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启动子区域甲基化检测的临床意义
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摘 要!$目的% 检测胃癌患者肿瘤组织及其相应的癌旁组织和淋巴结组织中端粒酶逆转录酶
&

-./0.

#基因启动子区域甲基化状态!并探讨其甲基化状态的改变与临床病理特征的关系' $方
法% 运用甲基化特异性

120&3415

方法!检测
*!

例手术切除胃癌组织(癌旁组织及相关淋巴结
中

-./0.

基因启动子区域甲基化状态!以同一标本正常组织作为阴性对照' $结果% 正常胃黏
膜组织未检测出

-./0.

表达!胃癌组织及癌旁组织(转移淋巴结中均检测出
-./0.

表达' 转移
淋巴结(胃癌组织中

-./0.

基因的甲基化阳性率分别为
6#(%!7,$ " ,65

(

8$#$!&,8 " *!5

!明显高于
癌旁组织的

!9(*!&$, " *!5&1:+(+#5

'胃癌组织
-./0.

基因甲基化阳性率与胃癌的临床分期(组织
分化程度(肿瘤大小有相关性

&1:+(+*5

' 癌旁组织
-./0.

基因甲基化阳性率和胃癌的临床分期(

肿瘤大小(组织分化程度(淋巴结转移具有相关性
&1:+(+*5

' 转移淋巴结
-./0.

基因甲基化阳性
率则与临床及病理特征无关' $结论% 胃癌组织及转移淋巴结中存在

-./0.

基因启动子区域的
异常甲基化调控!可能参与了胃癌的发生与发展'
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胃癌是我国最常见的恶性肿瘤之一!研究发现 有多种肿瘤抑制基因的失活与其发生(发展密切相
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'端粒酶
7SLTD\LXBPL5

通过弥补复制造成的端粒缩

短和与端粒延长无关的功能! 促进肿瘤的发生与发

展 $
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' 人端粒酶逆转录酶&
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引物 正向序列 反向序列 扩增片段长度
&'()

退火温度!

!

"

*+,-+ . //+0////++/1//++//1 0/0/+0//+0111/+/0/ $23 24

*+,-+ 5 000+1+101/0+++1001+/0/ /0+1/0/11/1111/0/11/0 !67 %7
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"为端粒酶的限速酶#与端粒酶

的活性高度一致# 其已成为肿瘤诊断和治疗的重要

靶点$

A

%

&

BC1

甲基化是人类表观遗传机制之一#在基

因突变'基因印记 '衰老'免疫等诸多方面起着重要

作用#与肿瘤发生和演进有着密切的联系$

6

%

& 前期研

究表明#胃癌细胞中存在
*+,-+

基因启动子区域甲

基化#而针对人胃癌组织'癌旁组织及淋巴结中基因

甲基化率及其意义却鲜有研究& 本实验应用甲基化

特异性
D/- &E@9*FG;9?H<"=(@>?I?> D/-

#

5JDK

方法检

测胃癌组织'癌旁组织和转移淋巴结中的
*+,-+

基

因启动子区域甲基化状态#分析
*+,-+

基因甲基化

与胃癌发生'发展及临床病理特征的关系#以期为以

*+,-+

为靶点的肿瘤基因临床治疗提供一个新的

思路&

#

资料与方法

!"!

临床资料

选取
!773

年
3

月至
!7#7

年
3

月大连大学附属

中山医院普通外科手术切除的胃癌组织以及相应的

癌旁组织'淋巴结各
2!

例!男性
A7

例#女性
!!

例"#

以正常胃黏膜作为阴性对照& 胃癌组织取自肿块中

央非坏死部分#癌旁组织取自距癌灶边缘
2>E

以内

的黏膜组织& 正常组织取自距肿块
%>E

以上的正常

黏膜组织& 所有标本均经本院两位高年资病理科医

生证实&病例临床资料完整#术前均未进行任何抗肿

瘤治疗#平均年龄
%!

岁(行胃癌根治术
6!

例#姑息

性胃大部切除术或全胃切除术
#7

例&根据美国癌症

联合委员会!

1L//

"胃癌
+C5

分期!

!7#7

年第七版"

标准#

!

期
M

例#

"

期
#6

例#

#

期
!7

例#

$

期
#7

例&

病理类型
N OH::E;<<!

型
P

结节或息肉型
K2

例#高分

化腺癌
A

例#中分化腺癌
!

例(

OH::E;<<"

型
&

局部

溃疡型
K#3

例#中分化腺癌
#6

例#高分化腺癌
2

例(

OH::E;<<#

型
&

浸润溃疡型
K#4

例#中分化腺癌
3

例#

低分化腺癌
4

例#黏液腺癌
#

例(

OH::E;<<$

型
&

弥

漫浸润型
K##

例#印戒细胞癌
A

例#黏液腺癌
A

例#低

分化腺癌
2

例&

2!

