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·技术与方法·
宫颈癌中 EGFR启动子甲基化荧光偏振技术检测方法研究 *
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摘要 目的：建立一种基于荧光偏振技术的宫颈癌组织标本中 EGFR启动子甲基化检测的新方法。方法：设计通用引物，在封闭管
中同时扩增 EGFR启动子甲基化与非甲基化等位基因片段，再同时用序列特异的 FAM或 TAMRA荧光标记探针对扩增产物进
行杂交检测，利用荧光偏振仪检测扩增杂交反应的荧光偏振值，确定 EGFR启动子甲基化状态。应用荧光偏振法检测 63例宫颈
癌组织样本，并与直接测序法进行对比验证。结果：本方法检测 EGFR启动子甲基化结果与直接测序法结果无统计学差异，且最
低检测浓度为 50拷贝 /滋l，最低检测含量可达 10 %，敏感度高。结论：本方法检测 EGFR启动子甲基化灵敏度与准确度较高，为临
床宫颈癌个体化治疗相关检测提供了新技术。
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A Novel EGFR Promoter Methylation Status Assay Based on Fluorescence
Polarization in Cervical Cancer Tissue Samples*

To develop the novel assay detecting the EGFR promoter methylation status in cervical cancer tissue sam-
ples by using a hybridization-覲uorescence polarization(FP) technique. A pair of primers was used to amplify a 156 bp fragment
in the promoter region of EGFR. Two probes speci覱c for either methylated or unmethylated EGFR promoter DNA labeled with different
覲uorophores hybridized, respectively, with their target amplicons. The EGFR promoter methylation status was determined by the FP val-
ues. A total of 63 cervical cancer tissue samples were analyzed by using the new assay technique and sequencing in parellel. The
results of new assay showed no statistically significant difference with the results of sequencing. The minimum detection level established
with the new assay was 50 copies/mL, and it was able to detect the minor population of the EGFR promoter methylation status even when
its contents were as low as 10 %. The novel hybridization-FP assay for evaluating the EGFR promoter methylation status
was suitable for the clinical setting and would provide an applicable pharmacogenomic tool for individualized management of cervical
cancer patients.

Fluorescence polarization; Cervical cancer; Epithelial growth factor receptor(EGFR); Methylation

前言

宫颈癌是目前世界上危害女性健康的第二大疾病。在中

国，宫颈癌的发病率正逐年上升，并且宫颈癌的死亡率已升至

所有肿瘤的第一位 [1]。表皮生长因子受体（Epithelial Growth
Factor Receptor, EGFR）是原癌基因 c-erbB1 的表达产物，是表

皮生长因子受体（HER）家族成员之一[2]。目前 EGFR已被作为
包括宫颈癌在内的多种上皮粘膜肿瘤的药物研究和药物治疗

靶点[3]。在宫颈癌中抑制 EGFR的策略主要包括抗 EGFR抗体
和酪氨酸激酶抑制剂等[4,5]。然而，宫颈癌中 EGFR启动子甲基
化导致该基因沉默，从而使部分宫颈癌对 EGFR抑制治疗不敏
感。因此，EGFR启动子甲基化水平检测对于宫颈癌个体化治
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疗及预后判断具重要价值[6]。

EGFR启动子甲基化检测传统方法主要包括：测序法、芯
片法、甲基化特异性的 PCR （methylation-specific PCR,
MS-PCR）、结合重亚硫酸盐的限制性内切酶法（combined bisul-
fite restriction analysis，COBRA）等方法[7-10]。但以上检测方法或

反应时间长、或检测成本较高，不能方便地作为常规临床检测

工具应用，妨碍了宫颈癌 EGFR抑制剂个体化应用的临床进
程。荧光偏振检测技术是一种液相的分子相互作用检测技术，

它操作简单快捷，检测灵敏度及抗干扰性较高，在小分子检测

领域具有很强的优势[11]。因此，研究并建立宫颈癌中 EGFR启
动子甲基化荧光偏振技术检测新方法，将为宫颈癌的针对性和

预见性个体化临床治疗提供重要方法支持。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂
荧光偏振检测仪 Victor2 Wallac (Perkin Elmer)；基因组

