
书书书

长期低剂量甲醛染毒对永生化人支气管上皮细胞１６ＨＢＥ
部分癌症相关基因启动子区甲基化的影响

杨淋清１，吴德生１，刘庆成１，龚春梅２，张文娟２，胡恭华１，周　丽１，

黄新凤１，刘建军１，庄志雄１

（１．深圳市疾病预防控制中心现代毒理学重点实验室 卫生毒理医学重点实验室，广东 深圳 ５１８０５５；
２．深圳市慢性病防治院，广东 深圳 ５１８０２０；３．南方医科大学热带医学与

公共卫生学院，广东 广州 ５１０５１５）

　　摘要：目的　探讨低剂量甲醛长期染毒对永生化人支气管上皮细胞１６ＨＢＥ癌症相关基因启动子区甲
基化水平的影响。方法　１６ＨＢＥ细胞每周染毒甲醛１０μｍｏｌ·Ｌ－１２４ｈ，连续２４周，分别于染毒３，６，９，
１２，１５，１８，２１和２４周提取ＲＮＡ或ＤＮＡ，应用 ＤＮＡ甲基化相关酶消化结合荧光定量 ＰＣＲ的方法观察
２４个癌症相关基因启动子区甲基化水平的变化；应用荧光定量 ＰＣＲ的方法观察染毒对亚甲基四氢叶酸还
原酶基因（ＭＴＨＦＲ）和成对盒基因（ＰＡＸ５）基因表达的时间效应关系。结果　与正常对照组１６ＨＢＥ细胞
相比，甲醛染毒细胞４个基因甲基化水平显著改变，２个基因甲基化程度升高，２个基因甲基化程度降低；而
在阳性对照人非小细胞癌上皮细胞Ａ５４９细胞中有９个基因甲基化水平发生显著变化，其中３个基因甲基
化水平升高，６个基因甲基化水平降低；甲醛染毒１６ＨＢＥ细胞和Ａ５４９细胞ＭＴＨＦＲ基因均发生高甲基化改
变，ＰＡＸ５基因均出现低甲基化改变。与正常对照组相比，甲醛染毒２４周的细胞中，ＭＴＨＦＲ基因启动子区
甲基化水平升高，非甲基化ＤＮＡ含量降低５８．２％，而ＰＡＸ５基因启动子区甲基化水平降低，非甲基化ＤＮＡ
含量升高２７．１％；随着甲醛染毒时间延长，ＭＴＨＦＲ基因表达逐渐降低，而ＰＡＸ５基因表达逐渐升高。结论
低剂量甲醛长期染毒可以使ＭＴＨＦＲ基因和ＰＡＸ５基因启动子区甲基化水平异常，进而引起基因表达水平
改变。
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　　目前国内外关于甲醛急性毒性、靶器官毒性、遗
传毒性的研究报道已有很多。已有大量研究证实，

甲醛可以通过影响细胞凋亡、对生物大分子（如

ＤＮＡ和蛋白质）造成氧化损伤等机制，引起组织细
胞癌变，并且还可引起 ＤＮＡ链断裂、ＤＮＡ链间交
联、ＤＮＡ蛋白质交联等遗传毒性［１］，但是甲醛致癌

的确切机制仍然没有完全明了。近年来迅猛发展的

表观遗传领域的研究引领了新的一轮遗传学研究热

潮，表观遗传研究的手段应用到毒理学范畴也为全
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面评价外源化学物质的毒性提供了新的思路。研究

