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ＮＰＴＸ２甲基化在胰腺癌中的定量检测及诊断应用

曹　佳，高　军，杜奕奇，李兆申，龚燕芳，林　寒，宋　健，金　晶，吴洪玉
第二军医大学长海医院消化内科，上海２００４３３

［摘要］　目的：检测ＮＰＴＸ２甲基化水平在胰腺癌中变化并评价其用于胰腺癌诊断的价值。方法：在１０例胰腺癌组织和１０
例癌旁正常胰腺组织中，分别应用定量ＲＴＰＣＲ和ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ荧光掺入甲基化特异性定量检测法检测ＮＰＴＸ２ｍＲＮＡ表达

量及ＣｐＧ岛的甲基化量。应用上述建立甲基化特异性定量检测方法分析ＮＰＴＸ２甲基化在胰腺癌及健康志愿者全血ＤＮＡ中

的差异。结果：ＮＰＴＸ２基因在胰腺癌组织中 ｍＲＮＡ表达量低于癌旁正常胰腺组织 （ＲＱ，０．２７６±０．２６３ｖｓ３．５２６±３．０３７，

Ｐ＝０．００１），而其甲基化指数（ＭＩ）较癌旁正常胰腺组织高［（９．０２±７．５２）％ｖｓ（１．２８±０．９８）％，Ｐ＝０．００３］。ＲＱ与 ＭＩ两者

之间存在负相关关系（Ｒ＝－０．５５２，Ｐ＝０．０１２）。ＮＰＴＸ２基因 ＭＩ在胰腺癌患者全血 ＤＮＡ中显著高于健康人［（１．８０±

１．７６）％ｖｓ（０．８４±０．４５）％，Ｐ＜０．０５］。结论：在胰腺癌组织中 ＮＰＴＸ２发生高甲基化变化，检测其在临床样品中的 ＭＩ可辅

助用于胰腺癌诊断。
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　　胰腺癌是一种恶性程度很高的肿瘤，近年来其
患病率在全球范围内呈上升趋势，在恶性消化道肿
瘤中居第４位。目前外科手术切除是治愈胰腺癌的
唯一方法，肿瘤完整切除的病例术后５年生存率为

２０％～３０％。因此敏感的早期诊断方法与行之有效
的治疗手段成为有效治疗胰腺癌、改善预后的关键。
本实验室前期研究致力于探索胰腺癌特异性肿瘤靶

向分子，从而寻求胰腺癌诊断及治疗的方法［１４］。
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　　随着表观遗传学的发展，发现ＤＮＡ的高甲基
化或低甲基化均可影响肿瘤相关基因的转录。近年
的大量研究表明［５７］，抑癌基因启动子区ＣｐＧ岛甲
基化程度的改变对肿瘤的发生发展起重要作用。启
动子区ＣｐＧ岛高甲基化使抑癌基因沉默失活，从而
促进肿瘤的发生发展，抑癌基因启动子区ＣｐＧ岛异
常甲基化为肿瘤所特有，并且一些基因甲基化改变
发生在肿瘤形成的早期阶段，因而有可能成为癌变
早期的检测指标。在胰腺癌中，ＮＰＴＸ２基因被发现
其启动子区ＣｐＧ岛发生异常高甲基化［８］，但能否作
为早期诊断及判断预后的标志物尚无相关的研究。
本课题研究了胰腺癌、癌旁胰腺组织中该基因的表
达水平、甲基化水平及其相关性，并试用建立的

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ荧光掺入甲基化特异性定量ＰＣＲ方法
对胰腺癌及健康志愿者的外周血全血ＤＮＡ中该基
因的甲基化程度进行了检测，为胰腺癌诊断打下一
定的分子生物学基础。

