
象!结果发现
$

株均发生了
O;

71&%?<7

+

D<P

!另
"

株发生了

[3P&.

+

D

;

,

.未发现
[

;

7=

突变#认为检测临床分离株对喹诺

酮类药物耐药基因与体外诱导所得到的耐药基因突变基本一

致#詹惠英糜祖煌'

"!

(于
0##0

年对
0

株耐环丙沙星临床分离

株的
O;

71

进行序列分析!结果发现临床分离株与诱导耐药株

的耐药机制一致#陈志和等'

")

(于
0##%

年选取
%

株对氧氟沙

星和左氧氟沙星均耐药的临床分离株进行基因测定!结果发现

临床分离株也存在与体外诱导耐药一致的耐药机制#

孟冬娅等'

".

(于
0##(

年对泌尿生殖道分泌物中分离出的

"#

株
E@

的耐药基因进行检测!结果显示对斯帕沙星耐药的
.

株均检测出了
O;

71?<7&%

+

D<P

!而对斯帕沙星敏感菌株均没

有此变化#表明
E@

对斯帕沙星的耐药性可能与
?<7&%

+

D<P

有关!自然界流行菌株与体外诱导实验耐药机制一致#此外还

发现了
O;

71

基因非热点突变
?<7!)

+

>3<

#

&

!

小
!!

结

综上所述!临床分离株与次抑菌浓度药物体外诱导耐药株

的耐药机制一致#通过诱导耐药可以发现不同喹诺酮类药物

的首要作用靶位不同$氧氟沙星的首要作用靶位是拓扑异构酶

$

!斯帕沙星的首要作用靶位是
SF1

旋转酶#短时间诱导所

致的耐药或交叉耐药水平较低!而长时间诱导所致耐药水平较

高#耐药株
O;

71

基因的热点突变是
?<7&%

+

D<P

!非热点突变

有
?<7&%

+

K7

A

"

?<7&$

+

K7

A

"

[3P&.

+

D

;

,

"

139""(

+

[3P

和
O;

/

71?<7!)

+

>3<

.

O;

7=

基因目前尚未发现突变.

A

97I

的热点突变

是
[3P&$

+

D

;

,

和
?<7&#

+

>3<

!非热点突变有
1,

A

)(

+

K

;

7

和

17

O

.%

+

B+,

.

A

97M

的热点突变是
1,

A

$0)

+

1,-

和
?<7&#

+

>3<

!

非热点突变有
D<P$$#

#目前!体外诱导实验研究
E@

对喹诺

酮类药物的耐药机制较为透彻!但临床分离株虽然存在与诱导

株相同的机制!但是从上述研究表明临床分离耐药株存在着与

诱导株不同的突变位点!因此!为了指导临床合理利用喹诺酮

类药物治疗
E@

感染!对临床分离株的耐药机制还有待进一步

的研究#
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卵巢癌是女性生殖系统三大恶性肿瘤之一!严重威胁着女

性的健康#由于缺少有效的早期诊断方法!其死亡率一直居妇

科肿瘤之首#随着对卵巢癌发病机制的深入研究!人们认识到

肿瘤的发生不仅与遗传学机制有关!表观遗传异常也是肿瘤发

生"发展的原动力之一!

SF1

甲基化作为表观遗传的主要方式

之一!显示出与卵巢癌的发生"发展"治疗和预后有密切关系!

深入研究其作用机制将有助于卵巢癌早期诊断"辅助治疗和预

后判断#

&

.000

&

国际检验医学杂志
0#""

年
""

月第
%0

卷第
"(

期
!

>-:CD92E<5

!

F4G<82<70#""

!

H43'%0

!
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表观遗传与传统意义上的遗传不同!是指基于非基因序列

改变所致基因表达水平变化!主要体现在可逆性"位置效应和

高频率的突变#表观遗传修饰不仅与细胞"组织的正常发育有

关!而且与肿瘤的发生也密切相关#在肿瘤的形成过程中包含

基因机制和表观基因机制两大机制!表观基因机制是表观遗传

学的重要内容!该机制主要包括
SF1

甲基化"组蛋白修饰"染

色质重塑和非编码
JF1

的调控!其中
SF1

甲基化是表观遗

传学的重要研究内容之一#现对
SF1

甲基化在卵巢癌研究

中的进展作进一步的综述#

$

!

