
 第 26 卷   第 9 期
  2017 年 9 月

中国普通外科杂志 
Chinese Journal of General Surgery

Vol.26　No.9
Sep.　2017

© 版权归中国普通外科杂志所有 http://pw.amegroups.com1222

·简要论著·doi:10.3978/j.issn.1005-6947.2017.09.023

http://dx.doi.org/10.3978/j.issn.1005-6947.2017.09.023

Chinese Journal of General Surgery, 2017, 26(9):1222-1226.

贲门腺癌（gas t r i c  ca rd ia  adenoca rc inoma , 

GCA） 是临床上常见的恶性肿瘤之一。GCA的流

行病学特征是其与食管鳞状细胞癌（Esophagea l 

squamous cel l  carcinoma，ESCC）的发病地域分

布性相一致 [1-2]。近年来胃部肿瘤的发生率呈整体

下 降 趋 势 ， 而 食 管 和 胃 交 界 部 肿 瘤 的 发 病 率 则 呈

明 显 上 升 趋 势 ， 其 原 因 主 要 与 胃 食 管 反 流 等 因 素

相关[1, 3]。统计分析认为早期GCA患者术后5年生存

率约为80%，但中晚期患者5年生存率不足10%，

最主要的原因是肿瘤的复发和远期转移 [4-5]。因此

寻找有效的肿瘤预后标志物对于改善GC A患者生

存 时 间 至 关 重 要 。 目 前 认 为 肿 瘤 的 发 生 是 一 个 多

基 因 累 积 变 化 或 相 互 作 用 叠 加 的 结 果 。 其 中 癌 基

因 突 变 和 抑 癌 基 因 的 失 活 是 肿 瘤 形 成 的 两 大 重 要

因素，而抑癌基因启动子区CpG岛高甲基化则是导

致其功能失活的主要机制之一[6]。
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摘   要 目的：观察早期贲门腺癌（GCA）中 SOX17 基因启动子区甲基化状态，探索其与 GCA 肿瘤发生进展

之间的关系，及 SOX17 基因甲基化作为早期 GCA 预后诊断标记物的可能性。

方法：收集早期 GCA 肿瘤组织、癌旁正常组织以及癌旁正常淋巴结，采用基于磁珠的 DNA 提取和亚

硫酸氢钠修饰技术，结合实时荧光定量 PCR 技术检测 SOX17 基因启动子区甲基化状态。

结果：早期 GCA 肿瘤组织中 SOX17 基因启动子区甲基化阳性率为 73.8％，正常组织中为 4.9％，GCA

肿瘤组织中 SOX17 甲基化发生率明显高于正常组织（P<0.001），但与疾病预后无关（P=0.14）。有

18 例同时在肿瘤组织和淋巴结中检测到 SOX17 启动子区甲基化。生存分析显示，淋巴结中 SOX17 甲

基化与 GCA 疾病预后有关（P<0.05）。

结论：早期 GCA 肿瘤组织和淋巴结中均可检测到 SOX17 基因启动子区的异常甲基化状态。淋巴结中

检测 SOX17 启动子甲基化作为早期 GCA 肿瘤预后判断的分子标记物具有重要临床意义。
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S O X 1 7 基 因 定 位 于 8 q 1 1 . 2 3 ， 属 于 S O X 转 录