例患者中存在淋巴结转移
AM

例#

其中
Q4

枚淋巴结转移
!7

例& 肝转移
A

例&

!"#

主要试剂及仪器

对苯二酚'氢氧化钠'亚硫酸氢钠等购自大连宜

昌化工有限公司&

BC1

快速回收
R

纯化试剂盒购自

北京鼎国生物技术有限公司&

+;-;S; +;TBC1

聚合

酶'

+;-;S; U1+;TBC1

聚合酶'

!#0/ D/- 'VII@:

等

购自宝生物!大连"有限公司&

D/-

仪'低温高速离

心机!

,((@<WH:I

公司 #

0@:E;<F

"等&

!"$

实验方法

引物设计参照文献$

2

%设计甲基化特异性
D/-

引

物#引物均由宝生物!大连"有限公司合成& 见表
#

&

采取改进高盐法提取基因组
BC1

# 尽量剪碎&

取正常胃组织' 胃癌组织' 癌旁组织' 淋巴结各约

7X$Y

!约
7X2>E

A

"置于玻璃匀浆器中#加入
$EG

细胞

裂解缓冲液匀浆至不见组织块# 转入
$X2EG

离心管

中#

!7EYREG

蛋白酶
S

消化#

%EHGRU

饱和氯化钠盐

析#氯仿
R

异戊醇
!6$$

精制#异丙醇沉淀#

47Z

乙醇洗

涤
!

次#室温干燥#

+,

缓冲液溶解& 基因组
BC1

于

紫外分光光度计确定核酸纯度'浓度&

[M"!

超低温

冰箱保存备用&

D/-

反应体系总体积
2"%G

)

BC1"X2%Y

'

$%0/

D/-

缓冲液#

"X!2EEHGRU

的
WC+D

#

"X!%EHGRU

上'下

游引物
"X"2% U1+;TBC1

聚合酶#反应条件)

32!

预

变性
AE?<

'

36! A"=

'

24! A"=

'

4!! A"=

# 共
A"

个循

环#

4!!

延伸
2E?<

&

甲基化特异性
D/-

!

5JD

"的方法参照文献 $

2

%并

加以改进# 基因组
BC1

的亚硫酸化修饰) 取约
$\

!%Y

基因组
BC1

#

"XAEHGRU

氢氧化钠
A4!

水浴
$2\

A"E?<

变 性 # 终 浓 度
AXAEHGRU

亚 硫 酸 氢 钠 及

"X!EEHGRU

氢醌#避光
22!

水浴
M\$!*

进行硫化'脱

氨反 应 #

BC1

快速纯化
R

回收试剂 盒 回 收
BC1

#

"XAEHGRU

氢氧化钠脱硫#

AEHGRU

醋酸铵中和#三倍体

积冷无水乙醇沉淀#

4"Z

乙醇洗涤
!

次#

A"%G

灭菌蒸

.

)野生型引物
]5

)甲基化引物
]8

)非甲基化引物

表
#

甲基化特异性
D/-

引物

论 著 6%!
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馏水溶解
&!'!

保存 !

()*

反应体系
+'!,

" 修饰

-./ "0+!1# "*23

缓 冲 液 #

"0!+445,67

的
8.9*

$

"0!!45,67

上下游引物$

"0"+: 9;<-./

聚合酶%反应

条件 "

=+!

预变性
+4>?

后加入
9;<-./

聚合酶 $

=+! @"A

&

B"! @"A C

每循环退火温度降低
#!D

&

B!!

@EA

共
$"

个循环 $

=+! @"A

&

%"! @"A

&

B!! @"A

$共

@"

个循环$

B!!

延伸
$"4>?

!

!"#

统计学处理

采用
)*)) $@0"

软件进行卡方检验$

*FE0E+

为

差异有统计学意义!

!

结 果

$"! *23

扩增胃癌组织!癌旁组织及转移淋巴结中

G9H39

核心启动子原始序列及部分序列结果

*23

扩增未经修饰
G9H39

核心启动子原始序

列$产物经
!I

琼脂糖凝胶电泳结果显示"正常胃组

织未检出
G9H39

核心启动子序列$胃癌组织&癌旁

组织& 转移淋巴结中均存在
G9H39

核心启动子序

列! 见图
$

!

用
G9H39

甲基化特异性引物和非甲基化特异

性引物扩增的甲基化阳性对照和非甲基化阳性对照

时$分别只有
(

引物和
:

引物出现预期大小的扩增

片段'图
!

