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宫颈癌组织 FBN1 基因甲基化状态与临床病理特征及 
预后的相关性研究

杨学丽 a，安　欣 a，姜琳娜 a，吴倩岚 a，江现丽 a，魏　娉 a，薛　洁 b

（邯郸市第一医院 a. 病理科；b. 妇科，河北邯郸  056002）

摘　要：目的　探究宫颈癌（cervical cancer，CC）组织原纤维蛋白 -1（fibrillin-1，FBN1）基因甲基化状态与患者临床

病理特征及预后的关系。方法　选取 2014 年 6 月 ~2017 年 4 月邯郸市第一医院诊治的 98 例 CC 患者为研究对象，收集

经手术切除的 CC 组织、癌旁组织。甲基化特异性 PCR 法测定 CC 组织、癌旁组织 FBN1 基因甲基化状态；蛋白印迹

法检测 CC 组织、癌旁组织 FBN1 蛋白表达水平；对 CC 患者进行为期 5 年的随访，记录患者生存情况；比较 CC 组织

和癌旁组织 FBN1 基因甲基化发生率以及 FBN1 基因非甲基化组和 FBN1 基因甲基化组 CC 组织 FBN1 蛋白表达水平；

分析 CC 组织 FBN1 基因甲基化状态与患者临床病理特征的关系、FBN1 基因甲基化状态与患者预后的关系以及 CC 患

者预后的影响因素。结果　CC 组织 FBN1 基因甲基化发生率（60.20%）高于癌旁组织（12.24%），差异有统计学意义

（χ2=48.785，P<0.05）；FBN1 基因甲基化组 FBN1 蛋白表达水平（0.61±0.12）低于 FBN1 基因非甲基化组（1.59±0.32），

差异有统计学意义（t=21.401，P<0.05）。CC组织FBN1 基因甲基化状态与患者TNM分期、高危型人乳头瘤病毒DNA（high 
risk-human papillomavirus DNA，HR-HPV DNA）、淋巴结转移相关（χ2=7.578，8.140，7.814，均 P<0.05）；FBN1 基因

甲基化组 CC 患者 5 年累积生存率为 38.98%，低于 FBN1 基因非甲基化组（76.92%），差异有统计学意义（χ2=13.464，
P<0.05）。HR-HPV DNA 阳性 [OR（95%CI）: 2.534（1.577~4.072）]，有淋巴结转移 [OR（95%CI）: 2.426（1.546~3.808）]，
TNM 分期Ⅲ ~ Ⅳ期 [OR（95%CI）: 2.702（1.633~4.471）] 和 FBN1 基因甲基化 [OR（95%CI）: 2.394（1.531~3.743）]
是影响 CC 患者预后的独立危险因素（P<0.05）。结论　CC 患者癌组织中 FBN1 基因甲基化水平较高，其与 TNM 分期、

HR-HPV DNA 和淋巴结转移等临床病理特征及预后相关，为临床诊治 CC 和评估 CC 患者预后提供新方向。
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Correlation between Methylation Status of FBN1 Gene in Cervical Cancer 
Tissue and Clinicopathological Features and Prognosis

