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［摘要］　目的：筛选能够早期诊断和预测肾透明细胞癌转移相关基因的甲基化生物标志。方法：应用本室从临床新鲜组织

标本体外培养建立的低转移性和高转移性肾透明细胞癌细胞株，病理学鉴定后提取基因组ＤＮＡ，应用３轮ＮｏｔⅠ基因组消减

杂交的方法富集差异甲基化序列，差异序列连接载体，转化宿主菌和α筛选后，选取４０个序列进行测序，应用生物信息学分析

确定启动子ＣｐＧ岛甲基化序列，并对未知基因功能进行预测。结果：ＤＮＡ测序后获得了２７个单一克隆在高转移和低转移性

肾透明细胞癌基因组中存在甲基化差异；其中５个序列具有ＣｐＧ岛，其中２个对应于基因 ＭＹＡＤＭ和ＬＯＣ６４６０２４的启动子

区。ＭＹＡＤＭ与血细胞成熟、干细胞再生有关；而ＬＯＣ６４６０２４与ＮＫ细胞抗肿瘤相关的 ＵＬ１６结合蛋白１有８５％的相似度。

结论：本研究从不同转移能力的中国人肾透明细胞癌基因组中获得多种转移相关性的新甲基化序列，发现 ＭＹＡＤＭ 和

ＬＯＣ６４６０２４候选基因与肾癌转移相关。
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　　肾细胞癌（ｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＲＣＣ）是泌尿系
统常见恶性肿瘤，占全球内脏恶性肿瘤的２．６％，发
病率约占肾肿瘤的８５％，近年来 ＲＣＣ的发病率和
病死率不断上升［１］。ＲＣＣ早期症状不明显，３０％的
患者在诊断明确时已出现转移，其平均生存期为

８～１０个月，２年内的生存率为１０％～２０％［２］；１１％
的ＲＣＣ患者在根治性肾切除术后５年内死亡［３４］。
目前研究［５］发现，对一些肿瘤特异基因甲基化状态
进行筛查可用于肿瘤的早期诊断和转移预测。有关

ＲＣＣＤＮＡ甲基化方面的研究已有多篇文献报道，
但以研究其发生相关的ＤＮＡ甲基化为主。目前已
经发现 ｐ１６ＩＮＫ４Ａ［６］、ＶＨＬ［７８］、ＡＰＣ、ＧＳＴＰ［９］、

ＤＡＰＫ、ＣＤＨ１、ＲＡＳＳＦ１Ａ［１０］、ＤＬＣ１［１１］等肿瘤抑制
基因（ｔｕｍｏｒｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｇｅｎｅｓ，ＴＳＧ）在ＲＣＣ发生早
期出现明显甲基化，可以作为ＲＣＣ发生相关甲基化
生物标志物用于鉴别肿瘤及癌旁组织的ＤＮＡ甲基
化差异。但在大量临床研究验证中发现，与ＲＣＣ发
生相关的ＤＮＡ甲基化生物标志物大多表达频率偏
低，仅３４％，效率偏低［１２］。肿瘤转移是肾细胞癌患
者生活质量下降和死亡的首要原因，但是目前临床
上既没有肿瘤转移的早期诊断标志，也没有肿瘤切
除术后复发的预测标志物。启动子甲基化是 ＲＣＣ
转移相关抑制基因表达下调的常见机制，该类ＤＮＡ
甲基化生物标志稳定、特异与肿瘤转移及术后复发
密切相关，具有广阔的应用前景。

　　本研究采用基因组消减杂交技术筛选肾透明细
胞癌转移相关ＤＮＡ甲基化基因，以寻求具有诊断
意义的ＲＣＣ转移相关ＤＮＡ甲基化生物标志。

１　材料和方法

１．１　主要材料及试剂　ＢａｍＨⅠ酶（Ｄ１０１０Ａ），Ｂｇｌ
Ⅱ酶（Ｄ１０２１Ｓ），Ｔ４ＤＮＡ连接酶（Ｄ２０１１Ａ），ＮｏｔⅠ
酶（Ｄ１１６６Ａ），ＵＤＧ（尿嘧啶糖基化酶，＃ＥＮ０３６１），

