子宫内膜并存于同一病变中，

并提出异位子宫内膜恶变确诊需符合以下3个条件：①癌组织和异位内膜并存

于同一病变中；②二者具有组织学相关性；⑨排除其他原发肿瘤的存在。1953年

Scott在此基础上补充了诊断标准即显微镜下见异位子宫内膜向恶性移行的形态

学证据，上述病理诊断标准已得到国际公认。Yoshikawa等p1复习文献时指出在

卵巢癌患者中，同时存在EM病灶占14．1％，其中透明细胞癌占39．2％，子宫内
r01

膜样癌占21．2％，浆液性癌占3．3％，粘液性癌占3．0％。Surprasert等P1调查了

1995．2005年的1076例卵巢癌患者发现有37例合并EM，这37例中组织类型最

多的是透明细胞癌，其次是子宫内膜样癌，迸一步证明EM恶变以子宫内膜样

癌和透明细胞癌为主。EM在组织病理学上可表现为不典型子宫内膜异位症(a
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typical endometriosis aEM)，此概念在1988年首先被LaGrenade和Silverberg提

出：指异位内膜腺上皮的不典型或核异型性改变，其病理形态特点为细胞核深

染或淡染、苍白，伴有中至重度异型性；核／浆比例增大、细胞密集、复层或簇

状突。Fukunaga等‘101观察发现卵巢EM很少发生aEM，但EAOC病例标本常常

能观察到拒M，特别是透明细胞癌和子宫内膜样癌，在恶变上皮的邻近组织也

能观察到aEM，因此指出扼M可能为潜在的癌前病变，癌组织或许来源于正M

的残留组织，这表明aEM可能在EM恶变起主要作用。EM恶变的临床特点可

以总结为以下几点：①恶变的发生部位以发生在卵巢为主；②合并EM的卵巢

癌以子宫内膜样癌和透明细胞癌居多；③恶变患者年龄较为年轻，平均年龄

44(25---62)岁【9】；④EM患者的卵巢癌、乳腺癌、非何杰金淋巴瘤的患病危险也增

舻11。
3． EM恶变机制的研究

人类肿瘤发生机制主要与分子水平异常、环境、遗传等因素有关，EM恶

变的机制也～样。下面分别从这几方面予以阐述。

3．1 EM恶变的分子生物学基础

3．1．1 EM恶变与杂合性丢失(Loss ofHeterozygosity，LOH)

LOH是目前分子生物学领域研究抑癌基因染色体位点的主要手段之一，根
’

据病变组织中候选DNA片段的丢失频率，即LOH发生频率，判断该染色体位

点附近可能存在肿瘤抑制基因的丢失。在EM患者异位内膜组织DNA微卫星

研究中，染色体lp，11q和19pLOH发生率分别为69％，43％及45％，由此

认为位于lp的肿瘤抑癌基因很有可能在EM发生、发展过程中起重要作用【111。

Ali．Fehmi等㈣在研究基因组DNA中发现，10号染色体3位点经过多聚酶链反

应扩增后，EM病灶LOH发生率为4．3％，而子宫内膜样癌LOH发生率为23．5％，

并且指出在D105608的LOH很有可能是EM恶变的重要分子机制。

3．1．2 EM恶变相关基因的研究

研究显示多种癌基因和抑癌基因，如Bcl．2、p53、k．ras、PTEN基因等表达
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异常和突变可能会导致异位子宫内膜细胞发生恶型13以6。。下面分别予以阐述：