YANG Xue-lia, AN Xina, JIANG Lin-naa, WU Qian-lana, JIANG Xian-lia, WEI Pinga, XUE Jieb
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Abstract: Objective　To explore the relationship between the methylation status of fibrillin-1 (FBN1) gene and the 
clinicopathological characteristics and prognosis of cervical cancer (CC) tissue. Methods　From June 2014 to April 2017, 98 CC 
patients diagnosed and treated in the First Hospital of Handan were regarded as the research objects, and the surgically resected 
CC tissue and paracancerous tissue were collected. Methylation-specific PCR method was applied to determine the methylation 
status of FBN1 gene in CC tissue and paracancerous tissue. Western blot was applied to detection of FBN1 protein expression 
levels in CC tissue and paracancerous tissue. CC patients were followed up for 5 years and their survival conditions were 
recorded, the methylation rate of FBN1 gene in CC tissue and paracancerous tissue and the expression level of FBN1 protein in 
CC tissue of FBN1 gene non-methylation group and FBN1 gene methylation group were compared. The relationship between the 
methylation status of FBN1 gene in CC tissues and the clinicopathological characteristics of patients, the relationship between the 
methylation status of FBN1 gene and the prognosis of patients and the factors affecting the prognosis of CC patients were 
analyzed. Results　The incidence of FBN1 gene methylation in CC tissues (60.20%) was higher than that in paracancerous 
tissues (12.24%) , and the difference was statistically significant (χ2=48.785, P<0.05). The expression level of FBN1 protein in 
FBN1 gene methylation group (0.61±0.12) was lower than that in FBN1 gene non-methylation group(1.59±0.32), and the 
difference was statistically significant(t=21.401, P<0.05). The methylation status of FBN1 gene in CC tissues was correlated with 
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TNM staging, high risk-human papillomavirus DNA (HR-HPV DNA), and lymph node metastasis (χ2=7.578, 8.140, 7.814, all 
P<0.05). The 5-year cumulative survival rate of CC patients in the FBN1 gene methylation group (38.98%) was lower than that 
in the FBN1 gene non-methylation group (76.92%) , the difference was statistically significant (χ2=13.464, P<0.05).HR-HPV 
DNA positive [OR(95%CI): 2.534(1.577~4.072)], lymph node metastasis [OR(95%CI): 2.426(1.546~3.808)],TNM stageⅢ ~ Ⅳ 
[OR(95%CI): 2.702(1.633~4.471)] and FBN1 gene methylation [OR(95%CI): 2.394(1.531~3.743)] were independent risk factors 
affecting the prognosis of CC patients (P<0.05). Conclusion　The level of FBN1 gene methylation in cancer tissues of CC 
patients was relatively high, which was related to clinicopathological characteristics such as TNM staging, HR-HPV DNA and 
lymph node metastasis, and prognosis, and it provides a new direction for clinical diagnosis and treatment of CC and evaluation 
of the prognosis of CC patients.
Keywords: cervical cancer；fibrillin-1；gene methylation；clinicopathological features

宫颈癌（cervical cancer，CC）是一种发生率

较高的妇科肿瘤，其早期多无明显症状，随着疾病

发展，会出现阴道排液、流血症状，且病死率较

高 [1-2]。因此，寻找与 CC 病理变化相关，且可评

估 CC 患者预后的指标，对制定个体化治疗方案有

积极意义。既往报道显示，CC 发生发展与机体免

疫功能异常、染色体畸变、人乳头瘤病毒（human 
papillomavirus，HPV）感染、DNA 异常甲基化等

有关 [3-4]。研究发现，原纤维蛋白 -1（fibrillin-1，

FBN1）在卵巢癌中表达下调，其可能在卵巢癌病

理发展中起作用 [5]；且张建华等 [6] 研究发现食管癌

组织 FBN1 基因甲基化发生率较高，FBN1 基因甲

基化与食管癌病变过程密切相关。但 FBN1 基因甲

基化在 CC 患者中的发生情况，及其与 CC 患者预

后、临床病理特征的关系尚不明确。因此，本文通

过甲基化特异性 PCR（methylation-specific PCR，

MSP）法测定 CC 患者癌组织 FBN1 基因甲基化情

况，旨在分析其与 CC 患者预后、临床病理特征的

关系。

1　材料与方法

1.1　研究对象　选取 2014 年 6 月 ~2017 年 4 月邯

郸市第一医院收治的 CC 患者 98 例进行研究，年龄

34~68（53.76±13.48） 岁； 其 中 <50 岁 者 56 例， 
≥ 50 岁者 42 例；肿瘤 <4 cm 者 62 例，肿瘤≥ 4 cm 
者 36 例；高危型 HPV DNA（high risk-HPV DNA，

