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DNMT3L 在卵巢恶性生殖细胞肿瘤中的表达及其临床病理特征
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[摘　要]	 目的：探讨DNMT3L(DNA methyltransferase 3-like)蛋白在不同种类卵巢恶性生殖细胞肿瘤中的表达

及其在生殖细胞肿瘤发生发展过程中的作用。方法：收集卵巢恶性生殖细胞肿瘤59例，包括原始生

殖细胞肿瘤52例及未成熟性畸胎瘤7例，原始生殖细胞肿瘤包括胚胎性癌10例，卵黄囊瘤22例，无

性细胞瘤13例，混合性生殖细胞肿瘤7例；同时收集非生殖细胞肿瘤17例，包括浆液性癌5例，颗粒

细胞瘤5例，卵泡膜细胞瘤7例，采用SP免疫组织化学方法检测肿瘤组织中的DNMT3L蛋白的表达

情况，并结合临床病理特征及组织学类型进行统计学分析。结果：DNMT3L主要在原始生殖细胞肿

瘤表达，总体阳性率为73.1%(38/52)，其中混合性生殖细胞肿瘤阳性表达率为85.7%(6/7)，无性细

胞瘤阳性表达率为84.6%(11/13)，卵黄囊瘤中阳性表达率为68.2%(15/22)，胚胎性癌阳性表达率为

60%(6/10)。DNMT3L在7例未成熟畸胎瘤及17例非生殖细胞肿瘤中均未见阳性表达。临床病理特征

分析显示DNMT3L阳性表达率与原始生殖细胞肿瘤的FIGO分期有关，与年龄及肿瘤大小等无关。

结论：DNMT3L在原始生殖细胞肿瘤阳性表达率高，对其诊断具有较好的敏感性和特异性，DNA

甲基化的改变可能在卵巢原始生殖细胞肿瘤的发生过程中起到重要作用。
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Abstract Objective: To investigate the expression patterns of DNA methyltransferase 3-like (DNMT3L) protein in 

malignant ovarian germ cell tumors and the underlying roles in the pathogenesis of germ cell tumors. Methods: A 

total of 59 cases of ovarian malignant germ cell tumors were collected which include 52 cases primitive germ cell 

tumors and 7 cases immature teratoma. Primitive germ cell tumors included 10 cases embryonal carcinoma, 22 

cases yolk sac tumors, 13 cases dysgerminoma, and 7 cases mixed germ cell tumors; meanwhile 17 cases non-germ 

cell tumors were collected including 5 cases serous adenocarcinoma, 5 cases granulose cell tumors and 7 cases. SP 
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卵 巢 恶 性 生 殖 细 胞 肿 瘤 是 一 组 来 源 于 不 同

