
·论　　著·

胃泌素对胃癌细胞 ＭＭＰ２和ＥＣａｄｈｅｒｉｎ表达模式的影响
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　　摘　要：目的　探讨胃泌素对胃癌细胞基质金属蛋白酶２（ＭＭＰ２）和Ｅ钙粘蛋白（ＥＣａｄｈｅｒｉｎ）表达模式的影响，及其在胃癌

转移及侵袭中的作用。方法　以亚硫酸氢盐修饰后的基因组ＤＮＡ为模板，运用实时定量甲基化特异性ＰＣＲ（ＲＱＭＳＰ）法检测

各组基因甲基化状态，通过比较Ｃｔ（２－△ｔ）进行甲基化相对量分析。结果　胃癌细胞在胃泌素干预前、后 ＭＭＰ２和ＥＣａｄｈｅｒｉｎ基

因均处于半甲基化状态；胃泌素可显著降低 ＭＭＰ２基因甲基化水平，差异有统计学意义（犘＜０．０５），其受体拮抗剂丙谷酰胺可一

定程度抑制其效应（犘＞０．０５）；胃泌素可明显提高ＥＣａｄｈｅｒｉｎ甲基化水平，而其受体拮抗剂丙谷酰胺可显著降低甲基化水平，差

异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　胃泌素可以通过改变 ＭＭＰ２和ＥＣａｄｈｅｒｉｎ表达模式，从而在胃癌侵袭转移的生物学行为中

发挥一定作用。
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　　胃泌素是一种胃肠激素，大量研究表明胃泌素对胃肠道肿

瘤细胞生物学行为有影响，但其在促进胃癌细胞的侵袭、转移

方面的机制目前还不清楚。胃癌高表达的基质金属蛋白酶２

（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＭＭＰ２）可促进肿瘤细胞的组织浸

润和扩散，Ｅ钙黏蛋白（ＥＣａｄｈｅｒｉｎ）低表达可使胃癌细胞易于

由基质解离而转移［１］。ＤＮＡ甲基化是哺乳动物细胞重要的基

因表达调控方式，主要发生在基因启动子区富含ＣｐＧ岛的区

域，一旦这些ＣｐＧ岛被甲基化，则相应的基因便会处于失活状

态，换言之，甲基化可以使这个基因低表达。基因表达模式变

化将影响到细胞生物学行为，导致肿瘤细胞的分化与转移。本

文旨在在胃泌素及其受体拮抗剂干预下观察胃癌细胞 ＭＭＰ２

和ＥＣａｄｈｅｒｉｎ基因甲基化变化情况，从而探讨胃泌素在胃癌

细胞的侵袭、转移中的调控作用。

１　材料与方法

１．１　材料　ＭＫＮ４５胃癌细胞系由南昌大学一附院消化疾病

研究所提供，５肽胃泌素购自上海丽珠东风生物技术公司，丙

谷酰胺（分析纯）购自江苏金坛制药厂，甲基化和非甲基化引物

由生工生物工程公司合成，ＤＮＡ提取试剂盒购自北京全式金

生物技术有限公司，荧光定量试剂盒（ＴａｋａｒａＤａｌｉａｎ）ＳＹＢＲ

ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ
ＴＭ
Ⅱ，ＤＡ７６００自动实时荧光ＰＣＲ仪。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养及实验分组　ＭＫＮ４５胃癌细胞系培养于

ＤＭＥＭ培养液中，加１０％小牛血清，置３７℃、５％ＣＯ２ 恒温培

养箱，隔天换液，３ｄ传代１次。用含１０％小牛血清的ＤＭＥＭ

培养基将胃泌素浓度调为 ５０μｇ／ｍＬ，丙谷胺浓度为 ６４

μｇ／ｍＬ。实验共分４组：空白对照组、胃泌素组、丙谷胺组和胃

泌素加丙谷胺组。

１．２．２　ＤＮＡ提取　取传代后７２ｈ的细胞，用含１０％小牛血

清的培养液调整细胞浓度为１×１０５ 接种于６孔培养皿，每孔

１．２ｍＬ，待细胞贴壁后弃去培养液，空白组加含１０％小牛血清

培养液１０．０ｍＬ，胃泌素组加胃泌素液５．０ｍＬ，丙谷胺组加丙

谷胺液５．０ｍＬ，再各加含１０％小牛血清培养液５．０ｍＬ，胃泌
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素加丙谷胺组二者各加５．０ｍＬ。培养４８ｈ后，取出培养皿，

从培养皿移去培养液，用胰蛋白酶消化方法收集细胞，按照

ＥａｓｙＰｕｒｅＴＭＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡ 试剂盒说明书进行 ＤＮＡ 提取。

