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［摘要］目的 分析 ALX4基因在肺正常组织、肺癌组织以及多种肿瘤细胞中的甲基化发生情况以及 ALX4

基因甲基化对其表达的影响．方法 采用 MSP方法检测正常组织和肺癌组织以及肿瘤细胞株中 ALX4基因甲基化

发生情况；使用去甲基化药物 5-aza-dC处理肿瘤细胞后，采用 RT-PCR法检测 ALX4基因 mRNA的表达水平．

结果 正常组织中的 ALX4 基因甲基化发生率为 0% （0/10），肺癌组织中 ALX4 基因甲基化发生率为 55%

（11/20）；不同组织来源的肿瘤细胞株甲基化分析显示，ALX4甲基化发生率为 100%（8/8）；发生甲基化的肿瘤细

胞株中 ALX4基因表达均缺失；去甲基化药物处理后 ALX4基因 mRNA表达均明显升高．结论 ALX4基因在肺

癌及不同来源肿瘤细胞中均有高甲基发生，其甲基化抑制该基因的表达，提示 ALX4基因甲基化可能在肺癌的发

生过程中起到重要的作用.
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［Abstract］ Objective To study the DNA methylation and expression of ALX4 gene in normal tissue，tumor

tissue form lung cancer and cancer cell lines. Methods The MSP（methylation specific PCR） was used to detect

the DNA methylation of ALX4 gene. The RT-PCR was used to analyze the expression of ALX4 gene in

5-aza-dC-treated tumor cells．Results The hypermethylation of ALX4 was detected in lung cancer tissues

（55%，11/20），but not in normal tissues（0%，0/10） . In 8 cancer cell lines， ALX4 showed hypermethylation

and its expression decreased. The expression of ALX4 gene was missed in cancer cell lines with methylation. After

treatment with demethylation drug， the expression of ALX4 gene was increased in these cell lines. Conclusion

ALX4 showes hypermethylation in lung cancer and cancer cell lines and the methylation inhibits its gene

expression， suggesting that ALX4 gene may play an important role in lung cancer.
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肺癌是严重威胁人类健康的恶性肿瘤之一，其

发病率和死亡率在全世界的肿瘤性疾病中均排名第

一位[1]．随着我国人口老龄化和城镇工业化进程的

加快以及人类生活环境的污染和破坏，特别是吸烟

人口的不断增加，在以后的时间里，我国肺癌的发

病率和死亡率还将持续攀升．从国内外目前的研究

进展看，研究肺癌的发生机制，寻找好的生物标志

物用于肺癌的早期诊断，对于预防肺癌以及提高肺
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癌病人的生存率具有重要意义.

表观遗传学是目前肿瘤研究领域的热点之一
[2，3]．作为表观遗传学修饰的主要形式，DNA甲基
化在肿瘤发生发展过程中发挥着重要作用，也是

目前最明确的肿瘤表观遗传学机制.我们前期利用

全基因组差异甲基化分析发现，ALX4基因在肺癌

组织中高甲基化，本研究采用甲基化特异性 PCR

（MSP）法分别检测了正常组织、肺癌组织、肿瘤

细胞株中 ALX4基因甲基化的变化情况，进一步明

确该基因甲基化在肺癌发生中是否具有广泛性；

同时分析其甲基化与表达调控的关系，为进一步

分析该基因的功能提供资料.

1 材料与方法

1.1 临床标本和细胞来源

肺癌肿瘤组织来源于第三军医大学附属医院

手术切除肺癌患者组织，全部标本均经病理证实；

距离肿瘤边缘 5 cm外组织作为正常对照，所有标

本的采集均经患者知情同意及医院伦理委员会批

准同意，取材后立即置于液氮中速冻后置 -80℃冰

箱保存.

肿瘤细胞株从中国科学院上海生命科学研究

院细胞资源中心购买，包括肺癌细胞株 A549 和

H446，胃癌细胞株 SGC7901，乳腺癌细胞株

MCF7，结肠癌细胞株 HCT116和 SW480，肝癌细

胞株 HepG2，宫颈癌细胞株 Hela.

