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卵巢上皮癌中 ING4基因启动子的甲基化状态及其临床意义 *
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摘要 目的：探讨卵巢上皮癌中 ING4基因启动子的甲基化状态及其临床意义。方法：收集 2005年 7月至 2012年 6月哈尔滨医科

大学附属第一医院行全面分期手术并经病理检查确诊的 150例卵巢上皮癌组织标本，并以同期因子宫肌瘤或子宫腺肌症行子宫

全切除术或次全切除术并经病理检查确诊为正常卵巢组织的 150例标本作为对照组。采用甲基化特异性 PCR（MSP）技术检测卵
巢上皮癌组织与正常卵巢组织中 ING4基因启动子的甲基化状态，蛋白印迹法检测 ING4蛋白的表达，并分析 ING4基因启动子
的甲基化状态与卵巢上皮癌临床病例特征的关系。结果：卵巢上皮癌组织中 ING4基因启动子的甲基化阳性率为 42.7%（64/150），
明显高于正常卵巢组织（4%，6/150），差异有统计学意义（P<0.05）。ING4基因启动子甲基化阳性的卵巢上皮癌组织中 ING4蛋白
表达阴性或弱阳性；ING4基因启动子甲基化阴性的卵巢上皮癌和正常卵巢组织中 ING4蛋白表达阳性；在 64例 ING4基因启动

子甲基化的卵巢上皮癌组织中，ING4蛋白表达强度与 ING4基因启动子的甲基化程度呈负相关（r=-0.435，P<0.05）。卵巢上皮癌
组织中，ING4基因甲基化的阳性率随着手术病理分期和组织学分级的增加而增加（P<0.05）；卵巢透明细胞癌（55.6%，10/18）和卵
巢子宫内膜样癌（59.3%，16/27）中 ING4基因甲基化的阳性率显著高于浆液性囊腺癌（33.9%，20/59）和粘液性囊腺癌（39.1%，
18/46）（P<0.05）；ING4基因启动子的甲基化状态与患者的年龄、有无腹水及淋巴结转移均无显著相关性（P>0.05）。结论：ING4基
因启动子的甲基化可能促进了其在卵巢上皮癌组织中的表达失活，进而促进了卵巢上皮癌的生长和分化。
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Analysis of the Significance of Status of ING4 Gene Promoter
Methylation in Ovarian Epithelial Cancer Tissue*

To investigate the status of ING4 gene promoter methylation and its clinical significance in epithelial

ovarian cancer. 150 cases of ovarian epithelial cancer tissues that were diagnosed by pathological examination after the
comprehensive staging operation by the First Affiliated Hospital of Harbin Medical University from July 2005 to June 2012 were
collected, and 150 cases of normal ovary tissues which were diagnosed through the pathological examination after the womb total
resection caused by the uterine fibroid or adenomyosis in the same period were used as the control group. The methylation specific PCR
(MSP) was used to detect the methylation status of ING4 gene promoter, western blot detection was used to investigate the presentation
of ING4 protein, the relationship between the methylation status of ING4 gene promoters and clinical features of the ovarian epithelial
cancer was also analyzed. The positive methylation rate of ING4 gene promoter in epithelial ovarian cancer tissue was 42.7%

(64/150), which was obviously higher than that in the normal ovarian tissue (4%, 6/150) (P<0.05). The ING4 protein of the positive
methylation ING4 gene promoter in epithelial ovarian cancer tissue presented negative or weakly positive; however, the ING4 protein of
the negative methylation ING4 gene promoters of epithelial ovarian cancer tissue and normal ovarian tissue presented positive; in 64
cases of methylated ING4 gene promoter of epithelial ovarian cancer, the ING4 protein presentation intensity of the ING4 gene promoter
was negatively correlated with methylation level (r= -0.435, P=0.002). ING4 gene methylation positive rate increased along with the
growth of surgery pathological staging (P<0.05) as well as increase with histopathological grade (P<0.05); among the different

pathological types, ovarian clear cell carcinoma (55.6%, 10/18) and ovarian endometrioid carcinoma ING4 gene in epithelial ovarian
cancer methylation-positive rate (59.3% 16/27) was obviously higher than serous adenocarcinoma (33.9% , 20/59) and mucinous
cystadenocarcinoma (39.1%, 18/46) (P <0.05); ING4 gene promoter methylation status is unrelated with the patient's age, clinical stage,
and lymph node metastasis (P>0.05). The methylation of ING4 gene promoter may result in the loss of ING4 protein
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expression in epithelial ovarian cancer, which thus promotes the growth and differentiation of epithelial ovarian cancer.