DNA 提取试剂盒（Tiangen）；EZ DNA Methylation-Gold Kit
（Zymo Research,Orange, CA）；SssI 甲基转移酶（New England
Biolabs）；pGEM-T easy 载体、Taq DNA 聚合酶、Wizard DNA
Miniprep Kit（Promega）。宫颈癌标本收集于第四军医大学西京
医院妇产科和西安交通大学第二附属医院妇产科的住院患者

（2010年 3月至 2012年 3月）。
1.2 实验材料与方法
1.2.1 DNA提取与亚硫酸氢钠修饰 每例宫颈癌标本均分成

两部分：一部分用于病理组织学鉴定，另一部分用于分子生物

学分析。后一部分组织 DNA提取严格按照 TIANamp Genomic
DNA Kit试剂盒说明书操作进行，产物经紫外分光光度计测量
纯度和浓度后放置于 -20 ℃保存。使用 EZ DNA Methyla-
tion-Gold Kit试剂盒进行基因组 DNA甲基化的亚硫酸氢盐转
变操作，按照说明书进行，经过亚硫酸氢盐转变后回收产物。使

未发生甲基化的胞嘧啶转化为尿嘧啶，而发生甲基化的胞嘧啶

则保持不变。转变后的 DNA 溶于 10 滋l Tris-HCl (1 mmol/L,
pH 8.0)，保存于 -70 ℃，用于后续检验。
1.2.2引物与探针设计 根据 GeneBank确定 EGFR启动子区
的基因片段序列(X17054.1)，设计引物和探针序列，由上海生工
有限公司合成：EGFR 正向引物 5’-ggttttttgatttygtttagtattg-3’；
EGFR 反向引物 5’-ccttacctttcttttcctcca-3’；EGFR 启动子甲基
化特异探针 egfrmpro: 5’-cggagcgagtttttcggggagcagcg-FAM3’；
EGFR 启 动子 非 甲 基 化 特异 探 针 egfrnpro: 5‘-tggagt-
gagttttttggggagtagtg-TAMRA 3’。
1.2.3标准品的构建 取健康志愿者外周血淋巴细胞，按说明

书要求提取 DNA，并进行亚硫酸氢盐转变操作。将 DNA分成
两份，将其中一份用 SssI甲基转移酶处理后，进行 PCR 扩增，
将 156 bp的产物连接入 pGEM-T easy载体，构建重组质粒，另
一份直接 PCR扩增，将 156 bp的产物连接入 pGEM-T easy载
体，构建重组质粒，测序验证。重组质粒中载有 156 bp甲基化
EGFR序列的 pGEM-T-methylated-EGFR用作甲基化阳性标准
品对照；而载有 156bp未甲基化 EGFR序列的 pGEM-T-unmethy-
lated-EGFR用作未甲基化阳性标准品对照。使用 pGEM-T-easy空
载体分别作为以上甲基化与未甲基化的阴性对照。

1.2.4 建立荧光偏振检测反应 荧光偏振检测反应体系(25
滋l):模板 DNA2.5 滋l，10 × PCR缓冲液(含 MgCl2)2.5 滋l，10mM
dNTPs 0.5 滋l，上游引物(0.05 uM) 0.5 滋l，下游引物(0.5 uM) 0.5

滋l，探针 (5 滋m)0.25 滋l，Taq DNA 多聚酶 0.5 滋l，17.75 滋l
ddH2O，反应条件为: 95 ℃预变性 5 min，95 ℃ 20 s，56 ℃ 40 s，
72 ℃ 20 s，共 35 个循环，72℃延伸 1 min。将 pGEM-T-methy-
lated-EGFR 与 pGEM-T-unmethylated-EGFR 标准品质粒按 5
倍梯度从 1.0× 107 copies/滋l稀释至 1.0 copies/滋l，与 pGEM-T
阴性标准品、标本分别按以上条件进行检测。每例均设置副孔。