表明，部分与 ＤＮＡ损伤修复、细胞周期、增殖、分
化、凋亡调控、药物代谢、激素反应以及细胞黏附等

功能相关的基因启动子区的甲基化水平在癌症的发

生、发展过程中具有重要作用［２］，同时基因组 ＤＮＡ
整体低甲基化也可以显著影响基因组的稳定性。在

前期研究中发现，应用低剂量甲醛长期连续作用于

人支气管上皮细胞 １６ＨＢＥ可以引起细胞基因组
ＤＮＡ整体甲基化水平的显著降低［３］。本研究拟观

察低剂量甲醛长期连续染毒对１６ＨＢＥ细胞部分癌
症相关基因启动子甲基化水平的影响。

１　材料与方法

１．１　细胞及试剂
１６ＨＢＥ细胞由中山大学陈雯教授赠送。人非

小细胞癌上皮细胞Ａ５４９购自中国科学院上海生命
科学研究院生物化学与细胞生物学研究所。基因组
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ＤＮＡ提取试剂盒，ＤＮＡ甲基化相关酶试剂盒
（ＭｔｈｙｌＰｒｏｆｉｌｅｒＤＮＡＭｅｔｈｙｌａｔｉｏｎＥｎｚｙｍｅＫｉｔ）和人
肺癌相关基因启动子区 ＤＮＡ甲基化 ＰＣＲ检测试
剂盒（ＭｅｔｈｙｌＰｒｏｆｉｌｅｒＤＮＡＭｅｔｈｙｌａｔｉｏｎＰＣＲＡｒｒａｙ
Ｓｙｓｔｅｍ，ＨｕｍａｎＬｕｎｇＣａｎｃｅｒＳｉｇｎａｔｕｒｅＰａｎｅｌ，
ＭｅＡＨ０４１Ａ），均购自Ｑｉａｇｅｎ公司。
１．２　仪器

ＨＦＳａｆｅ１２００／Ｃ型生物安全柜，ＨＦ２１２ｕｖ型
ＣＯ２培养箱（上海力申科学仪器公司），倒置显微镜
（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司），ＡＢＩＰＲＩＳＭ７９００ＨＴ（美国
ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｒｍｓ公司），生物分析仪 ２１００（美
国Ａｇｉｌｅｎｔ公司）。
１．３　细胞培养及染毒

１６ＨＢＥ细胞培养在含有 １０％胎牛血清的
ＭＥＭ完全培养基中，置于３７℃恒温，５％ＣＯ２，饱和
湿度的恒温培养箱中培养，待其融合度达到８０％左
右时，用含０．２５％胰酶乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）液进
行消化传代。待１６ＨＢＥ细胞生长至约７０％～８０％
汇合度时，根据既往研究选择的剂量［４］，予以甲醛

１０．０μｍｏｌ·Ｌ－１染毒２４ｈ，随后换正常培养基培养、
传代，每周染毒１次，连续染毒２４周，分别在染毒
３，６，９，１２，１５，１８，２１和２４周后，收集细胞提取
ＲＮＡ和ＤＮＡ进行基因表达及甲基化检测。Ａ５４９
细胞培养在含有１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ完全培养
基中，３７℃恒温，５％ＣＯ２，饱和湿度的恒温培养箱持
续培养，融合度达到８０％ ～９０％时，用０．２５胰酶
ＥＤＴＡ溶液消化传代。
１．４　甲基化相关内切酶酶解结合荧光定量 ＰＣＲ
检测基因启动子区甲基化水平

１．４．１　方法原理
本研究选用 Ｑｉａｇｅｎ公司开发的以限制性内切

酶消化为基础的甲基化分析技术来检测相关基因启

动子区甲基化状态，其基本原理如图１所示［５］：甲基

化敏感性内切酶体系（ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅｄｉｇｅｓｔ，
Ｍｓ）切割未甲基化和部分甲基化的 ＤＮＡ，而对高度
甲基化的 ＤＮＡ无作用；甲基化依赖性内切酶切体
系（ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｄｉｇｅｓｔ，Ｍｄ）切割高度
甲基化的ＤＮＡ，对未甲基化和部分甲基化 ＤＮＡ无
作用；双重内切酶体系（ｄｏｕｂｌｅｄｉｇｅｓｔ，Ｍｓｄ）切割
所有甲基化和未甲基化ＤＮＡ，用以测量背景和对酶
切不敏感组分；无酶模拟体系（ｍｏｃｋｄｉｇｅｓｔ，Ｍｏ）
作为反映 ＤＮＡ总量的对照。应用荧光定量 ＰＣＲ
的方法检测 ４个体系中的 ＤＮＡ含量，进而根据
Ｑｉａｇｅｎ公司提供的在线分析软件计算高度甲基化
（ｈｙｐｅｒｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ，ＨＭ）ＤＮＡ、中度甲基化（ｉｎｔｅｒ

ｍｅｄｉａｔｅｌｙｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ，ＩＭ）ＤＮＡ、未甲基化（ｕｎ
ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ，ＵＭ）ＤＮＡ的相对含量。

Ｆｉｇ．１　ＳｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆＤＮＡｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｄｅｔｅｃ
ｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ［５］．Ｍｏ：ｍｏｃｋｄｉｇｅｓｔ；Ｍｓ：ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅ
ｄｉｇｅｓｔ；Ｍｄ：ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｄｉｇｅｓｔ；Ｍｓｄ：ｄｏｕｂｌｅｄｉｇｅｓｔ．

１．４．２　操作步骤
每个ＤＮＡ样品经Ｍｓ，Ｍｄ，Ｍｓｄ和Ｍｏ酶切体

系３７℃消化过夜后，６５℃保温５ｍｉｎ终止消化。经
４个体系消化后的 ＤＮＡ，分别与 ＰＣＲ反应缓冲液
混合形成 ＰＣＲ反应体系，分别加样于已预先铺制
２４对癌症相关基因启动子区引物的９６孔反应板
上，基因列表见表１［６］。充分混匀并短暂离心后，
在ＡＢＩＰＲＩＳＭ７９００ＨＴ荧光定量ＰＣＲ仪上进行荧
光定量 ＰＣＲ检测，反应条件为：９５℃ 预变性
１０ｍｉｎ；９９℃变性３０ｓ，７２℃退火１ｍｉｎ，３个循环；
９７℃变性１５ｓ，７２℃退火１ｍｉｎ，４０个循环。首先
通过比对 Ｍｓｄ和 Ｍｏ两个体系的 ＰＣＲ扩增结果，
只有当符合 Ｍｓｄ－Ｍｏ＞２时，表示酶切体系有效，
继续根据４个酶切体系样品的 ＰＣＲ扩增结果，应
用Ｑｉａｇｅｎ公司专用的在线分析软件［６］来确定特定

基因启动子区甲基化水平。

１．４．３　结果判断标准
在高通量检测基因启动子区 ＣｐＧ岛甲基化水

平的方法中，通常认为甲基化程度改变高于２０％的
为有显著差异。本研究以３种甲基化模式中任意一
种变化高于２０％作为甲基化模式发生显著改变的
判断标准。

１．５　实时荧光定量 ＰＣＲ法测定亚甲基四氢叶酸
还原酶基因和成对盒基因５ｍＲＮＡ表达

按试剂盒说明书提取各处理组细胞总ＲＮＡ，紫
外分光光度计定量，并按逆转录试剂盒说明书合成

ｃＤＮＡ。利用Ｐｒｉｍｅｒ３软件设计基因的引物并由上
海生工生物工程技术服务有限公司合成，引物序列

见表 ２。反应体系：１０μｌＳＹＢＲ反应缓冲液（含
Ｔａｑ酶），０．４μｌ参比荧光缓冲液（５０×），０．４μｌ
上、下游引物１０μｍｏｌ·Ｌ－１，２μｌｃＤＮＡ模板，６．８μｌ
无菌双蒸水，总体积为 ２０μｌ。在 ＡＢＩＰＲＩＳＭ
７９００ＨＴ荧光定量ＰＣＲ仪上进行荧光定量ＰＣＲ检
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Ｔａｂ．１　ＧｅｎｅｌｉｓｔｏｆＤＮＡｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｄｅｔｅｃｔｉｏｎｐａｎｅｌ［６］

