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血管瘤血管内皮生长因子受体 ＫＤＲ基因
异常甲基化的研究

杨　恩　刘　铭　彭　强

【摘要】　目的　通过建立甲基化敏感性高分辨率溶解曲线法（ＭＳＨＲＭ），检测血管内皮生长因子
ＶＥＧＦ受体ＫＤＲ基因启动子区域在不同时期血管瘤、血管畸形及正常皮肤组织中的甲基化状态，初步
探讨基因甲基化在血管瘤形成、增生、退化过程中的作用。 方法　选取不同时期血管瘤石蜡标本４８
例、血管畸形石蜡标本１５例、正常包皮皮肤组织标本８例，分别提取ＤＮＡ，经亚硫酸氢盐甲基化修饰、纯
化、回收ＤＮＡ，然后用甲基化敏感性高分辨率溶解曲线法（ＭＳＨＲＭ），定量检测不同标本中血管内皮生
长因子受体ＫＤＲ甲基化水平。 结果　４８例血管瘤标本共检出３２例不同程度 ＫＤＲ基因启动子区域
甲基化（６６．６７％），其中２４例增殖期血管瘤标本中检出２１例（８７．５０％）不同程度甲基化，２４例消退期
血管瘤标本中检出１１例（４５．８３％）不同程度甲基化，增殖期血管瘤与消退期血管瘤标本中 ＫＤＲ的甲
基化程度比较，差异有统计学意义（ｘ２＝９．３７５，Ｐ＜０．０５）；１５例血管畸形标本中仅检出甲基化程度为０
～２５％者２例（１３．３３％），８例正常包皮皮肤组织中检测到１例甲基化０～５％（１２．５０％）。与血管瘤相
比，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５，Ｆｉｓｈｅｒ’确切概率法）。 结论　血管瘤中血管内皮生长因子受体
ＫＤＲ基因启动子序列ＣｐＧ岛存在异常甲基化，血管内皮生长因子受体 ＫＤＲ基因异常甲基化可能与血
管瘤增生、退化等有关。

【关键词】　血管瘤；受体，血管内皮生长因子；基因
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　　血管瘤（ｈｅｍａｎｇｉｏｍａｓ，ＨＡ）是婴幼儿常见的血
管良性肿瘤［１］。其发病机制目前仍不十分清楚。

众多研究显示，ＶＥＧＦ及其受体 ＫＤＲ在增殖期血管
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瘤中高表达，在消退期血管瘤、血管畸形及含血管的

正常皮肤中低表达，说明ＶＥＧＦ及其受体ＫＤＲ的改
变与血管瘤的血管增生有着密切关系。近年来研究

发现，肿瘤的发生与 ＤＮＡ异常甲基化紧密相关，已
成为肿瘤发生机制的研究热点之一。血管瘤的发生

发展是细胞、细胞因子、基因、信号传导途径等多种

因素发生改变的结果，我们有理由怀疑血管瘤组织

中某些基因可能发生了甲基化变异，使得某些促血

管生成功能相关基因的部分功能失活，最终导致正

常血管生成障碍，形成血管瘤。因此，从 ＤＮＡ异常
甲基化的角度研究血管瘤对进一步探明其增生与退

化机制可能具有重要意义。本研究首次采用甲基化

敏感性高分辨率溶解曲线法（Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅ
ｈｉｇｈｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｍｅｌｔｉｎｇｃｕｒｖｅａｎａｌｙｓｉｓ，ＭＳＨＲＭ）来检
测４８例不同时期血管瘤及１５例血管畸形和８例正
常包皮皮肤组织ＤＮＡ中ＶＥＧＦ受体ＫＤＲ基因启动
子区域ＣｐＧ岛的甲基化状态，通过对目前研究较多
的ＶＥＧＦ及其受体 ＫＤＲ这条血管生成途径的甲基
化状况的检测，进行血管瘤组织中基因异常甲基化

的初步研究，探讨血管瘤增生与消退的可能机制。

材料与方法

一、研究对象

选取本院２００６～２０１０年手术切除的血管瘤等
石蜡标本４８例，其中男２０例，女２８例，手术年龄２
个月至１０岁，按Ｍｕｌｌｉｋｅｎ等［２］标准进行复检及免疫

组化测定细胞增殖核抗原（Ａｎｔｉｇｅｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙ
ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ，Ｋｉ－６７）的结果分类［３］，其中增