1.2.5荧光偏振检测 在 Victor2 Wallac (Perkin Elmer)荧光偏
振检测仪分别于激发波长 485 nm、吸收波长 530 nm检测每个
对照品及样本反应产物的 FAM 荧光的偏振值，于激发波长
FP535 nm、吸收波长 590 nm检测每个对照品及样本反应产物
的 TAMRA荧光偏振值，以 mp为单位。计算每个对照及样本
的 FP均值(Means)及标准偏差(SD)。根据参考文献[12]，阳性标准

品对照发生扩增反应，荧光标记探针能够与扩增产物中待测靶

基因单链同源互补杂交，使荧光标记探针分子的分子量增加，

反映为检测到的 FP值增加；而阴性标准品对照未发生扩增反
应，荧光标记探针分子不能与模板结合，保持游离状态，因此分

子量不变，结果中 TAMRA 和 FAM 的 FP 值均较低。以
pGEM-T-methylated-EGFR质粒为模板的阳性对照，FAM FP值
增加，TAMRA FP值不增加，表明 egfrmpro探针与单链扩增产
物发生特异的杂交反应；以 pGEM-T-unmethylated-EGFR质粒
为模板的阳性对照 TAMRA FP值增加，而 FAM FP值不增加，
表明 egfrnpro 探针与单链扩增产物发生特异的杂交反应；将
pGEM-T-methylated-EGFR、pGEM-T-unmethylated-EGFR 两质
粒混合作为模板的阳性对照，FAM和 TAMRA荧光的 FP值同
时增加，表明两种探针均分别与单链扩增产物发生了特异杂

交。通过分析 FP值确定标准品及样本的甲基化程度。
1.2.6标本检测 将提取的标本 DNA进行亚硫酸氢钠处理后
作为模板；pGEM-T-methylated-EGFR 作为甲基化阳性标准品
模板；pGEM-T-unmethylated-EGFR 作为未甲基化阳性标准品
模板；pGEM-T-easy空载体作为阴性对照模板。按照(1.2.4)步条
件的荧光偏振检测反应体系，检测每例标本的 EGFR启动子甲
基化程度。测序 PCR反应体系 (50 滋l):模板 DNA4 滋l，10 ×
PCR 缓冲液(含 MgCl2)5 滋l，10 mMdNTPs1 滋l，上游引物 (0. 5
uM) 1 滋l，下游引物(0.5 uM) 1 滋l，Taq DNA 多聚酶 1 滋l，37 滋l
dd H2O，反应条件为: 95 ℃预变性 5 min，95 ℃ 20 s，56 ℃ 40 s，
72 ℃ 20 s，共 35个循环，72 ℃延伸 1 min。PCR反应结束后样
品经 1.2 %琼脂糖凝胶电泳验证，使用紫外光凝胶成像系统观
察结果，此扩增产物送测序。

1.2.7敏感性与稳定性分析 将 pGEM-T-methylated-EGFR与
pGEM-T-unmethylated-EGFR 标准品质粒按 5 倍梯度从 1.0×
107 copies/滋l 稀释至 1.0 copies/滋l， 分别 进行 检测；将
pGEM-T-methylated-EGFR 与 pGEM-T-unmethylated-EGFR 标
准品质粒按 1:99，10:90，25:75，50:50，75:25，90:10，99:1比例混
合后分别作为模板进行检测，验证本反应的敏感性。在相同实

验条件下，随机抽取含量为 1，10，102，104，106 copies/滋L 的
pGEM-T-methylated-EGFR 与 pGEM-T-unmethylated-EGFR 标
准品质粒模板，以本方法检测，重复检测 10次，验证本反应的
稳定性。

2 结果

2.1 标准品的验证
将 PCR扩增目的片段经 1.2 %琼脂糖凝胶电泳验证，使用

紫外光凝胶成像系统观察结果可得 156 bp片段条带(图 1)。重组
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表 1 标准品对照与标本的 FP值(mP)(x± s)

