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Q̂3

甲基化是表观遗传学三个组成部分之一#其在肿瘤

领域的研究最为深入'

"2&

(

)表观遗传学研究表明#肿瘤的形成

往往伴随着多种抑癌基因启动子区域
M
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\

岛的异常甲基化修

饰'

$

(

)

M

A

\

岛特定位点甲基化与否#或者几个这样的位点构

成的甲基化模式的组合成为肿瘤细胞的标志物)肿瘤细胞与

Q̂3

甲基化之间的联系提示
Q̂3

甲基化标志物将为肿瘤相

关研究提供全新的领域#因为
Q̂3

甲基化标志物相对于
Q̂3

突变*

SQ3

以及蛋白质等其他分子标志具有独特的优越性'

-

(

)

黑色素瘤抗原$

E69815E881;/
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#

D3\N

%家族
Q̂3

编

码序列位于
`

染色体长臂末端$

`

F

&#

%#由至少
"&

个基因成员

组成)

D3\N23$

作为
D3\N

家族成员之一#在肝癌组织中

呈特异性高表达#而单纯肝硬化和正常肝组织中不表达#而

D3\N23$

编码基因的表达主要受
!i
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岛甲基化"去甲

基化的调控'

!

(

#从而使
D3\N23$

编码基因
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端的甲基化模

式可能成为肝细胞肝癌$简称肝癌%早期诊断的肿瘤标志物)
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材料与方法
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主要材料及试剂
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肝癌细胞株
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由中山大学附属

二院感染科提供&
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凝胶回收试剂盒购自
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公司&克隆载体
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聚合

酶*大肠杆菌
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*

和
"))B

A

Q̂3

分子标记
!̂)!3

购自和

康生物科技有限公司)

@+A

!

方法
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Q̂3

的提取
!

运用
Q̂3

提取试剂盒抽提健康人外

周血白细胞基因组
Q̂3

#
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细胞
Q̂3

的提取采用中山

大学达安基因有限公司生产的
Q̂3

提取试剂盒)操作过程

严格按说明书所述)
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甲基化状态分析
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位点的分析及重亚硫酸盐测序聚合酶链反应$
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"%的方式#对
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编码基因转录起始位点前后
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序列

进行甲基化岛分析)结合文献报道的主要启动子区域甲基化

改变状况设计
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!

对来源于
R6

A

\&

细

胞及健康对照白细胞的基因组用
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进行分析)
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应在
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模板
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)用含

溴化乙啶的
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琼脂糖凝胶中电泳扩增产物)用胶回收试
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性克隆#并以
UMS

反应进行初步鉴定)阳性菌液送上海生物

工程有限公司进行测序)
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位点在线分析结果

!

见图
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图
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在线分析
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基因中
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位点分析图
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扩增目的片段电泳结果
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分子标记&
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扩增目的片段&
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表观遗传学相关研究表明#

Q̂3

甲基化*组蛋白去乙酰化

和
SQ3

介导是导致基因沉默的三大主要原因)

Q̂3

甲基化

是指生物体在
Q̂3

甲基转移酶的催化下#以
O2

腺苷甲硫氨酸

为甲基供体#将甲基转移至特定碱基的过程'

*

(

)高等真核细胞

通常是对
Q̂3

分子上
!i2M

A

\2$i

序列的胞嘧啶进行甲基化修

饰)

!2

甲基胞嘧啶占所有核苷酸碱基的
)+*!,

!

",

#大约

*),

!

#),

的
!2

甲基胞嘧啶存在于
M

A

\

序列中#

M

A

\

二核苷

酸集中的区域称之为
M

A

\

岛)

M

A

\

岛一般含有几百至一千个

碱基#通常位于基因的
!i

端启动区#也可延伸至基因的外显子

区)许多研究显示#启动子
M

A

\

的高甲基化与基因的转录抑

制有关#与启动子相关的
M

A

\

岛的高甲基化能导致基因表达

丢失和基因沉默'

#

(

)

D3\N

家族由至少
"&

个基因成员组成#它们只在肿瘤中

表达#正常组织$除睾丸和胎盘%均不表达'

%2")

(

)

D3\N23

的

表达特异性受其启动子区
M

A

\

岛的甲基化"去甲基化机制调

控'

""

(

)

D3\N23$

在肝癌组织中的表达率是
*),

#在癌旁组

织中没有表达#且
D3\N23$

的表达与平均年龄相关#证明

D3\N23$

的组织特异性'

"&

(

)也有研究显示#

D3\N23$

在肝

硬变和正常肝活检组织中不表达#只有个别原发性肝癌癌旁组

织标本可检出
D3\N23$ESQ3

'

!

