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摘 要!$目的% 通过检测长链非编码
>?@!ABCDE**,**-

在人食管癌细胞系及食管鳞状细胞
癌&

1FDD

#组织中的表达情况及其甲基化状态"探讨
ABCDE**,**-

基因在食管鳞癌发生'发
展中的作用及表观遗传学失活机制( $方法% 分别应用逆转录)聚合酶链反应以及甲基化特
异性聚合酶链反应的方法检测

ABCDE**,**-

基因在
G?@

甲基化转移酶抑制剂
,!@H3!ID

处
理前后的食管癌细胞系&

J1'

'

J1'&

'

JKJL

'

1=3'"-

#以及
,$

例食管鳞癌组织及相应癌旁正常组
织中的表达情况和各位点的甲基化状态* $结果%

!ABCDE"",""-

基因的表达在
,!@H3!ID

处理
后的

/

株细胞系中表达增高" 在
,!@H3!ID

处理前的
/

株细胞系中
ABCDE"",""-

基因的
&

个
位点均表现为高甲基化状态"在

,!@H3!ID

处理后"各位点甲基化程度均降低*

ABCDE"",""-

基因在
1FDD

中的表达明显低于对应癌旁正常组织&

"<!'""<!!!MN *K&!"*K!-

"

OP*K*,

#"其远端
DQR

岛及第
!

外显子区甲基化率在
1FDD

与其癌旁正常组织中差异无统计学意义"且其在发
生甲基化的

1FDD

与未发生甲基化的
1FDD

中的表达无统计学差异* 第一外显子区甲基化率
在

1FDD

中显著高于其癌旁正常组织$

/,K%'S

&

!%T,$
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MN #-<&*S
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##T,$

#"
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%"并与淋巴
结转移+组织分化程度及

J?U

分期密切相关"且此位点发生甲基化的
1FDD

中该基因的表达
显著低于未发生甲基化的

1FDD

组织&
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"

O$*<*,

#* $结论%

ABCDE**,**-

基因在食管癌细胞系和
1FDD

中的低表达与
1FDD

的发生'发展密切相关"且其第一外显子区
甲基化异常增高可能是导致其表达沉默的机制之一*
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#曾经被认为不具有任何生物学功能"被称为是

基因组转录的$噪音%

&

2

'

( 然而"近年来研究发现这些

$噪音%基因组可能发挥重要的生物学作用"并有研

究证明"

*,.'()1

在各种疾病中都有异常表达"其中

包括癌症(研究认为
*,.'()1

的表达能够通过
3()

甲基化来调控" 其启动子区
456

岛发生甲基化后"

会抑制该基因的转录"如果抑癌基因启动子区
456

岛发生甲基化就很可能导致肿瘤的发生 &

!

'

"并且不

同位点的甲基化率不同" 会对基因的沉默有一定的

影响&

&

'

( 本文旨在研究
7894:;"<""=

在食管鳞癌细

胞系和食管鳞癌!

>1+5?@->@* 1AB@C+B1 .>** .@D.0,+!

C@

"

EF44

) 组织中的表达与各位点甲基化状态之间

的关系"并结合临床及病理资料"分析该基因在食管

鳞癌细胞系和
EF44

的发生*发展中的作用(

#

材料与方法

!"!

材 料

#G2G2

主要试剂

逆转录试剂盒!

HD+C>-@

)+绿色体系!

HD+C>-@

)+

蓝 色 体 系 !

HD+C>-@

)+

I0J@D/ 3()

纯 化 试 剂 盒

!

HD+C>-@

)+蛋白酶
K

!

)CL0+,

公司)+胎牛血清!

MN

公司)+

'HON#%P;

培养基!

60L.+

公司)+

<!

氮杂
!!"!

脱

氧胞苷!

<!)J@!!"!/>+QR.RS0/0,>

"

<!)J@!/4

)!

60L.+

公

司)+

TD0J+*

!索莱宝公司)+所用引物均在北京赛百盛

基因技术有限公司合成(

#G#G!

食管癌细胞系培养

食管癌细胞系
TE#

*

TE#&

*

TGT(

*

E4@#;=

均由河

北医科大学第四医院肿瘤研究所病理研究室保留并

传代 ( 所有细胞系培养均用含
#;U

胎牛血清的

'HON 2%P;

培养液常规培养(应用
3()

甲基转移酶

抑制剂
<!

