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启动子甲基化导致人前列腺癌雄激素非依赖性细胞株ＰＣ３中ＥｐｈＡ１基
因低表达
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［摘要］　目的：观察前列腺癌细胞株中ＥｐｈＡ１基因表达及甲基化情况，探讨ＤＮＡ甲基化酶抑制剂对其表达及甲基化的影

响。方法：采用实时定量ＲＴＰＣＲ法检测雄激素依赖性、非依赖性前列腺癌细胞系ＬＮＣａＰ、ＰＣ３中ＥｐｈＡ１基因表达情况；用

ＤＮＡ甲基化酶抑制剂５氮杂２′脱氧胞苷（５ａｚａ２′ｄｅｏｘｙｃｙｔｉｄｉｎｅ，５ＡｚａｄＣ）处理细胞，实时定量 ＲＴＰＣＲ法观察处理后

ＥｐｈＡ１基因表达的变化。亚硫酸氢钠处理后，采用ＤＮＡ测序法对前列腺癌细胞ＥｐｈＡ１基因进行甲基化状态分析。结果：

ＬＮＣａＰ、ＰＣ３细胞中ＥｐｈＡ１基因表达低下；５ＡｚａｄＣ作用后，ＬＮＣａＰ细胞ＥｐｈＡ１基因无明显变化，而ＰＣ３细胞中ＥｐｈＡ１基

因表达显著恢复（Ｐ＜０．００１）。ＰＣ３细胞中ＥｐｈＡ１基因启动子区存在高甲基化，而ＬＮＣａＰ细胞该区域较少发生甲基化。结

论：启动子甲基化可能是导致雄激素非依赖性ＰＣ３细胞ＥｐｈＡ１基因表达下调的重要机制。
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　　Ｅｐｈ基因家族是受体酪氨酸激酶家族中最大的亚群，在

人类至少有１４种受体基因（Ｅｐｈ）和８种配体基因（ｅｐｈｒｉｎ），

其表达产物Ｅｐｈ家族蛋白广泛存在于各器官，可能与肿瘤的

发生、发展及预后密切相关［１］。我们的前期研究［１２］发现，雄

激素依赖性、非依赖性前列腺癌细胞株ＬＮＣａＰ、ＰＣ３中Ｅ

ｐｈＡ１基因表达降低，但具体机制不很清楚。为进一步探讨

前列腺癌细胞ＥｐｈＡ１基因低表达与基因甲基化的相关性，

本研究采用 ＤＮＡ甲基化酶抑制剂５氮杂２′脱氧胞苷（５

ａｚａ２′ｄｅｏｘｙｃｙｔｉｄｉｎｅ，５ＡｚａｄＣ）处理上述两株细胞，应用实

时定量ＲＴＰＣＲ法观察处理前后的细胞ＥｐｈＡ１基因表达的

变化，并应用ＤＮＡ测序法分析ＥｐｈＡ１基因甲基化状态，为

后续研究奠定基础。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　前列腺癌雄激素依赖性、非依赖性

细胞系ＬＮＣａＰ、ＰＣ３购自中国科学院上海细胞生物研究所。

ＬＮＣａＰ细胞培养于含１ｍｍｏｌ／ＬＬ谷氨酰胺、１０％胎牛血清

（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，美国）、１００Ｕ／ｍｌ青霉素 Ｇ和１００ｍｇ／ｍｌ

链霉素的Ｆ１２培养液（北京海克隆生物化学制品有限公司）

中，３７℃、体积分数５％ＣＯ２进行培养。ＰＣ３细胞使用ＲＰＭＩ

１６４０培养液。５ＡｚａｄＣ购自美国Ｓｉｇｍａ公司，用二甲基亚

砜（ＤＭＳＯ）溶解备用。

１．２　实时定量ＲＴＰＣＲ测定ＥｐｈＡ１基因表达

１．２．１　细胞培养及获取　用０．２５％胰蛋白酶（美国 Ｇｉｂｃｏ

公司）消化处于对数生长期的前列腺癌细胞ＬＮＣａＰ、ＰＣ３，

用ＲＰＭＩ１６４０培养液调至终密度为５×１０４／ｍｌ的单细胞悬

液，接种于２５ｃｍ２的培养瓶中，２４ｈ使细胞同步化。吸去培

养液，ＰＢＳ洗涤２遍，经０．２５％胰蛋白酶消化后，收集细胞。

１．２．２　抽提ＲＮＡ及ｃＤＮＡ合成　加入２ｍｌＴＲＩｚｏｌ试剂，

在１５ｍｌ塑料离心管充分振荡，室温放置５ｍｉｎ后以２０００×

ｇ离心１５ｍｉｎ。将上清液体吸入１．５ｍｌ的离心管中，加入

０．２ｍｌ的氯仿，室温下颠倒混匀３ｍｉｎ。４℃１８０００×ｇ离心

１５ｍｉｎ。利用异丙醇沉淀ＲＮＡ，然后以７０％冷乙醇清洗沉

淀。在空气条件下待沉淀干燥后，加入二乙基焦磷酸酰胺

（ＤＥＰＣ）处理的三蒸水溶解ＲＮＡ。用紫外分光光度计和甲

醛琼脂糖变性电泳对提取的总ＲＮＡ进行纯度和含量鉴定。

利用反转录试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ公司）将２μｇ总 ＲＮＡ反转录

成ｃＤＮＡ，具体操作按试剂盒说明书进行。
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１．２．３　引物和探针的设计与合成　按照引物和ＴａｑＭａｎ探

