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中国肿瘤生物治疗杂志摇 澡贼贼责：辕 辕 憎憎憎援 遭蚤燥贼澡藻则援 燥则早
悦澡蚤灶 允 悦葬灶糟藻则 月蚤燥贼澡藻则，阅藻糟援 圆园员缘，灾燥造援 圆圆，晕燥援 远

阅韵陨：员园援 猿愿苑圆 辕 躁援 蚤泽泽灶援 员园园苑鄄猿愿缘载援 圆园员缘援 园远援 园员猿 ·临床研究·

长链非编码 砸晕粤 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 在食管鳞状细胞癌中的表达和甲基化状态
及其与临床病理特征的关系

沈素朋，刘胜男，师雅斌，梁佳，郭炜，董稚明，王晶田（河北医科大学 第四医院 河北省肿瘤研究所，河北 石家庄

园缘园园员员）

［基金项目］摇 河北省科技计划资助项目（晕燥援 员圆圆苑苑苑员员苑）；河北省医学研究重大专项资助（冀财预复［圆园员圆］圆园缘远 号）。孕则燥躁藻糟贼 泽怎责责燥则贼藻凿 遭赠 贼澡藻

杂糟蚤藻灶糟藻 葬灶凿 栽藻糟澡灶燥造燥早赠 孕造葬灶 孕则燥躁藻糟贼泽 燥枣 匀藻遭藻蚤 孕则燥增蚤灶糟藻（晕燥援 员圆圆苑苑苑员员苑），葬灶凿 贼澡藻 酝藻凿蚤糟葬造 砸藻泽藻葬则糟澡 酝葬躁燥则 孕则燥躁藻糟贼泽 燥枣 匀藻遭藻蚤 孕则燥增蚤灶糟藻（晕燥援［圆园员圆］

圆园缘远）

［作者简介］摇 沈素朋（员怨愿源 原），女，河北省石家庄市人，硕士，医师，主要从事肿瘤发病机制方面的研究，耘鄄皂葬蚤造：杂澡藻灶泽怎责藻灶早圆苑猿岳 泽蚤灶葬援 糟燥皂

［通信作者］摇 董稚明（阅燥灶早 在澡蚤皂蚤灶早，糟燥则则藻泽责燥灶凿蚤灶早 葬怎贼澡燥则），耘鄄皂葬蚤造：凿燥灶早扎澡蚤皂蚤灶早圆园园园岳 员远猿援 糟燥皂

［优先发表］摇 澡贼贼责：辕 辕 憎憎憎援 糟灶噪蚤援 灶藻贼 辕 噪糟皂泽 辕 凿藻贼葬蚤造 辕 猿员援 员苑圆缘援 砸援 圆园员缘员圆员远援 员圆缘缘援 园圆园援 澡贼皂造

［摘摇 要］摇 目的：检测食管鳞状细胞癌（ 藻泽燥责澡葬早藻葬造 泽择怎葬皂燥怎泽 糟藻造造 糟葬则糟蚤灶燥皂葬，耘杂悦悦）中长链非编码 砸晕粤 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园（ 造燥灶早
灶燥灶鄄糟燥造凿蚤灶早 砸晕粤 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园，造灶糟砸晕粤 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园）的表达及其甲基化状态，探讨 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 在 耘杂悦悦发生及发展中的

作用机制。方法：分别应用 砸栽鄄孕悦砸以及甲基化特异性 孕悦砸（皂藻贼澡赠造葬贼蚤燥灶 泽责藻糟蚤枣蚤糟 孕悦砸，酝杂孕）法检测 阅晕粤 甲基化转移酶抑制
剂 缘鄄氮杂鄄圆’鄄脱氧胞苷（缘鄄粤扎葬鄄圆’鄄凿藻燥曾赠糟蚤贼赠凿蚤灶藻，缘鄄粤扎葬鄄凿悦）处理前后的 耘杂悦悦 细胞系（栽耘员、栽耘员猿、耘糟葬员园怨、栽援 栽晕、再耘杂鄄圆）以及

耘杂悦悦组织及相应癌旁正常组织中 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 的表达和甲基化状态，分析其与临床病理特征的关系。结果：缘 种 耘杂悦悦 细
胞中 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 的表达均呈阴性或弱阳性，经 缘鄄粤扎葬鄄凿悦 处理后，缘 种细胞中 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 的表达均升高。缘 种细胞中
载蕴韵悦赃园园愿猿苑园基因呈高甲基化状态，应用 缘鄄粤扎葬鄄凿悦处理后，耘糟葬员园怨、再藻泽鄄圆 细胞中 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 基因甲基化程度降低，非甲基
化程度增加，其余 猿 种细胞中 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 基因均表现为非甲基化状态。载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 在 耘杂悦悦 组织中的表达显著低于癌
旁正常组织（孕 约 园援 园缘），并与 栽晕酝分期和组织学分化程度密切相关（孕 约 园援 园缘）。耘杂悦悦组织中 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 的启动子区甲基
化率为（缘源援 园圆豫，源苑 辕 愿苑），显著高于癌旁正常组织（怨援 圆园豫，愿 辕 愿苑）（孕 约 园援 园缘），并与 栽晕酝 分期和组织学分化程度密切相关
（孕 约 园援 园缘）。发生 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 甲基化的 耘杂悦悦 组织中 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 的表达显著低于未发生甲基化的 耘杂悦悦 组织（孕 约