SF1

甲基化与卵巢癌

SF1

甲基化是最早发现的基因表观修饰方式!是指在

SF1

甲基转移酶的催化下!以
?/

腺苷
/D/

甲硫氨酸作为甲基供

体将甲基转移到胞嘧啶的
!

位碳原子上!生成
!/

甲基胞嘧啶

)

!/8<:@

;

3N

;

:4,+-<

!

!8I

*#这种
SF1

修饰方式并没有改变基

因序列!但是其调控了基因的表达#

SF1

甲基化通常发生在

I

A

[

位点的
I

上#

I

A

[

岛)

I

A

[+,39-5

!

I[>

*为长度大于或等

于
0##2

A

!

I

加
[

含量大于或等于
!#c

!

I[

观测值%期望值大

于或等于
#')

的
SF1

序列!也就是
I

A

[

位点较为密集的区

域!一半以上位于管家基因和一些组织特异性基因的
!̂

端!覆

盖基因的启动子区和第
"

外显子!有时延伸到第
"

或第
0

内含

子'

"

(

#人类
)#c

以上的基因含有
I[>

#

I

A

[

位点在人类基因

组中不足
"c

!其中
.#c

"

&#c

以甲基化形式存在!主要是多

数的
SF1

重复序列和异染色质!而大多数
I[>

正常情况下处

在完全非甲基化状态#

SF1

异常甲基化与肿瘤的发生有密切的联系!其机制主

要有$)

"

*基因组范围的低甲基化#如启动子
I[>

低甲基化激

活癌基因和逆转录转座子.异染色质低甲基化导致基因组不稳

定性增加而最终通过遗传性改变导致肿瘤的发生#)

0

*局部高

甲基化#抑癌基因启动子
I[>

高甲基化!是除杂合性缺失和

基因突变之外!导致肿瘤抑制基因
I[>

的第
%

种机制#)

%

*体

内突变热点#甲基化的胞嘧啶易自发脱氨基生成胸腺嘧啶

)

:@

;

8+-<

!

K

*!随着年龄的增加!

I[>

的甲基化不断增加!使得

年龄成为一些肿瘤发病的危险因素#

近年来的研究表明!

SF1

异常甲基化与卵巢癌的发生有

密切的关系#卵巢癌中因启动子低甲基化而表达上调的基因

多是与细胞增殖"

SF1

修复"血管生成和细胞迁移相关的基

因.而因启动子过甲基化使表达减少的基因则多是细胞黏附"

促细胞凋亡"抗细胞增殖和
SF1

错配修复相关的基因#

%

!

与卵巢癌相关的抑癌基因甲基化

%'$

!

79,,6"1

基因
!

79,,6"1

定位于人类染色体
%

A

0"'%

!是

79,

相关领域家族基因
"

)

79,9,,4N+9:<55489+-698+3

;O

<-<,

!

J1??V

*的
1

转录产物!编码一组
J1?

效应蛋白#通过阻断

I

;

N3+-S"

累积及控制细胞
[

"

%

?

期进展而抑制肿瘤细胞生长!

79,,6"1

在正常组织中
"##c

表达!而在肺癌"胃癌"乳腺癌等

多种实体瘤中均存在甲基化导致的表达失活#有学者检测卵

巢癌组织中
79,,6"1

甲基化发生率分别为
!#c

"

!0'!c

和

$#'%c

'

0/$

(

#认为
79,,6"1

启动子区甲基化与卵巢癌发生"发

展密切相关!可作为一种分子生物学指标!用于监测肿瘤的发

生"发展和预后#

%'%

!

死亡相关蛋白激酶基因
!

死亡相关蛋白激酶)

5<9:@/9,/

,4N+9:<5

A

74:<+-R+-9,<

!

S1XT

*基因定位于人类染色体
(

Q

%$'"

!