１　材料和方法

１．１　组织标本　取自２００６年１～１２月第二军医大
学长海医院胰腺外科手术切除标本，在手术切除病
灶后用锋利刀片迅速切取原发肿瘤和（或）切缘癌旁
正常组织各１块，立即冷冻于液氮中保存，取材时间
不超过１０ｍｉｎ。所有胰腺癌经 ＨＥ染色病理学证
实均为导管源性，并用冰冻切片进行粗分离。胰腺
癌与胰腺癌癌旁组织各１０例，胰腺癌组男性５例，
女性５例，年龄４１～７４岁，中位年龄６３岁；癌旁组
男性６例，女性４例，年龄１２～６４岁，中位年龄５６
岁。

１．２　全血标本　取自２００６年６月至２００７年１月
第二军医大学长海医院住院的３０例胰腺癌患者，其
中男性１８例，女性１２例，年龄４３～８２岁，中位年龄

６４．５岁。所有病例均有完整的临床资料，包括影像
学检查、手术记录、术后病理学检查、Ｂ超及内镜超
声检查等。３０例胰腺癌患者入选病例的确诊标准
是：恶性病变通过术后病理学检查或者术前穿刺细
胞学检查明确发现癌细胞确诊；如果无术后病理学
检查或细胞学检查未发现明确的癌细胞，通过影像
学检查及随访资料确诊。２８例健康志愿者，其中男
性１２例，女性１６例，年龄２０～５７岁，中位年龄３０．５
岁。

１．３　细胞系　ＳＷ１９９０胰腺癌细胞系，购于美国

ＡＴＣＣ公司，来源于一中度分化胰腺导管腺癌患者，
其倍增时间为６４ｈ，具有局部浸润转移能力。

１．４　定量逆转录聚合酶链式反应（ｑＲＴＰＣＲ）检测

胰腺癌及癌旁胰腺组织中ＮＰＴＸ２基因的表达　应
用ＴＲＩｚｏｌ试剂（上海英骏生物技术有限公司）抽提
胰腺组织、胰腺癌细胞株 ＲＮＡ。按照 ＴＩＡＮＳｃｒｉｐｔ
Ｍ．ＭＬＶ逆转录酶（北京天根生化科技有限公司）说
明书进行逆转录。应用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设
计引物（上海英骏生物技术有限公司合成），引物序
列：ＮＰＴＸ２ 上 游 ５′ＣＣＴ ＣＣＣ ＡＣＴ ＣＣＧ ＣＡＣ
ＡＡＡ Ｃ３′，下游 ５′ＣＡＣＣＧＣ ＡＴＡ ＧＧＡ ＧＡＡ
ＧＧＧＧ３′，扩增片段长度１３３ｂｐ；ＧＡＰＤＨ上游５′
ＧＧＴＧＧＴＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＴＣＡＡＣＡ３′，下
游５′ＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧＣＣＡＡＡＴＴＣＧＴＴＧＴ
３′，扩增片段大小１２７ｂｐ。运用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ（日本

ＴＯＹＯＢＯ生物有限公司）荧光掺入法利用 ＡＢＩ
７５００ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ仪（美国应用生物系统公司）
进行ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ反应，反应体系２５μｌ，反应条件
为：９５℃预变性１ｍｉｎ；９４℃变性１５ｓ，６０℃退火１５
ｓ，７２℃延伸４５ｓ，共４０个循环。利用ＡＢＩ７５００Ｒｅ
ａｌＴｉｍｅＰＣＲ 仪 得 到 Ｃｔ值，以 胰 腺 癌 细 胞 株

