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!摘 要" 背景与目的#目前认为 .89 岛甲基化导致转录抑制是恶性肿瘤发生
的重要机制之一’ 微管抑制剂诱发有丝分裂应激时&.:;< 基因能够控制细胞分
裂的进行’ 本研究检测胃癌中 .=;< 基因启动子区甲基化状态&探讨该基因甲基
化状态与胃癌临床病理特征的关系(并比较甲基化特异性 >.< 方法$?%@"A,+@#($B
&8%/#-#/ 8(,A?%*+&% /"+#$ *%+/@#($&CD>% 和结合重亚硫酸盐的限制性内切酶法
$/(?E#$%F E#&),-#@% *%&@*#/@#($ +$+,A&#&&.GH<I% 在检测胃癌组织 !:J< 基因甲基
化状态的差异性 ’ 方法 #首先采用 CD> 方法检测 KL 例胃癌患者胃癌组织和相
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程昭栋!等! 两种方法检测胃癌患者 "#$% 基因启动子区甲基化的状态

胃癌是最常见的恶性肿瘤之一! 其发生发展
与多种抑癌基因的失活有关 " "#$% 是 &’(( 年
)*+,-.*/ 等 #0$发现的一种能够检测细胞分裂情况及

控制分裂进行的基因!同时也是一种抑癌基因" 研
究发现!"#$% 基因在人正常胃组织中普遍表达!
而在人胃癌组织中表达缺失 #&!1$" "#$% 的异常甲
基化是导致其转录沉默的主要原因! 这与肿瘤的
发生和发展具有相关性 #2!3$"国内外有研究 #4!5$分别

采用甲基化特异性 6"% 法 %789:;,<9.+-=>?8*.@.*
?+,;78A<>8 *:<.- A8<*9.+-!B)6&和结合重亚硫酸盐
的限制性内切酶法 %*+7C.-8D C.>E,@.98 A8>9A.*9.+-
<-<,;>.>!"FG%H&检测胃癌患者 "#$% 基因启动子
区甲基化状态 " 本研究中 ! 我们采用 B)6 法和
"FG%H 法两种方法检测标本中 "#$% 基因的甲基
化状态! 并分析其在胃癌发生中可能的作用及其
与胃癌患者临床病理学特征的关系! 以及两种方
法在检测胃癌组织 "#$% 基因甲基化阳性率中是
否具有差异"

! 资料与方法

!"! 标本来源
选取 &((5 年 & 月至 &((I 年 1 月在安徽省立

医院经病理检查确诊并入院行手术治疗的原发性

胃癌病例 42 例!其中男性 24 例!女性 0I 例’患者

年龄 11J0’5 岁!中位年龄 4’ 岁" 术中取新鲜肿瘤
组织及癌旁正常组织! 标本离体后即置液氮休克
0’ 7.-!存放于KI(L冰箱待 MNH 提取" 所有患者
入院前均未进行放疗或化疗" 取材之前患者知情
同意"
!"# 方法
0O&!0 主 要 试 剂 及 材 料 MNH 提 取 试 剂 盒
PQHN<7? R8-+7.* MNH S.9 购自北京天根公司 "
低温超速离心机和紫外分光光度计购自美国

