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［摘要］　目的：检测肾透明细胞癌（ｃｃＲＣＣ）中谷胱甘肽Ｓ转移酶 Ｍ３（ＧＳＴＭ３）基因表达水平，观察其启动子区ＣｐＧ岛的甲基

化水平，探讨ＧＳＴＭ３基因甲基化与ｃｃＲＣＣ发生和转移的关系。方法：半定量 ＲＴＰＣＲ检测ｃｃＲＣＣ高转移潜能细胞系

（ＲＣＣ０５ＴＸＪ）、低转移潜能细胞系（ＲＣＣ０５ＺＹＪ）、２４例原位ｃｃＲＣＣ及其癌旁肾组织和１４例ｃｃＲＣＣ转移组织的ＧＳＴＭ３基因

的表达水平。用去甲基化剂５ＡｚａＣｄＲ干预ＲＣＣ０５ＺＹＪ，ＲＴＰＣＲ检测处理前后ＧＳＴＭ３基因的表达变化。用巢式ＢＳＰ（ｎｅｓ

ｔｅｄｂｉｓｕｌｆｉｔｅｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇＰＣＲ）检测１０例原位ｃｃＲＣＣ及其癌旁肾组织的ＧＳＴＭ３基因启动子区ＣｐＧ岛甲基化位点。采用巢式

ＭＳＰ（ｎｅｓｔｅｄｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃＰＣＲ）检测１０例原位ｃｃＲＣＣ及其癌旁肾组织、８例ｃｃＲＣＣ转移组织甲基化情况。结果：

ＲＣＣ０５ＴＸＪ中ＧＳＴＭ３基因表达强度低于ＲＣＣ０５ＺＹＪ。５ＡｚａＣｄＲ处理ＲＣＣ０５ＺＹＪ后，ＧＳＴＭ３基因表达强度高于处理前。

２４例原位ｃｃＲＣＣ中１７例ＧＳＴＭ３基因的表达强度低于其在癌旁肾组织中的表达强度，其余７例原位ｃｃＲＣＣ中ＧＳＴＭ３基因

的表达强度不低于其在癌旁肾组织中的表达。１０例原位ｃｃＲＣＣ及其癌旁和８例转移组织中，癌组织ＧＳＴＭ３基因启动子甲基

化阳性为４例，癌旁组织２例（Ｐ＝０．６２８），转移组织１例（Ｐ＝０．３１４），差异无统计学意义。结论：ＧＳＴＭ３基因表达与ｃｃＲＣＣ
的发生、转移密切相关，其启动子区ＣｐＧ岛甲基化会降低该基因的表达；初步筛选出ｃｃＲＣＣ中ＧＳＴＭ３基因启动子区ＣｐＧ岛

甲基化位点，为后续研究奠定了基础。
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　　肾细胞癌（ｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＲＣＣ）是最常见
的肾脏肿瘤，约占成人肾肿瘤的８５％。近３０年

ＲＣＣ的发病率和病死率持续上升［１］。肾透明细胞癌
（ｃｃＲＣＣ）占ＲＣＣ的６０％～８５％［２］。约３０％的ＲＣＣ
患者初诊时即发现转移，其生存期为６～１２个月，２
年生存率为１０％～２０％［３］，因此早期诊断对于改善

ＲＣＣ预后至关重要。ＤＮＡ甲基化是肿瘤发生中的
早期事件，与肿瘤的发生发展密切相关，对一些肿瘤
特异基因甲基化状态进行筛查有望用于肿瘤的早期

诊断和转移预测［４５］。

　　我们的前期研究［６］采用ｃＤＮＡ基因表达谱芯片
筛选ｃｃＲＣＣ相关基因，结果发现谷胱甘肽Ｓ转移酶

Ｍ３（ＧＳＴＭ３）基因可能与 ｃｃＲＣＣ 的转移相关。

ＧＳＴＭ３基因是重要的肿瘤相关基因［７］，它可以解除
许多致癌剂活性代谢物的毒性［８］。为进一步探讨

ＧＳＴＭ３基因及其甲基化对ｃｃＲＣＣ发生和转移的影
响，本研究采用半定量ＲＴＰＣＲ、巢式ＢＳＰ和 ＭＳＰ
检测ｃｃＲＣＣ细胞系、原位ｃｃＲＣＣ及癌旁正常肾组织
和ｃｃＲＣＣ转移组织的ＧＳＴＭ３基因的表达水平，观
察其启动子区 ＣｐＧ岛的甲基化情况，为后续确定

