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摘要 目的 探讨膀胱癌细胞系和膀胱移行细胞癌组织中

EYA转录共激活磷酸酶 4 ( eya4 ) 基因启动子区 CpG 岛甲基
化状态及在临床病理特征中的意义。方法 应用甲基化特
异性聚合酶链反应( MSP) 检测 eya4 基因在 5 株膀胱癌细胞
系、1 株膀胱永生化上皮细胞系和 75 例膀胱移行细胞癌组
织及癌旁组织，并结合临床病理特征行统计学分析。结果
eya4基因启动子区在 5 株膀胱癌细胞系中，有 4 株出现甲基
化，其甲基化率为 80% ; 在人正常膀胱细胞系中甲基化阴
性。eya4 在膀胱癌组织中的甲基化率为 70. 7% ( 53 /75) ，显
著高于癌旁组织( 24%，18 /75 ) ，差异有统计学意义( χ2 =
32. 760，P ＜ 0. 01) 。eya4 基因启动子区 CpG 岛甲基化在临
床病理特征中如单发膀胱肿瘤与多发膀胱肿瘤相比，直径≤
3 cm的膀胱肿瘤与 ＞ 3 cm 的膀胱肿瘤相比，低级别膀胱肿
瘤与高级别膀胱肿瘤相比，浅表性膀胱肿瘤与浸润性膀胱肿

瘤相比，差异均有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) ，但与年龄和性别
无关。结论 基因 eya4 启动子区甲基化与膀胱癌的发生发
展有关，可能作为膀胱移行细胞癌诊断的一个新的标志物。
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膀胱癌是我国泌尿外科临床上最常见的肿瘤之

一，近年来其发病率仍呈上升趋势。对于早期诊断
的膀胱癌，其 5 年生存率高达 94%，因此准确的早
期诊断是十分必要的［1］。膀胱癌与其他人类肿瘤
的发生发展相似，主要由于基因和表观遗传的改变，

异常的 DNA甲基化是最常见的表观遗传改变，最新
研究［2 － 5］显示 EYA 转录共激活磷酸酶 4 ( eyes ab-
sent 4，eya4) 基因启动子的异常甲基化发生在口腔
癌、肝癌、结肠癌和肺癌。至于其在膀胱癌中的甲基
化状态尚不明确，该研究旨在通过甲基化特异性聚

合酶链反应( methylationspecific PCＲ，MSP) 法检测
eya4 启动子甲基化状态，探讨与膀胱癌发生发展及
其临床病理资料之间的关系，为膀胱移行细胞癌的

早期诊断提供依据。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 标本来源 收集 2014 年 12 月 ～ 2016 年 6
月安徽医科大学附属省立医院泌尿外科和安徽省肿

瘤医院泌尿肿瘤外科进行手术的膀胱癌患者 75 例
并有完整的临床及病理资料，取膀胱癌组织及对应

距肿瘤边缘 ＞ 3 cm的新鲜癌旁组织，迅速放入液氮
后转到 － 80 ℃冰箱，所有患者为初诊，且术前均未
进行放化疗及免疫治疗，术后病理均证实为膀胱移

行细胞癌，其中男 49 例，女 26 例，年龄 31 ～ 79
( 55. 4 ± 8. 6) 岁，根据 2004 年世界卫生组织( WHO)
病理分级标准，高级别尿路上皮癌 28 例，低级别尿
路上皮癌 47 例; 根据国际抗癌联盟( UICC) 2009 年
第七版 TNM 分期法标准，非肌层浸润性膀胱癌
( Tis、Ta、T1) 45 例，肌层浸润性膀胱癌 30 例( T2 以
上) ;

