
肿瘤学杂志
!"#$

年第
!%

卷第
!

期

&'()*+, '- ./0*121 3*4','567!"8$79',:!%7;':!

良性脑膜瘤中 <=!#!对 ;>!基因甲基化
调控的作用研究

李 峰 8

!张 超 !

!

8:

陕西省核工业二一五医院"陕西 咸阳
?8!"""

#

!:

汉中市中心医院"陕西 汉中
?!@"""

$

摘 要!%目的& 探讨良性脑膜瘤中炎症因子
<=!8!

在
;>!

甲基化中的作用及调控机制'

%方法 & 利用
!

个脑膜瘤患者手术后的标本做原代细胞培养 " 不同浓度
<=!8!

(

"

"

":!

"

":A

"

":B
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"

8"*5CD,

$处理细胞"利用
EFGH.E

和
I12J1)* K,'J

检测
;>!

)

D1),0*

和
L;MF2

的
表达" 利用甲基化特异性

H.E

检测
;>!

启动子甲基化水平* 通过共同添加
<=!#!

和
L;MF

抑制剂或
20E;N

"观察
<=!8!

与
;>!

甲基化的关系* %结果&

<=!8!

能促进脑膜瘤细胞的增
殖*

EFGH.E

及
I12J1)* K,'J

结果显示"

<=!8!

能降低脑膜瘤细胞
;>!

和
D1),0*

的表达*

<=!8!

能诱导脑膜瘤细胞
;>!

启动子甲基化# 同时
<=!8!

能增加脑膜瘤细胞中
L;MF8

的表达"而
<=!8!

诱导脑膜瘤细胞的
;>!

启动子甲基化可以被
L;MF

抑制剂和
20E;N

抑制* %结论&

<=!8!

通过
L;MF8

诱导
;>!

基因启动子的甲基化" 这种甲基化可以下调
;>!

基因的转录*

抑制
L;MF2

可以考虑作为调控
;>!

表达和和抑制脑膜瘤发展的治疗靶点*
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脑膜瘤起源于大脑" 人群发病率
8:@C8Z

万到

?:BC8Z

万%

8
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* 根据
!ZZ? IV3

分类"约
$Zc

的脑膜瘤

为良性肿瘤!

"

级,

%

!

"

@

&

* 常规手术是脑膜瘤的主要治

疗手段" 但病理性良性脑膜瘤在肿瘤完全切除后仍

可复发"其复发率约为
?cd!%c

%

A

&

* 研究表明"脑膜

瘤切除程度- 骨侵犯和肿瘤组织病理学是其主要的

预后因素 %

%

&

' 神经纤维瘤病
!
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" 是一种常染色体显性遗传性疾病!

*+!

基因的失活在肿瘤的发生#发展过程中起重要作用!

但和脑膜瘤的生长无关$

,

%

&研究表明!约
,-.

的零星

脑膜瘤和
*+!

基因突变导致的失活#杂合性缺失及

启动子甲基化有关$

/

!

0

%

&

*+!

基因的转录产物
1)2345

!

已被证实在控制细胞增殖中起着重要作用$

0

%

&

*+!

基

因启动子甲基化水平是恶性脑膜瘤中
1)2345

的表

达与肿瘤生长的一个关键因素& 大量研究表明!促

炎性细胞因子白细胞介素
!#!

'

67!#!

"在多种肿瘤包

括脑膜瘤中表达升高!并在肿瘤的生长#转移和血管

生成中发挥重要作用$

$8##

%

& 本研究通过对良性脑膜瘤

中
67!#!

和
*+!

启动子甲基化的关系进行研究!探

讨脑膜瘤发生的分子机制&

#

材料与方法

!"!

细胞分离与培养

两个原发性脑膜瘤细胞来自外科手术标本

'

9:; "

级"

$

!

%

& 肿瘤组织切成小于
#11

<

-=!%.

胰

蛋白酶消化
>?

&室温离心
#---@"%145

!弃上清(沉淀

加入适量含
#-. +AB

的
CDEDF+#!

培养基
G

含
>--

6HF13

青霉素!

>-- #@F13

链霉素
I

重悬细胞!接种于

<% 11

培养皿中!置于
</#

#含
%.J;

!

#

$$.

湿度的

培养箱中培养过夜! 次日换液& 组织标本的获取及

实验研究计划获得医院伦理委员会批准! 术前告知

患者及患者家属并签署知情同意书&

!"#

试剂与仪器

KJL

仪购自德国
E(()5MN2O

公司( 激光共聚焦

购自德国
P)4QQ

公司! 凝胶图像分析系统购自美国

A4N!LRM

公司(

>--F%--

型电泳仪和转移仪购自美国

A4N!LRM

公司( 酶标仪购自美国
S?)21N

公司(

C*!

