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V*B 甲 基 化 转 移

酶与多药耐药

基 因 JKF!E 表 达

的关系

周建孟 ) ,( W袁建辉 ( W姬娜娜 ( W
刘建军 ( W庄志雄 ) ,( ,!

2 )’ 中山大学公共卫生学院，广东 广州

3)../.；(’ 深圳市疾病预防控制中心，广东

深圳 3)/.(.5

【摘要】背景与目的：研究乳腺癌组织中 V*B 甲基化转移酶 2V*B I8>D#&>7";9X87"98 ,V*!Y5与多药耐药基因 JKF!E 表达的关系，以

进一步探讨 BZ6C( 表达的表观遗传学机制。 材料与方法：用实时定量 [YQ\6[ 法检测 (( 例乳腺癌及其匹配的癌旁组织中 V*!Y)、

V*!Y+B、V*!Y+Z 和 BZ6C( 的表达 , 并采用 ]:8"7I"; 等级相关分析 V*!Y9 与 JKF!E 基因表达的相关性。 结果：乳腺癌组织中

BZ6C(、V*!Y)、V*!Y+B、V*!Y+Z I[*B 表达量显著高于癌旁组织 2 . ^ .’ .)5 , 并且 V*!Y+Z 表达量显著高于 V*!Y) 和 V*!Y+B2 .
^ .’ .)5，与 JKF!E 基因表达呈负相关性 2 < _ 0 .’ NN‘, . ^ .’ .)5。 结论：乳腺癌组织中 V*!Y+Z 可能参与了 JKF!E 基因的表达调

控，这为寻找药物靶点并逆转其介导的药物耐受提供了新的科学依据。
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7";g >89> >% ";"&#K8 >D8 78&">E%;9DE: d8>e88; I[*B &8c8&9 %X >D8 V*!Y9 ";< >"7G8> G8;8 JKF!E E;c%&c8< E; >D8 V*!Y
:">De"# ’ #(4*3’426%I:"78< eE>D "<U"=8;> >E99L89 , >D8 I[*B 8F:7899E%;9 %X V*!Y9 ";< BZ6C( e878 I"7g8<&# DEGD87
E; d78"9> =";=87 , 89:8=E"&&# V*!Y+Z, eDE=D e"9 9EG;EXE=";>&# DEGD87 >D"; >D"> %X V*!Y) ";< V*!Y+B’ YD878 e"9 "
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X%7 98"7=DE;G >D8 >D87":8L>E= >"7G8> >% 78c8798 >D8 IL&>E<7LG 789E9>";=8 ="L98< d# BZ6C(’

【 ’() *+%,#】 d78"9> =";=87 h V*!Yh BZ6C(h 78"&Q>EI8 fL";>E>">Ec8 [YQ\6[

近年来，乳腺癌发病率有明显上升，并呈现年轻化

趋势。而由多药耐药引起的化疗失败仍是其治疗的一大

难题。多药耐药 2IL&>E<7LG 789E9>";=8 , !V[5 基因 JKF!E
编 码 的 乳 腺 癌 耐 药 蛋 白 是 最 近 发 现 的 一 个 BZ6
2BY\QdE;<E;G ="998>>8 >7";9:%7>87 5 膜转运蛋白超家族成

员，其在多药耐药中的作用不可忽视 i) j，但其表达调控

机制仍在研究之中。本课题组已有研究表明 BZ6C( 启

动子区甲基化与其表达关系密切，我们进一步检测了

(( 例 乳 腺 癌 组 织 中 V*B 甲 基 化 转 移 酶 2V*B
I8>D#&>7";9X87"98 , V*!Y5 V*!Y), V*!Y+B 和 V*!Y+Z 与

BZ6C( 表达的关系 , 以探讨BZ6C( 表达的表观遗传学

调控机制。
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’())*+) ,-)+)
./0’% ./0’&1 ./0’&2 12,3$

/./0’% 4 &’ 5 ( 6 ) /./0’&1 4 &’ 5 ( 6 ) /./0’&2 4 &’ 5 ( 6 ) /12,3$ 4 &’ 5 ( 6 )
27+-)8 9-:9+7
1;<-9+:8 8())*+)

$$
%= $> 5 ?= &>!!

?= @@ 5 ?= $A
B ?= ?%!

%= %# 5 ?= $A!!

?= @$ 5 ?= $&
B ?= ?%!

%= @# 5 ?= $>!!

?= C@ 5 ?= $&
B ?= ?%!

