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［摘 要］ 目的：探讨前列腺癌相关基因PAX5基因启动子甲基化作为前列腺癌生物标志物的临床价值。方法：采用实时定

量RT⁃PCR（qRT⁃PCR）检测正常前列腺细胞系（RWPE⁃1）和前列腺癌细胞系（LNCaP、PC⁃3、DU145）中PAX5 mRNA的表达，甲

基化特异性 PCR（MSP）法分析 4株前列腺细胞的甲基化状态；去甲基化药物处理后，qRT⁃PCR法检测肿瘤细胞 PAX5基因

mRNA表达；实时定量MSP法检测64例前列腺癌患者、22例前列腺增生患者与47例健康体检者血清中PAX5基因启动子甲基

化水平，并统计分析血清PAX5基因启动子甲基化水平与临床病理参数的相关性；运用受试者工作特征曲线（ROC曲线）分析

PAX5基因启动子甲基化在前列腺癌诊断中的价值。结果：qRT⁃PCR结果显示，与正常前列腺上皮细胞RWPE⁃1相比，PAX5
mRNA在3株前列腺癌细胞中均表达下调，而且均可检测到PAX5基因启动子甲基化，而正常前列腺上皮细胞RWPE⁃1不存在

PAX5基因启动子甲基化；去甲基化药物可恢复PAX5基因mRNA表达；实时定量MSP结果显示，前列腺癌患者的血清PAX5基
因启动子甲基化水平显著高于前列腺增生患者和健康体检者；前列腺癌患者的血清PAX5基因启动子甲基化率与Gleason评
分和TNM分期有关；ROC结果显示PAX5基因的诊断价值优于前列腺特异抗原PSA。结论：本研究结果提示启动子甲基化是

前列腺癌细胞中PAX5基因表达下调的主要原因，血清PAX5启动子甲基化是一种潜在的前列腺癌诊断标志物。
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［Abstract］ Objective：To investigate the clinical value of PAX5 promoter methylation as a biomarker of prostate cancer. Methods：
The expression of PAX5 mRNA in prostate cell lines（RWPE⁃1，LNCaP，PC ⁃ 3，and DU145）was detected by real time RT ⁃PCR.
Methylation⁃specific PCR（MSP）was used to analyze the methylation status of four prostate cells Real⁃time RT⁃PCR was used to detect
the expression of PAX5 mRNA in tumor cells. Real⁃time MSP was used to detect the expression of PAX5 gene in 64 cases of prostate
cancer，22 cases of benign prostatic hyperplasia and 47 healthy controls. The methylation level of PAX5 gene promoter in the serum of
patients with prostate cancer was analyzed by ROC curve. The methylation level of PAX5 gene promoter in the serum of patients with
prostate cancer was analyzed statistically. Results：Real⁃time RT⁃PCR showed that PAX5 mRNA was down⁃regulated in three prostate
cancer cells compared with normal prostate epithelial cell RWPE⁃1；PAX5 gene promoter was detected in LNCaP，PC⁃3 and DU145
prostate cancer cells. Methylation of PAX5 gene promoter in normal prostate epithelial cell RWPE⁃1；the expression of PAX5 gene
mRNA was restored by demethylation drug；Real⁃time MSP result showed that the methylation level of serum PAX5 gene promoter of
prostate cancer patient was significantly higher than that of benign prostatic hyperplasia patients and healthy subjects. The methylation
rate of PAX5 gene promoter was correlated with Gleason score and TNM staging；ROC results showed that the diagnostic value of
PAX5 gene was superior to that of PSA. Conclusion：The methylation status of PAX5 gene in prostate cancer cells is the main reason
for the down⁃regulation of PAX5 gene expression. Methylation of PAX5 promoter is a potential marker for prognosis of prostate cancer.
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前列腺癌（prostate cancer，PCa）是危害男性健