Epithelial ovarian cancer; Tumor growth inhibitory factor 4; Methylation; Clinical significance

前言

卵巢癌的发生、发展是多基因参与的、多阶段、多步骤的演

变过程，肿瘤生长抑制基因 ING4与其关系密切。随着卵巢癌

恶性程度的增加，ING4基因的表达下降，但其具体原因尚不明

确，可能与 DNA启动子甲基化修饰参与调控抑癌基因的表达
等因素有关。基因甲基化是一种可遗传的、酶诱导的、对基因结

构的特殊碱基序列起稳定作用、负责编码正常基因的化学修

饰，哺乳动物基因甲基化对胚胎发育、细胞增殖和分化、基因表

达的调节、表型遗传和肿瘤发生等都具有十分重要的意义[1,2]。

目前，通过对抑癌基因启动子的甲基化研究发现，抑癌基因启

动子的过程甲基化是抑癌基因失活的重要机制[3-5]。既往的研究

发现，ING4蛋白在卵巢上皮癌组织中表达下调[6]，但 ING4 基
因失活的分子生物学机制尚未明确。本研究检测了卵巢上皮癌

组织中 ING4基因启动子甲基化状态，并分析其与卵巢上皮癌

临床病理学特征的关系及其临床意义。

1资料与方法

1.1资料来源
选取哈尔滨医科大学附属第一医院 2005年 7 月至 2012

年 6月经病理检查证实的卵巢上皮癌患者 150例，行全面手术

分期，取新鲜癌组织，一部分液氮保存，一部分用 10%甲醛固

定，石蜡包埋，连续切片，其中一张行 HE染色复诊。患者年龄
27~79岁，平均 53.4岁；病理组织学分级：G1 48例，G2 65 例，
G3 37例；手术病理分期：根据 2009年国际妇产科联盟（FIGO）