ｃｃＲＣＣ易感性遗传标记及寻找ｃｃＲＣＣ早期诊断的
分子标记物奠定基础。

１　材料和方法

１．１　材料和试剂　ＲＣＣ细胞系为本实验室前期研
究［１３］建立的能够无限传代的在动物模型中证实具有

转移潜能的２株汉族人ＲＣＣ细胞系（ＲＣＣ０５ＴＸＪ、

ＲＣＣ０５ＺＹＪ）。其中 ＲＣＣ０５ＴＸＪ为ｃｃＲＣＣ高转移
潜能细胞系，来源于ｃｃＲＣＣ骨转移组织的原代细
胞；ＲＣＣ０５ＺＹＪ 为 低 转 移 潜 能 细 胞 系，来 源 于

ｃｃＲＣＣ原位肿瘤的原代细胞。

　　ＲＣＣ转移和原位肿瘤标本来源于２００４年１月
至２００７年９月第二军医大学长海医院及长征医院，
其中ＲＣＣ骨转移标本均来源于长征医院骨科，其他

ＲＣＣ转移和原位肿瘤标本均来源于经病理证实的长
海医院泌尿外科肾癌根治手术［９］的患者。３８例患者
中男性２５例，女性１３例，４５～７３岁，平均（５０．３±
１３．２８）岁，其中ｃｃＲＣＣ原位肿瘤２４例，ｃｃＲＣＣ骨转
移７例，ｃｃＲＣＣ淋巴结转移５例及ｃｃＲＣＣ肝转移２

例。２４例癌旁肾组织为距肿瘤边缘３ｃｍ远处的肾
组织，经术后病理证实为非肿瘤组织。

１．２　主要试剂及仪器　ＴＲＩｚｏｌ试剂（ｃａｔ＃１５５９６
０２６）购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司；ＲＮＡ 逆转录试剂盒
（Ａ３５００）购 自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公 司；ｐＭＤ１８Ｔ 载 体

（Ｄ１０１Ａ）购自ＴａＫａＲａ公司；５ａｚａ２’ｄｅｏｘｙｃｉｔｙｄｉｎｅ
（５ＡｚａＣｄＲ）、亚硫酸氢钠和氢醌购自Ｓｉｇｍａ公司；

ＷｉｚａｒｄＤＮＡｃｌｅａｎｕｐｓｙｓｔｅｍ （Ａ７２８０）购自美国

Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＤＨ５α感受态细胞（ＣＢ１０１）、Ｔａｑ
ＰｌｕｓＤＮＡ聚合酶购自北京天根生化技术有限公司；

ＰＣＲ仪购自Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司；引物由上海生工生物
工程有限公司合成。

１．３　总 ＲＮＡ及ＤＮＡ提取　使用 ＴＲＩｚｏｌ试剂分
别提取ＲＣＣ０５ＴＸＪ、ＲＣＣ０５ＺＹＪ、２４例原位ｃｃＲＣＣ
及癌旁肾组织和１４例ｃｃＲＣＣ转移组织的总ＲＮＡ。
用ＲＮＡ逆转录酶合成ｃＤＮＡ 第一链。反应体系为

２０μｌ，包括１～２μｇ总ＲＮＡ作为模板、１５ＵＡＭＶ
逆转录酶，１μｌＯｌｉｇｏ（ｄＴ）１８逆转录引物，其他反应参
数和条件按说明书进行，所得ｃＤＮＡ －２０℃保存。
组织ＤＮＡ的提取采用快速ＤＮＡ抽提方法，提取后
测 Ｄ２６０ 值，计算 ＤＮＡ 浓度，所 得 基 因 组 ＤＮＡ
－２０℃保存。

１．４　半定量 ＲＴＰＣＲ测定组织和细胞系 ＧＳＴＭ３
基因表达　根据ＧｅｎＢａｎｋ中公布的ＧＳＴＭ３基因的
编码区序列，用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０及Ｏｌｉｇｏ６．０软
件设计ＲＴＰＣＲ引物，序列见表１。ＰＣＲ体系为５０

μｌ，包括提取的１μｌ逆转录产物ｃＤＮＡ作为模板、５

μｌ１０×ＰＣＲＲｅａｃｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ，２５ｐｍｏｌ引物、２５ｎｍｏｌ
ｄＮＴＰ、２．５ＵＴａｑＰｌｕｓＤＮＡ聚合酶。反应程序为

９５℃预变性１ｍｉｎ，９５℃变性４５ｓ，５５℃退火４５ｓ，

７２℃延伸７５ｓ，２５～３０个循环。最后于７２℃延伸１０
ｍｉｎ。１．５％琼脂糖凝胶１２０Ｖ电泳３０ｍｉｎ。溴化乙
啶染色，ＵＶ灯观察。

１．５　５ＡｚａＣｄＲ 处理对 ＧＳＴＭ３基因表达的影
响　实验时ＲＣＣ０５ＺＹＪ细胞处于对数生长期，活细
胞数超过９５％，在含体积分数为１％胎牛血清的

ＲＰＭＩ１６４０中饥饿培养２４ｈ后，于培养瓶中加入含
浓度为２μｍｏｌ／Ｌ５ＡｚａＣｄＲ的培养液，每２４ｈ换液

１次，共育５ｄ后收集细胞，进行实验。以未加５
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ＡｚａＣｄＲ干预的细胞为对照组。提取处理组和对照
组细胞总ＲＮＡ，ＲＴＰＣＲ检测２组ＧＳＴＭ３基因表

