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口腔白斑抑癌基因 DAPK和 TIG1高甲基化表达研究 *
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摘要 目的：探讨抑癌基因 DAPK、TIG1高甲基化在口腔白斑中表达状态及其对口腔癌发生发展中的作用。方法：取 77例口腔白

斑、32例口腔鳞癌、32份正常口腔黏膜组织，用实时定量甲基化特异性 PCR技术检测组织中 DAPK、TIG1高甲基化表达并进行

统计学分析。结果：DAPK在口腔鳞癌组织中高甲基化表达率为 46.9%，表达量为（0.0728± 0.1617），明显高于其在口腔白斑组织

（19.5%，0.0070± 0.0172）和口腔正常组织（18.8%，0.0021± 0.0050）中的表达，差异有统计学意义（P<0.05）。DAPK高甲基化表达与
口腔白斑组织上皮异常增生程度相关，上皮增生高风险组相对于低风险组 DAPK高甲基化表达风险增加（OR，1.013；95% CI，

1.004-1.023；P=0.004）。TIG1高甲基化在正常组织中未表达，在口腔鳞癌组织和口腔白斑组织表达为（28.1%，0.0174± 0.0440）和

（27.3%，0.0035± 0.0076），与正常组织相比具有统计学意义（P<0.05）。结论：抑癌基因 DAPK、TIG1高甲基化有望成为口腔黏膜癌

变早期标志物。
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Hypermethylation of DAPK and TIG1 in Oral Leukoplakia*

To detect promoter hypermethylation status of tumor suppressor genes of DAPK and TIG1 in oral leuko-

plakia (OLK) and explore its potential roles in oral carcinogenesis. DAPK and TIG1 hypermethylation were evaluated in 77

OLK, 32 oral squamous cell carcinomas (OSCC) and 40 normal tissues by quantitative methylation-specific PCR (QMSP). It was

found that DAPK were hypermethylated in OSCC. The frequency (46.9%) and the quantity (0.0728± 0.1617) of DAPK hypermethyla-

tion in OSCC was significant higher than those in OLK and normal tissues (OLK: 19.5%, 0.0070± 0.0172; nornal tissues: 18.8%,

0.0021± 0.0050, P<0.05). Furthermore, DAPK hypermethylation was significantly correlated with epithelial dysplasia. Compared with

the low malignant potential group of OLK patients(LMP), the high malignant potential group (HMP) was more likely to express increased

gene hypermethylation of DAPK (OR, 1.013; 95% CI: 1.004-1.023; P=0.004). No hypermethylation of TIG1 was found in normal tissues.
The frequency (OSCC: 28.1%; OLK: 27.3%) and the quantity (OSCC: 0.0174± 0.0440; OLK: 0.0035± 0.0076) of TIG1 hypermethyla-

tion were both higher than those in normal tissues (P<0.05). Our data suggested that DAPK and TIG1 hypermethylations

were associated with oral precancer and may be useful as early detection markers for oral cancer.
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前言

口腔白斑病（Oral leukoplakia，OLK）是一种常见的口腔黏

膜潜在恶性疾病，约有 4-13% OLK患者转变为口腔鳞状细胞

癌（Oral squamous cell carcinomas，OSCC）[1,2]。早期治疗可以有

效减少 OSCC的发生。抑癌基因启动子高甲基化造成抑癌基因

表达降低或失活，对肿瘤的早期诊断具有重要的临床意义。在

口腔鳞癌中检测到多种抑癌基因的高甲基化表达[3,4]。死亡相关

蛋白激酶（Death associated protein kinase，DAPK）、他扎罗汀诱

导基因 1（Tazarotene-induced gene-1，TIG1）甲基化与多种肿瘤

4506窑 窑



现代生物医学进展 biomed.cnjournals.com Progress inModern Biomedicine Vol.22 NO.23 DEC.2022