分期标准，Ⅰ期 18例，Ⅱ期 43例，Ⅲ期 58例，Ⅳ期 31例；病理

类型：浆液性囊腺癌 59例，粘液性囊腺癌 46例，子宫内膜样癌
27例，透明细胞癌 18例；淋巴结转移：有转移 36例，无转移 114

例。所有卵巢上皮癌患者术前均未接受治疗、化疗或激素治疗。

另取同期因子宫肌瘤或子宫腺肌症行子宫全切或子宫次全切除

术患者，经病理确诊为正常卵巢组织 150例作为对照组。本研究

经医院伦理委员会批准，所有患者均已签署知情同意书。

1.2主要试剂
DNA提取试剂盒和蛋白酶 K购自美国 Sigma公司，亚硫

酸氢钠和对苯二酚(Sigma 公司) Wizard DNA Clean-Up System

试剂盒 (Promega 公司 )，DNA 甲基化试剂盒购自英国 New
England Biolabs公司，兔抗人多克隆 ING4 抗体为美国 Abcam

公司产品。辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔抗体购自哈尔滨弘

博生物技术公司，应用 primer5.0软件进行 ING4基因引物设

计，选择 ING4基因转录起始位点上游 1000 bp至第一外显子
区富含 CG位点密集的基因区 935～ 1109为研究序列，基因长

度 174 bp，包含 13个 CG位点。ING4基因甲基化引物序列：上

游：5-TAGGCGGGAAGTGTATAAAGGTAC，下游 5-AAACTT

TCTAAAAAACCTAAACGCC；非甲基化引物序列：上游 5-TA

GGTGGGAAGTGTATAAAGGTATGA （扩增片段大小为

174bp）；下游 5-AAACTTTCTAAAAAACCTAAACACC，由上海

生物技术工程有限公司合成。

1.3方法
1.3.1标本基因组 DNA的提取 应用基因组 DNA提取试剂盒

提取液氮保存的标本组织基因组 DNA，具体的操作按说明书
进行。置紫外线分光光度计测定其在波长 260nm和 280nm处

的吸光度（A）值，用于测定 DNA浓度。
1.3.2 MSP技术检测 ING4基因启动子的甲基化状态 定量后

取 2 滋g DNA，采用 DNA甲基化修饰试剂盒对基因组 DNA进

行甲基化特异性修饰，具体的操作按说明书进行。修饰后 DNA

用Wizard DNA Clean-Up System试剂盒纯化，并回收 DNA，溶

于 20 滋L灭菌去离子水，-20℃保存备用，用于 MSP技术检测。
PCR反应体系 25 滋L，修饰后 DNA 3 滋L（100 ng/滋l），PCR缓冲

液 5 滋L，DNA聚合酶（10× Taq酶，5 U/滋l）2 滋L，上下游引物各
1 滋L，dNTP 0.5 滋L（10 mmol/L），蒸馏水补至 25 滋L。反应条件：
95℃预变性 5 min，95℃ 30 s，58℃ 30 s，72℃ 30 s，共 35 个循

环，72℃延伸 7 min。取 5滋L PCR产物加入 2 滋L 6× 上样缓冲
液，于质量分数 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。在每批 PCR 扩增时均设置甲基化阳性对照
(CpG甲基化酶M.SssⅠ修饰后新鲜胎盘组织 DNA为模板)、甲

基化阴性对照(胎盘组织 DNA为模板)和阴性对照( H2O 为模
板)。结果判定标准：如甲基化引物扩增阳性、非甲基化引物扩

增阴性，即该基因完全甲基化，计为甲基化阳性；如甲基化引物

和非甲基化引物均为阳性，即该基因部分甲基化，也计为甲基

化阳性；如甲基化引物扩增阴性，非甲基化引物扩增阳性，即该

基因未甲基化，计为甲基化阴性。如甲基化引物和非甲基化引

物均为阴性，则实验失败，重做。计算甲基化阳性率：计划阳性

率（%）=甲基化阳性率标本数 /总标本数× 100%。
1.3.3 蛋白印迹法检测 ING4 蛋白的表达 常规方法提取组织

总蛋白，考马斯亮蓝法测蛋白浓度。100 滋g总蛋白上样、1× 十
二烷基硫酸钠(sodium dodecylsulfate，SDS)缓冲液变性、电泳、

低温转至硝酸纤维素膜，然后用 5%脱脂奶粉封闭，4度过夜，

再分别加 1：2000 的抗兔抗人多克隆 ING4 抗体及 1：750 抗

茁-actin抗体，室温、摇床 1 h，洗膜 3次，加入二抗（辣根过氧化

物酶标记的山羊抗兔抗体，稀释比例为 1:2000），室温、摇床 1

h。0.05%含吐温的三氨基甲烷缓冲盐溶液(tris-buffered saline w
ith Tween，TBST)洗膜 2次，ECL试剂盒显色，暗室显影。灰度

扫描用 KS400图像分析系统，目的条带的光密度与相应的内

参照 滋-actin的光密度比值即为目的蛋白表达的相对表达值，

进行荧光强度的分析，数据用 X± S表示，以 ING4抗体说明书

中推荐的宫颈癌细胞系 Hela细胞为阳性对照。
1.4 统计学方法

使用 SPSS 13.0统计软件进行数据分析，基因甲基化状态

阳性率采用比较采用 X2检验；免疫印迹检测的荧光强度比较

采用两样本均数的 t检验。卵巢上皮癌组织中 ING4蛋白表达
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与 ING4 基因启动子甲基化状态之间的相关性分析，采用
Pearson相关分析，以 P<0.05为差异具有统计学意义。

2结果

2.1卵巢上皮癌组织与正常卵巢组织中 ING4基因启动子的甲

基化状态

MSP检测结果显示，150例卵巢上皮癌组织中，64例组织
ING4基因启动子甲基化呈阳性（甲基化阳性率为 42.7%）；150

例正常卵巢组织中仅 6 例组织 ING4基因启动子甲基化呈阳
性（甲基化阳性率 4%），两者比较差异有统计学意义（P<0.05）。

Fig.1 The methylation status of the ING4 promoter in Ovarian Epithelial Cancer and Normal Ovary tissue detected by MSP technology