达水平。１．５％琼脂糖凝胶１２０Ｖ电泳３０ｍｉｎ。溴
化乙啶染色，ＵＶ灯观察。

表１　引物序列和产物长度

Ｔａｂ１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓａｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＰＣＲ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′→３′） ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ
（ｂｐ）

ＧＳＴＭ３ＲＴ Ｓｅｎｓｅ ＡＴＧＴＣＧＴＧＣＧＡＧＴＣＧＴＣＴＡＴＧ ５６２

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＡＡＧＣＣＴＴＣＡＧＧＴＴＴＧＧＧＡＡＣ

βａｃｔｉｎ Ｓｅｎｓｅ ＣＴＣＧＣＣＴＴＴＧＣＣＧＡＴＣＣ ６２５

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＧＧＡＴＣＴＴＣＡＴＧＡＧＧＴＡＧＴＣＡＧＴＣ

ＢＳＰｏｕｔｅｒ Ｓｅｎｓｅ ＴＴＴＴＴＡＴＴＧＧＴＡＴＴＡＴＴＡＡＴＧＡＡＴＧＡＡＧＴＴ ５１７

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＡＴＣＣＣＡＡＡＡＡＣＴＡＡＡＣＡＡＡＡＡＴＣ

ＢＳＰｉｎｎｅｒ Ｓｅｎｓｅ ＧＧＧＡＡＧＧＧＡＧＧＡＧＴＴＴＴＡＡＴＴＴ ３０４

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＣＣＡＡＴＡＣＣＣＲＡＡＡＡＣＣＡＴＡＡＡ

ＭＳＰＭ Ｓｅｎｓｅ ＣＧＴＡＣＧＧＴＴＴＴＧＴＧＧＡＧＴＣ １４４

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＴＣＣＧＡＡＣＣＴＴＣＧＡＡＡＡＣＴＡＡ

ＭＳＰＵ Ｓｅｎｓｅ ＴＴＧＴＧＴＡＴＧＧＴＴＴＴＧＴＧＧＡＧＴＴ １４４

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＣＴＴＣＣＡＡＡＣＣＴＴＣＡＡＡＡＡＣＴＡＡＡ

　ＧＳＴＭ３ＲＴ：ＰｒｉｍｅｒｓｆｏｒＲＴＰＣＴ；βａｃｔｉｎ：βａｃｔｉｎｗａｓｕｓｅｄａｓａｎＲＴＰＣＲｃｏｎｔｒｏｌ；ＢＳＰｏｕｔｅｒ：ｏｕｔｅｒｐａｉｒｏｆｐｒｉｍｅｒｓ；ＢＳＰｉｎｎｅｒ：Ｉｎｎｅｒｐａｉｒｏｆ

ｐｒｉｍｅｒｓ；ＭＳＰＵ：ＭＳＰｆｏｒｕｎｍｅｔｈｙｌａｔｅｄｐｒｏｍｏｔｅｒ；ＭＳＰＭ：ＭＳＰｆｏｒｍｅｔｈｙｌａｔｅｄｐｒｏｍｏｔｅｒ；Ｒ：ＧｏｒＡ

１．６　基因组ＤＮＡ亚硫酸氢盐修饰　本研究对１０
例原位ｃｃＲＣＣ及其癌旁肾组织和８例转移组织所
抽取的基因组ＤＮＡ，按Ｔｏｌｌｅｆｓｂｏｌ等［１０］的方法进行

亚硫酸氢盐修饰，经修饰的 ＤＮＡ 以 ＷｉｚａｒｄＤＮＡ
ｃｌｅａｎｕｐｓｙｓｔｅｍ 纯 化，乙 醇 沉 淀 回 收，加 ２０ μｌ
ｄｄＨ２Ｏ溶解，－８０℃保存。

１．７　ＧＳＴＭ３基因启动子甲基化的巢式 ＢＳＰ和

ＭＳＰ检测　根据ＧｅｎＢａｎｋ中公布的ＧＳＴＭ３基因
的全基因序列，按照 ＧａｒｄｉｎｅｒＧａｒｄｅｎ等［１１］对启动

子区 ＣｐＧ 岛的定义（长度＞２００ｂｐ，ＧＣ 含量＞
５０％，ＯｂｓＣｐＧ或ＥｘｐＣｐＧ＞０．６），预测并在线分
析启动子区ＣｐＧ岛［１２］，选取从－３５０到＋４４２为研
究范围（ＧＣ含量为６６．７％，ＯｂｓＣｐＧ或ＥｘｐＣｐＧ＝
０．８５）。应用 ＭｅｔｈｙｌＰｒｉｍｅｒＥｘｐｒｅｓｓ ○Ｒ Ｓｏｆｔｗａｒｅ
ｖ１．０软件及在线软件 ＭｅｔｈＰｒｉｍｅｒ［１３］设计巢式ＢＳＰ
内外侧引物，引物扩增范围分别为：外侧（－１８２～
＋３３４），内侧（－１３７～＋１６６），内侧引物所扩范围包
含３０个ＣｐＧ位点，引物序列见表１。