氮杂
!!"!

脱氧胞苷 !

<!)J@!/4

)!终浓度

<!C+*V8

)作用于
TE2

*

TE2&

*

TGT(

*

E42;=

细胞系"每

!P?

更换培养液"培养
PW?

"第
&/

换成全血清培养基

培养
!P?

后收集细胞(

2G2G&

研究对象和标本来源

标本取自
!;2&#!;2<

年河北医科大学第四医院

的
EF44

手术患者"共
<$

例"全部患者术前均未接

受任何放*化疗"其中男性
&%

例"女性
!2

例"年龄

PW#$;

岁"中位年龄
%2

岁( 每例患者均取
EF44

原

发灶组织及距原发灶边缘
&X<.C

以上的相应癌旁

正常组织( 手术切除标本一部分常规制作蜡块行

YE

染色+ 另一部分在新鲜状态放入
ZW"$

低温冰箱

保存"用来提取
'()

与
3()

( 所有组织标本经
YE

染色确定为
EF44

组织" 癌旁组织均未见癌细胞浸

润 ( 根 据 国 际 抗 癌 联 盟 !

[,0+, \+D N,S>D,@S0+,@*

4@,.>D 4+,SD+*

"

[N44

)的标准进行
T(O

分期,

"

期
P

例-

$G"U

)"

#

期
&!

例!

<%G2U

)"

$

期
2W

例!

&2G%U

)"

%

期
&

例!

<G&U

)( 根据肿瘤的病理学分级,

<$

例患

者中高分化
!&

例!

P"GPU

)"中分化
2<

例!

!%G&U

)"低

分化
2=

例!

&&G&U

)(有淋巴结转移
!!

例!

&WG%U

)"无

淋巴结转移
&<

例!

%2GPU

)(

!"#

方 法

2G!G2

逆转录!聚合酶链反应"

D>]>D1> SD@,1.D05S0+,!

5+*RC>D@1> .?@0, D>@.S0+,

#

'T ZH4'

$ 方 法 检 测

7894:""<""=

基因在食管癌细胞系及
EF44

组织

中的表达

根据
TD0J+*

试剂说明书提取步骤提取
<!)J@!/4

处理前后的食管癌细胞系及组织标本中的总
'()

"

再根据反转录试剂盒说明书步骤将提取的
'()

反

转录成
.3()

" 之后以反转好的
.3()

为模板进行

H4'

扩增"选用
6)H3Y

作为内参照( 引物*退火温

度及产物大小见表
2

!

T@L*> 2

)(

'TZH4'

反应条件

为,

=<$

预变性
2"C0,

+

=<$

变性
P<1

* 退火
P<1

*

$!$

延伸
<"1

!

&<

个循环)+

$!$

再延伸
$C0,

"

P$

保存(将

反应好的
H4'

产物进行
!U

琼脂糖凝胶电泳检测"

采 用
6>,>FR1

软 件 对 电 泳 图 像 中 目 的 基 因
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! @AB?CD"E""F GHE"#I4'I'4I?I44??4I?4I#&"

E$ &!F

=HE"#44?I44?I44?I44?I44 #&"

! I4,JK GH E"# 4II'I44II'?II4I'?44?I #&"

E$ #LM

=H E"# 4IIII'?4''I4'II?44?4 #&"

NO,

J.+856 ?)I .+652:

N*8P(658.92 GHE"#'III'?III'?II''''''I'''?I#&"

EF !!!

=HE"#??I44444'44?44?I?I4?44??I#&

Q2/*8P(658.92 GHE"#'III''III''II''''''I''''I#&"

E$ !!!

=HE"#??444444'44?44?4?44?44??4#&

RS92 #

N*8P(658.92 GHE"#''?I''''II'''?I''?I'4'I?I#&"

E# #TE

=HE"#44?'444'4''?I??I444??'4?I#&"

Q2/*8P(658.92 GH E"# '''I''''II''''I'''I'4'I'I#&"

MT #TE
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RS92 !