1 methylating sample methylating primer amplification

2 anmethylating sample anmethylating primer amplification

3-8 Epithelial Ovarian Cancer Tissues（3 parts）；9-14 Normal Ovary Tissues（3 parts）

2.2卵巢上皮癌组织及正常卵巢组织中 ING4蛋白的表达及其

与 ING4基因启动子甲基化状态的相关性

蛋白印迹法检测结果显示，ING4基因启动子甲基化阳性

的卵巢上皮癌组织中 ING4蛋白的阳性表达率及 ING4/茁-actin

平均灰度值均明显低于 ING4基因启动子甲基化阴性的卵巢
上皮癌组织和正常卵巢组织，图 2（P<0.05）。ING4基因启动子

甲基化阴性的正常卵巢组织中 ING4 蛋白的含量显著高于
ING4基因启动子甲基化阴性的卵巢上皮癌组织（P<0.05），见

表 1。在 64例 ING4基因启动子甲基化阳性的卵巢上皮癌组织

中，ING4 蛋白表达强度与 ING4基因启动子甲基化程度呈显

著负相关（r= -0.435，P=0.002）。
2.3卵巢上皮癌中 ING4基因启动子的甲基化状态与其临床病

理特征的相关性

卵巢上皮癌组织中，ING4基因甲基化的阳性率随着手术

病理分期和组织学分级的增加而升高（P<0.05）；卵巢透明细胞

癌（55.6%，10/18）和卵巢子宫内膜样癌中 ING4基因的甲基化

阳性率（59.3%，16/27）显著高于浆液性囊腺癌（33.9%，20/59）和

粘液性囊腺癌（39.1%，18/46）（P<0.05）；ING4基因启动子的甲
基化状态与患者的年龄、有无腹水及有无淋巴结转移均无显著

相关性（P>0.05），见表 2。

Fig.2 The expression of the ING4 Protein both in the Tissues of Ovarian

Epithelial Cancer and Normal Ovary tissue detected by Estern Blot Method

1 Represents Positive Control HeLa cell

2-4 Represent Epithelial Ovarian Cancer

5-7 Represent Normal Ovarian Tissue

表 1卵巢上皮癌组织和正常卵巢组织中 ING4基因启动子的甲基化状态与 ING4蛋白表达的相关性

Table 1 The correlation of Methylation Status of ING4 Gene Promoters with ING4 protein expression in Ovarian Epithelial

Cancer and Normal Ovary tissue

卵巢上皮癌组织 ING4基因启动子

甲基化状态

The Methylation Statuses of ING4 Gene Promoter of

Epithelial Ovarian Cancer Tissue

正常卵巢组织 ING4基因启动子

甲基化状态

The Methylation Statuses of ING4 Gene Promoter of

Normal Ovarian Tissue

阳性

Positive

阴性

Negative

阳性

Positive

阴性

Negative

例(率)

Case

(Rate)

ING4/茁-actin平

均灰度值

Average Grey

Value

例(率)

Case (Rate)

ING4/茁-actin

平均灰度值

Average Grey

Value

例(率)

Case

(Rate)

ING4/茁-actin

平均灰度值

Average Grey

Value

例(率)

Case (Rate)

ING4/茁-actin平

均灰度值

Average Grey

Value

阳性

Positive

5

(7.8%)
0.536± 0.132 53(61.6%) 1.327± 0.276 3(50%) 1.425± 0.198 142(98.6%) 1.896± 0.318 <0.05

阴性

Negative或弱阳性

Weak Positive

59

(92.2

%)

0.067± 0.012 33(38.4%) 0.082± 0.014 3(50%) 0.079± 0.011 2(1.4%) 0.074± 0.012 <0.05

