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脑胶质瘤中 ｐｐＥＮＫ基因启动子区的甲基化状态研究
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摘　要：目的　检测脑胶质瘤组织中候选抑癌基因 ｐｐＥＮＫ基因启动子区的甲基化状态，探讨 ｐｐＥＮＫ基因启动子的异常
甲基化水平在脑胶质瘤发生发展中的作用以及与临床病理资料之间的关系。方法　采用巢式聚合酶链反应（ｎｅｓｔｅｄｐｏｌｙ

ｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎｎＰＣＲ）方法和亚硫酸氢盐修饰后测序法（ＢｉｓｕｌｆｉｔｅｓｅｑｕｅｎｃｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎＢＳＰ），检测 ３２例脑

胶质瘤组织和１０例正常脑组织中 ｐｐＥＮＫ基因启动子区 ＣｐＧ岛的甲基化状态。结果　脑胶质瘤组织中 ｐｐＥＮＫ基因启动

子甲基化率为４０．６％（１３／３２），明显高于正常脑组织中 ｐｐＥＮＫ基因启动子甲基化率０％（０／１０），两者差异存在统计学意

义（Ｐ＝０．０１５）。在低级别（Ｉ－ＩＩ级）组和高级别（Ⅲ －ＩＶ级）组脑胶质瘤中 ｐｐＥＮＫ基因启动子甲基化率分别为 ２１．１％

（４／１９）和６９．２％（９／１３），通过分析表明两者差异存在统计学意义（Ｐ＝０．００６）。结论　ｐｐＥＮＫ基因启动子的 ＣｐＧ岛在

脑胶质瘤中存在高甲基化现象，可能与胶质瘤发生有关。ｐｐＥＮＫ基因启动子的甲基化状态与胶质瘤病理分级有关，与年

龄、性别、病理分型无关。
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　　前脑啡肽原 ｐｐＥＮＫ（ｐｒｅｐｒｏｅｎｋｅｐｈａｌｉｎ），位于
８ｑ２３２４，其编码的 ｍｅｔｅｎｋｅｐｈａｌｉｎ是一种阿片样生
长因子的前体，又是一种抑制因子，能够抑制肿瘤

生长、细胞更新、生长发育、伤口愈合和血管生成。

其产物阿片类生长因子（Ｏｐｉｏｉｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，Ｆ）通
过与阿片类生长因子受体（Ｏｐｉｏｉｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅ
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ｃｅｐｔｏｒ，Ｆｒ）结合发挥作用，能够在体内和体外条件
下抑制肿瘤生长［１２］。目前主要在胰腺腺癌、胰管

内乳头状粘液瘤和胰腺导管上皮肿瘤中发现了

ｐｐＥＮＫ的甲基化失活［３］，而在脑胶质瘤中 ｐｐＥＮＫ甲
基化情况未见有报道。本实验旨在采用 ｎＰＣＲ方
法和 ＢＳＰ方法研究脑胶质瘤中 ｐｐＥＮＫ基因启动子
区的甲基化情况，分析其与胶质瘤病理分级、年

龄、性别、病理分型关系，以探索其在脑胶质瘤发

生、发展中的作用。

１　材料和方法
１．１　材料

３２例脑胶质瘤标本来源于 ２０１０年 ２月 ～
２０１１年 ３月安徽医科大学第一附属医院神经外科
手术治疗的脑胶质瘤患者，１０例正常脑组织标本
来源脑外伤颅内减压手术患者。所有标本均经病