1.2 DNA甲基化分析
按 照 文 献 描 述 的 甲 基 化 特 异 性 PCR

（methylation specific PCR，MSP） 方法 [4]．原理即

DNA双链变性解链后在亚硫酸氢钠作用下未发生

甲基化的胞嘧啶（C）转化为尿嘧啶（U），而已发

生甲基化的胞嘧啶（C）则不变.采用 MSP对各组

织和细胞标本进行 ALX4基因甲基化分析.具体步

骤如下：（1） DNA提取和处理：采用 Promega公

司 Wizard Genomic DNA Purification Kit提取试剂盒

提取组织和细胞标本 DNA，产物经琼脂糖凝胶电

泳验证后放置于 -20℃保存 .修饰应用 EZ DNA

Methylation-Gold Kit试剂盒，按照说明书进行，经

过 DNA亚硫酸氢盐转变后回收产物用于后续 PCR

扩增；（2）引物设计和合成：根据启动子区在线

引物设计软件 MethPrimer设计 MSP引物，分别包

括甲基化引物（M）和非甲基化引物（U），甲基化
引物，上游引物：5'- GTTAGGTATGAATGTTGAG-

ATTTGC -3’；下游引物：5' - GAATCCCTATACT -

TTAACGACGAC -3'，产物长度为 178 bp（退火温

度 55℃） .非甲基化引物，上游引物：5'- TAGG -

TATGAATGTTGAGATTTGTGT-3'，下游引物 : 5'-

CAAATCCCTATACTTTAACAACAAC-3'，产物长度
为 177 bp（退火温度 54℃） .（3） PCR 反应条件

反应体系 25 滋L，修饰后的基因组 DNA 1 滋L，

10×PCR buffer 2.5 滋L，MgCl2 1.5 滋L，上、下游引

物各 0.4 滋L，10 mM dNTP 0.5 滋L，Taq酶（5U/ 滋L

） 0.4 滋L，双蒸水 18.3 滋L.反应条件：95℃预变性

5 min；95℃变性 40 s，退火 1 min，72 ℃延伸 1

min，共 40个循环；72℃再延伸 10 min.以甲基转

移酶 SssⅠ处理和未处理的正常人外周血细胞 DNA

作为阳性对照和阴性对照，以双蒸水作为空白对

照.取 PCR产物 10 滋L，3%琼脂糖凝胶（含溴化乙

锭 0.5 mg/mL）中，以 150 V进行恒压电泳 30 min，

电泳结束后，在紫外灯下直接判读结果.每一个样

品 PCR反应均重复两次.应用甲基化引物出现扩增

产物者表明存在 DNA甲基化，应用非甲基化引物

出现扩增产物者即为不存在 DNA甲基化，若同时

出现扩增产物则考虑存在部分 DNA甲基化.选取

部分甲基化和未甲基化产物，切胶回收，送上海

生工生物工程技术服务有限公司测序.

1.3 去甲基化试剂 5-氮 -2'-脱氧胞苷(5-aza－

2'-deoxycytidine，5-aza-dC)

细胞培养用含 10%小牛血清的 RPMI 1 640在

37℃，5% CO2，饱和湿度下孵育培养.将对数生长

期的肿瘤细胞以适宜密度接种，24 h后加入去甲

基化试剂 5-aza-dC终浓度为 10 滋M，24 h后弃去

药液并重新更换含药液的新鲜培养液，浓度同前，

连续作用 3 d，以同体积的不含药液的 DMSO处理

的细胞作为对照组.分别收集上述培养细胞， Trizol

试剂一步法提取总 RNA，-80℃保存备用.

1.4 mRNA表达分析

以 1 滋g 的 RNA 作为模板进行反转录合成
cDNA；然后进行 PCR扩增，以β-actin作为内参

照；用 1.5%琼脂糖凝胶电泳分离 PCR产物，凝胶

成像分析系统扫描分析.实验重复 3次.

1.5 统计学处理

应用 SPSS统计软件行甲基化率统计学分析，

采用χ2检验， ＜0.05为差异有统计学意义.

2 结果

2.1 ALX4基因在正常和肺癌肿瘤组织中甲基化分

析

采用 MSP对正常和肿瘤组织中 ALX4 基因甲

基化发生情况进行了分析，结果发现：在 10例正
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图 3 ALX4基因在肿瘤细胞株中的甲基化情况

Fig. 3 ALX4 gene methylation in tumor cell lines

MK:分子量标准；U:非甲基化产物；M:甲基化产物.