康的最常见恶性肿瘤之一，其发病率高居美国男性

恶性肿瘤之首，占男性癌症死亡人数的第 2位［1］。

近年来随着生活方式改变和人口老龄化，我国PCa
发病率呈逐年上升趋势［2］。目前，PCa的诊断仍依

赖于前列腺特异抗原（PSA）的筛查［3］，但血清PSA升

高并无前列腺癌特异性，前列腺增生、前列腺炎、急性

尿潴留、膀胱镜检查、导尿和直肠指诊等均可能造成

血清PSA水平增高，从而导致PCa的过度诊疗［4］。因

此，临床上迫切需要寻找一种特异性的PCa标志物，

以提高PCa的诊疗率。

PAX5基因定位于 9p13染色体［5］，是参与生物

体生长发育的核转录因子［6］。最近研究表明PAX5
基因在包括肝癌［7］、乳腺癌［8］和肺癌［9］等多种肿瘤组

织中存在启动子甲基化，提示 PAX5基因可能是一

个潜在的抑癌基因，而目前 PAX5基因在 PCa中的

表达情况尚未有报道。本研究通过分析 PCa 中

PAX5启动子甲基化介导表达沉默以及其甲基化作

为 PCa生物标志物的临床价值，以期寻找理想的

PCa生物标志物。

1 对象和方法

1.1 对象

收集徐州医科大学附属医院 2016年 1—6月临

床病理确诊的64例PCa患者血清，样本收集前所有

患者均未接受任何治疗，患者中位年龄 72（55~91）
岁。同时选取22例前列腺增生患者和47例健康体

检者作为对照组，中位年龄 70（57~88）岁。各组年

龄差异无统计学意义。所有标本分离血清后快速置

于-80 ℃冻存。本研究经徐州医科大学附属医院伦

理委员会批准，所有研究对象均签署知情同意书。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养

RWPE⁃1细胞培养于含有0.2%生长因子的K⁃MSF
培养基中，LNCaP、PC⁃3和DU145细胞用10%胎牛血

清、青霉素和链霉素各100 U/mL的RPMI1640培养基

培养，所有细胞均在 37 ℃、5% CO2培养箱中培养。

RWPE⁃1、LNCaP、PC⁃3和DU145细胞系均购于中国

科学院上海生物化学与细胞生物学研究所。

1.2.2 去甲基化药物处理

将对数生长期的前列腺细胞以适宜密度接种，

24 h后加入去甲基化试剂 5⁃aza⁃dC（Sigma公司，美

国）终浓度为 5 μmol/L，每 24 h更换含同浓度 5⁃aza⁃
dC的新鲜培养液，连续培养2 d，分别收集上述培养

细胞，TRIzol试剂提取总RNA，-80 ℃保存备用。

1.2.3 Real⁃time RT⁃PCR检测细胞mRNA表达水平

TRIzol 试剂提取前列腺细胞系总 RNA，按照

PrimScriptTM RT Reagent Kit（TaKaRa公司，大连）说

明书进行逆转录。以逆转录后的 cDNA为模板，于

罗氏 LightCycler 480Ⅱ中扩增。扩增条件：预变性

95 ℃ 5 min；PCR反应 95 ℃ 15 s，60 ℃ 34 s，45个循

环；同样条件下实验重复3次。以GAPDH为内对照

基因，采用 2-ΔΔCT 法计算 PAX5 mRNA相对表达水

平。所需引物序列如下：PAX5上游引物5′⁃CAAAC⁃
CAAAGGTCGCCACAC⁃3′，下游引物 5′⁃GATGGAA⁃
CTGACGCTAGGCA⁃3′；GAPDH上游引物 5′⁃GAGA⁃
AGGCTGGGGCTCATTT⁃3′，下游引物 5′⁃AGTGATG⁃
GCATGGACTGTGG⁃3′（上海Sangon Biotech公司）。

1.2.4 甲 基 化 特 异 性 PCR（methylation ⁃ specific
PCR，MSP）

采用DNA提取试剂盒提取细胞系DNA，按照

EZ DNA Methylation⁃Gold Kit（ZYMO公司，美国）说

明书进行DNA亚硫酸盐修饰。运用MethPrimer软
件设计MSP引物，包括甲基化引物（M）和非甲基化

引物（U）。甲基化引物（M）：上游引物 5′⁃TTTAAG⁃
TAGCGGGGTTTGTATATGGAGAT⁃3′，下游引物 5′⁃
AACCGCACCTTCTATTAAAACATACG⁃3′；非甲基化

引物（U）：上游引物 5′⁃TAAAAATAAAAATTTGGTT⁃
TGTGTTTG⁃3′，下游引物 5′⁃CCTCTATTAAAACAT⁃
ACACTTAAAAATCACA⁃3′（上海 Sangon Biotech 公

