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膀胱肿瘤组织及尿液标本中TWIST1 
基因的甲基化水平研究
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　　［摘要］　背景与目的：众多遗传学及表观遗传性的改变引发癌基因的激活剂抑癌基因的失活是膀胱肿

瘤发生、发展的重要原因，本研究旨在揭示膀胱肿瘤患者肿瘤组织及尿液标本TWIST1基因的甲基化模式。方

法：78例经病理确诊的膀胱肿瘤标本、癌旁正常组织及配对75例尿液标本组成实验组，75例年龄及性别比例匹

配的非肿瘤个体组成对照组。从肿瘤、癌旁及尿液标本提取DNA，甲基化特异性聚合酶链反应(methylation-

specific polymerase chain reaction，MSP)检测肿瘤组织、癌旁组织及尿液标本中TWIST1基因的甲基化水

平，检测结果与尿细胞学检测结果进行对比，比较两种检测方法的灵敏度及特异度。结果：甲基化检测结果显

示，88.5%的肿瘤标本及84.0%的尿液标本出现TWIST1基因的甲基化，11.5%的癌旁正常组织及5.3%的对照

尿液标本出现甲基化。尿细胞学检测结果显示，49.3%的肿瘤患者尿液标本检测出瘤细胞，17.3%的对照者被

诊断为肿瘤或疑似肿瘤。尿液标本甲基化检测灵敏度及特异度显著高于尿细胞学检测方法。针对低级别肿瘤，

TWIST1基因甲基化检测灵敏度为66.7%，高于尿细胞学检测(33.3%)。结论：TWIST1基因甲基化水平检测可

作为一种简单、非侵入、敏感及特异的方法应用于早期膀胱肿瘤诊断筛查。
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　　［Abstract］ Background and purpose: Accumulation of genetic and epigenetic changes that lead to the 
activation of proto-oncogenes or inactivation of tumor suppressor genes play important roles in development and 
progression of bladder cancer.  We aimed to investigate the methylation patterns of TWIST1 gene in bladder cancer. 
Methods: A total number of 78 histologically confirmed bladder tumor samples and paired 75 urine samples constituted 
the study group and was compared with 75 age-matched and gender-matched non-cancerous individuals. DNA was 
purified from both tumor, adjacent tissues and urine samples. The methylation status of the TWIST1 gene was analyzed 
by methylation-specific polymerase chain reaction (MSP) in both urinary bladder cell carcinoma samples, adjacent 
tissues and urine samples. Sensitivity and specificity values of the method were assessed and compared with the results 
of the cytology test. Results: Methylation of TWIST1 was detected in 88.5% of carcinoma samples and 84% of the 
paired urine samples，respectively; 11.5% carcinoma adjacent tissues and 5.3% control urine sample was methylated. 
The sensitivity by urine cytology detection method was 49.3% in in bladder cancer patients, and was 17.3% in control 
group. The sensitivity of TWIST1 genes was 66.7% for low-grade cases. The sensitivity of urine cytology was 33.3% 
for the same low-grade cases. Conclusion: The methylation analysis of TWIST1 gene may be a simple, non-invasive, 

sensitive, and specific method for early detecting bladder cancer cells in urine.
　　［Key words］ TWIST1; Bladder tumor; Cytology test; Methylation