　　采用巢式ＢＳＰ检测１０例原位ｃｃＲＣＣ及其癌旁
肾组织甲基化情况，第一轮ＰＣＲ反应总体积４０μｌ，
包括经 ＮａＨＳＯ３修饰的模板 ＤＮＡ１μｌ，浓度为５

μｍｏｌ／Ｌ的上下游混合引物３μｌ，ＴａｑＰｌｕｓＤＮＡ聚
合酶２．５Ｕ，１０×ＰＣＲＲｅａｃｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ５μｌ（２００
ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，２００ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，１００ｍｍｏｌ／Ｌ
（ＮＨ４）２ＳＯ４，１５ ｍｍｏｌ／Ｌ ＭｇＣｌ２），１０ ｍｍｏｌ／Ｌ
ｄＮＴＰ１μｌ，ｄｄＨ２Ｏ２９μｌ。第一轮ＰＣＲ用外侧引物

ＢＳＰｏｕｔｅｒ，反应条件为９４℃热启动４ｍｉｎ，然后

９４℃变性３０ｓ，４９．８℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，循
环扩增２０次，最后于７２℃延伸７ｍｉｎ。取１μｌ第一
轮ＰＣＲ产物作模板进行第二轮ＰＣＲ，用内侧引物

ＢＳＰｉｎｎｅｒ，反应退火温度升至５３．４℃，循环增加到

３０次，其他条件与第一轮相同。１．５％琼脂糖凝胶

１２０Ｖ 电泳 ３０ ｍｉｎ。纯化后的第二 轮 产 物 与

ｐＭＤ１８Ｔ载体连接后转化ＤＨ５α感受态细菌，经α
筛选并培养，取５００μｌ克隆菌液送北京天根生化科
技有限公司测序。

　　根据测序结果所得甲基化位点，在ＢＳＰ第一轮
扩增范围内，按照Ｌｉ等［１４］方法设计 ＭＳＰ的甲基引
物和非甲基化引物。设计软件同ＢＳＰ引物设计，引
物序列见表１。检测１０例原位ｃｃＲＣＣ及其癌旁肾
组织、８例ｃｃＲＣＣ转移组织甲基化情况，取１μｌ第一
轮ＰＣＲ 产物作模板进行 ＭＳＰ，反应退火温度为

５１．５℃，循环为２５次，其他条件与第一轮ＰＣＲ相
同。以ｄｄＨ２Ｏ作空白对照。１．５％琼脂糖凝胶１２０
Ｖ电泳３０ｍｉｎ。

１．８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件，统计
学处理采用χ

２检验和Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法。Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＲＴＰＣＲ检测细胞系结果　在高转移潜能细
胞系（ＲＣＣ０５ＴＸＪ）中ＧＳＴＭ３基因表达条带强度明
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显弱于低转移潜能细胞系（ＲＣＣ０５ＺＹＪ），共３０个循
环（图１Ａ）。去甲基化剂５ＡｚａＣｄＲ干预 ＲＣＣ０５
ＺＹＪ后，ＧＳＴＭ３基因表达条带强度明显增加，共２６
个循环（图１Ｂ）。

图１　半定量ＲＴＰＣＲ检测细胞系中

ＧＳＴＭ３基因的表达

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＳＴＭ３ｉｎｃｃＲＣＣ

ｃｅｌｌｌｉｎｅｓｂｙｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲＴＰＣＲ
Ａ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＧＳＴＭ３ａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴＰＣＲｉｎＲＣＣ０５ＴＸＪ

ａｎｄＲＣＣ０５ＺＹＪ；Ｂ：ＵｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＧＳＴＭ３ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ５Ａｚａ

ＣｄＲ．ＲＣＣ０５ＺＹＪ／Ａｚａ：ＲＣＣ０５ＺＹＪｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ５ＡｚａＣｄ

２．２　ＲＴＰＣＲ检测组织样本结果　在２４例原位

ｃｃＲＣＣ及其癌旁肾组织中，１７例原位ｃｃＲＣＣ 中

ＧＳＴＭ３基因的表达强度低于该基因在其癌旁肾组
织中表达强度，其余７例原位ｃｃＲＣＣ中ＧＳＴＭ３基
因的表达强度不低于其癌旁肾组织（图２Ａ）。与原
位ｃｃＲＣＣ组织相比较，转移组织中ＧＳＴＭ３基因表
达水平明显下调（图２Ｂ）。