$= #@ 5 ?= &A
?= >& 5 ?= &%

B ?= ?%

表 + ,%)’-和".!/+ 0#%"在乳腺癌及癌旁组织中的表达

’1234 + ’54 0#%" 46784--9:; :< ,%)’- 1;= ".!/+ 9; 2841-> ?1;?48 1;= 1=@1?4;> >9--A4-

!D8-8()8(9-E )(F:(G(9-:9+ HG ./0’%! ./0’&1 -:; ./0’&2 IJ/1 +KL7+))(H: M+8N++: M7+-)8 9-:9+7 -:; -;<-:9+:8 8())*+) ! *)+ O(E9HKH: D(F:+; J-:P)
’+)8 ! ) B ?= ?%，!!’H -:-EQR+ )8-8()8(9-E ;()97+L-:9Q -IH:F ./0’%! ./0’&1 -:; ./0’&2 (: M7+-)8 9-:9+7 ! -E)H *)+ O(E9HKH: D(F:+; J-:P) ’+)8 !
) B ?= ?%=

IJ/1
,’ S-E*+ 4 ) 6

,-:9+7 8())*+) 1;<-9+:8 8())*+)
!T-98(:
12,3$
./0’%
./0’&1
./0’&2

%>= %C 5 ?= %?
$&= $# 5 ?= $$
$U= %& 5 ?= $#
$U= $$ 5 ?= %A
$#= %& 5 ?= $%

$?= #@ 5 ?= ?C
$U= &A V ?= %>
$@= U# 5 ?= %U
$@= C@ 5 ?= %?
$U= U? 5 ?= %$

表 B 组织中各基因0#%"实时荧光定量#’CD!#扩增后的!’值

’1234 B ’54 !’ E13A4 :< ".!/+ 1;= ,%)’- 0#%" 10739?1>4= 2F
8413C>904 GA1;>9>1>9E4 #’CD!#

! 材料与方法

!" ! 组织标本 所选每对组织标本均为临床手

术切除的癌组织及癌旁组织。将取下的组织 !剪成小块

后放入冻存管内 !立即浸入液氮中，而后保存于 W C? X
备用。

!" # $%& 的提取及 ’(%& 的合成 严格按照

’7(RHE 试剂盒说明书提取总 J/1。2(HLYH8HI+8+7 仪器测定

核酸 * $U? 和 * $C? 值，取 A"E 溶液用 %Z的琼脂糖凝胶电

泳鉴定所抽提 J/1 的完整性。逆转录合成 9./14具体

参 照 ’-[-J- 反 转 录 说 明 书 6。 将 合 成 的 9./1 置 于

W C? X备用。

!" ) 引 物 设 计 根 据 +#,-.， +#,-/*0
+#,-/10 *12!3 及!456789 基因的 9./1 序列 ! 在基因的

保守区域，用 \7(I+7#设计引物。各基因 IJ/1 的上下游

引物：12,3$为 #]T’,,1,’3,’3’33,1’’111T&]和 #]T
’3,’3111,1,’33’’33’,T&]，扩增片段长度为 A%C ML；

内参!T-98(: 为 #]T’,,3’331311313,’1,31T&]和 #]T
3’1,’’3,3,’,13113313T&] ! 扩 增 片 段 为 &?> ML；

./0’% 为 #]T1,31,,,’31,,’,111’1’T&]和 #]T ,,1’
’11,1,,1,,’’,1131T&] ! 扩 增 片 段 为 $C$ ML；

./0’&1 为 #]T,1,13113,1’1’,,1331T&]和 #]T,1,1
’’,’,111313,,131T&] ! 扩增片段 $?$ ML；./0’&2
为 #]T13’1’,1331’333113313 T&]和 #]T,31’1331
31,313,’’1’’3T&] !扩增片段 $A> ML。所有引物均由

上海生工生物工程有限公司合成。

!" * +,-$ ./001 22 实时定量 $3456$ J’T\,J
反应，$#"E 反应体系中含 D^2J 37++: 0(K %$= #"E，上

下游引物各 %= ? "E 4 # "IHE _ ‘6，Jab ?= # "E，9./1
%= ?"E 及 >= ?"E ;;c$a。制订定量反应的标准曲线和溶

解曲线。反应条件：># X变性 %? I(: !然后按 ># X d &?
)，#U X开始 ! 每个循环增加 ?= % X d % I(:，@$ X d #?
) ! 进行 A? 个循环，最后 % 个循环后 @$ X延伸 %? I(:，