(

)这进一步证实
D3\N2

3$

具有组织特异性)

本研究利用
LOU

对基因组
Q̂3

进行测序#从而分析

D3\N23$

编码基因
!i

端
M

A

\

岛的去甲基化状态)其原理

为!单链
Q̂3

在
ROW$2

的作用下将
M

转变成
d

#而
E!M

则保

持不变#随后对靶序列进行
UMS

扩增*克隆和测序#此时所有

的
d

和
4

残基均可被测定)由于
ROW

$

J使
Q̂3

中未甲基化

的
M

转变成
d

#而甲基化的
M

保持不变#这种甲基化与非甲基

化的差异#其本质为单碱基变异)

LOU

的目的在于通过测序确

认目的片段中
M

A

\

位点甲基化状态#因此
LOU

引物不能包含

M

A

\

位点#从而使扩增过程不受目的片段甲基化修饰状态的

影响#通过分析测序结果中的去甲基化位点)这种正常基因组

和肿瘤细胞基因组截然不同的表现#为寻找肿瘤细胞特异性

Q̂3

甲基化标志物提供了方便)

培养的肿瘤细胞株具有试验费用低*重复性好*基因组相

对单一等优点#是用来研究肿瘤表观遗传现象的常用模型)

d6]/

等'

"$

(的研究表明#肿瘤细胞株的
M

A

\

岛异常甲基化现象

主要是来源于细胞分离培养时的原位肿瘤组织)但对于抑癌

基因而言#肿瘤细胞株的甲基化程度普遍比其来源的原位肿瘤

组织高'

"-

(

)本研究之所以选取健康人外周血白细胞作为对照

的原因已有报道#因此不再赘述'

"!

(

)笔者认为#从肝癌细胞株

中分析得到的
D3\N23$

编码基因的异常甲基化现象#如果

能够在肝癌患者来源的肿瘤组织中得到证实#则说明该甲基化

现象可作为能够应用于临床诊断的肿瘤标志)

由本研究结果可以看出#

R6

A

\&

细胞
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编码基

因
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岛的序列和正常基因组
Q̂3

中对应的
!i

端
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岛的序列存在多个碱基位点变异#其实质是碱基的突变$

M

)

4

%)通过检测这些位点碱基的突变#可实现肝癌的早期诊断)

本研究中#不同细胞来源的
D3\N23$

编码基因测序结果显

示#甲基化的
M

和未甲基化的
M

通过亚硫酸盐的修饰后甲基

化的
M

保持不变#而未甲基化的
M

最终转变成
4

)因此#可以

针对这些不同变化的碱基序列设计探针#检测
D3\N23$

启

动子区域的甲基化#从而有助于肝癌的诊断'
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(

)对肝癌细胞

基因组
Q̂3

的
LOU

产物进行直接测序的过程中存在两个问
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"

%这些
LOU

产物比普通
UMS

产物更难以测序#一个
LOU

产物常需多次测序才能获得成功&$

&

%测序结果经常在
M

A

\

位

点部位出现套峰现象)这些表现可能与肿瘤基因组
Q̂3

的

LOU

产物处于杂合状态有关)

本研究仅针对
R6

A

\&

细胞
D3\N23$

编码基因
!i

端

M

A

\

岛进行了探讨#采用
LOU

确定了目的片段的异常甲基化

位点)针对这些异常甲基化位点#笔者拟设计一系列可用于肝

癌早期诊断的探针)当然#这项技术真正应用到临床还有许多

方面需要探索#还需要进一步筛查并确定
D3\N23$

编码基

因
!i

端
M

A

\

岛的甲基化图谱#针对其中具有普遍意义的异常

甲基化位点建立一套特异的检测方法#并需以大量的临床样本

进行验证)
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现假阴性结果)本研究采用玻璃制品作为反应容器#理论上有

可能固相激活内源性凝血途径#进而依次激活外源性凝血途

径*共同凝血途径*凝血酶和血小板#并最终因纤维蛋白形成而

产生混合液凝固的现象#导致假阳性结果'

#2")

(

)但该凝固过程

中#多种凝血因子的激活都依赖于钙离子#在缺乏钙离子时#个

别凝血因子即使被激活也不能导致混合液的凝固'

")

(

)本研究

以
$+#,

枸橼酸盐抗凝血浆作为反应成分之一#此时血液中的

钙离子已与枸橼酸盐形成螯合物#可明显降低血浆中的钙离子

浓度'

""2"&

(

#使得凝血因子无法被激活#可避免因内源性或外源

性凝血途径被激活所导致的混合液凝固#进而避免了由此所导

致的假阳性结果)因此#血小板毛细管交叉配型法中出现的混

合液流体阻力增大的现象与凝血途径被激活无关#仅与抗体和

血小板间的免疫反应有关)采用血清标本进行血小板毛细管

交叉配型时#因血清中不含纤维蛋白原#因此#可排除因凝血因

子或血小板被激活而形成纤维蛋白对检测结果的影响)如果

血制品标本不合格#理论上也有可能因标本自凝而出现假阳性

结果#因此确保血制品质量十分重要)受标本量的限制#笔者

未能以对血小板毛细管交叉配型法进行大量重复性研究#因此

虽然本次试验中血小板毛细管交叉配型法与
D\4

的检测结

果完全相符#但尚可能存在未能发现的问题)本项研究仅能为

广大同行提供新的研究思路和试验探讨#望广大同行能够针对

该方法的应用进行相关试验研究*结果统计和分析#以期为临

床提供更为科学*有效的配型方提供参考意见)
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