殖期血管瘤２４例，消退期血管瘤２４例，最小年龄２
个月，最大１０岁。另取血管畸形石蜡标本１５例，男
性６例，女性９例，年龄最小２岁，最大１３岁。血管
瘤主要分为毛细血管瘤、海绵状血管瘤、混合型血管

瘤及蔓状血管瘤，主要选取毛细血管瘤、海绵状血管

瘤及混合型血管瘤为标本，其中混合型血管瘤提取

组织的部位为毛细血管和海绵状血管两种组织均有

的部位。血管畸形主要为动—静脉血管畸形。这些

血管瘤及血管畸形所在的部位有头皮、前额、耳背、

颈部、肩部、上肢、大腿、手、足的皮肤及脑内等。正

常包皮皮肤组织８例作对照，正常包皮皮肤标本均
经过１０％甲醛溶液固定，常规石蜡包埋处理。

二、试剂及仪器

小鼠抗人单克隆抗体 Ｋｉ－６７（ＢＩＯＷＯＲＬＤＥ公
司），热启动酶（德国 ＱＩＡＧＥＮ公司），ｄＮＴＰ（１０ｍＭ）

（日本Ｔａｋａｒａ公司），荧光染料 Ｅｖａｇｒｅｅｎ（Ｂｉｏｔｉｕｍ公
司），全基因组甲基化ＤＮＡ（德国ＱＩＡＧＥＮ公司），全
基因组非甲基化脐带血ＤＮＡ（自己制备），甲基化修
饰试剂盒（德国 ＱＩＡＧＥＮ公司），石蜡 ＤＮＡ提取试
剂盒（德国 ＱＩＡＧＥＮ公司），引物合成（北京金唯智
生物科技公司），ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０荧光定量仪（瑞士
Ｒｏｃｈｅ公司），Ｎａｎｏｄｒｏｐ１０００定量仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ
公司）

三、ＤＮＡ提取
分别按石蜡 ＤＮＡ提取试剂盒说明书和血液

ＤＮＡ提取试剂盒说明书进行样本 ＤＮＡ和１００％非
甲基化健康孕妇脐带血 ＤＮＡ提取。用 ＮＡＮＯ
Ｄｒｏｐ１０００核酸定量仪测定 ＤＮＡ浓度，调整 ＤＮＡ浓
度至５ｎｇ／μＬ。

四、甲基化修饰、纯化及回收

取 ＤＮＡ标本 １μｇ，按 ＥｐｉＴｅｃｔＢｉｓｕｌｆｉｔｅＨａｎｄ
ｂｏｏｋ说明书进行甲基化修饰、纯化、回收。

五、构建标准品

以ＱＩＡＧＥＮ公司的全基因组甲基化 ＤＮＡ作为
１００％甲基化标准品，与１００％非甲基化健康孕妇脐
带血 ＤＮＡ按比例混合，稀释制成 ０、５％、２５％、
５０％、７５％、１００％系列浓度甲基化 ＤＮＡ，将标准品
经过ＰＣＲ扩增后进行 ＭＳ—ＨＲＭ溶解曲线检测，重
复检测３次获得标准曲线。按待测标本在标准曲线
上的位置确定其甲基化程度。