分化阶段胚胎性腺原始生殖细胞的肿瘤，好发于

年 轻 女 性 ， 种 类 多 样 ， 组 织 学 特 征 各 不 相 同 ，

发病率占卵巢原发肿瘤的5 % [1]。恶性生殖细胞肿

瘤中最为常见的是原始生殖细胞肿瘤及未成熟畸

胎 瘤 ， 前 者 包 括 无 性 细 胞 瘤 、 卵 黄 囊 瘤 ( 内 胚 窦

瘤 ) 、 胚 胎 性 癌 ， 恶 性 程 度 高 ， 生 长 迅 速 ； 后 者

根 据 不 成 熟 组 织 成 分 所 占 比 例 分 为 0 ~ 4 级 [ 2 ]。 虽

然近年来恶性生殖细胞肿瘤的诊断和治疗均已取

得较大进展，治愈率可达75%~100% [3]，但此类肿

瘤的发生、发展及病因学机制尚未明确，寻找新

的肿瘤标志物并探究其癌变机制具有重要意义。

DNMT3L(DNA methyltransferase 3-like)是DNA甲

基化转移酶的一种，其在结构上与其他两种DNA
甲基化转移酶(DNMT3A和DNMT3B)具有高度同

源性，可以与DNMT3A相互作用启动从头甲基化

机制[4]。相关研究[5]表明：DNMT3L可以在胚胎干

细胞及多能生殖干细胞中阳性表达。Minami等[6]的

研究结果显示：DNMT3L可能是睾丸胚胎性癌新

的特异性标志物，在鉴别精原细胞瘤及胚胎性癌

中具有重要价值。因此，本研究选取5 9例生殖细

胞肿瘤及1 7例非生殖细胞肿瘤行免疫组织化学染

色，结合临床病理特征探讨DNMT3L在卵巢恶性

生殖细胞肿瘤中的表达及DNA甲基化在生殖细胞

肿瘤发生、发展中的作用。

1  对象与方法

1.1  对象

收集青岛市市立医院及青岛大学附属医院2013
至2015年卵巢原发的生殖细胞肿瘤患者共59例，

年龄11~49(中位31.3)岁，其中胚胎性癌10例，卵

黄囊瘤22例，无性细胞瘤13例，混合性生殖细胞

肿瘤7例(包括3例未成熟畸胎瘤与胚胎性癌混合，

2例卵黄囊瘤与胚胎性癌混合及1例无性细胞瘤，

未成熟畸胎瘤与卵黄囊瘤混合)，未成熟畸胎瘤7例

(未成熟成分均为原始神经管)。另选取17例非生殖

细胞肿瘤为对照组，其中包括卵泡膜细胞瘤7例，

颗粒细胞瘤5例，浆液性腺癌5例(低级别2例，高

级别3例)，年龄25~47(中位45.2)岁。所有病例经

2名富有经验的病理诊断医师确诊，并根据国际妇

产科联盟(International Federation of Gynecology and 
Obstetrics，FIGO)分期标准进行分期，患者均未行

术前放射或化学治疗，腹腔冲洗液均未见肿瘤细

胞。本研究经青岛市市立医院伦理委员会审核批

准，患者均知情同意。

1.2  方法

所有标本取材后经4%中性甲醛固定，常规脱水

及石蜡包埋后，行4 μm连续切片，40 min烤片后二

甲苯脱蜡，梯度乙醇脱水，采用链霉素抗生物素-过
氧化物酶染色法(SP法)进行免疫组织化学染色，具

体步骤如下：经PBS冲洗3次，5 min/次，将切片放

入高压锅内，使乙二胺四乙酸(EDTA)抗原修复液

能没过组织切片，进行高压修复，待高压阀开始

转动并有水蒸气从高压阀处开始冒出时，温度迅

速调到100 ℃，倒计时90 s，打开高压锅，自然冷

却至室温。经PBS冲洗3次，5 min/次，然后加入

3%过氧化氢孵育30 min去除内源性过氧化物酶，

PBS冲洗3次，5 min/次，滴加动物血清室温封闭

15 min，滴加50 μL一抗(DNMT3L，兔抗人多克隆

抗体，1:100，美国Abcam公司)，37 ℃孵育1.5 h，

PBS冲洗3次，5 min/次，滴加50 μL二抗(酶标羊抗

小鼠/兔Ig G聚合物，北京中杉金桥生物技术有限

公司)，37 ℃孵育10 min，PBS冲洗后3次，5 min/
次。DAB显色3 min，苏木精复染30 s，梯度乙醇脱

immunohistochemistry was performed to detect the DNMT3L expression in tumor tissues. The relationship with 

clinical-pathologic features and histological categories were analyzed. Results: DNMT3L was mainly expressed 

in primitive germ cell tumors, with total 73.1% (38/52) positive expression, 85.7% (6/7) positive expression for 

mixed germ cell carcinoma, 84.6% (11/13) for dysgerminoma, 68.2% (15/22) for yolk sac tumors and 60% (6/10) 

for embryonal carcinoma. The expression of DNMT3L was negative in 7 cases immature teratoma and 17 cases 

non-germ cell carcinoma. DNMT3L-positive proportion correlated to FIGO staging and had no correlations to 

age and tumor size. Conclusion: DNMT3L has a high positive rate in the primitive germ cell tumor and has a 

good sensitivity and specificity for its diagnosis. The change of DNA methylation may play an important role in the 

process of ovarian primitive germ cell tumor.
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水，二甲苯透明后中性树胶封片。两种抗体均设

