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［摘要］　目的：探讨ＰＴＣＨ１基因甲基化在胃癌发生中的作用及去甲基化试剂５氮杂２′脱氧胞苷（５ＡｚａｄＣ）对胃癌的治疗作

用。方法：选取１０例胃癌组织及其癌旁正常组织和胃癌细胞株 ＡＧＳ，抽提组织和细胞的总ＲＮＡ和基因组ＤＮＡ。实时定量

ＱＲＴＰＣＲ检测ＰＴＣＨ１基因的ｍＲＮＡ表达，ＭＳＰ（ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃＰＣＲ）分析ＰＴＣＨ１基因启动子区甲基化变化。用５ＡｚａｄＣ

处理ＡＧＳ细胞株，流式细胞术检测细胞周期和凋亡并观察ＰＴＣＨ１基因甲基化水平的改变。结果：胃癌组织、癌旁正常组织和

胃癌细胞株ＡＧＳ中ＰＴＣＨ１基因表达和启动子甲基化水平呈负相关，相关系数为－０．５９１（Ｐ＝０．００６）；５ＡｚａｄＣ的处理可引起胃

癌细胞ＡＧＳ细胞发生凋亡和Ｇ０／Ｇ１ 期阻滞，ＰＴＣＨ１基因发生去甲基化变化并表达增加。结论：ＰＴＣＨ１基因启动子区高甲基

化是胃癌细胞ＰＴＣＨ１低表达主要原因之一，５ＡｚａｄＣ能逆转ＰＴＣＨ１基因甲基化状态，调控其表达，对胃癌具有一定的治疗作用。
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　　Ｈｅｄｇｅｈｏｇ（ＨＨ）信号通路为调控胚胎发育过程
的重要分子机制之一，其活化参与多种实体肿瘤的
发生［１２］。ＨＨ 信号通路主要包括 ＳＨＨ、ＨＨＩＰ、

ＰＴＣＨ１、Ｓｍｏ和 Ｇｌｉ等成员，其中 ＰＴＣＨ１基因是

ＨＨ信号通路的负调控因子，抑制ＰＴＣＨ１的表达可
使 ＨＨ通路活化。既往报道ＰＴＣＨ１基因可发生甲
基化，可能与某些肿瘤的形成有关［３］，但其甲基化与
胃癌的关系尚未见报道。本研究观察了胃癌组织和

细胞株中ＰＴＣＨ１基因的甲基化状态与表达，以及
去甲基化试剂５氮杂２′脱氧胞苷（５ＡｚａｄＣ）对胃
癌细胞株ＰＴＣＨ１基因甲基化和表达的影响，初步
揭示了ＰＴＣＨ１高甲基化在胃癌发生的作用。

１　材料和方法

１．１　标本及细胞培养　收集我院进行胃癌根治术
的胃癌及癌旁组织各１０例，每例标本的癌组织和癌
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旁正常组织均常规病理切片证实，并液氮保存。其
中男性患者７例，女性患者３例，中位年龄６０岁，无
其他部位原发肿瘤，手术前未接受任何治疗。人胃
癌细胞株 ＡＧＳ购自中国科学院上海生命科学研究
院细胞中心，用含１０％胎牛血清的 Ｈａｍ’ｓＦ１２Ｋ培
养液３７℃、５％ＣＯ２常规培养。

１．２　主要试剂及仪器　５ＡｚａｄＣ购自Ｓｉｇｍａ公司；

ＴＲＩｚｏｌ试剂购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＲＮＡ反转录试剂
盒、ＰＩ试剂和 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ双染法流式凋亡检测
试剂盒均购自上海晶美生物工程有限公司；甲基化
转化试剂盒ＥＺＤＮＡ ＭｅｔｈｙｌａｔｉｏｎＧｏｌｄＫｉｔＴＭ购自
北京天漠科技开发有限公司；ＡＢＩ７５００型实时定量