ＵｎｉＧｅｎｅ ＲｅｆＳｅｑ Ｇｅｎｅｓｙｍｂｏｌ Ｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

Ｈｓ．１７１９３９ ＮＭ＿００１１６３ ＡＰＢＡ１ ａｍｙｌｏｉｄｂｅｔａ（Ａ４）ｐｒｅｃｕｒｓｏｒｐｒｏｔｅｉｎｂｉｎｄｉｎｇ，ｆａｍｉｌｙＡ，ｍｅｍｂｅｒ１

Ｈｓ．１５８９３２ ＮＭ＿００００３８ ＡＰＣ ａｄｅｎｏｍａｔｏｕｓｐｏｌｙｐｏｓｉｓｃｏｌｉ

Ｈｓ．３７０５１０ ＮＭ＿０１４３３３ ＣＡＤＭ１ ｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ１

Ｈｓ．４６１０８６ ＮＭ＿００４３６０ ＣＤＨ１ ｃａｄｈｅｒｉｎ１，ｔｙｐｅ１，Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ）

Ｈｓ．６５４３８６ ＮＭ＿００１２５７ ＣＤＨ１３ ｃａｄｈｅｒｉｎ１３，Ｈｃａｄｈｅｒｉｎ（ｈｅａｒｔ）

Ｈｓ．１０６０７０ ＮＭ＿００００７６ ＣＤＫＮ１Ｃ ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１Ｃ（ｐ５７，Ｋｉｐ２）

Ｈｓ．５１２５９９ ＮＭ＿００００７７ ＣＤＫＮ２Ａ ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ２Ａ（ｍｅｌａｎｏｍａ，ｐ１６，ｉｎｈｉｂｉｔｓＣＤＫ４）

Ｈｓ．７２９０１ ＮＭ＿００４９３６ ＣＤＫＮ２Ｂ ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ２Ｂ（ｐ１５，ｉｎｈｉｂｉｔｓＣＤＫ４）

Ｈｓ．５２２８９１ ＮＭ＿０００６０９ ＣＸＣＬ１２ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ（ＣＸＣｍｏｔｉｆ）ｌｉｇａｎｄ１２

Ｈｓ．１５４６５４ ＮＭ＿０００１０４ ＣＹＰ１Ｂ１ ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０，ｆａｍｉｌｙ１，ｓｕｂｆａｍｉｌｙＢ，ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ１

Ｈｓ．１３４２９６ ＮＭ＿００６０９４ ＤＬＣ１ ｄｅｌｅｔｅｄｉｎｌｉｖｅｒｃａｎｃｅｒ１

Ｈｓ．７１５５８８ ＮＭ＿００２０１２ ＦＨＩＴ ｆｒａｇｉｌｅｈｉｓｔｉｄｉｎｅｔｒｉａｄｇｅｎｅ

Ｎ／Ａ ＭＩＭＡＴ０００００６２ Ｈａｓｌｅｔ７ａ

Ｎ／Ａ ＭＩＭＡＴ００００４２２ ＨａｓｍｉＲ１２４

Ｈｓ．５０１５２２ ＮＭ＿００２４１２ ＭＧＭＴ Ｏ６ｍｅｔｈｙｌｇｕａｎｉｎｅＤＮＡｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ

Ｈｓ．１９５３６４ ＮＭ＿０００２４９ ＭＬＨ１ ＭｕｔＬｈｏｍｏｌｏｇ１，ｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒ，ｎｏｎｐｏｌｙｐｏｓｉｓｔｙｐｅ２（Ｅ．ｃｏｌｉ）

Ｈｓ．２１４１４２ ＮＭ＿００５９５７ ＭＴＨＦＲ ｍｅｔｈｙｌｅｎｅｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｆｏｌａｔｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ（ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ）