理确诊，术前未进行放疗或化疗。标本切除后经

液氮冷冻，置 －８０℃冰箱保存备用。提供该标本
患者中男 １４例，女 １８例，年龄为 ２５～７４岁。按
ＷＨＯ病理分级，Ⅰ～Ⅱ级１９例，Ⅲ～Ⅳ级 １３例。其中
星型细胞瘤 １８例，胶质母细胞瘤 ８例，少突胶质
细胞瘤 ３例，室管膜瘤 ３例。
１．２　方法
１．２．１　组织 ＤＮＡ提取和测定 ＤＮＡ浓度　采用
ＱｉａｍｐＤＮＡｍｉｎｉｋｉｔ试剂盒从冷冻标本组织中提取
ＤＮＡ，２％琼脂糖凝胶电泳检测提取的 ＤＮＡ（图１），
再用紫外分光光度计检测提取 ＤＮＡ的含量和纯
度，ＤＮＡ样品浓度（μｇ／μｌ）＝ＯＤ２６０×稀释倍数
×５０／１０００。
１．２．２　ＤＮＡ甲基化修饰　按 ＥｐｉＧＥＮＥＴＥＫ ｏｎｅ
ｓｔｅｐＤＮＡＭｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｋｉｔ步骤进行修饰① 取 ９０％乙
醇 １ｍｌ加入 １０μｌＧ３（平衡液），取以上 ５０μｌ混合
液体加入 ２００μＭ洗涤 ＤＮＡ，８ｍｉｎ后，离心 ２０００
ｒｐｍ／１ｍｉｎ。② 加入 ３００ｍＭＧ４修饰，离心 ２０００
ｒｐｍ／１ｍｉｎ混匀；③混匀液中加入 ９０％乙醇洗涤 ２
次；④ 加入 １８μｌＧ６。
１．２．３　巢式 ＰＣＲ（ｎｅｓｔｅｄＰＣＲ）　根据巢氏 ＰＣＲ引
物设计原理，利用引物设计软件设计出 ｐｐＥＮＫ基
因的巢式引物（外引物与内引物），然后对巢氏引

物进行两轮 ＰＣＲ扩增反应。在第一轮扩增中，外
引物用以产生扩增产物，此产物在内引物的存在下

进行第二轮扩增。由于巢式 ＰＣＲ反应有两次 ＰＣＲ
扩增，从而降低了扩增多个靶位点的可能性（因为

与两套引物都互补的引物很少）增加了检测的敏

感性；又有两对 ＰＣＲ引物与检测模板的配对，增加
了检 测 的 可 靠 性。外 引 物 ｐｐＥＮＫＦ１５’ＧＴＴ
ＧＧＧＴＴＴＴＴＡＧＴＡＴＡＴＴＴＴＡＧＡＡＧ３’ Ｒ ５’ＣＴＡＣＴＡ
ＡＡＡＣＣＡＣＴＴＴＡＴＡＡＴＴＡＡＣＣ３’内 引 物 ｐｐＥＮＫＦ２
５’ＴＴＡＡＡＴＴＴＴＴＴＡＡＴＴＧＴＴＴＴＧＧＧＴ３’，Ｒ５’ＣＴＡＣ
ＴＡＡＡＡＣＣＡＣＴＴＴＡＴＡＡＴＴＡＡＣＣ３’外引物的 ＰＣＲ扩增
产物大小为 ３８５ｂｐ，内引物的 ＰＣＲ扩增产物大小为
２３９ｂｐ。首轮 ＰＣＲ反应体系为 ２５μｌ，以无菌蒸馏
水代替 ＤＮＡ模板作阴性对照。包括 ＤＮＡ模板（５０
～１００ｎｇ）４μｌ、１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ２．５μｌ、脱氧核糖
核苷三磷酸（ｄＮＴＰ）０．５μｌ、耐热 ＤＮＡ聚合酶（Ｔａｑ
酶）（５ｕ／μｌ）０．２μｌ、ＭｇＣｌ２２．５μｌ、上下游引物各
１．５μｌ，加双蒸水至 ２５μｌ。ＰＣＲ反应流程如下：
９５℃１０分钟预变性，ＰＣＲ循环 ９９℃ ６ｍｉｎ，６５℃
１２０ｍｉｎ，７２℃ ３３ｍｉｎ。首轮 ＰＣＲ为 ３０个循环，２μｌ
首轮产物以１∶４加双蒸水稀释，作为样本加入次轮
反应，重复上述过程。扩增完后用 ２％琼脂糖凝胶
电泳对 ＰＣＲ产物进行检测（图 ２）。
１．２．４　扩增 ＰＣＲ测序　根据 ＢＳＰ方法对扩增
ＰＣＲ产物进行测序，根据测序结果可确定目的片段
内每个 ＣｐＧ岛中胞嘧啶（Ｃ）的甲基化状态，目前
是检测目的基因启动子区 ＣｐＧ岛甲基化水平的金
标准。本实验测序工作由上海生物芯片公司完成，

主要仪器为 ＡＢＩ３７３０ＸＬ全自动 ＤＮＡ测序仪（遗传
分析仪）。若原基因序列 ＣｐＧ岛中的 Ｃ即胞嘧啶
发生了甲基化反应，则测序后应保持不变（图 ３）；
若原基因序列中的胞嘧啶未发生甲基化反应，则经