基金项目：辽宁省科技厅基金项目(No: 2013225021)。
通信作者：陈阵　E-mail:zhenchen6@126.com



162

　　膀胱肿瘤是世界范围内发病率居第5位的恶

性肿瘤，在泌尿生殖系肿瘤致死率居第2位。膀

胱肿瘤诊断方法中，作为金标准的膀胱镜检查

具有最高的敏感性，但其不足之处在于费用较

高，作为有创检查会给患者带来不同程度的不

适感［1］。非侵入性检查中，尿细胞学检测一直

在临床上广泛使用，但该检测方法存在灵敏度

低，尤其是针对低级别移行细胞癌。多数细胞

基础的检测方法因灵敏度及特异度的欠缺无法

在临床推广。

　　TWIST1是碱性的螺旋-环-螺旋(basic helix-
loop-helix，bHLH)蛋白家族中高度保守的转录

因子，其mRNA在胎盘组织表达量最高，在胚

胎发生、发展中发挥重要作用。TWIST1参与上

皮间质转化(epithelial to mesenchymal transitions, 
EMTs)过程的调控，进而影响肿瘤的侵袭与转

移［2］。转移性肿瘤中常见TWIST1过表达或启

动子的甲基化。目前国内外涉及膀胱肿瘤与

TWIST1基因的相关性研究包括，TWIST1蛋白

表达与肿瘤的相关性分析，以及尿液标本甲基

化水平检测，研究发现TWIST1基因作为一种癌

基因在膀胱肿瘤中其mRNA低表达，而TWIST1
蛋白则相对正常组织呈现高表达［3-4］，肿瘤患

者尿液样本TWIST1基因甲基化水平显著高于正

常对照者［5］。本研究采用甲基化特异性PCR技

术检测TWIST1基因在膀胱肿瘤组织、癌旁正常

组织和尿液标本中的甲基化水平，拟阐明此检

测技术在膀胱肿瘤早期诊断中的应用价值。

1　资料和方法

1.1　临床资料

　　2009年12月—2012年8月我院诊治的膀胱尿

路上皮癌患者78例，男性55例，女性23例，年

龄28~83岁，中位年龄59岁。肿瘤组织取自手术

切除膀胱组织，参照WHO/ISUP (2010)标准行

肿瘤分级，参照TNM(2010)(Edge等［6］)行临床

分期。Ta期为非侵袭性乳头状瘤，T1期肿瘤侵

及皮下结缔组织，T2期侵及肌层，T3期侵透膀

胱壁，T4期肿瘤合并其他脏器如前列腺，输尿

管、阴道或腹壁。

　　将78例经病理确诊的膀胱肿瘤标本、癌旁

正常组织及配对的75例尿液标本作为实验组，

另采集75例健康体检者尿液标本作为对照组，

其中男性53例，女性22例；年龄32~79岁，中位

年龄57岁(表1)。所有受试对象均知情同意，研

究经医院伦理委员会通过。
表1　实验组及对照组临床资料

Tab. 1    Clinical characteristics data of study group and control 

group

(n)
Patients Controls

Gender
    Male 55 53
    Female 23 22
Tumor stage
    Ta 9
    T1 22
    T2 30
    T3 13
    T4 4
Tumor grade
    Low 36
    High 42
Recurrence
    Primary 31
    Recurrence 47
Smoking
    Yes 45 25
    No 21 35
    Quit 12 10

1.2　DNA提取

　　术中所取肿瘤标本于-80 ℃冰箱保存，

DNA提取试剂盒使用Invitrogen公司PureLinkTM

基因组DNA提取试剂盒，尿液标本DNA提取应

用Zymo Research公司ZR尿液DNA提取试剂盒。

提取的DNA标本于-20 ℃冰箱保存。

1.3　甲基化特异性PCR(methylation-specific 

polymerase chain reaction，MSP) 检测

　　EZ DNA甲基化修饰试剂盒(Zymo Research
公司)，亚硫酸氢盐修饰的通用人类甲基化DNA
标准(Bisulfite Converted Universal Methylated 
Human DNA Standard)(Zymo Research 美国)用作

阳性对照，以经亚硫酸氢盐修饰的人外周血淋

巴细胞DNA作为甲基化阴性对照。

　 　 亚 硫 酸 氢 盐 修 饰 D N A 样 本 ， 因 为 尿

液 D N A 样 本 量 的 限 制 ， 每 次 修 饰 使 用 约 

200 ng DNA样本，而肿瘤标本，每次使用约
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500 ng DNA用于甲基化修饰。MSP特异引物