DSQ

的抑制剂
TPT

购自美国
B4@1R

公司&

!"$

细胞增殖实验

通过
JJU!0

试剂盒测定细胞活性 '碧云天!中

国"& 根据说明书!

!">-

<

F

孔细胞接种于
$,

孔平底

板!在
</$J

培养箱放置
!V?

& 然后!用不同浓度
G-

#

-=!

#

-=V

#

-=,

#

-=0

#

#=-

#

#-5@F13I

的
67!#!

处理细胞不

同时间& 将
#-#3 JJU!0

溶液分别添加到每个孔中!

混合培养
!?

后!用酶标仪在
V%-51

测定吸光度&

!"%

实时定量
KJL

实验

采用
S24WN3

法提取细胞的总
L*T

! 并通过
LS

DRQ&)2 D4X

试剂盒'

SRYR2R

!日本"反转录成
ZC*T

&

检测系统为
T((34))M A4NQ'Q&)1Q L)R3!S41) KJL

!反

应条件如下)

$%% <-Q

!

$%% %Q

!

,-% <VQ

循环
V-

次&

通过测定
J&

值表示目的基因
1L*T

表达量! 基因

表达的相对变化用
!

[!!

J&

法分析表示&

!"&

甲基化特异性
KJL

实验!

DB!KJL

"

根据说明书 ! 用
SRYR2R D454AEBS H54\)2QR3

])5N14Z C*T EX&2RZ&4N5 U4&

'

SRURLR

!日本"抽提细

胞 中 的
C*T

! 然 后 用
J(])5N1) S^2_N A4Q^3O4&)

DNM4O4ZR&4N5 U4& `DELJU D6776K;LE

!德 国
I

进 行

C*T

的重亚硫酸氢化处理&通过
D)&?K241)2

设计用

来区分
*+!

启动子
J(]

岛的甲基化特异性引物!甲

基化正向引物 )

%& !T]SSS]TJ]TTSTS]]T]TTT!

SSSJ!<&

!反向引物)

%&!TJSTTTTSTJTTSTTJ]J]!

TSJSJ]!<&

( 非甲基化正向引物)

%&!SST]SSS]TS!

]TTSTS]]T]TTTSSSS!<&

! 反向引物 )

%& !TJST!

TTTSTJTTSTTJTJTTSJSJTTJ!<&

& 用
E(4BZN()

DBK Y4&

'

SRURLR

!日本"进行
DB!KJL

实验& 取
%#3

KJL

产物在含有溴化乙锭的
!=-.

琼脂糖电泳上检

测!用
])5) ])54^Q

生物成像系统
`B'5@)5)

!美国
I

照

相#分析&

!"' 9)Q&)25 _3N&

实验

将细胞用含蛋白酶抑制剂的
L6KT

'

S?)21N

!美

国"冰上裂解
<-145

& 用干净的刮棒将细胞刮于培养

皿的一侧! 然后用移液枪将细胞碎片和裂解液移至

>=%13

离心管中&

V%

!

>! --- 2(1

离心
% 145

!上清即

为细胞总蛋白& 将蛋白样品进行
BCB!KT]E

电泳分

离
`

每孔
V- #@

上样
I

!转至
KaC+

膜&室温下用含
%.

牛血清白蛋白的
SAB

缓冲液封闭
3 ?

& 然后与一抗

'

>'>---

"

V%

孵育过夜! 次日再与
:LK

标记的二抗

`>'%---I

室温孵育
3 ?

&

SABS

洗涤
<

次后!用
EJ7

试

剂盒显影成像&

!"( Q4L*T

实验

设计
!C*DS>

基因的
Q4L*T

引物序列! 上游)

]]J]]JSJTTT]TSSS]]TSS

! 下游)

SJJTTTSJ!

SSS]T]JJ]JJS]

& 构建
C*DS>

基因的
Q4L*T

载

体& 转染前
>M

!将细胞消化#接种至培养板中!并加

入不含双抗的完全培养基!培养箱中继续培养!使转

染前细胞融合至
V-.

左右& 转染前!去除培养板中

的培养基!

KAB

冲洗
!

遍& 每个孔加入
>=%13

无血清

的
CDEDF+>!

培养基& 将
%#3

质粒储存液稀释于

>>/
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!%E!,

不含血清的
3I?0!BJB

培养基中! 轻轻混匀!

