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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

肝细胞癌中wwox基因启动子甲基化与蛋白表达的关系

陈 军, 吴飞翔, 杨 春, 覃思繁

®

■背景资料
w w o x 也 称 为
wox1 或forⅡ , 是
一个候选抑癌基
因, 已发现其在多其在多在多
种肿瘤中低表达
或缺失 .  DNA甲
基化状态的改变
是肝癌相关基因
调控的一种方式, 
属于肝癌发生的
早期事件, wwox
的低表达和失活
可能与其启动子
区 甲 基 化 有 关 , 
检测其启动子区
甲基化状态可能
对肝癌的发生机
制、早期诊断、
评价预后以及指
导临床治疗有重
要意义.
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Abstract
AIM: To investigate the promoter methylation 
status and protein expression of the wwox gene 
in hepatocellular carcinoma (HCC).

METHODS: Promoter methylation status and 
protein expression of the wwox gene were ana-

lyzed in 60 cases of HCC tissues and matched 
tumor-adjacent liver tissues by methylation spe-
cific polymerase chain reaction (MSP) and im-
munohistochemistry (IHC), respectively.

RESULTS: The positive rate of wwox gene 
promoter methylation in tumor tissues was sig-
nificantly higher than that in matched tumor-
adjacent liver tissues (41.67% vs 8.33%, P = 0.000), 
while the positive rate of WWOX protein in 
tumor tissues was significantly lower than that 
in matched tumor-adjacent liver tissues (35.00% 
vs 70.00%, P = 0.001). Promoter methylation of 
the wwox gene was correlated with extrahepatic 
metastasis, tumor diameter, and tumor differ-
entiation. WWOX protein expression was sig-
nificantly correlated with clinical stage, tumor 
diameter, and tumor differentiation. Promoter 
methylation and protein expression of the wwox 
gene showed a significantly negative correlation 
(γ = -0.408, P = 0.001).

CONCLUSION: Promoter methylation is a cru-
cial mechanism of inactivation of the wwox gene. 
Promoter methylation of the wwox gene might 
be involved in carcinogenesis, development, and 
progression of HCC.

Key Words: Hepatocellular carcinoma; Tumor sup-
pressor gene; WWOX; Methylation; Immunohisto-
chemistry
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摘要
目的: 探讨wwox 基因启动子甲基化及蛋白表
达与肝细胞性肝癌的关系. 

方法: 通过甲基化特异性PCR(methyla t ion 
specific polymerase chain reaction, MSP)方法
及免疫组织化学(immunohistochemestry, IHC)
法分别检测60例肝细胞性肝癌组织和癌旁组
织中wwox基因启动子甲基化状态和蛋白表达
水平. 

■同行评议者
王阁, 教授, 中国
人民解放军第三
军医大学第三附
属医院
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■研发前沿
目前国内外对各
种肿瘤中WWOX
的表达情况的研的研
究 成 为 热 点 , 而成 为 热 点 ,  而
其启动子区甲基
化可能是WWOX是WWOXWWOX
失活的重要方式
之 一 ,  值 得 进 一
步研究.

结果:  癌组织及癌旁组织中w w o x 基因启
动子甲基化阳性率分别为41.67%(25/60)
和8.33%(5/60)(P  = 0.000). WWOX蛋白在
癌 和 癌 旁 组 织 中 的 表 达 具 有 显 著 性 差 异
[35.00%(21/60) vs  70.00%(42/60), P  = 0.001]. 
wwox 基因启动子甲基化和蛋白表达与肝外
转移、肿瘤直径、肿瘤细胞分化密切相关(P  
= 0.007, 0.014, 0.011); WWOX蛋白表达与临
床分期、肿瘤直径、肿瘤细胞分化密切相关
(P  = 0.018、0.023、0.001). wwox基因启动子
甲基化与蛋白表达显著负相关(γ = -0.408, P  = 
0.001). 

结论: 启动子区甲基化是wwox 基因失活的重
要机制. wwox启动子区异常甲基化可能参与了
肝癌的发生发展, 在肝癌的进展发挥重要作用. 