六、ＭＳ—ＨＲＭ检测 ＫＤＲ基因启动子区域甲基
化

使用ｐｒｉｍｅｒｐｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计引物，上游引
物 序 列： ５’—ＴＡＴＴＡＧＴＴＴＴＴＡＴＴＴＴＧＴＡＴＴＧＡＧ
ＴＴＴＣＧ－３’；下游引物序列５’—ＡＡＴＡＴＣＣＡＡＡＣＴＡＣ
ＣＡＡＡＣＧＡＡＣＴＴ—３’。ＰＣＲ反应体系 ２５μＬ，其中
ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ（含 Ｍｇ２＋，终浓度在 １．５ｍｍｏｌ／
Ｌ），ＭｇＣｌ２０．５μＬ，ｄＮＴＰｍｉｘｔｕｒｅ０．５μｌ，Ｅｖａｇｒｅｅｎ饱
和染料 １．０μＬ，上下游引物各 １．９μＬ，修饰后的
ＤＮＡＴｅｍｐｌａｔｅ１．０μＬ，Ｔａｑ酶 ０．２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ１５５
μＬ。ＰＣＲ和 ＨＲＭ反应条件：９５℃预变性 ５ｍｉｎ，
９５℃变性１０ｓ，６０℃退火３０ｓ，７２℃延伸１０ｓ，５０
个循环后。ＨＲＭ 反应条件：９５℃ １ｍｉｎ，４０℃
１ｍｉｎ预处理后，６５℃ １ｓ，溶解温度７６℃ ～９５℃，
每升高０．１℃采集１次数据，每秒检测荧光４０次。
运行ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０ｇｅｎｅｓｃａｎｎｉｎｇ程序，得到分型
图谱，判断样本曲线与标准曲线的位置，得到样本甲

基化程度数据。

七、统计学处理

·９６２·
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采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计分析。不同组织
间ＫＤＲ甲基化率的比较采用ｘ２检验或 Ｆｉｓｈｅｒ’ｓ确
切概率法分析，Ｐ＜０．０５为差异有显著统计学意义。

结　果

一、ＭＳ—ＨＲＭ标准曲线及重复性结果
０、５％、２５％、５０％、７５％和１００％系列浓度甲基

化标准品ＤＮＡ，经过 ＰＣＲ扩增后进行 ＭＳ—ＨＲＭ溶
解曲线检测，并经过 ３次重复检测获得标准曲线
（图１）。在熔解曲线图中，曲线从左往右依次分开
排列，能精确地划分标本甲基化程度。待测样本在

系列浓度标准曲线中的相应位置与其甲基化程度的

高低相对应，因此能根据待测样本在标准曲线中的

位置推测其甲基化程度。３次检测结果显示其曲线
基本重叠一致。

二、ＭＳ－ＨＲＭ检测不同组织中ＫＤＲ基因甲基
化程度结果

经过ＭＳ－ＨＲＭ检测，４８例血管瘤标本共检出
３２例不同程度ＫＤＲ基因甲基化（６６．６７％），其中２４
例增殖期血管瘤标本中检出 ２１例 （２１／２４，
８７５０％）不同程度甲基化（图２），１例甲基化程度
为０～５％，１１例甲基化为２５％ ～５０％，５例甲基化
为７５％，４例甲基化为１００％；２４例消退期血管瘤标
本中检出１１例（１１／２４，４５．８３％）不同程度甲基化
（图２），其中１例甲基化程度为７５％，８例甲基化为
２５％～５０％，２例甲基化为０～５％，增殖期血管瘤与
消退期血管瘤标本中ＫＤＲ的甲基化程度比较，差异
有统计学意义（ｘ２＝９．３７５，Ｐ＜０．０５）；１５例血管畸
形标本中仅检出甲基化程度为０～２５％ ２例（２／１５，
１３．３３％），８例正常包皮皮肤组织中检测到１例甲
基化０～５％（１／８，１２．５０％）。与血管瘤相比，差异
均具有统计学意义（Ｐ＜０．０５，Ｆｉｓｈｅｒ’确切概率法）；
消退期血管瘤与血管畸形中 ＫＤＲ的甲基化程度比
较，差异有统计学意义（Ｐ＝００４５，Ｆｉｓｈｅｒ’确切概率
法），见表１。

表１　ＫＤＲ在不同时期血管瘤、血管畸形和正常皮肤中甲基化情况

检测组织
ＫＤＲ甲基化情况

例数 甲基化 非甲基化 甲基化率（％） ｘ２值 Ｐ值

增殖期血管瘤 ２４ ２１ ３ ８５．７０ — —

消退期血管瘤 ２４ １１ １３ ４５．８３ ９．３７５ ０．００２

血管畸形 １５ ２ １３ １３．３３ ２０．９８６ ０．０００

正常皮肤组织 ８ １ ７ １２．５０ １５．７０９ ０．０００

　　注：为各组分别与增殖期血管瘤相比所得Ｐ值，Ｐ＜０．０５。
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讨　论

