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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
methylation of 5'CpG island in the promoter 
region of Caveolin-2 gene and development of 
gastric carcinoma.

METHODS: Using methylation-specific PCR 
technique, the methylation status of the 5'CpG 
island in the promoter region of Caveolin-2 gene 
was measured in 33 tissue samples of gastric 
carcinoma and 5 normal gastric tissue samples 
>5 cm apart from tumor. 

RESULTS: Methylation of the 5'CpG island in 
the promoter region of Caveolin-2 gene in all 5 
samples of normal gastric tissues was negative. 

In 33 gastric cancerous tissue samples, the meth-
ylation positive rate of promoter region of Ca-
veolin-2 gene was 87.9% (29/33), among which 
20 cases (60.6%) complete methylation, 9 cases 
(27.3%) were partial methylation, and 4 samples 
were negative. Statistics showed the methylation 
rate of the promoter region of Caveolin-2 gene 
was obviously higher in gastric carcinoma than 
in normal gastric tissues. 

CONCLUSION: The methylation positive rate 
of the 5'CpG island in the promoter region of 
Caveolin-2 gene in gastric carcinoma is high, 
indicating that its methylation  may be related to 
genesis of gastric carcinoma. 
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摘要
目的: 探讨Caveolin-2基因启动子区域5'CpG
岛甲基化与胃癌发生发展的关系. 

方法: 运用甲基化特异性PCR(MSP)技术检测
33例胃癌组织及5例距肿瘤5 cm以上的癌旁正
常胃组织中Caveolin-2基因启动子区域5'CpG
岛甲基化状态.  

结果: 5例正常胃组织Caveolin-2基因启动子区
域5'CpG岛均为甲基化阴性. 33例胃癌组织中 
29例甲基化阳性, 甲基化率为87.9%(29/33), 
其中20 例癌组织(60.6%)表现为完全甲基化, 9
例癌组织(27.3%)表现为部分甲基化. 4例癌组
织(12.1%)表现为甲基化阴性. 统计学结果显
示癌组织中Caveolin-2基因启动子区域5'CpG
岛甲基化率显著高于正常组织. 

结论: 胃癌组织中存在较高的Caveolin-2基因
启动子区域5'CpG岛甲基化率, 甲基化可能与
胃癌的发生有关. 
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■背景资料
胃癌是常见的消
化系恶性肿瘤, 其
发生发展是机体
(内因)与环境(外
因)相互作用的结
果, 在其发生发展
的各阶段都有遗
传学改变. 目前相
关基因的异常甲
基化已成为研究
热点. 

■同行评议者
于颖彦, 教授, 上
海交通大学医学
院附属瑞金医院
消化外科研究所
与器官移植中心
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0  引言

Caveolae是细胞膜上特定的直径约50-100 nm的

微区域, 由胆固醇、鞘脂及蛋白质组成. Caveolin
是Caveolae的标记蛋白, 参与胞吞和胞内运输

作用、胆固醇运输、信号传导、血管生成等过

程,与病原体感染、阿尔茨海默病、糖尿病、

肌肉病变、肿瘤、心肺疾病等密切相关 [1-2]. 
Caveolin-2是Caveolins家族的一员. 本实验室先

前采用免疫组织化学染色方法、原位杂交和甲

基化特异性PCR(MSP)技术对Caveolin-1基因

和Dnmt1的mRNA和蛋白在胃癌组织中的表达

状况及Caveolin-1基因外显子1和2的启动子区

域的CpG岛甲基化状况进行了初步研究, 实验

结果表明: 在胃癌组织中Caveolin-1蛋白阳性表

达率仅为28.2%[3-4], Dnmt1蛋白阳性表达率为

70%[5], Spearman等级相关分析显示Dnmt1蛋白

与Caveolin-1蛋白表达呈负相关, 而Caveolin-1基
因外显子1和2的启动子区域的CpG岛甲基化发

生率为73.33%和90%, 并推测Caveolin-1蛋白表

达降低与其发生甲基化有关. 为了进一步研究

Caveolin基因甲基化在胃癌发生发展中的作用, 
我们采用甲基化特异性PCR(MSP)技术进一步

检测了胃癌组织中Caveolin-2基因启动子区域甲

基化状态, 以探讨Caveolin-2基因启动子区域甲

基化与胃癌发生的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 33例胃癌组织及5例距肿瘤5 cm以上