提取的组ＤＮＡ经２％琼脂糖电泳检测其完整性，经紫外分光

光度计检测Ａ２６０／Ａ２８０均在１．８～２．０之间。

１．２．３　ＤＮＡ硫化并纯化处理　基因组ＤＮＡ 首先经过亚硫

酸氢钠化学修饰，若启动子区ＣｐＧ 岛未甲基化，则胞嘧啶（Ｃ）

变为尿嘧啶（Ｕ），而已甲基化的胞嘧啶（Ｃｍ）则不变，再根据碱

基的变化分别设计甲基化特异性引物（Ｍ）和未甲基化特异性

引物（Ｕ）。ＤＮＡ修饰后用吸附柱纯化去除游离亚硫酸氢钠后

以此作为ＰＣＲ反应的模板。

１．２．４　甲基化特异性ＰＣＲ（ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃＰＣＲ，ＭＳＰ）

的引物序列　ＥＣａｄｈｅｒｉｎ甲基化上游引物５′ＴＡＡＴＴＡＧＣＧ

ＧＴＡＣＧＧＧＧＧＧＣ３′
［２］，下游引物５′ＣＧＡＡＡＡＣＡＡＡＣＧ

ＣＣＧＡＡＴＡＣＧ３′，产物大小１７０ｂｐ；非甲基化上游引物５′

ＴＴＡＧＴＴＡＡＴＴＡＧＴＧＧＴＡＴＧＧＧＧＧＧＴＧＧ３′下游引

物５′ＡＣＣＡＡＡＣＡＡＡＡＡＣＡＡＡＣＡＣＣＡＡＡＴＡＣＡ３′，

产物大小１８２ｂｐ；ＭＭＰ２甲基化上游５′ＧＧＴ ＧＧＴ ＴＡＴ

ＡＴＧＴＡＴＴＧＡＧＴＴＡＧＴＧＡ３′，下游引物５′ＡＣＴＣＴＴ

ＴＡＴＣＣＡＴＴＴＴＡＡＡＡＡＣＡＡＣ３′
［３］，产物大小２１０ｂｐ；非

甲基化上游引物５′ＧＣＧＧＴＴＡＴＡＣＧＴＡＴＣＧＡＧＴＴＡ

ＧＣ３′下游引物：５′ＡＣＴＣＴＴＴＡＴＣＣＧＴＴＴＴＡＡＡＡＡ

ＣＧＡＣ３′，产物大小２０５ｂｐ。ＰＣＲ的反应体积为２０μＬ，２×

ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ，ＤＮＡ 模板 ２μＬ，上、下游引物（１０

ｐｍｏｌ／μＬ）各０．８μＬ，加水至２０μＬ。循环扩增条件：ＥＣａｄｈｅｒ

ｉｎ９５℃６０ｓ；９５℃５ｓ，６４℃３０ｓ，４０个循环；ＭＭＰ２：９５℃

６０ｓ；９５℃５ｓ，５９℃３０ｓ，４０个循环。溶解曲线可判断其特异

性，系列稀释的ＤＮＡ模板标准量观察扩增效率。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件对数据进行分析，计

量资料采用狓±狊表示。两样本均数比较，方差齐时采用两独

立样本狋检验，方差不齐时行秩和检验，以犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＭＳＰ产物的确定和分析　熔解曲线分析显示，两基因相