序列TWIST1-M顺义链：5’-TTTCGGATGGG 
GTTGTTATC-3’，反义链：5’-AAACGACC 
TAACCCGAACG-3’；TWIST1 -U顺义链：

5’-TTTGGATGGGGTTGTTATTGT-3’；反义

链：5’-CCTAACCCAAACAACCAACC-3’。甲

基化反应体系50 μL，2 μL修饰的DNA模板，

每种dNTP浓度均0.25 mmol/L，每种引物浓度

均为0.5 μmol/L，2单位Taq聚合酶。反应过程：

95 ℃预变性10 min，95 ℃变性30 s，56 ℃复性 

45 s，72 ℃延伸60 s，共计40循环，最后72 ℃
延伸7 min。2.5%琼脂糖凝胶电泳检测PCR产

物，TWIST1基因甲基化和非甲基化产物分别 

200 bp和193 bp，电泳结果见图1。每例样品设3
个对照：甲基化阳性、阴性对照以及水作为空

白对照。

1.3　统计学处理

　　应用SPSS 16.0统计软件，计数资料用百分

比表示，组间比较采用χ2检验，P<0.05为差异有

统计学意义。

2　结　　果

2.1　肿瘤标本甲基化率

　　78例膀胱肿瘤标本，TWIST1甲基化率为

88.5%(69/78)，癌旁组织为11.5%(9/78)，差异有

统计学意义(P<0.01)，甲基化状态与肿瘤的分期

无统计学意义(P=0.231，图1，表2)。此外，甲

基化状态与肿瘤复发以及吸烟与否也无统计学

意义(P=0.843，P=0.426)。
 

图 1　肿瘤组织标本及尿液标本TWIST1基因甲基化检测结果

Fig. 1    TWIST1 gene MS-PCR detection results for tumor and 

urine sample

 M: Methylation, U: Unmethylation, 1: Patients tumor sample, 2: 
Patients urine sample, 3: Tumor adjacent tissue, 4: Control group 
urine sample, 5: Positive control, 6: Negative control, 7: Blank 
control.

表 2　肿瘤及尿液标本甲基化率检测结果

Tab. 2    Methylation frequency results of tumor and urine 

samples

[n(%)]
Samples Methylated samples 
Tumor samples (n=78) 69(88.5)
Tumor adjacent sample (n=78)   9(11.5)
Paired urine samples (n=75) 63(84.0)
Control urine samples (n=75)    4(5.3)

2.2　尿液标本甲基化水平检测

　　75例膀胱癌患者尿液标本TWIST1甲基化率

灵敏度为84.0%(63/75)，特异度为94.7(71/75)。
对照组的尿液标本TWIST1甲基化率为5.3%，配

对尿液标本检测结果显示，肿瘤标本出现甲基

化的患者尿液标本中才可检测出甲基化，没有

假阳性结果出现(图1)。
　　对比尿细胞学检测结果，75例患者尿液标

本中，37例诊断为肿瘤或可疑，诊断灵敏度为

49.3%(37/75)，特异度为82.7%(62/75)。对照组

尿细胞学检测结果显示，有13(17.3%)诊断为肿

瘤或可疑。尿液标本甲基化检测灵敏度及特异

度显著高于尿细胞学检测，差异有统计学意义

(P<0.05)。针对低级别肿瘤，TWIST1基因甲基

化检测灵敏度为66.7%(6/9)，高于尿细胞学检测

的33.3%(3/9)。

3　讨　　论

　　恶性肿瘤的发生、发展涉及一系列遗传学

改变，包括染色体畸形、癌基因突变或扩增激

活以及抑癌基因的失活等。内环境大量微效基

因的协同调节以及外环境的影响组成了恶性肿

瘤的发生机制［7］。

　　TWIST1基因定位于染色体7p21.2，编码蛋

白起到转录因子的作用，可调节胚胎发育工程

中的细胞重建，因同时具备EMT调节功能，研

究发现TWIST1能促进肿瘤细胞侵袭转移。多种

肿瘤组织中发现TWIST1基因表达情况的异常以

及启动子区超甲基化的出现［8-10］。

　　膀胱肿瘤是泌尿外科最常见的恶性肿瘤之
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一，发病率居泌尿生殖系肿瘤第2位。膀胱肿瘤