的发生相关[5,6]。本研究应用实时定量甲基化 PCR技术分析正

常口腔黏膜、口腔白斑、口腔鳞状细胞癌组织中 DAPK、TIG1启

动子高甲基化的表达，同时评估其作为口腔白斑癌变早期诊断

标记物的潜在可能性，为口腔癌早期诊断寻找新的检测方法。

1 材料与方法

1.1 仪器和试剂

384孔定量 PCR仪为美国 Roche公司生产，离心机 Alle-

graTM X-12R，微量离心机 Microfuge誖 16购自美国 BECKMAN

公司。1 M Tris HCL购自 Sigma公司；1 M MgCl2，0.5 M EDTA，

10 % SDS，10 mg/mL ssDNA 购自 Fluka 公司；Glycogen 购自

Roche公司；5 U/滋L Plat Taq聚合酶购自 invitrogen公司；Wiz-

ard clean-up 试剂盒购自 Promega 公司；待测基因 DAPK，

TIG1，内参基因 ACTB，探针及引物序列由 Invitrogen公司合成

（表 1）。

表 1 实时定量甲基化特异性 PCR探针及引物序列

Table 1 Time quantitative methylation specific PCR probe and primer sequence

Gene Primer sequence Probe sequence

ACTB
5'-3'TGGTGATGGAGGAGGTTTAGTAAGT

3'-5'AACCAATAAAACCTACTCCTCCCTTAA

ACCACCACCCAACACACAATAA-CAAA-

CACA

DAPK
5'-3'GGATAGTCGGATCGAGTT AACGTC

3'-5'CCCTCCCAAACGCCGA
TTCGGTAATTCGTAGCGGTAGG-GTTTGG

TIG1
5'-3'TTTTTCGTCG CGGTTTGG

3'-5'CGCTACCCGAACTTAATACTAAAATACG
TCGGTTTTGCGTTGCGGAGGC

1.2 组织标本

选取 2006年至 2018年就诊于南京医科大学附属无锡人

民医院口腔科和上海交通大学附属第九人民医院口腔黏膜科

的口腔白斑患者 77例，口腔鳞癌患者 32例，正常对照 32例。

临床资料见表 2。收取手术中病损组织样本。正常黏膜组织取

材于正颌外科手术和阻生牙拔除患者。所有病例均经病理诊断

证实，术前未进行放疗、化疗及激素治疗，且无自身系统性疾病

和癌症史。研究对象均签署知情同意书。

Note: N Group ( normal tissue group); LMP (OLK with none and mild epithelial dysplastic); HMP (OLK with moderate and severe epithelial dysplastic).

表 2 受检患者临床资料特征

Table 2 Baseline characteristics of the patients in tissue samples analysis

Groups
Amount

(n)
Age(x± s）

Sex Smoke epithelial dysplasia T stage

M F Yes No LMP HMP T1/T2 T3/T4

OLK Group 77 56.1± 11.3 42 35 38 39 44 33 -

OSCC Group 32 55.0± 13.5 19 13 15 17 - 22 10

N Group 32 31.63± 9.92 16 16 10 22 - -

1.3 方法

1.3.1 基因组 DNA提取和纯化 收取组织经病理确认后，苯

酚 -氯仿法提取组织 DNA，紫外线分光光度仪测定提取 DNA

的浓度和纯度。按浓度取 1-2 滋g组织 DNA（约 20 滋L），3 M
NaOH 2 滋L，10 mg/mL ssDNA 1 滋L；ddH2O补足 25 滋L反应体
系，充分混合，heat block 50℃，20分钟。向反应后的 DNA样本

中加入 500 滋L对苯二酚 /重硫酸盐溶液，在 70℃下避光孵育

3 h进行重亚硫酸盐处理。按照Wizard clean-up试剂盒使用说

明进行重亚硫酸盐处理后的 DNA纯化。

1.3.2 实时定量甲基化特异性 PCR检测 配置 7 滋L反应溶
液：1.0 滋L lab 10× Buffer；0.2 滋L 25 mM dNTP混合液；0.06 滋L
100 滋M F primer；0.06 滋L 100 uM R primer；0.06 滋L (5 U/滋L)
PlatTaq聚合酶；0.02 滋L 100 滋M Probe；5.6 滋L双蒸水。实时定
量甲基化 PCR反应体系单孔 10 滋L由 3 滋L检测 DNA和 7 滋L
反应溶液组成。加样 384孔 PCR板，5000 rpm离心，置入 384