N*8P(658.92 GHE"#''?I''?I''?III'4I'44'I'?I#&"

E$ #LT

=HE"#444?4??'??I44?I?'4?I4?I#&"

Q2/*8P(658.92 GHE"#'''I'''I'''III'4I'44'I''I#&"

EM #LT

=HE"#444?4??'??444?4?'4?44?4#&"

@AB?CLLELLF/=U4

表达水平进行半定量分析# 用

软件
I*6 ,-9 4256(+.;*- &V#

测定目的基因灰度值$

以内参照
I4,JK

的
BJ

值标化基因的
BJ

值$即得

到相对表达量# 实验重复
&

次取平均值#

#W!W!

甲基化特异性聚合酶链反应!

/*8P(658.92 +)*#

3.X.3 )96(/*-5+* 3P5.2 -*538.92

"

NO,

#检测食管癌细胞

系及
RO??

组织中
@AB?C""E""F

基因的各位点甲基化状态

采用酚
Y

氯仿抽提法提取
E#

4;5#:?

处理前后的食管癌细胞

系及组织标本中的
JU4

# 之后

按照
JU4

纯化试剂盒说明书

对所提的
JU4

进行纯化# 根据

N*8P ,-./*-

预测
@AB?CLLELLF

基因启动子区
?)I

岛结果$分别

选择了远端
?)I

岛 !

>#L!L<)Z

>$!$<)

"%第一外显子区!

#L<)Z

$T$<)

"%第二外显子区!

TTT<)Z

##%L<)

" 共
&

个部位进行甲基

化状态的分析$ 分别设计相应

的各位点甲基化引物$ 检测该

基因各位点的甲基化状态!

G.7#

1-* #

"# 之后应用甲基化特异性

引物和非甲基化特异性引物进

行
,?=

扩增$引物序列%退火温

度及产物大小见表
#

!

'5<6* #

"#

反应条件为&

FE!

预变性
#L/.2

'

FE!

变性
ME+

%退火
ME+

%

$!!

延

伸
EL+

!

&E

个循环"'

$!!

再延伸
$/.2

$

M!

保存#

NO,

扩增产物经
![

琼脂糖凝胶电泳$ 用凝胶电泳成像

及
I*2*O(+

图像分析系统进行分析#

NO,

结果会出

现
&

种情况&

!

完全甲基化&甲基化特异引物扩增出

目的条带$ 而非甲基化特异引物没有扩增出目的条

带'

"

不完全甲基化&甲基化特异性及非特异性引物

!"#$%& ' ()* "+,-./ 0"+1%"2$1"3. 34 567(899:99; <.0 ,3=<1"3. 34 >?@ )%"AB%

\61* -*7.92

&
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'
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&
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均扩增出目的条带!

!

非甲基化"甲基化引物未扩增

出目的条带#非甲基化特异引物扩增出目的条带$甲

基化率为发生完全甲基化和不完全甲基化标本数占

总的标本数的百分比$

'()

阳性对照组为经甲基化酶
(**"

处理以后

的
+,-

为模板# 阴性对照用灭菌双蒸水取代
+,-

模板#并随机选取
#./

的标本进行重复试验$

!"#

统计学处理

采 用
()(( !01.

统 计 软 件 进 行 数 据 分 析 #

23456..7..8

在
9(55

及相应癌旁正常组织之间

的
:;,-

表达差异应用配对
<

检验#

23456..7..8

在
9(55

及相应癌旁组织之间的
:;,-

表达的差

异与临床病理资料分析采用
<

检验和近似
<

检验#

'()

实验结果与临床病理资料间的关系采用
#

! 和

校正
#

! 检验# 以上均为双侧检验#

)!.1.7

表示差异

有统计学意义$

!

结 果

$"!

食 管 癌 细 胞 系 中

23456..7..8

基因的表达

及甲基化状态

实验结果采用
=>?>(@*

软件对电泳图像中目的基

因
23456..7..8 :;,-

表

达水平进行分析#以内参照

=-)+A

在细胞中表达标化

基因在细胞中的表达#未有

目的条带扩出为阴性#有目

的条带扩出但条带亮度较

暗为弱阳性#有目的条带扩

出且目的条带较亮为阳性$

7"-BC"D5

处理前#

E9#

%

EFE,

%

9GC#.8

中
23456..7..8

基

因表达阴性 #

E9#&

表达弱

阳 性 #

7"-BC"D5

处 理 后 #

E9#

%

EFE,

%

9GC#.8

细 胞 系

中该基因均表达阳性#

E9#&

表达上调&

HIJKL> !

