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'中长链非编码
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!

36=BCA DEF@G**!;#,

'

的表达及其甲基化状态"探讨
DEF@G**!;#,

在贲门腺癌发生发展中的作用( %方法&分别应用
实时荧光定量聚合酶链反应)

HBI+J@B

'以及甲基化特异性
J@B

*

KLJ

'检测贲门腺癌组织+癌
旁 不 典 型 增 生 组 织 及 癌 旁 正 常 组 织 中

DEF@G""!;',

的 表 达 和 甲 基 化 状 态 ( %结 果 &

DEF@G""!;',

在贲门腺癌组织和癌旁不典型增生组织中的表达显著低于癌旁正常组织 !

J"

"M*#

'"并且在贲门腺癌组织中
DEF@G**!;#,

的表达与组织学分化程度+淋巴结转移和
ICK

分期密切相关!

J"*<*.

'(贲门腺癌组织中
DEF@G**!;#,

的启动子区甲基化率
N%#<.&O

'和癌旁
不典型增生组织甲基化率!

.&<P&O

'显著高于癌旁正常组织!

'$<,.O

'!

J"*<*'

'"并且贲门腺癌
组织中

DEF@G**!;',

的启动子区甲基化率与组织学分化程度+淋巴结转移和
ICK

分期密切
相关!

J"*<*.

'( 发生
DEF@G**!;',

甲基化的贲门腺癌组织中
DEF@G**!;',

的表达显著低于
未发生甲基化的贲门腺癌组织

N*<!'$#*<*$& QR *<!.;#*<*%*

"

J"*<*.S

( %结论&

DEF@G))!;',

在
贲门腺癌中的异常低表达可能与贲门腺癌的发生密切相关"且其启动子区甲基化可能是导致
其表达沉默的机制之一(

关键词!贲门腺癌#
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#
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甲基化
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%
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&
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贲门癌是发生在胃贲门部独特的恶性肿瘤"其与 胃癌和食管癌的流行病学和病理学特点不同" 贲门黏

膜不典型增生是贲门癌重要的癌前病变( 长链非编码

BCA

*

3567 656!=54267 BCAR

"

36=BCA

'是指长度大于
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并且缺乏蛋白质编码能力的
)*+

分子! 越来

越多的研究表明"

,'-)*+

能够通过表观遗传调控#

转录调控以及转录后调控等多个层面调节基因的表

达"从而参与细胞增殖#分化和凋亡等多种生物学过

程$

#

"

!

%

! 研究证实
,'-)*+

的异常表达与很多疾病有

关"能够导致包括肿瘤在内的多种疾病 $

.

%

"同时研究

发现在不同的肿瘤中"

,'-)*+

扮演着双重作用"即

致癌和抑癌作用$

&

%

!

/0123""!.45

基因位于人类
!

号染色体"

267

等$

8

%利用基因芯片检测食管鳞癌组织

及 癌 旁 正 常 组 织 中
,'-)*+

的 表 达 谱 发 现

/01239"!.45

在食管鳞癌中表达下降达
8

倍以上!

关于
/0123""!.45

基因在贲门腺癌 &

:6;(<=- -6<>=6

6>?'7-6<-='7@6

"

A2+

' 中表达及甲基化状态的研究

在国内外尚少见报道! 本研究检测贲门腺癌组织中

/012399!.45

的表达及甲基化状态"分析其甲基化状

态与表达的相关性" 探讨
/012399!.45

在贲门癌发

生及发展中的作用" 以期为贲门腺癌临床诊断和治

疗的分子靶点提供实验依据!

4

材料与方法

!"!

主要试剂

实验用蛋白酶
B

购自
C?<-D

公司"亚硫酸氢钠

和氢醌购自
E=:@6

公司"

F<=G7,

购自
H'I=(<7:?'

公司!

甲基化酶购自
*JK

公司!

L=G6<> M*+

纯化试剂盒

购自
N<7@?:6

公司"逆转录试剂盒购自
H'I=(<7:?'

公

司! 所有引物均由北京赛百盛公司合成!

