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Ｇ０Ｓ２基因在 ＮＳＣＬＣ中的表观遗传性改变

丁艺晖　江　洪　苏　丹　王小红

摘　要　目的　检测 Ｇ０Ｓ２基因在非小细胞肺癌（ｎｏｎ－ｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）中的甲基化率及表达量，并探讨其成

为 ＮＳＣＬＣ早期诊断和预后预测特异性分子标志物的可能性。方法　采用焦磷酸测序法测定组织细胞中 Ｇ０Ｓ２基因甲基化率，荧

光定量 ＰＣＲ测定组织细胞中 Ｇ０Ｓ２基因 ｍＲＮＡ的表达量，根据 ＮＳＣＬＣ患者的人数平均分为两组后，ｃｕｔ－ｏｆｆ值为 ０．２，以此分为

Ｇ０Ｓ２基因高表达组与低表达组，并对 Ｇ０Ｓ２基因表达量的影响因素进行单因素分析，并分析该基因表达量与患者预后之间的关

系。结果　在 ＮＳＣＬＣ患者中 Ｇ０Ｓ２基因存在高甲基化率（４０％），并且该基因在正常组织中的表达量与肿瘤组织中的表达量比较

差异有统计学意义（Ｐ＝０．０００）；在单因素分析中发现 ＮＳＣＬＣ患者的年龄、性别、吸烟史、肿瘤的病例类型、分期分级对 Ｇ０Ｓ２基因

的表达量均无明显影响（Ｐ＞０．０５）；Ｇ０Ｓ２基因的表达量与 ＮＳＣＬＣ患者的预后无明显相关性（Ｐ＞０．０５）。结论　检测 Ｇ０Ｓ２基因

的表达情况对 ＮＳＣＬＣ患者早期诊断有一定的作用，但在后续指导肺癌分期、预测患者预后等方面无明显参考价值。
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　　肺癌是全球最常见及致死率最高的恶性肿瘤之
一，目前居全球癌症首位，其发生率和病死率在我国

呈逐年上升趋势，其中非小细胞肺癌（ｎｏｎ－ｓｍａｌｌｃｅｌｌ
ｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）约占 ８５％［１］

。肺癌的发病原因

尚不明确，其发生可能与基因突变、年龄、社会环境等

因素有关。由于缺乏敏感度和特异性高的早期筛查

手段，临床表现无特异性，在我国临床约 ７０％的肺癌
患者在确诊时已属晚期，无法手术彻底切除，尽管放

化疗能延长肺癌患者总生存率和提高生活质量，但肺

癌患者５年生存率仍低于 １５％［２］
。因此研发有效的

早期诊断方法、寻找新的治疗靶点和发展新的治疗手

段仍是 ＮＳＣＬＣ研究领域中急需解决的问题。
癌症的最大特点是细胞分化的失控和变异细胞

的异常生长。因此，抑制细胞过度增殖的抑癌基因及

调节细胞分化的细胞周期调节基因的异常成为肿瘤

形成过程中必不可少的因素。肿瘤癌变过程中最为

常见的表观遗传学改变是抑癌基因启动子区域 ＣｐＧ
岛发生甲基化，许多研究表明 ＤＮＡ启动子区域 ＣｐＧ
岛甲基化是抑癌基因转录缺失的常见机制。目前，研

究者已在多种肿瘤细胞中发现了因甲基化而失活的

抑癌基因及细胞周期调节基因，如结直肠癌、乳腺癌

等
［３］
。对于新基因的探索有助于找到肿瘤治疗的

新靶点。鉴于肺癌的特殊生物学行为和临床表现，
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人们希望通过研究肺癌的分子生物学特点来早期