亚硫酸氢盐修饰、ＰＣＲ扩增和测序后应转变为胸腺
嘧啶 Ｔ（图 ４）。
１．２．５　统计学分析　用 ＳＰＳＳ１３．０统计分析软件
包处理数据，两率的比较采用 χ２检验，多变量间比
较采用单因素 ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析，以 Ｐ＜０．０５为差
异具有显著性。

２　结果
对本组 ３２例脑胶质瘤标本进行甲基化修饰及

测序检测，其中 １３例检测出发生 ｐｐＥＮＫ基因启动
子甲基化，甲基化率为 ４０．６％，远高于正常脑组织
的甲基化率 ０％（０／１０），两者差异存在统计学意义
（Ｐ＝０．０１５）。低级别组（ＩＩＩ级）和高级别（ⅢＩＶ
级）胶质瘤中 ｐｐＥＮＫ基因启动子甲基化率分别为
２１．１％和６９．２％，通过分析表明两者之间存在统计
学意义 （Ｐ＝０．００６）。而 ｐｐＥＮＫ基因的甲基化与性
别、年龄、病理类型无明显相关性（表２）。
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　　 图片 １　（左）标本组织 ＤＮＡ提取后对 ＤＮＡ质量进行检测电泳图

图片 ２　（右）巢式 ＰＣＲ扩增后对扩增产物进行检测电泳图

１６标本组织，Ｎ１、Ｎ２Ｈ２Ｏ阴性对照 ＭＤＮＡ片段 Ｍａｒｋｅｒ

图片 ３　发生 ｐｐＥＮＫ甲基化的测序图（经亚硫酸氢盐修饰后原 ＣｐＧ岛中胞嘧啶 Ｃ仍为胞嘧啶 Ｃ）

图片 ４　未发生 ｐｐＥＮＫ甲基化的测序图（经亚硫酸氢盐修饰后原 ＣｐＧ岛中胞嘧啶 Ｃ变为胸腺嘧啶 Ｔ）

３　讨论
胶质瘤是神经系统最常见的原发性恶性颅内肿

瘤，预后不佳。随着表观遗传学的发展，ＤＮＡ甲基化
与胶质瘤相关性研究成为近年来研究的热点。ＤＮＡ
甲基化是指在 ＤＮＡ甲基转移酶（ＤＮＭＴ１）的催化作
用下，以 Ｓ腺苷蛋氨酸（ＳＡＭ）为甲基供体将甲基转
移到 ＣｐＧ二核苷酸的胞嘧啶的 ５＇末端，形成 ｍＣｐＧ
的过程。目前研究发现在脑胶质瘤中存在多种基因

启动子区域 ＣｐＧ岛的高基化现象，因此认为 ＣｐＧ岛
的高甲基化可能是脑胶质瘤发展的一个重要分子机

制，同时也进一步表明了表观遗传学在脑胶质瘤发

生发展过程中具有重要的意义［４５］。在胰腺癌中，

Ｕｅｋｉ等［６］报告１１个胰腺癌细胞系 ｐｐＥＮＫ全部存在
ＣｐＧ岛甲基化，而且胰腺癌病理标本中 ｐｐＥＮＫ甲基
化检出率高达９１％，但在正常胰腺组织 ｐｐＥＮＫ甲基
化率为０％。同时，４个 ｐｐＥＮＫ完全甲基化的胰腺癌
细胞系均无相应 ｍＲＮＡ表达，而所有正常胰腺组织
均表达 ｐｐＥＮＫｍＲＮＡ，说明 ＣｐＧ岛甲基化抑制了
ｐｐＥＮＫ表达。目前已明确这种基因表达的抑制作用
是由于 ｐｐＥＮＫ启动子区 ＣｐＧ岛甲基化干扰了顺式

·２２５·
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表１　ｐｐＥＮＫ基因启动子甲基化状态与临床病理特征关系