关键词: 肝细胞癌; 抑癌基因; WWOX; 甲基化; 免

疫组织化学
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0  引言

原发性肝癌(hepatocellular carcinoma, HCC)的发

生是一个涉及多基因、多步骤的复�过程, 相
关癌基因的激活和抑癌基因的失活的致癌模式

逐渐为�们所认识. 真核生物基因组DNA甲基

�模式的异常改变可以导致细胞癌变, 如抑癌

基因或错配修复基因启动区的甲基�会使基因

发生沉默或失活, 从而诱发肿瘤的形成[1]. DNA
甲基�状态的改变是肝癌相关基因调控的一种

方式, 属于肝癌发生的早期事件. 因此, 揭示其

规律对肝癌的发生机制、早期诊断、评价预

后以及指导临床治疗有重要意义. wwox (WW 
domain-containing oxidoreductases), 也称为wox1
或称forⅡ , 是2000年由Bednarek等[2]鉴定出的一

个候选抑癌基因, 已被发现在多种肿瘤中低表

达或缺失, 可能与肿瘤的发生进展有密切关系. 
我们检测肝细胞癌组织中wwox启动子区甲基�

状态和蛋白的表达情况, 并对他们的临床病理

特征进行分析, 探讨wwox启动子区甲基�状态

与肝癌发生、发展的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 60例肝癌组织, 取自广西医科大学附属

肿瘤医院2008-08/2009-08肝癌患者手术切除的

标本, 经术后病理诊断为肝细胞癌. 其中男42例, 
女18例, 年龄22-65岁, 平均年龄42.3岁±12.1岁, 
中位年龄46岁. 所有患者术前均未行任何治疗. 
按UICC 2002年TNM分期, 根据按Edmondeon
病理分级标准进行组织学分级. 每例均取癌及

对应癌旁肝组织(距肿瘤边缘至少2 cm). 手术切

下后一部分迅速放入液氮速冻, 之后移至-80 ℃
冰箱冻存用于D N A的提取 ,  备甲基�特异性

PCR(methylation specific polymerase chain reac-
tion, MSP )检测; 另一部分立即放入40 g/L甲酫甲酫

内固定后石腊包埋, 用于HE染色及免疫组织�

学染色. WWOX浓缩型鼠抗�单克隆抗体购自

美国Santa Cruz公司; 即用型快速免疫组织�学

MaxVisionTM检测试剂盒及DAB染色试剂盒均

购自福州迈新生物技术有限公司; 平衡酚、氯

仿、蛋白酶K、无水乙醇、乙酸钠、对苯二酚

购自上海试剂厂; 引物购自上海生物工程公司; 
EZDNA Methylation Kit购自Zymo公司; TaqDNA
聚合酶及甲基�特异性PCR引物购自上海捷瑞

生物技术有限公司. 
1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学: 免疫组织�学(immuno-
histochemistry, IHC)检查采用酶标聚合物法(la-
belled dextran polymer, LDP). 操作步骤按照说明

书进行, WWOX抗体稀释浓度为1∶100. 每批染

色均设已知阳性切片作阳性对照, 用磷酸盐缓

冲液(phosphatic buffered saline, PBS)代替一抗作

阴性对照. 
1.2.2 wwox基因启动子甲基化检测: 所选标本按

常规进行蛋白酶K��、酚/氯仿抽提DNA, 紫
外分光光度计定量, A 260/280值均为1.7-1.8. 抽提为1.7-1.8. 抽提1.7-1.8. 抽提

后DNA保存在-20 ℃冰箱备用. 基因组DNA的亚

硫酸氢盐修饰用Zymo公司EZDNA Methylation 
Kit, 按说明书操作. 分别设计针对启动子区非

甲基�和甲基�DNA引物, 非甲基�特异性引

物: 上游5'-TATGGGTGTTGTTTTTTTAHTT-3', 
下游5'-CAATCTCCACAATATCACAACA-3', 
扩增产物347 b p;  甲基�特异性引物 :  上游