司）。反应条件：95 ℃预变性 5 min；95 ℃变性 30 s，
58 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 30 s，共 38 个循环；

72 ℃再延伸 10 min。3%的琼脂糖凝胶电泳分离扩

增产物。

1.2.5 实时定量MSP
使用DNA提取试剂盒提取血清游离DNA，按照

EZ DNA Methylation⁃Gold Kit说明书进行DNA亚硫

酸盐修饰。以亚硫酸盐修饰的血清游离DNA为模

板，进行实时荧光定量PCR分析血清中PAX5基因

甲基化水平（引物同1.2.4）。反应条件：95 ℃预变性

5 min；95 ℃变性30 s，58 ℃退火30 s，72 ℃延伸34 s，
共 45个循环；按照下列公式计算PAX5基因甲基化

水平：甲基化率（%）=甲基化的DNA拷贝数/（甲基化

的DNA拷贝数+未甲基化的DNA拷贝数）×100%。

1.3 统计学方法

所有统计学分析均通过 SPSS 13.0统计软件进

行，前列腺细胞株中 PAX5基因表达差异使用方差

分析，实验组与对照组之间的差异采用 Student⁃t检
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验进行分析；比较 PAX5基因表达与启动子甲基化

和前列腺癌主要临床病理参数之间关系时采用卡

方检验。受试者工作特征曲线（ROC曲线）分析其

诊断价值。P ≤ 0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 前列腺细胞系中mRNA的表达情况

Real⁃time PCR结果显示：与正常前列腺上皮细

胞（RWPE ⁃ 1）相比，LNCaP、PC ⁃ 3 和 DU145 细胞

PAX5 mRNA表达均显著下调（图1），去甲基化药物

处理后，LNCaP、PC⁃3和 DU145细胞中 PAX5基因

mRNA表达均明显升高（图2），提示PAX5基因表达

沉默在PCa进展中可能发挥重要作用。

2.2 PCa细胞系中PAX5的甲基化状态

为了解 PAX5 在 PCa 细胞株中沉默的可能机

制，分析PAX5基因结构发现，在PAX5基因的转录

起始位点有 CpG 岛存在。MSP 检测 4 株细胞系

PAX5基因启动子甲基化状态发现，3株PCa细胞系

中均存在甲基化的DNA，而正常前列腺上皮细胞系

RWPE⁃1中未检测到甲基化的DNA（图3），提示PCa
细胞株中的PAX5基因沉默可能与其启动子区CpG
岛甲基化密切相关。

2.3 PCa、前列腺增生患者及健康体检者血清中

PAX5的甲基化状态

为检测 PAX5 在 PCa 患者血清中的甲基化情

况，使用实时定量MSP检测 64例PCa患者，22例前

列腺增生患者及47例健康体检者血清。结果显示，

PCa患者血清中PAX5基因的甲基化率，远高于前列

腺增生患者和健康体检者（图4），同时将PCa患者的

血清PSA水平与血清PAX5水平比较，ROC曲线结果

显示PAX5 cut⁃off值为0.745时，灵敏度为 0.758，特
异度为0.857；PSA cut⁃off值为7.51 ng/mL时，灵敏度

为 0.530，特异度为 0.952（图 5），表明 PAX5基因启

动子甲基化是一个潜在区分PCa患者与非癌患者的

生物标志物。

2.4 PAX5启动子甲基化率与PCa临床病理特征的

关系

PCa患者的血清PAX5基因启动子甲基化率与

Gleason评分和 TNM分期有关，高Gleason评分（8~
10分）PCa患者血清 PAX5基因启动子甲基化率明

显高于低 Gleason 评分（6~17 分）（图 6），Ⅲ~Ⅳ期

PCa患者血清PAX5基因启动子甲基化率明显高于

Ⅰ~Ⅱ期（图7）。
3 讨 论

目前，PCa仍是医学界难以攻克的难题，全球

范围内病死率估计于 2016年达到 8%，仅次于皮肤

癌［10- 11］。目前，PCa 的诊断主要依赖于血清中的

PSA水平，并且其一般治疗方法包括前列腺切除术、

放疗及化疗［12］。然而随着肿瘤的扩散和转移，手术

及放化疗已不能很好地应对PCa的发生。因此，为
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图2 去甲基化药物处理后各细胞系相对表达量

