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目的
!

探讨
BC<2<

基因启动子的甲基化状况与大肠癌
BC<2<

的相关性&方法
!

选择河北省唐山市开滦总医院

肿瘤科
1%$%

年
1

月至
1%$'

年
'

月共
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例散发性大肠癌及相关正常黏膜组织!以及
)

个大肠癌细胞株和纤维细胞株"

]<D

%作为

研究对象&对研究对象实施基因
LEC:

和甲基化分析&结果
!

BC<2:

和
BC<2;

的
LEC:

!在所检测的大肠癌细胞株中均有

表达&而
BC<2<

除
]<D

外!所有的癌细胞株中均无
LEC:

表达&在大肠癌组织中
BC<2<

的甲基化明显高于正常黏膜!差异

有统计学意义"

!

$

%&%2
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BC<2<

基因在
%)+

期!以及
&)$

期的甲基化水平均显著高于未甲基化水平!均差异有统计学意

义"
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法进行相关性分析!

BC<2<

缺陷与大肠癌疾病呈正相关"
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%&结论
!

CAGK#,.$

受

体
BC<2<

缺陷与大肠癌具有一定相关性&

%关键词&

!

CAGK#,.$

受体$

BC<2<

缺陷$结直肠肿瘤$相关性
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同源蛋白$
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BC<24

%是

CAGK#,.$

的一种依赖型受体#在缺少
CAGK#,.$

配体时#可诱导

有关细胞凋亡#在与配体结合后通常可抑制凋亡)而
BC<2<

作为
BC<24

家族的一员#主要位于人类染色体
0

f

1$.

f

1'

)有

研究报道#其广泛表达于正常细胞中#但在大肠癌和其他肿瘤

组织内表达下降#表明
BC<2<

可发挥肿瘤抑制基因效果'
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本文旨在研究
BC<2<

缺陷与大肠癌的相关性#现报道如下)
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资料与方法

B&B

!

一般资料
!

选择河北省唐山市开滦总医院肿瘤科
20

份

散发性大肠癌及相关正常黏膜组织$石蜡标本%#以及
)

个大肠

癌细胞株$
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4<6$$)
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5D5$

*

b#5K
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D9$-06
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461(

%和纤

维细胞株$
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%作研究对象)

20

份标本均

于该院从
1%$1

年
1

月到
1%$'

年
'

月行大肠癌手术的患者中

部分切除所得)其中男
'0

例#女
1%

例&年龄
'1

)

/'

岁#平均

$

2(&2V1&1

%岁)结肠癌
1(

例#直肠癌
12

例)

20

份标本均由

病理学证实)患者在手术前无放*化疗及其他生物治疗史)

B&C

!

方法

B&C&B

!

标本采集
!

全部标本均源于患者大肠癌组织$避免在

肿瘤中心处的坏死区采集%及手术的切缘组织$取自标本的近

切端相应切缘处%)标本在离体之后快速置于
U$()c

的液氮

内冷冻#之后置于
U/2c

的冰箱内保存备用)另取部分组织

放置在
$%a

中性甲醛液内固定并以石蜡包埋)

B&C&C
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主要仪器及试剂
!

仪器!德国
:,?M

8

G#PZA,?:T

公司

的
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8

JMAK><E

仪&美国
;#".E?!

公司
>"NAK>?J6S ;?+#J

>"NAK9Q

@@

M

8

型电泳仪&美国
;#".E?!

公司
9QO.<AMMT6

电泳

槽&加拿大
<?KA+GKA?L

公司的
TAMD"

H

#J1$1>E3

型凝胶成像
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重庆医学
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年
0

月第
00

卷第
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期

"

基金项目!中国煤炭工业协会
1%$1

年度科学技术研究指导性计划项目$

S6YZ1%$1.01%
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!