产物经电泳检测，结果以!T-98(: 作为内参进行相对定

量分析。按公式 /)-ILE+ e $",’ W",’ 计算。其中，以

第一例癌组织中 ./0’% 相对其内参!T-98(: 的表达量

",’./0’% 作为 9-E(M7-8+ 校准值，",’./0’% e ,’./0’% W

,’!T-98(: ；每例组织中目的基因相对其内参表达量为

",’)-ILE+，",’)-ILE+ e ,’ 目的基因W ,’!T-98(: 。最后组织中目

的基因相对表达量以数据 /)-ILE+ 表示，即各例组织中目

的基因相对表达量为第一例组织中 ./0’% 相对表达量

的倍数。实验重复 & 次，目的基因相对表达量 /)-ILE+ 取平

均值，以 &’ 5 ( 表示，见表 %。

!" 7 统计学方法 所有数据以 &’ 5 ( 表示，用

D\DD%&= ? 软件进行秩和检验及 )L+-7I-: 相关性分析，

以#e ?= ?# 为检验水准。

# 结 果

#" ! 实时定量 $3456$ 的 63 值 经实时荧光定

量 \,J 扩增后，各例乳腺癌组织及癌旁组织中内参

!T-98(: 的 ,’ 值 平 均 约 $? 左 右 ， 目 的 基 因 *12!3、
+#,-.、 +#,-/*、 +#,-/1 的 ,’ 值 约 在 $# 左 右 !
见表 %。

#" # (%839 和 &-6.# :$%& 在癌组织及癌旁

组织中的表达 ./0’) 和 12,3$ 在乳腺癌及癌旁组

织中的平均表达水平，见表 $。经配对秩和检验，./0’)
和 12,3$ IJ/1 在癌组织的表达水平高于癌旁组织

4 ) B ?= ?%6；乳腺癌组织中，./0’&2 表达水平最高

4 ) B ?= ?%6，./0’&1 与 ./0’% 表达水平差异无统计学

意义 4 ) f ?= ?#6。 经 DL+-7I-: 7-:P 检验，乳腺癌组织

中 ./0’) IJ/1 表达水平两两之间具有明显正相关

性，./0’% 和 ./0’&14 : e ?= #@$! ) e ?= ??#6 ! ./0’&1
和 ./0’&24 : e ?= A&%! ) e ?= ?A#6 ! ./0’% 和 ./0’&2
4 : e ?= ACU! ) e ?= ?&$6。

! " # $

./0 ’ % )-ILE+
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./0/
1*!2) 1*!2+3 1*!2+4

& ’ & ’ & ’
345.( 6’ (7+ 6’ (+8 9 6’ +:6 6’ 6;( 9 6’ 77< = 6’ 6)

表 + 乳腺癌组织中,%)’- .#%"和!"#$%基因表达的相关性分析

’/012 + #21/3456-748 0239226 ,%)’- /6: 3/;<23 <262 !"#$% 46 ==
0;2/-3 >/6>2;