1． 1． 2 细胞系 5 株人膀胱癌细胞株分别为 5637、
T24、J82、Biu87、UM-UC-3 细胞系( 均为膀胱移行癌
细胞系) 和 1 株人永生化正常膀胱上皮细胞株 SV-
HUC-1 均购自中国科学院上海细胞库。
1． 1． 3 主要试剂及仪器 ＲPMI-1640 培养基、MEM
培养基、F12K培养基( 美国 Gibco 公司) ; 胎牛血清
( 美国 Winsent 公司) ; 磁珠( 美国 aline biosciences
公司) ; DNA胶回收试剂盒( 美国 Axygen 公司) ; 10
× PCＲ buffer、dNTP、Mg2 +、Hs-Taq 酶( 上海睿安生
物科技有限公司) ; EZ DNA Methylation-Gold Kit( 美
国 Zymo Ｒesearch公司) ; M． SssI( CpG 甲基转移酶，
美国 NEB公司) ; MSP 引物合成( 安徽通用生物科
技有限公司) ; G-Storm GS1 热循环 PCＲ 仪( 美国
labtech公司) ; Tanon 1600 凝胶成像仪( 上海天能公
司) 。
1． 2 方法
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1． 2． 1 细胞培养 膀胱癌细胞系 5637、T24、
Biu87、J82 用含有 10%胎牛血清的 ＲPMI-1640 培养
基，UM-UC-3 用含有 10%胎牛血清的 MEM培养基。
人永生化正常膀胱上皮细胞株 SV-HUC-1 用含有
10%胎牛血清的 F12K培养基。以上细胞系均培养
在 37 ℃、5% CO2 培养箱中。
1． 2． 2 DNA提取 应用磁珠纯化法分别获取膀胱
癌组织、癌旁组织和各细胞系的基因组 DNA，跑胶
电泳后使用 Tanon 1600 凝胶成像仪进行 DNA 定
量。
1． 2． 3 DNA亚硫酸盐修饰 使用 EZ DNA Methyl-
ation-Gold Kit进行膀胱癌组织、癌旁组织和各细胞
系的基因组 DNA 重亚硫酸盐修饰，最终溶于 10 μl
Elution Buffer。
1． 2． 4 eya4 基因启动子区 MSP引物的设计 通过
UCSCGenome Browser数据库，获得 eya4 基因启动子
区序列 ( chr6: 133239586-133241585 ) ，使用 Li et
al［6］的 Methprimer 预测软件设计 eya4 基因启动子
区 MSP 引物，引物序列位于 CpG 岛内( － 427 ～
－ 280) ，涵盖 17 个 CpG 位点。eya4 甲基化特异性
引物序列: 上游引物( MF) : 5'-GTTATTCGAGGTTA-
AATAAAAACGG-3'，下游引物( MＲ) : 5'-ACTTACG-
CAAAAAAATAAAACGAA-3'，扩增产物 149 bp，退火
温度 58 ℃ ; eya4 非甲基化特异性引物序列: 上游引
物( UF) : 5'-GTTATTTGAGGTTAAATAAAAATGG-3'，
下游引物( UＲ) : 5'-CACTTACACAAAAAAATAAAA-
CAAA-3'，扩增产物 150 bp，退火温度 55 ℃。
1． 2． 5 PCＲ 反应过程 PCＲ 反应体系为 20 μl，模
板为经过 EZ DNA Methylation-Gold Kit 处理的 DNA
( 2 μl) ，10 × PCＲ buffer 2 μl，Mg2 + 1. 6 μl，dNTP mix
0. 4 μl，DMSO 0. 4 μl，上下游引物 10 pmol /μl 各 2
μl，HS-Taq 酶 0. 2 μl，灭菌水 11. 4 μl。用经过
M． SssI处理和未处理的正常人外周血细胞 DNA 作

为甲基化和非甲基化的阳性对照，灭菌水作为甲基

化和非甲基化阴性对照，反应条件为: 95 ℃预变性 5
min，热循环 95 ℃变性 20 s，退火 20 s，72 ℃延伸 20
s，循环 40 次，72 ℃延伸 5 min，4 ℃保存。
1． 2． 6 PCＲ 产物分析 取 5 μl PCＲ 扩增产物，
2. 0%的琼脂糖凝胶电泳 25 min，使用 Tanon 1600
凝胶成像仪观察拍照，比对分析:① 甲基化阳性: M
引物扩增出目的条带，而 U 引物扩增出或未扩增出
目的条带，则判断甲基化阳性;② 甲基化阴性: M引
物未扩增出目的条带，而 U 引物扩增出目的条带，
则判断甲基化阴性。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 统计软件进行
分析，甲基化率用百分率表示，组间比较采用 χ2 检
验，P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 膀胱癌细胞系和膀胱永生化上皮细胞中 eya4
基因甲基化检测结果 eya4 基因启动子区在 5 株膀
胱癌细胞系中，其中 UMUC-3、T24、5637、Biu87、细
胞系中 eya4 基因启动子区均为甲基化，仅 J82 细胞
系未检测到甲基化，甲基化率为 80%，在人正常膀
胱永生化上皮细胞系( SV-HUC-1) 中未检测到甲基
化，见图 1。
2． 2 膀胱癌组织和癌旁组织中 eya4 基因甲基化检
测结果 eya4 在膀胱癌组织中有 53 例发生甲基化，
其甲基化率为 70. 7% ( 53 /75 ) ，癌旁组织中仅有 18
例发生甲基化，其甲基化率为 24% ( 18 /75) ，差异有
统计学意义( χ2 =32. 760，P ＜0. 01) ，部分结果见图 2。
2． 3 eya4 基因启动子区甲基化与膀胱癌临床病理
特征之间的关系 在 75 例膀胱移行细胞癌组织中，
eya4 基因与患者肿瘤数目、大小、分期和分级差异
均有统计学意义( P ＜ 0. 05) ，但与患者的年龄、性别
差异无统计学意义，见表 1。