应两对引物都扩增出了特异性的产物，其峰值所对应的温度与

预期产物的Ｔｍ值一致，未出现其他异常波形，波的形状也较

锐利，见图１。表明实验中所应用的实时检测系统能分别扩增

出各自特异性的产物。

　　Ａ：ＭＭＰ２甲基化熔解分析曲线；Ｂ：ＭＭＰ２非甲基化熔解曲线；Ｃ：ＥＣａｄｈｅｒｉｎ甲基化熔解曲线；Ｄ：ＥＣａｄｈｅｒｉｎ非甲基化熔解曲线。

图１　　ＭＭＰ２和ＥＣａｄｈｅｒｉｎ甲基化和非甲基化熔解分析曲线图

２．２　各组 ＭＳＰ检测产物琼脂糖凝胶电泳结果　如图２所示，

甲基化产物与非甲基化产物均为单一条带且与预期片段大小

一致。在空白组中，甲基化和非甲基化扩增产物中均电泳出单

一条带，说明干预前两基因部分处于甲基化，部分处于非甲基

化状态。在受到干预后，甲基化和非甲基化中均扩增出单一产

物，说明在胃泌素干预前、后 ＭＭＰ２和ＥＣａｄｈｅｒｉｎ基因均处

于半甲基化状态。

　　Ａ：ＭＭＰ２；ＥＣａｄｈｅｒｉｎ；Ｎ：阴性对照；Ｍ：甲基化；Ｕ：非甲基化；１：

空白组；２：胃泌素组；３：丙谷胺组；４：胃泌素加丙谷胺组。

图２　　ＭＭＰ２和ＥＣａｄｈｅｒｉｎ各组 ＭＳＰ

产物琼脂糖凝胶电泳结果

２．３　各干预组与空白组甲基化相对量比较　运用上述建立的

ＭＳＰ方法，分析胃泌素和丙谷酰胺对胃癌细胞中ＥＣａｄｈｅｒｉｎ

和 ＭＭＰ２基因甲基化的影响作用（狀＝５），采用比较Ｃｔ值法

计算公式２△ｔ（△Ｃｔ＝ 甲基化Ｃｔ值－非甲基化Ｃｔ值）法来进

行半定量，显示各组甲基化相对非甲基化水平改变。胃泌素组

与空白组比较，ＭＭＰ２基因甲基化水平显著下降（犘＜０．０５），

而ＥＣａｄｈｅｒｉｎ基因甲基化水平明显升高（犘＜０．０５），丙谷胺组

和胃泌素加丙谷胺组相对空白组，ＭＭＰ２基因甲基化水平无

明显变化（犘＞０．０５），然而ＥＣａｄｈｅｒｉｎ基因甲基化水平则显著

下降（犘＜０．０５）。

　　Ａ：ＭＭＰ２甲基化相对量分析；Ｂ：Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ甲基化相对量分析。

图３　　ＭＭＰ２和ＥＣａｄｈｅｒｉｎ各组甲基化相对非甲基化

水平改变比较分析

３　讨　　论

近年来，人们发现表观遗传在肿瘤的发生、发展过程中起

着重要作用，ＤＮＡ甲基化与癌症的发生、发展密切相关。特定
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基因启动子区域甲基化变化可以作为癌症的临床诊断的辅助