　　组别 例数 ｐｐＥＮＫ甲基化例数 Ｐ值
性别 ５ ０．１５４＃

男 １４
女 １８ ８
年龄 ０．９６１＃

＜４０岁 １０ ４
≥４０岁 ２２ ９
肿瘤类型 ０．６９４△

星性型细胞瘤 １８ ８
少枝胶质细胞瘤 ３ １
室管膜瘤 ３ １
胶质母细胞瘤 ８ ３
病理分级 ０．００６＃

低级别 １９ ４
高级别 １３ ９
实验组与对照组 ０．０１５＃

脑胶质瘤组织 ３２ １３
正常脑组织 １０ ０

　　注：△采用单因素ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析，＃采用χ２检验。Ｐ＜０．０５，具

有显著性差异。

作用转录因子与启动子的结合造成。本实验通过对

３２例脑胶质瘤标本甲基化状态进行研究，发现
ｐｐＥＮＫ基因启动子的 ＣｐＧ岛在脑胶质瘤中同样存在
高甲基化现象（１３／３２），而 １０例正常脑组织中均未
检测到 ｐｐＥＮＫ基因启动子区 ＣｐＧ岛的甲基化现象
发生（０／１０）。通过统计学分析表明在脑胶质瘤组
织和正常脑组织中 ｐｐＥＮＫＫ基因动子的 ＣｐＧ岛甲基
化率之间存在显著差异（Ｐ＜０．０５），可见 ｐｐＥＮＫ基
因动子的 ＣｐＧ岛异常甲基化在脑胶质瘤组织中具有
肿瘤特异性，可能是胶质瘤发生中的频繁事件，与胶

质瘤的发生发展密切相关。对 ｐｐＥＮＫ基因的深入研
究，必将推动脑胶质瘤发生相关机制的探索。

本实验通过研究发现 ｐｐＥＮＫ基因启动子的甲基
化状态与胶质瘤病理分级有关，与年龄、性别、病理

分型无关。３２例脑胶质瘤标本中高级别组 １３例，
其中９例检测到发生 ｐｐＥＮＫ甲基化（６９．２％）。低级
别组 １９例，仅 ４例 检 测 到 发 生 ｐｐＥＮＫ甲 基 化
（２１．１％）。脑胶质瘤中 ｐｐＥＮＫ甲基化率在高级别
组（ⅢＩＶ级）明显高于低级别组（ＩＩＩ级），且两者
之间差异存在统计学意义，通过这一变化趋势，可以

推断 ｐｐＥＮＫ甲基化是脑胶质瘤发生发展过程中的中
晚期事件。在胰腺癌前病变—胰上皮内瘤（ＰａｎＩＮ）
和胰腺癌细胞中同样发现 ｐｐＥＮＫ过度甲基化。且
ＰａｎＩＮ中 ｐｐＥＮＫ甲基化率随 ＰａｎＩＮ病变分期加重而
增加，ＰａｎＩＮ２１Ａ甲基化率为 ７．７％，而 ＰａｎＩＮ２３则升

至４６．２％［７］。Ｚｈａｎｇ等［８］通 过研究发现 ｐｐＥＮＫ，
ＤＫＫ３，ｐ１６等６种基因在恶性胆道狭窄患者胆汁中
的甲基化检测率明显高于良性患者，并认为这 ６种
基因的甲基化检测有望成为鉴别恶性和良性胆道狭

窄的生物学标记。目前已经有研究发现 ｐ１６、ｈＭ
ＬＨ１、ＳＬＣＳＡ８等相关基因启动子区域 ＣｐＧ岛的异常
甲基化与脑胶质瘤病理分级密切相关，其甲基化率

随着脑胶质瘤恶性程度增加而增高［９１１］。本实验研

究认为 ｐｐＥＮＫ甲基化率在不同级别脑胶质瘤中同样
存在这一变化趋势，ｐｐＥＮＫ基因启动子区域 ＣｐＧ岛
的甲基化有可能成为脑胶质瘤评价恶性程度和预后

的生物学标记，因此检测 ｐｐＥＮＫ甲基化率具有一定
的临床诊断意义。

ｐｐＥＮＫ基因与抑制肿瘤细胞生长有关，其编码
产物为阿片样生长因子，能延迟细胞周期发展，诱导

细胞凋亡［１２］，对包括胰腺癌在内的多种肿瘤具有负

生长调节作用。因 ｐｐＥＮＫ基因在脑胶质瘤中存在较
高的甲基化率（４０．６％），而正常脑组织中均未检测
到甲基化的发生，并且其甲基化率与肿瘤的恶性程

度密切相关，因此 ｐｐＥＮＫ基因甲基化所致的失活静
默可能促使脑胶质瘤发展加速。由于基因启动子区

的高甲基化状态能通过特异性去甲基化药物逆转，

从而恢复相关基因在脑胶质瘤中的表达，抑制肿瘤

的生长。所以作为候选抑癌基因的 ｐｐＥＮＫ有望成为
脑胶质瘤基因治疗中的靶向基因。
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