G8*/7<- 公司" 一步法甲基化修饰试剂盒购自美
国 T?.U8-98/ 公司" 6"% 扩增仪购自德国 G.+789A<
公司" 6"% 反应体系成分均购自上海生工生物工
程技术服务有限公司" 甲基化酶 !""!与限制性
内切酶 #"$V!购自美国纽英伦公司 " MNH 纯化
试剂盒 8OWONOHO";*,8=6EA8 S.9 购自美国 F78U<
公司"
0O&O& MNH 的提取 MNH 提取试剂盒提取基因
组 MNH!具体操作步骤严格按照试剂盒说明书进
行! 提取之后用紫外分光光度仪测定 MNH 浓度!
X&(L暂存"
0!&!1 MNH 的亚硫酸氢盐修饰 采用一步法甲基
化修饰试剂盒进行修饰! 具体操作步骤严格按照
试剂盒说明书进行" 修饰后的 MNH 通过乙醇沉淀
回收并重悬于去离子水中! 用于甲基化特异性
6"%和 "FG%H 检测"
0!&!2 B)6 检测 针对 "#$% 基因启动子调控
区域 ! 参照文献设计 6"% 引物 #I $!引物序列及
退火温度见表 0" B)6 反应体系为 &3 "Y!包括
0(Z6"% 缓冲液 !0 O3 77+, [ Y BU",&!0( 77+, [ Y
DNP6!(O3 77+, [ Y 的上下游引物 !0 V %&’ MNH
聚合酶 " 甲基化阳性对照和非甲基化阳性对照
所用 MNH 模板分别来源于甲基化酶 !""!修饰
和未修饰的正常人外周血 MNH! 用水代替模板
作空白对照 " 6"% 完成之后取产物 0( "Y 混合
于 4\上样缓冲液 !加入浓度为 0O3]琼脂糖凝胶
上电泳!溴乙锭%TG&染色" 运用图像采集与分析
系统!记录并分析电泳结果" 甲基化特异性引物
扩增的条带标本记为甲基化 %B&! 非甲基化特
异性引物扩增的条带标本记为非甲基化%V&"
0!&!3 "FG%H 检测 将经 B)6 方法检测阳性的
标本用 "FG%H 方法检测! 具体操作步骤参考文
献 #^$!"#$% 基因的 "FG%H 的扩增引物设计参
考文献#5$!引物序列(反应条件及退火温度见表
0" 6"% 反应体系及各种反应成分同 B)6 方法" 用

对应的癌旁正常组织中 "#$% 基因启动子区的甲基化状
态!然后采用 "FG%H 方法检测 42 例胃癌患者胃癌组织中
"#$% 基因启动子区的甲基化状态! 并将检测结果结合各

病例的临床特征进行分析" 结果!B)6 方法检测结果显示!

30O4]的胃癌组织和 0IOI]的癌旁正常组织中存在 "#$%
基因异常甲基化 ! 两者之间的差异有统计学意义 %(_
(O((0&’"#$% 基因启动子区异常甲基化状态在不同临
床病理学特征 %包括年龄 (性别 (肿瘤大小 (病理分期 (

G+AA7<- 分型(肿瘤浸润深度(组织分化程度和淋巴转移程

度 & 的胃癌组织和癌旁组织中的差异无统计学意义 %) 值
均‘(O(3&" "FG%H 方法检测结果显示!肿瘤组织 "#$% 甲
基化阳性率为 2&O&]%&5 [ 42&! 与 B)6 方法检测结果的差
异无统计学意义%)‘(O(3&"结论!"#$% 基因异常甲基化是
胃癌发生过程中的频发事件 !检测胃黏膜组织中 "#$% 基
因异常甲基化状态可能有助于胃癌的诊断" 对于胃癌组织

"#$% 基因启动子区甲基化的检测 !B)6 与 "FG%H 两种
方法没有明显差异"

关键词!"#$% 基因’ 甲基化’ 胃肿瘤’ 甲基化特异性 6"%’

结合重亚硫酸盐的限制性内切酶法

中图分类号!%513O& 文献标识码!H
文章编号!0(((X245a%&(0(&(&X(050X(3
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!! "#$%&’($)* +,)-./.- ,0.")0+" 1! 23")$%&’($)* +,)-./.- ,0.")0+" 4! /506(0* ,0.")0" 7! 0)8)0+) ,0.")09

:;<纯化试剂盒纯化 =>7 产物! 具体操作步骤严
格按照说明书进行# 纯化之后的 =>7 产物用限制
性内切酶 !"#1!进行酶切!水浴条件为 ?@A B %#
阳性对照所用 :;< 模板来源于甲基化酶 $""!修
饰的正常人外周血 :;< # 水浴结束之后取产物
C@ "D 混合于 BE上样缓冲液!加入浓度为 FG的琼
脂糖凝胶!电泳!HI 染色# 运用图像采集与分析系
统!记录并分析电泳结果#
!"# 统计学方法
应用 J=JJCB9@ 软件包对 >K47 基因的甲基化

频率进行统计分析! 数据比较分析采用 #L 检验#
%M@9@N 认为差异具有统计学意义#

$ 结 果

$"! %&’( 基因启动子甲基化状态
用 >K47 基因 OJ= 特异性引物扩增甲基化

阳性对照和非甲基化阳性对照! 均扩增出相对应
的条带!大小正确且无其他条带出现!空白对照无
条带出现$图 C%!说明实验技术及所用引物和试
剂正确! 实验结果可信& 胃癌组织和癌旁组织中
>K47 基因的异常甲基化阳性率分别为 NCPBG
$FF Q BR%和 CS9SG$CL Q BR%!其差异有统计学意义
$&M@9@@C%&
$"$ %&’( 基因启动子区甲基化状态与胃癌临床
特征的关系