是一种钙离子%钙调蛋白调节的丝氨酸%苏氨酸蛋白激酶!具有

调节细胞的生存和凋亡以及抑制肿瘤的作用#

59

A

R

基因启动

子区
I

A

[

岛的甲基化!会导致
59

A

R

表达的沉默!使一些凋亡

信号不能通过
59

A

R

诱导细胞凋亡!而使细胞有发展成肿瘤的

可能性!这被认为是肿瘤发生的早期事件#研究者们发现卵巢

癌细胞中
59

A

R

发生甲基化!提示
59

A

R

甲基化引起的基因沉默

可能与卵巢癌的发生有关!通过检测
59

A

R

甲基化!有助于部分

卵巢癌的早期诊断'

!/)

(

#

%'&

!

N5@"

基因
!

N5@"

基因定位于染色体
")

Q

00'"

!编码细胞

表面跨膜糖蛋白
M

钙黏蛋白)

M/N95@<7+-

*#

M/N95@<7+-

可介导

相邻的上皮细胞间依赖钙的细胞连接!由于
M/N95@<7+-

的低水

平有助于肿瘤细胞浸润生长和由原发灶脱落转移!与肿瘤细胞

的浸润性增加有关!

N5@"

基因被认为是一种重要的肿瘤转移

抑制基因!是多种肿瘤侵袭及转移的抑制因素!包括卵巢癌在

内#沈文静等'

.

(检测上皮性卵巢癌原发灶及盆腹腔转移灶中

N5@"

启动子异常甲基化的发生率分别为
0&')c

和
%('#c

!并

与上皮性卵巢癌临床分期和细胞分化程度有关#

此外还有
27N9"

"

27N90

"

NN2<"

"

8<5"

%

8<5$

"

+

O

62

A

/%

等肿瘤

相关基因'

&/"0

(

#以下以
4

A

N83

基因为例!说明其甲基化在卵巢

癌研究中的应用#

&

!

4

A

N83

基因与卵巢癌的相关性

0##%

年
?<3397

等'

"%

(发现阿片肽结合蛋白基因)

4

A

+4+5/

2+-5+-

OA

74:<+-

%

N<3395@<,+4-843<NP3</3+R<

O

<-<

!

LXIED

*是上

皮性卵巢癌的另一个抑癌基因#

LXIED

也称为阿片肽结合

细胞 黏 附 分 子 )

4

A

+-5/2+-5+-

O

N<3395@<,+4- 843<NP3<

!

L=/

I1E

*!位于染色体
""

Q

0!

!由
.

个外显子构成#正常情况下

LXIED

在卵巢的表面上皮和大脑中表达!在心脏"胎盘"肝

脏"肾脏"胰腺"睾丸和结肠中少量表达#

LXIED

)

L=I1E

*

蛋白属于免疫球蛋白超家族中糖基磷脂酰肌醇)

O

3

;

N4

A

@,

A

@9:+5

;

3+-4,+:43

!

[X>

*锚定细胞黏附分子中的
>

O

DLF

家族!该

家族还包括
D?1EX

和
-<P74:7+8+-

'

"%

(

#

LXIED

蛋白有
%

个

>

O

样结构域!通过
[X>

锚定在细胞膜上#

LXIED

蛋白有
0

种

同系物!分别由
%$!

和
%%&

个氨基酸构成#

LXIED

蛋白作为

一个阿片受体类细胞黏附因子!可以使体内的腺苷酸环化酶

)

1I

*活性增高!

1I

可以水解
1KX

产生
N1EX

!

N1EX

可以抑

制
SF1

合成!促进细胞分化以及改变细胞膜性质#

LXIED

蛋白还参与细胞的识别"黏附"信号转导以及轴突的生长#由

于等位基因的杂合性缺失和
I

A

[

岛的甲基化!

LXIED

在上

皮性卵巢癌中经常失活!证明其低表达与启动子区域的高甲基

化有关'

"$

(

#

周峰等'

"!

(研究显示!用巢式
E?X

检测卵巢癌组织中
4

A

N/

83

基因的甲基化率为
&%'%c

)

0#

%

0$

*.姚德生等'

")

(研究显示!

正常
4

A

N83

能够抑制
10.&#

细胞的增殖!使
10.&#

细胞周期

滞留于
[

#

"

[

"

期.使注射
10.&#/LXIED

细胞的裸鼠体内成

瘤率明显下降!肿瘤生长速度明显变慢.能增强细胞的聚合力

和黏附力#以上的体内外实验结果进一步证实了以往对
4

A

N/

83

基因作为抑癌基因的推测!表明
4

A

N83

基因在卵巢癌的生

长"浸润和转移中发挥重要的抑制作用#

F

!