有阳性对照及阴性对照，PBS溶液代替一抗作为阴

性对照，阳性对照应用已知阳性切片。

1.3  结果判读及分析

免疫组织化学结果采用双盲法判定，由病理

科 2 名 高 年 资 主 治 医 师 独 立 阅 片 后 判 定 。 结 果 分

析以着色细胞百分数及染色强度为观察指标，每

张 切 片 随 机 选 取 5 个 具 有 代 表 性 的 高 倍 视 野 进 行

综合判断，取其平均值进行对比分析，具体标准

如下：着色细胞百分数，<5%为0分，5%~<25%为 
1分，25%~50%为2分，>50%为3分；染色程度，不

着色为0分，淡黄色为1分，棕黄色为2分，棕褐色

为3分。两者相乘记为总分，1~<4分为阴性，4~9
分为阳性。

1.4  统计学处理

应用Graphpad Prism5软件进行分析，采用卡

方检验Fisher’s精确概率法，P<0.05为差异有统计

学意义。

2  结果

2.1  DNMT3L 在恶性生殖细胞肿瘤中的表达

DNMT3L蛋白主要在细胞质和细胞核中阳性

表达，呈现出深浅不一、粗细不等的棕黄色颗粒。

DNMT3L在原始生殖细胞肿瘤表达明显升高，呈

棕黄色强表达，在胚胎性癌、无性细胞瘤、卵黄

囊瘤及混合性生殖细胞肿瘤中均有不同程度的表

达。其中7例混合性生殖细胞肿瘤中，有6例细胞质

阳性表达，混合性生殖细胞肿瘤包括3例未成熟畸

胎瘤与胚胎性癌混合，2例卵黄囊瘤与胚胎性癌混

合及1例无性细胞瘤，未成熟畸胎瘤与卵黄囊瘤混

合，主要在肿瘤中的胚胎性癌、无性细胞瘤及卵黄

囊瘤成分中表达，未成熟畸胎瘤未见表达，总体

阳性率为85.7%(6/7)。13例无性细胞瘤中，11例细

胞质及细胞核阳性表达，阳性率为84.6%(11/13)；

22例卵黄囊瘤中，15例细胞质阳性表达，阳性率

为68.2%(15/22)；10例胚胎性癌中，6例细胞质阳

性表达，阳性率为6 0 % ( 6 / 1 0 )；总阳性表达率为

73.1%(38/52)；7例未成熟畸胎瘤中，恶性的神经

管成分均未表达；DNMT3L在卵巢原始生殖细胞

肿瘤及未成熟畸胎瘤中的阳性表达率差异有统计学

意义(P=0.0002，图1)。

图1 DNMT3L在卵巢恶性生殖细胞肿瘤中的表达(HE及免

疫组织化学染色，×100)

Figure 1 Expression of DNMT3L in ovarian malignant germ 

cell tumors (HE and IHC staining, ×100)

DNMT3L在混合性生殖细胞肿瘤(A)中细胞质阳性表达

(F)，在无性细胞(B)中细胞质及细胞核阳性表达(G)，在卵

黄囊瘤(C)中细胞质阳性表达(H)，在胚胎性癌(D)中细胞

质阳性表达(I)，在未成熟畸胎瘤(E)中阴性表达( J)。

DNMT3L is positively expressed in cytoplasm (F) of mixed 

germ cell carcinoma (A), in cytoplasm and nucleus (G) of 

dysgerminoma (B), in cytoplasm (H) of yolk sac tumor (C) and 

in cytoplasm (I) of embryonal carcinoma (D), negatively ( J) 

expressed in immature teratoma (E).
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2.2  DNMT3L 在 17 例非生殖细胞肿瘤中的表达

