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MGMT 甲基化影响替莫唑胺对胶质母细胞瘤疗效的研究
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摘要 目的：探讨 MGMT 甲基化如何影响替莫唑胺对胶质母细胞瘤的治疗效果。方法：选取 41 个胶质母细胞瘤患者（根据相同替

莫唑胺化疗方案治疗下临床结局的不同分为两组）的肿瘤组织，采用甲基化特异性聚合酶链反应分析胶质瘤组织中 MGMT 基因

启动子区过甲基化状态, 同时采用免疫组织化学法分析胶质瘤组织中 MGMT 蛋白表达情况。结果：临床结局不佳组中，以 MGMT
蛋白表达阳性的肿瘤为主（72.2%），而在结局相对良好组中，MGMT 蛋白表达的阳性率仅为 39.1%；在 MGMT 蛋白表达阳性的

22 例胶质母细胞瘤组织中，7 例 MGMT 启动子甲基化，阳性率为 31.8%，在 MGMGT 蛋白表达阴性的 19 例中，14 例 MGMT 启

动子甲基化，阳性率为 73.7%（P＜0.05）。结论：MGMT 基因启动子区的甲基化状态与 MGMT 蛋白的表达相关。MGMT 基因启动

子过甲基化，MGMT 蛋白表达较低；MGMT 基因启动子去甲基化，MGMT 蛋白表达较高。MGMT 启动子过甲基化通过抑制

MGMT 基因的表达而增加替莫唑胺的疗效。
关键词：胶质母细胞瘤；MGMT（O6- 甲基鸟嘌呤 DNA 甲基转移酶）；替莫唑胺；甲基化;免疫组织化学
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ABSTRACT Objective: To investigate the effect of the hypermethylation of MGMT promoter on the treatment of temozolomide to
glioblastomas (GBM). Methods: Tumors were chosen (divided into two groups according to different clinical endings with the same
treatment of temozolomide); Methylation-specific PCR was used to detect the promoter methylation of the MGMT gene and loss of trans-
cription in glioma tissues. MGMT expression was examined by immunohistochemistry method. Results: The majority(72.2%) of tumors'
MGMT protein expressed positive in the group whose clinical endings are bad, but the positive rate is only 39.1% in the other group
whose clinical endings are relatively good. Among the 41 GBM samples, MGMT expressed in 22 samples, in which hypermethylation
was in 7 (31.7%) cases, while there was no MGMT expression in 19 samples, in which hypermethylation was detected in 14(73.7%) cas-
es. Spearman correlation coefficient was used to analyze the result. The relation was significant (P<0.05). Conclusion: The relationship
between the aberrant methylation of MGMT gene promoter and the expression of MGMT in glioma is significant. The promoter
hypermethylation of MGMT can elevate the sensitive of temozolomide through inhibiting the expression of MGMT gene.
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前言

胶质瘤往往能够从中枢系统中发现，发病率非常高同时治

疗难度比较大，在原发性脑肿瘤中份额通常能够达到 40～
50%，全世界每年因此而死亡的人数达 120000 人。恶性胶质瘤

尤其是多形性胶质母细胞瘤呈浸润性生长，死亡率高，容易复

发，平均存活时间 18 个月。由于治疗缺乏针对性，至今胶质瘤

的治疗仍然是一项国际性难题。改善胶质瘤患者的治疗效果、

延缓肿瘤的增长、延长患者的生存时间已经成为神经外科界的

一项重大任务。当今对于胶质瘤进行处理慢慢朝外科治疗辅助

放化疗方向进行过渡,不过通过这种手段进行治疗效果并不是

特别突出[1]。化疗在治疗过程中往往能够产生非常关键的影响,
肿瘤自身性能水平能够在治疗效果方面产生非常明显的影响[2]。

烷化剂药物从治疗过程中得到了普遍的采纳，尤其是替莫

唑胺 [3]，烷化剂药物 [4]。DNA 损伤修复基因 O6- 甲基鸟嘌呤

DNA 甲基转移酶(O6-methylguanine-DNA methyltransferase, M-
GMT) [5]为肿瘤细胞提高自身性能，保护自身免遭破坏的重要

前提，从肿瘤细胞内，MGMT 分子共包括 2 个烷基受体，能够

承担烷基化破坏的细胞 DNA 上 O6- 烷基鸟嘌呤上的烷基,能够

对接受烷基化的鸟嘌呤进行相应的调整，所以能够有效避免产

生 DNA 交联，通过这种方式能够最大限度的减少其消极影响。
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所以, 抵制烷化剂药物破坏肿瘤细胞相关功能, 为导致肿瘤细