孔定量 PCR仪检测。实时定量甲基化 PCR反应条件为 95℃

10 min；95℃ 10 s，60℃ 20 s 45个循环；40℃ 1 s。结果判定：

各组织样本的检测基因和内参基因分别进行实时定量甲基化

PCR反应。每个样本做 3个拷贝，计算浓度时取平均值。根据绘

制的梯度稀释 DNA标准曲线，各样本目的基因和内参基因

ACTB的浓度结果直接由机器生产。每个待测样本的待测基因

除以内参基因的浓度，即为此样本此基因的校正后的甲基化相

对含量。

1.4 统计学分析

使用 SPSS 23.0统计软件，采用非参数Mann-Whitney U比

较三组组织 DNA基因高甲基化表达量的不同；采用卡方检验

评定三组高甲基化表达率的情况及高甲基化表达与临床资料

的相关性。受试者工作特性曲线 (Receive operator characteristic

curves，ROC)用来评判基因高甲基化预测癌变的效能。P<0.05
差异有统计学意义。散点图及 ROC曲线由 GraphPad Prism 9

绘制。
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2 结果

2.1 口腔组织中 DAPK、TIG1高甲基化表达情况

在口腔正常组织、口腔白斑和口腔鳞癌组织中均检测到

DAPK高甲基化的表达。其中，DAPK在口腔鳞癌组织中高甲

基化表达率为 46.9%，明显高于其在口腔白斑组织（19.5%）和

口腔正常组织（18.8%）中的表达，差异有统计学意义（P OSCC

vs OLK=0.004；P OSCC vs N=0.017）。DAPK在口腔鳞癌组织中

的高甲基化表达量同样明显高于其在口腔白斑组织和正常组

织中的表达，差异具有统计学意义（OSCC vs OLK：0.0728±

0.1617 vs 0.0070± 0.0172，P=0.001；OSCC vs N：0.0728± 0.1617

vs 0.0021± 0.0050，P=0.017）。口腔白斑组和正常组织相比，
DAPK高甲基化表达差异没有统计学意义。见图 1 A，表 3。

图 1 各组组织中 DAPK和 TIG1高甲基化表达散点图分析

Fig.1 Scatter plot analysis of DAPK and TIG1 hypermethylation in the three groups

Note: Data are expressed as DAPK/ACBT ratio and TIG1/ACBT ratio, **P<0.001.

与 DAPK 高甲基化表达不同，在正常组织中并未发现

TIG1高甲基化表达。口腔鳞癌组织和口腔白斑组织中，TIG1

高甲基化表达率为 28.1%，27.3%，无显著差异性。两组中 TIG1

高甲基化表达量分别为 OSCC：0.0174± 0.0440；OLK：0.0035±

0.0076，虽然口腔癌症组中表达值相对较高，但无显著差异。与

正常组相比，口腔鳞癌和口腔白斑组中 TIG1高甲基化表达均有

显著差异（P<0.001）。见图 1 B，表 3。

Note: Statistically significant (P<0.05) results in boldface type.

表 3 口腔白斑、口腔鳞癌和正常组织中 DAPK和 TIG1高甲基化表达比较

Table 3 Frequency (F) and quantity (Q) of gene hypermethylation in the three groups

OLK (n=77) OSCC (n=32) N(n=32) P(OLKvsOSCC) P(OLKvsN)

