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【摘要】背景与目的：检测颅脑肿瘤组织中 &’!" 基因的表达及启动子区甲基化情况，探讨将其用于肿瘤免疫治疗的可能性。 材

料与方法：采用 ’()*+’ 及甲基化特异性 *+’，检测 , 种正常组织 - #. 例 /，%& 例脑膜瘤和 %0 例胶质瘤组织 &’!" 基因表达及启动子区

甲基化情况。结果：&’!" 基因在除睾丸以外的正常组织中不表达，1 例脑膜瘤 - ##2 %3 /和 04 例胶质瘤 - ,#2 0&3 / &’!" 基因表达阳性；

&’!" 基因表达阳性的组织非甲基化扩增均为阳性，表达阴性的组织甲基化扩增均为阳性。结论：&’!" 基因启动子区甲基化与其表

达密切相关，+567 可能成为胶质瘤的肿瘤特异性抗原。
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胶质瘤是颅内最常见的肿瘤之一，近年来，其病死

率仍居高不下。目前，传统的手术方法、化疗和放疗仍存

在着各种问题，因此迫切要求寻求新的治疗手段，肿瘤

免疫治疗是这些新的治疗手段之一，该治疗的前提和关

键是肿瘤特异性抗原的筛选与鉴定。迄今为止，已相继

发现并确认了一系列的肿瘤抗原，其中包括癌 ) 睾丸

- NHGN<E)><=>A= +(/抗原家族 R# S。该家族成员均具有一个共

同的特性，即只表达于睾丸组织和一些肿瘤组织，在其

他正常组织中不表达，被认为是肿瘤特异性免疫治疗的

理想免疫原。肿瘤相关基因 - NHGN<E H==FNAH><@ M<G<，
&’!" / 是最近 +BF 等 R0 S用胃癌患者的血清，筛查睾丸组

织 NTU5 文库时所发现的一个新的癌 ) 睾丸抗原编码基

因，它在胃癌中的表达率高达 ,$3 -#. V #$/，但在颅脑肿

瘤组织中的表达情况未见报道。我们采用 ’()*+’ 和甲

基化特异性 *+’ 的方法，检测颅脑肿瘤中 &’!" 基因的

表达及其启动子区域甲基化的情况，以探讨该基因是否

能够成为颅脑肿瘤早期诊断的分子标志及肿瘤免疫治

疗的靶标。

收稿日期：0884 9 84 9 #0W 修订日期：0884 9 #8 9 8,
作者简介：高 飞 -#$4. 9 /，男，辽宁省沈阳市人，博士，研究方向：神经外科

! +FEE<=DFG@<GN< >F X YZ [AGM)J? ! (<K X 801 9 0%0&4444 9 &%01! 7 9 IHAK X
\AGMJ?K?]IHAK 2 NI? 2 <@? 2 NG

&’!" 基因在颅脑

肿瘤中的表达

及其机制

高 飞 # V由 田 0 V吕晶玉 % !! V王运杰 1

- #2 中国医科大学第四临床学院神经外科，沈阳

##88%0；02 中国医科大学第一临床学院

急诊科，沈阳 ##888#；%2 中国医科大学医学

遗传学教研室 沈阳 ##888#；12 中国医科大学

第一临床学院神经外科，沈阳 ##888#/

!"# $%&’#(()*+ *, !"#$ -#+#
.+/ 01( 2#3".+)(4 )+
0+1’.3’.+).5 !64*’(

65^ _<A#! ‘^Z (AHG0! YZ [AGM)J?% !!! ;5U6 ‘?G)\A<1

( )* +,-./01,20 34 #,5/365/7,/8 9 0:, ;35/0: &<=2=>.< &3<<,7, 9
&:=2. ?,@=>.< A2=B,/6=08，$:,28.27 ))CCDE；E* +,-./01,20 34
"1,/7,2>8 ?,@=>=2, 9 0:, ;=/60 &<=2=>.< &3<<,7, 9 &:=2. ?,@=>.<
A2=B,/6=08， $:,28.27 ))CCC)； D* +,-./01,20 34 ?,@=>.< !,2,0=>6 9
&:=2. ?,@=>.< A2=B,/6=08，$:,28.27 ))CCC)；F* +,-./01,20 34
#,5/365/7,/8 9 0:, ;=/60 &<=2=>.< &3<<,7, 9 &:=2. ?,@=>.< A2=B,/6=08 9
$:,28.27 ))CCC)9 +BAGHG

· ·

··

! " # $

论 著
癌变 畸变 突变

论 著



!"#!$%&!"#"$%$ !’(#"’&!"#"$%$ " )*’"!"#"$%$

!
"