ＭＢＮ（绿豆核酸酶，Ｄ２４２０），克隆载体 ｐＭＤ１８Ｔ
（Ｄ１０１Ａ），均购自大连ＴａＫａＲａ公司。ＰＣＲ主要试
剂：１０×ＰＣＲ缓冲液、１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ混合物、

ＴａｑＰｌｕｓａｓｅ购自上海天根生物工程有限公司；实验
引物：ＮｏｔＸ，５′ＡＡＡ ＡＧＡ ＡＴＧＴＣＡＧＴＧＴＧＴ
ＣＡＣＧＴＡＴＧＧＡＣＧＡＡＴＴＣＧＣ３′；ＮｏｔＹ，３′
ＡＡＡＣＴＴＡＣＡＧＴＧＴＧＴＧＴＣＡＣＧＴＡＴＧＧＣ
ＴＧＣＴＴＡＡＧＣＧＣＣＧＧ５′，均由上海Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司合成。

１．２　细胞培养及ＤＮＡ抽提　应用本实验室前期

建立的汉族人能够无限传代的２株在动物模型中证
实具有转移潜能的肾透明细胞癌（ｃｃＲＣＣ）细胞
株［１３］，１株转移肿瘤细胞来自肾透明细胞癌转移至
脊柱的患者，另１株原位肿瘤细胞来自性别、病理类
型与之匹配的患者，但未发生转移。转移肿瘤和原
位肿瘤标本均来自第二军医大学长海医院泌尿外

科，并经病理切片证实。所有细胞株体外传代培养
到３０代。目的基因群（Ｔｅｓｔｅｒ）来自转移肿瘤细胞，
驱赶基因群（Ｄｒｉｖｅｒ）来自原位肿瘤细胞，进行基因
组消减杂交。两组细胞均在相同的培养条件下培养
传代，抽提基因组ＤＮＡ之前１２ｈ换液，组织经匀
浆、蛋白酶消化后，采用快速ＤＮＡ抽提方法分别抽
提ＤＮＡ，两组基因组ＤＮＡ经浓度、纯度和完整性鉴
定后储存。

１．３　ＮｏｔⅠ酶切富集非甲基化片段　采用ＮｏｔⅠ基
因组消减杂交方法［１４］并加以改进（图１）。基因组

ＤＮＡ经ＢａｍＨⅠ和ＢｇｌⅡ双酶切５ｈ；酶切产物在

４℃下用Ｔ４ＤＮＡ连接酶过夜使自身环化；环化产
物用ＮｏｔⅠ在３７℃下酶切５ｈ；用１０ｍｏｌ／Ｌ缓冲液
（ＴａＫａＲａ）将引物 ＮｏｔＸ和 ＮｏｔＹ混合（１１）配成
终浓度为２０μｍｏｌ／Ｌ的溶液，置于１００℃水浴中５
ｍｉｎ后在室温下缓慢降温，即为接头溶液；取ＮｏｔⅠ
酶切后产物与接头按照１１０的比例混合，在 Ｔ４
ＤＮＡ连接酶作用下４℃连接过夜；最后以 ＮｏｔＸ为
引物，连接产物为模板，进行ＰＣＲ扩增，其中，Ｄｒｉｖｅｒ
用ｄＵＴＰ，Ｔｅｓｔｅｒ用ｄＴＴＰ作为原料进行 ＰＣＲ反
应，反应条件如下：７２℃变性５ｍｉｎ；９５℃ １ｍｉｎ，

６０℃１ｍｉｎ，７２℃ ２ｍｉｎ，３０个循环；７２℃ ５ｍｉｎ。

ＰＣＲ产物用１．５％琼脂糖凝胶电泳观察所富集的非
甲基化片段。

１．４　消减杂交　取Ｔｅｓｔｅｒ和Ｄｒｉｖｅｒ的富集片段按

１５０的比例混合；经纯化后，加入杂交缓冲液［０．５
ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，５０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ（ｐＨ７．５），０．２％ＳＤＳ，