>K4T 基因启动子区异常甲基化与胃癌组织
临床病理学特征的关系见表 L&患者年龄’性别’肿
瘤大小’病理分期’I500"U3 分型’肿瘤浸润深度’
组织分化程度和淋巴转移程度不同的胃癌组织

中!>K4T 基因启动子区异常甲基化状态的差异均
无统计学意义(&V@P@N%&

$"# )*+ 方法检测结果与 %,-(. 方法验证结
果的关系

经 OWX 方法检测的 BR 例胃癌组织标本再经
>YIT< 方法检测! 结果显示胃癌组织 >K4T 甲基
化阳性率为 RLPLG (LZ Q BR%! 与 OJX 检测结果
)NCPBG(FF Q BR%* 之间的差异无统计学意义 $&V
@P@N%& FF 例经 OJX 方法检测结果为甲基化阳性的
胃癌组织标本!经 >YIT< 方法检测!LZ 例呈阳性!
另 B 例为阴性$即为假阳性%& FC 例经 OJX 方法检
测为甲基化阴性的胃癌组织标本!经 >YIT< 方法
验证即全部为甲基化阴性& LZ 例经 >YIT< 方法检
测为阳性的胃癌组织!OJX 检测全部为阳性& 经
>YIT< 方法检测!结果为阴性的胃癌组织标本 FZ
例!经 OJX 方法检测!FC 例呈甲基化阴性$部分检
测结果见图 L’图 F%&
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表 ! 甲基化特异性 "#$ 及 #%&$’ 方法 "($ 引物序列和退火温度
)*+,- . )/- 0123-14 *56 *55-*,257 8-30-1*891-4 94-6 25 3-8/:,*82;5<40-=2>2= 0;,:3-1*4- =/*25 1-*=82;5 !?@"" *56
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7-5- *30,2>2=*82;5

程昭栋!等P 两种方法检测胃癌患者 >K4T 基因启动子区甲基化的状态

图 C >K4T 基因 OWX 电泳结果
4.a20) C O)$%&’($.53b+,)-./.- ,5’&")0U+) -%U.3 0)U-$.53
$OWX% a)’ )’)-$05,%50)+.+ 5/ -%)-c,5.3$ 6.$% /50c %)U*b
U++5-.U$)* U3* 0.3a /.3a)0 $>K4T% a)3)
<! aU+$0.- -U0-.35"U +,)-.")3+" I! U*dUe)3$ 350"U’ $.++2)+P
OU! "U0c)0" C!L!F! $2"50 +U",’)+" O! ")$%&’U$.53b,5+.$.8)
e53$05’" f! 23")$%&’U$.53b,5+.$.8) e53$05’" >5! g’U3c -53$05’P
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! 讨 论

抑癌基因高甲基化是肿瘤重要致病因素之

一%在许多肿瘤的发生过程中是一个频发的早期
事件&胃癌的发生发展是一个多因素’多阶段’多
基因异常的累积过程%目前已检测出胃癌中多个
抑癌基因发生异常甲基化 #A/%AA$& 同时亦有报道发
现 :WTU 基因因为其启动子区异常甲基化而表
达沉默& R=$(=X- 等 #C$研究发现在 .C 例原发性胃
癌中有 A1 例 !C/V"出现异常甲基化现象 & Y=+-
等 #AB$ 研究发现 %胃癌组织 :W8U 基因启动子区
异常甲基化比例为 .BV!BG Z G1"& 3-= 等 #1$的研

究显示在 B/ 例胃癌中有 Q 例 !G.V "发生 :W8U
甲基化% 在与之相匹配的 B/ 例非肿瘤组织中没
有发现 :W8U 基因的甲基化 !!J/N//A"( 并且
:W8U 甲基化的程度与胃癌的分化程度相关& 另
外 W=99- 等 #AC$研究得出 :W8U 甲基化状态与胃
癌的恶性程度相关的结论 & 以上研究结果表明
:W8U 甲基化在胃癌中是频发事件% 并且可能与
胃癌的临床病理特点相关 & 另有文献报道 #P%AG$%
由于高甲基化而导致的 :W8U 基因表达的缺失
可以经某些化学药物!如 .0氮0B[0脱氧胞苷 "处
理之后恢复表达% 部分检查点的功能得到恢复%
重新激活甲基化沉默基因 %提示检测 :W8U 基因
启动子区的甲基化状态可能有助于判断胃癌的