!"#

组织标本制备及其病理资料收集

标本均来自河北医科大学第四医院生物标本库

!"4!

年
8

月至
!"4&

年
4"

月间的贲门腺癌手术患

者"共
$O

例(其中男性
8"

例"女性
!O

例"年龄
&8P

$&

岁"中位年龄
%4

岁! 全部患者术前均未经化疗和

放疗"该研究中所有研究对象均签署知情同意书"并

经医院伦理委员会批准同意! 每例患者均取食管癌

原发灶组织#距癌组织边缘
!P8-@

处的癌旁组织及

距癌组织边缘大于
8-@

处的癌旁正常组织"每例采

集的标本一部分于液氮保存用于
M*+

和
)*+

的提

取"另一部分标本用
4"!

中性甲醛溶液固定"常规

制作蜡块切片行
QJ

染色进行组织形态学鉴定! 按照

国际抗癌联盟&

R'=7' S7< H'(?<'6(=7'6, 26'-?< 27'(<7,

"

RH22

'标准进行
F*C

分期"

!

期
.

例&

.TO8U

'"

"

期

85

例 &

$8T%&U

'"

#

期
4&

例 &

4$T58U

'"

$

期
!

例

&

!T8%U

'! 按照
LQ1

肿瘤病理学分级标准"高中分

化患者
.%

例&

&%T48U

'"低分化
&!

例&

8.TO8U

'! 同

时在
$O

例癌旁组织中选取经
QJ

染色病理形态为

贲门癌旁不典型增生
.4

例" 其中轻度不典型增生

4!

例"中)重度不典型增生
45

例!

!"$ V)FWN2)

法检测肿瘤组织中
/012399!.45

的

表达

按
F<=G7,

实际说明书提取
$O

例贲门腺癌#

.4

例

癌旁不典型增生组织及
$O

例癌旁正常组织中的总

)*+

" 并参照逆转录试剂盒说明书的比例加样"将

)*+

逆转录成
-M*+

&

F6X,? 4

'! 利用
V)FWN2)

体系

试剂盒进行
V)FWN2)

扩增!

V)FWN2)

反应条件*

58"

预变性
49@='

(

58"

变性
48;

"

88"

退火
.9;

"

$!"

延伸

.9;

"

&9

个循环(

$!"

延伸
$@='

! 每个样本设
.

个复

孔! 根据每孔荧光信号达到阈值时经历的循环数作

为
2(

值"以
A+NMQ

为内参"使用相对定量法"应用

!

W%%2F 方法计算组织中
/012399!.45

的相对表达水

平!

!"%

甲基化特异性
N2)

!

@?(YZ,6(=7';[?-=S=-[7,Z@?<6;?

-Y6=' <?6-(=7'

"

CEN

# 方法检测贲门腺癌组织中

/012399!.45

基因的甲基化状态

采用常规酚
\

氯仿抽提法"提取
$O

例贲门腺癌#

.4

例癌旁不典型增生组织及
$O

例癌旁正常组织中

M*+

后"用紫外分光光度法进行定量"每个样本中取

!&: M*+

" 用
!@7,\0 *61Q

变性处理" 于
4"@@7,\0

氢醌和
.@7,\0

亚硫酸氢钠中
8""

反应
4!P4%Y

"处

理后的
M*+

用
L=G6<> M*+

纯化试剂进行纯化! 经

亚硫酸氢盐处理后"

M*+

中的
2

转变为
R

" 而基因

的
2[A

岛发生甲基化后" 则不能发生这种改变"根

据此原理设计相应的引物" 检测该基因是否发生甲

基化!

经
R2E2

&

R'=I?<;=(Z 7S 26,=S7<'=6 E6'(6 2<]G

'基

因序列数据库进行序列检索"并运用在线软件
C?(Y

N<=@?<

预测
/0123""!.45

基因启动子区的
2[A

岛

情况"

/0123""!.45

基因有
.

个
2[A

岛存在" 分别

位于
WO&!PW%58

#

W..5PW4".

和
WOOP&"

" 进而选取

/0123""!.45

基因启动子区富含
2[A

岛的岛
!