($提示实验技术和所用的引物&试剂正

确$实验结果可信% 部分甲基化特异性
*23

检测产

物经
$0+I

琼脂糖凝胶电泳结果显示"甲基化特异性

*23

扩增
G9H39

启动子部分序列$胃癌组织&部分

癌旁组织&转移淋巴结中
G9H39

启动子区存在甲基

化% 非转移淋巴结未发现该区域存在甲基化'图
!

(%

!0!

各组织中
G9H39

基因甲基化阳性率与胃癌临床

病理特征的关系

转移淋巴结&胃癌组织中
G9H39

基因的甲基化

阳性率分别为
J$0%#K@$ $ @JD

&

B$%!#L@B $ +!M

$ 明显高

于癌旁组织的
!+0E#C$@ $ +!MC*FE0E$M

% 胃癌组织中

G9H39

基因甲基化阳性率与胃癌的临床分期&组织

分化程度&肿瘤大小具有相关性
C*FE0E+M

% 癌旁组织

G9H39

基因甲基化阳性率与胃癌的临床分期&肿瘤

大小& 组织分化程度& 淋巴结转移具有相关性
C*F

E0E+M

%转移淋巴结
G9H39

基因甲基化阳性率则与胃

癌各临床病理特征无关% 见表
!

%

$"%

测序结果分析

经过亚硫酸化修饰后的
-./

中胞嘧啶
C2M

转变

为胸腺嘧啶
C9M

$但是存在甲基化的
2NO

二核苷酸中

的
2

未转变为
9

$而无甲基化的
2NO

二核苷酸则发

生这种转变$由此判定
-./

是否存在甲基化% 不同

类型胃癌组织的
G9H39

核心启动子区
2NO

岛均存

在甲基化$但甲基化情况有所差别$见图
@

%

@

讨 论

G9H39

基因位于染色体
+N#+0@@

$编码由
# #@!

个氨基酸组成的
#!BP-

蛋白$

G9H39

基因
+&

端为调

控区$其启动子位于该区域内%

G9H39

基因启动子

区存在一个典型的
2NO

岛$ 此区域
O2

含量高达

BQR

$

2O6O2

为
E0JB

$ 其中存在大量的调控序列&转

录起始点及第一个外显子等)

%

*

%

G9H39

基因的调控

极其复杂$包括转录水平的调控及转录后的修饰$而

前者为主要的调节方式)

B

*

% 肿瘤细胞由于
-./

甲基

转移酶外显子区基因突变而导致其活性异常$使肿瘤

(

" 甲基化引物$

:

" 非甲基化引物 %

(/S-7!EEE

-./ 4;TPUT

$

#

" 正常胃组织$

!

"胃癌组织$

@

"癌旁组织$

Q

"非转移淋巴结$

+

"转移淋巴结%

图
!

甲基化特异性
*23

扩增
G9H39

核心启动子
部分序列结果

(/S-7!EEE -./ 4;TPUT

$

#

&

!

"胃癌组织$

@

&

Q

"癌旁
组织$

+

"正常胃组织$

%

"转移淋巴结

图
# *23

扩增
G9H39

核心启动子原始序列结果

(/ # ! @ Q + %
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$

!

&'()'

原始核心启动子序列"

!

!低分化胃癌组织
*+,

产物测序图"

-

!高分化胃癌组织
*+,

产物测序图"

.

!部分癌
旁组织

*+,

产物测序图"

!

!甲基化不同的
/01

位点#

图
- ,/)

产物部分克隆测序结果

表
! &'()'

启动子区域甲基化与胃癌临床病理特征的关系

年龄$岁%

"%"

2%"

!.

!3

$3

$

456"

%

$7

$

%467

%

"6".% "63-" 3

$

--6-

%

5

$

$467

%

"6$"5 "64.% "6"4" "647$

肿瘤大小$

89

%

25

"5

!$

-$

$"

$

.46%

%

!4

$

346$

%

765"% "6""! $

$

.63

%

$!

$

-364

%

46%75 "6""% "6$!$ "64!3

肿瘤浸润深度
'

$

:'

!

'

-

:'

.

#3

-.

#;

$

556%

%

!4

$

476.

%

-6!%- ;6;4$ !

$

$$6$

%

$$

$

-!6-

%

!63-! ;6;7! ;6;;$ ;673$

组织分化程度
1

$

:1

!

1

-

:1

.

-!

!;

$3

$

5%6-

%

$7

$

756;

%

76;;. ;6;;- .

$

$!65

%

7

$

.56;

%

%67-- ;6;;3 $654% ;6!;7

临床分期
!:"

#:$

!!

-;

$$

$
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%

!%

$

3%64

%

36-$. ;6;;. !

$
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%
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$
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%
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淋巴结受累
<

;

:<

$

<

!

:<

-

$3

!;

$%

$

3367

%

$7

$

756;

%

;6.34 ;6.35 !