Bcl．2基因是近年发现的一种抑制凋亡的癌基因，编码26l①的蛋白质，称

Bcl．2蛋白，它可抑制由多种因素介导的细胞凋亡，不影响细胞增殖，而是作为

细胞凋亡的抑制剂调节细胞的死亡。Bcl．2的过度表达可减少细胞死亡，引起增

殖性病变或肿瘤发生，在卵巢异位子宫内膜不典型增生向恶性转化过程中起重

要作用。钱建华等¨引采用免疫组化法检测卵巢内异组(22例)、卵巢EM腺上皮

不典型增生组(14例)、卵巢EM癌变组(22例)的Bcl．2蛋白表达。结果：癌

变组内异区Bcl．2蛋白表达阳性率显著高于内异组，不典型增生组内异区Bcl．2

蛋白表达阳性率显著高于内异组，由此推测Bcl．2的过度表达可能参与了EM癌

变的过程， Bcl．2蛋白阳性的EM可能是癌前病变。

p53过分表达与aEM和EAOC的发生有关，Sainz等¨叫研究了1948．1999

年的410例卵巢癌患者和521例EM患者，发现410例卵巢患者中有17例合并

EM，其中14例(82．4％)p53基因发生过度表达，且发现所有的aEM均出现

p53过度表达，p53过度表达诊断aEM和EAOC的敏感性为87％，这提示P53

对预测EM是否发生恶变有一定的价值。Okuda等卜叫从卵巢癌组织中提取DNA，

靶序列通过多聚酶链反应扩增p53基因的外显子5，6，7，8后测序分析发现p53

基因在子宫内膜样癌的突变率为63．O％，第5外显子主要是TAC突变成TGC，

第6外显子主要是CGA突变成CTA，第7外显子主要是TGC突变成1vrC，第

8外显子主要是TGT突变成GGT；而在透明细胞癌没有发现突变，说明p53突

变主要发生在子宫内膜样癌。

Otsuka等¨叫调查了1987．1999年的37例患有透明细胞癌的日本病人，每例

通过激光显微切割分析后发现k-ras突变能在透明细胞癌组织病变上观察到，而

在EM及aEM上则没有观察到，提示k．ras突变可能与EM转化为透明细胞癌有

关。PTEN为抑癌基因，定位于染色体10q23．3，PTEN能够去除酪氨酸及丝氨

酸磷酸基团，并通过抑制P13K信号系统和影响MAPK信号级联调节细胞生长、

增殖、迁移等多种效应，PTEN基因的突变见于多种恶性肿瘤中。2000年Nakako
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等¨u检测了20例卵巢子宫内膜样癌，24例透明细胞癌及34例卵巢内aEM患者

的子宫内膜样本后发现PTEN基因在第5和第6位外显子处发生了移码突变，

突变率分别为20．0％，8．3％和20．6％。在异位子宫内膜来源的肿瘤中，多数可在

异位内膜和癌组织中同时检出PTEN突变，没有只在EM病变处检出PTEN突

变，而癌组织中检出阴性的病例。这意味着：PETN抑癌基因的失活在卵巢子宫

内膜样癌，透明细胞癌及aEM的癌变中机制相似，并且可能是EM恶变的机制

之一。

3．1．3 EM恶变与相关基因DNA甲基化的研究

越来越多的研究认为DNA甲基化与EM的发生与恶变密切相关，例如最近

研究报道【18．211，HOXAl0、PTEN、PRB、hMLHl等基因的甲基化可能参与了

EM的发生及恶变。Wu等【19】对EM患者HOXAl0基因的表观遗传表型做了研

究，收集6例经腹腔镜手术证实为EM患者的在位子宫内膜和4例因行输卵管

结扎经腹腔镜排除EM的对照者在位内膜，用甲基化特异性PCR技术

(Methylation-specific PCR，MSP)和亚硫酸盐测序的方法，检测了HOXAIO基

因启动子2个区域中的3个片段的甲基化模式，发现在所有3个片段序列

中，病例组较对照组CpG岛位点呈高度甲基化状态，且这种异常甲基化模式具

有统计学意义。进而认为，HOXAl0基因的高甲基化可能参与了EM的发生发

展。2006年，K．ETam等【201对比良性、交界性、恶性卵巢肿瘤中9个抑癌基因

甲基化状况以探讨DNA甲基化与卵巢肿瘤的关系，其中包括PTEN基因，分别

检测了89例卵巢癌、16例交界性卵巢肿瘤、19例良性卵巢肿瘤、16例正常卵

巢组织、5株卵巢癌细胞株中9个抑癌基因启动子CpG的甲基化状况，结果发

现它们对应的甲基化率分别为28．8％、20．1％、10．5％、11．8％、42．2％，从而认

为交界性卵巢肿瘤、卵巢癌的甲基化率明显高于良性卵巢肿瘤与正常卵巢组织，

基于EM与卵巢癌的关系，PTEN基因的高甲基化可能在EM及恶变中起作用，

吕艳文等【21】研究了62例EM患者在位内膜孕激素受体B(PRB)基因的甲基化

状况，结果发现EM和对照组中PRB甲基化率分别为61／62和22／33，两组PRB

的甲基化差异有统计学意义(P<0．01)，认为PRB基因的高甲基化可能参与了内异
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症及恶变的发生，但目前这方面研究还未成熟，尚处于探索阶段，DNA甲基化

与EM的发生及其恶变有待进一步研究。

3．2 EM恶变与雌孕激素及其受体调节的研究

Ness[221报道过多的雌激素和孕激素会促使EM的生长、侵袭和恶变。有研

究报道EM患者中绝经后更易恶变，因为EM及子宫内膜样癌均有雌、孕激素

受体及其亚型的表达，绝经后患者体内激素水平变化，通过与受体作用直接影

响了病灶的转归，可能会促使EM恶变。Akall舭e等例研究发现，从EM到aEM

到卵巢透明细胞癌的恶变过程中，雌、孕激素受体(ER和PR)表达逐渐减弱，

提示激素依赖性的消失可能与卵巢EM恶变为卵巢透明细胞癌有关。

3．3 EM恶变与环境遗传因素

1999年Bruner等在研究子宫内膜基质金属蛋白酶(MMPs)的表达与二恶英

的关系中发现，二恶英可使孕激素抑制子宫内膜异位生长的能力降低。病因分

析为：二恶英通过对激素受体或信号传导通路发生作用，高表达P450基因，激

活癌基因或诱导雌激素合成，促进EM的发生及转变。1998年Kennsy进行的流

行病学调查发现EM发病有以下特点：①家族聚集性；②患者一级亲属发病率

显著高于人群发病率。由此可以推断环境遗传因素在EM恶变的机制中可能也

有一定的作用，相关结论有待于进一步的研究。

综上所述，EM是一种不可忽视的疾病，尤其要注意其恶变，应该被考虑

为卵巢癌的危险因素，其恶变机制还有很多悬而未决的问题，都尚有待进一步

研究。
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