Figure 2 Relative expression of prostate cell lines after de⁃
methylation
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图1 PAX5基因在前列腺上皮细胞和PCa细胞系中mRNA

的相对表达量

Figure 1 Relative expression of mRNA of PAX5 gene in
prostate epithelial cells and prostate cancer cell
lines
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图3 MSP法检测前列腺上皮细胞和PCa细胞系甲基化情况

Figure 3 Detection of methylation status of prostate epi⁃
thelial cells and prostate cancer cell lines by
MSP
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图7 血清PAX5基因启动子甲基化率与TNM分期

Figure 7 Serum PAX5 gene promoter methylation rate
and TNM staging
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图6 血清PAX5基因启动子甲基化率与Gleason评分

Figure 6 Serum PAX5 gene promoter methylation rate
and Gleason score

了采取更有效的治疗方法及改善预后，必须找到即

时诊断指标。

PAX（the pair box）由９个基因组成，对哺乳动

物细胞分化及肿瘤形成具有重要调控作用。在某

些特定组织细胞修复和再生过程中，PAX基因表现

出了关键作用。因此，PAX基因可以在多种肿瘤细

胞中表达。经研究发现PAX5是B细胞特异性激活

蛋白，在B细胞分化、神经发育和精子发生的早期阶

段具有重要作用［13］。PAX5广泛表达于人的胚胎组

织［14］以及一些肿瘤组织包括膀胱癌［15］等。Liu等［7］

研究发现 PAX5在正常人肝组织中表达，但肝癌细

胞系中表达沉默或下调，并且与其相邻的正常组织

相比，原发性肝癌中 PAX5的平均表达水平显著降

低（P < 0.001）。经过实验证明在肝癌中PAX5启动

子甲基化是导致其下调的原因。同时，赵丽娟［16］在

肺癌中发现PAX5启动子存在甲基化，并经过去甲基

化药物处理后PAX5恢复了表达。Palmisano等［9］研

究表明在多种恶性肿瘤中PAX5启动子甲基化能够

使 PAX5基因沉默，且甲基化程度与临床患者预后

呈负相关。同样，本实验结果显示在PCa细胞系中

PAX5基因的mRNA水平是下调的，MSP检测结果显

示，3株 PCa细胞中 PAX5基因均存在启动子甲基

化，并经过去甲基化药物处理后，PAX5基因恢复了

表达，从而可以说明PAX5基因启动子甲基化是PCa
细胞中PAX5基因表达下调的主要原因。为了更直

接更客观地反映 PAX5基因启动子甲基化的情况，

本研究通过实时定量MSP检测64例PCa患者，22例
前列腺增生患者及47例健康体检者血清，实验结果

表明PCa患者的血清PAX5基因启动子甲基化率显

著高于前列腺增生患者和健康体检者。此外，还分

析 PCa患者的血清 PAX5基因启动子甲基化率与

Gleason评分和TNM分期的相关性，高Gleason评分

（8~10分）PCa患者血清PAX5基因启动子甲基化率

明显高于低Gleason评分（6~17分），Ⅲ~Ⅳ期PCa患
者血清PAX5基因启动子甲基化率明显高于Ⅰ~Ⅱ

图 5 PAX5基因甲基化率（cut⁃off值为 0.745）和PSA水平

（cut⁃off值为7.51 ng/mL）的ROC曲线

Figure 5 ROC curve of PAX5 gene methylation rate（cut⁃
off value 0.745）and PSA level（cut⁃off value 7.51
ng/mL）
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Figure 4 Distribution of PAX5 gene methylation rate in
the healthy physical examination group，prolif⁃
erative group and prostate cancer group
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期。因此，认为 PAX5可能是 PCa中的抑癌基因之

一，并且血清PAX5启动子甲基化是一种潜在的PCa
诊断标志物。

综上所述，本文研究了 PAX5在 PCa中的甲基

化及其与临床病理特征的相关性。PAX5可能抑制

PCa的发生发展过程，因此，PAX5有可能成为治疗

PCa潜在的药物靶点。而PAX5甲基化与病理特征

之间的作用机制尚未明确，需要进行深入的分子生

物学研究。
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