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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 ＲＴＰＣＲ检测ｃｃＲＣＣ高转移潜能细胞系

（ＲＣＣ０５ＴＸＪ）、低转移潜能细胞系（ＲＣＣ０５ＺＹＪ）、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５ＡｚａＣｄＲ干预ＲＣＣ０５ＺＹＪ，ＲＴＰＣＲ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：

ＲＣＣ０５ＴＸＪ中ＧＳＴＭ３基因表达强度低于ＲＣＣ０５ＺＹＪ。５ＡｚａＣｄＲ处理ＲＣＣ０５ＺＹＪ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［４５］。

　　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ＲＴＰＣＲ、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（ＲＣＣ０５ＴＸＪ、

ＲＣＣ０５ＺＹＪ）。其中 ＲＣＣ０５ＴＸＪ为ｃｃＲＣＣ高转移
潜能细胞系，来源于ｃｃＲＣＣ骨转移组织的原代细
胞；ＲＣＣ０５ＺＹＪ 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；ｐＭＤ１８Ｔ 载 体

（Ｄ１０１Ａ）购自ＴａＫａＲａ公司；５ａｚａ２’ｄｅｏｘｙｃｉｔｙｄｉｎｅ
（５ＡｚａＣｄＲ）、亚硫酸氢钠和氢醌购自Ｓｉｇｍａ公司；

ＷｉｚａｒｄＤＮＡｃｌｅａｎｕｐｓｙｓｔｅｍ （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ＲＣＣ０５ＴＸＪ、ＲＣＣ０５ＺＹＪ、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 ＲＴＰＣＲ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ＲＴＰＣＲ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　５ＡｚａＣｄＲ 处理对 ＧＳＴＭ３基因表达的影
响　实验时ＲＣＣ０５ＺＹＪ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／Ｌ５ＡｚａＣｄＲ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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ＡｚａＣｄＲ干预的细胞为对照组。提取处理组和对照
组细胞总ＲＮＡ，ＲＴＰＣＲ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）

ＧＳＴＭ３ＲＴ Ｓｅｎｓｅ ＡＴＧＴＣＧＴＧＣＧＡＧＴＣＧＴＣＴＡＴＧ ５６２

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＡＡＧＣＣＴＴＣＡＧＧＴＴＴＧＧＧＡＡＣ

βａｃｔｉｎ Ｓｅｎｓｅ ＣＴＣＧＣＣＴＴＴＧＣＣＧＡＴＣＣ ６２５

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＧＧＡＴＣＴＴＣＡＴＧＡＧＧＴＡＧＴＣＡＧＴＣ

ＢＳＰｏｕｔｅｒ Ｓｅｎｓｅ ＴＴＴＴＴＡＴＴＧＧＴＡＴＴＡＴＴＡＡＴＧＡＡＴＧＡＡＧＴＴ ５１７

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＡＴＣＣＣＡＡＡＡＡＣＴＡＡＡＣＡＡＡＡＡＴＣ

ＢＳＰｉｎｎｅｒ Ｓｅｎｓｅ ＧＧＧＡＡＧＧＧＡＧＧＡＧＴＴＴＴＡＡＴＴＴ ３０４

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＣＣＡＡＴＡＣＣＣＲＡＡＡＡＣＣＡＴＡＡＡ

ＭＳＰＭ Ｓｅｎｓｅ ＣＧＴＡＣＧＧＴＴＴＴＧＴＧＧＡＧＴＣ １４４

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＴＣＣＧＡＡＣＣＴＴＣＧＡＡＡＡＣＴＡＡ

ＭＳＰＵ Ｓｅｎｓｅ ＴＴＧＴＧＴＡＴＧＧＴＴＴＴＧＴＧＧＡＧＴＴ １４４

Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＣＴＴＣＣＡＡＡＣＣＴＴＣＡＡＡＡＡＣＴＡＡＡ

　ＧＳＴＭ３ＲＴ：ＰｒｉｍｅｒｓｆｏｒＲＴＰＣＴ；βａｃｔｉｎ：βａｃｔｉｎｗａｓｕｓｅｄａｓａｎＲＴＰＣＲｃｏｎｔｒｏｌ；ＢＳＰｏｕｔｅｒ：ｏｕｔｅｒｐａｉｒｏｆｐｒｉｍｅｒｓ；ＢＳＰｉｎｎｅｒ：Ｉｎｎｅｒｐａｉｒｏｆ