#
$%&

’() & *+ ,( & -

! 材料与方法

!" ! 材料 颅脑肿瘤取自中国医科大学第一临

床学院神经外科手术切除标本。经病理证实分别为：

脑膜瘤 -. 例，其中男 /* 例，女 *0 例，年龄 -/ 1 .+ 岁；

胶质瘤 -/ 例，其中男 *2 例，女 *. 例，年龄 */ 1 .0 岁。

正常组织均取自急诊外伤及普外手术患者，包括：- 例

骨骼肌，0 例外周血，/ 例先天性心脏病的心肌组织，/
例睾丸，* 例肝脏，/ 例脾脏，/ 例胃组织，* 例肾脏，共3
种 *2 例。上述标本取后立即置于液氮，4 25 6冰箱贮

存备用。

!" # 实验方法

!" #" ! 逆转录 $ 聚合酶链反应 %&’$()&* 取 *55
78 组织置于液氮中，击碎，加入 * 7) 9:;<() =>?@AB @CD
公司 E，匀浆后按说明书提取组织总 C,F，分光光度计

在波长 /G5 H7 检测 C,F 浓度，同时检测 /35 H7 波长

时的吸光值，确定 C,F 的纯度。用 CIJI:KI 9:$HKL:;MN;(H
试剂盒 =O:(7I8$ 公司 E反转录成 LP,F。用于 OAC 扩增的

&’!" 基因特异性引物为：.QR>>9>AA>F9FA9AAAFA9
F9R-Q =上游 E，.Q R99>A99AF>F99AAAA>999R-Q =下游 E，
扩增产物长度为 -5G SM。以磷酸甘油醛脱氢酶 =>FOPTE
作为内对照，>FOPT 特异性引物为：.QRFA>>F999>>9
A>9F99>>>R-Q =上游 E，.QR9>F9999>>F>>>F9A9A>AR-Q
=下游 E，扩增产物长度为 /G2 SM。OAC 反应在 OUR/055型

OAC 仪上进行，循环参数为：+. 6预变性 . 7;H，+. 6
-5 K，G5 6 -5 K，2/ 6 * 7;H；-/个循环后，2/ 6延伸

*5 7;H。扩增产物经 3V聚丙烯酰胺凝胶电泳检测，紫外

灯下观察并照相。

!" #" # 甲基化特异性 ()&%+,(* 组织 P,F 用

饱和 ,$(T 法提取，取 *!8 P,F 于 .5!) 水中，加入 .
!) - 7() W D ,$BT，2. 6变性 *. 7;H 后置于冰上。向

变性的 P,F 中加入新配制的 /5 77() W D 对苯二酚

*/& G!) 及 0& 3 7() W D 亚硫酸氢钠 -/5!) ! 加入矿物油

覆盖，.. 6孵育 . X。采用 Y;<$:Z= : E P,F A)I$HR[M
\%KNI7=O:(7I8$ 公司 E纯化。向已纯化的 P,F 中加入终

浓度为 5& - 7() W D 的 ,$BT，室温 . 7;H，加入 * W *5 体积

- 7() W D 乙酸钠及 - 倍体积无水乙醇沉淀 P,F，用 /5!)
双蒸水溶解，4 /56冻存备用。甲基化特异性 OAC 扩增

中的甲基化引物序列为 ]- ^：

.QR9999F9FA>F99A>>FF99A>FAR-Q =上游 E

.QRAFFF9A9FA>FAA9F999AAA>R-Q =下游 E
非甲基化引物序列为：

.QR>999999F9F9>F999AAFF999AF9R-Q =上游 E

.QFF99AFFF9A9FAFFAA9F999AAAF-Q =下游 E
分别扩增 &’!" 基因启动子区 .Q AM> 岛甲基化和

非甲基化的等位基因，扩增产物长度均为 *35 SM。OAC
反应在 OAC 循环参数为：+. 6预变性 . 7;H，+. 6
-5 K，.2 6 -5 K，2/ 6 * 7;H 扩增 -5 个循环后，2/ 6
延伸 *5 7;H。扩增产物经 *5V聚丙烯酰胺凝胶电泳