４０％（体积分数）甲酰胺］中；滴加石蜡油封闭，置入

１００℃水浴中５ｍｉｎ后转入４２℃水浴杂交４８ｈ；杂交
产物经纯化后用５μｌ尿嘧啶糖基酶消化含ｄＵＴＰ
的核苷酸ＤＮＡ链，再用绿豆核酸酶在３７℃３０ｍｉｎ
降解产物中的单链ＤＮＡ，将处理后的产物进行ＰＣＲ
扩增，即完成第１轮杂交。根据实验结果共进行了

３轮消减杂交，以获得差异序列；取１～３轮杂交产
物进行琼脂糖凝胶（１．５％）电泳，观察消减结果，并
用ＰＣＲ产物纯化试剂盒纯化消减产物。
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图１　ＮｏｔⅠ 消减杂交步骤

Ｆｉｇ　１　ＰｒｏｃｅｄｕｒｅｏｆＮｏｔⅠｓｕｂｔｒａｃｔｉｏｎｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ
Ｂ：ＢａｍＨⅠａｎｄＢｇｌⅡｅｎｚｙｍｅｃｕｔｔｉｎｇｓｉｔｅ；Ｎ：ＮｏｔⅠｅｎｚｙｍｅｃｕｔｔｉｎｇｓｉｔｅ；Ｍ：Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｉｔｅ

１．５　克隆及测序　纯化后的杂交产物与ｐＭＤ１８Ｔ
连接，按照标准程序转化 ＸＬＢｌｕｅ大肠杆菌；在含

Ａｍｐ的固体 ＬＢ平板中进行α筛选，３７℃下培养

２４～３６ｈ，同时设置阳性对照，待菌落长至２ｍｍ左
右置于４℃下避光放置４～５ｈ，计数菌斑数量；随机
挑选９６个白色菌落置于含Ａｍｐ的液体ＬＢ培养基
中３７℃下过夜，取培养后的菌液以 ＮｏｔＸ为引物进
行菌落ＰＣＲ，所有９６个菌管都进行ＰＣＲ反应（９５℃
１．５ｍｉｎ；９５℃１ｍｉｎ，６０℃１ｍｉｎ，７２℃１．５ｍｉｎ，３０
个循环；７２℃５ｍｉｎ），产物用１％的琼脂糖凝胶进行
电泳；根据条带情况选择４０个菌液送上海Ｉｎｖｉｔｒｏ
ｇｅｎ公司进行测序。

１．６　生物信息学分析　获得的测序序列根据以下
流程进行生物信息学分析。主要包括：Ｓｔａｎｄｐａｃｋ
ａｇｅ（ｈｔｔｐ：／／ｓｔａｄｅｎ．ｓｏｕｒｃｅｆｏｒｇｅ．ｎｅｔ／）软件剔除载
体序列和接头序列；ＲｅｐｅａｔＭａｓｋｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ｒｅｐｅａｔｍａｓｋｅｒ．ｏｒｇ／）屏蔽 ＤＮＡ 重复序列；Ｍｅｔｈ
ｐｒｉｍｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｕｒｏｇｅｎｅ．ｏｒｇ／ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ／

ｉｎｄｅｘ１．ｈｔｍｌ）和 ＣｐＧ Ｉｓｌａｎｄ Ｓｅａｒｃｈｅｒ（ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ｕｓｃｎｏｒｒｉｓ．ｃｏｍ／ｃｐｇｉｓｌａｎｄｓ２／ｃｐｇ．ａｓｐｘ）搜索
序列中是否含有ＣｐＧ岛，其中ＣｐＧ岛判定标准为：
长度＞２００ｂｐ，ＧＣ含量＞５０％，ＣｐＧ／ＧｐＣ＞０．５。
人类基因组定位和参考基因的获得主要用如下两个

在线软件进行比对和定位：Ｂｌａｓｔ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃ
ｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｅｎｏｍｅ／ｓｅｑ／ＢｌａｓｔＧｅｎ／ＢｌａｓｔＧｅｎ．
ｃｇｉ？ｔａｘｉｄ＝９６０６）和 Ｂｌａｔ（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｎｏｍｅ．ｕｃｓｃ．