ｐｒｉｍｅｒｓ；ＭＳＰＵ：ＭＳＰｆｏｒｕｎｍｅｔｈｙｌａｔｅｄｐｒｏｍｏｔｅｒ；ＭＳＰＭ：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
ｃｌｅａｎｕｐｓｙｓｔｅｍ 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 ＧａｒｄｉｎｅｒＧａｒｄｅｎ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／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，２００ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，１００ｍｍｏｌ／Ｌ
（ＮＨ４）２ＳＯ４，１５ ｍｍｏｌ／Ｌ ＭｇＣｌ２），１０ ｍｍｏｌ／Ｌ
ｄＮＴＰ１μｌ，ｄｄＨ２Ｏ２９μｌ。第一轮ＰＣＲ用外侧引物

ＢＳＰｏｕｔｅｒ，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

ＢＳＰｉｎｎｅｒ，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

ｐＭＤ１８Ｔ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　ＲＴＰＣＲ检测细胞系结果　在高转移潜能细
胞系（ＲＣＣ０５ＴＸＪ）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（ＲＣＣ０５ＺＹＪ），共３０个循
环（图１Ａ）。去甲基化剂５ＡｚａＣｄＲ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ＲＴＰＣＲ检测细胞系中

ＧＳＴＭ３基因的表达

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＳＴＭ３ｉｎｃｃＲＣＣ

ｃｅｌｌｌｉｎｅｓｂｙｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲＴＰＣＲ
Ａ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＧＳＴＭ３ａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴＰＣＲｉｎＲＣＣ０５ＴＸＪ

ａｎｄＲＣＣ０５ＺＹＪ；Ｂ：ＵｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＧＳＴＭ３ａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ５Ａｚａ

ＣｄＲ．ＲＣＣ０５ＺＹＪ／Ａｚａ：ＲＣＣ０５ＺＹＪｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ５ＡｚａＣｄ

２．２　ＲＴＰＣＲ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ＲＴＰＣＲ检测组织样本中ＧＳＴＭ３的表达

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＳＴＭ３ｉｎｔｉｓｓｕｅｓｐｅｃｉｍｅｎｓｂｙｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲＴＰＣＲ
Ａ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＳＴＭ３ｉｎｐｒｉｍａｒｙｃｃＲＣＣｓａｎｄｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｎｏｎｍａｌｉｇｎａｎｔｔｉｓｓｕｅｓ；Ｂ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＧＳＴＭ３ｉｎｐｒｉｍａｒｙｃｃＲＣＣｓａｎｄｍｅ

ｔａｓｔａｔｉｃｔｉｓｓｕｅｓ．Ｃ１，Ｃ２，Ｃ３，Ｃ４，Ｃ７，Ｃ１１：ｃｃＲＣＣｓａｍｐｌｅｓ；Ｎ１，Ｎ２，Ｎ３，Ｎ４：ｃｃＲＣＣｍａｔｃｈｅｄｎｏｒｍａｌｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓ；Ｍ８９：ＭｅｔａｓｔａｔｉｃｃｃＲＣＣ；βａｃｔｉｎ

ｗａｓｕｓｅｄａｓａｎＲＴＰＣＲｃｏｎｔｒｏｌ
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图４　ＧＳＴＭ３基因启动子ＣｐＧ岛示意图和ＢＳＰ产物测序结果
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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（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅＳｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓ，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。

　　５ＡｚａＣｄＲ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

ＲＣＣＺＹＪ在５ＡｚａＣｄＲ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
ＡｚａＣｄＲ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５ＡｚａＣｄＲ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５ＡｚａＣｄＲ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。
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