'$在
7"-BC"

D5

处理前#

23456..7..8

基

因远端
5M=

岛%第一外显子

区# 第二外显子区在
N

株食管癌细胞系中均表现为

高甲基化状态$ 应用
7"-BC"D5

处理后#远端
5M=

岛

在
E90&

%

EFE?

%

9GC0"8

细胞系中甲基化程度降低#非

甲基化程度增高#

E90

细胞系中该位点表现为非甲

基化状态! 第一外显子区在
E90&

细胞系中甲基化

程度降低#非甲基化程度增加#其余
&

种细胞系中该

位点均表现为非甲基化状态 ! 第二外显子区在

E90&

%

9GC0"8

细胞系中甲基化程度降低# 非甲基化

程度增加#

E90

%

EFE?

细胞系中该位点均表现为非甲

基化状态&

HIJKL> &

'$

$"$ 9(55

组织及其癌旁正常组织中
23456""7""8

基因的表达

23456""7""8

基因在
9(55

组织中的相对表达

量显著低于相应癌旁正常组织 &

)!"F"7

'&

HIJKL> N

'$

分析不同临床病理特征发现#

23456""7""8

基因在

%&'()* # +*,-./0,&12 13 4567899:99; '*2* &2 *<1=-0'*0/ >02>*) >*// /&2*<

?*31)* 02@ 03,*) ,)*0,*@ A&,- :!BC0!@7

,O<>

"

P

"

K?<L>C<>D QI<R 7"-BC"D5

!

S

"

<L>C<>D QI<R 7"-BC"D5F

%&'()* $ DE=)*<<&12 13!4567899:99; FGHB &2 *<1=-0'*0/ >02>*) >*// /&2*<

?*31)* 02@ 03,*) ,)*0,*@ A&,- :!BC0!@7

,O<>

"

-

"

<R> DI*<CT 5M= I*TC?D

!

U

"

>VO? #

!

5

"

>VO? !

!

#

"

K?<L>C<>D QI<R 7"-BC"D5

!

S

"

<L>C<>D QI<R 7"-BC"D5F

E9# E9#& EFE? 95C#.8

W SW S W S W S W S

7"-BC"D5

XM

N..

&..

!..

0..

23456..7..8

N..

&..

!..

0..

=-)+A

E90 E90& EFE? 95C0.8

W S W S W S W S

XM

N..

&..

!..

0..

'><R@TC<IO?

N..

&..

!..

0..

Y?:><R@TC<IO?

N..

&..

!..

0..

'><R@TC<IO?

N..

&..

!..

0..

Y?:><R@TC<IO?

N..

&..

!..

0..

'><R@TC<IO?

N..

&..

!..

0..

Y?:><R@TC<IO?

-

U

5
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中国肿瘤
!"#$

年第
!%

卷第
&

期 !"#$%&!%$'()*+,-./0123+4/5136

'()*+,(- . /0123""4""5 67.8 9

8:(;<(),- =>?@

!%" !5 "A!#!BA!B

BA5B!

﹥
%B !C BA!D!BA!E

F(G?(,

H)>( &% BA!&!BA!&

BA!&B

'(6)>( !# BA#%!BA#5

0<6IJ G=?( 6(*)-*)-K-

9=-K*KL( !! BAB&!BAB&

MBABB#

.(:)*KL( &4 BA&!!BA!#

9)*J=>=:KN)> ?KOO(,(G*K)*K=G

P(>>Q6=?(,)*( &C BA!5!BA!!

MBABB#

9==, #5 BABE!BAB&

R.H -*):(

!S" &% BA&#!BA!#

MBABB#

#S$ !# BAB&!BAB!

发生淋巴结转移的
TU22

组织

中表达低于未发生淋巴结转移

的
TU22

!

BAB&!BAB&!L- BA&!!BA!#

"

9"BAB4

#$在低分化组
TU22

中的

表达低于中高分化组!

BABE!BAB&!

L-!BA!5!BA!!

%

9"BAB4

#& 在
#S$

期
TU22

的表达低于
!S"

期组

织 !