和

岛
.

部位进行分析并进行引物设计&

^=:]<? 4

'!用甲

基化引物和非甲基化引物进行
N2)

扩增&

F6X,? 4

'!

反应条件为*

58"

预变性
49@='

后"

58"

变性
&8;

"退

论 著 .4%
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火
&'(

!

$!!

延 伸
)*+,

!

-'

个 循 环 后 !

$!!

延 伸

$*+,

"

./0

扩增产物经
!1

琼脂糖凝胶电泳!用
23

凝胶电泳成像及图像分析系统进行图像分析"

!"#

统计学处理

采用
/0//#-45

进行统计学分析" 计数资料采用

!

! 检验和
!

! 校正检验#计量资料以
!"(

表示!采用
6

检验#均为双侧检验"

0#545'

为差异有统计学意义"

!

结 果

$"!

贲门腺癌组织中
789:;55!-)<

的表达及其与

临床病理资料的关系

在癌旁正常组织$癌旁轻度不典型增生组织$癌

旁 中%重 度 不 典 型 增 生 组 织 及 贲 门 腺 癌 中

789:;55!-)<

基因的表达量分别为
)45%-"54)5)

$

54!%$"545''

$

54!-<"545&'

和
54!-)"545$)

!贲门腺癌

中
789:;55!-)<

的表达量显著低于癌旁正常组织

=6>'<4'-<

!

0#54555?

! 癌旁不典型增生组织亦显著低

于癌旁正常贲门组织&

6>''@$))

!

0#"@"""

'!贲门腺癌

与癌旁不典型增生组织间差异无统计学意义! 轻度

与中%重度不典型增生组织间差异无统计学意义"

分析
$A

例贲门腺癌患者的临床病理资料发现!

有淋巴结转移组患者癌组织中
789:;""!-)<

的表达

显著低于无淋巴结转移组&

"@!)%""@"$- B( 5@!'5"5@5%-

!

0>5@5-$

'" 低分化组患者癌组织中
789:;55!-)<

的

表达显著低于中高分化组 &

5@!5<"5@5%- B( 5@!'$"

5@5$)

!

0 >5@55!

'"

"

期 和
#

期 患 者 癌 组 织 中

789:;55!-)<

的表达显著低于
$

期和
%

期患者

&

5@)&A"5@5&5 B( 5@!'!"5@5%)

!

0#5@55)

'! 按照年龄$

性 别 分 组 进 行 统 计 分 析 ! 各 组 贲 门 腺 癌 中

789:;55!-)<

的表达差异均无统计学意义
C0$"@"'D

&

EFGHI !

!

J+KLMI !

'"

$"$

贲门腺癌组织中
789:;55!-)<

甲基化状态及其

与临床病理资料的关系

在癌旁正常组织$ 癌旁轻度不典型增生$ 癌旁

中%重度不典型增生及贲门腺癌中
789:;55!-)<

基因的甲基化率分别为
)$@<'NC)&O$AD

$

'"@""NC%O

)!D

$

'$@A<NC))O)<D

$

%)@'&NC&AO$AD

!贲门腺癌组织中

%&'() ! %*) +,-.), /)01)23)/ 45, ,)6),/) 7,&2/3,-+7-52 89: &2; .)7*<(&7-52!/+)3-4-3 89: =>?8@