HR-HPV DNA）阳性者 81 例，HR-HPV DNA 阴性

者 17 例；腺癌 26 例，鳞癌 72 例；淋巴结转移 20
例，淋巴结未转移 78 例；TNM 分期 [7]：Ⅰ ~ Ⅱ期

75 例，Ⅲ ~ Ⅳ期 23 例。纳入标准：①患者符合《宫

颈癌及癌前病变规范化诊疗指南 ( 试行 )》中 CC 判

定标准 [7]，经病理学确诊；②患者术前未进行放化疗，

术后存活期 >3 个月；③患者检查资料完整。排除

标准：①失访、病理诊断不确切者；②并发严重肝

/ 肾功能障碍、其他妇科疾病者；③并发其他肿瘤者。

受试者或其家属对本研究知情同意，且本研究经医

院伦理委员会批准。

1.2　仪器与试剂　荧光定量 PCR 仪、蛋白凝胶

成 像 仪（ 型 号 分 别 为 7900，ChemiDoc XRS， 成

都东方锐进科技有限公司）；DNA 提取试剂盒、

荧 光 定 量 PCR 试 剂 盒（ 批 号 分 别 为 DP304-03，

KT202，北京天根生化科技有限公司）；甲基化试

剂盒（批号 S7820，德国 Merck millipore 公司）；

RIPA 裂解液（批号 WLA016a，沈阳万类生物科技

有限公司）；兔源 FBN1 抗体、GAPDH 抗体、辣

根过氧化物酶缀合的二抗（批号分别为 ab231094，

ab9485，ab6721，英国 Abcam 公司）。

1.3　方法

1.3.1　标本收集：收集手术中切除的 CC 组织、癌

旁组织（距离癌组织 >5 cm）置于液氮罐，冻存过

夜后，移至 -80℃冰箱，备用。

1.3.2　MSP 法检测组织 FBN1 基因甲基化水平：将

部分冻存的 CC 组织、癌旁组织研碎，利用 DNA 提

取试剂盒提取组织 DNA 后，按甲基化试剂盒进行

DNA 亚硫酸氢盐修饰，最后，以修饰后的 DNA 为

模板，分别以 FBN1 基因甲基化、非甲基化引物进

行 PCR 检测，采用荧光定量 PCR 试剂盒配制反应 
体系，MSP 反应体系（总体积 20 μl）：Buffer 2 μl，
dNTPs 1.8 μl，上下游引物各 0.3 μl，模板 2 μl， 
Taq DNA 聚合酶 0.1 μl，去离子水 13.5 μl。反应条 
件：95.5℃预变性 3 min；94.5℃变性 30 s，退火 30 s 
（甲基化退火温度为 58.5℃，非甲基化退火温度 
为 60℃），62.4℃ 延伸 30 s，40 个循环。FBN1 基因 
甲 基 化 上 游 引 物 5’-TTCGGGTTTTTTTGTTTTA 
ATTC-3’，下游引物5’-GAAAACCATAACGACGACG 
TACTAACGT-3’；非甲基化上游引物 5’-TTTTGGG 
TTTTTTTGTTTTTAATTT-3’，下游引物 5’-ACAAA
AACCATAACAACATACTAACATC-3’。FBN1 基 因

甲基化判定：若仅有 FBN1 基因甲基化引物扩增出

产物，或 FBN1 基因非甲基化引物及甲基化引物均

扩增出产物，则判定该标本为 FBN1 基因甲基化；

若仅有 FBN1 基因非甲基化引物扩增出产物，则判

定该标本为 FBN1 基因非甲基化。

1.3.3　蛋白印迹法检测组织 FBN1 蛋白表达水平：

取部分冻存的 CC 组织、癌旁组织，利用 RIPA 裂
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解液提取总蛋白，依次进行电泳、转膜、封闭，一

抗兔源 FBN1 抗体、GAPDH 抗体（均是 1∶800 稀释）

4℃孵育过夜，加辣根过氧化物酶缀合的二抗（1∶ 
1 000 稀释）。利用 Quantity One 软件分析 FBN1 蛋

白表达量，GAPDH 为内参蛋白。

1.3.4　预后随访：对 98 例 CC 患者随访 5 年，随访

方式为门诊、电话询问，随访起点为患者手术当日，

终点为患者死亡或随访至 2022 年 4 月 30 日，无失

访患者。

1.4　统计学分析　采用 SPSS25.0 软件分析数据，

计数资料以例（%）表示，行 χ2 检验；计量资料符

合正态分布以均数 ± 标准差（x±s）表示，行 t 检验；

CC 组织 FBN1 基因甲基化状态与患者预后的关系

以 Kaplan-Meier 曲线分析；CC 患者预后的影响因

素以 COX 回归分析。P ＜ 0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　CC 组织、癌旁组织 FBN1 基因甲基化发生率

比较　CC 组织有 59 例发生 FBN1 基因甲基化，癌

旁组织有 12 例发生 FBN1 基因甲基化；CC 组织

FBN1 基因甲基化发生率 60.20%（59/98），高于

癌旁组织 FBN1 基因甲基化发生率 12.24%（12/98），

差异有统计学意义（χ2=48.785，P=0.000）。

2.2　两组 CC 组织 FBN1 蛋白表达水平比较　依

据 CC 组织 FBN1 基因甲基化的检查结果，将 CC
患者分为 FBN1 基因非甲基化组（n=39）和 FBN1
基因甲基化组（n=59）；与 FBN1 基因非甲基化组