BAB&!BAB!!L- BA&#!BA!#

%

9"

BAB4

#' 不 同 年 龄 ( 性 别

/0123BB4BB5

基因的表达差异

均无统计学意义)

9#BAB4

*)

R)V>(

!

*'

!"# /0123""4""5

基因在
TU$

22

组织及其癌旁正常组织中甲

基化状态

本 研 究 分 别 检 测 了

/0123""4""5

基因在
4$

例
TU$

22

组织及其癌旁正常组织中的

远端
2IF

岛(第一外显子区(第

二外显子区的甲基化状态)

'K:$

+,( 4

*'

/0123""4""5

基 因 远 端

2IF

岛甲基化率在
TU22

及其

癌旁正常组织中差异无统计学

意义 !

$$AD5W

)

EEQ4$

*

L- %CAE!W

)

&5Q4$

*%

9XBA!5

*#' 结合不同临

床病理特征进行分析%远端
2IF

岛区域甲基化率与淋巴结转移(

肿瘤分化程度(临床分期(年龄(

性别等均无统计学意义相关)

9#

BAB4

*)

R)V>( &

*'

/0123BB4BB5

基因第一外

显子区甲基化率在
TU22

中显

著性高于癌旁正常组织!

E4A%#W

)

!%Q4$

*

L- #5A&BW

)

##Q4$

*%

9 "

BAB4

#' 结合不同临床病理特征

发现%第一外显子区甲基化率在

发生淋巴结转移的
TU22

标本

中高于 未 发 生 淋 巴 结 转 移 的

TU22

标 本 !

%&A%W

)

#EQ!!

*

L-

&EA&W

)

#!Q&4

*%

9"BAB4

#$ 在低分化组的
TU22

标本

中显著高于中高分化组 !

%CAEW

)

#&Q#5

*

L- &EA!W

)

#&Q&C

*%

9"BAB4

#$在
#S$

期
TU22

标本中显著高于

!S"

期 !

%%A$W

)

#EQ!#

*

L- &&A&W

)

#!Q&%

*%

9"BAB4

#'

.=*(

+

H8

+

6),Y(,

&

2;#S&Z

+

TU22 *K--+(-

&

.;DS&Z

+

N=,,(-I=G?KG: G=,6)> *K--+(-A

$%&'() * +,-()..%/0 /1 23456778779 :;<= %0 +>55 ?0@

A/(().-/0@%0& 0/(:?B C%..').

H8 2D .D 2! .! 2& .& 2E .E

VI

EBB

&BB

!BB

DBB

/0123BB4BB5

EBB

&BB

!BB

DBB

F89[\

D?EB) ! DF) ()B?C%/0.F%- E)CG))0 :;<= ),-()..%/0 /1 23456778779 &)0)

?0@ AB%0%A/-?CF/B/&%A 1)?C'(). %0 +>55 C%..').

.=*(

+

2)-( D

+

6(*J<>)*(?

&

N)-( !

+

J(6K$6(*J<>)*(?

&

N)-( &

+

+G6(*J<>)*(?

&

92

+

I=-K*KL( N=G*,=>

&

]2

+

V>)GY N=G*,=>

&

H

+

6(*J<>)*(?

&

^

+

+G6(*J<>)*(?

&

H8

+

#BBVI [.8 H)Y(,A

$%&'() 8 H)CFIB?C%/0 /1 23456778779 %0 +>55 ?0@ A/(().-/0@%0&

0/(:?B C%..').

2)-( # 2)-( ! 2)-( & 92 ]2

H ^ H ^ H ^ H ^ H ^

H8

VI

EBB

&BB

!BB

#BB

[K-*)>2IFK->)G?

T_=G#

T_=G!

EBB

&BB

!BB

#BB

EBB
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!BB
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中国肿瘤
!"#$

年第
!%

卷第
&

期 !"#$%&!%$'()*+,-./0123+4/5136

!"#$% & !'% (%$")*+,-'*. #%)/%%, 0%)'1$")*+, -)")2- ",3

0456 %7.(%--*+, +8 9:;<=>>?>>@!*, AB<<

不同年龄! 性别甲基化率差

异均无统计学意义 "

'!"()*

#

"

+,-./ &

#$

012345"*""6

基因第二

外显子区甲基化率在
7833

及其癌旁正常组织中差异无

统计学意义 %

%%9%$:

"

&;<*$

#

=> *?9&6:

"

&@<*$A

&

'B"9@;

#'(

结合不同临床病理特征发

现& 第二外显子区甲基化率

在低分化组
7833

标本中高

于中高分化组%

;?9!:

"

@%<@6

#

=>! *$96:

"

!!<&;

#&

' B"9"?$

'(

不同淋巴结转移!临床分期!