诊断这一疾病，改善肺癌的预后。最近研究显示参

与细 胞 周 期 调 控 的 基 因 Ｇ０／Ｇ１ 期 开 关 基 因 ２
（Ｇ０／Ｇ１ｓｗｉｔｃｈ２，Ｇ０Ｓ２）与肺癌的发生有关。本文
通过研究 Ｇ０Ｓ２基因在肺癌及正常人群中的表达情
况来评价该基因是否能在 ＮＳＣＬＣ患者的早期诊断、
判定预后中起作用。

对象与方法

１．研究对象：选择浙江省肿瘤医院住院 ＮＳＣＬＣ
患者１３２例，中位年龄 ６１岁（３７～７５岁），平均年龄
５９．０２岁，所有 ＮＳＣＬＣ患者均经手术病理确诊。收
集 ＮＳＣＬＣ患者术中组织标本，取肿瘤组织及距癌灶
最远端的瘤旁正常组织。

２．检测方法及检测指标：运用焦磷酸测序法对
ＮＳＣＬＣ患者肿瘤组织细胞进行甲基化检测；采用实
时荧光定量 ＰＣＲ（ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ－ＰＣＲ，ＲＴ－ＰＣＲ）技术
检测 ＮＳＣＬＣ患者肿瘤组织及正常对照组组织中的
Ｇ０Ｓ２的 ｍＲＮＡ表达情况。选择 Ｔａｋａｒａｐｒｉｍｅｒｓｃｒｉｐｔ
ＲＴｒｅｇｅａｎｔｋｉｔ反转录试剂盒、ＴａＫａＲａＳＹＢＲｐｒｅｍｉｘ
ＥｘｔａｑⅡ试剂盒，在冰上配制反应体系，应用 ｐｒｉｍｅｒ
ｐｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计引物，以 ＧＡＰＤＨ为内参，引物
序列，ＧＡＰＤＨ：上游引物：５′－ＣＧＡＣＡＧＴＣＡＧＣＣＧ
ＣＡＴＣＴ－３′、下 游 引 物：５′－ＡＣＣＴＴＣＣＣＣＡＴＧＧＴ
ＧＴＣＴＣＡ－３′，Ｇ０Ｓ２：上游引物：５′－ＡＣＣＴＡＣＣＡＣＡＡＧ
ＣＡＴＣＣＡＣＣ－３′、下游引物：５′－ＣＡＴＴＴＡＴＣＣＴＴＣ
ＣＴＣＣＣＴＡＧ－３′，反应结束由计算机自动计算得到各
反应管循环阈值（ｔｈｒｅｓｈｏｌｄｃｙｃｌｅ，ＣＴ），若复孔间 Ｃｔ
值之差 ＞１，需重复实验样品。目的基因的相对表达
率（ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ＲＱ）采用２－△△ＣＴ方法计算。上
述检测过程均严格遵照 ＭＩＥＱ指南进行。

３．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ１８．０统计学软件进行
统计分析，Ｋ－Ｓ检验数据是否符合正态分布，计量资
料数值用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示；计数资料用百分
率表示。计量资料两组间比较用 ｔ检验；计数资料两
组间比较用 χ２检验；采用 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ分析 Ｇ０Ｓ２基
因表达量高低对患者预后的影响，以 Ｐ＜０．０５为差
异有统计学意义。

结　　果
１．Ｇ０Ｓ２基因在 ＮＳＣＬＣ患者肿瘤组织中的甲基

化情况：对 ５０例 ＮＳＣＬＣ患者的肿瘤组织标本进行
Ｇ０Ｓ２基因甲基化检测，检测得 ２０例患者中存在甲基
化，Ｇ０Ｓ２甲基化率为４０％。

２．Ｇ０Ｓ２基因在 ＮＳＣＬＣ患者及正常对照组中的

表达情况：在 ＮＳＣＬＣ患者正常组中 Ｇ０Ｓ２基因表达量
相对较高［中位数０．４７（０．００～４２．２１）］，平均表达量
２．０９），而在 ＮＳＣＬＣ患者肿瘤组织中 Ｇ０Ｓ２基因表达
量相对较低［中位数 ０．２１（０．００～４６．７７），平均表达
量１．１０］，两者比较差异有统计学意义（Ｐ＝０．０００）。
见表１，图１。