循环
SF1

在卵巢癌研究中的作用

循环
SF1

即存在于人血清或血浆中的游离
SF1

#近年

来研究表明!增殖旺盛的肿瘤细胞能持续释放
SF1

进入血液

循环!使肿瘤患者循环
SF1

含量增高且发生与原发肿瘤组织

相一致的分子遗传学改变)如基因突变"抑癌基因启动子高甲

基化"微卫星不稳定和杂合性丢失等*#肿瘤循环
SF1

来源

的确切发生机制目前尚未阐明!但一般认为主要有以下
$

种机

制$)

"

*增殖旺盛的肿瘤细胞持续释放
SF1

进入血液循环!成

为血液循环中游离
SF1

的主要来源#)

0

*肿瘤细胞的坏死在

&

&000

&
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瘤体较大或发生转移的患者血液中!出现较高水平的
SF1

!说

明血循环
SF1

有部分来自肿瘤细胞的坏死#)

%

*循环肿瘤细

胞或微转移灶的裂解!肿瘤患者血浆中的循环
SF1

也可能来

自循环肿瘤细胞或者微转移灶的裂解#)

$

*肿瘤细胞的凋亡!

血循环
SF1

电泳后!可表现出凋亡细胞所特有的梯度条带!

由此提出循环
SF1

还可来源于肿瘤细胞的凋亡#

现有资料表明!无论采用血浆还是血清标本!均可以得出

一个相同的结论!即肿瘤患者血液循环
SF1

的平均含量高于

健康人群#

K<,N@<-54766

等'

".

(应用
SF1

甲基化相关标记分

子检测卵巢癌患者血清中
SF1

甲基化状态!说明卵巢癌患者

的循环
SF1

中可以检测到基因的甲基化!并且其甲基化与卵

巢癌的早期诊断及预后密切相关#

D<G<-,4-

'

"&

(也提到运用循

环
SF1

分析
SF1

甲基化可以促进肿瘤相关生物标志在肿瘤

中检测"诊断"治疗的预期效果及预后的发展#目前循环肿瘤

SF1

已经用于检测乳腺癌"结肠癌"肺癌和头颈癌血液"痰液

和分泌物中某些肿瘤标志物的改变!如微卫星不稳定"杂合性

缺失"基因突变和甲基化等#因此!如果能够在手术前发现肿

瘤重要相关基因的改变!对卵巢癌的诊断特别是对高危人群的

筛查将有重要的临床应用价值#

G

!

展
!!

望

卵巢恶性肿瘤由于早期缺乏明显的自觉症状而不易被发

现!多数患者就诊时已进入晚期!

!

年存活率很低!所以及时有

效的诊断手段对卵巢的癌治疗及预后判断十分重要#以往对

卵巢癌基因水平的研究均局限于肿瘤原发组织!而癌组织的获

取一般均来源于手术后切除的标本!很难在患者进行手术前检

测到某些基因的改变#因此!如果能够寻找到卵巢癌特异肿瘤

标志物!这对于卵巢癌的早期诊断和治疗将具有非常重要的意

义#当前研究表明!多种肿瘤患者血清可检测到基因启动子区

高甲基化修饰!一些研究者在肝细胞癌患者血清中检测出了甲

基化的
79,,6"1

基因'

"(

(

.在神经母细胞瘤中检测到了甲基化的

5N70

基因等'

0#

(

#随着对卵巢癌发病机制的深入研究!基因甲

基化在卵巢癌中的作用已受到广泛的关注#循环肿瘤
SF1

提供了通过血液检测卵巢癌分子遗传学改变的方法!通过收集

血液标本!检测循环肿瘤
SF1

的甲基化!有助于卵巢癌患者

的术前诊断!特别是联合应用多种肿瘤相关基因对高危人群的

筛查!将更有助于早期发现卵巢癌患者#所以寻求一种卵巢癌

特异的肿瘤标志物!结合
SF1

甲基化和循环
SF1

与卵巢癌

的关系!期待一种新型的"简单的"可靠的检测手段!从而可以

做到早期发现"早期诊断"早期治疗!进而提高疗效!提高生存

率#
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