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Abstract :Objective　 This study was designed to detect the methylation status of the promoter region of

p16 gene in DNA extracted serum from esophageal squamous cell carcinoma (SCC) ,and evaluate the role

of p16 gene promoter hypermethylation in esophageal SCC screening and early diagnosis. Methods　Nes2
ted methylation2specific PCR (nMSP) was used to detect p16 promoter hypermethylation in serum DNA

from 56 esophageal squamous cell carcinoma (SCC) and control serum samples f rom 22 healthy individu2
als. Compared methylation2specific PCR(MSP) , nMSP was more sensitive. Results　Aberrant promoter

rmethylation of the p16 gene was found in 34 of 56 serum samples using nMSP ,and only 15 cases was

detected using MSP. No aberrant promoter methylation was detected in the peripheral serum of the

healthy individuals. Conclusion　The detection of p16 gene promoter hypermethylation in the serum of e2
sophageal SCC patient s can give the useful information for tumor early diagnosis , follow2up study of e2
sophageal SCC patient s. nMSP is a simple , sensitive ,and specific method for rapid analysis of the pro2
moter methylation status of many genes.
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摘　要 :目的　检测食管鳞状细胞癌 ( squamous cell carcinoma ,SCC) 患者外周血血清中 p16 基因启动

子区的甲基化状态 ,探讨 p16基因启动子的过甲基化在食管鳞状细胞癌筛查及早期诊断中的意义。方

法　利用巢式甲基化特异性 PCR(nMSP)法检测食管鳞状细胞癌患者外周血血清与正常人血清中 p16

基因启动子的甲基化状态 , 并与普通甲基化特异性 PCR (MSP)法进行了比较。结果　56 例 SCC血清

样品中 nMSP法发现 34例 p16基因启动子的过甲基化 ,MSP法只检出 15 例 ,而 22 例正常人血清中都

未检测到 p16基因启动子的过甲基化。测序结果进一步验证了方法的可靠性。结论　利用巢式 MSP

(nMSP)法检测外周血血清中 p16基因启动子的甲基化 ,可为食管癌的筛查、早期诊断及预后判断提供

有价值的信息。
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0　引言

食管癌是世界范围内癌相关死亡的第五大死

因 ,其中约一半食管癌发生在中国 ,尤其在华北地区

太行山南部一带 , 食管癌发病率居世界首位[ 1 ]。按

组织病理学分类 , 鳞状细胞癌 (SCC) 超过所有病例

的 95 %。目前食管癌的主要治疗方法仍然是手术

切除 ,但由于出现症状时 ,70 %的食管癌患者已到了

晚期 ,手术治疗预后差、易复发。因此 ,食管癌的早

期检测对治疗及预后具有重要意义。近年来的分子

生物学研究已发现许多与食管癌的发生、发展相关

的基因 ,其中 p16基因的表达失活与食管癌的发生

密切相关 ,而 p16基因启动子区的过甲基化是导致

其表达失活的重要原因[ 2 ]。许多研究已显示肿瘤的

发生过程中伴随有抑癌基因启动子的过甲基化 ,由

于肿瘤细胞可以释放大量游离 DNA 到血清或血浆

中[ 3 ] ,因此检测肿瘤患者血清或血浆中抑癌基因的

甲基化状态将有助于了解肿瘤的发生发展过程。本

研究用改进的巢式甲基化特异性 PCR ( nMSP)检测

了 56例食管鳞状细胞癌 ( SCC)患者外周血血清中

p16 基因启动子区的甲基化状态 ,探讨了其在食管

鳞状细胞癌 (SCC) 的筛查及早期诊断中的意义。

·364·肿瘤防治研究 2005年第 32卷第 8期



1　材料与方法

1 . 1　材料

标本收集与处理 :56 例食管鳞状细胞癌 ( SCC)