（1.59±0.32）相比，FBN1 基因甲基化组 FBN1 蛋

白表达水平（0.61±0.12）降低，差异有统计学意

义（t=21.401，P=0.000）。

2.3　CC 组织 FBN1 基因甲基化状态与患者临床病

理特征的关系　见表 1。CC 组织 FBN1 基因甲基化

状态与患者 TNM 分期、HR-HPV DNA，淋巴结转

移相关（P<0.05），而与年龄、病理类型、肿瘤大

小无关（P>0.05）。

表 1 　　  　　 CC 组织 FBN1 基因甲基化状态与患者临床病理特征的关系 [n（%），n=98]

类别 n
FBN1 基因

χ2 P
非甲基化（n=39） 甲基化（n=59）

年龄（岁）          ＜ 50 56 23（41.07） 33（58.93）
0.089 0.766

                               ≥ 50 42 16（38.10） 26（61.90）

肿瘤大小（cm） ＜ 4 62 25（40.32） 37（59.68）
0.020 0.889

                               ≥ 4 36 14（38.89） 22（61.11）

HR-HPV DNA       阳性 81 27（33.33） 54（66.67）
8.140 0.004

                               阴性 17 12（70.59） 5（29.41）

病理类型               腺癌 26 13（50.00） 13（50.00）
1.538 0.215

                               鳞癌 72 26（36.11） 46（63.89）

淋巴结转移           有 20 2（10.00） 18（90.00）
7.814 0.005

                               无 78 37（47.44） 41（52.56）

TNM 分期             Ⅰ ~ Ⅱ期 75 36（48.00） 39（52.00）
7.578 0.006

                               Ⅲ ~ Ⅳ期 23 3（13.04） 20（86.96）

2.4　CC 组织 FBN1 基因甲基化状态与患者预后的

关系　见图 1。对 98 例 CC 患者随访 5 年，生存 53 例，

死亡 45 例。Kaplan-Meier 生存分析显示，FBN1 基

因甲基化组 CC 患者 5 年内生存 23 例，死亡 36 例；

FBN1 基因非甲基化组 CC 患者 5 年内生存 30 例，

死亡 9 例；FBN1 基因甲基化组 CC 患者 5 年累积

生存率为 38.98%（23/59），低于 FBN1 基因非甲

基化组 CC 患者 76.92%（30/39），差异有统计学意

义（χ2=13.464，P=0.000）。

2.5　COX 回归分析 CC 患者预后的影响因素　见

表 2、表 3。单因素 COX 回归分析结果显示，HR-
HPV DNA，淋巴结转移、TNM 分期、FBN1 基因

甲基化是影响 CC 患者预后的危险因素（P ＜ 0.05）；

多因素 COX 回归分析结果显示，HR-HPV DNA 阳

性、有淋巴结转移、TNM 分期Ⅲ ~ Ⅳ期、FBN1 基

因甲基化是影响 CC 患者预后的独立危险因素（P
＜ 0.05）。

3　讨论

CC 是一种女性常见肿瘤，其发生率高且预后

较差，逐渐趋于年轻化，严重损害女性身心健康 [8-10]。
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另外，CC 发生发展与癌基因活化、抑癌基因失活