检测。

# 结 果

#" ! !"#$ 基因在各正常组织中的表达情况

&’!" 基因特异性引物扩增片段长度为 -5G SM，>FOPT
特异性引物扩增片段长度为 /G2 SM。C9ROAC 扩增结果

显示，&’!" 基因只表达在睾丸中，其他 2 种正常组织

中无表达 =图 *E。

#" # !"#$ 基因在颅脑肿瘤中的表达情况

-. 例脑膜瘤中 0 例表达阳性，-/ 例胶质瘤中 /G 例

表达阳性 =图 /E。

#" - !"#$ 基因启动子区域甲基化检测

结果甲基化和非甲基化特异性扩增产物均为 *35
SM。-.例脑膜瘤中有 -例仅非甲基化扩增产物阳性，/3例

仅甲基化扩增产物阳性，有 0例其两种扩增均为阳性；-/
胶质瘤中 /-例仅非甲基化扩增产物阳性，0例仅甲基化扩

增产物阳性，有 .例其两种扩增均为阳性，见图 -，表 *。

图 + !"#$ 基因在正常组织中的表达情况

,-./01 + ’21 1340155-67 68 !"#$ .171 -7 7609:; <-55/15=)> +?? @4
A%" ;:BB10，+：CD1;1<67，E：F1:0<，G：H-B71I，J：K-L10，M：C4;117，N：

C<69:O2，P：Q;66B，R：’15<-5S

图 E !"#$ 基因在颅脑肿瘤中的表达情况

,-./01 E ’21 1340155-67 68 !"#$ .171 -7 -7<0:O0:7-:; </9605=)>
+??@4 A%" ;:BB10T+ U J：)17-7.-69: <-55/15TM U R：V;-69: <-55/15S
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表 + 在各种脑肿瘤组织中!"#$基因的表达及其基因启动子区甲基化

扩增情况

’,-./ + ’0/ /123/44567 ,78 23696:/3 9/:0;.,:567 6< !"#$ =/7/ 57
-3,57 :>9634

D-<E 0*<EF91<-4.
;+-0*+)

D-<E .4.0*<EF91<-4.
@+-0*+)

! 讨 论

人类肿瘤抗原的寻找和鉴定不仅有助于阐明肿瘤

免疫的分子机制，也是建立新的肿瘤免疫学诊断和防治

方法的基础。本研究采用 GHI;JG 技术检测 #K 例共 L 种

正常组织，%& 例脑膜瘤和 %: 例胶质瘤组织 ’(!" 基因

的表达，证实了该基因在除睾丸以外的其他 K 种正常组

织中不表达，表明该基因是癌 I 睾丸特异性基因。脑膜

瘤大部分是良性的，仅 &M为恶性。而胶质瘤的恶性度

较强，易转移和复发。’(!" 基因在脑膜瘤中表达的阳

性率为 ##N %M 5B O %&7，而在胶质瘤中表达的阳性率高达

L#N :&M 5:C O %:7，说明其表达具有特异性，这可能与这

两种肿瘤的不同发病机制有关。本实验结果表明该基因

参与了胶质瘤的发生，可以成为该的肿瘤特异性抗原。

P=Q 甲基化是一种重要的表观遗传修饰，甲基化

异常是人类肿瘤发生的重要的分子遗传学机制 RB SK T。低

甲基化是大多数肿瘤基因组的特征，单拷贝基因的低甲

基化能改变基因的表达使细胞极易恶性转化，有证据表

明那些原癌基因的启动子区域异常的低甲基化与其表

达激活有关 RL S$ T。实验表明，去甲基化制剂诱导正常情

况 下 不 表 达 3Q8>IQ# 蛋 白 的 黑 色 素 瘤 细 胞 会 产 生

3Q8>IQ# 抗原 R#U T，表明 P=Q 的去甲基化是 3Q8> 活化

的机制。本实验采用甲基化特异性 ;JG 方法，在 ’(!"
基因表达阳性的 B 例脑膜瘤 :C 例胶质瘤中均扩增出非

甲基化产物，在 ’(!" 基因表达阴性的 %# 例脑膜瘤和 C
例胶质瘤中均扩增出甲基化产物。说明该基因启动子区

的甲基化与基因表达密切相关，启动子区的甲基化抑制

了该基因的表达。一些病例虽然测出有甲基化，但

’(!" 基因还有表达，可能与基因启动子区域 J@8 岛甲

基化的密度有关，低密度的 J@8 岛甲基化只能使 CKM
V $UM的转录被抑制，只有 J@8 岛呈高甲基化时，才表

现为基因转录的完全抑制，另外也不能排除所采集的颅

脑肿瘤组织中含有少量的正常组织。我们将采用定量

;JG 的方法检测该基因启动子区域甲基化和非甲基化

的比例，探讨不同比例与基因表达的关系；并进一步研

究该基因在更大数量胶质瘤组织中的表达频率及血清

反应性，希望将来可作为胶质瘤特异性免疫治疗的一种

候选疫苗或临床诊断的分子标志。
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图 ? 脑膜瘤和胶质瘤组织中 !"#$ 基因启动子区甲基化检测结果
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