ＰＣＲ仪由美国应用生物系统公司生产。

１．３　５ＡｚａｄＣ处理ＡＧＳ细胞　ＡＧＳ细胞株按每瓶

３×１０５接种于１００ｍｌ培养瓶中，约２４ｈ后细胞进入对
数生长期，于培养瓶中加入终浓度为５×１０－６ｍｏｌ／Ｌ
５ＡｚａｄＣ处理，２４ｈ换液１次，连续处理３ｄ，收集细
胞。同时设未加５ＡｚａｄＣ的平行培养的细胞作为对
照。培养细胞抽提ＲＮＡ和ＤＮＡ进行实验分析。

１．４　总ＲＮＡ抽提、ｃＤＮＡ合成及ＤＮＡ抽提　１００
ｍｇ组织在液氮中研磨成粉末状，或约１×１０６ＡＧＳ

细胞株用ＰＢＳ冲洗后离心收集，按常规方法抽提总

ＲＮＡ（用５０μｌＴＥ溶解），电泳检测ＲＮＡ浓度及纯
度。取１μｌ总 ＲＮＡ，加入１μｌ０．５μｇ／μｌＯｌｉｇｏ
ｄＴ１８、１０μｌＤＥＰＣＨ２Ｏ，混匀，７０℃水浴５ｍｉｎ后迅
速置冰上冷却，再依次加入以下试剂：４μｌ的５×反
应缓冲液，１μｌ的２０Ｕ／μｌＲＮＡ酶抑制剂，２μｌ的

１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ，混匀后３７℃水浴５ｍｉｎ；再加入１

μｌ的２００Ｕ／μｌ反转录酶（ＭＭｕＬＶ），４２℃水浴６０
ｍｉｎ后，７０℃水浴１０ｍｉｎ终止合成反应，合成的

ｃＤＮＡ产物－２０℃冻存备用。组织和细胞 ＤＮＡ按
常规的酚／氯仿抽提方法获得，ＮａｎｏＤｒｏｐ１０００全波
长紫外／可见光扫描分光光度计测定ＤＮＡ质量。

１．５　ＰＴＣＨ１基因的实时定量ＱＲＴＰＣＲ检测　取

ｃＤＮＡ产物２μｌ为模板，加入ＰＴＣＨ１上下游引物（表

１）各０．５μｌ，２×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ液１０μｌ，无菌水７μｌ，在 ＡＢＩ７５００型实时定量

ＰＣＲ仪上进行３５个扩增循环检测，条件为９５℃５ｓ、

５５℃５ｓ、７２℃３０ｓ。以βａｃｔｉｎ作为内参。扩增产物
行熔解曲线分析，采用２－ΔΔＣｔ进行ＰＴＣＨ１基因相对表
达量的计算并进行琼脂糖凝胶电泳分析。

表１　引物序列和扩增产物长度

Ｔａｂ１　ＰｒｉｍｅｒａｎｄｌｅｎｇｔｈｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ

ＰＣＲｔｙｐｅ Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｏｄｕｃｔｌｅｎｇｔｈ（ｂｐ）

ＱＲＴＰＣＲ ＰＴＣＨ１ ５′ＴＧＴＧＣＧＣＴＧＴＣＴＴＣＣＴＴＣＴＧ３′ １１９
５′ＡＣＧＧＣＡＣＴＧＡＧＣＴＴＧＡＴＴＣ３′

βａｃｔｉｎ ５′ＧＣＣＡＴＣＣＴＧＣＧＴＣＧ３′ ２６０
５′ＴＧＧＧＣＡＣＣＧＧＡＡＣＣＧＣＴ３′

ＭＳＰ Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ５′ＧＴＴＡＡＴＴＣＧＴＧＡＴＴＴＴＴＣＧＧＡ３′ １９７
５′ＡＴＡＡＣＡＡＡＣＣＴＡＣＧＡＡＣＣＧＣ３′

Ｕｎｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ５′ＡＡＴＧＴＴＡＡＴＴＴＧＴＧＡＴＴＴＴＴＴＧＧＡ３′ １９７