胞性能提高的关键影响因素。但是 MGMT 从肿瘤细胞性能提

高过程中有着重要的作用。
本研究借助甲基化特异性聚合酶链反应还有免疫组化相

关手段对 41 例原发胶质母细胞瘤的 MGMT 启动子甲基化水

平还有 MGMT 蛋白展示能力进行审核，同时利用研究上述目

标还有病人临床信息之间的关系探讨 MGMT 如何影响替莫唑

胺对胶质母细胞瘤的治疗效果。

1 材料与方法

1.1 材料来源

选取哈尔滨医科大学附属第二医院从 2009 年～2011 年

收治的胶质瘤患者的肿瘤组织 41 例，男性 25 例，女性 16 例，

年龄 10 岁～68 岁（平均年龄 46.3 岁），患者全部行手术治疗，

术后病理证实为多形性胶质母细胞瘤（WHO Ⅳ级），患者均为

第一次发病，因此诊断全部是原发胶质母细胞瘤，术后行头部

增强 MRI 检查证实肿瘤全切，均在术后进行标准化替莫唑胺

化疗（150mg/㎡口服,连服 5 天，间隔 23 天为一个疗程，第 2 个

疗程开始药量改为 200 mg/㎡）。患者出院后电话进行随访，每

月一次。对于肿瘤复发患者以影像学检查证实复发的日期作为

复发时间。
肿瘤组织均在术中取得，将标本分为两份，一份标本在取

得后 1 小时内放于液氮中保存，主要从 DNA 获得过程中得到

采纳；其他的标本在甲醛检测清楚之后进行相应处理能够从免

疫组化过程中得到采纳。标本均行 HE 染色证明肿瘤成分＞

80%。

图 1 肿瘤组织 HE 染色

Fig.1 HE stan of tumour tissue

根据随访资料将患者分为两组.
1.2 主要试剂

QIAamp DNA Mini kit(Cat.No.51309)购于北京博奥生物有

限公司，CpGenomeTM DNA 修饰试剂盒购自美国 Chemicon 公

司，四川宇康生物技术有限公司担任了甲基转移酶诊断试剂盒

主要供应商。
1.3 实验方法

1.3.1 基因组 DNA 的提取

1.3.2 对肿瘤组织 DNA 进行亚硫酸氢钠修饰

图 2 重亚硫酸盐处理过程示意图

Fig.2 Sketch map of bisulfite disposal

1.3.3 甲基化特异性 PCR（Methylation-specific PCR, MS-PCR）

结合相关资料对引物进行规[6],其中甲基化引物主要包括:
5'-TTTCGACGTTCGTAGGTTTTCGC-3'( 上游),5' -GCACTCT-
TCCGAAAACGAAACG-3'(下游)；非甲基化引物为：5'-TTTGT-
GTTTTGATGTTTGTAGGTTTTTGT-3'(上游)，5'-AACTCCAC-
ACTCTTCC AAAAACAAAACA-3'( 下游 )。反应体系(25μl)内
共包括模板 DNA 总量为 0.2μg、1.0μmol/L 各引物、1.25mmol/L
脱氧核糖核苷三磷酸(deoxyribonucleosidetriphosphate,dNTP)、
Mg2+6.0mmol/L、1.5U 耐热的 TaqDNA 聚合酶和 10×反应缓冲

液 2.5μl。最适宜的温度是：96℃ 10min，防止出现 PCR 变化,把
PCR 产物进行冷冻处理，经过一段时间之后补充 TaqDNApol-
ymerase,开展 PCR 变化。96℃40s、59℃30s、72℃20s,经过一系

列的处理之后对其进行处理，使其保持稳定,从恒温下进行封

装。想要提高检测有效水平，通过符合标准的外周血淋巴细胞

DNA、借助(Spiroplasma sp1 strainMQ1,SssI)甲基转移酶对胎盘

DNA 进行调整依次开展非甲基化和甲基化对比试验。将 20μl
PCR 扩增产物还有部分上样缓冲液进行搅拌然后补充到溴化

乙啶( EB) 的 2%琼脂糖凝胶电泳之中，在具备了缓冲液设施中

进行处理,电压应当保持稳定,通过凝胶成像分析仪(UVI)对其

进行检测。将 DNA Marker ( 100bp)当作最关键的衡量指标，大

体能够了解 PCR 扩增产物规模还有扩增特异性。从特定环境

中进行检测并进行记录（参考图 4）。
1.3.4 免疫组织化学 在免疫组织化学方面进行审核：从显微镜

进行试验，假如能够从肿瘤细胞核中发现粉红色着色颗粒则表

明肿瘤是阳性的。假如表现出强着色、阳性细胞 >30%则能够叫

做强阳性(++)；着色水平较低，无法清楚判断的阳性细胞≤30%
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2.3 免疫组化结果的判定