作者简介!孙冬生$

$()'U

%#副主任医师#博

士研究生#主要从事基因甲基化与肿瘤关系研究)



的分析系统&美国
67AKL"

公司
BMGK"IKAA\A'0$%

超低温冰箱&

中国宁波永新光学股份有限公司
Ĉ;.$%%

型显微镜等)试剂!

><E

扩增引物中各序列均由上海英骏生物技术有限公司设计

合成&琼脂糖产于美国的
>K"LA

H

?

公司&宝生物
CQJMA"9

@

#,

-

EC:

试剂盒&宝生物
6=_>:6

试剂盒&

>;9

液
%&$L"M

#
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4

为
-&1

)

-&0

&

9>(%%%

试剂盒&

5:;

显色试剂盒等)
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检测方法
!

对研究对象实施基因
LEC:

和甲基化分

析#其中
EC:

提取使用宝生物
CQJMA"9

@

#,
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EC:

试剂盒#石

蜡标本
5C:

提取使用宝生物
6=_>:6

试剂盒#严格按照试

剂盒的说明书进行仔细操作)根据
E6.><E

实验步骤对两者

行电泳分析#其中甲基化引物使用
<3;E:

法并结合重亚硫酸

盐限制性内切酶法)

B&C&E

!

LEC:

引物
!

BC<2:

!上游引物为
2j.6T: <<:

<TT<<::<6:<:<<6.'j

#下游引物为
2j.<<:T6TTT6

T<:T6<<:T.'j

#退火温度
22c

#扩增长度为
$01O

@

#

02

个

循环)

BC<2;

!上游引物为
2j.<6T 6<T T:< :<6 T<<

::<6:.'j

#下游引物为
2j.<6T6<TT:<:<6T<<::<

6:.'j

#退火温度
22 c

#扩增长度为
$'1O

@

#

02

个循环)

BC<2<

!上游引物为
2j.6T<:::6T<6<T6T<6:<<6.

'j

#下游引物为
2j.6T6TT6<<66<6T:6T::<<<.'j

#

退火温度
22c

#扩增长度为
12/O

@

#

02

个循环)

;AG?.?JG#,

!上

游引物为
2j.6<:<<:6TT:6T:6T:6:6<T<<.'j

#下

游引物为
2

#

.<<:<:<T<:T<6<:66T6:T::TT.'j

#

退火温度
22c

#扩增长度为
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@

#

02

个循环)
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甲基化引物
!

BC<2<

!上游引物为
2j.666 :T6

TTTT66666:T66T666T.'j

#下游引物为
2j.6:6<<<

::6<<<::6<<E<::<.'j

#退火温度$循环次数%为
2)

c

$

2

%#

20c

$

$%

%#

21c

$

'%

%#每次循环时间均为
'%+

&产物长

度$酶%!

$12O

@

$

47?M

%酶
'-c

#

$17

)

B&C&N

!

测定标准
!

严格按照
9>(%%%

*

5:;

显色试剂盒说明

书进行操作#

>;9

振洗*

5:;

显色后观察统计)于高倍镜下对

每一切片挑选
$%

个代表视野#并对每个视野中
$%%

个癌细胞

进行计数#共计
$%%%

个细胞)阳性染色信号主要定位于细胞

质中#呈现为黄色颗粒#且界限清楚#并无明显的背景着色)阳

性计分标准!$

$

%根据染色强度判定#

%

分为无色&

$

分为淡黄

色&

1

分为棕黄色&

'

分为黄褐色)$

1

%根据阳性染色的细胞百

分率判定#

+

$%a

为
%

分&

%

$%a

)

2%a

为
$

分&

%

2%a

)

-2a

为
1

分&

%

-2a

为
'

分)此两项得分所乘结果大于
'

分为阳性

病例$记为
`

%#

+

'

分为阴性病例$记为
U

%#最后通过两位资

深病理医务人员以双盲法判定#所得一致意见即为最终结果)

B&D

!

统计学处理
!

采用
9>99$'&%

统计软件分析#数据比较

采用
!

1 检验#以
!

$

%&%2

为差异有统计学意义)
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!