因 子 家 族 。 S O X 基 因 家 族 是 一 个 转 录 因 子 超 家

族 ， 该 家 族 的 共 同 特 征 是 均 具 有 一 个 高 度 保 守 的

HMG -box区域，与性别决定基因SRY具有高度同

源性[7]。目前为止SOX基因家族共发现了30多个成

员 ， 其 主 要 功 能 是 参 与 正 常 生 理 状 态 下 的 性 别 决

定、神经发生、软骨形成等一系列发育过程 [8-9]。

近年研究发现某些SOX基因家族成员参与了Wnt /

β-catenin信号通路的调控，SOX17基因被认为是

β - c a t e n i n / T C F 转 录 激 活 复 合 物 的 一 个 负 调 节 因

子 ，其通过与TCF/LEF的相互作用，影响下游靶

基 因 的 表 达 ， 抑 制 肿 瘤 细 胞 的 生 长 。 目 前 已 在 多

种肿瘤中观察到了SOX17基因的表达失活，且其

功 能 异 常 与 肿 瘤 的 进 展 和 转 移 密 切 相 关 [ 1 0 - 1 1 ]。 本

研究通过观察GC A肿瘤组织，癌旁正常组织以及

病理确证为肿瘤细胞阴性的淋巴结组织中SOX17

基 因 启 动 子 区 甲 基 化 情 况 ， 探 索 S O X 1 7 基 因 启

动 子 甲 基 化 与 G C A 肿 瘤 发 生 之 间 的 关 系 ， 对 寻

找 G C A 肿 瘤 诊 断 和 预 后 分 子 标 记 物 具 有 重 要 临

床 意 义 。

1　材料与方法

1.1  标本来源

收集2013年1月—2014年12月间本院手术切

除的GCA标本，其中肿瘤组织42例，对应癌旁正

常组织41例（缺失1例，癌旁正常组织取自肿瘤边

缘5 cm外区域），以及相应癌旁淋巴结组织79枚

（ 尽 量 保 证 每 例 检 测 2 个 淋 巴 结 ） 均 为 石 蜡 包 埋

组 织 标 本 。 全 部 肿 瘤 组 织 均 经 病 理 诊 断 为 早 期 贲

门腺癌，其中I期19例，II期23例。按照组织分化

程度，高分化10例，中分化17例，低分化15例。

所 有 淋 巴 结 样 本 均 由 病 理 免 疫 组 化 检 测 确 证 为 未

见转移癌的淋巴结。所有肿瘤患者中，男25例，

女17例；年龄最小者55岁，最大68岁，中位年龄

63.7岁；术前均未接受化疗或放疗。所有患者于术

后进行定期随访，中位随访时间39个月。本研究

经过本院伦理委员会批准后实施。

1.2  检测方法

1.2.1  DNA 样本提取和亚硫酸氢钠修饰　为最大

程 度 检 测 石 蜡 标 本 DNA 中 SOX17 甲 基 化 情 况，

本 研 究 采 用 一 种 全 新 的 基 于 磁 珠 的 DNA 提 取 和

亚 硫 酸 氢 钠 修 饰 技 术 [12-14]， 简 述 如 下： 取 石 蜡 组

织 切 片 10 μm 各 2~5 片， 加 入 Incubation Buffer/

Proteinase K 溶液（Promega 公司）56 ℃孵育过夜，

加 入 磁 珠（Promega 公 司）， 充 分 混 匀 使 DNA 吸

附于磁珠上；采用 Zymo 公司 EZ DNA Methylation 

kit 试剂直接在磁珠上对 DNA 进行亚硫酸氢钠修饰，

最终获得可直接用于后续 PCR 扩增的 DNA 模板。 

1.2.2  甲 基 化 特 异 性 PCR 扩 增　SOX17 基 因 和

内参基因 β-actin 扩增引物由上海 Invitrogen 公司

合成，具体引物序列如下。SOX17：上游引物 5'-

TTT AAC GAC GCG GGA TCG-3'， 下 游 引 物 5'-

CCC AAC CGA CCT AAT AAC ACT ACG-3'，探针

CGT TTT CGT CGT TTT ATT GGT TAT ATT TGT 

GTA G；β-actin： 上 游 引 物 5'-TAG GGA GTA 

TAT AGG TTG GGG AAG TT-3'， 下 游 引 物 5'-  

AAC ACA CAA TAA CAA ACA CAA ATT CAC-

3'，探针 CGA CTG CGT GTG GGG TGG TGA TGG 

AGG AGG TTT AGG CAG TCG。PCR 反应体系：

10×PCR 缓冲液 2.5 μL；10 mmol/L dNTP 混合液

0.5 μL；50 mmol/L MgCl2 0.8 μL；Platinum Taq 

DNA 聚 合 酶 0.2 μL； 上 游 及 下 游 引 物 各 1 μL； 

2 μL 修饰后的 DNA 模板；双蒸水 17 μL；总体积共

25 μL。反应条件如下：95 ℃预变性 5 min；94 ℃

变性 30 s，60 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，共循

环 45 个周期；72 ℃终末延伸 5 min。每个样本重

复 3 遍， 采 用 2-ΔΔCT 法 判 断 Real time PCR 阳 性

结果 [13]。

1.3  统计学处理

采用SPSS 20.0 软件对数据进行统计学分析。

两组间均数的比较用独立样本 t检验，肿瘤及对应

癌旁正常组织甲基化差异采用配对 t检验。SOX17

启 动 子 区 甲 基 化 状 态 与 临 床 病 理 参 数 的 关 系 采 用

χ 2检验或Fisher's确切概率法，采用Kaplan-Meier

检验进行生存分析，P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  肿瘤组织中 SOX17 基因启动子甲基化情况

