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'以及甲基化特异性
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'的方法检测
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甲基转移酶抑制剂
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表达情况及启动子区甲基化状态( %结果& 经
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处理后
&

种食管
癌细胞系中

@A?B!

基因的表达均增高(
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种未经
.!181!4?

处理的食管癌细胞系中
@A?B!

基
因呈高甲基化状态( 应用
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处理后"

@A?B!

基因在
&

种细胞系中均呈非甲基化状态(
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基因在食管鳞癌组织中的表达显著低于癌旁组织
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化率显著高于癌旁组织!
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均
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'( 发生
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基因甲基化的食管鳞癌组织中
@A?B!

基
因的表达量显著低于未发生甲基化的食管鳞癌组织
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关"且其启动子区甲基化可能是导致其表达沉默的机制之一(
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推测
'()*!

的作用机制主要是促进
(+,-

通过溶

酶体途径降解来调节细胞膜表面受体! 从而来调控

*./!!

信号转导"

!

#

$

'()*!

在人肺癌和肝癌中表达

降低可能与其启动子区异常甲基化有关"

0

!

&

#

$ 目前关

于
'()*!

与肿瘤关系的研究文献报道较少!在食管

癌中的表观遗传学变化及功能尚不清楚$

本研究通过检测
&

种食管癌细胞系和
-!

例食

管癌患者的癌组织及相应癌旁组织中
'()*!

基因

123(

表达及启动子区的甲基化状态! 并分析其基

因表达与
'3(

甲基化状态的相关性!结合其与患者

临床病理特征的关系!进一步探讨
'()*!

基因在食

管鳞癌中的作用及其表达调控的可能机制! 以期为

食管癌的临床诊断及治疗提供新思路$

4

资料与方法

!"!

临床资料

选择河北医科大学第四医院
!""56!744

年间

的
-!

例食管鳞癌患者手术切除肿瘤组织及相应的

癌旁正常组织作为研究对象$ 其中男性
08

例!女性

40

例! 年龄
&-6$&

岁!

!%"

岁
!8

例!

"%"

岁
!0

例!

中位年龄
%4

岁$ 按照国际抗癌联盟
9:;<=; >=? @;!

AB?;CA<=;CD )C;EB? )=;A?=DF

标准进行
*3G

分期!

"

期

4!

例!

#

期
0"

例!

$

期
$

例!

%

期
0

例$ 按照
HIJ

肿瘤病理学分级标准!高%中分化组
!%

例!低分化组

!%

例$ 根据有无淋巴结转移分组!有淋巴结转移组

0!

例!无淋巴结转移组
!"

例$ 每例食管癌患者均选

取癌旁正常黏膜及食管癌原发灶作为标本! 全部患

者术前均未经过放化疗$ 手术切除的一部分新鲜标

本放入液氮保存!提取
'3(

和
23(

!一部分标本以

&K

中性甲醛溶液固定并制作蜡块保存!用于
IL

染

色以确定其构成成分主要为肿瘤组织! 且癌细胞未

浸润癌旁非肿瘤组织$本研究经所有患者知情同意!

并经伦理委员会评审通过$

!"#

试剂及来源

实验用
2MG@ #%&7

培养液% 胎牛血清和
7N!-K

胰蛋白酶购自美国
.<OE=

公司! 青霉素和链霉素购

自华北制药集团有限责任公司&

'3(

甲基转移酶抑

制剂
-!

氮杂
!

'

!
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'

!QB=RSE<ASQ<;B

!
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) 购自美国
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*2@P=D

购自美国
TVT

公司!反转录试剂盒购自加拿大
/B?1B;ACW

公司&蛋

白酶
,

购自美国
T<U1C

公司!亚硫酸氢盐购自美国

T<U1C!(DQ?<EX

公司!

H<PC?Q '3(

纯化试剂盒购自美

国
M?=1BUC

公司!

TWW&

甲基化酶购自美国
3LV

公

司$ 本研究所用全部引物均由北京赛百胜基因技术

有限公司合成$

!"$

方 法

4N0N4

食管癌细胞及其培养

食管癌
*L4

%

*L40

%

*N*;

和
LEC4"8

细胞由河北

医科大学第四医院肿瘤研究所病理研究室保存$

&

种细胞均用含
4"K

胎牛血清的
'GLGYI

培养液置

于
0$#

%

-K)J

!

培养箱中进行培养$ 常规培养同时

应用
-'1=DY+ -!CPC!Q)

作用于上述
&

种细胞!每
!&X

更换
#

次培养液!培养
!Q

!第
0Q

换成不含
-!CPC!Q)

的完全培养液继续培养
!&X

后收集细胞! 并提取

'3(

和总
23(

$

#N0N! '()*!

基因
123(

表达检测

2*ZM)2

法检测
-!CPC!Q)

处理前后食管癌细胞

和食管鳞癌及其癌旁组织中
'()*!

基因
123(

表

达!

*?<P=D

实际说明书提取
-!CPC!Q)

处理前后的细

胞系和
-!