DAPK
F 15 (19.5) 15 (46.9) 6 (18.8) 0.004 0.065

Q 0.0070± 0.0172 0.0728± 0.1617 0.0021± 0.0050 0.001 0.088

TIG1
F 21 (27.3) 9 (28.1) 0 (0) 0.928 0.001

Q 0.0035± 0.0076 0.0174± 0.0440 0.0000± 0.0000 0.499 0.001

DAPK、TIG1在口腔鳞癌组织中的高甲基化表达量明显增

高，我们采用 ROC分析高甲基化表达量检测早期癌症效能，阳

性判断值（Cutoff）。以病理表现为口腔鳞癌为金标准，ROC曲

线分析结果显示，DAPK高甲基化 Cutoff为 0.0362，敏感性为

37.5%，特异性为 94.5%，ROC曲线下面积为 0.67，P=0.004。见
图 2。

2.2 DAPK、TIG1高甲基化表达与临床资料相关分析

我们分析临床资料对 DAPK高甲基化表达的影响因素发

现，在口腔白斑组中，DAPK高甲基化表达阳性样本中，上皮增

生高风险组 DAPK甲基化表达率为 25.8%，低风险组 DAPK

高甲基化表达率为 15.2%，Logistic回归模型分析，上皮增生高

风险组相对于低风险组 DAPK高甲基化表达风险增加（OR，

1.013；95% CI，1.004-1.023；P=0.004）。年龄、性别及吸烟与
DAPK高甲基化表达无明显相关性。各临床参数与 TIG1高甲

基化表达无明显相关性。

3 讨论

口腔鳞癌一般起源于口腔黏膜上皮，容易发生颈部淋巴结

转移，五年生存率为 51%-69%[7]。早期诊断和早期治疗是提高

口腔癌治疗成功率的关键。肿瘤的发生是多步骤、多中心、多因

素参与的复杂过程。在正常细胞到癌细胞之间的癌前病变阶段

具有重要的意义。因此癌前病变的研究成为探索肿瘤发生机制

的一个主要方向。口腔白斑是一种重要的口腔潜在恶性疾病[8]。

与健康个体相比，口腔潜在恶性疾病有更高癌变的风险[9]。对口

腔白斑的早期防治可以有效减少口腔癌的发生。目前，临床上

依据组织病理学检查分析口腔白斑癌变风险，尚缺乏可靠的生

物标记物。

表观遗传的变化，包括 DNA甲基化、组蛋白修饰和miRNA
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表达变化已被研究作为各种癌症的潜在标记物。启动子区域的