图 1 膀胱癌细胞系中 eya4 基因甲基化状态
M: 甲基化; U: 非甲基化; C1: 甲基化阳性对照; C2: 非甲基化阳性对照
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图 2 部分膀胱癌组织和癌旁组织中 eya4 基因甲基化状态
M: 甲基化; U非甲基化; T1 ～ T3: 膀胱癌组织; N1 ～ N3: 癌旁组织; C1: 甲基化阳性对照，C2: 非甲基化阳性对照

表 1 eya4 基因启动子区甲基化与

膀胱癌临床病理特征之间的关系［n = 75，n( %) ］

变量 患者 未甲基化 甲基化 χ2 值 P值
性别

男 49 14( 28． 6) 35( 71． 4) 0． 040 0． 842
女 26 8( 30． 8) 18( 69． 2)
年龄( 岁)

≤65 21 6( 28． 6) 15( 71． 4) 0． 008 0． 928
＞ 65 54 16( 29． 6) 38( 70． 4)
肿瘤

单发 23 12( 52． 2) 11( 47． 8) 8． 349 0． 004
多发 52 10( 19． 2) 42( 80． 8)
肿瘤直径( cm)
≤3 50 20( 40． 0) 30( 60． 0) 8． 233 0． 004
＞ 3 25 2( 8． 0) 23( 92． 0)
分级

低级别( G1-G2) 47 18( 38． 3) 29( 61． 7) 4． 881 0． 027
高级别( G3) 28 4( 14． 3) 24( 85． 7)
分期

浅表性( Tis-T1) 45 19( 42． 4) 26( 57． 8) 9． 016 0． 003
浸润性( T2-T4) 30 3( 10． 0) 27( 90． 0)

3 讨论

膀胱癌的发生发展是复杂、多因素、多步骤的病
理变化过程。主要由于基因和表观遗传的改变，导
致肿瘤抑癌基因的失活，促癌基因的活化。其中特
别是肿瘤抑癌基因的表观沉默发挥了较为显著的作

用［7］。目前已知的表观遗传学机制包括 DNA 甲基
化和多种组蛋白共价修饰、核小体的组构、非编码
ＲNA、染色质和核内三维高级结构等［8］。其中 DNA
甲基化是指在 DNA甲基转移酶的作用下，特定胞嘧
啶的第 5 位碳上连接甲基基团，这是近乎惟一的发
生在哺乳动物基因组的共价修饰。DNA 甲基化水
平有着明确的表观效应: DNA 高甲基化状态，尤其
在基因的启动子区上的高甲基化是转录静息基因的

重要标志。DNA 的甲基化修饰具有细胞世代间可

遗传性，是目前研究的最为深入的表观遗传学机制。
肿瘤细胞中 DNA 甲基化异常通常是较之基因突变
更为频繁的事件［9］。已被广泛证实参与了从肿瘤
发生到发展、增殖、侵润、转移的全部过程［10］。一些
基因的甲基化频繁地出现在不同种类的人类的癌症