性标志来预测癌症的发生、发展及预后［４］。基因甲基化不但是

肿瘤发生的原因之一，而且在肿瘤浸润、转移过程中也发挥作

用。胃癌细胞浸润和转移是必然的生物学过程，是否有淋巴结

转移及远处转移是决定治疗原则最重要的因素，也是患者死亡

的主要原因。而此过程与细胞黏附分子、降解酶类、癌细胞的

运动等密切相关。多种研究证实胃癌组织存在ＥＣａｄｈｅｒｉｎ低

表达和 ＭＭＰ２
［５６］高表达，胃泌素可能对这两个基因的表达有

一定控制作用。本实验用胃泌素干预 ＭＫＮ４５胃癌细胞株，观

察ＥＣａｄｈｅｒｉｎ和 ＭＭＰ２基因启动子区ＣｐＧ岛甲基化的生物

学效应。

ＭＭＰｓ是一类高度保守的依赖于锌离子的内切蛋白水解

酶家族，其可降解基底膜和细胞外基质的大多数蛋白质，与肿

瘤的侵袭和转移有关。ＭＭＰ２是基质金属蛋白酶家族的重要

成员之一，主要降解明胶及Ⅳ型胶原。多个研究显示胃癌中

ＭＭＰ２异常高表达，并且有研究证实 ＭＭＰ２与胃癌的侵袭

和转移有关［７］。实验数据表明胃泌素可以显著降低 ＭＭＰ２

基因甲基化水平（犘＜０．０５），丙谷酰胺组及胃泌素加丙谷酰胺

组相对空白组能一定程度提高 ＭＭＰ２基因甲基化水平，并且

可以一定程度抑制胃泌素对细胞株的受体效应，但差异无统计

学意义（犘＞０．０５）。说明胃泌素在提高 ＭＭＰ２基因表达方面

发挥重要作用，而丙谷胺则可一定程度上抑制 ＭＭＰ２的表

达。胃泌素降低了 ＭＭＰ２基因甲基化水平，则相应的基因便

会处于活跃状态，基因启动子区呈开放状态，从而可促进

ＭＭＰ２基因表达相应的蛋白。国内外研究表明 ＭＭＰ２表达

量与胃癌恶性程度相关［５６］，ＭＭＰ２降解细胞外基质，并重塑

肿瘤组织循环，从而导致胃癌细胞浸润转移，这说明胃泌素通

过 ＭＭＰ２甲基化变化对胃癌细胞生物学行为方面有着重要

影响［８］。丙谷酰胺和胃泌素加丙谷酰胺组能在一定程度上提

高 ＭＭＰ２基因甲基化水平，但不明显。以上结果说明胃泌素

可通过 ＭＭＰ２促进胃癌细胞转移，而丙谷胺可一定程度抑制

其生物学行为。

ＥＣａｄｈｅｒｉｎ作为最重要的黏附分子，是一种肿瘤细胞侵袭

转移抑制剂，其生理功能主要是介导上皮细胞黏附、维持组织

结构完整性，并维持细胞极性和参与分化。ＥＣａｄｈｅｒｉｎ失活与

多种肿瘤的浸润和转移有关，其失活机制主要有：基因突变、

杂合性缺失、甲基化等。本实验探讨其甲基化变化，结果表明

胃泌素可明显提高 ＭＫＮ４５胃癌细胞ＥＣａｄｈｅｒｉｎ基因甲基化

水平（犘＜０．０５），其拮抗剂丙谷酰胺明显抑制ＥＣａｄｈｅｒｉｎ基因

甲基化（犘＜０．０５），在一定程度上可促进体外胃癌细胞ＥＣａｄ

ｈｅｒｉｎ表达，而胃泌素抑制其表达。说明胃泌素在肿瘤侵袭方

面起促进作用，而丙谷胺则可能起抑制作用。Ｓｕｎ等
［９］证实人

胃癌细胞株 ＭＫＮ４５在使用胃泌素受体拮抗剂后胃癌细胞更

易于发生凋亡，并发现是通过上调细胞凋亡促进基因Ｂａｘ基

因和下调细胞凋亡抑制基因Ｂｃｌ２基因来实现的。丙谷胺可

一方面抑制侵袭转移，另一方面可促进癌细胞凋亡。肿瘤细胞

黏附相关基因的启动子区高甲基化导致基因沉默可引起肿瘤

侵润转移能力的增强。

研究发现，肿瘤细胞的基因组甲基化水平与正常细胞相比

有着特有ＤＮＡ甲基化区域（ｃａｎｃｅｒｓｐｅｃｉｆｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙＤＮＡ

ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄｒｅｇｉｏｎ，ｃＤＭＲ），用基因组亚硫酸盐测序发现相同的

ｃＤＭＲ随机的甲基化差异导致了不同类型的肿瘤，引起ＣｐＧ

岛的甲基化水平发生异常［１０］。研究认为ＤＮＡ甲基化模式的

维持是由一系列甲基化、去甲基化、组蛋白乙酰化及多种甲基

结合蛋白状态之间动态平衡所决定［１１］。本实验也表明 ＭＭＰ

２和ＥＣａｄｈｅｒｉｎ均存在半甲基化状态，它已成为经典的造成基

因表达紊乱的＂第二次打击模式＂。王丽等
［１２］实验证明，胃泌

素在胃正常上皮细胞、慢性萎缩性胃炎、胃上皮不典型增生的

表达呈现递减的趋势，胃泌素表达水平的变化可能为胃癌发生

前的一种状态。有实验用小干扰 ＲＮＡ干扰胃泌素基因的表

达而降低胃泌素的表达，干扰胃泌素基因表达后可以显著抑制

胃癌细胞的迁移［１３］，Ａｊａｎｉ等
［１４］用胃泌素免疫抗原特异性的

抗胃泌素抗体，从而抑制了肿瘤细胞的增殖和浸润。多种研究

证实胃泌素参与了胃癌的发生、发展，随着肿瘤生长调节机制

研究的不断深入，人们可望通过操纵激素的方法选择胃泌素依

赖性胃癌进行内分泌治疗。

如何确定哪些基因的甲基化水平改变是导致癌症发生的

主要原因，有研究者发现，癌细胞要生存必需有一些基因沉默

表达，而主要是因为这些基因启动子区域是高度甲基化状态导

致［１５］。ＤＮＡ甲基化是基于非序列改变所致表达水平变化，是

可控、可调的变化。因此在癌症中高甲基化的基因可以作为癌

症治疗的一个靶点，可以通过使用去甲基化试剂使高甲基化的

基因恢复表达［１６］。甲基化变化为人类在肿瘤发病机制研究及

其早期诊断和治疗方面开辟新的途径。因此，针对胃泌素导致

胃癌细胞相关基因表达模式变化，进行药物联用和寻找特异性

调节甲基化酶活性的药物是胃癌治疗的一个方向。
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的客观指标。

本研究通过４４例 ＡＣＩ组患者ＯｘＬＤＬ和ＴｐＰ的结果分

析，发现二者在急性期呈显著正相关（狉＝０．５２１，犘＜０．０５），而

对照组中两指标不相关，提示ＯｘＬＤＬ与ＴｐＰ可能在导致粥

样斑块的不稳定性和促进血栓形成过程中起重要的协同作用。

这可能是因为随着ＡＳ程度的加剧，ＯｘＬＤＬ密度增高，电负性

增强，脂质过氧化物（ｌｉｐｉｄｐｅｒｏｘｉｄｅ，ＬＰＯ）含量明显增加，进

而损伤血管内皮细胞，破坏血管壁的完整性［１５］，导致血小板黏

附、聚集、释放，纤维蛋白原继发沉积而形成血栓。此时，反映

血栓前状态的ＴｐＰ水平也随之增高，它们共同参与了斑块的

破裂和机体的高凝状态，最终导致ＡＣＩ的发生。
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