常组织中均没有发生甲基化，ALX4基因甲基化发

生率为 0%，而在 20例肺癌组织中有 11例发生了

甲基化，甲基化发生率为 55%.正常组织和肺癌组

织中 ALX4基因的甲基化发生率具有显著的统计学

差异（＜0.05） . MSP产物典型电泳图见图 1．为

了进一步确定 MSP实验结果，对部分样品 PCR产

物进行了测序，结果见图 2.测序结果与 MSP电泳

结果一致.

2.2 ALX4基因在肿瘤细胞株中甲基化分析

采用 MSP方法对一系列肿瘤细胞株中 ALX4

基因的甲基化情况进行了分析，结果发现：8种肿

瘤细胞株均发生了甲基化，其中胃癌细胞株

SGC7901、乳腺癌细胞株 MCF7、结肠癌细胞株

HCT116和宫颈癌细胞株 Hela呈完全甲基化状态，

而肺癌细胞株 A549和 H446、肝癌细胞株 HepG2、

结肠癌细胞株 SW480呈部分甲基化状态见图 3．

结果表明 ALX4基因在肿瘤细胞中有很高的甲基化

发生率.

2.3 去甲基化药物处理细胞前后 ALX4基因的表

达分析

为明确 ALX4基因甲基化是否调控其基因表

达，笔者进行了去甲基化药物处理实验.实验结果

显示；发生了甲基化的 5 例肿瘤细胞株 MCF7、

HepG、HCT116、Hela、H446中 ALX4基因表达均

缺失，去甲基化药物处理后 ALX4基因 mRNA 表

达均明显升高（图 4），提示 DNA高甲基化导致该

基因在肿瘤中的表达沉默.

图 1 ALX4基因在正常和肿瘤组织中甲基化分析典型电泳图

Fig. 1 The typical electropherogram of ALX4 gene methylation in normal and tumor tissue

MK:分子量标准；U:非甲基化产物；M:甲基化产物；N：正常组织；T：肿瘤组织；Positive：阳性对照.

图 2 ALX4基因甲基化产物测序图

Fig. 2 The sequence figure of ALX4 gene methylation products
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图 4 去甲基化药物处理前后 ALX基因表达情况

Fig. 4 The ALX gene expression after demethylation

with drug treatment

MK: 分子量标准；U: 非甲基化产物；M: 甲基化产物；对

照（DMSO）处理 +: 去甲基化药物处理（-） .
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3 讨论

随着人类基因组计划的完成，功能基因组学

的研究已经成为生命科学研究的核心.已有研究表

明，基因表达模式由表观遗传学决定：即由 RNA
干扰、DNA甲基化、组蛋白密码、基因印迹等高

层次的基因组信息决定 [5]. 在高等真核生物中，

DNA甲基化广泛地参与了基因的表达调控、胚胎

发育、基因组印迹和 X 染色体灭活等生命活动，

是目前最明确的肿瘤表观遗传学机制，同时 DNA

甲基化也与细胞分化和增生、衰老、肿瘤以及多

种疾病发生有密切关系.因此，更深入的了解基因

发生异常甲基化的机制，不但有助于肿瘤的早期

诊断，而且也为肿瘤的防治提供新的思路[6-8].

ALX4基因是笔者前期新发现的一个在肺癌中

高甲基化的基因，到目前为止，国内外还未见关

于该基因甲基化在肺癌发生机制中的研究报道．

笔者通过肺癌组织中该基因甲基化分析表明，该

基因在肺癌中有较高的甲基化发生率（55%），文

献检索发现，ALX4在结直肠癌和乳腺癌组织中也

呈现高甲基化[9，10]．笔者进一步分析了不同组织来

源的肿瘤细胞中该基因的甲基化发生情况，结果
为来源于胃癌、结直肠癌、乳腺癌等肿瘤细胞中

该基因均检测出高甲基化，这无疑表明该基因甲

基化具有广泛性，可能在肿瘤发生中具有重要功

能，有深入研究的必要.

本研究实验结果表明，该基因甲基化明显抑

制其表达，去甲基化处理后基因表达恢复，说明该

基因甲基化与其表达呈负相关.这表明，在肺癌以

及肿瘤的发生过程中，该基因通过高甲基化失活，

从而参与肿瘤的发生．由于在多种肿瘤中该基因均

有甲基化失活发生，推测该基因可能是一个潜在的

抑癌基因.因此，后续有必要扩大临床标本的量，

进一步分析该基因甲基化与临床病理资料间的关

系；同时分析该基因在肿瘤发生中的作用，为全面

了解 ALX4基因的生物学功能提供资料.
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