２．３　巢式ＢＳＰ及 ＭＳＰ检测结果　１０例癌组织和
癌旁肾组织均见巢式ＢＳＰ条带（图３Ａ）。克隆后测
序发现，４例癌组织ＧＳＴＭ３基因启动子区ＣｐＧ岛
存在甲基化，均位于＋１５７位点；１例癌旁组织存在
甲基化，位于－２４位点（图４）。两位点癌组织和癌
旁肾组织甲基化水平无统计学差异（Ｐ＋１５７＝１，

Ｐ－２４＝０．０８７）。ＭＳＰ发现１０例ｃｃＲＣＣ组织标本中，

４例癌组织和２例癌旁组织ＧＳＴＭ３基因启动子甲
基化阳性；８例转移组织中检测到１例呈甲基化阳
性。所有检测组织标本中，除２例癌组织未见非甲
基化条带，其余均可见明亮条带（图３Ｂ）。癌组织

ＧＳＴＭ３基因启动子甲基化阳性与癌旁组织（Ｐ＝
０．６２８）、转移组织（Ｐ＝０．３１４），差别无统计学意义。

图２　半定量ＲＴＰＣＲ检测组织样本中ＧＳＴＭ３的表达

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＳＴＭ３ｉｎｔｉｓｓｕｅｓｐｅｃｉｍｅｎｓｂｙｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲＴＰＣＲ
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３　讨　论

　　本研究发现，ＧＳＴＭ３基因在原位ｃｃＲＣＣ中表
达下调例数多于非表达下调例数，且转移组织与原
位ｃｃＲＣＣ比较时，同样出现转移组织中ＧＳＴＭ３基
因表达水平低于原位ｃｃＲＣＣ的现象，进一步证实了
前期ｃＤＮＡ基因表达谱芯片关于ＧＳＴＭ３基因可能
与ｃｃＲＣＣ的发生和转移相关的结果［６］。谷胱甘肽

Ｓ转移酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓ，ＧＳＴｓ）是机体
在异源物质代谢过程中具有多种生物功能的一类活

性蛋白质，是体内重要的解毒酶系。ＧＳＴｓ在保护
机体免受致癌性化学物质攻击上起了很重要的作

用。ＧＳＴＭ３属于ＧＳＴｓ超家族，可以解除许多致癌
剂的活性代谢物毒性［８］。很多肿瘤的发生和发展，
包括肝癌、前列腺癌和膀胱癌等，均与ＧＳＴＭ３基因
相关［７，１５］。

　　导致基因表达下调的原因包括基因遗传学和基
因表观遗传学改变。甲基化是基因表观遗传学作用
的主要形式。ＤＮＡ启动子区ＣｐＧ岛高度甲基化被
认为是除突变和缺失以外的抑癌基因功能失活的关

键机制，是目前相关研究的热点之一［１６］。ＧＳＴｓ超
家族成员在很多肿瘤组织中均出现异常甲基化，包
括前列腺癌［１７］、乳腺癌和肾癌，而在正常组织中却
很少发现。通过生物信息学在线工具Ｓｔｒｉｎｇ［１８］分析
发现，ＧＳＴＭ３ 和 ＧＳＴＰ１ 密 切 相 关，由 此 推 测

ＧＳＴＭ３基因在ｃｃＲＣＣ中的低表达可能与其甲基化
相关。

　　５ＡｚａＣｄＲ是胞苷类似物，作为去甲基化制剂，
它的作用机制是通过与ＤＮＡ甲基化转移酶共价结
合，降低ＤＮＡ甲基化转移酶的生物活性，从而降低
甲基化水平［１９］。本研究结果发现，ｃｃＲＣＣ细胞系

ＲＣＣＺＹＪ在５ＡｚａＣｄＲ干预后 ＧＳＴＭ３基因表达
上调。结果提示ｃｃＲＣＣ中 ＧＳＴＭ３基因启动子区
存在甲基化，而且是使其表达下调的原因之一。５
ＡｚａＣｄＲ不仅可用于间接检测基因甲基化，而且该
药物目前已经用于白血病的临床治疗［１９］。尽管目
前仅在ＲＣＣ细胞系中证实５ＡｚａＣｄＲ可恢复甲基
化沉默的肿瘤相关基因表达［２０］，抑制肿瘤细胞生
长，尚未得到动物及临床试验方面证实，但相信随着
研究的进一步深入，有望将其应用于ＲＣＣ的治疗。