室温放置
%K0*

" 将
%!, ,0I'!EEE

稀释于
!%E!,

不含

血清的
3I?0!BJB

培养基中! 轻轻混匀! 室温放置

%K0*

" 将上述稀释液逐一混合!轻轻混匀!室温放置

!EK0*

# 将上述质粒
,0I'!EEE

混合液每孔
%EE!,

加

入培养板各孔中!轻轻混匀!放入培养箱中继续培

养#

C/

后!移除培养基!更换为完全培养基"

LMNO

P)11*

荧光定量
Q.O

法检测
R;BS8

的表达!确定

转染成功及抑制率!

R;BS8

基因的
KO;T

表达抑

制率为
%!:%@U

"

&89

统计学处理

采用
LQLL !E:E

进行统计分析! 计量资料以均

数
"

标准差表示!两组间比较采用独立样本
?

检验!

F

组及以上比较采用单因素方差分析!

Q#E:E%

为差异有统计学意义"

!

结 果

:8; <V!8"

促进脑膜瘤细胞增殖

不同浓度
<V!8"

$

"

!

":!

!

":@

!

":A

!

8:"

!

8"*5WK,

%

处理细胞
!@/

!结果显示!脑膜瘤细胞存活率高于对

照组!且呈剂量依赖性& 见
X05()1 #

!

S+Y,1 #

&

<8< <V!#"

对
;X!

和
K1),0*

的表达及
;X!

启动子

甲基化的作用

#*5WK, <V!#"

处理细胞
C/

细胞后与对照组相

比!

;X!

基因的表达受到抑制$

S+Y,1 !

%&不同浓度的

<V!#"

$

E

!

E:!

!

E:@

!

E:A

!

#:E

!
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% 处理细胞
#!/

!
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蛋白表达呈剂量依赖性降低$

X05()1 !
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<V!#"

$

E

!

E:!

!

E:@

!
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!

#:E

!
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%

处理细胞
#!/

后结果显示! 脑膜瘤细胞中观察到大

量
;X!

启动子发生甲基化!

;X!

启动子非甲基化水

平呈显著的剂量依赖性降低$

S+Y,1 F
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<8= <V!#"
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不 同 浓 度
<V!#"

$

E

!

E:!

!

E:@

!

E:A

!

#:E

!

#E*5WK,

% 处

理细胞
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检 测
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!
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和
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的蛋白表达水平!

"!+4?0*

作为内参& 甲基化

转 移 酶
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!

R;BSFT

和
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检 测 结 果 显
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B#!C&BD# <;@A"<;!% <;%#"<;!E <;F!"";G" ";A%"";=A

88

=;GA"";G!

8

=;F!"";!"

88

B=!C&BDG- =;@""";=! =;@$"";=F =;@!"";== =;G$"";!! =;G@"";!" =;GF"!;%F

B=!C&BDGH =;=%"";GG =;=!"";!% =;=""";!E ";$A"";=! =;=@"";G" ";$E"";GA

B!!C&BD= ";G!"";=A ";G""";=! ";G%"";=" ";F!"";!!

8

";FF"";!"

8

";%!"";=@

8

B!!C&BDG- =;GA"";=A =;@F"";=% =;%!"";!" =;@="";=A =;@!"";!= =;@%"";!%

B!!C&BDGH ";%!"";=" ";%@"";=A ";%G"";"$ ";%F"";=F ";%@"";=% ";@$"";!"

>4/)? *'4(.'5 6.'7, >I!= ! (.)-(+)4( 6.'7,

B=!C&BD= =;=%"";!G =G;%%"!;FA

8

B=!C&BDG- =;=="";=! =;!A"";!"

B=!C&BDGH ";$A"";!= =;=$"";=@

B!!C&BD= =;"G"";=% %;!="";@A

8

B!!C&BDG- =;=A"";G" =;G@"";=E

B!!C&BDGH =;"%"";!A =;!""";=G

示! 脑膜瘤细胞中只有
C&BD=

基因表达明显增加

#

9:";""=

$"而
C&BDG-

和
C&BDGH

没有受到
>I!=!

处理的影响%

9J";"%

&' 见
D-H5) @

(

%

'

!"# >I!=!

诱导脑膜瘤细胞的
&K!

启动子甲基化可

被
C&BD

抑制剂和
L1M&N

抑制

>I!=!

#

=46O+5

&和
NPN

或
L1M&N

共同处理脑膜

瘤细胞
=!2

后结果显示!

>I!=!

诱导脑膜瘤细胞的

&K!

启动子甲基化可以被
C&BD

抑制剂和
L1M&N

抑制 #

K167.) GN

"

D-H5) F

&"

提 示
C&BDL

在
>I!=!