的癌旁正常胃组织同时取自中国人民解放军兰

州军区兰州总医院2007-06/2008-04胃癌术后切

除的胃组织标本, 标本取后于-40℃保存. 33例
胃癌组织均为腺癌, 其中高中分化16例, 低分化

17例. 患者男28例, 女5例, 年龄32-83(平均61.36)
岁. 所有标本均为新鲜标本, 并经病理学检查确

诊. 患者术前均未进行放疗和化疗. 基因组DNA
修饰试剂盒(CpGenome DNA Modification Kit)
购于美国Chemicon公司. Taq酶(DR100A), dNTP, 
DNA Marker, 均购于宝生物工程(大连)有限公司

(TaKaRa). 琼脂糖粉(Agarose Regular)购于上海生
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工生物工程有限公司. 
1.2 方法 
1.2.1 基因组DNA提取: 采用传统的酚-氯仿抽提

法提取DNA[6].  
1.2.2 基因组DNA的亚硫酸氢盐修饰: 基因组

DNA的修饰使用甲基化修饰试剂盒, 操作步骤

按试剂盒说明进行.  
1.2.3 引物设计: 从GenBank中检索出Caveolin-2
基因DNA序列(基因序列号: AJ242718, promoter
位于1-1132 bp), 依据该基因序列运用Primer 
Premier5.0引物设计软件针对启动子区域设计

Caveolin-2基因的甲基化(M)及非甲基化(U)引
物. 引物设计原理为: DNA经NaOH变性后成为

单链, 其胞嘧啶(C)可被亚硫酸氢盐脱氨基转变

为尿嘧啶(U), 继而以胸腺嘧啶(T)的形式被扩增; 
而甲基化的胞嘧啶(C)即5-甲基胞嘧啶(5-mC)则
不能被修饰, 仍保持为5-mC. 根据5-mC 和非甲

基化的C修饰后的不同, 而设计引物, 发生甲基

化与未发生甲基化DNA的上游引物之间的差别

为C变为T, 下游引物的差别为鸟嘌呤(G) 变为腺

嘌呤(A). 引物序列及产物长度见表1. 引物由上

海生工生物工程有限公司合成. 
1.2.4 PCR: PCR采用25 µL反应体系. 每份经亚硫

酸氢盐修饰后的标本都分别用甲基化与非甲基

化引物扩增, 由于DNA双链中总是存在非甲基

化的胞嘧啶, 使得修饰后的DNA双链不再完全

配对, 容易形成二级结构, PCR扩增时不易解链. 
因而我们采用热启动法进行PCR扩增: 预变性

之前, 不加入Taq酶, 在预变性之后再加入酶(温
度保持在95.5℃). PCR反应体系均为: 模板12.5 
µL, 10×PCR缓冲液(Mg2+ Plus)2.5 µL, dNTP混
合物(各2.5 µmol/L)2.5 µL, TaKaRa Taq(5 U/µL)
非甲基化引物扩增为0.5 µL, 甲基化引物扩增为

0.3 µL,上游引物(10 µmol/L)1.5 µL, 下游引物(10 
µmol/L)1.5 µL,灭菌去离子水甲基化引物扩增为

4.2 µL, 非甲基化引物扩增为4.0 µL. 扩增参数

为: 95.5℃预变性5 min后开始30个循环: 95.5℃
变性30 s, 甲基化引物60℃退火45 s, 非甲基化引

物50℃退火45 s, 72℃延伸45 s, 最后于72℃延伸

7 min, 4℃保存. 由于一次扩增后电泳条带不清, 
可能是修饰过程中使一部分DNA丢失, 扩增产

量较低的缘故, 故取一次扩增产物8 µL, 用相同

的条件进行二次扩增.  
1.2.5 结果判定: 取PCR扩增产物5 µL用20 g/L琼
脂糖凝胶电泳, 紫外灯下观察结果. 甲基化与非

甲基化引物阳性目的条带均119 bp. 如果甲基化

www.wjgnet.com

■研发前沿
目前已在胃癌中
检测出多个抑癌
基因CpG岛存在
异 常 甲 基 化 ,  如
p16 ,  RUNX3、
E - c a d h e r i n 、

PTEN、及TSLC1
等. 