治疗效果%监测预后&
我们的研究发现%胃癌组织中 :W8U 基因异常

甲基化阳性率显著高于癌旁组织甲基化阳性率%提
示 :W8U 基因异常甲基化可能参与胃癌的发生和
发展(但临床病理学特征包括患者年龄’性别’肿瘤
大小’病理分期’<=$$9-4 分型’肿瘤浸润深度’组织
分化程度和淋巴转移程度不同的胃癌组织中%:W8U

图 C :W8U 基因 :\<U* 方法 "#$]!酶切后电泳结果
8(+H$’ C :\<U* +’7 ’7’%&$=>"=$’)() =@ :S8U +’4’ -@&’$
5(+’)&’5 ^, "#$]!
R-% 9-$X’$( A0G% &H9=$ )-9>7’)( R% 9’&",7-&(=4_>=)(&(E’ %=4&$=7(

:=% ^7-4X %=4&$=7 !H45(+’)&’5"N
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图 B :S8U 基因 :\<U* 方法 "#$]!酶切前电泳结果
8(+H$’ B :=9^(4’5 ^()H7@(&’ $’)&$(%&(=4 -4-7,)() !:\<U*"

+’7 ’7’%&$=>"=$’)() =@ :S8U +’4’ ^’@=$’ 5(+’)&’5 ^, "#$]!
R-% 9-$X’$( A0P% &H9=$ )-9>7’)( R% 9’&",7-&(=4_>=)(&(E’ %=4&$=7(

:=% ^7-4X %=4&$=7N

表 ! "#$% 基因启动子区甲基化状态与胃癌患者临床特
征的关系

&’()* ! &+* ,*)’-./01+.2 (*-3**0 ’(*,,’0- 4*-+5)’-./0
/6 "#$% 7*0* ’08 9).0.9/2’-+/)/7.9 9+’,’9-*,.1-.91 /6

7’1-,.9 9’09*, 2’-.*0-1
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基因启动子区异常甲基化状态的差异无统计学意义

!!!"#"$"# 本研究检测的胃癌组织 %&’( 基因甲基
化阳性率与文献$)*%的检测结果相似# 与文献$+&,%报道

的 %&’( 甲基化阳性率不同的原因&一方面是研究
中所采用的甲基化特异性引物的不同造成的’另一
方面& 由于 %&’( 基因启动子区的 %-. 位点的甲
基化状态不均一或者甲基化程度不完全& 从而导
致有不同的检测结果出现#
本研究联合应用甲基化特异性 /%( 法和结

合重亚硫酸盐的限制性内切酶法两种方法检测胃

癌组织中 %&’( 基因的甲基化状态& 综合了 01/
方法的高灵敏度和 %23(4 方法的高特异度的优
点&保证了研究的科学性和实验结果的准确性#本
实验比较了两种方法在检测胃癌组织中 %&’( 基
因启动子区甲基化阳性率是否有差异& 其检测结
果的差异无统计学意义’ 但 %23(4 方法检测甲
基化特异度相对更高&可以检测出 01/ 方法中的
假阳性结果# 因此& 对于大批量标本的甲基化检
测&可以尝试首先应用 01/ 方法检测 &然后利用
%23(4 方法检测相同标本& 排除 01/ 方法检测
的假阳性标本# 本研究中未出现 %23(4 方法检
测结果呈阳性而 01/ 为阴性的情况&可能与检测
标本数量较少有关# 增加标本数量可能会得出更
全面的结论#
总之& 本研究结果显示 %&’( 基因异常甲基

化是胃癌发生发展过程中的频发事件# 检测胃癌
组织中 %&’( 基因启动子区的甲基化状态可能有
助于胃癌的诊断# 另外&联合 01/ 与 %23(4 两种
方法检测胃癌患者 %&’( 基因甲基化的状态 &可
能有助于提高检测结果的准确性#
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