Table 1 FP value of control and samples(mP)(x± s)

Group FAM* TAMRA*

Standard Substance

Negative control

pGEM-T-unmethylated-EGFR

pGEM-T-methylated-EGFR

Samples

Methylation positive

Methylation negative

55.4 ± 7.4

60.8 ± 7.2

177.1 ± 8.3

176.5 ± 9.3

79.4 ± 6.9

61.5 ± 6.9

183.6 ± 9.7

67.9 ± 9.0

209.5 ± 9.1

182.2 ± 9.6

注：与阴性对照比较，* P＜0.05

Note：Compared with negative control, * P＜0.05

表 2 荧光偏振检测方法与测序法结果比较

Table 2 Comparison between the results from fluorescence polarization assay and sequencing

FP
Sequencing

Methylated Unmethylated Total

Methylated

Unmethylated

Total

18

0

18

0

45

45

18

45

63

图 1 宫颈癌组织EGFR基因目的片段的启动子扩增结果：M:DL2000 DNA

Marker；N:阴性对照；1-4：宫颈患者EGFR启动子扩增结果(156bp)

Fig.1 PCR results of EGFR promoter in cervical cancer samples: M:

DL2000 DNA Marker；N: Negative Control；1-4：PCR results of EGFR

promoter in cervical cancer samples

质粒送往上海生工公司测序，测序结果证明获得预期正确序列。

2.2 荧光偏振检测反应的 FP临界值的建立

对荧光偏振检测反应结果应用 t分布检验 (95 %可信区
间 )， 可 以 发 现 阳 性 对 照 pGEM-T-methylated-EGFR、
pGEM-T-unmethylated-EGFR 的 FP 值 分 布 与 阴 性 对 照
pGEM-T 存在显著差异，pGEM-T-methylated-EGFR 阳性反应
FAM荧光 Cut-off值为 42 mp，pGEM-T-unmethylated-EGFR阳

性反应 TAMRA荧光 Cut-off值为 58 mp。
将每个标本反应后的 FAM、TAMRA荧光的 FP值分别与

相应的 Cut-off值比较，若 FAM荧光 FP值小于相应的 Cut-off
值，且 TAMRA荧光 FP值大于相应的 Cut-off值，表明 EGFR
启动子区未发生甲基化；若 TAMRA和 FAM荧光 FP值均大
于相应的 Cut-off值，表明 EGFR启动子区发生甲基化(表 1)。
2.3 敏感性分析和稳定性验证

按照 1.2.7步骤对本方法进行验证，发现本方法最低检测
浓度为 50 copies/滋l；同时发现 EGFR启动子甲基化的最低检
测含量可达 10 %。证明本方法具有较高的敏感性。检测结果的
相对标准偏差均小于 10 %。将 63例标本使用本方法在不同日
各重复 3次试验。FP值重复性变异系数小于 10 %。证明本方法
具有较强的稳定性。

2.4 特异性分析
将 egfrmpro与 egfrnpro两种探针同时加入检测体系，分别

单独加入 pGEM-T-methylated-EGFR 或 pGEM-T-unmethylat-
ed-EGFR标准品质粒，检测两探针分别对其靶分子的特异性。结
果发现，在检测反应中，当质粒浓度不超过 109拷贝 /毫升时，无
交叉反应出现。证明检测反应对其靶分子有很强的特异性。

5.荧光偏振检测与测序法检测标本结果比较
63例宫颈癌标本中，18例被检测为 EGFR 启动子发生甲

基化。该结果与测序结果完全相符(表 2)。

3 讨论

DNA甲基化是表观遗传学的重要修饰方式之一，一般与
基因的转录沉默相关[13]。正常的 DNA甲基化对维持细胞分化、
胚胎发育等生理功能是必需的，而 DNA甲基化的异常则会导
致疾病的发生。肿瘤发生时基因组 DNA常会出现甲基化紊乱
状态，即基因组整体低甲基化和启动子局部区域高甲基化，从