■创新盘点
本研究运用MSP
方法对胃癌及距
肿瘤5 cm以上的
癌旁正常胃组织
中Caveol in-2基
因甲基化状况进
行 了 研 究 ,  提 示
Caveolin-2基因甲
基化对人的胃癌
的发生、发展可
能有一定的促进
作用. 
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引物扩增后出现大小为119 bp特异性条带, 则认

为启动子区域存在甲基化, 若非甲基化引物扩

增后出现大小为119 bp特异性条带, 则认为启动

子区域存在非甲基化, 甲基化与非甲基化引物

扩增后均出现大小为119 bp特异性条带为部分

甲基化, 也认为启动子区域存在甲基化. 若两对

引物均未扩增出特异性条带, 则认为实验失败, 
需重复实验. 

统计学处理 根据数据类型选择Fisher确切

概率法, 使用SPSS10.0统计软件包进行统计学处

理, 显著性水准为α = 0.05. 

2  结果

2.1 胃癌组织中Caveolin-2基因启动子区域甲基

化状态 5例正常胃组织Caveolin-2基因启动子

区域均为甲基化阴性. 33例胃癌组织中29例甲

基化阳性, 甲基化率为87.9%(29/33),其中20例
癌组织(60.6%)表现为完全甲基化, 9例癌组织

(27.3%)表现为部分甲基化, 4例癌组织(12.1%)
表现为甲基化阴性 .  胃癌组织中C a v e o l i n-2
基因启动子区域甲基化率显著高于正常组织

(P <0.05,图1).
2.2 胃癌组织中Caveolin-2基因启动子区域甲基

化与临床病理参数的关系 经Fisher确切概率法

检验, 胃癌组织中Caveolin-2基因启动子区域甲

基化状态与胃癌组织分化程度、患者年龄、性

别、肿瘤大小、浸润深度、有无淋巴结转移及

有无脉管侵犯等临床病理特征无关(P >0.05), 差

异无统计学意义(表2). 

3  讨论

胃癌的发生发展是机体(内因)与环境(外因)相
互作用的结果, 其发生发展的各阶段都有遗传

学改变. 在高等真核生物, DNA甲基化仅存在于

位于5'端CpG岛的胞嘧啶, 这种修饰对基因的表

达调控发挥重要的作用, 尤其是对于许多基因

启动子区域的CpG岛. 正常未甲基化的CpG岛发

生异常甲基化被证明在永生细胞和变异细胞是

一个相对频繁的事件, 并且与人类癌症中已确

定的抑癌基因的转录失活有关[7]. 目前已在胃癌

中检测出多个抑癌基因CpG岛存在异常甲基化, 
如p16 , RUNX3、E-cadherin、PTEN、及TSLC1
等[8]. Leal et al [9]运用MSP方法检测了胃腺癌中

CDH1, FHIT,MTAP 和 PLAGL1基因启动子区域

的甲基化状态, 研究结果显示, 其甲基化率分别

为98.7%, 53.9%, 23.1%和29.5%, 他们认为高甲

基化与胃癌的发生有关. 
Caveo lae是细胞膜上的特殊囊泡状结构,

是细胞膜生物功能多样性的重要结构基础 . 
Caveolin家族包括Caveolin-1、Caveolin-2和
Caveolin-3. Caveolin-1是分子质量为21-24 kDa 

表  1  Caveolin-2基因启动子区MSP所用引物

     
引物		  引物序列	       	        产物长度(bp) 

甲基化	 5-CTGTGACTCGTGGGGACGGTTC-3      119

(M)	 5-TTCCCGCTGTGGGCTCCAG-3	         

非甲基	 5-TTGTGATTTGTGGGGATGGTTT-3         119

化(U)	 5-TTCCCACTATAAACTCCAA-3	           

图  1  MSP法检测胃癌组织中Caveolin-2基因甲基化状态结
果. Marker: DL2000; 1-4: 癌组织; M: 甲基化引物扩增产物; 

U: 非甲基化引物扩增产物.