图 5 MGMT 蛋白表达强阳性（×1000）
Fig.5 MGMT protein express strong positive

图 6 MGMT 蛋白表达阳性（×1000）
Fig.6 MGMT protein expess positive

图 7 MGMT 蛋白表达阴性（×1000）
Fig.7 Mgmt Protein express negative

2.4 临床结局不同地两组患者肿瘤组织 MGMT 蛋白表达的

分析

6 个月内复发组的 18 例标本中 MGMT 蛋白表达阳性的

为 13 例，占 72.2%, 在 12 个月内无复发组的 23 例标本中

MGMT 表达阳性的为 9 例，占 39.1%（如表 1），两组中的

MGMT 蛋白表达有差异，P＜0.05。
组 1 中患者的复发较早，预后不良，替莫唑胺的治疗效果

不佳，而组 2 中患者无进展生存期长，超过 12 个月，替莫唑胺

治疗效果良好，因此，通过两组病人临床信息之间的对比，联系

通常叫做阳性(+)；不具备着色细胞通常叫做阴性(-)（如图 5～
7）。
1.3.5 统计学分析

2 结果

2.1 肿瘤组织提取的基因组 DNA 电泳结果如图 2 所示。

图 3 提取 DNA 的结果

Fig.3 Extraction of DNA

2.2 甲基化特异性 PCR 结果

图 4 MGMT 基因对子甲基化阳性的组织进行相应的处理、MGMT 基因则对子甲基化相关对比试验进行处理还有阴性比较试验分析表。
PS:MGMT 基因保证了子甲基化阳性的组织能够正常工作;NS:MGMT 基因保证了子去甲基化阳性的组织能够正常工作;NL:通常而言人体内淋

巴细胞(MGMT 基因能够保证子去甲基化正常工作);P:进行相应处理之后胎盘组织(MGMT 基因能够保证子甲基化正常工作);M:MGMT 基因在

子甲基化过程中产生的影响;U:MGMT 基因在子去甲基化过程中产生的影响

Fig.4 Electrophoretogram of the tissue which MGMT promoter hypermethylation and control groups. PS:MGMT promoter hypermethylation.

NS: MGMT promoter demethylation. NL: Lymphocyte of normal human blood (positive control of demethylation).P:Methylation of placenta tissue

(positive control of hypermethylation).M: MGMT promoter hypermethylation.U: MGMT promoter demethylation
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MGMT 蛋白表达情况来看，替莫唑胺的疗效和 MGMT 蛋白的 表达有相关性。

表 1 替莫唑胺疗效和 MGMT 蛋白表达的关系

Table 1 The correlation of the treatment of temozolomide and the expression of MGMT protein

MGMT 蛋白表达阳性（n） MGMT 蛋白表达阴性（n） 阳性率（%） 总计（n）

Positive expression of MGMT(n) Negative expression of MGMT(n) Positive rate Total(n)

组 1(Group 1) 13 5 72.2 18

组 2(Group 2) 9 14 39.1 23

总计(Total) 22 19 41

2.5 MGMT 蛋白表达和 MGMT 启动子甲基化的关系

从所有胶质母细胞瘤试验过程中，MGMT 蛋白展现了非

常突出的强阳性还有阳性的共计 22 个，另外有 7 个 MGMT 基

因启动子甲基化阳性，阳性率保持在 31.8%，从 MGMT 蛋白呈

现突出阴性的试验里，有 14 个 MGMT 基因启动子甲基化呈现

了比较突出的阳性，阳性率保持在 73.7%，用 spearman 相关系

数分析，P＜0.05（参考表 2）。能够发现 MGMT 蛋白自身展示还

有 MGMT 基因启动子甲基化存在非常紧密的联系。

表 2 MGMT 蛋白自身展示还有 MGMT 基因启动子甲基化之间联系

Table 2 The correlation of the expression of MGMT protein and Hypermethylation of MGMT promoter