具有易复发的特性，早期筛查，早期诊断对有

效预防肿瘤进展、复发及获得更好的预后有重

要帮助。临床上采用的传统的细胞学检测技术

有着敏感性及特异性不高的缺陷，而金标准的

膀胱镜检查又存在费用高，侵入性给患者带来

不适等缺点。寻找新的分子诊断靶点以及安全

非侵入性的诊断技术成为膀胱肿瘤诊断中的突

破点，目前国内TWIST1基因甲基化水平与膀胱

肿瘤诊断技术相关性方面文献少见报道，研究

对象限于尿液标本。

　　本研究中我们分析了膀胱肿瘤患者肿瘤组

织及尿液标本中TWIST1基因甲基化模式。尿液

标本中尿路上皮脱落细胞可用于DNA的检测，

为泌尿系统肿瘤的诊断提供了便利。研究发现

膀胱肿瘤组织及配对尿液标本中TWIST1基因的

甲基化率非常高，分别达到了88.5%和84.0%，

对照组尿液标本中甲基化率仅为5.3%，差异有

统计学意义，但统计结果提示甲基化与肿瘤的

分期等临床参数无显著相关性。本研究尿液标

本甲基化检测结果与国内外研究结果基本相一

致，肿瘤的分期分级结构不同以及检验方法的

不同可能在一定程度上影响检测结果，与之前

研究结果稍有不同［5］。

　　恶性肿瘤的侵袭转移与EMT密切相关，

TWIST1调节肿瘤细胞转移的机制在于细胞上皮

标志如E-钙粘连蛋白的失去，而获得间质细胞

的标志，即EMT过程。此过程使得肿瘤组织能

脱离原发灶向周围组织波及，为肿瘤的转移提

供了基础。乳腺癌、前列腺癌、肝癌、肺癌及

食管癌等多种恶性肿瘤中均存在E-钙粘连蛋白

介导的细胞黏附功能的减弱［9］，从而导致恶性

肿瘤的侵袭转移。

　　甲基化这一重要的表观遗传学改变，能在

不改变遗传物质一级结构的情况下达到调节基

因表达的目的。研究发现，膀胱肿瘤形成过程

中涉及多种基因甲基化水平的改变，TWIST1甲

基化状态的改变能影响EMT的进程，从而影响

肿瘤的侵袭力及复发特性。

　　本研究结果提示，尿液标本甲基化水平检

测对比尿细胞学检测技术有着更高的灵敏度

和特异度。进一步的研究需要证实甲基化与基

因表达的可能关系，通过文献报道，超甲基化

应导致基因表达的下调。存在的问题就是，

TWIST1作为癌基因，应该在肿瘤组织中高表

达，而这与其超甲基化水平相矛盾。Christoph
等［11］及Navarro等［12］的研究结果提示，DNA
的甲基化水平并非完全与基因的表达呈现正相

关。在乳腺癌、结直肠癌的研究结果也提示，

TWIST1基因的甲基化水平与基因表达未表现

出负相关，转录后调控可能影响着基因的表 

达［13-14］。Tang等［3］报道TWIST1在膀胱癌中表

达上调，而mRNA 水平较正常组织显著降低，

说明转录后调控的存在，接下来的研究重点将

围绕表达调控，揭示甲基化、转录后调控等多

方面机制在TWIST1基因表达中的作用。

　　综上所述，TWIST1基因可作为膀胱肿瘤的

一个候选检测靶点，甲基化水平的检测的高灵

敏度及特异度提示其可作为安全无创的膀胱肿

瘤筛查方法，尤其是针对低分期肿瘤。
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