结
!!

果

C&B

!

细胞株
LEC:

电泳及甲基化电泳结果
!

细胞株$

9b0/

#

4<6$$)

#

5D5$

#

b#5K

#

D9$-06

#

461(

#

]<D

%

LEC:

电泳结果

显示#其中
BC<2:

除
]<D

外#其他指标均有表达&

BC<2;

及

;AG?.?JG#,

各项指标均有表达#但
BC<2<

除
]<D

有表达外#其

他各项指标均无表达$图
$

%)细胞株
BC<2<

甲基化#大肠癌

及正常组织的甲基化结果#见图
1

*

'

)

C&C

!

BC<2:

*

BC<2;

及
BC<2<

在大肠癌细胞株及
]<D

中

的表达比较
!

BC<2:

和
BC<2;

的
LEC:

#在所检测的大肠

癌细胞株中均有表达)而
BC<2<

除
]<D

外#所有的癌细胞

株中均无
LEC:

表达#见表
$

)

!!

:

!

BC<2:

&

;

!

BC<2;

&

<

!

BC<2<

&

5

!

;AG?.?JG#,

&

$

!

9b0/

&

1

!

4<6$$)

&

'

!

5D5$

&

0

!

b#5K

&

2

!

D9$-06

&

)

!

461(

&

-

!

]<D

)

图
$

!!

细胞株
LEC:

电泳结果

!!

$

!

9b0/

&

1

!

4<6$$)

&

'

!

5D5$

&

0

!

b#5K

&

2

!

D9$-06

&

)

!

461(

)

图
1

!!

细胞株
BC<2<

的甲基化结果

!!

6

!大肠癌&

C

!正常组织&

S

!标记物)

图
'

!!

大肠癌及正常组织的甲基化结果

表
$

!!

BC<2:

'

;

'

<

的
LEC:

在两种细胞株中的表达比较

细胞株
个

数

BC<2:

阴性 阳性

BC<2;

阴性 阳性

BC<2<

阴性 阳性

;AG?.?JG#,

阴性 阳性

大肠癌细胞株
) % ) % ) ) % % )

]<D $ $ % % $ % $ % $

C&D

!

BC<2<

在大肠癌组织及正常黏膜的甲基化情况比较
!

在大肠癌组织中
BC<2<

的甲基化明显高于正常黏膜#差异有

统计学意义$

!

1

W21&(%

#

!

$

%&%2

%)提示
BC<2<LEC:

表

达的缺失可能和基因启动子的甲基化有关#见表
1

)

表
1

!!

BC<2<

在两组组织中的甲基化比较%

*

#

a

$"

*W20

&

组别 甲基化 未甲基化

大肠癌组织组
0%

$

-0&%-

%

?

$0

$

12&('

%

?

正常黏膜组
'

$

2&2)

%

2$

$

(0&00

%

!!

?

!

!

$

%&%2

#与正常黏膜组比较)

C&E

!

BC<2<

甲基化与肿瘤进展关系
!

BC<2<

基因在
%)

+

期#以及
&)$

期的甲基化水平均显著高于未甲基化水平#

均差异有统计学意义$

!

$

%&%2

%)提示
BC<2<

基因甲基化于

肿瘤早期即出现#且与肿瘤的进展程度无关#见表
'

)

表
'

!!

BC<2<

甲基化与肿瘤进展关系%

*

#

a

$"

*W20

&

]̂T3

分期
*

甲基化 未甲基化
!

1

!

%)+

期
') 1/

$

--&-/

%

/

$

11&11

%

11&11

$

%&%2

&)$

期
$/ $1

$

))&)-

%

)

$

''&''

%

0&%%

$

%&%2

//0$

重庆医学
1%$2

年
0

月第
00

卷第
$$

期



C&F

!

BC<2<

缺陷与大肠癌疾病的相关性分析
!

依照

9

@

A?KL?,

法进行相关性分析#

BC<2<

缺陷与大肠癌疾病呈正

相关$

5W%&/2)

#

!