中，包括膀胱癌。因此在膀胱癌中检测异常基因
DNA甲基化可能对预测膀胱癌患者的结果起到重
要作用［11］。

eya4 基因是 EYA( eya1-4 ) 家族的成员，是一种
转录催化剂。在哺乳动物器官形成和发育中起到转
录催化作用，并在细胞凋亡调控、DNA 损伤修复、增
殖和分化发挥重要的作用［12］。Towle et al［2］研究发
现在口腔鳞状细胞癌组织中 eya4 启动子是高甲基
化状态，同时启动子区的高甲基化水平也降低了

eya4 的表达，并且与口腔鳞状细胞癌增殖、凋亡和
DNA损伤修复相关。另有研究［3］显示 eya4 基因在
肝癌中作为一个分子诊断标志物，其异常高甲基化

导致其表达水平的下调进一步促进了肿瘤的进展，

其表达升高抑制肝癌细胞的增殖和入侵，从而推测

其可能在肝癌的发生发展中起到抑癌基因的作用。
Liu et al［4］研究表明在结直肠癌中 eya4 基因启动子
甲基化具有一定的肿瘤组织特异性，并参与结直肠

癌的发生和发展。本研究结果表明在膀胱癌细胞系
中 eya4 基因启动子甲基化率较高且对照组未检测
到甲基化，但膀胱癌细胞系 J82 同样未检测出 eya4
基因甲基化，可能由于膀胱癌细胞系之间存在一定

的差异或所检测的启动子区所包含的甲基化位点存

在一定的差异，另本研究显示在膀胱癌组织中的甲

基化率显著高于癌旁组织，差异有统计学意义，根据

本研究中 eya4 基因甲基化在膀胱癌细胞系、膀胱癌
组织和癌旁组织中的差异，与上述所提到的在其它

肿瘤中 eya4 基因启动子区的高甲基化与肿瘤的发
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生有关相似，推测膀胱癌的发生发展也可能与 eya4
基因启动子甲基化状态相关，但由于本研究标本量

较少，今后还需要大规模多角度、多层面的研究去证
实。
该研究也进一步对 eya4 基因甲基化水平与患

者的临床病理特征进行分析，单发膀胱肿瘤组织中

eya4 基因启动子区甲基化程度 47. 8%，多发膀胱肿
瘤组织中其甲基化程度 80. 8% ; 直径≤3 cm的膀胱
癌肿瘤组织中 eya44 基因启动子区甲基化程度为
60%，＞ 3 cm 的膀胱肿瘤组织中其甲基化程度为
92% ; 低级别膀胱肿瘤组织中 eya4 基因启动子区甲
基化程度 61. 7%，高级别膀胱肿瘤组织中其甲基化
程度 85. 7% ; 浅表性( Tis-T1) 膀胱肿瘤组织中 eya4
基因启动子区甲基化程度 57. 8% ; 浸润性( T2-T4 )
膀胱肿瘤组织中其甲基化程度 90% ; 差异均有统计
学意义，但其与膀胱癌患者的年龄和性别差异无统

计学意义。以上结果提示 eya4 甲基化率与膀胱癌
患者的临床病理资料如肿瘤的数目、大小、分级和分
期密切相关，与其年龄和性别无相关性。
综上所述，eya4 基因启动子甲基化在膀胱移行

细胞癌的发生发展中起到一定的作用，并与膀胱移

行细胞癌的相关临床病理特征密切相关，有望作为

膀胱移行细胞癌早期诊断的一个新的标志物，但本

研究尚缺乏 eya4 基因启动子甲基化状态是否与基
因表达相关，其具体的作用机制有待后续实验进一

步探讨。
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The methylation status and clinical significance of
the promoter of eya4 gene in bladder cancer

Niu Sanqiang，Xu Congyun，Pan Daqing，et al
( Dept of Urology，The Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001)

Abstract Objective To explore the methylation status of the CpG island of eyes absent 4( eya4) promoter and its
significance of clinical pathological characteristics in bladder cancer． Methods The promoter methylation status of
eya4 gene was examined by methylation specific PCＲ( MSP) in 5 bladder cancer cell lines and 75 cases of primary
bladder transitional cell carcinoma． 1 bladder immortalized epithelial cell line and 75 cases of corresponding adja-
cent tissues were selected as controls． Meanwhile，clinical pathological data of patients were investigated by statisti-
cal analysis． Ｒesults The promoter of eya4 were detected in 4 cases of 5 bladder cancer cell lines where methyla-
tion rate was 80% ． While the methylation status was negtive in normal bladder epithelial cell line． The methyla-
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tion rate of eya4 gene was 70. 7% in bladder cancer tissues( 53 /75) which was significantly more frequent than ad-
jacent tissues( 24%，18 /75) ，and the difference was significant( χ2 = 32. 760，P ＜ 0. 01 ) ． The methylation status
of the CpG island of eya4 promoter was correlated with the clinicopathological features such as tumor diameter，
tumor single and mutiple，tumor grade and stage( P ＜ 0. 05 ) ． However，no association was detected between eya4
methylation and age and gender． Conclusion eya4 methylation status which is closely correlated with the occur-
rence and development of primary bladder transitional cell carcinoma may be used as an independent diagnostic bio-
marker for patients with different kind of bladder cancer．
Key words bladder cancer; eya4; methylation of promoter
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腰椎多裂肌 MＲI参数改变
应用于诊断分析峡部断裂型腰椎滑脱