　　ＭＳＰ是一种较好的用来分析甲基化位点和程
度的方法。该法灵敏度高，可检出比例为千分之一
的甲基化等位片段，且对ＤＮＡ的质和量要求也低，
能用于微量ＤＮＡ，临床可以用敏感的 ＭＳＰ法检测
血清、痰等标本，反映特定基因启动子高甲基化改
变［２１］。然而为保证 ＭＳＰ具有良好的特异性，首先
要通过ＢＳＰ明确所研究基因的具体甲基化位点后
设计特异性高的引物。本研究不仅测得在ｃｃＲＣＣ
原位肿瘤中 ＧＳＴＭ３基因甲基化为４０％，超过了

Ｚｈａｎｇ等［２２］关于 ＤＬＣ１基因在 ＲＣＣ肿瘤组织中

３５％的检出率，而且还通过测序得到 ＧＳＴＭ３基因
甲基化位点初步情况。但由于样本量较少，所测得

－２４和＋１５７两位点的甲基化在癌与癌旁差别无统
计学意义，鉴别ｃｃＲＣＣ特异性不高，待扩大样本量
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后，进一步明确甲基化位点情况，设计出特异性更好
的 ＭＳＰ引物。

　　ＲＣＣ中很多基因存在甲基化现象，但甲基化率
都很低，包括 ＶＨＬ、ＧＳＴＰ１、ＲＡＳＳＦ１Ａ等［２３］，仍缺
乏ＧＳＴＭ３基因的相关报道。本研究结果发现，１０
例原位ｃｃＲＣＣ及其癌旁组织和８例转移组织中，癌
组织ＧＳＴＭ３基因启动子甲基化阳性率为４０％，与
癌旁组织２０％（Ｐ＝０．６２８）、转移组织１２．５％（Ｐ＝
０．３１４），差异无统计学意义。此结果可能与样本量
较小和样本病理组织成分不均一有关，有待今后扩
大样本量及改进样本病理组织成分后，进一步明确

ＧＳＴＭ３基因甲基化和ｃｃＲＣＣ发生和转移的关系。

　　总之，本研究进一步明确ｃｃＲＣＣ中ＧＳＴＭ３基
因的甲基化是导致其表达下调一个原因；发现去甲
基化剂５ＡｚａＣｄＲ能逆转 ＧＳＴＭ３基因甲基化状
态，增强ＧＳＴＭ３基因表达，值得进一步研究以用于

ｃｃＲＣＣ的临床治疗；初步明确了ＧＳＴＭ３基因启动
子区ＣｐＧ岛的甲基化位点，为进一步建立ｃｃＲＣＣ
中ＧＳＴＭ３基因ＣｐＧ岛甲基化图谱奠定了基础，对
确定ｃｃＲＣＣ易感性遗传标记及寻找ｃｃＲＣＣ早期诊
断的分子标记物具有重要意义。

［参 考 文 献］

［１］　ＭｃＬａｕｇｈｌｉｎＪＫ，ＬｉｐｗｏｒｔｈＬ，ＴａｒｏｎｅＲＥ．Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉｃａｓ

ｐｅｃｔｓｏｆｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＳｅｍｉｎＯｎｃｏｌ，２００６，３３：５２７

５３３．
［２］　ＳｔｒｋｅｌＳ，ＥｂｌｅＪＮ，ＡｄｌａｋｈａＫ，ＡｍｉｎＭ，ＢｌｕｔｅＭＬ，Ｂｏｓｔｗｉｃｋ

ＤＧ，ｅｔａｌ．Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ：Ｗｏｒｋｇｒｏｕｐ

Ｎｏ．１．ＵｎｉｏｎＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌｅＣｏｎｔｒｅｌｅＣａｎｃｅｒ（ＵＩＣＣ）ａｎｄｔｈｅ

ＡｍｅｒｉｃａｎＪｏｉｎｔＣｏｍｍｉｔｔｅｅｏｎＣａｎｃｅｒ（ＡＪＣＣ）［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒ，

１９９７，８０：９８７９８９．
［３］　ＪｕｎｇｗｉｒｔｈＡ，ＳｃｈａｌｌｙＡＶ，ＰｉｎｓｋｉＪ，ＧｒｏｏｔＫ，ＡｒｍａｔｉｓＰ，Ｈａｌ

ｍｏｓＧ．ＧｒｏｗｔｈｈｏｒｍｏｎｅｒｅｌｅａｓｉｎｇｈｏｒｍｏｎｅａｎｔａｇｏｎｉｓｔＭＺ４

７１ｉｎｈｉｂｉｔｓｉｎｖｉｖｏｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＣａｋｉＩｒｅｎａｌａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ
［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，１９９７，９４：５８１０５８１３．