针设计原则，分别设计扩增ＥｐｈＡ１和内标基因 ＧＡＰＤＨ 的

引物和探针，序列见表１。探针的５′端采用ＦＡＭ 荧光基团

标记，３′端连接Ｅｃｌｉｐｓｅ标记的淬灭基团。引物和探针均由

宝生物工程（大连）有限公司合成。

表１　ＥｐｈＡ１和ＧＡＰＤＨ基因引物和探针序列

基　因 引物序列 产物长度 （ｂｐ）

ＥｐｈＡ１（ＮＭ＿００５２３２）

　　Ｆ ５′ＡＴＣＴＴＴＧＧＧＣＴＧＣＴＧＣＴＴＧＧ３′ １２７

　　Ｒ ５′ＧＣＴＴＧＴＣＣＴＣＴＣＧＡＴＣＣＡＣＡＴＣ３′

　　Ｐ ５′（ＦＡＭ）ＣＧＧＴＣＡＣＧＣＴＧＣＣＴＣＴＧＣＴＧＣＣ（Ｅｃｌｉｐｓｅ）３′
ＧＡＰＤＨ（ＮＭ＿００２０４６）

　　Ｆ ５′ＣＣＡＧＧＴＧＧＴＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＴ３′ １３０

　　Ｒ ５′ＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧＣＣＡＡＡＴＴＣＧＴＴＧＴ３′

　　Ｐ ５′（ＦＡＭ）ＡＡＣＡＧＣＧＡＣＡＣＣＣＡＣＴＣＣＴＣＣＡＣＣ（Ｅｃｌｉｐｓｅ）３′

１．２．４　实时定量 ＲＴＰＣＲ反应　反应体系组成：１×缓冲

液，１Ｕ热启动酶，２００μｍｏｌ／Ｌ三磷酸脱氧核苷（ｄＮＴＰｓ），

０．３μｍｏｌ／Ｌ引物，０．６μｍｏｌ／Ｌ５羧基Ｘ罗丹明（ＲＯＸ）和２μｌ

ｃＤＮＡ，加入０．２μｍｏｌ／Ｌ探针。反应在 ＡＢＩ７０００实时ＰＣＲ
仪上进行。９５℃预变性２ｍｉｎ，按下列参数进行４０个循环：

９４℃变性３０ｓ，５９℃复性３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ。标准样品制

备：选一管高浓度的总ＲＮＡ标本，反转为ｃＤＮＡ，以蒸馏水

稀释１０倍，分装于５管，于－３０℃冰箱冻存，作标准品备用。

自定义未稀释的ＥｐｈＡ１和ＧＡＰＤＨ的浓度为１，将实时定量

ＲＴＰＣＲ产物按照１０倍比例稀释的方法依次倍比稀释至浓

度为１０－４。将扩增结果与标准曲线进行比较，计算ＥｐｈＡ１
基因 ｍＲＮＡ 和 ＧＡＰＤＨ 的表达量，并以 ＧＡＰＤＨ 标化 Ｅ

ｐｈＡ１的表达。实时定量ＲＴＰＣＲ测定重复５次，取平均值。

１．３　５ＡｚａｄＣ处理细胞　将５×１０５前列腺癌细胞接种于直

径１００ｍｍ的培养平皿中，培养４８ｈ后加入１００ｍｍｏｌ／Ｌ的

５ＡｚａｄＣ。再培养４８ｈ后，用ＰＢＳ清洗３次，换新鲜培养液，

细胞继续培养４８ｈ后，按常规方法分离提取细胞总ＲＮＡ并

反转成ｃＤＮＡ，再采用上述方法进行ＥｐｈＡ１基因表达测定，

并与药物处理前结果进行比较。

１．４　ＤＮＡ测序法分析 ＥｐｈＡ１基因甲基化状态　将１μｇ

ＤＮＡ溶解于５０μｌ蒸馏水中，经３ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＯＨ变性后加

入亚硫酸氢钠（Ｓｉｇｍａ公司，美国）等试剂，５３℃水浴过夜。应

用 ＷｉｚａｒｄＤＮＡ 纯化试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ公司，美国）纯化，２

ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ终止反应。冷乙醇沉淀ＤＮＡ后溶解在３０μｌ
蒸馏水中。对处理后的ＤＮＡ进行测序。针对ＥｐｈＡ１基因