ｅｄｕ／ｃｇｉｂｉｎ／ｈｇＢｌａｔ）。无配比基因和参照基因的
序列用启动子和第１外显子预测软件ＦｉｒｓｔＥＦ进行
预测（ｈｔｔｐ：／／ｒｕｌａｉ．ｃｓｈｌ．ｅｄｕ／ｔｏｏｌｓ／ＦｉｒｓｔＥＦ），采用
在线 ＥＰＤ软件（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｐｄ．ｉｓｂｓｉｂ．ｃｈ／）进
行搜索。选择具有启动子位点或处在第１外显子的

ＣｐＧ岛的序列作为候选序列。

２　结　果

２．１　消减杂交及文库构建结果　转移性ＲＣＣ和非
转移性ＲＣＣ基因组ＤＮＡ经ＮｏｔⅠ酶切富集后进行
凝胶电泳，片段范围均在２００～９００ｂｐ，符合预定片
段的大小；以非转移性ＲＣＣ基因组作为Ｔｅｓｔｅｒ经３
轮消减杂交后获得３个差异条带；克隆转化后，经α
斑筛选获得９６个白色克隆，８４个克隆经菌落ＰＣＲ
扩增后出现单一电泳条带。共选出４０个片段长度
不等的克隆进行测序。

２．２　序列分析基本情况　测定４０个序列，剔除接
头序列及载体序列后共获得２７个序列单一基因组

ＤＮＡ序列（表１）。２７个序列的生物信息学定位、

ＣｐＧ岛的预测和参考基因情况如下：其中８个没有
同源序列，２个序列分别与小鼠ＲＺＲ１、小鼠ＥＭＰ２
对应，７ 个 序 列 分 别 与 ＲＰＳ６ＫＡ３、ＬＯＣ６４６０２４、

ＲＯＲ２、ＭＹＡＤＭ、ＬＯＣ７３０２５９、ＩＮＴＳ１和 ＥＲＮ１基
因对应，３个序列属于ＬＩＮＥ和简单重复序列。２
个序列含 ＣｐＧ 岛并处在基因启动子或第一外显
子区。
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表１　２７个与肾透明细胞癌转移相关甲基化ＤＮＡ克隆及其参考序列

Ｔａｂ１　ＴｗｅｎｔｙｓｅｖｅｎＤＮＡｍｅｔｈｙｌａｔｅｄｃｌｏｎｅｓｒｅｌａｔｅｄｔｏＲＣＣｍｅｔａｓｔａｓｉｓ

Ｃｌｏｎｅ Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ Ｓｉｚｅ（ｂｐ） ＣｐＧｉｓｌａｎｄ Ｒｅｆｓｅｑｇｅｎｅ Ｐｏｓｉｔｉｏｎ Ｌｏｃａｔｉｏｎ