$

$$6$

%

$$

$

556;

%

%6%%- ;6;$; ;6;4; ;647$

性别 男性
女性

-;

!!

!$

$
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%

$%

$

4!64

%

;6.-4 ;65;3 4

$

!-6-

%

%

$
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%

;6.$- ;65!$ ;67;4 ;6-.$

&'()'

基因
甲基化$

=

%

%

!

,

值
&'()'

基因
甲基化$

=

%

%

!

,

值
%

!

,

值
临床病理因素 例数

癌组织 癌旁组织

$5

$

336!

%

$%

$

4%6!

%

$$

$

3.65

%

!;

$

3;6;

%

7

$

3$63

%
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$
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%

.

$
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%

!4

$

3$63

%

%

$
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%

!5

$
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$5

$
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%

$%

$
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$%

$

3;6;

%

$5

$

3-6-

%
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基因
甲基化$

=

%

转移淋巴结
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$4

!$
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!5
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5
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细胞中某些相关基因
&'(

岛出现高甲基化水平 !

)

"

#

(*+,,-.-/

等 !

0

"认为
1

各肿瘤细胞系如宫颈癌$神经母

细胞瘤$大肠癌细胞系均存在
23453

启动子的高甲

基化#

6,+7'7*,78

等!

$9

"发现
23453

启动子区
&'(

岛

甲基化与肝癌细胞的发生$发展密切相关# 可见很多

肿瘤细胞是通过
23453

启动子甲基化促进其表达#

甲基化特异性
:&5

法是一种敏感度$ 特异性

高%快速的基因甲基化检测方法#本研究显示正常胃

组织中无一例基因启动子区发生甲基化# 胃癌组织

中
23453

基因启动子区甲基化率
;<#=!!>

显著高于

癌旁组
;!?=9!>;:@9=9$>

#

(+A-B

等!

$$

"研究发现
23453

甲基化现象在胃癌中频繁出现%而在癌前病变
;

如胃

息肉$肠上皮化生等
>

中很少出现# 结合文献及本研

究结果%提示
23453

基因启动子区甲基化是胃癌频

发的分子事件% 提示其可能是导致肿瘤发生的机制

之一%是胃癌早期发展中的一个步骤# 本研究中
$C

例癌旁组织中
23453

基因发生了甲基化%因标本来

自胃癌患者%虽经病理证实为非癌组织%分子水平上

可能并非正常% 因为甲基化改变的出现可能早于肿瘤

的发生#

本研究分析发现%胃癌组织中不同年龄$性别$

肿瘤浸润深度及淋巴结转移状态患者的
23453

基

因启动子区甲基化率差异均无统计学意义% 胃癌中

23453

甲基化率与胃癌的临床分期$肿瘤大小和组

织分化程度相关# 肿瘤的分期与肿瘤浸润深度及有

无淋巴结转移相关%而本实验中
23453

基因启动子

区域甲基化率与两者无关% 考虑选取
3

$

$

3

!

期肿瘤

样本量小% 且本实验中
C

例肝转移患者肿瘤均未侵

透浆膜从而干扰数据形成偏倚所致% 有待扩大样本

进一步研究#癌旁组织
23453

基因启动子区甲基化

率不但与肿瘤临床分期$ 肿瘤大小和组织分化程度

有关%而且有淋巴结转移组甲基化率
;??=9!>

较无淋

巴结转移组
;$$=$!>

高%差异有统计学意义# 提示癌

旁组织
23453

甲基化检测可能为胃恶性肿瘤潜在

淋巴结的转移提供分子生物学依据# 另测序分析发

现不同分化程度胃癌组织中
23453

基因启动子甲

基化程度不同%这与
(*+,,-.-/

等!

0

"的观点一致# 转移

淋巴结中的
23453

阳性率高于胃癌组织%胃癌组织

联合转移淋巴结进行甲基化检测% 对临床肿瘤的诊

断价值可能高于单纯对胃癌组织的检测#

D*E*B+

等!

$!

"

提出
23453

基因在胃癌及癌前病变表达一致%而正

常胃黏膜未发现
23453 F5GH

表达#

I+

等 !

#C

"提出

<#J

的胃恶性肿瘤存在
23453 F5GH

表达%

C$J

相

应正常胃组织中有表达%可见单纯检测
23453

基因

对胃恶性肿瘤的诊断价值有限#

本研究显示%

23453

基因启动子区高甲基化与

胃癌的发生密切相关% 可能是胃癌早期发展中的一

个分子事件#将
23453

基因启动子区高甲基化作为

标志物%结合其他几种甲基化率高的基因%用甲基化

特异性
:&5

法进行联合检测%可为胃癌的早期诊断

提供重要的理论依据和方法#
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