例食管鳞癌及癌旁组织中的总
23(

!并

参照逆转录试剂盒说明书的比例加样!将
23(

逆转

录成
E'3(

$ 以
.(M'I

为内参照!所有
M)2

产物进

行
!K

琼脂糖凝胶电泳鉴定(

*CODB 4

)$ 并应用凝胶

成像分析软件
.BD M?= (;CDSW<PB? 0N4

测定条带灰度

值! 以目的基因的灰度值
Y

内参灰度值的比值表示

123(

的相对表达水平$

4N0N0 '()*!

基因甲基化状态的检测

甲基化特异性
M)2

(

1BAXSDCA<=; W[BE<><E [=DS!

1B?CWB EXC<; ?BCEA<=;

!

GTM

) 检测
-!CPC!Q)

处理前后

的食管癌细胞和食管鳞癌组织及其癌旁组织中

'()*!

基因的甲基化状态!应用酚
Y

氯仿抽提法提取

-!CPC!Q)

处理前后的食管癌细胞和
-!

例食管鳞癌

组织及其癌旁正常组织中的
'3(

!用紫外分光光度

法进行定量$ 取
$'U '3(

加双蒸水定容至
45'D

!

4!7#

水浴变性
471<;

!立即冰浴
-1<;

&加入
01=DY+

3CJI !'D

!

&!#

水浴变性
!71<;

&加入由亚硫酸氢盐

和对苯二酚配制的处理液
057'D

& 加入
!77'D

矿物

油!避光!

-7#

水浴反应
4!$4%X

&应用
H<PC?Q '3(

纯化试剂盒进行
'3(

纯化$

应用在线软件
GBAX[?<1B? )[.

岛预测软件分

析!发现
'()*!

基因
-%

端
)[.

岛情况!在其启动子
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区富含
'()

岛区域!

*+,-(./0%-(

"设计甲基化和非

甲基化引物进行分析!

123456 #

"#食管鳞癌组织中的

78'9!

基因甲基化状态可分为以下
,

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

基化特异引物未扩增出目的条带&

"

非甲基化%非甲

基化特异引物扩增出目的条带% 而甲基化引物未扩增

出目的条带&

#

不完全甲基化%甲基化特异引物和非

甲基化特异引物均扩增出目的条带% 将不完全甲基

化归入甲基化#

:;<

阳性对照采用基因组
7=8

经

甲基化酶
;>>$

处理以后进行
<'?

% 阴性对照用灭

菌双蒸水取代
7=8

模板进行
<'?

# 随机选取
@"A

的组织标本重复实验%以验证实验结果的可靠性#

!"#

统计学处理

采用
;<;;#,B"

软件包进行数据统计分析# 计量

资料以
!!>

表示% 食管鳞癌组织与癌旁组织间的比

较采用配对
C

检验% 甲基化检测结果与患者临床病

理资料间的关系分析采用
%

! 检验#

<""B"+

为差异有

统计学意义#

!

结 果

$"! + #DED#F'

处理前后食管癌细胞系中
78'9!

G?=8

表达及甲基化状态

&

种未处理的食管癌细胞系中%

9H#,

细胞株中

78'9!

基因
G?=8

表达 呈弱阳性 %

9H#

'

9B9I

'

H#

JD#KL

细胞株中
78'9!

基因表达缺失# 用甲基化抑

制 剂
+#DED#F'

处 理 后 %

&

种 细 胞 株 中 均 检 测 出

78'9!

基因
G?=8

的表达!

123456 !

"#

甲基化检测结果显示% 未经处理的
&

种食管癌

细胞系中%在
9H@,

细胞株
78'9!

中表现为不完全

甲基化状态%其余
,

种细胞系中
78'9!

均表现为基

因高甲基化状态# 应用甲基化抑制剂
+#DED#F'

处理

后%

&

种细胞株中
78'9!

基因均表现为非甲基化状

态
M123456 !N

#

$"$

食管鳞癌组织中
78'9! G?=8

的表达及其与

临床病理特征的关系

在
?9*<'?

结果显示%

78'9! G?=8

在食管鳞

癌组织中的相对表达量

显著低于其相应癌旁组

织
M"B%%!"B+, O> "BL+!"B%&

%

C P*!B&,

%

< P"B"@0N M123456

,N

# 分组分析发现%有淋

巴 结 转 移 组 的
78'9!

G?=8

相对表达量显著

低 于 无 淋 巴 结 转 移 组

M"B++!"B&&!O> "B0+!"B%!

%

CP*!B","

%

<P"B"&0N

# 而按

照病理分级'

9=:

分期'

年龄'性别分组%各组间

食管鳞癌组织中
78'9!

G?=8

相对表达量差异

均 无 统 计 学 意 义 !

< Q

"B"+

"!

9D-R6 !

"#

$"%

食管鳞癌组织中

78'9!

基因的甲基化状

态及其与临床病理特征

的关系

:;<

法检测结果显

示 % 食 管 鳞 癌 组 织 中

78'9!