年龄!性别分组&其甲基化率

差异均无统计学意义 "

'!

"9"*

#"

+,-./ &

#(

并且实验结果显示&

7833

中第一外显子区甲

基化率低于远端
3CD

岛和第二外显子区甲基化率&

%

?*9%@:

"

!%<*$

#

=> $$9@6:

"

??<*$

#&

'B"9""@

)

?*9%@:

"

!%<*$

#

=> %%9%$:

"

&;<*$

#&

'B"9"!?

'*而远端
3CD

岛

甲基化率与第二外显子区甲基化率在
7833

中差异

无统计学意义%

$$9@6:

"

??<*$

#

=> %%9%$:

"

&;<*$

#&

'B

"9!@@

'(

CD& 7833

中
01234""*""6

基因的表达与各位点

甲基化的关系

01234""*""6

基因的
EFGH

相对表达量在远

端
3CD

岛发生甲基化的
7833

中与未发生甲基化

的
7833

中差异无统计学意义 "

)9@;")9!) =>!)9!6"

)9!*

&

'B)9@@

#*

01234))*))6

基因的
EFGH

相对表

达量在第一外显子区发生甲基化的
7833

中显著低

于未发生甲基化的
7833

"

)9)%")9)% => )9&&")9!&

&

'#

)9)*

#*

01234))*))6

基因的
EFGH

相对表达量在第

二外显子区发生甲基化的
7833

中与未发生甲基化

的
7833

差异无统计学意义 "

)9@$")9!@ => )9!$")9!&

&

'B)9);%

#"

+,-./ ?

#(

&

讨 论

研究发现人类基因组编码蛋白质的约
!) )))

个基因占总序列的
!:

& 并且随着基因微阵列和全

基因组转录测序技术的进步证实
6):

的基因组是

可转录的&其转录产物多为非编码
FGH

"

IJI$KJLMIN

FGH

&

IKFGH

#& 而 其又可以 分 为 小 非 编 码
FGH

"

>E,.. IKFGH

&

>I,FGH

#和
.IKFGH>

%

?

'

( 有研究发现

.IKFGH>

具有多种重要的生物学功能&因此&

1IKFGH

逐渐成为研究的热点&尤其在肿瘤相关的疾病方面(

已经有研究证实
.IKFGH>

在肿瘤组织中有异常表

达&例如
O@6

在某些肿瘤中表达 %

*

'

&

OP13

在肝癌中

呈现高表达%

%

'

&

18QG3+*

在乳腺癌和卵巢癌中呈现高

表达%

$

'

&

8RS!$H8@

在肺癌中高表达%

;

'等(这些研究都

说明
.IKFGH>

与肿瘤的发生+发展有着密切的关系(

TGH

甲基化是肿瘤发生! 发展的一个重要因

素& 研究证明区域特异性的甲基化水平升高与肿瘤

!"#$% E 9:;<=FGH>>@ 0%)'1$")*+, -)")2- *, )'% I"(*+2- (%J*+,- ",3 *)- (%$")*+,-'*. /*)'

K$*,*K+.")'+$+J*K"$ 8%")2(%-

S/,UVW/> G

X/UYZ.,UMJI [W/\V/IKZ

TM>U,. 3CD M>.,IL 7]JI @ 7]JI !

G

"

^

#

' G

"

^

#

' G

"

^

#

'

HN/_Z/,W> J.L`

!%) !6 !!a$*96`

59;5$

#*a*#9$`

59&?%

#;a%!9#`

59?*?

﹥
%5 !; !!a$;9%` ##a&69&` !5a$#9?`

D/IL/W

X,./ &% !%a$!9!`

59!?!