及与临床病理因素的关系

在 肿 瘤 组 织 和 未 发 生 转 移 的 淋 巴 结 组 织 中 均

能检测到SOX17启动子区异常甲基化（图1）。

4 2 例 G C A 肿 瘤 组 织 中 有 3 1 例 （ 7 3 . 8 ％ ） 检

测出SOX17基因启动子区甲基化阳性；41例正常

组 织 中 2 例 （ 4 . 9 ％ ） 检 测 出 S O X 1 7 基 因 启 动 子 区
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甲 基 化 阳 性 （ 表 1 ） ； 与 正 常 组 织 比 较 ， G C A 肿

瘤组织中SOX17甲基化发生率明显高于正常组织

（P<0.001）；SOX17的甲基化与患者性别、年龄、

饮酒史、肿瘤TNM分期及分化程度无关（表2）。

表 1　肿瘤组织与正常组织中 SOX17 基因启动子区的甲基

化比率 [n（%）]

组别 n
SOX17 甲基化

阳性

SOX17 甲基化

阴性
P

肿瘤组织 42 31（73.8） 11（26.2）
<0.001

正常组织 41 2（4.9） 39（95.1）

表 2　SOX17 基因启动子区甲基化与 GCA 临床病理特征

的关系

项目
甲基化阳性

（n=31）

甲基化阴性

（n=11）
P 

年龄 ( 岁，x±s） 62.5±6.4 60.9±7.1 0.82
性别 [n（%）]
　男 19（61.3） 6（54.5）

0.73
　女 12（38.7） 5（45.5）
病理分期 [n（%）]
　I 期 15（48.4） 4（36.4）

0.72
　II 期 16（51.6） 7（63.6）
组织学分型 [n（%）]
　高分化 7（22.6） 3（27.2）

0.93　中分化 13（41.9） 4（36.4）
　低分化 11（35.5） 4（36.4）
饮酒史 [n（%）]
　有 22（71.0） 9（81.8）

0.70
　无 9（29.0） 2（18.2）

2.2  淋巴结中 SOX17 基因启动子的甲基化

在肿瘤组织SOX17甲基化阳性的GCA31例所

对应的淋巴结中，共有18例（共29枚淋巴结）检

测到SOX17启动子区甲基化；在肿瘤组织SOX17甲

基化阴性的11例中，相应的淋巴结组织均未检测

到SOX17甲基化。

2.3  SOX17 基因甲基化与肿瘤预后的关系

42例患者术后总的生存率为78.6%（图2A）。

生存分析显示，在GCA肿瘤组织中，与SOX17甲

基化阴性者比较， SOX17甲基化阳性的患者预后

不佳，但无统计学差异（P=0.14）（图2B）；而

在淋巴结中SOX17甲基化阳性者，其生存时 间明

显短于淋巴结中SOX17甲基化阴性者（P<0 .05）

（图2C）。
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图 2　SOX17 基因甲基化与生存的关系　　A：42 例 GCA 患者总体生存曲线；B：GCA 肿瘤组织中检测 SOX17 甲基化状态与

生存预后关系；C：淋巴结中检测 SOX17 甲基化状态与生存预后关系
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图 1　Real time PCR 结果　　A: 肿瘤组织中 SOX17 启动子区甲基化阳性；B SOX17 启动子区甲基化阴性；C) 淋巴结中