5'-TATGGGCGTCGTTTTTTTAGTT-3', 下游

5'-CAATCTCCGCAAT ATCGCGACA-3', 扩增

产物347 bp. PCR反应体系(12.5 μL): 10×Buffer 
2.50 μL, 25 mmol/L MgCl2 1.50 μL, 10 μmol/L 
Dntp 0.50 μL, 5 U/μL TaqE 0.40 μL, 灭菌水13.1 
μ L, 甲基�或非甲基�特异性上下游引物10 
μmol/L各1.0 μL, 模板DNA 5 μL. PCR反应条件: 
95 ℃预变性5 min; 95 ℃ 40 s, 55 ℃ 45 s, 72 ℃ 
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■相关报道
目 前w w o x 基 因
启动子区甲基化
在食管癌、乳腺
癌、胃癌等肿瘤
中的陆续报道说
明其与这些肿瘤
的发生与进展密
切相关.

45 s, 共40个循环; 72 ℃延伸10 min. 以已做出甲

基�阳性组织作为阳性对照, 未经甲基�酶处

理的正常�外周血DNA做非甲基�阳性对照, 
阴性对照用灭菌双蒸水代替DNA模板进行PCR. 
取5 μL PCR反应产物, 2 μL 6×Loading buffer, 
于2%琼脂糖凝胶上电泳, 自动电泳凝胶成像分

析系统扫描分析. 
1.2.3 结果判定: (1)免疫组织�学检测: WWOX
表达产物定位于胞质, 以胞质出现棕黄色颗粒

为阳性细胞. 由两位医师采用双盲法观察每张

切片. 判断阳性反应根据以下两个方面: A按切

片中显色癌细胞数比例计分: 0分无癌细胞显色; 
1分显色癌细胞占癌细胞总数<25%; 2分显色细

胞超过切片中癌细胞总数的25%但<50%; 3分显

色细胞超过切片中细胞总数的50%. B按切片中

癌细胞显色强度计分: 0分细胞无显色; 1分呈浅

黄色(弱染色); 2分呈棕黄色(中等染色); 3分呈棕

褐色(强染色). A+B>3分记为阳性, ≤3分记为阴

性; (2)甲基�特异性产物扩增产物存在为甲基

�阳性. 反之, 其不存在且特异性扩增产物非甲

基�为阴性则判定为甲基�阴性. 
统计学处理 采用SPSS11.0统计学χ2检验, 

相关性分析采用Spearman法, P <0.05为有统计学

意义. 

2  结果

2.1 wwox基因启动子甲基化状态 肝癌组织及癌

旁组织中wwox基因启动子甲基�检测阳性率分

别为41.67%(25/60)和8.33%(5/60)(图1), 两组间

差异有统计学意义(P  = 0.000). 癌组织中wwox
甲基�阳性率在肝外转移、肿瘤大小、肿瘤分

�程度等分组中比较有显著性差异(P <0.05), 在
临床分期、脉管癌栓、术后复发、肿瘤个数、

HBsAg、血清AFP等组间差异无统计学意义

(P >0.05, 表1). 
2.2 WWOX蛋白表达 WWOX蛋白表达阳性为胞

浆出现棕黄色染色(图2). 肝癌组织及癌旁组织

中WWOX蛋白阳性率分别为35.00%(21/60)和癌

旁70.00%(42/60), 两组间差异有统计学意义(P  
= 0.000). WWOX蛋白表达阳性在临床分期、肿

瘤直径、肿瘤细胞分�等分组间比较有显著性

差异(P <0.05); 在脉管癌栓、术后复发、肝外转

移、肿瘤个数、HBsAg及血清AFP值等分组中

比较没有显著性差异(P >0.05, 表1). 
2.3 wwox 基因启动子甲基化状态与蛋白表达的

关系 39例蛋白表达阴性的标本中有22例启动子

区甲基�阳性(56.41%), 25例甲基�阳性标本中

有22例蛋白表达阴性(88.00%). 经Spearman相关

性分析, 启动子甲基�与蛋白表达呈显著负相

关(γ = -0.408, P  = 0.001, 表2). 