１．６　流式细胞仪检测细胞周期和凋亡　收集处理
和未处理的 ＡＧＳ细胞各约１×１０６细胞，以１０００
ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃去培养液。３ｍｌ０．０１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ（ｐＨ７．４）洗涤１次。离心去ＰＢＳ，加入冰预冷
的７０％的乙醇１ｍｌ４℃固定２４ｈ以上。离心弃去
固定液，３ｍｌＰＢＳ重悬５ｍｉｎ。４００目的筛网过滤１
次，离心去ＰＢＳ。用１ｍｌ的ＰＩ染液（终浓度为１００

μｇ／ｍｌ，０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ，ｐＨ７．４）染色，４℃避光３０
ｍｉｎ。流式细胞仪检测细胞周期和细胞凋亡率。

１．７　重亚硫酸盐转化ＤＮＡ　采用ＥＺＤＮＡＭｅｔｈ
ｙｌａｔｉｏｎＧｏｌｄＫｉｔＴＭ甲基化试剂盒，按说明书操作。
大体步骤如下：取２０μｌＤＮＡ（５００ｎｇ）样品，加入

１３０μｌ配备好的 ＣＴＣｏｎｖｅｒｓｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ，混合后

９８℃放置１０ｍｉｎ，６４℃放置２．５ｈ，４℃保存备用。用

６００μｌ的 ＭＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ加入活化的Ｚｙｍｏｓｐｉｎ
离心柱中；然后将４℃保存的转化ＤＮＡ加入Ｚｙｍｏ
ｓｐｉｎ离心柱中，颠倒混匀，全速离心３０ｓ，去除流出
液；再加入１００μｌ的 ＭＷａｓｈＢｕｆｆｅｒ到柱中，离心

３０ｓ；加入２００μｌ的 ＭＤｅｓｕｌｐｈｏｎａｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ到柱
中并且放置１５～２０ｍｉｎ，全速离心３０ｓ；加入２００μｌ
的 ＭＷａｓｈＢｕｆｆｅｒ到柱中，离心３０ｓ；加入３０μｌ
ＭＥｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ，离心收集转化好的 ＤＮＡ。转化
的ＤＮＡ可－２０℃保存１周备用。

１．８　ＭＳＰ（ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃＰＣＲ）检测　应用

ＡＢＩ公司的 ＭｅｔｈｙｌＰｒｉｍｅｒＥｘｐｒｅｓｓｖ１．０软件对

ＰＴＣＨ１ｍＲＮＡ转录体转录起始位点（计为０点）上
游－３９５０ｂｐ和下游＋２０５０ｂｐ进行ＣｐＧ岛分析和
引物设计，ＭＳＰ引物见表１。取重亚硫酸盐处理过
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的ＤＮＡ８μｌ，按常规方法配制反应体系，进行降温

ＰＣＲ扩增，大体步骤如下：９５℃预变性５ｍｉｎ，前１０
个循环为降温ＰＣＲ（９４℃变性３０ｓ，复性温度每个循
环降０．５℃，从Ｔｍ值＋３℃降到Ｔｍ值－２℃，时间

３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ）。后４０个循环为普通 ＰＣＲ
（９４℃变性３０ｓ，Ｔｍ值－２℃复性３０ｓ，７２℃延伸３０
ｓ）。扩增产物行１．５％琼脂糖凝胶电泳分析。

１．９　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行
分析。ＰＴＣＨ１基因ｍＲＮＡ相对表达量在胃癌组织
和癌旁正常组织之间的差异分析采用非参数 Ｍａｎｎ
ＷｈｉｔｎｅｙＵ 检验，ＰＴＣＨ１基因启动子甲基化率在癌
组织和癌旁正常组织之间的差异分析采用Ｆｉｓｈｅｒ
精确检验，胃癌组织ＰＴＣＨ１甲基化率与表达的相
关性分析采用Ｓｐｅａｒｍａｎ’ｓ检验。