患者血清来自湖北省肿瘤医院 ,手术或放化疗前收

集肿瘤患者血液标本 2～5mL 于 ED TA 抗凝管中 ,

迅速于低温离心分离血清 ,将血清于 - 70℃保存。

22例正常人外周血血清来自健康体检者。人移行

细胞膀胱癌细胞株 ( T224)购自武汉大学典藏中心。

主要试剂 : Wizard DNA纯化试剂盒 ( Promega

公司) , DM EM 培养基 ,小牛血清、购自 Gibco 公

司。Taq DNA 聚合酶、dN TP、100bp DNA ladder

( Promega公司) ,蛋白酶 K、Tris2base、RNaseA、琼

脂糖凝胶及 Na HSO3 (分析纯)等均购自武汉大风生

物工程公司。PCR引物序列见实验方法 ,引物由大

连宝生物工程公司合成。

仪器 : PCR扩增仪 (Biomet ra 公司) ,凝胶成像

系统 (V ILB ER LOU RMA T ,f rance) ,紫外分光光度

计 ( SH IMADZU , UV22401 PC) ,荧光显微镜 ( O2
L YMPU S BX60 F23) 。

1 . 2　方法

1 . 2 . 1 　血清中 DNA 的提取 　参考文献 [4 ]取

1 . 0mL血清 ,加入约 10mL DNA 缓冲抽提液

( 140mmol/ L Tris , 140mmol/ L ED TA , 0 . 57 %

SDS ) ,加入蛋白质酶 K至终浓度为 100μg/ mL ,放

入 37 ℃水浴振荡过夜 ,然后用酚 - 氯仿抽提法提取

DNA ,测定 A260 / A280比值并定量。全血及肿瘤细

胞中 DNA的提取参考文献[ 5 ]方法。

1 . 2 . 2 　基因组 DNA 的亚硫酸氢盐修饰[ 6 ] 　血清

中肿瘤细胞释放的 DNA 以及细胞株 DNA 经过亚

硫酸氢盐修饰 ,Cp G中未甲基化的胞嘧啶将被转变

为尿嘧啶 ,而甲基化的胞嘧啶则不发生变化。修饰

过程 : ( 1 ) 碱变性 :取含 DNA 约 1～ 2μg 的溶液

50μL ,加入 4mol/ L 的 NaO H 至终浓度为0 . 2mol/

L ,37℃变性 10min。(2) 硫化与脱氨 :加入 30μL 新

配制的 10mmol/ L 的氢醌及 520μL p H 5 . 0 的

3mol/ L 的 Na HSO3 ,混匀 ,表面覆盖矿物油 ,避光 ,

置于 50 ℃水浴 16h。(3)纯化与脱硫 :利用 Wizard

DNA纯化试剂盒纯化修饰后的 DNA。然后于室温

下加入 4mol/ L 的 NaO H至终浓度为0 . 3mol/ L ,放

置 5～20min 脱硫。(4)沉淀回收 DNA :加入 1/ 10

体积的 3mol/ L 乙酸纳及冰乙醇沉淀 DNA ,室温下

干燥 ,加适量 TE(p H 8 . 0)溶解 , - 20 ℃保存。

1 . 2 . 3 　引物序列[ 7 ]及巢式 PCR 扩增 　用于巢式

PCR扩增 p16 基因的引物序列 ,见表 1。反应总体

积 50μL ,包括经 Na HSO3 修饰的模板 DNA 约

50ng ,各引物 300ng , dN TP 为 0 . 25mmol/ L , 1 ×

PCR 缓冲液 ( 50mmol/ L KCl , 10 mmol/ L Tris2
HCl , p H 9 . 0 1 . 5mmol/ L MgCl2 , 0 . 1 % TritonX2
100) 。第一轮 PCR 使用外侧引物 ,反应条件为