翻译起始点上游的 ＤＮＡ序列设计１对引物：５′ＧＴＴＧＡＧ

ＴＴＴＡＧＧ ＡＴＴ ＡＧＡ ＡＴＴ ＧＧ３′（上游引物），５′ＡＴＴ

ＣＣＣＴＣＣＣＣＡ ＣＴＣＣＣＡ３′（下游引物）。ＰＣＲ 产物用

ＱＩＡｑｕｉｃｋＰＣＲ纯化试剂盒 （Ｑｉａｇｅｎ公司，德国）纯化后用直

接法测序，分析基因甲基化状态。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１２．０软件进行统计分析，定

量结果以珚ｘ±ｓ表示，组间比较采用ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异

具有统计学意义。

２　结　果

２．１　前列腺癌细胞 ＥｐｈＡ１基因表达　５ＡｚａｄＣ处理前，

ＬＮＣａＰ、ＰＣ３ 细 胞 中 ＥｐｈＡ１ 基 因 表 达 均 明 显 低 下。

５ＡｚａｄＣ处理后，ＬＮＣａＰ细胞ＥｐｈＡ１基因表达无明显变化

（０．０６±０．００７ｖｓ０．０７±０．００７）；而ＰＣ３细胞ＥｐｈＡ１基因表

达明显升高（０．０７±０．００９ｖｓ０．６４±０．０７），差异具有统计学

意义（Ｐ＜０．００１）。

２．２　ＤＮＡ甲基化分析结果　前列腺癌细胞ＥｐｈＡ１基因启

动子区转录开始位点－２６３～＋３０４有４８个ＣＧ（５′ＣｐＧ岛），

对其中２２个ＣＧ位点进行测序，结果（图１）显示：ＰＣ３细胞

基因该部位多数ＣＧ中的胞嘧啶发生了甲基化，包括等位基

因的完全和不完全性甲基化；而细胞ＬＮＣａＰ在这个区域内

的ＣｐＧ岛较少发生甲基化。

图１　前列腺癌细胞系ＥｐｈＡ１基因启动子区甲基化分析结果

Ａ：黑圆、花圆、白圆分别代表完全甲基化、不完全甲基化及未甲基化

的ＣＧ位点；Ｂ：ＰＣ３细胞ＥｐｈＡ１基因启动子区甲基化测序部分结

果，显示在翻译起始位点（ａｔｇ）上游－１８和下游２６碱基之间有５个

ＣＧ，其中第３、４个ＣＧ发生了甲基化，而第１、２、５个ＣＧ未发生甲基化

３　讨　论

　　我国前列腺癌发病率呈上升趋势，但其发生、发展的具

体机制仍不清楚［３］。基因启动子区ＣｐＧ岛甲基化是抑癌基

因失活的重要机制，可能与前列腺癌的发生、发展密切相
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关［４５］。甲基化的启动和维持有赖于 ＤＮＡ 甲基转移酶，

５ＡｚａｄＣ是胞嘧啶类似物，作用于嘧啶的Ｃ５位置，可作为

ＤＮＡ甲基转移酶的抑制剂，抑制甲基化。

　　ＥｐｈＡ１是第一个被发现的Ｅｐｈ基因，广泛存在于人体上

皮细胞，其中以皮肤、胃、肠等组织表达较高，与卵巢癌、乳腺

癌、恶性胶质瘤及皮肤非黑素癌密切相关［６９］。Ｆｏｘ等［１０］研

究发现ＥｐｈＡ１基因表达水平与前列腺癌恶性程度负相关，

认为ＥｐｈＡ１基因可能参与了阻止正常前列腺细胞表型恶性

转化过程。本课题组的ＲＴＰＣＲ［２］、实时定量ＲＴＰＣＲ法研

究结果均证实前列腺癌ＬＮＣａＰ、ＰＣ３细胞中ＥｐｈＡ１基因均

低表达，与Ｆｏｘ等［１０］研究结果类似。

　　进一步的甲基化分析结果发现，ＰＣ３细胞ＥｐｈＡ１基因

存在高甲基化，５ＡｚａｄＣ处理后，ＰＣ３细胞ＥｐｈＡ１基因表达

部分恢复。结果提示，前列腺癌细胞ＰＣ３中ＥｐｈＡ１基因表

达低下的原因可能与启动子的高甲基化密切相关。而对雄

激素依赖性的 ＬＮＣａＰ细胞分析结果发现，ＬＮＣａＰ 细胞

ＥｐｈＡ１基因同样存在低表达，但甲基化分析未见明显甲基化，

５ＡｚａｄＣ处理也不能恢复其基因表达。结果提示ＬＮＣａＰ细

胞ＥｐｈＡ１基因低表达可能与启动子甲基化关系不大，还存

在其他机制；也同样说明，雄激素依赖性及非依赖性前列腺

癌细胞中ＥｐｈＡ１基因表达存在不同的调控机制。

　　本研究结果显示，ＥｐｈＡ１基因在雄激素非依赖性前列腺

癌细胞中呈现低表达及高甲基化现象，提示该基因可能具备

抑癌功能，其表达水平的降低与前列腺癌向雄激素非依赖性

转化有关，或许可成为新的前列腺癌诊断的标志物。另外，

该基因表达能被ＤＮＡ甲基化酶抑制剂恢复，提示该基因可

作为前列腺癌治疗的新靶点。
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