SOX17 启动子区甲基化阳性
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3　讨　论
  

Wnt/β-catenin信号通路的异常活化与多种肿

瘤 的 发 生 密 切 相 关 。 正 常 生 理 状 态 下 ， 该 通 路 的

关键调控基因，如APC、SOX17等基因可以通过抑

制通路的活化阻止肿瘤的发生和进展 [ 15]。目前认

为 S O X 1 7 基 因 对 W n t / β - c a t e n i n 信 号 通 路 的 调 控

并 不 依 赖 于 通 过 与 W n t 信 号 蛋 白 或 其 配 体 的 结 合

来 拮 抗 通 路 的 激 活 ， 而 是 通 过 与 细 胞 核 内 多 种 转

录 因 子 的 相 互 竞 争 ， 抑 制 或 开 启 下 游 靶 基 因 的 转

录 [ 1 6 - 1 8 ]。 在对结肠癌的研究中发现，SOX17基因

启动子区高度甲基化，基因表达失活。去除异常甲

基化可以恢复SOX17的基因转录，抑制β-catenin

诱 导 的 转 录 激 活 ， 抑 制 肿 瘤 细 胞 生 长 [ 1 9 ] 。 

B a l g k o u r a n i d o u 和 O i s h i 等 [ 1 7 ,  2 0 ]在 对 胃 癌 的 研 究

中也观察到SOX17的异常甲基化状态，且血浆中

SOX17的甲基化被认为可以作为胃癌患者的预后

判断指标 [17,  20 ]。这些都提示了SOX17基因启动子

区 甲 基 化 与 肿 瘤 的 发 生 进 展 密 切 相 关 。 本 研 究 显

示，GCA肿瘤组织中SOX17基因启动子区甲基化

发生率为73.8％，明显高于正常对照组的4.9%；

在 病 理 确 证 为 肿 瘤 细 胞 阴 性 的 癌 旁 淋 巴 结 中 ，

也能检测到SOX17的甲基化异常，这些都提示了

SOX17启动子区甲基化是GCA肿瘤发生中的重要

事件。

研究 [2 1 -2 2 ]认 为，肿瘤作为一种全身性疾病，

其DNA甲基化的异常改变并不仅仅局限于肿瘤细

胞 中 。 肿 瘤 发 生 时 ， 在 循 环 血 、 肿 瘤 引 流 淋 巴 结

以 及 机 体 免 疫 细 胞 中 均 可 观 察 到 与 肿 瘤 变 化 趋 势

一致的基因改变。Brock等[23]的研究发现，早期肺

癌 患 者 术 后 病 理 确 证 为 肿 瘤 阴 性 的 淋 巴 结 中 可 以

检测到DNA的异常甲基化，且这些异常的甲基化

与肿瘤中的DNA甲基化变化趋势相一致；联合检

测肿瘤组织和相应淋巴结中DNA甲基化的改变可

以 作 为 肿 瘤 预 后 的 判 断 指 标 。 这 提 示 了 检 测 癌 旁

未发生癌转移的淋巴结中DNA甲基化状态具有重

要临床意义。

在DNA甲基化的检测过程中，亚硫酸氢钠修

饰 是 必 不 可 少 的 关 键 步 骤 ， 但 该 步 骤 同 时 也 会 造

成DNA的损伤和降解，极大降低了甲基化检测的

灵 敏 度 。 尤 其 是 对 于 石 蜡 标 本 和 血 浆 标 本 中 的 小

片段DNA，即使采用巢式PC R，其检测效果仍不

能 令 人 满 意 。 为 了 解 决 这 一 问 题 ， 本 研 究 采 用 一

种 全 新 的 基 于 磁 珠 的 亚 硫 酸 氢 钠 修 饰 处 理 方 式 ，

将DNA结合在磁珠上之后直接进行亚硫酸氢钠修

饰，最大程度减低了DNA的损失和降解，大大提

高了检测的灵敏度 [12,  14 ]。尤其是对于病理阴性的

淋巴结组织，本研究在29枚淋巴结组织中检测到

了SOX17基因的甲基化，且淋巴结中SOX17甲基

化 阳 性 的 病 例 预 后 明 显 不 佳 ， 提 示 了 运 用 这 种 全

新的检测方法在淋巴结中检测SOX17启动子甲基

化，对于GCA肿瘤预后判断具有重要临床意义。

综上所述，本研究提示了SOX17基因甲基化

在GC A肿瘤发生进展中扮演重要角色；同期检测

肿瘤组织和相应淋巴结中DNA甲基化状态对早期

GCA肿瘤预后的判断具有重大意义。
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