合计

Total
64 0.104± 0.021 86 0.849± 0.176 6 0.752± 0.104 144 1.871± 0.314 <0.05

ING4蛋白阳性表

达 Positive

Express-ion of

ING4 Protein

P值

P Value
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3讨论

卵巢癌是女性生殖系统中病死率最高的一种恶性肿瘤。

Masciullo等[7]证实，卵巢癌的发生与多种原癌基因和或抑癌基

因突变引起的卵巢上皮细胞的生长与分化过程失控有关。深入

研究卵巢癌相关的致病基因，有助于探讨卵巢癌的发生机制。

目前，ING4作为重要的候选抑癌基因，已成为学者们的研究热

点。

3.1 ING4基因启动子的甲基化与卵巢癌的关系
DNA甲基化是指 DNA序列不发生变化，基因表达却因碱

基修饰发生了变化，是基因组表观遗传调控的主要方式之一，

其重要特征是广泛的癌基因低甲基化和部分区域的抑癌基因

高甲基化共存，参与肿瘤的发生、发展[8,9]。研究已发现一些基因

的甲基化状态与肿瘤的化疗耐药相关，包括细胞周期调控基

因、细胞侵袭及黏附基因、凋亡调节基因、DNA损伤修复基因

及生长因子基因等。抑癌基因甲基化是基因失活的一种重要机

制，目前发现多种抑癌基因启动子区域超甲基化与卵巢癌关系

密切[10]。

生长抑制因子家族(inhibitor of growth family，ING)成员，

最早发现有 ING1、ING2和 ING3，这些基因涉及细胞周期和凋

亡。如 ING1和 ING2能以 P53依赖的方式抑制细胞增殖，诱导

细胞 G1期阻滞及细胞凋亡[11,12]。ING3能增强 P53下游基因如
P21及 bax的表达[13]，同时介导细胞周期阻滞和细胞凋亡。2004

年，Garkavtsev等[14]又发现了 ING4，并认为 ING4 可以在肿瘤

发展期间抑制血管形成进而抑制肿瘤的生长。近年来的研究证

实，ING在许多恶性肿瘤中表达下降如胃癌[15]、肺癌[16]、骨肉瘤
[8]及恶性神经胶质细胞瘤[17]、黑色素瘤[18]等，并通过体外实验证

实 ING4可能通过活化凋亡通路，影响多种凋亡相关基因促进

肿瘤细胞凋亡，而转染 ING4基因不仅能抑制胶质瘤细胞生长

而且能抑制胶质瘤组织的血管生成[19，20]。因此，ING4基因被认

为是一重要的候选抑癌基因。

有研究报道，卵巢癌组织中 ING4 mRNA的表达水平明显

临床病理特征

Clinical Pathological Characteristics

总例数

Total Case Number

年龄 Age

＜55岁

逸55岁

手术病理分期 Surgical pathological Stages

Ⅰ Stage

Ⅱ Stage

Ⅲ Stage

Ⅳ Stage

病理组织学分级 Histopathological Grade

G1

G2

G3

病理类型 Pathological Type

浆液性囊腺癌 Serous cystadenocarcinoma

粘液性囊腺癌Mucinous cystadenocarcinoma

子宫内膜样癌 endometrioid carcinoma

透明细胞癌 clear cell tumor

有无腹水 Ascites

有 Yes

无 No

有无淋巴结转移 Lymph node metastasis

有 Yes

无 No

52

98

18

43

58

31

48

65

37

59

46

27

18

118

32

36

114

18

46

4

14

25

21

16

28

20

20

18

16

10

56

8

11

53

34.6

46.9

22.2

32.6

43.1

67.7

33.3

43.1

54.1

33.9

39.1

59.3

55.6

47.6

25.0

30.6

46.5

1.35

8.26

6.57

7.38

0.08

0.19

0.317

0.015

0.032

0.025

0.791

0.686

甲基化阳性

Methylation Positive

例数

Case Number

百分率（%）

Percentage (%)

X2值

X2 Value

P值

P Value

表 2卵巢上皮癌中 ING4基因启动子的甲基化状态与其临床病理特征的相关性

Table 2 Correlation of the methylation status of ING4 Gene Promoters with clinicopathological features in ovarian epithelial cancer
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低于正常卵巢组织[21]。ING4可能通过抑制细胞生长，增强其化