’ > ?@/"AB"0 A"0C D/?D； & > E%AA/&"DF%0 E%/GGFEF/0D

!" # 癌组织中 $%&’( 和 )*+,! -.%) 表达的关

系 在 (( 例乳腺癌组织中 , 经 H@/"AB"0 检验发现 ,
1*!2) 和 1*!2+3 与 345.( BI*3 表达无相关关系

J ’ K 6’ 6LM。而 1*!2+4 和 345.( 表达存在负相关性，

并具统计学意义 J ’ = 6’ 6)M。见表 +。

# 讨 论

1*3 甲基化是调控基因表达的表观遗传学的重要

机制之一，是在不改变 1*3 一级结构的情况下，改变其

表达活性的基因外调节途径。人类基因组中约有 <6N
组织特异表达的基因启动子区 LO 端上游区存在 5@. 岛

———富含 5@. 二核苷酸对的单拷贝序列 P( Q。参与 1*3
甲 基 化 的 酶 主 要 有 1*!2)，1*!2+3 和 1*!2+4。

1*!2) 主要起 1*3 复制后甲基化的维持，1*!2+3 和

1*!2+4 主要参与 1*3 的从头甲基化。由 1*3 甲基化

转移酶将甲基基团共价结合在 5@. 二核苷酸胞嘧啶的

第 L 位碳原子上，5@. 岛的甲基化与去除对维持某些组

织特异表达基因的持续抑制与适时表达起着关键的作

用 P+ Q。

本研究采用实时定量 I2RS5I 技术检测了乳腺癌

组织中 + 种具功能性的 1*!2? 及 ()*!+ 基因的表达水

平，充分利用了该方法广泛的线性动态范围，从而更好

地检测出组织中基因的不同表达水平。结果显示所有

52 值除内参在 (6 左右外，目的基因的表达水平均在 (L
左右，扩增曲线呈 H 形，符合实验要求。

既往在对胃癌、肝癌、卵巢癌等癌组织的研究中发

现 1*!2)，1*!2+3 和 1*!2+4 具有不同的表达水平 ,
并且平均表达水平要高于癌旁组织，与 1*3 甲基化及

肿瘤的发生密切相关 P< 97 Q。本研究同样采用实时荧光定

量 I2RS5I 的方法在乳腺癌组织的研究中得到了相似

的结果 > 1*!2+4 平均表达值较高，其次是 1*!2) 与

1*!2+3，提示 1*!2+4 在乳腺癌组织基因甲基化中可

能起到了主导作用；而 1*!2)，1*!2+3 和 1*!2+4 之

间成正相关性 J ’ = 6’ 6)M，表明 1*!2? 之间存在共同的

基因调控表达途径。这些研究结果与 I%&& 等 P; Q和 .FA"T&D
等 P8 Q 分别在乳腺癌细胞系及乳腺癌组织的研究结果相

似。此外，我们还发现乳腺癌组织中 345.( BI*3 的表

达平均水平较高 J ’ = 6’ 6)M，这与孙宇萍 P: Q及 4TAU/A V
等 P)6 Q在乳腺癌组织中的研究结果类似。

4"F&/#R1/&& 等 P)) Q 研究发现 ()*!+ 启动子区存在广

泛的甲基化岛。既往对肾癌 P)( Q、多发性骨髓瘤 P)+ Q 及肺

癌 P)< Q 等的研究表明，()*!+ 基因启动子区甲基化与其

表达呈负相关性。本课题组的研究表明在乳腺癌组织中

()*!+ 基因启动子甲基化与其表达密切相关 P)L Q，且发

现 1*!2+4 与 ()*!+ 基因表达也呈负相关性，提示

1*!2? 可 能 通 过 影 响 启 动 子 的 低 甲 基 化 从 而 促 进

345.( 表达，这与 W/00/DX P)( Q 在肾癌中的研究结果类

似。本研究分析发现 1*!2)、1*!2+3 的表达均与

()*!+ 基因的表达无明显相关关系 J ’ K 6’ 6LM，而 YX
4C 等 PL Q及 .FA"T&D 等 P8 Q分别在对肝细胞癌及乳腺癌的研

究中发现 1*!2) 和 1*!2+3 与其他某些基因表达密切

相关，提示可能 1*!2? 在不同组织或 J和 M 对不同基因

的表达所起的主导作用不一样。I%&& P; Q和 .FA"T&D P8 Q分别在

乳腺癌细胞系及乳腺癌组织中研究发现 1*!2+4 在调

控某些基因的表达中起了重要作用。本研究结果显示

1*!2+4 与 ()*!+ 基 因 表 达 之 间 具 有 负 相 关 性

J ’ = 6’ 6)M，表明 1*!2+4 表达的降低可能有利于促进

()*!+ 基因表达。

目前研究者们均达成了共识，表观遗传学机制中

1*!2? 的表达状态影响着细胞基因的表达调控。VFA%GTBF
等 P)< Q在体外研究发现使用 1*!2 抑制剂后，可明显提高

345.( BI*3 的表达，从而提示可以通过 1*!2 途径来

调控()*!+ 基因的表达。本研究发现的乳腺癌组织中

1*!2+4 与 ()*!+ 基因表达之间的密切相关性，为从表

观遗传学机制之中寻找确定药物靶点并逆转 345.( 介

导的药物耐受提供了新的科学依据。
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他们定义甲基化率超过 %#’的为异常甲基化，结果表

明 ()* 岛的甲基化异常与 &’()*+ 基因失活相关。本实

验采用 +,- 方法研究了 $. 例乳腺癌组织的 &’()*+ 基

因启动子 %& 个 ()* 位点的甲基化状况，结果甲基化率

为 /01 2$’，提示启动子 ()* 岛的高甲基化率可能与乳

腺癌的发生密切相关。结合本实验 345)67 蛋白表达的

结果，我们支持 89:5;<=> 等 ?& @和 A<4BC<4B6DEBB65 ?%F @的启动

子异常甲基化是 &’()*+ 基因在乳腺癌中失活的重要途

径的观点。本实验的甲基化率高于 89:5;<=> 等 ?& @的研究

结果，我们认为这可能是不同种族之间的差异，也可能

是研究的标本不同的原因 G他们是石蜡切片，本实验是

新鲜组织标本 H，具体原因还有待继续研究。89:5;<=> 等
?& @ 认为 &’()*+ 启动子异常甲基化是乳腺癌发生的早期

事件，我们拟进一步研究乳腺癌及其邻近组织、正常乳

腺组织中 &’()*+ 基因启动子 ()* 岛甲基化情况，明确

&’()*+ 启动子甲基化在乳腺癌发生发展中的作用，以期

探讨乳腺癌的早期诊断和治疗的新方法。
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