表 １　Ｇ０Ｓ２基因在 ＮＳＣＬＣ患者及正常对照组中的

表达情况［Ｍ（最小值 ～最大值）］

组别 ｎ Ｇ０Ｓ２表达量 Ｐ

ＮＳＣＬＣ患者组 １３２ ０．２１（０．００～４６．７７） ０．０００
正常对照组 １３２ ０．４７（０．００～４２．２１）

图 １　Ｇ０Ｓ２基因在 ＮＳＣＬＣ肿瘤组织及正常

组织中的表达情况

　

　　３．Ｇ０Ｓ２基因在 ＮＳＣＬＣ患者中的表达情况：根据
ＮＳＣＬＣ患者的人数平均分为两组后，相对应的 ｃｕｔ－
ｏｆｆ值为０．２。以０．２为分界，确定 Ｇ０Ｓ２低值及高值，
ＲＴ－ＰＣＲ测得结果低表达组相对含量０～０．２０，高表
达组相对含量 ０．２１～４６７７。对影响 Ｇ０Ｓ２基因在
ＮＳＣＬＣ患者肿瘤组织中的表达情况进行单因素分
析，结果显示 ＮＳＣＬＣ患者的年龄、性别、吸烟史（不
包括二手烟史）、肿瘤的病理类型、分期分级对 Ｇ０Ｓ２
基因表达的影响差异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５），
见表 ２。
　　４．Ｇ０Ｓ２基因对 ＮＳＣＬＣ患者预后的影响：术后对
ＮＳＣＬＣ患者进行跟踪随访，最后随访时间为 ２０１３年
１月。对患者无疾病生存时间（ＤＦＳ）的分析中，完成
随访的患者 １２２例，Ｇ０Ｓ２基因高表达 ６１例，１６例
（２６．２％）发生疾病进展，Ｇ０Ｓ２基因低表达 ６１例，１２
例（１９．７％）发生疾病进展，差异无统计学意义（Ｐ＝
０．８７６），见图２。对患者总生存期（ＯＳ）的分析中，完
成随访的患者１３０例，Ｇ０Ｓ２基因高表达６４例，１３例
（２０．３％）死亡，Ｇ０Ｓ２基因低表达 ６６例，９例（１３６％）
死亡，差异无统计学意义（Ｐ＝０．９３４），见图３。
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表 ２　Ｇ０Ｓ２基因在 ＮＳＣＬＣ患者中的表达情况［ｎ（％）］

项目 ｎ Ｇ０Ｓ２低值 Ｇ０Ｓ２高值 Ｐ
年龄（岁） ０．３３３
　 ＜６５ ９５（７２．０） ５０（５２．６） ４５（４７．４）
　≥６５ ３７（２８．０） １６（４３．２） ２１（５６．８）
性别 ０．８１９
　男性 １０９（８２．６） ５５（５０．５） ５４（４９．５）
　女性 ２３（１７．４） １１（４７．８） １２（５２．２）
分级 ０．５５４
　中、高级 ６８（５１．５） ３７（５４．４） ３１（４５．６）
　低级 ５９（４４．７） ２９（４９．２） ３０（５０．８）
　缺失 ５（３．８）
病理分类 ０．１１８
　肺鳞状细胞癌 ７９（５９．８） ４４（５５．７） ３５（４４．３）
　肺腺癌 ４７（３５．６） １８（３８．３） ２９（６１．７）
　其他 ６（４．５） ４（６６．７） ２（３３．３）
分期 ０．３５９
　Ⅰ ～Ⅱ ８７（６５．９） ４６（５２．９） ４１（４７．１）
　Ⅲ ～Ⅳ ４５（３４．１） ２０（４４．４） ２５（５５．６）
吸烟史 ０．７９４
　有 ２７（２０．５） １３（４８．１） １４（５１．９）
　无 １０２（７７．３） ５２（５１．０） ５０（４９．０）
　缺失 ３（２．２） 　 　 　