欧阳石林1，2，程大为1，方 璜1，申才良1

摘要 目的 探讨峡部断裂型腰椎滑脱的患者多裂肌 MＲI
影像学改变，并与退变型腰椎滑脱及正常体检健康者比较，

发现其中规律，探讨临床价值。方法 研究对象分为 3 组:

峡部裂型组患者 60 例，其中 L3 滑脱 3 例、L4 滑脱 35 例( Ⅰ
度 15 例，Ⅱ度 20 例) 、L5 滑脱 22 例; 退变型组患者 60 例，其
中 L3 滑脱 4 例、L4 滑脱 32 例( Ⅰ度 20 例，Ⅱ度 12 例) 、L5

滑脱 24 例; 体检资料健康者 60 例为对照组。所测对象的年
龄及体重指数( BMI) 进行比较，并对所有患者行功能障碍指
数评分( ODI) 。应用 Image J 软件测量所纳入对象的 L3 /4、
L4 /5、L5 /S1 椎间隙水平层面多裂肌净横截面面积占多裂肌
区域横截面面积( LCSA /GCSA) 的比值。数据间的显著性差
异利用单因素方差分析( one-way ANOVA) 或 Student' t检验。

结果 峡部裂型组患者 3 个不同层面数据与退变型组相应
节段滑脱患者及对照组比较差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) ，

峡部裂型组 L4 不同程度滑脱患者 3 个不同层面数据与退变
型组 L4 相应程度滑脱患者比较差异有统计学意义( P ＜
0. 05) 。结论 峡部裂型组与退变型组及对照组相比，其多
裂肌退变明显，可考虑其作为腰椎滑脱的诊断参考指标。

关键词 峡部断裂型腰椎滑脱; 多裂肌; 核磁共振; 横截面积
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脊柱滑脱是因先天性因素、退行性病变或外伤
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等使得上位椎体及椎弓根、横突和上关节突一起在
下位椎节上方向前( 或向后) 移位，其中腰椎滑脱最

为常见。腰椎滑脱常见类型有峡部裂型和退变型。
腰椎峡部裂是指腰椎椎弓上下关节突之间的峡部骨

质失去连续性，是引起下腰痛的主要原因。峡部缺
损使腰椎后部骨性结构的稳定性降低［1］。多裂肌
在腰骶段位于椎骨背侧椎板棘突槽沟内，背面浅层

被腰背筋膜覆盖，是构成椎旁肌及维持腰椎稳定最

重要部分，其功能是参于脊柱背伸运动，维持脊柱腰

段前凸，稳定脊柱动力。多裂肌对腰椎滑脱的诊断、
治疗及预后有重要作用。符楚迪 等［2］指出多裂肌
萎缩与下腰痛、腿痛、椎间盘突出存在显著相关性。
目前多裂肌退变与峡部裂型腰椎滑脱相关性研究较

少。该研究应用 MＲI 对峡部裂型腰椎滑脱的多裂
肌进行测量，并探讨其临床意义。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 选择 2013 年 9 月 ～ 2015 年 9 月在
安徽医科大学第一附属医院治疗滑脱症患者为研究

对象( 峡部裂型组) ，其中 L3 滑脱 3 例、L4 滑脱 35
例( Ⅰ度 15 例，Ⅱ度 20 例) 、L5 滑脱 22 例，所有病
例且未进行影响椎旁肌的治疗如: 理疗、针灸、按摩、
及药物治疗等，临床资料完善; 选取同时期确诊的退

变性腰椎滑脱患者为退变型组，其中 L3 滑脱 4 例、
L4 滑脱 32 例( Ⅰ度 20 例，Ⅱ度 12 例) 、L5 滑脱 24
例，临床资料齐全，行腰椎 X 线片及腰椎 MＲI 明确
诊断。
选取同期在本院健康体检的资料齐全的 60 例
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