DNA甲基化是癌变中最常见的遗传表观变化。因此 DNA甲基

化作为癌变风险评估的标记物受到关注[10]。异常甲基化已被观

察作为口腔癌发生的早期分子事件[11-13]，DNA高甲基化模式具

有口腔癌前进展的诊断生物标志物的潜在作用[14,15]。

抑癌基因 DAPK具有参与细胞凋亡、细胞迁徙等生物学

功能，在正常组织中均有表达[16]。TIG1又称为维 A酸受体反应

子 1，负责编码具有糖基化信号传导和透明质酸结合动力的跨

膜蛋白。近年来的研究发现，DAPK、TIG1启动子甲基化表达可

使其表达沉默，从而抑制细胞凋亡，参与肿瘤的发生发展[17,18]。

但口腔癌症及口腔癌前病变中抑癌基因 DAPK、TIG1启动子

高甲基化的表达研究较少。

本研究对口腔白斑以及口腔鳞癌组织中 DAPK、TIG1 甲

基化表达进行检测，结果显示 DAPK高甲基化在口腔鳞癌组

中表达明显高于其在口腔白斑组和正常组中的表达。一项

Meta分析表明，亚洲地区 DAPK启动子甲基化与头颈部癌之

间存在着显著关联（OR=4.43，95% CI= 2.29-8.58）[19]。我们在研

究中发现 DAPK启动子高甲基化在口腔鳞癌中的表达率和表

达量都明显高于白斑组和正常组。TIG1高甲基化在口腔白斑

组和口腔鳞癌组中有明显表达，而在正常组织中，TIG1高甲基

化表达为 0。Mizuiri[20]等报道了食管鳞状细胞癌中，TIG1甲基

化表达阳性率为 17.9%。本研究对口腔白斑和口腔鳞状细胞癌

中甲基化表达的阳性情况，基本与这些报道是相符合的。我们

的研究表明 DAPK、TIG1启动子高甲基化可能在口腔癌的发

生发展中起重要的作用。

本研究通过比较不同组中 DAPK、TIG1高甲基化表达情

况发现，DAPK高甲基化在口腔鳞癌组中表达明显高于其在口

腔白斑组和正常组中的表达，而口腔白斑组和正常组差异不明

显，这可能提示 DAPK高甲基化促进口腔癌的发生。TIG1高甲

基化表达情况不同，口腔白斑组和口腔鳞癌组中 TIG1高甲基

化与正常组相比，均有显著差别，而口腔白斑组和癌症组之间

无明显差异，这可能暗示 TIG1高甲基化在癌前病变期参与了

上皮细胞的改变，但在口腔癌症发生期趋于稳定状态。启动子

高甲基化使抑癌基因失活可能发生在癌症的某个时间或是在

癌症发生的整个过程都重要作用，可以作为癌症早期诊断及预

后的生物标记物[21,22]。我们的研究结果证实了抑癌基因甲基化

在癌症发生中作用的不同步，DAPK、TIG1启动子高甲基化都

参与了口腔癌的发生，并且发生在口腔癌的不同阶段。这提示

了 DAPK、TIG1高甲基化作为口腔早期癌变的筛查标记物的

可能性。目前，我们研究仅限于不同疾病队伍中启动子高甲基

化表达状态的横断面研究，DAPK、TIG1高甲基化预测癌症的

发展仍需要相同患者队列进行前瞻性的研究，评估其预测癌变

的能力。

临床上，口腔白斑组织学上皮异常增生程度作为其癌化危

险性评价的重要指标[23]。在分析甲基化表达与临床资料的相关

性中，我们发现组织 DAPK高甲基化与口腔白斑上皮异常增生

相关。这一结果同样证实了 DAPK高甲基化对口腔癌发生发

展的促进作用。通过 ROC曲线来评判 DAPK高甲基化预测口

腔癌发生的能力，我们发现组织 DAPK高甲基化可以较好的区

分癌前病变和口腔癌症组织。Mori等通过 6种抑癌基因甲基

化的组合区分口腔癌和临床诊断的口腔潜在恶性疾病，能准确

诊断口腔癌。提示甲基化基因组可以作为口腔癌的新生物标记

物[24]。通过 QMSP检测口腔组织中 DAPK高甲基化的表达情况，

可以做为辅助病理，指导治疗的一个可行性的检测指标。

DAPK、TIG1高甲基化预测癌变的效能不高，可以通过额外的生

物标记物来提高筛查性能，有望成为预测口腔癌的基因组成员。

另外，我们注意到文献中关于甲基化表达的研究，对照组

的选择是不同的。由于健康者健康组织的获取受到伦理的限

制，在本实验中，正常组组织是从整颌外科，阻生牙患者手术时

获取的，患者年龄偏小。有文献报道位点特异性 DNA甲基化模

式与年龄相关[25]，因此，我们分析组内年龄对甲基化表达的影

响。结果显示 DAPK、TIG1高甲基化表达与年龄未见相关性，

因此在本实验中年龄并不影响甲基化表达情况提示给我们的

一些信息。但仍需匹配年龄样本进一步分析。

可疑癌变组织的抑癌基因启动子高甲基化是一种有广泛

应用前景的检测手段。开发能够以高灵敏度和选择性快速量化

DNA高甲基化的诊断系统至关重要。Chen[26]等开发了一种用

于快速检测血液中 DNA甲基化的超灵敏和高选择性电化学生

物传感器，实现 35分钟响应时间和微创诊断卵巢癌提供了一

种有前途的方法。口腔含漱液中的甲基化也可以作为口咽部癌

症潜在的生物标记物[27]，为口腔癌早期诊断提供一种无创检测

方式。如何利用抑癌基因启动子并提高其检测口腔癌变的灵敏

性和特异性是我们今后需要研究的方向。

DNA高甲基化是一个可逆的过程，甲基化修复是抑制肿

瘤发生发展的重要机制之一。应用DNA甲基化抑制剂可以使一

些重要抑癌基因发生去甲基化，恢复基因的正常抑癌功能[28]。

研究发现沉默 DNA 甲基转移酶 1 可以抑制 RASSF1A 和

DAPK的甲基化，从而抑制食管癌的增殖，转移和侵袭[29]。有报

道指出普鲁卡因可以抑制 DNA甲基转移酶活性，重新激活抑

癌基因，触发抗肿瘤机制，为口腔癌的提供新的治疗策略[30]。伴

图 2 DAPK和 TIG1甲基化表达量区分口腔癌变效能的 ROC曲线图

Fig.2 ROC curve analysis for oral carcinogenesis base on the quantity of

gene methylation
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有轻度或中度上皮异常增生的口腔白斑被认为是处在可被逆

转的时期，采取适当的治疗可以阻断其癌化进程。对抑癌基因

启动子去甲基化药物的开发用于口腔癌前病变及口腔癌的早

期干预仍需要广泛深入的研究。
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