$

%&%2

%)提示
BC<2<

在大肠癌发生*发展

中起着关键的调节作用)

D

!

讨
!!

论

伴随大肠癌疾病发展#患者症状会逐渐显现#主要有腹痛*

便血*肠梗阻以及腹部包块等症状#加之肿瘤转移和浸润将导

致受累器官发生变化#对患者身体造成严重影响'

1.'

(

)

BC<24

在人类群体中#主要即为
BC<2:

*

<

#编码产物均为
%

类跨膜

蛋白#可由胞外区和跨膜区以及胞内区等功能区构成'

0

(

)

有资料表明#

BC<24

在除神经系统之外的其他大部分人

体组织中均有表达'

2

(

)虽然国内外对于
BC<24

在人体的表

达有诸多报道#但关于
BC<2<

于大肠癌组织内表达的报道则

较为少见)本研究结果发现#

BC<2:

和
BC<2;

的
LEC:

#

在所检测的大肠癌细胞株中均有表达)而
BC<2<

除
]<D

外#所有的癌细胞株中均无
LEC:

表达)在大肠癌组织中

BC<2<

的甲基化明显高于正常黏膜#且
BC<2<

基因在大肠

癌的
%)+

期#以及
&)$

期的甲基化水平均显著高于未甲基

化水平)表明
BC<2<

基因启动子的甲基化状况与
BC<2<

LEC:

水平密切相关)同时#分析
BC<2<

基因启动子的甲基

化状况与
BC<2<LEC:

水平的相关性发现#

BC<2<

缺陷与

大肠癌疾病呈正相关#与
<"#++#AQR

等'

)

(报道一致#这可能是因

为
BC<2<

是一种条件性的抑癌基因#抑制肿瘤作用主要依赖

于
CAGK#,.$

型配体#而后者常常仅局限在肠隐窝基底部位)

CAGK#,.$

存在时#

BC<2<

与之结合能够阻止细胞产生凋亡#此

过程可能有
1

个步骤!$

$

%阻断
<?+

@

?+A+

切割受体胞内区#在

BC<2<

受体和
CAGK#,.$

结合之后#可诱导受体发生二聚化#促

使其胞内区$含死亡域%产生结构变化#最终阻断
<?+

@

?+A+

切

割)$

1

%触发了抗凋亡的信号通路)对于配体缺乏区#

BC<2<

存在可诱导细胞产生凋亡#并直接促使细胞死亡及肿瘤退化)

人类机体即可能利用此类机制对肿瘤浸润及转移产生抑制)

但对于大肠癌患者而言#

BC<2<

基因显著减少或是缺失#细

胞凋亡水平下降#但细胞增殖却仍然较强#这就促使肿瘤浸润

及转移变成了可能#因此在一定程度上导致了大肠癌疾病的发

生和进展)

4#O#

等'

-

(报道表明#人类大肠癌病患
BC<2<

基因的位点

上含抑癌基因位点
D34

#加之该基因常常会产生错义突变#因

此可能导致
BC<2<

表达减少)据统计#大于
/%a

的直肠癌及

大于
0(a

的结肠癌患者机体中
BC<2<

的表达明显减少#这无

法单纯依靠
D34

加以解释#但因
6?,#P?N?

等'

/

(已证实

BC<2;

基因为
@

2'

直接转录的目标#可调节
@

2'

所诱导的有

关细胞凋亡)而对于
BC<2<

和
@

2'

之间是否亦存在此种联

系#还需深入研究#有研究对诸多肿瘤患者研究后发现#

@

2'

活

性缺失与
BC<2<

表达缺陷呈正相关#而
BC<2<

表达缺陷亦

与大肠癌疾病本身呈正相关联系'

(.$0

(

#与本文研究结果相一

致#表明
CAGK#,.$

受体
BC<2<

缺陷与大肠癌具有一定相关

性#值得临床重视)
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