                1             2              3             4
Marker  M    U      M     U      M     U     M     U  Marker

bp
250
100

表  2  胃癌组织中Caveolin-2基因启动子区域甲基化与
临床病理参数的关系 (n )

     
临床病理指标	   n

                    甲基化	
P

 

		                 阳性          阴性

分化程度				  

    高中分化	 16          15	 1           0.601

    低分化		 17          14	 3	

年龄(岁)				  

    <50		    5            4	 1           0.500

    ≥50		  28          25	 3	

性别				  

    男		  28          25	 3           0.500

    女		    5            4	 1	

肿瘤大小(cm)				  

    <4		    5            5	 0           1.000

    ≥4		  28          24	 4	

浸润深度				  

    肌层		    4            3	 1           0.420

    浆膜外		 29          26	 3	

淋巴结转移				  

    有		  25          23	 2           0.241

    无		    8            6	 2	

脉管侵犯				  

    有		    4            3	 1           0.420

    无		  29          26	 3	

■应用要点
有可能通过检测
Caveolin-2基因甲
基化率对胃癌进
行 早 期 诊 断 .  同
时, 可以考虑运用
去甲基化药物对
胃癌进行临床基
因治疗
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的膜蛋白, 也是Caveolae的标志性蛋白, 其编码

基因定位于7q31.1, 有3个外显子. Caveolin-2和
Caveolin-3是近期发现的Caveo-lin家族成员, 其
中Caveol in-2长162 aa, 其编码基因也定位于

7q31.1, 有3个外显子, 其分布与Caveolin-1相似,
并与Caveolin-1形成异寡聚复合物, 细胞内转运

Caveolin-1需Caveolin-2参与, 因而Caveolin-2可
能是Caveolin-1的辅助蛋白[10-11].

本次实验结果显示 :  5 例正常胃组织

Caveo l in-2基因启动子区域均为甲基化阴性. 
33例胃癌组织中29例甲基化阳性, 甲基化率为

87.9%(29/33), 其中20例癌组织(60.6%)表现为

完全甲基化, 9例癌组织(27.3%)表现为部分甲

基化, 4例癌组织(12.1%)表现为甲基化阴性. 统
计学结果显示癌组织中Caveolin-2基因启动子

区域甲基化率显著高于正常组织(P <0.05). 提示

Caveolin-2基因启动子区域甲基化对人的胃癌的

发生、发展可能有一定的促进作用. 
我们研究还发现, 胃癌组织中Caveolin-2基

因启动子区域甲基化状态与胃癌组织分化程

度、患者年龄、性别、肿瘤大小、浸润深度、

有无淋巴结转移及有无脉管侵犯等临床病理特

征均无明显的相关关系(P >0.05). 
目前, 对于Caveolin-2基因在胃癌组织中的

具体作用机制还有待于进一步研究. 我们通过对

Caveolin-1第1、2外显子及Caveolin-2启动子区

域CpG岛甲基化状态的检测, 发现Caveolin-1第
1、2外显子及Caveolin-2启动子区域CpG岛均存

在较高的甲基化率, 基因启动子区域的高甲基化

可能会导致基因功能的失活或下降, 因而对人的

胃癌的发生、发展可能有一定的促进作用. 
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WJG 荣获 2007 年“中国百种杰出学术期刊”
和 2008 年中国国际化精品科技期刊   

本刊讯 由中国科学技术信息研究所主办的中国科技论文统计结果发布会于2008-12-09在北京国际会议中心

召开, 世界胃肠病学主编马连生和编辑部主任程剑侠参加此项发布会. 本会议介绍了中国精品科技期刊服务

与保障系统, 中国科技论文研究项目进展及精品科技期刊遴选, 百篇最具影响学术论文评选, 世界科技产出趋

势和利用科学计量学工具分析领域发展趋势以及发布了中国科技论文统计结果. 根据2007年度中国科技论文

与引文数据库(CSTPCD2007)统计结果, WJG荣获2007年度“中国百种杰出学术期刊”称号, 同时被选入2008

年中国国际化精品科技期刊, 中国精品科技期刊包括23种中国国际化精品期刊和301种中国精品科技期刊. (编

辑: 程剑侠 2009-02-08)

■同行评价
本文内容新颖, 结
果可信, 具有一定
的学术价值.