3  讨论

wwox基因是2000年由Bednarek等[2]应用鸟枪基

因测序技术结合对感兴趣区域对应的转录子

进行分离并分析的方法鉴定出的一个新基因. 
wwox基因位于染色体16q23.3-24.1区域并跨越

了整个常见染色体脆性部位FRA16D. WWOX
的氨基末端有两个WW结构域, WW功能域主要

与蛋白之间相互作用有关, 与WWOX作用有关

的蛋白如P53[3]、P73[4]、ERBB4[5]、C-Jun[6]等均

为信号转导途径的关键点, 说明WWOX在抑制

转录、细胞生长和诱导凋亡等信号转导途径中

347 bp

 1   M1  U1  M2   U2  M3  U3   2  Marker

图� �� ��������� ���������  1  ��������� ���������肝癌组织WWOX MSP电泳结果��. 1: 阴性对照; M1, U1: 

甲基化标本, 甲基化扩增条带阳性; M2, U2: 甲基化标本, 甲

基化扩增条带阳性; M3, U3: 非甲基化标本, 非甲基化扩增

条带阳性; 2: 甲基化扩增条带阳性对照.

A

B

图� �� ���������������������  2  ���������������������WWOX在肝癌组织中的表达(×100)��. A: 肝癌组织

WWOX表达阳性; B: 肝癌组织WWOX表达阴性.



www.wjgnet.com

陈军, 等. 肝细胞癌中wwox基因启动子甲基化与蛋白表达的关系						               3591

■创新盘点
国内外关于肝细
胞癌组织中wwox
启动子区甲基化
状态及蛋白表达
情况的报道较少.的报道较少.. 
本文通过甲基化
特异性PCR(MSP)
方法及免疫组织
化学(IHC)法分别
检测60例肝细胞
性肝癌组织和癌
旁组织中wwox 基
因启动子甲基化
状态和蛋白表达
水 平 ,  分 析 探 讨
wwox 基因启动子
甲基化及蛋白表
达与肝细胞性肝
癌的临床病理参
数关系.

有重要作用. 研究显示, wwox和fhit基因在许多

肿瘤中表达量减低或缺失, 提示在肿瘤形成中, 
wwox与fhit基因的作用相似, 参与了肿瘤的发生

与进展[7]. 
CpG岛的高甲基�是肿瘤中普遍现象, 是除

突变和缺失外肿瘤中抑癌基因失活的第3种机

制[8]. Iliopoulos等[9]通过MSP检测肺鳞癌组织、

侵袭性乳腺癌、膀胱癌组织及对应的癌旁组织, 
发现WWOX在肿瘤中表达减少和DNA甲基�

有关. Wang等[10]研究结果显示在20例乳腺癌组

织中WWOX甲基�率为55%, 而对应的癌旁组

织未检测出甲基�, 而且WWOX发生CpG岛甲

基�的mRNA及蛋白表达显著低于非甲基�的

mRNA及蛋白表达. Gao等[11]研究食管鳞状细胞

癌发现wwox启动子及外显子1(exon1)超甲基�

在发育不良的上皮中表达, 且在食管鳞状细胞

癌中WWOX的甲基�频率显著高于相应的癌

旁组织, 并且与具有上��道癌家族史密切相

关. 在我们的研究中, 用MSP法检测出肝癌组织

wwox启动子区甲基�阳性率为41.67%(25/60), 
与国外的研究结果类似, 同时我们检测癌组织

及癌旁组织中甲基�阳性率存在显著性差异, 

表  1  wwox 基因启动子甲基化状态和蛋白表达情况与肝癌临床病理特征的关系

     临床参数  n wwox 启动子区甲基化  χ2值  P值 WWOX蛋白表达阳性   χ2值  P值

临床分期

  Ⅰ-Ⅱ期 43 15 2.873 0.09 19   5.629 0.018

  Ⅲ期 17 10   2

血管癌栓

  有 24 13 2.571 0.109   5   3.529 0.06

  无 36 12 16

术后复发

  有 25 14 3.623 0.057   7   0.923 0.337

  无 35 11 14

肝外转移

  有 10 8 7.255 0.007   1   3.296 0.069

  无 50 17 20

肿瘤直径 (cm)

  ≥5 32 18 6.000 0.014   7   5.192 0.023

  ＜5 28 7 14

肿瘤个数

  1 41 16 0.372 0.542 13    0.617 0.432

  ≥2 19 9   8

血清AFP (μg/L)