基因启动子区甲

&'()*+ ! ,-./$ .01 '23456 0*+6'78'95 *+2)382

!
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"
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! ( )$
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"
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DEFAG
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例食管鳞癌患者的临床病理资料发现&低分化鳞癌
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基因启动子区甲基化率显著高于高中分
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甲基化间的关系
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相对表达量显著低于甲基化阴性

的食管鳞癌组织$

FG&%!FGE! W,!FG$J!FG%K

&

;XI!GE&K

&

@XFGF!E

%(

E

讨 论

肿瘤的发生发展是一个繁杂的生物学过程&是

一个多基因)多因素)多阶段的复杂调控过程&与许

多肿瘤相关的癌基因和抑癌基因改变有密切联系&

其中表观遗传学机制在食管鳞癌的发病机理中起

重要作用#

H

'
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基化模式是最重要的一类形式并与食管鳞癌的发生

密切相关! 大量研究表明"

'()

甲基化可能为肿瘤

的早期诊断和恶性程度评估提供依据 #

%

$

! 与基因突

变或缺失不同"

'()

甲基化导致的基因失活是可逆

的"通过应用去甲基化药物
*!+,+!-.

可使沉默的基

因恢复表达" 因此利用药物改变细胞的表观遗传学

状态可能成为治疗癌症的新途径#

$

$

!

')./

最早由
.01213311

等在对非洲爪蟾的研

究中分离出来" 他们的研究表明
')./

与一些
453

信号通路的关键因子分散蛋白有关#

6

"

7

$

!

')./

家族

包括
')./6

%

')./!

%

')./8

! 有研究表明
')./6

和
')./8

可能发挥肿瘤抑制作用"其机制可能与其

基因甲基化等表观遗传学调控有关 #

9:66

$

!

')./!

可

能在
453;!!<+315=5

和
(>-+?;/@A!!

两种信号通路

中均发挥作用#

6!

$

! 人
')./!

是由
B+3>0

等#

68

$于
!C"8

年利用生物信息学方法发现 " 位于人类染色体

%D!$

"并在人胎盘%泌尿系统肿瘤和子宫内膜癌中检

测到该基因的表达"但是
')./!

的功能及在肿瘤发

生中的机制尚不清楚!

本课题通过
E/FG.E

方法检测
')./!

基因在

*!

例食管鳞癌组织和相应癌旁组织中的表达情况"

发现
')./!

在食管鳞癌组织中的表达均明显低于

相应癌旁黏膜组织" 提示该基因在食管鳞癌中可能

起抑制作用!为进一步检测
')./!

基因在食管鳞癌

中下调的可能机制" 本研究检测了经去甲基化药物

&

*!+,+!-.

' 处理前后
&

种食管癌细胞系
/H6

%

/H68

%

/I/5

%

H<+#C9

中
')./!

的表达情况"发现
&

种未处

理的食管癌细胞系中"

/H#8

细胞株在
')./!

中表

现为不完全甲基化状态"其余
8

种细胞系中
')./!

表现为基因高甲基化状态( 应用甲基化抑制剂
*!

+,+!-.

处理后"

&

种细胞株中
')./!

基因均表现为

非甲基化状态!推测基因甲基化可能是
')./!

基因

表达下调的机制之一!

J0+>

等 #

#&

$研究发现
')./!

在人甲状腺癌中表达缺失可能与其基因启动子区甲

基化有关(

KL

等#

#*

$也发现
')./!

在人类胃癌中有很

高的甲基化发生率" 可能是导致该基因在胃癌中表

达下降的主要机制之一"均与本研究结果相一致!

本实验研究还发现食管鳞癌组织中
')./!

基

因启动子区甲基化率显著高于癌旁黏膜组织" 再次

提示甲基化可能是
')./!

基因表达下调的机制之

一!同时研究发现部分发生
')./!

基因启动子区甲

基化的食管鳞癌组织中仍可见其
ME()

表达"推测

可能有以下三方面原因) 可能是肿瘤组织中混有正

常组织(某个等位基因发生了甲基化(或者由于肿瘤

组织中发生甲基化的程度不够!

')./!

基因在结肠

癌#

#%

$

%肺癌#

8

$和肝癌#

&

$中也存在基因甲基化导致的表

达沉默情况"与本研究结果一致! 并且
')./!

基因

的表达%甲基化状态与食管鳞癌患者的淋巴结转移%

临床分期和分化相关"提示
')./!

基因甲基化可能

对食管鳞癌患者的预后有一定的提示作用!

N>L

等#

8

$

的研究表明在食管鳞癌中恢复
')./!

的表达会很

大程度上抑制癌症的发展% 转移和体外食管癌细胞

的入侵" 并减少体内肿瘤的发生! 因此" 他们预言

')./!

可能对食管鳞癌的预后有一定的参考价值!

总之"

')./!

基因启动子区的异常甲基化可能

是导致其在食管鳞癌中表达下降的机制之一" 从而

导致食管鳞癌的发生发展! 可以通过对肿瘤相关抑

癌基因启动子区甲基化情况的检测" 进一步明确食

管鳞癌发生发展的机制" 为食管鳞癌的生物靶向治

疗提供更为精确可靠的理论依据!
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