图 ２　Ｇ０Ｓ２基因在肿瘤组织中表达量对患者

无疾病生存期的影响

　

图 ３　Ｇ０Ｓ２基因在肿瘤组织中表达量对

患者总生存期的影响

　

讨　　论
Ｇ０Ｓ２基因位于 １号染色体，编码 １０３个氨基酸

组成的碱性蛋白质，是细胞内脂肪分解的关键的内源

性抑制剂，与肥胖、脂肪肝等密切相关
［４，５］
。另外，研

究者们发现 Ｇ０Ｓ２基因为全反式维甲酸（ａｌｌ－ｔｒａｎｓ
ｒｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄ，ＲＡ）和过氧化物酶体增殖物激活受体
（ＰＰＡＲ）激动剂的靶基因［６］

。ＲＡ治疗急性早幼粒细
胞白血病（ａｃｕｔｅｐｒｏｍｙｅｌｏｃｙｔｉｃｌｅｕｋｅｍｉａ，ＡＰＬ）的基础
在于介导早幼粒细胞终末期分化。用 ＲＡ处理的
ＡＰＬ细胞及 ＡＰＬ小鼠模型细胞中，Ｇ０Ｓ２基因表达的

ｍＲＮＡ及 Ｇ０Ｓ２蛋白都有显著提高
［７］
。尽管 Ｇ０Ｓ２基

因作为 ＲＡ作用的靶点是令人信服的，但是该基因的
作用却仍无法明确。

近年来研究发现 Ｇ０Ｓ２基因不仅与脂肪代谢相
关，对肿瘤抑制、免疫调节有一定的作用，并发现在头

颈部鳞癌及肺鳞癌的发生、发展中起一定的作

用
［８～１０］

。随着对 Ｇ０Ｓ２基因的深入研究，研究者们发
现该基因是细胞内一个潜在的抑癌基因。Ｈｅｃｋｍａｎｎ
等

［４］
发现在细胞凋亡前，细胞内 Ｇ０Ｓ２基因会高表达，

这证实了 Ｇ０Ｓ２基因可能是抑癌基因的一种。而在细
胞内将 Ｇ０Ｓ２基因敲除，会促进癌基因诱导转化，这也

从另一方面支持了 Ｇ０Ｓ２是一种抑癌基因的猜测
［１０］
。

而 Ｋｕｓａｋａｂｅ等［６］
对 ＬＣ－１／ｓｑ肿瘤细胞的研究中并

没有观察到 Ｇ０Ｓ２基因的高表达与细胞周期停滞及细
胞凋亡之间存在联系，并且发现 Ｇ０Ｓ２基因高表达后
会引起细胞增殖轻度增加，但这种细胞增殖的现象研

究者们认为更像是由致癌作用引起的，而不是对

Ｇ０Ｓ２基因高表达的应答。因此，我们需要进一步的
研究来阐明 Ｇ０Ｓ２基因在细胞致癌过程中所起的作

用。而后，Ｗｅｌｃｈ等［１０］
发现 Ｇ０Ｓ２基因编码的线粒体

蛋白能与 Ｂｃｌ－２特异性相互作用，通过防止保护性
Ｂｃｌ－２／Ｂａｘ异二聚体形成而促进凋亡。在对肺鳞癌
细胞系的研究中发现，Ｇ０Ｓ２基因的表达主要受该基
因甲基化的调控，当 Ｇ０Ｓ２基因发生甲基化时，该基因