#?a%&9%`

59$*5

!&a%&96`

59*%5

S/E,./ !# #;a;*9$` #!a&?9&` #*a$#9?`

1ZECY IJL/ E/U,>U,>M>

'J>MUM=/ !! #;a;#9;

#

59*56

#?a%&9%`

595&5

#$a$$9&`

59#$;

G/N,UM=/ &* !%a$?9&` #!a&?9&` !#a%595`

',UYJ.JNMK,. LM[[/W/IUM,UMJI

b/..<EJL/W,U/ &; !;a$&9$`

59&$!

#&a&?9!`

595&5

#%a;?9!`

595?$

'JJW #6 #%a;?9!` #&a%;9?` !!a*$96`

+GX >U,N/

!c" &% !%a$!9!`

59!?!

#!a&&9&`

595#*

&;a%%9$`

59!??

#c$ !# #;a;*9$` #?a%%9$` #%a$%9!`

X/UYZ.,UMJI >U,UV> 0123455*556 EFGH U '

TM>U,. 3CD M>.,IL

X/UYZ.,UMJI 59#;%59!5

d@9%!% 59@@5

PIE/UYZ.,UMJI 59!6"59!*

7]JI @

X/UYZ.,UMJI 595%"595%

d%9!*! e5955@

PIE/UYZ.,UMJI 59&&"59!&

7]JI !

X/UYZ.,UMJI 59@$"59!@

d@9$*5 595;%

PIE/UYZ.,UMJI 59!$"59!&
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&
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的发生密切相关!

'

"

# 研究表明一些
()*+,-.

异常甲

基化模式可能涉及癌症发展!

/"

"

$并有文献报道$不同

位点的甲基化可能对基因的沉默产生不同的影响!

&

"

%

01234""5""'

基因位于人染色体
56&/7/

&

8+,-

序

列有
9

个转录本&转录本
/

为其主要的转录序列%有

研究通过基因芯片显示&

01234""5""'

在膀胱癌中

的表达与其对应的正常组织相比呈现下调趋势 !

//

"

&

有研究通过
:3;-

筛选出
01234""5""'

在乳腺癌

与肺鳞癌中呈现异常甲基化趋势 !

'

"

% 我们经
<=>?

@AB8=A

预测了该基因启动子区
3C;

岛的分布情况&

显示
01234D"5""'

基因有
&

个
3C;

岛& 长度分别

为
!'9EC

'

$$FEC

'

!$&EC

# 本 研 究 分 别 选 取 了

01234G"5""'

基因远端
3C;

岛&第一外显子区富含

3C;

位点的部位&第二外显子区富含
3C;

位点的部

位进行分析& 进而分析该基因在
HI33

及其癌旁正

常组织的表达情况及甲基化状态& 以及不同部位的

甲基化状态对该基因表达的影响#

本研究发现
01234""5""'

在经
5!-JK!L3

处理的

食管癌细胞系中表达相对较高&并且
01234""5""'

在组织样本中的表达显著性低于其相应癌旁正常组

织&这一结果提示
01234""5""'

在
HI33

中可能起

抑癌基因的作用#同时我们还发现
01234""5""'

基

因
&

个部位在
5!-JK!L3

处理前的
9

株食管癌细胞

系中均表现为高甲基化状态& 应用
5!-JK!L3

处理

后&其甲基化程度均有所降低或表现为非甲基化#这

一结果提示&

01234""5""'

基因的高甲基化状态可

能是其表达沉默的原因之一#进一步研究发现&该基

因远端
3C;

岛和第二外显子区在
HI33

及癌旁正

常组织中均呈现异常高甲基化状态& 且甲基化率可

高达
$$7/'M

&但这两个部位的甲基化率在肿瘤组织

及癌旁正常组织中却无明显差异#

01234DD5DD'

基

因第一外显子区在
HI33

组织中的甲基化率远低于

远端
3C;

岛和第二外显子区&但该位点甲基化率在

肿瘤组织及癌旁正常组织中却有显著性差异& 并且

与该基因在
HI33

组织中的表达呈明显负相关&且

该位点甲基化率与
HI33

的淋巴结转移' 分化程度

及
:,<

分期密切相关& 提示
01234DD5DD'

基因在

HI33

中表达下调可能与其第一外显子区的异常高

甲基化有关& 该位点为该基因的关键性
3C;

位点&

第 一 外 显 子 区
N,-

甲 基 化 可 能 是
HI33
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常高甲基化密切相关&该关键性
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甲基化可能是导致其在
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中表达下调的重要机
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