D N M T 3 L 在 浆 液 性 腺 癌 及 卵 泡 膜 细 胞 瘤 中

表 达 量 低 ， 呈 淡 黄 色 弱 表 达 ( 图 2 ) ， 在 5 例 浆 液

性腺癌中，1 例阳性表达，阳性率为2 0 % ( 1 / 5 ) ；

7 例 卵 泡 膜 细 胞 瘤 中 ， 1 例 阳 性 表 达 ， 阳 性 率 为

14.3%(1/7)；5例颗粒细胞瘤均阴性表达，总阳性

表达率为11.8%(2/17)。DNMT3L在卵巢原始生殖

细胞肿瘤及非生殖细胞肿瘤中的阳性表达率差异

有统计学意义(P<0.0001，表1)。

2.3  DNMT3L 表达与卵巢原始生殖细胞肿瘤临床

病理特征相关性

D N M T 3 L 主 要 在 原 始 生 殖 细 胞 肿 瘤 中 高 表

达 ， 因 此 进 一 步 分 析 了 D N M T 3 L 表 达 与 原 始 生

殖 细 胞 肿 瘤 患 者 临 床 病 理 资 料 之 间 的 关 系 ， 结

果显示： D N M T 3 L 的表达与肿瘤 F I G O 分期相关

(P=0.03)，与患者年龄、肿瘤大小、淋巴结转移以

及肿瘤为单侧/双侧均无相关性(均P>0.05，表2)。

A

C

B

图2 DNMT3L在卵巢非生殖细胞肿瘤中的表达(免疫组织化

学染色，×200)

Figure1 Expression of DNMT3L in ovarian non-germ cell 

tumors (IHC staining, ×200)

D N M T 3 L 在 浆 液 性 癌 中 细 胞 质 弱 阳 性 表 达 ( A ) ， 在 颗

粒细胞瘤阴性表达(B)，在卵泡膜细胞瘤细胞质弱阳性 

表达(C)。

DNMT3L is weakly positively expressed in serous adenocarcinoma 

(A), negatively expressed in granular cell tumor (B) and weakly 

positively expressed in theca cell tumor (C).

表2 DNMT3L表达与卵巢原始生殖细胞肿瘤临床病理特

征的相关性

Table 2 Correlations between DNMT3L expression and 

clinicopathological features of ovarian primitive cell 

tumors

组别 n
DNMT3L

P
− +

年龄/岁 0.87

<20 31 8 23

≥20 21 5 16

FIGO分期 0.03

I 15 7 8

II~III 37 6 31

肿瘤直径/cm 0.39

<10 35 10 25

≥10 17 3 14

单侧/双侧 0.20

单侧 28 9 19

双侧 24 4 20

淋巴结转移 0.73

有 18 4 14

无 34 9 25

表1 DNMT3L在不同卵巢肿瘤中的表达差异

Table 1 Expression difference of DNMT3L in ovarian tumors

组别 n
DNMT3L

P
+ −

原始生殖细胞肿瘤 52 38 14 —

未成熟畸胎瘤 7 0 7 0.0002***

非生殖细胞肿瘤 17 2 15 <0.0001***

与原始生殖细胞肿瘤相比，***P<0.001。

Compared with the primordial germ cell tumor, ***P<0.001.

3  讨论

卵 巢 恶 性 生 殖 细 胞 肿 瘤 包 括 卵 黄 囊 瘤 、 未

成熟畸胎瘤、无性细胞瘤、胚胎性癌、以及混合

性 生 殖 细 胞 瘤 等 多 种 肿 瘤 ， 因 肿 瘤 种 类 繁 多 ，

组织学形态多样，不同生殖细胞肿瘤之间鉴别诊

断 十 分 困 难 ， 虽 然 锌 指 转 录 蛋 白 4 ( S A L L 4 ) 、 八
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聚 体 结 合 蛋 白 4 ( O C T 4 ) 、  磷 脂 酰 肌 醇 蛋 白 多 糖