MGMT 蛋白表达 MGMT 基因启动子 合计（n） Spearman 相关系数

Expression of MGMT

Protein
The promoter of MGMT Total（n）

Correlation coefficient of

Spearman

甲基化（n） 去甲基化（n）

Hypermethylation(n) Demethylation（n）

阳性(Positive) 7 15 22 0.04

阴性(Negative) 14 5 19

总计(Total) 21 20 41

3 讨论

3.1 MGMT 蛋白表达和替莫唑胺疗效的关系

本研究中在选取标本的时候进行了严格筛选，所选取的两

组标本对比鲜明，同样的病理级别，同样术后影像学证明肿瘤

全切，均行标准化替莫唑胺化疗，但组 1 中的患者均在 6 个月

内复发，而组 2 中患者化疗满 6 个疗程后，在 12 个月内无复

发，那是否可以说组 1 为替莫唑胺耐药组，而组 2 为替莫唑胺

敏感组呢？笔者认为这样说略显牵强，在随访过程中我们还发

现组 1 中的患者的肿瘤不但复发得早，而且进展迅速，18 例患

者中有 6 例于复发后 2 个月内死亡，所以我们可以称组 1 为替

莫唑胺化疗效果不佳组，而组 2 为替莫唑胺化疗效果相对良好

组。
过去大家对肿瘤的认识局限于肿瘤所起源的组织，但随着

分子水平研究的不断深入，人们逐渐认识到肿瘤的发生是分子

水平的缺陷和表观遗传学[7,8]的异常改变等多个因素共同作用

的结果，虽然所选患者有相同的组织病理分级，但他们的疾病

在发生发展过程中的分子水平的致病原因可能是不同的，可能

为不同的致癌基因过度表达或者是癌症相关的转导通路 [9,10]的

异常等，所以说组 1 患者早期复发，并不一定是对替莫唑胺耐

药，可能是组 1 的部分患者的肿瘤在分子水平分级上的恶性程

度高，本身就是预后不良的类型；而组 2 中的患者虽然没有复

发，生存期长，也不见得是对替莫唑胺敏感，可能是肿瘤本身属

于良好预后类型，即使不使用化疗药物也不一定会复发。
虽然不能称组 1 和组 2 为耐药组与敏感组的对比，但免疫

组化检测的肿瘤组织 MGMT 蛋白的表达水平，在化疗效果不

佳组中 MGMT 蛋白表达阳性率为 72.2%，而在化疗效果良好

组里 MGMT 蛋白表达阳性率为 39.1%，P＜0.05，肿瘤组织

MGMT 蛋白的表达水平和替莫唑胺的疗效是有相关性的。且

这种相关性和以往的报道是相符的[11,12]，烷化剂药物破坏肿瘤

细胞原理现在非常清楚，关键借助导致肿瘤细胞 DNA 出现烷

基化破坏(其中涵盖了甲基化、乙基化、氯乙基化等)，通过这种

方式产生 DNA 交联，避免 DNA 无限增生，达到破坏肿瘤细胞

的目的。从肿瘤细胞内，MGMT 分子中共包括 2 个烷基受体，

能够承担烷基化破坏的细胞 DNA 上 O6- 烷基鸟嘌呤上的烷

基，能够对进行烷基化的鸟嘌呤进行相应的调整，所以能够避

免产生 DNA 交联，能够有效减少烷化剂药物造成的消极影响。
所以，抵制烷化剂药物破坏肿瘤细胞相关功能，为导致肿瘤细

胞性能提高的关键影响因素。
结合 MGMT 酶活性自身明显的差异，能够对肿瘤细胞进

行清楚的细化：首先为不具备 MGMT 活性的细胞，也就是 Me-
r- 还有 Mex- 细胞；其次为具备 MGMT 活性的细胞，也就是

Mer+ 还有 Mex+ 细胞。上述细胞对肿瘤细胞的破坏作用存在

非常明显的差异。Mer- 还有 Mex- 型肿瘤细胞能够清楚感知烷
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化剂 ,Mer+ 还有 Mex+ 型肿瘤细胞基本不会对其产生反应 ,
MGMT 酶活性实际水平能够明显影响肿瘤细胞自身性能。通