95 ℃热启动 10 分钟 ,加入1 . 0U TaqDNA 聚合酶 ,

然后于 95℃、60℃、72 ℃各 30 s 循环 40 次 ,最后于

72 ℃延伸 10 分钟。将第一轮 PCR 产物适当稀释

(50倍) ,取 2μL 进行第二轮 PCR反应 ,退火温度增

加到 65 ℃,反应时间减少为 25s ,其它条件与第一轮

相同。同时以正常人外周血淋巴细胞 ( PBL ) DNA

作阴性对照 ,以水作空白对照。人移行细胞膀胱癌

细胞株 ( T224 ) 的 p16 基因启动区是高度甲基化

的[ 8 ] ,故以 T224细胞 DNA作为阳性对照。

表 1　巢式 PCR扩增 p16基因的引物序列

Primer set Primer sequence (5′→3′) Size ,bp

p162F GAA GAAA GA GGA GGGGTT GG 280

p162F CTACAAACCCTCTACCCACC

p162M TTA TTA GA GGGT GGGGCGGA TCGC 150

p162M GACCCCGAACCGCGACCGTAA

p162U TTA TTA GA GGGT GGGGT GGA TT GT 151

p162U CAACCCCAAACCACAACCA TAA

　　注 :p162F :外侧引物 ; p162U :非甲基化特异性内侧引
物 ;p16 - M :甲基化特异性内侧引物

1 . 2 . 4 　凝胶电泳分析 　取 10μL PCR 产物 ,用

2 . 5 %的琼脂糖凝胶进行电泳 ,溴化乙锭染色。用凝

胶成像分析仪进行拍照分析。

1 . 2 . 5 　PCR 产物序列分析 　为验证 MSP 及

nMSP法的检测结果 ,另扩增一包含以上 Cp G位点

的 DNA片段 (443bp) ,直接由大连宝生物工程公司

测序 ,利用引物设计软件 PRIM ER设计测序引物 :

上游序列 5’2GGT T GGT TA T TA GA GGGT G23’ , 下

游序列 5’2AACTCCTCA T TCCTCT TCC23’。

2　结果

利用巢式甲基化特异性 PCR检测食管鳞状细

胞癌 (SCC) 病人血清中 p16 基因的甲基化状态。

首先用 p162F外侧引物扩增出一个 280bp 的 p16基

因启动子区片段 ,此外侧引物序列所对应的未修饰

DNA模板中含有胞嘧啶 (经亚硫酸氢盐修饰后变为

胸腺嘧啶) ,但不含有 Cp G位点 ,因此此外侧引物既

可以扩增甲基化的 DNA 模板 ,又可扩增非甲基化

的 DNA模板 ,结果全部 DNA标本中均可扩增出相

应片段。然后分别用 p162M 和 p162U 特异性引物

进行第二次扩增 ,对于阳性 (甲基化)标本 ,用甲基化

和非甲基化引物扩增 ,都有特异性扩增产物 ;对于阴

性 (非甲基化)标本 ,只有非甲基化引物的扩增产物 ,

见图 1。
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图 1　nMSP法检测食管鳞状细胞癌病人

血清中 p16基因的甲基化状态

　　M :用 p162M特异性引物进行扩增 ;U :用 p162U 特异性引物

进行扩增。Case1 :甲基化血清标本 ; Case2 :非甲基化血清标本 ;

P :阳性对照 ( T224 细胞) ; N :阴性对照 (正常人外周血淋巴细胞

DNA) ;M :100bp DNA Ladder。

　　虽然肿瘤细胞可以释放许多游离 DNA 到外周

血中 ,但与肿瘤组织样品相比 ,外周血血清样品中

DNA的量仍然是较低的 ,加之在用 Na HSO3修饰的

过程中大部分 DNA 将被降解 ,因此 ,对于血清样

品 ,普通 MSP 法的灵敏度仍需进一步提高。本文

分别用 MSP 和 nMSP法检测了 56 例食管鳞状细

胞癌患者的血清中 p16基因的甲基化状态 ,MSP和

nMSP法甲基化检出率分别为 26 . 8 % ( 15/ 56 ) 和

61 %(34/ 56) 。19 例 MSP法检测为非甲基化的血

清标本经 nMSP 法扩增出了甲基化的 DNA 片段

(电泳结果见图 2) 。而 22 例正常人外周血血清则

都未检测出启动子区的过甲基化。结果显示 nMSP

法具有更高的灵敏度 ,适于检测血清标本中 DNA

的甲基化状态。

图 2　MSP法与 nMSP法的扩增结果比较

(使用甲基化特异性引物 p162M)