  ≥400 37 17 0.727 0.394 11   1.178 0.278

  ＜400 23 8 10

HBsAg

  阳性 39 18 0.923 0.337 11   2.261 0.133

  阴性 21 7 10

肿瘤细胞分化

  Ⅰ-Ⅱ级 26 6 6.524 0.011 15 10.385 0.001

  Ⅲ-Ⅳ级 34 19   6

表  2 肝癌组织中 wwox 基因启动子甲基化状态和蛋白表达的关系 (n )

     
WWOX蛋白表达

    wwox 启动子区甲基化
合计

阴性 阳性

阴性  17   22  39

阳性  18     3  21

合计  35   25  60
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提示其甲基�可能参与了肝癌的发生过程. Yan
等[12]用MSP法检测wwox基因启动子区域的甲

基�状态显示50例胃癌手术标本中35例存在启

动子区域甲基�, 并进一步通过对幽门螺杆菌

(Helicobacter pylori , H. pylori )感染的胃癌细胞

系的研究发现H. pylori感染与wwox基因甲基�

有密切关系. 而HBsAg是引起肝细胞癌的重要

危险因素之一, 其引发的炎症反应与癌变之间

的关系一直是研究的热点. 我们对HBsAg阳性

及阴性的肝癌组织进行了对比分析, 但未发现

HBsAg感染与wwox基因甲基�有密切关系. 
D o n a t i等 [13]检测到85%非小细胞性肺癌

(non-small cell lung cancer, NSCLC)中WWOX蛋

白表达减少或缺失, 并且WWOX表达缺失与肺

癌的侵袭性、病理分级密切相关, 证实WWOX
对NSCLC的肿瘤形成过程及肿瘤预后有重要意

义. Kuroki等[14]使用免疫组织�学方法检测81例
原发性胃腺癌, 证实65%的腺癌组织中WWOX
表达减少, 并发现其表达与肿瘤的组织学分级

密切相关. Lan等[15]用免疫组织�学法检测112例
卵巢癌组织中WWOX表达情况, 有32例表达缺

失, WWOX的表达缺失与ER、PR阴性、FIGO
分期和淋巴结转移密切相关. 而我们的研究显

示wwox启动子区甲基�与肝外转移、肿瘤直

径、肿瘤细胞分�有显著相关, 其蛋白表达显

示亦与临床分期、肿瘤直径、肿瘤细胞分�有

显著相关, 提示其可能在肝癌的进展中也有重

要作用. wwox启动子区甲基�是否在不同肿瘤

中作用的机制重点不同, 是在肿瘤的发生或在

肿瘤的发展或在两者都起着重要作用有待试验

研究进一步证明. 
此外, 我们的研究发现, wwox启动子区甲基

�与其蛋白表达呈显著负相关, 说明在肝癌中

启动子区甲基�是wwox基因失活的重要机制之

一. 值得一提的是我们发现部分甲基�阳性的

病例中也检测到了非甲基�特异性产物的扩增, 
这可能是癌组织中混�了非甲基�的肝细胞或

炎症细胞; 另一种可能是2个等位基因的半甲基

�状态(hemimethylation). 此外, 部分甲基�阳性

病例免疫组织�学结果也呈阳性, 可能是因为

基因转录的表达抑制依赖CpG岛甲基�的积累

剂量. 有报道指出CpG岛甲基�只有达到一定比

例(>60%)时才足以完全抑制基因表达, 而低比

例的甲基�只能降低基因的转录表达[16]. 
总之, 肝癌发病机制的是一个复�的过程, 

DNA甲基�是其中一个重要的环节. wwox基因

在抑制肿瘤形成中起着重要作用, 肝癌中启动

子区甲基�是wwox基因失活的重要机制, 针对

性的检测其甲基�状态, 采取相应的基因靶向

治疗, 将为肝癌的检测和治疗提供新的途径. 
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■同行评价
本文具有一定的
创 新 性 ,  为 肝 癌
的发生、进展及
治疗提供了可靠
理论依据. 
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