过各项调查分析都能够发现:MGMT 展示阳性的肿瘤细胞自身

性能远远超过了 MGMT 展示阴性者自身性能。在细胞中完全

不具备 MGMT 展示的过程中、,肿瘤细胞能够积极的做出反应;
在烷化剂治疗过程中效果非常突出的肿瘤, 自身 MGMT 展示

水平不是很高。通过分析能够发现,亚硝脲类药物还有替莫唑

胺(TMZ)产生影响关键记住 DNA 鸟嘌呤 O6 的烷基化进行处

理,但是肿瘤细胞中 MGMT 能够造成 DNA 烷基化尤其为甲基

化破坏进行调整,为肿瘤细胞自身性能不断提高、适应性逐渐

增强的关键影响因素[13,14]。
本次研究中 MGMT 蛋白表达水平也可以验证 MGMT 基

因在胶质瘤对于替莫唑胺耐药的机制。
3.2 MGMT 启动子区甲基化对替莫唑胺化疗的作用

本实验中对于 MGMT 启动子区甲基化情况也进行了研

究，结果发现从 MGMT 蛋白展示了突出强阳性还有阳性的试

验中，共计 7 个试验 MGMT 基因启动子甲基化阳性，阳性率保

持在 31.3%，但是从 MGMT 蛋白展示突出阴性的试验中，1 共

计 11 个试验 MGMT 基因启动子甲基化阳性，阳性率保持在

78.6%，展现胶质母细胞瘤结构内 MGMT 启动子甲基化状态还

有 MGMT 蛋白展示存在非常紧密的联系。
MGMT 基因同很多管家基因非常类似,在工作过程中不具

备 TATA 盒还有 CAAT 盒, 不过某些部分 GC 序列比例特别

高,尤其从其转录起始点区域比例能够达到 90%。MGMT 基因

5' 端处理部分 GC 序列比例同样特别高。肿瘤抑制基因同另外

部分肿瘤相关基因的启动子还有 5' 端内高度甲基化为肿瘤一

致的性质, 同时往往造成基因转录终止还有部分蛋白遭受破

坏。因为 MGMT 基因呈现了上述性质,所以能够认为启动子中

CpG 岛的过度甲基化能够阻碍基因进行展示。
启动子甲基化从 MGMT 基因出现的特别普遍, 往往能够

从 MGMT 基因启动子 CpG 岛得到展示,造成这个基因转录无

法有效进行,蛋白展示水平降低。Esteller 等[15]对 524 例多种原

发肿瘤、肿瘤细胞株还有正常组织进行研究,了解到全部的正

常组织还有展示 MGMT 的细胞株都不具备 MGMT 基因甲基

化,但是没有展示 MGMT 的细胞株都出现了甲基化情况;另外,
相关工作者通过免疫组织化学法 (IHC) 对很多原发肿瘤的

MGMT 展示还有 MGMT 基因甲基化联系进行预测,了解到 13
例 MGMT 基因启动子区甲基化肿瘤占据了绝大部分(92%) 不

具备 MGMT 展示,但是在所有不具备 MGMT 基因甲基化的肿

瘤中绝大部分(94%)都展示了 MGMT。表明 MGMT 基因启动

子区 CpG 岛甲基化为造成 MGMT 展示水平降低的关键影响

因素。Pulling 等[16]原来借助甲基化特异性聚合酶链反应(Meth-
ylation-specificPCR,MSP)还有 IHC 对 MGMT 基因甲基化还有

MGMT 蛋白展示水平进行研究，通过调查了解到 MGMT 基因

启动子甲基化出现率通常保持在 51%，MSP 和 IHC 检审核能

够保持在 83%，表示 MGMT 基因启动子甲基化为细胞中不具

备 MGMT 蛋白关键影响因素。
所以，MGMT 对子区甲基化进行处理过程中，MGMT 自身

性能降低甚至沉默，从而导致了 DNA 的烷化损伤不被修复，增

加了对亚硝脲类药物及替莫唑胺的敏感性。

3.3 MGMT 作为胶质瘤的分子标志物的应用

实验的最终目的是应用于临床，因为组织病理学的分级对

于化疗药物的指导已越来越不准确了，国内外的学者都在找寻

能够预测化疗药物疗效的分子标志物，MGMT 启动子区甲基

化是一个合适的指标，但组织标本进行估量依旧存在非常大的

问题。近年来，因为检测技术水平持续提高，肿瘤 DNA 甲基化

分子标记物不但可以从肿瘤组织内进行审核，从血浆还有体液

(如尿液、粪便、痰、唾液、支气管肺泡灌洗液、乳房抽吸液等)内
也可以进行检测，极大地扩展了研究资源。因而其从肿瘤临床

治疗角度未来发展前景非常乐观，成为了社会关注的焦点。如

Ramirez[17]，Weaver[18]。外周血 DNA 甲基化检测给肿瘤治疗指明

了不同以往的方向，也许能够借助估计患者外周血中肿瘤相关

基因甲基化状态对胶质瘤病发机率进行分析还有衡量患者治

疗效果。
Balana 等[19] Ramirez 等[20]。所以，从胶质瘤病人血清内 M-

GMT 基因启动子甲基化进行估量同样能够在估量病人治疗效

果还有对化疗计划进行安排产生非常关键的影响。同样能够在

化疗病人治疗之后病情检测发挥重要的作用,能够记录治疗情

况,对化疗手段进行甄选。
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