Ｈｓ．４８１７ ＮＭ＿００２５４５ ＯＰＣＭＬ ｏｐｉｏｉｄｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ／ｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅｌｉｋｅ

Ｈｓ．６５４４６４ ＮＭ＿０１６７３４ ＰＡＸ５ ｐａｉｒｅｄｂｏｘ５

Ｈｓ．３７１８２３ ＮＭ＿０１５８６６ ＰＲＤＭ２ ＰＲｄｏｍａｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ２，ｗｉｔｈＺＮＦｄｏｍａｉｎ

Ｈｓ．４７６２７０ ＮＭ＿００７１８２ ＲＡＳＳＦ１ Ｒａｓａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ（ＲａｌＧＤＳ／ＡＦ６）ｄｏｍａｉｎｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒ１

Ｈｓ．６３１５０４ ＮＭ＿０１４７３７ ＲＡＳＳＦ２ Ｒａｓａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ（ＲａｌＧＤＳ／ＡＦ６）ｄｏｍａｉｎｆａｍｉｌｙｍｅｍｂｅｒ２＼

Ｈｓ．７１３５４６ ＮＭ＿００３０１２ ＳＦＲＰ１ ｓｅｃｒｅｔｅｄｆｒｉｚｚｌｅｄｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１

Ｈｓ．７８０６１ ＮＭ＿００３２０６ ＴＣＦ２１ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ２１

Ｔａｂ．２　Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｔｈｅｏｂｊｅｃｔｉｖｅｇｅｎｅ

Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒ Ｌｅｎｇｔｈ／ｂｐ　

ＰＡＸ５ Ｆ：５′ＣＡＧＡＴＧＣＧＧＧＧＡＧＡＣＴＴＧＴＴ３′ １４１　

Ｒ：５′ＣＧＡＧＧＣＣＡＴＧＧＣＴＧＡＡＴＡＣＴ３′

ＭＴＨＦＲ Ｆ：５′ＣＴＣＴＣＣＡＧＣＡＡＣＣＴＧＡＣＡＣＣ３′ １４８　

Ｒ：５′ＴＴＣＣＴＣＴＧＧＣＴＴＣＧＴＴＣＡＣＣ３′

βＡｃｔｉｎ Ｆ：５′ＴＧＧＡＡＴＣＣＴＧＴＧＧＣＡＴＣＣＡＴＧＡＡＡＣ３′ ３４９　

Ｒ：５′ＴＡＡＡＡＣＧＣＡＧＣＴＣＡＧＴＡＡＣＡＧＴＣＣＧ３′

ＰＡＸ５：ｐａｉｒｅｄｂｏｘ５；ＭＴＨＦＲ：ｍｅｔｈｙｌｅｎｅｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｆｏｌａｔｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ．

测，反应条件为：９５℃预变性３０ｓ；９５℃变性３０ｓ，
６０℃退火３０ｓ，４０个循环。应用 ＰＱＭａｎａｇｅｒ１．２
分析软件定量基因相对表达量。

２　结果

２．１　低剂量甲醛长期染毒对癌症相关基因启动子
区甲基化水平的影响

在高通量检测基因启动子区ＣｐＧ岛甲基化水
平的方法中，通常认为甲基化程度改变高于２０％的

为有显著差异。甲醛染毒１６ＨＢＥ细胞在２４个与
癌症相关的候选基因中，４个基因甲基化水平发生
了显著改变，分别是脆性组氨酸三联体基因（ｆｒａｇ
ｉｌｅｈｉｓｔｉｄｉｎｅｔｒｉａｄｇｅｎｅ，ＦＨＩＴ）、细胞周期蛋白依赖
性激酶抑制物 ２Ｂ基因（ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ２Ｂ，ＣＤＫＮ２Ｂ）、亚甲基四氢叶酸还原酶基
因（ｍｅｔｈｙｌｅｎｅｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｆｏｌａｔｅｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ＭＴＨＦＲ）
和成对盒基因（ｐａｉｒｅｄｂｏｘ５，ＰＡＸ５）。其中 ＦＨＩＴ
和 ＭＴＨＦＲ基因甲基化水平增高，ＣＤＫＮ２Ｂ和
ＰＡＸ５基因甲基化水平降低。与正常对照组
１６ＨＢＥ细胞相比，肺癌阳性对照细胞 Ａ５４９９个基
因启动子甲基化水平发生显著改变（表３），其中甲
基化水平增加的基因包括：腺瘤性结肠息肉病基因