ＳＷ１９９０作为比对，通过以下换算得到比值（ＲＱ）。

ΔΔＣｔ＝ΔＣｔＴ－ΔＣｔｓ＝（ＣｔＴ－ＣｔＴＥ）－（ＣｔＳ－ＣｔＳＥ），

ＲＱ＝２－ΔΔＣｔ，式中Ｔ为待测样本，Ｓ为ＳＷ１９９０，Ｅ为
内参照。

１．５　甲基化特异性定量ＰＣＲ检测组织、全血ＤＮＡ
中ＮＰＴＸ２基因的甲基化水平　以酚氯仿法抽提胰
腺组织及全血ＤＮＡ，ＮａｎｏＤｒｏｐＮＤ１０００全波长紫
外／可见光扫描分光光度计（ＮａｎｏＤｒｏｐＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
公司）测定２６０ｎｍ与２８０ｎｍ处光密度（Ｄ）比值，以
此判定ＤＮＡ纯度和含量。参照ＥＺＤＮＡＭｅｔｈｙｌａ
ｔｉｏｎＧｏｌｄＫｉｔＴＭ（北京天漠科技开发有限公司）说明
书，将抽提的ＤＮＡ进行亚硫酸氢盐处理。引用Ｓａ
ｔｏ等［８］研究中 ＮＰＴＸ２基因的引物（上海英骏生物
技术有限公司合成），引物序列：甲基化引物上游５′
ＧＡＡＡＧＧＧＣＧＣＧＣＧＧＡＴＴＣ３′，下游５′ＣＧＣ
ＴＡＴＣＧＴＣＴＣＧＡＡＡＡＴＣＧ３′，扩增片段大小

１１２ｂｐ；非甲基化引物上游 ５′ＡＡＧ ＡＡＡ ＧＧＧ
ＴＧＴＧＴＧＧＡＴＴＴＧ３′，下游５′ＣＣＡＣＡＣＴＡＴ
ＣＡＴＣＴＣＡＡＡ ＡＡＴ３′，扩增片段大小１１１ｂｐ。
分别取２μｌ亚硫酸氢盐处理后的ＤＮＡ为模板，运
用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ荧光掺入法进行甲基化引物与非甲
基化引物的扩增，反应体系２５μｌ，反应条件同前。
利用ＡＢＩ７５００ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ仪得到两组Ｃｔ值
（ＣｔＭ与ＣｔＵ），运用以下公式换算得到甲基化指数
（ＭＩ）：

Ｕ
Ｍ＝２

－ΔＣｔ＝２ＣｔＭ－ＣｔＵ
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ＭＩ＝ Ｍ
Ｍ＋Ｕ＝

１

１＋ＵＭ

＝ １
１＋２ＣｔＭ－ＣｔＵ

１．６　统计学处理　两组ＮＰＴＸ２基因 ｍＲＮＡ表达
水平（ＲＱ）与甲基化水平（ＭＩ）成偏态分布、方差不
齐，差异性分析采用 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ 检验。所有
统计学分析均应用ＳＰＳＳ１５．０ｆｏｒＷｉｎｄｏｗｓ软件，

Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　胰腺癌组织与癌旁组织ＮＰＴＸ２ｍＲＮＡ的表
达　ＮＰＴＸ２基因在１０例胰腺癌组织中有２例未测
出Ｃｔ值，而１０例癌旁胰腺组织均测得相应的 Ｃｔ
值，通过运算得到两组的ＲＱ值，运用 ＭａｎｎＷｈｉｔ
ｎｅｙＵ 检验，胰腺癌组织中ＮＰＴＸ２在 ｍＲＮＡ水平
上明显低于癌旁组织（０．２７６±０．２６３ｖｓ３．５２６±
３．０３７，Ｐ＝０．００１，图１）。

２．２　胰腺癌组织与癌旁组织 ＮＰＴＸ２基因的甲基
化水平　ＮＰＴＸ２基因在胰腺癌组织组及癌旁组织
组中甲基化特异性定量ＰＣＲ检测的扩增曲线与熔

解曲线如图２，均得到ＣｔＭ与ＣｔＵ值，通过数据转换
得到两组的 ＭＩ。运用 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ 检验，胰腺
癌组织组中ＮＰＴＸ２基因的甲基化水平明显高于癌
旁组织组［（９．０２±７．５２）％ｖｓ（１．２８±０．９８）％，

Ｐ＝０．００３，图３］。

图１　胰腺癌组织与癌旁组织ｑＲＴＰＣＲＲＱ值比较

Ｆｉｇ１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＲＱｂｅｔｗｅｅｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃ

ｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓａｎｄａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ

图２　组织ＤＮＡ甲基化定量ＰＣＲ扩增曲线（Ａ）和熔解曲线（Ｂ）

Ｆｉｇ２　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｕｒｖｅ（Ａ）ａｎｄｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｃｕｒｖｅ（Ｂ）ｉｎｔｉｓｓｕｅＤＮＡｂｙｑｕａｎｔｉｔｉｖｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ

图３　胰腺癌组织与癌旁组织

甲基化特异性定量ＰＣＲＭＩ的比较

Ｆｉｇ３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＭＩｂｅｔｗｅｅｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｒｃｉｎｏｍａ

ｔｉｓｓｕｅｓａｎｄａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓｂｙｑｕａｎｔｉｔｉｖｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ

　　通过Ｓｐｅａｒｍａｎ’ｓ相关性分析，得到ＲＱ与 ＭＩ
负相关，相关系数ｒ＝－０．５５２，Ｐ＝０．０１２。ＭＩ中位
数为１．３４％，以此中位数为分界点，将胰腺癌组织与
癌旁组织按 ＭＩ的大小分为两组，小于１．３４％的１０
例为相对低甲基化组，大于１．３４％的１０例为相对高
甲基化组，结果低甲基化组的ＲＱ值大于相对高甲
基化组（图４）。

２．３　 胰腺癌患者与健康志愿者全血 ＤＮＡ 中

ＮＰＴＸ２基因的甲基化水平　胰腺癌患者组及健康
志愿者组的全血ＤＮＡ应用甲基化特异性定量ＰＣＲ
检测的扩增曲线与熔解曲线如图５，得到ＣｔＭ与ＣｔＵ
值，通 过 数 据 转 换 得 到 两 组 的 ＭＩ，运 用

ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ检验，胰腺癌患者组中ＮＰＴＸ２基
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因的甲基化水平高于健康人组［（１．８０±１．７６）％ｖｓ
（０．８４±０．４５）％，图６］。

图４　相对低、高甲基化组的ＲＱ值比较

Ｆｉｇ４　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＲＱｂｅｔｗｅｅｎ２ｇｒｏｕｐｓ

ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｖｅｌｓｏｆｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ

３　讨　论

　　目前应用最为普遍的检测ＤＮＡ甲基化的方法
为甲基化特异性 ＰＣＲ（ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃＰＣＲ，

ＭＳＰ），是由 Ｈｅｒｍａｎ等［９］１９９６年在使用重亚硫酸
盐处理的基础上建立的一种方法。ＭＳＰ中设计两
对引物分别与重亚硫酸盐处理后的序列互补配对，
即一对结合处理后的甲基化序列，另一对结合处理
后的非甲基化序列。如果用针对处理后甲基化

ＤＮＡ链的引物能扩增出片段，则说明该被检测的位
点存在甲基化；若用针对处理后的非甲基化ＤＮＡ链
的引物扩增出片段，则说明被检测的位点不存在甲
基化。此种方法尽管敏感性较高，但无法对检测样
本进行量化，反应的循环数需根据样品及基因的不
同进行调整。因此，２０００年Ｅａｄｓ等［１０］提出甲基化

图５　代表样品全血ＤＮＡ甲基化定量ＰＣＲ扩增曲线（Ａ）和熔解曲线（Ｂ）

Ｆｉｇ５　Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｕｒｖｅ（Ａ）ａｎｄｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｃｕｒｖｅ（Ｂ）ｉｎｗｈｏｌｅｂｌｏｏｄＤＮＡｓａｍｐｌｅｓｂｙｑｕａｎｔｉｔｉｖｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ

图６　胰腺癌患者与健康志愿者全血ＤＮＡ
甲基化特异性定量ＰＣＲ的甲基化检测比较

Ｆｉｇ６　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｗｈｏｌｅｂｌｏｏｄＤＮＡｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ

ｂｅｔｗｅｅｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｐａｎｃｒｅａｔｉｃｃａｎｃｅｒａｎｄｈｅａｌｔｈｙ
ｖｏｔｕｎｔｅｅｒｓｂｙｑｕａｎｔｉｔｉｖｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ

荧光法（ｍｅｔｈｙｌｉｇｈｔ），它实现了甲基化的实时定量分

析，也是将样品经重亚硫酸盐处理后，针对待测位点

设计与甲基化序列互补的探针，通过测定该报告荧

光信号的强弱即可判断出ＤＮＡ的甲基化状况。此

方法实现了甲基化定量检测，且无需电泳分离。但

运用探针方法成本高，引物与探针需要进行匹配设

计，难度较大。因此，本实验在甲基化荧光法原理基

础上建立了ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ荧光掺入甲基化特异性定

量ＰＣＲ方法，降低了实验成本，有助于推广。

　　ＮＰＴＸ２（ＮｅｕｒｏｎａｌＰｅｎｔｒａｘｉｎ２）基因位于７号

染色体长臂（７ｑ２１．３ｑ２２．１），是神经元正五聚蛋白

（ＮｅｕｒｏｎａｌＰｅｎｔｒａｘｉｎ）家族中的成员，此家族目前由

ＮＰＴＸ１（Ｎｅｕｒｏｎａｌｐｅｎｔｒａｘｉｎ１）、ＮＰＴＸ２、ＮＰＴＲ
（ＮｅｕｒｏｎａｌＰｅｎｔｒａｘｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ）三个成员组成［１１］。

ＮｅｕｒｏｎａｌＰｅｎｔｒａｘｉｎ家族与Ｃ反应蛋白等急性反应
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蛋白同源，并且与神经突触的重塑相关［１２］。ＮＰＴＸ２
基因在肿瘤发生发展过程中所起的作用尚未明了，
但在Ｓａｔｏ等［８］的研究中，通过５ＡｚａｄＣ处理胰腺癌
细胞株，筛查出 ＮＰＴＸ２基因在处理后的 ＡｓＰＣ１、

ＭｉａＰａＣａ２、ＰａｎＣ１细胞株中表达量明显增加，提示

ＮＰＴＸ２基因的表达抑制可能与胰腺癌的发生相关，
且其机制可能与ＤＮＡ高甲基化相关。本研究利用
定量方法检测到ＮＰＴＸ２基因在胰腺癌组织中表达
水平低于癌旁组织，并且甲基化水平高于癌旁组织，

ｍＲＮＡ表达水平与甲基化水平呈明显负相关，证实

ＮＰＴＸ２基因的高甲基化参与胰腺癌的发生，但

ＮＰＴＸ２基因调控胰腺癌发生的通路尚未清楚，仍需
对其功能及相关信号通路进行进一步的研究。

　　由于外周血相对容易获得，所以部分对如食管
癌、结肠癌等恶性肿瘤的研究表明对血清中 ＤＮＡ
异常甲基化进行检测，可作为多种肿瘤的早期筛查
的一种方法［１３１４］。但对于胰腺癌患者外周血ＤＮＡ
中基因甲基化水平检测，国际上未有报道。血清中

ＤＮＡ含量较低，抽提方法成本高，且较为烦琐，本研
究试用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ荧光掺入的甲基化特异性ＰＣＲ
方法对胰腺癌患者的外周全血ＤＮＡ进行 ＮＰＴＸ２
基因的甲基化检测，并且得到结果显示胰腺癌患者
组中 ＮＰＴＸ２基因的甲基化水平高于健康人组，为
今后作为胰腺癌的筛查提供了新的途径。但全血

ＤＮＡ中掺入了白细胞ＤＮＡ的混杂因素，笔者认为
血清ＤＮＡ的甲基化水平应具有更高的特异性与敏
感性，因此，对于胰腺癌血清中的ＤＮＡ甲基化水平
有待进一步的研究。

　　综上所述，本研究首次对胰腺癌组织中ＮＰＴＸ２
基因的ｍＲＮＡ表达水平及甲基化程度进行了定量
检测，证实了两者的相关性。更重要的是证实

ＮＰＴＸ２基因在胰腺癌患者的外周全血ＤＮＡ中可
检测到相对高甲基化。尽管ＮＰＴＸ２基因参与胰腺
癌发生的机制仍需进一步研究，但对其甲基化水平
的检测为胰腺癌的早期诊断提供了思路。
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