表达的 ｍＲＮＡ则明显减少［６］
。在肺鳞癌细胞系中

Ｇ０Ｓ２ｍＲＮＡ的表达主要被其 ＤＮＡ甲基化调节，两者
呈负相关，Ｇ０Ｓ２基因甲基化可作为肺鳞癌的一种重
要生物标志物，肺鳞癌 Ｇ０Ｓ２甲基化频率明显高于非

鳞癌
［１１］
。另有体外实验表明，Ｇ０Ｓ２基因在顺铂耐药

的癌细胞中高甲基化而低表达
［１２］
。

本研究结果显示，在 ＮＳＣＬＣ患者肿瘤组织中约
有 ４０％的人存在该基因的甲基化，高于 Ｋｕｓａｋａｂｅ

·７７·
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等
［１１］
的研究结果（肺鳞癌：ｎ＝１８，甲基化率 １５％），

这样的差异可能由多种原因引起，如样本量、检测方

式、取材过程等，仍需要开展多中心、大样本的研究。

另外，与正常对照组比较，ＮＳＣＬＣ患者细胞中的 Ｇ０Ｓ２
基因表达量明显下降。鉴于 Ｇ０Ｓ２基因在 ＮＳＣＬＣ肿
瘤组织中的高甲基化率及表达量的下降，笔者猜测检

测 Ｇ０Ｓ２基因的甲基化率或该基因的表达水平对
ＮＳＣＬＣ的早期诊断有一定的参考价值。但在 Ｇ０Ｓ２
基因表达量影响的单因素分析结果显示 ＮＳＣＬＣ患者
的年龄、性别、吸烟史（不包括二手烟史）、肿瘤的病

理类型、分期分级对 Ｇ０Ｓ２基因表达的影响差异均无
统计学意义，并且 Ｇ０Ｓ２基因表达量的多少与 ＮＳＣＬＣ
患者的 ＤＦＳ及 ＯＳ无明显相关性，但笔者可以看到，
在 Ｇ０Ｓ２基因表达高低组中，发生疾病进展及死亡的
病例数在数值上有一定的差异，这种差异在小样本的

实验研究中无法体现，提高样本量的情况下这种差异

是否会进一步拉大并具有统计学意义，仍需开展进一

步的研究来证实。笔者认为 Ｇ０Ｓ２基因在肿瘤形成过
程中起着一定的作用。

综上所述，检测 Ｇ０Ｓ２基因的表达情况对 ＮＳＣＬＣ
患者早期诊断有一定的作用，但在后续指导肺癌分

期、预测患者预后等方面无明显参考价值。本研究结

果对于该基因在 ＮＳＣＬＣ患者发生、发展中的作用有一
定的指导意义，为后续研究和临床决策提供参考意义。
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右美托咪定对神经病理性疼痛的作用及其机制

杨颖聪　夏中元　孟庆涛　刘　康　赵　博

摘　要　目的　观察右美托咪定对坐骨神经结扎所致神经病理性疼痛的镇痛作用，从离子通道角度探讨其机制。方法　ＳＤ
大鼠随机分为 ３组：ＣＣＩ组、ＣＣＩ＋Ｄｅｘ组及 Ｓｈａｍ组，每组 ９只。ＣＣＩ组和 ＣＣＩ＋Ｄｅｘ组通过结扎坐骨神经建立神经病理性疼痛模

型，Ｓｈａｍ组只暴露坐骨神经不结扎。术后 ７天，ＣＣＩ＋Ｄｅｘ组腹腔注射右美托咪定 ４０μｇ／ｋｇ，ＣＣＩ组腹腔注射等量生理盐水，１次／
天，连续 ３天。大鼠术前、ＣＣＩ术后 ７天及注药后 ３天采用 ＶｏｎＦｒｅｙ纤维测定机械性缩足阈值（ＰＷＭＴ），热辐射法测定缩足潜伏

期（ＴＷＬ）。麻醉后处死大鼠，采用酶解法分离大鼠的腰段背根神经节（ＤＲＧ）细胞，另将 ＨＣＮ１与 ＨＣＮ２质粒转染至 ＨＥＫ２９３细
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