（ａｄｅｎｏｍａｔｏｕｓｐｏｌｙｐｏｓｉｓｃｏｌｉ，ＡＰＣ）、钙黏素基因
１３（ｃａｄｈｅｒｉｎ１３，Ｈｃａｄｈｅｒｉｎ，ＣＤＨ１３）和 ＭＴＨＦＲ
等 ３个基因，而 细 胞 黏 附 分 子 １（ＣＡＤＭ１）、
ＣＤＫＮ１Ｃ、趋化因子（ＣＸＣ基元）配体 １２基因
〔ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ（ＣＸＣｍｏｔｉｆ）ｌｉｇａｎｄ１２，ＣＸＣＬ１２〕、
ＰＲ结构域锌指蛋白２基因（ＰＲＤＭ２）、ＰＡＸ５和分泌
型卷曲相关蛋白基因（ＳＦＲＰ１）等６个基因表现为
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Ｔａｂ．３　Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｏｆｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ′ｐｒｏｍｏｔｅｒｉｎ１６ＨＢＥｃｅｌｌｓｅｘｐｏｓｅｄｔｏｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅ（ＦＡ）
１０μｍｏｌ·Ｌ－１ｆｏｒ２４ｗｅｅｋｓ

Ｇｅｎｅ
Ｕｎｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ

Ｎｏｒｍａｌ１６ＨＢＥ ＦＡｅｘｐｏｓｅｄ１６ＨＢＥ Ａ５４９

Ｈｙｐｅｒｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ

Ｎｏｒｍａｌ１６ＨＢＥ ＦＡｅｘｐｏｓｅｄ１６ＨＢＥ Ａ５４９

Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｌｙｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ

Ｎｏｒｍａｌ１６ＨＢＥ ＦＡｅｘｐｏｓｅｄ１６ＨＢＥ Ａ５４９

ＦＨＩＴ ９９．３０％ ３７．６９％ ９９．８４％ ０．６７％ １．５３％ ０．１６％ ０．００％ ６０．７８％ ０．００％

ＣＤＫＮ２Ｂ ３２．４０％ ５３．４４％ ５０．００％ ６７．６０％ ４６．５６％ ５０．００％ ０．００％ ０．００％ ０．００％

ＭＴＨＦＲ ９８．７１％ ４０．５１％ ０．３３％ １．２９％ ３．７９％ ９９．６７％ ０．００％ ５５．７０％ ０．００％

ＰＡＸ５ ３．１０％ ３０．１６％ ４．９６％ ９６．９０％ ６９．８４％ ４５．９７％ ０．００％ ０．００％ ４９．０７％

ＡＰＣ ９９．９１％ ９９．７７％ ２８．１６％ ０．０９％ ０．２３％ ７１．８４％ ０．００％ ０．００％ ０．００％

ＣＤＨ１３ ９７．７０％ ９５．３１％ ０．８０％ ２．３０％ ４．６９％ ２３．７９％ ０．００％ ０．００％ ７５．４２％

ＣＡＤＭ１ ６．５０％ ８．７９％ ８３．７７％ ９３．５０％ ９１．２１％ １６．２３％ ０．００％ ０．００％ ０．００％

ＣＤＫＮ１Ｃ １３．９４％ １０．０５％ ９９．８３％ １７．１２％ ２８．６０％ ０．１７％ ６８．９４％ ６１．３５％ ０．００％

ＣＸＣＬ１２ ０．６８％ ０．９２％ １２．３７％ ９９．３２％ ９９．０８％ ５．１８％ ０．００％ ０．００％ ８２．４５％

ＰＲＤＭ２ ０．１５％ ０．３１％ ９９．９４％ ６．１３％ １０．４６％ ０．０６％ ９３．７２％ ８９．２３％ ０．００％

ＳＦＲＰ１ ５０．００％ ５０．００％ ７５．８３％ ５０．００％ ５０．００％ ２４．１７％ ０．００％ ０．００％ ０．００％

１６ＨＢＥｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＦＡ１０μｍｏｌ·Ｌ－１ｆｏｒ２４ｈｅｖｅｒｙｗｅｅｋａｎｄｆｏｒｔｏｔａｌ２４ｗｅｅｋｓ．

甲基化水平降低。ＭＴＨＦＲ和 ＰＡＸ５的甲基化水平
在甲醛１６ＨＢＥ细胞和 Ａ５４９细胞中发生了相似的
改变。ＭＴＨＦＲ基因在正常对照组１６ＨＢＥ细胞中
呈低甲基化状态，ＵＭ含量为９８．７％，在甲醛染毒
１６ＨＢＥ细胞中，甲基化水平增高，其中 ＵＭ含量为
４０．５％、ＩＭ含量为５５．７％，而在 Ａ５４９细胞中呈高
甲基化状态，ＨＭ含量达９９．７％。ＰＡＸ５基因在
１６ＨＢＥ细胞中高甲基化状态，ＨＭ含量为９６．９％，
在甲醛染毒１６ＨＢＥ细胞中，甲基化程度降低，其中
ＨＭ含量为６９．８％、ＵＭ含量为３０．２％，而在 Ａ５４９
细胞中ＨＭ含量低至４５．９７％。

２．２　低剂量甲醛长期染毒对 ＭＴＨＦＲ和 ＰＡＸ５基
因表达的影响

ＭＴＨＦＲ和 ＰＡＸ５采用荧光定量 ＰＣＲ的方法
观察基因在低剂量甲醛持续染毒过程中的表达水平

的改变。结果显示，随着甲醛染毒时间的延长

ＭＴＨＦＲ基因表达水平有逐渐降低的趋势，在癌症
细胞Ａ５４９中表达量最低，仅为１６ＨＢＥ细胞表达水
平的１％左右（图２Ａ）；随着甲醛染毒时间的延长，
ＰＡＸ５基因的表达水平有逐渐升高的趋势，在 Ａ５４９
细胞中表达水平最高，为正常１６ＨＢＥ细胞表达水
平的２．５倍左右（图２Ｂ）。

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＦＡｏｎｔｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＴＨＦＲ（Ａ）ａｎｄＰＡＸ５（Ｂ）ｇｅｎｅｓｉｎ１６ＨＢＥｃｅｌｌｓ．Ｗｈｅｎｔｈｅ１６ＨＢＥ
ｃｅｌｌｓｇｒｏｗｎｔｏ７０％－８０％ｃｏｎｆｌｕｅｎｃｅ，ｃｕｌｔｕｒｅｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＦＡ１０μｍｏｌ·Ｌ－１ｆｏｒ２４ｈ，ｏｎｃｅａｗｅｅｋａｎｄｆｏｒｔｏｔａｌ２４ｗｅｅｋｓ（２４Ｗ）．ＲＮＡ
ｗａｓｃｏｌｌｅｃｔｅｄａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｔｉｍｅｆｏｒ３，６，９，１２，１５，１８，２１ａｎｄ２４Ｗ．ＮＣ：ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌ．
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３　讨论