学敏感性、增强 P53的活性、抑制 H IF活性、抑制肿瘤血管增
生等途径抑制肿瘤的生长。ING4基因在正常组织中表达丰富，

而在肿瘤组织中表达异常或发生突变，但其在肿瘤发生、发展

过程中的甲基化状态并不清楚。本研究结果显示，卵巢上皮癌

组织中 ING4 基因启动子的甲基化阳性率明显高于正常卵巢

组织，说明 ING4基因异常甲基化在卵巢上皮癌的发生中起重

要作用。此外，ING4蛋白的表达与 ING4基因启动子的甲基化

程度呈明显的负相关，ING4基因在卵巢上皮癌组织中的低表
达或者表达缺失可能与 ING4基因的甲基化相关，ING4在正

常卵巢上皮组织中表达，但在卵巢癌中不表达。基因高甲基化

是可能是引起 ING4表达缺失的机制之一，符合抑癌基因启动

子相关的染色体的甲基化可导致抑癌基因染色体的改变从而

丧失抑制卵巢肿瘤生长的能力，通过甲基化途径引起相关抑癌

基因的沉默与卵巢癌发生和浸润有关的理论。因此，将 ING4

超甲基化引起基因表达的改变作为监测肿瘤发生发展的有效

手段[22]。

3.2卵巢上皮癌组织中 ING4基因启动子甲基化的意义

本研究结果显示，ING4基因启动子甲基化状态与患者年
龄、有无腹水及有无淋巴结转移等无关，与手术病理分期、病理

组织学分级、病理类型密切相关，多发生在临床晚期和组织分

化差及恶性度较高的病理类型的患者，因此 ING4启动子甲基

化可作为一种分子生物学指标监测卵巢癌的发生和发展。在卵

巢透明细胞癌及子宫内膜样细胞癌中 ING4基因启动子甲基

化状态高于浆液性囊腺癌和粘液性囊腺癌，提示进一步通过研

究对有恶性倾向的交界性卵巢上皮肿瘤和癌旁非肿瘤组织中

ING4基因甲基化状态的检测，可证实 ING4基因甲基化是否

为卵巢癌变（尤其是特殊类型的卵巢癌）的早期事件，有助于卵

巢癌的早期诊断的研究。但其是否是一种良好的判断预后的指

标，尚有待进一步研究。本研究提示 ING4基因甲基化位点的
检测可作为卵巢上皮癌尤其是卵巢上皮特殊类型恶性肿瘤生

物学标记[23]。

不同于基因突变和缺失，基因甲基化改变具有可逆性，由

此可以解释检测到 ING4基因甲基化的标本仍有 ING4基因蛋

白表达的现象，这种可逆性特征为临床抗肿瘤治疗提供了一种

新途径，通过改变卵巢癌中 ING4基因启动子的甲基化状态或

程度，使 ING4基因重新表达,很可能对肿瘤的治疗发挥积极的

作用。5-氮杂 -2'-脱氧胞苷（5-Aza-CdR）是有效的 DNMTS抑

制剂，已广泛用于临床实验 [24-26]。D’Andrea [27] 研究发现，

FanconiAnemia/BRCA(FA/BRCA)信号通路的紊乱，即 FA基因
(FANCF)的甲基化和沉默，能够产生对铂类抗药的分子表型。
FANCF去甲基化可使这种通路紊乱恢复，从而对铂类药物再次
敏感。因此，针对 ING4基因启动子的去甲基化治疗，可作为治
疗卵巢上皮癌特别是特殊类型的卵巢上皮癌的一个有效靶点。

综上所述，ING4有望成为一种新型肿瘤分子标记物，有助

于卵巢上皮癌的诊断，并可能成为新的药物靶点。恶性肿瘤相

关基因启动子区高甲基化分析的表观遗传学研究，将揭示更多

的尚未所知的表观调控变化，为表观治疗在癌症中的应用开辟

新的天地。但本研究仍需扩大样本以进一步验证，同时可结合

蛋白组学进一步探讨 ING4基因在卵巢上皮癌发生、发展中的

作用。
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