［４］　孙浚雯，常文军，翟羽佳，谭晓洁，侯建国，余永伟，等．基因组消

减杂交技术筛选肾透明细胞癌转移相关甲基化基因［Ｊ］．第二

军医大学学报，２００８，２９：４８５４９０．
［５］　杜稳斌，侯建国，武　旗，常文军，翟羽佳，林丽萍，等．前列腺癌

组织中谷胱甘肽Ｓ转移酶Ｐ１基因启动子区域甲基化序列分

析［Ｊ］．第二军医大学学报，２００８，２９：７６２７６７．
［６］　ＴａｎＸ，ＺｈａｉＹ，ＣｈａｎｇＷ，ＨｏｕＪ，ＨｅＳ，ＬｉｎＬ，ｅｔａｌ．Ｇｌｏｂａｌａ

ｎａｌｙｓｉｓｏｆｍｅｔａｓｔａｓｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｐｒｉｍａｒｙｃｕｌ

ｔｕｒｅｓｆｒｏｍｃｌｉｎｉｃａｌｓｐｅｃｉｍｅｎｓｏｆｃｌｅａｒｃｅｌｌｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ
［Ｊ］．ＩｎｔＪＣａｎｃｅｒ，２００８，１２３：１０８０１０８８．

［７］　ＬａｄｅｒｏＪＭ，ＭａｒｔíｎｅｚＣ，ＦｅｒｎｎｄｅｚＪＭ，ＭａｒｔíｎＦ，Ｇａｒｃíａ

ＭａｒｔíｎＥ，ＲｏｐｅｒｏＰ，ｅｔａｌ．ＧｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓｐｉ１，ａｌ

ｐｈａ１ａｎｄＭ３ｇｅｎｅｔｉｃｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓａｎｄｔｈｅｒｉｓｋｏｆｈｅｐａｔｏｃｅｌ

ｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｉｎｈｕｍａｎｓ［Ｊ］．Ｐｈａｒｍａｃｏｇｅｎｏｍｉｃｓ，２００７，８：

８９５８９９．
［８］　ＳｉｋｄａｒＮ，ＰａｕｌＲＲ，ＲｏｙＢ．ＧｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅＭ３（Ａ／

Ａ）ｇｅｎｏｔｙｐｅａｓａｒｉｓｋｆａｃｔｏｒｆｏｒｏｒａｌｃａｎｃｅｒａｎｄｌｅｕｋｏｐｌａｋｉａａ

ｍｏｎｇＩｎｄｉａｎｔｏｂａｃｃｏｓｍｏｋｅｒｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＣａｎｃｅｒ，２００４，１０９：９５

１０１．
［９］　翟羽佳，谭晓洁，侯建国，肖建如，徐丹枫，余永伟，等．汉族人肾

透明细胞癌细胞系的建立［Ｊ］．第二军医大学学报，２００８，２９：

４７９４８４．
［１０］ＴｏｌｌｅｆｓｂｏｌＴＯ．Ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃｓｐｒｏｔｏｃｏｌｓ［Ｍ］／／ＬｉｕＬ，ＷｙｌｉｅＲＣ，

ＨａｎｓｅｎＮＪ，ＡｎｄｒｅｗｓＬ Ｇ，ＴｏｌｌｅｆｓｂｏｌＴ Ｏ．ＰｒｏｆｉｌｉｎｇＤＮＡ

ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｂｙｂｉｓｕｌｆｉｔｅｇｅｎｏｍｉｃｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ：ｐｒｏｂｌｅｍｓａｎｄｓｏ

ｌｕｔｉｏｎｓ．ＮｅｗＹｏｒｋ：ＨｕｍａｎａＰｒｅｓｓ，２００４：１６９１７９．
［１１］ＧａｒｄｉｎｅｒＧａｒｄｅｎＭ，ＦｒｏｍｍｅｒＭ．ＣｐＧｉｓｌａｎｄｓｉｎｖｅｒｔｅｂｒａｔｅｇｅ

ｎｏｍｅｓ［Ｊ］．ＪＭｏｌＢｉｏｌ，１９８７，１９６：２６１２８２．
［１２］ｈｔｔｐ：／／ｃｐｇｉｓｌａｎｄｓ．ｕｓｃ．ｅｄｕ［２００７０９０４］

［１３］ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｕｒｏｇｅｎｅ．ｏｒｇ／ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ／ｉｎｄｅｘ１．ｈｔｍｌ［２００７０９

１４］

［１４］ＬｉＬＣ，ＤａｈｉｙａＲ．ＭｅｔｈＰｒｉｍｅｒ：ｄｅｓｉｇｎｉｎｇｐｒｉｍｅｒｓｆｏｒｍｅｔｈｙｌａ

ｔｉｏｎＰＣＲｓ［Ｊ］．Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，２００２，１８：１４２７１４３１．
［１５］ＭｅｄｅｉｒｏｓＲ，ＶａｓｃｏｎｃｅｌｏｓＡ，ＣｏｓｔａＳ，ＰｉｎｔｏＤ，ＦｅｒｒｅｉｒａＰ，Ｌｏｂｏ

Ｆ，ｅｔａｌ．Ｍｅｔａｂｏｌｉｃｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｇｅｎｅｓａｎｄｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｒｉｓｋ

ｉｎａｓｏｕｔｈｅｒｎＥｕｒｏｐｅａｎｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ：ｔｈｅｒｏｌｅｏｆｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳ

ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓＧＳＴＭ１，ＧＳＴＭ３，ａｎｄＧＳＴＴ１ｇｅｎｅｔｉｃｐｏｌｙｍｏｒ

ｐｈｉｓｍｓ［Ｊ］．Ｐｒｏｓｔａｔｅ，２００４，５８：４１４４２０．
［１６］ＢａｌｍａｉｎＡ，ＧｒａｙＪ，ＰｏｎｄｅｒＢ．Ｔｈｅｇｅｎｅｔｉｃｓａｎｄｇｅｎｏｍｉｃｓｏｆ

ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＮａｔＧｅｎｅｔ，２００３，３３（Ｓｕｐｐｌ）：２３８２４４．
［１７］ＮａｋａｙａｍａＭ，ＧｏｎｚａｌｇｏＭＬ，ＹｅｇｎａｓｕｂｒａｍａｎｉａｎＳ，ＬｉｎＸ，Ｄｅ

ＭａｒｚｏＡＭ，ＮｅｌｓｏｎＷＧ．ＧＳＴＰ１ＣｐＧｉｓｌａｎｄｈｙｐｅｒｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ

ａｓａｍｏｌｅｃｕｌａｒｂｉｏｍａｒｋｅｒｆｏｒｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＢｉｏ

ｃｈｅｍ，２００４，９１：５４０５５２．
［１８］ｈｔｔｐ：／／ｓｔｒｉｎｇ．ｅｍｂｌ．ｄｅ［２００７１２２５］

［１９］ＫａｎｔａｒｊｉａｎＨ，ＯｋｉＹ，ＧａｒｃｉａＭａｎｅｒｏＧ，ＨｕａｎｇＸ，Ｏ’ＢｒｉｅｎＳ，Ｃｏｒ

ｔｅｓＪ，ｅｔａｌ．Ｒｅｓｕｌｔｓｏｆａｒａｎｄｏｍｉｚｅｄｓｔｕｄｙｏｆ３ｓｃｈｅｄｕｌｅｓｏｆｌｏｗｄｏｓｅ

ｄｅｃｉｔａｂｉｎｅｉｎｈｉｇｈｅｒｒｉｓｋｍｙｅｌｏｄｙｓｐｌａｓｔｉｃｓｙｎｄｒｏｍｅａｎｄｃｈｒｏｎｉｃｍｙ

ｅｌｏｍｏｎｏｃｙｔｉｃｌｅｕｋｅｍｉａ［Ｊ］．Ｂｌｏｏｄ，２００７，１０９：５２５７．
［２０］ＴｏＫＫ，ＺｈａｎＺ，ＢａｔｅｓＳＥ．Ａｂｅｒｒａｎｔｐｒｏｍｏｔｅｒｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｏｆ

ｔｈｅＡＢＣＧ２ｇｅｎｅｉｎｒｅｎａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＭｏｌＣｅｌｌＢｉｏｌ，２００６，

２６：８５７２８５８５．
［２１］ＰａｌｍｉｓａｎｏＷＡ，ＤｉｖｉｎｅＫＫ，ＳａｃｃｏｍａｎｎｏＧ，ＧｉｌｌｉｌａｎｄＦＤ，Ｂａｙ

ｌｉｎＳＢ，ＨｅｒｍａｎＪＧ，ｅｔａｌ．Ｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｂｙｄｅｔｅｃｔｉｎｇ

ａｂｅｒｒａｎｔｐｒｏｍｏｔｅｒｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｉｎｓｐｕｔｕｍ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，

２０００，６０：５９５４５９５８．
［２２］ＺｈａｎｇＱ，ＹｉｎｇＪ，ＺｈａｎｇＫ，ＬｉＨ，ＮｇＫＭ，ＺｈａｏＹ，ｅｔａｌ．Ａｂｅｒ

ｒａｎｔｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｅ８ｐ２２ｔｕｍｏｒｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｇｅｎｅＤＬＣ１ｉｎ

ｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＬｅｔｔ，２００７，２４９：２２０２２６．
［２３］ＤｕｌａｉｍｉＥ，ＩｂａｎｅｚｄｅＣａｃｅｒｅｓＩ，ＵｚｚｏＲＧ，ＡｌＳａｌｅｅｍＴ，Ｇｒｅｅｎ

ｂｅｒｇＲＥ，ＰｏｌａｓｃｉｋＴＪ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｍｏｔｅｒｈｙｐｅｒｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｐｒｏ

ｆｉｌｅｏｆｋｉｄｎｅｙｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００４，１０（１２Ｐｔ１）：

３９７２３９７９．

［本文编辑］　贾泽军