3 (G l y p i a n - 3 ) 等新型免疫组织化学抗体的运用可

辅助诊断部分肿瘤，但其特异性及敏感性各不相

同 ， 临 床 病 理 诊 断 过 程 中 仍 需 要 更 多 的 精 准 抗

体联合应用进行综合判断。研究 [ 6 ]显示D N M T 3 L
是睾丸胚胎性癌的特异性标志物。为进一步探讨

DNMT3L在卵巢恶性生殖细胞肿瘤中的表达及临

床应用价值，本研究应用免疫组织化学方法对不

同种类的卵巢恶性生殖细胞肿瘤进行DNMT3L染

色 ， 结 果 表 明 ： D N M T 3 L 在 原 始 生 殖 细 胞 肿 瘤

中表达水平明显增高，其中在混合性生殖细胞肿

瘤及无性细胞瘤中阳性表达率均在 8 0 % 以上，明

显高于非生殖细胞肿瘤，在未成熟畸胎瘤中未见 
表达。

据文献[ 7 - 8 ]报道：O CT 4 及S A L L 4 是原始生

殖细胞肿瘤的重要肿瘤标志物，在肿瘤发生、发

展中起重要作用。在正常组织中，OCT4及SALL4
均仅在胚胎干细胞中表达，在成熟体细胞中不表

达，二者均是维持胚胎生殖细胞多功能所需的重

要转录因子[9-10]。DNA甲基化是细胞开闭基因表达

的一种方式。DNA甲基化通过不改变DNA的结构

对组织特异性基因的表达进行调控。非甲基化或

低甲基化状态可以促进基因的表达，高甲基化状

态抑制其表达。OCT4及SALL4在原始生殖细胞肿

瘤中的高表达可能与基因的甲基化状态改变从而

导致的相关的基因表达调控失活有关[5,11]。

D N A 甲 基 化 由 主 要 在 D N A 甲 基 化 转 移 酶

( D N M Ts) 的催化作用下完成， D N M T 3 L 是 D N A
甲基化转移酶的一种亚型，DNA甲基化转移酶在

DNA甲基化过程中催化甲基基团转移至DNA序列

的 5 ' 胞嘧啶上，是胚胎发育过程中的重要环节，

可通过调节基因启动子区的甲基化导致基因组印

迹、X染色体灭活，并具有影响端粒酶的完整性以

及参与组蛋白修饰等重要功能[12]。研究[11,13]表明：

DNMT3L虽然不具有催化活性，但可以调节其他

两种从头合成甲基化转移酶DNMT3A及DNMT3B
的表达活性。DNMT3L在小鼠胚胎干细胞中表达

量最高，随着胚胎干细胞分化成熟，DNMT3L表

达量逐渐减少，出生后第6天表达基本消失 [14-15]。

早期生殖细胞DNMT3L的丢失和精母细胞瘤减数

分裂失败密切相关[16]。

最 新 研 究 [ 1 7 ]证 实 ： S i r t 1 基 因 可 以 通 过 拮 抗

D N M T 3 L 表 达 在 胚 胎 干 细 胞 的 分 化 及 甲 基 化 进

程起重要作用。Minami等 [6]研究表明：DNMT3L
在胚胎性癌的组织学标本及两种胚胎性癌的细胞

系 中 均 有 高 表 达 ， 在 其 他 上 皮 性 肿 瘤 及 生 殖 细

胞 肿 瘤 中 不 表 达 。 但 本 研 究 结 果 与 其 不 一 致 ：

DNMT3L在卵巢混合性生殖细胞肿瘤，无性细胞

瘤、胚胎性癌及卵黄囊瘤中均有表达，DNMT3L
能够鉴别原始生殖细胞肿瘤，但无法进行准确分

类，可能与DNMT3L参与睾丸和卵巢生殖细胞肿

瘤不同发生过程相关；而DNMT3L在原始生殖细

胞肿瘤中的高表达也提示DNA甲基化可能通过改

变 O C T 4 及 S A L L 4 等干细胞标志物的甲基化状态

调控其表达，从而参与原始生殖细胞肿瘤的发生

发展。

综上，本研究应用免疫组织化学染色，检测

DNMT3L在卵巢恶性生殖细胞肿瘤中的表达，结

果表明DNMT3L能够很好地区分卵巢原始生殖细

胞肿瘤及非生殖细胞肿瘤，具有较好的敏感性和特

异性，DNA甲基化过程在原始生殖细胞肿瘤的发

生、发展过程中起至关重要的作用，可能通过调控

相关干细胞标志物参与肿瘤的发生、发展机制。
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