ＤＮＡ甲基化是最早发现的基因表观遗传修饰
方式之一，可通过不改变基因序列而引起基因表达

失活，是肿瘤形成过程中基因沉默的重要机制之

一［４］。ＤＮＡ发生异常甲基化会对相关基因产生很
大影响：①ＤＮＡ高甲基化可能导致基因功能部分
或全部失活；②ＤＮＡ低甲基化可能引起基因组不
稳定；③影响染色体结构的组蛋白修饰；④ＤＮＡ去
甲基化可能诱导基因的重新活化和表达。

ＫＤＲ（Ｋｉｎａｓｅｉｎｓｅｒｔｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｒｅｃｅｐｔｏｒ，
含激酶插入区功能区受体）是从人的内皮细胞 ｃＤ
ＮＡ文库分离得到的Ｆｌｋ－１（ｆｅｔａｌｌｉｖｅｒｋｉｎａｓｅ－１，胎
肝激酶－１）基因的同源物，是 ＶＥＧＦ发挥促血管生
成作用的主要功能性受体，具有明显趋化性和促分

裂活性。如果Ｆｌｋ—１／ＫＤＲ基因表达缺陷，可干扰内
皮细胞分化，阻止新生血管的形成。研究发现［５］，

纯合子动物编码 Ｆｌｋ—１／ＫＤＲ基因突变会减少已有
的血管内皮细胞以出芽方式生成血管及其功能，而

不影响间质原位细胞分化为成血管细胞和血细胞生

成，这提示ＫＤＲ是血管形成的主要调控因子。
本实验中，作者采用甲基化敏感性高分辨率溶

解曲线（ＭＳ—ＨＲＭ）法对血管瘤、血管畸形、正常包
皮皮肤组织中 ＶＥＧＦ受体 ＫＤＲ基因启动子区域异
常甲基化状态进行检测，结果４８例不同时期血管瘤
标本中，共检出３２例甲基化（６６．６７％）；１５例血管
畸形中，检出２例甲基化（１３．３３％）；８例正常皮肤
组织中检测到１例甲基化（１２．５０％），差异具有统
计学意义，表明血管瘤组织中ＫＤＲ基因存在着异常
高甲基化；２４例增殖期血管瘤标本中检出２１例发
生甲基化，２４例消退期血管瘤标本中检出１１例甲
基化，二者差异显著，表明血管瘤增生与自然消退与

ＫＤＲ基因发生的异常甲基化及去甲基化有关，血管
瘤的增生伴随着ＫＤＲ基因启动子区域高甲基化，而
血管瘤的消退伴随着 ＫＤＲ基因启动子区域去甲基
化的发生。值得关注的是在消退期血管瘤中不同标

本甲基化程度存在一些差别，其中１例甲基化程度
为７５％，８例甲基化程度为５０％，２例甲基化程度为
５％～２５％，作者考虑可能与不同标本处于消退期的

不同阶段有关系。ＤＮＡ甲基化是一个可以逆转的
表观遗传现象，而去甲基化受到复杂的调控是一个

缓慢而复杂的过程，因此，在不同阶段的个体中去甲

基化程度就可能有很大差异，当然这仅仅是推测。

通过检测基因的甲基化程度是否可以判断血管瘤的

分期尚需进一步大样本的研究。另外，本实验发现

血管瘤增生期ＫＤＲ基因启动子序列 ＣｐＧ岛甲基化
率明显高于血管瘤消退期，血管瘤的消退伴随着

ＫＤＲ基因启动子区域去甲基化的发生，而既往众多
的研究均发现 ＶＥＧＦ及其受体 ＫＤＲ在增殖期血管
瘤中表达明显升高，消退期表达显著减少［６－８］，这表

明血管瘤中ＫＤＲ基因的异常高甲基化并没有导致
ＫＤＲ基因的转录和蛋白表达的降低，因此，血管瘤
ＤＮＡ甲基化后对基因及蛋白表达的影响及机制还
有待进一步深入研究。
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