而导致相关基因表达的降低或缺失，影响肿瘤的生物学活性和

药物敏感性[14]。

EGFR是表皮细胞生长因子（EGF）增殖信号传导的受体。

EGFR与血管生成、肿瘤细胞增殖、侵袭、转移及细胞凋亡等有
关，其活化状态会影响肿瘤病人的预后及生存[15]。既往的研究

表明在多数宫颈癌病例中存在 EGFR的高表达[16]。但在部分宫

颈癌中 EGFR启动子的高甲基化会导致 EGFR的转录沉默，从
而使其发生异常去活化[17]，导致临床应用 EGFR酪氨酸激酶抑
制剂(TKI)疗效不明显。因此及时检测宫颈癌中 EGFR启动子
甲基化的程度将对临床宫颈癌个体化用药具有重要指导意义，

并有助于影响治疗与预后水平。
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当前普遍应用于 EGFR启动子甲基化检测的几种方法中，
测序法虽被公认为甲基化程度检测的“金标准”，但测序周期较

长，不易即时得到结果，且测序法的通量较低。而如芯片法，

COBRA法等步骤又过于复杂，耗费时间和精力。因此均不适宜
用于需要快速、便捷的临床检测中。荧光偏振 (FP)检测技术是
一种荧光标记检测技术，它把荧光标记在特定物质分子，同时

在光路分别加上起偏器和检偏器可测出待测物的偏振荧光强

度。FP法不需分离游离和结合的示踪物，而且所有测定在溶液
中进行,因而具有快速、简单和准确灵敏等特点[11,18-20]。

本研究设计了一对通用引物，在同一封闭管中同时非对称

扩增宫颈癌中 EGFR启动子甲基化与非甲基化等位基因片段，
再用两种被不同荧光标记的甲基化序列特异探针和未甲基化

序列特异探针，分别与其扩增产物杂交，利用荧光偏振仪检测

扩增杂交标记反应的荧光偏振值。阳性对照发生扩增反应，荧

光标记探针与扩增产物中待测靶基因单链分子同源互补杂交，

FP值会随荧光标记分子的分子量增加而增加；反之阴性对照
品未发生扩增反应，荧光标记探针分子游离，所以荧光标记分

子的分子量不变，FP值较阳性对照低 [19]。因此 pGEM-T-un-
methylated-EGFR质粒与未甲基化标本的 TAMRA荧光 FP值
高；pGEM-T-methylated-EGFR 与甲基化标本的 FAM 荧光 FP
值高。由于甲基化序列特异探针和未甲基化序列特异探针可以

在同一封闭管中同时分别检测，从而宫颈癌中 EGFR启动子甲
基化与非甲基化等位基因可以同时确定。比传统方法更节约试

剂，也更节约时间。并且本方法灵敏度较高，在 EGFR启动子甲
基化程度低至 10%时仍可检测出。因此本研究为宫颈癌中
EGFR启动子甲基化提供了一种简单、准确且高效的检测方法。

上述研究结果显示，在 63例宫颈癌组织中有 18例检测到
EGFR基因启动子甲基化，甲基化率为 28 %。甲基化状态与患
者的 TNM分期无明显相关，提示 EGFR启动子甲基化可能伴
随整个宫颈癌发生和发展过程。因此它可以作为宫颈癌诊断和

危险人群筛查的分子标志。

4 结论

本方法操作简单、无需专用试剂盒。在本方法的反应中，单

标记探针合成费用低；与需要沉淀、转移过滤的固相方法相比，

本方法在液相中进行测定，不需分离游离和结合的示踪物，效

率高；结果判断仅需对数字进行比较，无需专用设备，易控制；

利用 384孔荧光偏振读数板，可实现大样本高通量并行分析。
因此本方法检测 EGFR启动子甲基化程度具有快速，便捷，灵
敏度高，重复性强的特点，为宫颈癌患者快速临床检测和个体

化治疗提供了新方法。
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