和

&K!

启动子甲基化之间的关

键作用'

B).514

的表达结果

显示! 与对照组相比"

>I!=!

明显下调' 与
>I!=!

组相比"

NPN

或
C&BD= L1M&N

共培

养组
+).514

表达升高#

K167.)

GQ

"

D-H5) E

&'

G

讨 论

脑膜瘤原发于蛛网膜

层的蛛网膜内皮细胞"绝大

多数为良性肿瘤' 目前临床

上多采用手术治疗"效果较

好"但有部分脑膜瘤即使病

理学特征是良性肿瘤"包膜

完整"手术切除后仍出现复

发' 脑膜瘤术后复发是神经外科治疗脑膜瘤的一

大难题"为寻找良性脑膜瘤术后复发相关因素"本

研究从分子角度研究发病机制' 在本究中"探讨了

良性脑膜瘤
>I!=!

在
&K!

基因甲基化中的调控机

制"发现
>I!=!

通过
C&BD=

诱导
&K!

基因启动子

的甲基化" 而且这种甲基化可以下调
&K!

基因的

转录'表明
>I!=!

是脑膜瘤中异常的
&K!

启动子甲

基化的一种可能因素"

C&BDL

在
>I!=!

诱导的
&K!

基因启动子甲基化过程中起着至关重要的作用'

慢性炎症增加肿瘤发生的风险" 促进肿瘤的发

展和转移扩散 )

==

*

' 在肿瘤发生发展的初级阶段"炎

症介质如细胞因子(活性氧%

MRS

&和活性氮%

M&S

&

引起的表观遗传学改变导致肿瘤抑制基因沉默 )

=!

*

'

表观遗传学机制"尤其是
C&N

甲基化"被认为是慢

性炎症和肿瘤发生之间的转换"如胃癌(肝细胞癌和

结肠癌)

=G

*

'以往的研究也支持这一想法"沉默的
&K!

基因表达与脑膜瘤的)

%

"

=G

*的初始阶段有关'本研究进

一步证实了脑膜瘤中
&K!

基因的甲基化是
>I!=!

所

致" 这一结果也提示炎症微环境对脑膜瘤的表观遗
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传改变的作用!

<;=

甲基化是哺乳动物基因表达的表观遗传

调控过程中的一个关键过程!

<;>?8

"

<;>?@+

和

<;>?@A

在哺乳动物细胞
<;=

甲基化中扮演不同

的角色! 最近的研究表明#在肿瘤发生中
<;>?2

起

着重要的作用#并且在不同肿瘤中表达明显不同$

8B

%

!

<;>?8

和
<;>?@+

在散发性乳腺癌中高表达#和雌

激素受体
!

表达减少及预后差相关$

8%

%

! 然而#在胶

质瘤中#

<;>?8

和
<;>?@A

高表达$

8C

%

! 我们的结果

也显示# 在正常脑膜瘤细胞中
<;>?2

可以被诱导

表达! 脑膜瘤细胞经
DE!8"

处理后#只有
<;>?8

的

表达上调#

<;>?@+

和
<;>?@A

未受明显影响!

目前#

<;>?2

被认为是癌症预防和治疗的新靶

点$

8F

%

! 几种酶的抑制剂已被开发#如
=G=

#

B!

脱氧尿

苷#他们已被用于治疗血液系统恶性肿瘤"妇科肿瘤

和肺癌! 本实验使用了
=G=

和
<;>?8 20H;=

#结果

表明#

DE!8"

诱导的
;I!

基因甲基化可以被
<;>?

抑制剂抑制#

DE!8"

抑制
J1),0*

表达也可以被逆转!

脑膜瘤复发或残留是临床面临的一大挑战# 临床分

析显示复发与性别"部位"组织学特征"骨或软组织

侵犯有关! 分子标记可能包括更高的
KD

"

KH

阴性表

达#而
L%@

"

A4,!

和
M1)!!

的阳性表达! 其他基因#包

括
N*O

"

.PQ!

#

R.ME#

#也在脑膜瘤的发生和复发中

显著异常表达! 本研究通过对分子机制的阐述#有

助于理解炎症环境和
;I!

基因的表观遗传改变导

致脑膜瘤复发&再生'!

综上所述# 表观遗传学机制是炎症与肿瘤发生

之间的&桥梁'#甲基化转移酶表达的异常和
;I!

基

因的甲基化在
DE!#"

诱导的细胞增殖过程中发挥了

关键作用# 抑制
<;>?2

可以考虑作为调控脑膜瘤

;I!

表达和抑制肿瘤发展的治疗靶点!
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