EPQI( 0M+*IM (IRLI,SI T,,IFH+,K 6I*QIMF6LMIC!D 0MUVLS6 HI,K6W=GQD

XEY0:X

! 789:;55!-)< J

(

'%& Z:ETZZZ::EEZEZEZT:EE&-%

'& !'-

X

(

'%& ZTZZTEZTET:::ZEZZ:EZ&-%

! ZT0[\ J

(

'%&TZZEZTTZZE:ZZTZE:TT:Z&-%

'% )5&

X]'%&TZZZZE:TEEZTEZZ:TT:T&-%

./0

.I6WPHF6+U, J

(

'%&ZEE:ZEEEEEEETET:Z:Z:ZEE:Z&-%

&A )$&

X

(

'%&TTTT:ZTTT::ZTT::ZTTTT:Z&-%

2,*I6WPHF6+U, J

(

'%&ZEEEZEEEEEEETETEZEZEZEEEZ&-%

'% )$&

X

(

'%&TTTT:TTTT::TTT::TTTTT:T&-%

^U6I

(

J

(

_UM`FMV QM+*IM

#

X

(

MIBIM(I QM+*IM@

A-B1,) ! 8,);-37-52 54 ;-/7,-'17-52 54 (52B 252!35;-2B :CD =(23:CDE -2 FGH9IJJ$K!L 9+M -/(&2; '< >)7* +,-.),

^U6I

(

:QZ +(HF,V MIK+U,

(

YA&!aY%<'

!

Y--<aY#5- F,V YAAa&5

#

HU,K (6M+,K

(

HUSL( U_ :QZ

#

.J

(

*I6WPHF6+U, QM+*IM

#

2J

(

L,*I6WPHF6+U, QM+*IM@
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!!, > D 2EFG !

!

D

'02H0(

=BA0 I9 9J!:!!9J9$%

9J;K$ 9JKI!
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的甲基化率显著高于癌旁不典型增生组织!
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"及癌旁正常组织!

!
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"#癌旁不

典型增生组织中的甲基化率亦显著高于癌旁正常组

织!

!

!
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#
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"#轻度与中$重度癌旁不典型

增生组织间甲基化率差异无统计学意义%
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基因甲基化状态与患者的淋巴结转移
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分 期
E!

!

U

KJK!&

#

DU"J"":G

有关#而与

患者的性别&年龄无关!
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贲 门 腺 癌 组 织 中
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基因表达与

其甲基化的关系

$K

例 贲 门 腺 癌 组 织

中 #

4567899!:;<

基 因 的

启 动 子 区 甲 基 化 率 为

%;JI&F

!

&KW$K

"# 发 生
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基因甲基化

的组织中其表达水平显著

低于未发生甲基化的组织
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讨 论

贲门腺癌!

'7M

"是一

种独特的恶性肿瘤#在过去

的三十年中#

'7M

的发病

率稳步增长#由于贲门腺癌

早期缺乏典型和明显的症

状#许多患者确诊时已到中

晚期'

%

#
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%起初
A2RY-M

被认

为是转录噪音而一直未受

到重视# 但越来越多的研

究表明#

A2RY-M

不仅参与

多种生物学进程及扮演多

种角色
E

如
4

染色体沉默&

基因组印记&染色质修饰&

转录激活&转录干扰&表观

遗传学调控 & 免疫 监 视

等
G

#并且越来越多的证据表明
A2RY-M

在人类恶性

肿瘤中发挥着重要作用'

K

#

<

(

% 因此
A2RY-M

将有望在

贲门癌早期诊断& 临床治疗和预后评估研究中成为

新的生物标志物%

目前#

A2RY-M

在贲门癌中的研究还处于起步阶

段#仅有
!

篇文献#最早在
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年#
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(研究

发现#

A2RY-M,

基因表达失调在人类贲门癌患者的
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淋巴结转移中发挥着重要作用!

'()*+,

表达水平

升高导致贲门癌患者的生存率降低" 紧接着在
!-./

年!

012

等 #
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$利用聚合酶链反应%限制性片段长度

多态性&

34,!,563

'方法发现!在
'()*+,

基因三

种基因多态性&

78.!9!%$9%

(

78&$/:;.&

和
78."$9;%.9

'

中!发现只有
78.!9!%$9%

位点的基因多态性增加贲

门癌进展的风险!并与吸烟习惯和肿瘤分期有关!此

外! 发现
'()*+,

在贲门腺癌组织中表达水平升

高! 同时
78.!9!%$9%

位点的基因多态性影响
'(!

)*+,

基因的表达"

<6(4=""!;.:

基因位于人类
!

号染色体!