２　结　果

２．１　ＰＴＣＨ１基因 ｍＲＮＡ在胃癌细胞 ＡＧＳ、胃癌
组织和癌旁正常组织中的表达　实时定量 ＱＲＴ
ＰＣＲ检测发现，ＰＴＣＨ１基因在胃癌组织和胃癌细
胞ＡＧＳ中存在一定的表达，设定ＡＧＳ为参照样品，

癌旁正常组织和胃癌组织的ＰＴＣＨ１的相对表达量
分别为１．２６±０．８９和２．７４±１．６７，两组之间存在
统计学差异（ｎ＝１０，Ｐ＝０．０２３）。

２．２　ＭＳＰ检测ＰＴＣＨ１基因启动子区域在胃癌组
织和癌旁正常组织中的甲基化变化　为了观察

ＰＴＣＨ１基因在胃癌组织中甲基化的发生率，我们对

１０例胃癌组织及其癌旁正常组织进行了 ＭＳＰ检
测，６例癌组织和１例癌旁正常组织存在甲基化扩
增带，发生率分别为６０％和２０％ （Ｆｉｓｈｅｒ确切概率，
双尾检测Ｐ＝０．０５７，单尾检测Ｐ＝０．０２９）。一定程
度表明胃癌组织中ＰＴＣＨ１基因存在高甲基化状
态。图１为部分代表性电泳图。

２．３　胃癌组织中ＰＴＣＨ１甲基化率与表达的相关
性分析　为了进一步分析ＰＴＣＨ１表达与其启动子
甲基化之间的关系，我们对１０例胃癌和癌旁正常组
织中ＰＴＣＨ１基因的甲基化与相对表达量进行了相
关性分析，发生甲基化的组织与未发生甲基化的组
织中 ＰＴＣＨ１ 的实时定量 ＱＲＴＰＣＲ 值分别为

０．９３±０．７１和２．５８±１．５２，与甲基化状态呈负相
关，相关系数为－０．５９１（Ｐ＝０．００６）。

图１　胃癌和癌旁正常组织中ＰＴＣＨ１基因启动子 ＭＳＰ产物电泳图

Ｆｉｇ１　ＰｒｏｄｕｃｔｓｏｆｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃＰＣＲ（ＭＳＰ）ｏｆＰＴＣＨ１ｇｅｎｅｐｒｏｍｏｔｅｒｉｎｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒａｎｄａｄｊａｃｅｎｔｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓ
Ｃａ：Ｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ；Ｃｎ：Ａｄｊａｃｅｎｔｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅ；Ｍ：ＭｅｔｈｙｌａｔｉｏｎＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ；Ｕ：ＵｎｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

２．４　５ＡｚａｄＣ处理对胃癌 ＡＧＳ细胞周期和凋亡
及ＰＴＣＨ１基因甲基化状态的影响　对数生长期的

ＡＧＳ细胞经５×１０－６ｍｏｌ／Ｌ５ＡｚａｄＣ处理７２ｈ后，
收集细胞进行ＰＩ染色的细胞周期检测（图２），处理
后ＡＧＳ细胞出现Ｇ０／Ｇ１期阻滞。同时，收集的细胞
进行ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／ＰＩ双染法检测细胞凋亡，处理后

ＡＧＳ细胞出现明显凋亡细胞。３次独立实验结果表
明，处理组与对照组之间存在显著差异（Ｐ＜０．０５，
图２）。对 ５ＡｚａｄＣ 处 理 前 后 的 ＡＧＳ 细 胞 内