已有研究表明，表观遗传信息紊乱在肿瘤、神

经紊乱、糖尿病、发育异常等众多疾病中发挥着重要

作用。ＤＮＡ甲基化的改变也可能是多种化学物理
因子毒性的重要机制。在前一阶段的研究中我们观

察到低剂量甲醛长期持续染毒１６ＨＢＥ细胞可以引
起基因组 ＤＮＡ甲基化水平降低，同时 ＤＮＡ甲基化
相关酶的表达也发生一定改变，并且细胞出现恶性

转化趋势［３］。

本研究结果显示，在甲醛长期染毒细胞中，４个
候选基因的甲基化程度发生了显著变化，ＭＴＨＦＲ
和ＦＨＩＴ基因甲基化程度增高，前者主要生理功能
是参与一碳单位代谢，后者生理功能尚未完全明了，

但其异常可见于多种肿瘤，尤其以致癌物引起的肿

瘤中更为常见；ＣＤＫＮ２Ｂ和 ＰＡＸ５基因甲基化程度
降低，前者是调节细胞生物学特性的重要基因，后者

在机体早期发育过程中具有重要作用，也是一种对

多种肿瘤发生发展具有重要作用的原癌基因。已有

研究证实，表观遗传学机制在癌症的发生发展过程

中具有重要作用，其中原癌基因的低甲基化和抑癌

基因的高甲基化是其主要表现形式。此外，决定细

胞生物学特性及ＤＮＡ修复等相关基因启动子区甲
基化水平的改变也参与其中。在作为癌症对照的

Ａ５４９细胞中 ＡＰＣ，ＣＤＨ１和 ＭＴＨＦＲ基因呈高甲
基化改变。既往的研究报道这３个基因在癌症组织
中也出现了甲基化水平增高的现象［７－９］。而另外６
个甲基化水平降低的基因中包括一个已知的原癌基

因ＰＡＸ５和５个与细胞生物学性状及信号通路相关
的基因（ＣＡＤＭ１，ＣＤＫＮ１Ｃ，ＣＸＣＬ１２，ＰＲＤＭ２，
ＳＦＲＰ１）。其中后５个基因在既往的报道中认为其
在癌症组织中呈高甲基化改变［１０－１３］。在本研究中

其甲基化水平降低原因可能有二：其一，比较对象不

同，既往研究中多用癌症组织与癌旁组织比较，而本

研究是癌症细胞与支气管上皮细胞的比较；其二，组

织类型不同，既往多应用活体组织进行研究，而本研

究是应用体外培养的细胞系。结果提示不同类型细

胞、组织甲基化水平可能存在一定差异。ＭＴＨＦＲ
和ＰＡＸ５基因甲基化水平在甲醛处理组细胞和
Ａ５４９细胞中甲基化水平同时发生改变，ＭＴＨＦＲ基
因甲基化程度升高、ＰＡＸ５基因甲基化程度降低。
进一步研究发现，随着染毒时间的延长 ＭＴＨＦＲ基
因表达水平呈逐渐降低趋势，而 ＰＡＸ５基因表达水
平则呈逐渐升高趋势。本世纪初期就有学者发现

ＰＡＸ５基因启动子区去甲基化在包括肺癌在内的多
个肿瘤发生过程中有重要影响［１４］。ＭＴＨＦＲ编码

的酶蛋白可以特异地将５，１０亚甲基四氢叶酸转化
为５甲基四氢叶酸，该过程在同型半胱氨酸转化为
蛋氨酸、蛋氨酸合成蛋白质、一碳单位代谢等反应中

均具有重要作用。其在多种疾病发生发展过程中均

扮演一定角色，有研究发现其在癌症组织中呈高甲

基化表现［８］。本研究结果提示，低剂量甲醛长期染

毒可能通过对ＭＴＨＦＲ和ＰＡＸ５基因启动子区甲基
化水平的调控来影响这两个基因的表达，进而对细

胞生物学特性产生影响，使细胞发生恶性转化倾向，

但其相关的作用机制仍需进一步探讨。
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