4>2

等#
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$利用基因芯片检测食管鳞癌组织

及 癌 旁 正 常 组 织 中
?@A,B*

的 表 达 谱 ! 发 现

<6(4=--!;.:

在食管鳞癌中表达下降达
/

倍以上"

本研究在相对大的样本范围内检测了贲门腺癌组织

中
<6(4=--!;.:

基因的表达! 发现
<6(4=--!;.:

基因在癌旁正常组织(癌旁不典型增生(贲门腺癌组

织中表达量呈逐渐递减趋势!

<6(4=--!;.:

基因在

贲门腺癌组织和癌旁不典型增生组织中的表达显著

低于癌旁正常组织!提示
<6(4=--!;.:

基因的表达

下调可能与贲门癌变有关!并且通过临床病例分析!

发现
<6(4=--!;.:

的表达与贲门腺癌的病理分级(

淋巴结转移和
)BC

分期有关" 这与
D>@E

等#
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$的研

究结果相一致"

FB*

甲基化造成的启动子区高甲基化是基因

失活或低表达的原因之一"

GHI@E

等 #
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$在两种肝癌

细胞系&

JCC4!$$!#

和
'IK;L

'中进行了
J,'4

基

因的甲基化测序" 结果显示! 在
JCC4!$$!#

系和

'IK;L

系中
J,'4

基因启动子区呈高甲基化状态!

同时也在正常肝细胞系&

)C6M!;

'中进行
J,'4

基

因甲基化测序" 结果显示! 在
)C6M!;

肝细胞系中

J,'4

基因启动子区呈非甲基化状态! 进一步对

JCC4!$$!#

和
'IK;L

两种细胞系进行去甲基化的

实验时!

J,'4

表达明显上调" 以上结果提示!可能

是由于
FB*

甲基化引起
J,'4

的表达下调"
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$对
."

对结直肠癌和匹配的正常结直肠组织进

行深度亚硫酸氢盐测序发现
4*'C

基因在结直肠

癌组织中出现频繁的甲基化" 同时发现! 大肠癌患

者的血液中
FB*

甲基化水平明显高于正常人!且

释放入血的呈现
FB*

甲基化的
4*'C

的量与肿

瘤分级相关"

4*'C FB*

甲基化有望通过血液检测

在结直肠癌的早期诊断及预后评估中成为新的分子

标志" 由于
<6(4=""!;.:

启动子区富含
4K0

岛!且

运用在线软件
CIOH37PQI7

预测到
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基

因启动子区有三个
4K0

岛存在! 分别位于分别位

于
R9&!SR%:/

(

R;;:SR#-;

和
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!我们进一步分

析了导致
<6(4=--!;#:

在贲门腺癌中表达降低的

表观遗传学机制" 本研究应用
CJ3

法检测
$9

例贲

门癌旁正常组织(

;#

例癌旁不典型增生组织及
$9

例贲门腺癌组织中
<6(4=--!;#:

甲基化状态发现!

<6(4=--!;#:

在贲门腺癌组织和癌旁不典型增生

组织中的甲基化率显著高于贲门癌旁正常组织!提

示
<6(4=--!;#:

表达下调可能与其启动子区
4K0

岛异常高甲基化密切相关"并且
<6(4=--!;#:

基因

的高甲基化与食管癌组织的病理分级( 淋巴结转移

及
)BC

分期相关!提示该基因甲基化导致的基因沉

默可能与贲门腺癌的恶性表型相关! 对预后评估可

能有一定的参考价值!值得深入研究"

总之!本研究显示
<6(4=--!;#:

基因在贲门腺

癌组织和癌旁不典型增生组织中的表达显著低于癌

旁正常组织! 且其启动子区甲基化可能是导致该基

因在贲门癌组织中表达下降的主要机制之一" 我们

将对
<6(4=--!;#:

作用机制做进一步深入研究!有

望为贲门癌的早期诊断( 预防及治疗提供有价值的

分子靶点"最新研究#

#&

!

#/

$表明多种
?@A,B*

在恶性肿

瘤的发病过程中发挥着重要作用! 有望在恶性肿瘤

的早期诊断及预后评估中成为新的分子标志物"
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