ＰＴＣＨ１基因甲基化和表达分别进行了ＭＳＰ和相对
表达量的测定，如图３所示，处理前胃癌 ＡＧＳ细胞
表现为ＰＴＣＨ１基因甲基化序列得到扩增而去甲基
化序列不能扩增，ＰＴＣＨ１基因 ｍＲＮＡ相对表达量
较低；处理后胃癌ＡＧＳ细胞表现为ＰＴＣＨ１基因去
甲基序列得到扩增而甲基化序列不能扩增，ＰＴＣＨ１
基因ｍＲＮＡ相对表达量升高。进一步表明ＰＴＣＨ１

基因高甲基化与其表达呈负相关。

３　讨　论

　　近年来肿瘤表观遗传学研究发现，肿瘤组织细
胞的基因组 ＤＮＡ 存在广泛低甲基化和部分区域

ＣｐＧ岛的高甲基化，其中ＣｐＧ岛局部高甲基化可导
致部分抑癌基因失活，是引起细胞恶性转化的重要
机制［４］。应用去甲基化制剂５ＡｚａｄＣ可使这些高
甲基化的基因重新获得表达，从而发挥抑癌作用［５］。

　　ＨＨ信号通路是一个调控胚胎发育的重要信号
转导通路，ＨＨ信号在胚胎形成时期最为活跃，而在
正常成熟组织中无表达或仅低表达。然而，在成熟
组织和器官的细胞中 ＨＨ 信号转导的异常激活可
引起各种疾病和肿瘤。既往研究［６］报道，在小细胞
肺癌组织及细胞系中可检测到 ＳＨＨ 高表达，

８１％消化道来源的肿瘤细胞系（包括食管、胃、胆管和
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图２　５ＡｚａｄＣ作用胃癌ＡＧＳ细胞后流式细胞仪检测细胞周期变化

Ｆｉｇ２　ＣｅｌｌｃｙｃｌｅｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅＡＧＳｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ５ＡｚａｄＣ
Ａ：Ｕｎｔｒｅａｔｅｄｃｅｌｌｓ；Ｂ：Ｔｒｅａｔｅｄｃｅｌｌｓ；Ｃ：Ｔｈｅｓｔａｔｉｓｔｉｃｒｅｓｕｌｔｏｆｃｅｌｌｃｙｃｌｅ（Ｐ＜０．０５；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ）

图３　５ＡｚａｄＣ作用胃癌ＡＧＳ细胞后ＰＴＣＨ１基因甲基化及其ｍＲＮＡ表达的检测

Ｆｉｇ３　ＰＴＣＨ１ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎａｎｄＰＴＣＨ１ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌＡＧＳｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ５ＡｚａｄＣ
Ｍ：ＭｅｔｈｙｌａｔｉｏｎＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ；Ｕ：ＵｎｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

胰腺）表达ＳＨＨ及其受体ＰＴＣＨ［７］，ＳＨＨ抑制因子

ＨＨＩＰ在胃肠道肿瘤存在高甲基化［８］。在既往文献
报道中，未见ＰＴＣＨ１基因在胃癌中的缺失和突变的
报道，几乎未见ＰＴＣＨ１基因甲基化与胃癌的关系的
研究报道，本实验发现在胃癌组织、癌旁正常组织、人
胃癌细胞株中均能检测到ＰＴＣＨ１ｍＲＮＡ，且癌旁正
常组织较癌组织表达较高，在胃癌组织和细胞株中存
在高甲基化，表明ＰＴＣＨ１基因作为抑癌基因，其高甲
基化修饰可能是胃癌发生的机制之一。

　　本研究初步发现胃癌发生中存在ＰＴＣＨ１基因
启动子区域高甲基化现象。深入研究参与调控

ＰＴＣＨ１甲基化变化的分子机制，其高甲基化与胃癌
的生物学特征的关系，可为ＰＴＣＨ１基因高甲基化
作为胃癌标志物，并指导胃癌的治疗及预后，提供更
为科学的实验依据。
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