１ ４ ２４６ Ｎｏ ＭｏｕｓｅＦＺＲ１ Ｅｘｏｎ Ｃｈ１０（ｑＣ１）
２ １ ９０  Ｎｏｍａｔｃｈ  
３ ２ １６３ Ｎｏ Ｎｏｒｅｆｓｅｑ  Ｃｈ４（ｐ１５．３２）
４ １ １５７ Ｎｏ ＲＰＳ６ＫＡ３ Ｉｎｔｒｏｎ ＣｈＸ（ｐ２２．１２）
５ １ １０７ Ｎｏ Ｎｏｒｅｆｓｅｑ  Ｃｈ３（ｐ１１．２）
６ ２ １２４  Ｎｏｍａｔｃｈ  
７ ２ １６７ Ｎｏ Ｎｏｒｅｆｓｅｑ  Ｃｈ１０（ｐ１１．２３）
８ １ ２８８ Ｎｏ ＭｏｕｓｅＥＭＰ２ Ｅｘｏｎ Ｃｈ１６（ｑＡ１）
９ １ １５０ Ｙｅｓ ＬＯＣ６４６０２４ Ｐｒｏｍｏｔｅｒ Ｃｈ６（ｑ２５．１）
１０ １ １２４  Ｎｏｍａｔｃｈ  
１１ １ ２２５ Ｎｏ ＬＩＮＥＬ１  Ｃｈ１５（ｑ２１．３）
１２ １ １４０ Ｎｏ ＲＯＲ２ Ｉｎｔｒｏｎ Ｃｈ９（ｑ２２．３１）
１３ １ １６６ Ｎｏ Ｎｏｒｅｆｓｅｑ  Ｃｈ１１（ｑ１３．４）
１４ １ １５３ Ｎｏ ＬＩＮＥＬ１  Ｃｈ１（ｐ３２．２）
１５ １ １２４  Ｎｏｍａｔｃｈ  
１６ １ １５５  Ｓｉｍｐｌｅｒｅｐｅａｔ  
１７ １ ２４８ Ｙｅｓ ＭＹＡＤＭ Ｆｉｒｓｔｅｘｏｎ Ｃｈ１９（ｑ１３．４１）
１８ １ １６８ Ｎｏ ＬＯＣ７３０２５９ Ｉｎｔｒｏｎ Ｃｈ２（ｐ１１．２）
１９ １ １９５ Ｎｏ ＩＮＴＳ１ Ｉｎｔｒｏｎ Ｃｈ７（ｐ２２．３）
２０ １ １６９ Ｎｏ ＣｏｗＣｈ５  
２１ １ １６９ Ｎｏ ＨｕｍａｎＥＳＴ  Ｃｈ１７（ｑ１１．２）
２２ １ １７２ Ｎｏ ＥＲＮ１ Ｅｘｏｎ Ｃｈ１７（ｑ２３．３）
２３ ５ ２５４ Ｙｅｓ Ｎｏｍａｔｃｈ  
２４ １ ２５７ Ｙｅｓ Ｎｏｍａｔｃｈ  
２５ １ １２９  Ｎｏｍａｔｃｈ  
２６ １ １５７ Ｎｏ Ｎｏｒｅｆｓｅｑ  Ｃｈ１３（ｑ２１．３３）
２７ １ ２１２ Ｙｅｓ Ｎｏｍａｔｃｈ  

２．３　ＲＣＣ转移相关的甲基化序列　２７个克隆中仅
有Ｃｌｏｎｅ９与Ｃｌｏｎｅ１７分别处在第１外显子和内含
子区域，所对应区域均存在 ＣｐＧ 岛。Ｃｌｏｎｅ９和

Ｃｌｏｎｅ１７序列在基因组 ＤＮＡ中的定位研究发现，
两个序列分别与 ＬＯＣ６４６０２４和 ＭＹＡＤＭ 相对应
（图２）。

图２　Ｃｌｏｎｅ１７和Ｃｌｏｎｅ９序列分别定位于 ＭＹＡＤＭ 和ＬＯＣ６４６０２４的基因组位点

Ｆｉｇ２　ＳｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＣｌｏｎｅ１７ａｎｄＣｌｏｎｅ９ｗｅｒｅｌｏｃａｔｅｄａｔｇｅｎｏｍｉｃｌｏｃｉｏｆＭＹＡＤＭａｎｄＬＯＣ６４６０２４，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

３　讨　论

　　ＭＣＡ／ＲＤＡ法是常用的肿瘤相关的甲基化标
志物的筛选研究的方法［１５］，但这种方法的缺点是重

复序列中有７０％以上为甲基化片段，因此，在后续
筛选中需要剔除大量重复序列，增加了工作的难度。
本研究采用的ＮｏｔⅠ酶切法可以避免这种繁重的后
期筛选工作。采用ＮｏｔⅠ酶切法先富集非甲基化片
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段，然后对转移和原位ＲＣＣ细胞进行基因组消减杂
交，得到差异ＤＮＡ甲基化片段，然后进行克隆、测
序、分析，后续的筛选工作将变得容易。本研究成功
获得了４０个ｃｃＲＣＣ转移相关差异克隆，２７个单一
克隆，其中含ＣｐＧ岛的仅有５个序列，这其中仅２
个目的序列含ＣｐＧ岛并处在基因启动子或第１外
显子区，实验效率偏低。这可能与我们前期设计