　　Ⅰ、Ⅱ分别表示 MSP法与 nMSP法扩增结果 , P为阳性对照

( T224细胞) ;对于样品 C11 , MSP法为阴性 ,而 nMSP法则扩增

出目的片段 ;对于样品 C21 ,MSP法为弱阳性 ,nMSP法则可见明

显目的片段。M为 100bp DNA Ladder。

为验证 MSP 及 nMSP 法的检测结果 ,选择一

份甲基化标本另扩增一包含以上 Cp G位点的 DNA

片段 (A F527803 ,19901220343 ,443bp) ,直接由大连

宝生物工程公司对 PCR产物测序 ,测序结果 (互补

链 ,图略) 进一步证实 MSP及 nMSP的检测结果完

全正确。

3　讨论

肿瘤细胞可以释放大量的游离 DNA 到外周血

循环 ,并富集于血清或血浆中。肿瘤病人血清中游

离 DNA 的量平均约为正常人的 4 倍[ 3 ] ,因此可以

通过检测肿瘤病人血清中游离 DNA 异常为肿瘤的

早期发现提供有意义的信息。如在非小细胞肺癌

(NSCL C)及头颈部肿瘤病人血清中可以检测到微

卫星不稳定和/或杂和性缺失 (LO H) [ 9 ,10 ] ,在结肠

癌、胰腺癌患者血清中可以检测到 K2ras及 p53 基

因的点突变等[ 11 ,12 ]。近年来的许多研究显示基因

启动子区的过甲基化是导致其转录失活的一个重要

原因 ,已有报道[ 13215 ]证实多种肿瘤组织及其患者血

清中都存在基因启动子区的过甲基化 , 其中血清中

甲基化的比例远小于肿瘤组织中甲基化的比例 ,我

们认为这与甲基化的检测方法有关。甲基化特异性

PCR (MSP)法是目前检测 Cp G岛异常甲基化的主

要方法 ,具有较高的灵敏度 (对于任一 Cp G岛位点 ,

可检测到 1/ 1 000的甲基化的等位基因) [ 6 ] ,操作也

比较简便。但 MSP 法的影响因素也很多 ,由于

MSP法是以将未甲基化的胞嘧啶全部转化为尿嘧

啶为前提的 ,所以若用亚硫酸氢纳修饰 DNA 时不

彻底 ,将导致假阳性的产生。但修饰 DNA 时的条

件若过于剧烈或时间过长 ,样品 DNA 将大量降解。

MSP法中 ,未甲基化胞嘧啶的转化率大于 99 % ,而

在此条件下已有 84 %～96 %的 DNA 已被降解[ 16 ]。

此外 ,甲基化特异性引物的设计是以该区域的胞嘧

啶全部甲基化为前提的 ,如果存在未甲基化的胞嘧

啶 ,将导致扩增困难。本研究采用改进的巢式甲基

化特异性 PCR ( nMSP)对待测区域进行两次扩增 ,

提高了检测的特异性和灵敏度。我们检测了 56 例

食管鳞状细胞癌患者的血清中 p16基因的甲基化状

态 ,甲基化检出率 ( 61 %) 显著高于 MSP 法

(26 . 8 %) 。

基因启动子异常甲基化是肿瘤形成过程中的一

个早期、频发事件 ,与肿瘤的发生、发展及预后关系

密切。启动子过甲基化比其它各种类型的 DNA 分

子异常 (如点突变、基因缺失、微卫星序列改变、基因

异常扩增及染色体异常等)都更加广泛地存在于几

乎所有种类的肿瘤中。特别是可以同时在肿瘤病人

外周血血浆/血清、肿瘤累及器官相关的体液 (如唾

液、痰等)中检测到肿瘤组织中存在的肿瘤相关基因

的启动子异常甲基化 ,因此被认为是一种潜在的肿

瘤分子标志物。但是肿瘤的发生是一个多步骤多因

素参与的复杂生物学过程 ,涉及到许多基因的异常 ,

不同种类的肿瘤中可能都存在某一基因的启动子异

常甲基化。因此将检测血清中 DNA 甲基化状态用

于肿瘤的筛查、早期诊断及预后判断 ,尚需要大样本

的深入研究。Esteller 等[ 17 ]最近研究了 12 种肿瘤
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相关基因的过甲基化与不同类型的肿瘤之间的相关

性 ,发现每种肿瘤都有一个独特的甲基化基因谱。

如对于食管鳞状细胞癌 ,可以同时检测 p16、M G2
M T、GSTP1 以及 DA P等基因的甲基化状态 ,将大

大提高检测的敏感度和特异性。此外 ,还可将此指

标与其他类肿瘤标志物以及影像学检测方法配合 ,

将为食管癌的筛查、早期诊断及预后判断提供非常

有价值的信息。
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