相关。而 DNA 甲基化是 DNA 合成后的一种修饰

形式，其多发生于基因启动子区的 CpG 岛内，以

少数抑癌基因的高甲基化与多数癌基因低甲基化并

存为特征，可调控基因表达，影响染色体结构，维

持细胞正常功能，与卵巢癌、子宫内膜癌、CC 等

发病过程关系密切 [11-12]。此外，相关研究表明，抑

癌基因启动子区甲基化可使基因表达模式改变，引

起基因失活、沉默或转录抑制，且基因层面表达的

变化通常早于肿瘤发生发展 [6,13]。因此，寻找与 CC
发生发展相关的 DNA 甲基化基因，对探索 CC 发

病机制及制定治疗方案甚是重要。 图 1　CC 组织 FBN1 基因甲基化状态与患者预后的关系

表 2                                                          影响 CC 患者预后的单因素分析

类    别 β SE Wald OR 95%CI P

年龄（<50 岁 vs ≥ 50 岁） 0.157 0.110 2.037 1.170 0.943~1.452 0.153

肿瘤大小（<4 cm vs ≥ 4cm） 0.178 0.112 2.530 1.195 0.959~1.488 0.112

HR-HPV DNA（阴性 vs 阳性） 1.043 0.274 14.503 2.839 1.659~4.857 0.000

病理类型（腺癌 vs 鳞癌） 0.061 0.103 0.352 1.063 0.869~1.301 0.553

淋巴结转移（无 vs 有） 1.024 0.258 15.749 2.784 1.679~4.616 0.000

TNM 分期（Ⅰ ~ Ⅱ期 vs Ⅲ ~ Ⅳ期） 1.082 0.283 14.622 2.951 1.695~5.139 0.000

FBN1 基因（非甲基化 vs 甲基化） 0.970 0.251 14.935 2.638 1.613~4.314 0.000

表 3                                                           影响 CC 患者预后的多因素分析

类    别 β SE Wald OR 95%CI P

HR-HPV DNA（阴性 vs 阳性） 0.930 0.242 14.762 2.534 1.577~4.072 0.000

淋巴结转移（无 vs 有） 0.886 0.230 14.847 2.426 1.546~3.808 0.000

TNM 分期（Ⅰ ~ Ⅱ期 vs Ⅲ ~ Ⅳ期） 0.994 0.257 14.959 2.702 1.633~4.471 0.000

FBN1 基因（非甲基化 vs 甲基化） 0.873 0.228 14.660 2.394 1.531~3.743 0.000

FBN1 基因位于 15 号染色体，其编码的相应蛋

白是微原纤维的重要成分，可促进微纤维形成，为

组织提供结构支撑，参与血管、肺、皮肤组织的形成，

另外，FBN1 可作为一种抑癌基因，参与癌细胞增殖，

影响癌细胞周期，与卵巢癌、子宫内膜癌等病理发

展有关 [5, 14-15]。研究发现，FBN1 在膀胱癌中呈低表

达，与膀胱癌患者预后显著相关，可能是治疗膀胱

癌的潜在靶点 [16]。另外，FBN1 基因甲基化在直肠

癌患者中发生率高于健康人，其具有诊断和筛查直

肠癌的潜在价值 [17]。以上研究表明，FBN1 基因表

达失调 / 甲基化可能与肿瘤病理过程相关。本研究

中 CC 组织 FBN1 基因甲基化发生率（60.20%）高

于癌旁组织（12.24%），提示 FBN1 基因异常甲基

化可能与 CC 发生发展过程相关，推测 FBN1 作为

一种抑癌基因，其异常甲基化可能影响 FBN1 基因

正常转录，使其失活、沉默，造成 FBN1 基因不能

发挥抑癌作用，但其机制仍需深入探究。另外，蛋

白印迹检测结果显示，FBN1 基因甲基化组 FBN1
蛋白表达水平低于 FBN1 基因非甲基化组，提示

FBN1 蛋白异常表达可能与 CC 患者 FBN1 基因异

常甲基化有关，分析原因，FBN1 基因异常甲基化

可能通过沉默 FBN1 基因，影响 FBN1 蛋白表达，

进而在 CC 中起重要作用。

有关报道显示，锌指蛋白 582 基因甲基化、配

对盒家族基因 1 甲基化对 CC 有较高的诊断价值，

二者有望成为诊断 CC 的潜在指标 [18-19]；另外，陈

艳等 [20] 研究发现，生长抑制因子 4 基因甲基化可

能在 CC 发生发展中起调控作用。以上研究表明，

DNA 甲基化可通过调控癌 / 抑癌基因进而影响 CC
发生发展。研究发现，FBN1 基因高甲基化与黑色

素瘤细胞侵袭过程相关 [21]。本文结果显示，TNM
分期Ⅲ ~ Ⅳ期、HR-HPV DNA 阳性、发生淋巴结

转移的 CC 患者 FBN1 基因甲基化发生率较高，提

示 FBN1 基因甲基化状态可能与 CC 病情进展有关

联，确定 CC 组织 FBN1 基因甲基化状态有利于判

断 CC 患者疾病进展情况，有助于临床制定针对性

治疗方案。进一步研究显示，FBN1 基因甲基化组

CC 患者 5 年累积生存率低于 FBN1 基因非甲基化
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组，提示 FBN1 基因甲基化水平可能与 CC 患者预

后相关，其具有评估 CC 患者预后的潜在价值。此外，

本研究发现，HR-HPV DNA 阳性、有淋巴结转移、

TNM 分期越高、FBN1 基因甲基化均会增加 CC 患

者发生不良预后的风险，及时测定 FBN1 基因甲基

化水平有助于临床及早诊治 CC、评估 CC 患者预后。

综上，CC 患者癌组织中 FBN1 基因甲基化水

平 较 高， 其 与 TNM 分 期、HR-HPV DNA， 淋 巴

结转移等临床特征及预后相关，FBN1 基因甲基化

具有评估 CC 患者预后的潜在价值，且为临床诊治

CC、评估 CC 患者预后提供新思路。但本研究纳入

样本较少，FBN1 基因甲基化在 CC 中的作用尚不

够明确，后续将扩大样本进一步验证。
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