ＰＣＲ退火温度过低有关。我们发现在甲基化特异
性ＰＣＲ反应中，退火温度的高低与ＣＧ含量正相
关；可提高预变性温度（一般应＞９５℃，１０ｍｉｎ）和变
性温度（＞９５℃，１ｍｉｎ），退火温度以６０℃作梯度或

７０℃作降落进行甲基化特异性ＰＣＲ可以很好地提
高实验效率［１６］。本实验结果也为我们后续改良基
因组消减杂交方法提供了基础。

　　本次实验得到２个含 ＣｐＧ 岛的克隆分别与

ＭＹＡＤＭ和ＬＯＣ６４６０２４候选基因相吻合，并且都
含ＣｐＧ岛并处于基因启动子或第１外显子区，与目
前甲基化相关生物标志物基础机制相吻合。通过

Ｂｌａｓｔ对 ＭＹＡＤＭ 和ＬＯＣ６４６０２４的氨基酸序列进
行比较，发现 ＭＹＡＤＭ 是已知的序列，被报道与血
细胞成熟、干细胞再生等有关；而ＬＯＣ６４６０２４是一
个新的未报道过的序列，本研究在对其氨基酸序列
和核酸序列进行比对后发现其与 ＵＬ１６结合蛋白１
分别有８５％和９９％的相似度，可以认定二者功能十
分相似。查阅文献后我们发现ＵＬ１６结合蛋白１在
与ＮＫ细胞抗肿瘤相关性方面有不少报道。ＮＫ细
胞参与免疫系统的发生、发展等重要环节调节过程，
是机体天然免疫的主要承担者，在抗肿瘤免疫中发
挥重要作用［１７］。ＮＫ细胞始终通过其受体 ＮＫＧ２Ｄ
对病变组织、外来物质和恶性转化的细胞发挥着持
续稳 定 的 免 疫 监 视 作 用；ＮＫ 细 胞 只 有 通 过

ＮＫＧ２Ｄ才能识别和杀伤那些膜上有其配体分子表
达的靶细胞，所以 ＮＫＧ２Ｄ的配体分子可以作为这
些病变细胞的一个重要的标志物［１８］。如人巨细胞
病毒蛋白ＵＬ１６的结合蛋白（ＵＬＢＰｓ），是 ＮＫ细胞
的受体ＮＫＧ２Ｄ的另一种新发现的配体分子，在病
毒感染及人类巨细胞病毒免疫逃逸过程中可能起着

重要作用。ＵＬＢＰｓ目前发现的成员有 ＵＬＢＰ１、

ＵＬＢＰ２、ＵＬＢＰ３，可表达于多种细胞、组织及肿瘤
中［１９］。总之，ＮＫ细胞受体 ＮＫＧ２Ｄ及其配体分子

ＵＬＢＰｓ传递抑制或激活信号调节着 ＮＫ细胞活性
与功能，在肿瘤细胞的免疫监视过程中发挥着十分
重要 的 作 用［２０］。考 虑 到 本 研 究 的 候 选 基 因

ＬＯＣ６４６０２４与ＵＬＢＰ１氨基酸序列和核酸序列的相
似度，可以推测ＬＯＣ６４６０２４可能也是 ＵＬＢＰｓ家族

的成员，但其在细胞表面的表达以及与 ＮＫＧ２Ｄ结
合能力还未被证实，仍需要大量更加深入的分子水
平上的研究。这两个候选基因能否作为ＤＮＡ甲基
化生物标志物用于临床大量样本中，后期还需不断
在临床上验证。该研究结果为后续ｃｃＲＣＣ转移相
关的甲基化标志物的研究奠定了基础。通过对

ＲＣＣＤＮＡ甲基化相关生物标志物的多元性分析，
对ＲＣＣ的早期诊断、转移预测和病程预计以及临床
诊治有着重要的指导意义。
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