园郾 园缘）。结论：载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 的异常低表达可能与 耘杂悦悦的发生密切相关，且其启动子区甲基化可能是导致其表达沉默的机
制之一。

［关键词］摇 食管鳞状细胞癌；载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 基因；甲基化；表达

［中图分类号］摇 砸苑猿缘援 员；砸苑猿园援 圆摇 摇 摇 摇［文献标识码］摇 粤摇 摇 摇 摇 ［文章编号］摇 员园园苑鄄猿愿缘载（圆园员缘）园远鄄园苑缘源鄄园远

耘曾责则藻泽泽蚤燥灶 葬灶凿 皂藻贼澡赠造葬贼蚤燥灶 泽贼葬贼怎泽 燥枣 造灶糟砸晕粤 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 早藻灶藻 蚤灶 藻泽燥责澡葬早藻葬造
泽择怎葬皂燥怎泽 糟藻造造 糟葬则糟蚤灶燥皂葬 葬灶凿 贼澡藻蚤则 则藻造葬贼蚤燥灶泽澡蚤责 憎蚤贼澡 糟造蚤灶蚤糟葬造 责葬贼澡燥造燥早蚤糟葬造 枣藻葬贼怎则藻泽

杂澡藻灶 杂怎责藻灶早，蕴蚤怎 杂澡藻灶早灶葬灶，杂澡蚤 再葬遭蚤灶，蕴蚤葬灶早 允蚤葬，郧怎燥 宰藻蚤，阅燥灶早 在澡蚤皂蚤灶早，宰葬灶早 允蚤灶早贼蚤葬灶（悦葬灶糟藻则 陨灶泽贼蚤贼怎贼藻 燥枣 匀藻遭藻蚤
孕则燥增蚤灶糟藻，云燥怎则贼澡 匀燥泽责蚤贼葬造 粤枣枣蚤造蚤葬贼藻凿 贼燥 匀藻遭藻蚤 酝藻凿蚤糟葬造 哉灶蚤增藻则泽蚤贼赠，杂澡蚤躁蚤葬扎澡怎葬灶早 园缘园园员员，匀藻遭藻蚤，悦澡蚤灶葬）

［粤遭泽贼则葬糟贼］摇 韵遭躁藻糟贼蚤增藻：栽燥 蚤灶增藻泽贼蚤早葬贼藻 贼澡藻 藻曾责则藻泽泽蚤燥灶 葬灶凿 皂藻贼澡赠造葬贼蚤燥灶 泽贼葬贼怎泽 燥枣 造灶糟砸晕粤 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 早藻灶藻 蚤灶 藻泽燥责澡葬早藻鄄
葬造 泽择怎葬皂燥怎泽 糟藻造造 糟葬则糟蚤灶燥皂葬（耘杂悦悦）葬灶凿 藻曾责造燥则藻 贼澡藻蚤则 则燥造藻 蚤灶 耘杂悦悦 凿藻增藻造燥责皂藻灶贼援 酝藻贼澡燥凿泽：砸栽鄄孕悦砸 葬灶凿 皂藻贼澡赠造葬贼蚤燥灶 泽责藻鄄
糟蚤枣蚤糟 孕悦砸（酝杂孕）憎藻则藻 怎泽藻凿 贼燥 藻曾葬皂蚤灶藻 贼澡藻 藻曾责则藻泽泽蚤燥灶 葬灶凿 皂藻贼澡赠造葬贼蚤燥灶 泽贼葬贼怎泽 燥枣 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 早藻灶藻 蚤灶 藻泽燥责澡葬早藻葬造 糟葬灶糟藻则
糟藻造造 造蚤灶藻泽（栽耘员，栽耘员猿，栽援 栽晕，耘糟葬员园怨，再藻泽鄄圆）葬灶凿 蚤灶 责则蚤皂葬则赠 耘杂悦悦 贼蚤泽泽怎藻泽援 栽澡藻蚤则 则藻造葬贼蚤燥灶泽澡蚤责泽 憎蚤贼澡 糟造蚤灶蚤糟葬造 责葬贼澡燥造燥早蚤鄄
糟葬造 枣藻葬贼怎则藻 憎藻则藻 枣怎则贼澡藻则 葬灶葬造赠扎藻凿援 砸藻泽怎造贼泽：粤造造 缘 造蚤灶藻泽 燥枣 藻泽燥责澡葬早藻葬造 糟葬灶糟藻则 糟藻造造泽 藻曾责则藻泽泽 灶燥 燥则 造燥憎 造藻增藻造 燥枣 载蕴韵悦赃
园园愿猿苑园，憎澡蚤糟澡 憎葬泽 蚤灶糟则藻葬泽藻凿 泽蚤早灶蚤枣蚤糟葬灶贼造赠 葬枣贼藻则 藻曾责燥泽藻凿 贼燥 缘鄄粤扎葬鄄凿悦，葬 阅晕粤 皂藻贼澡赠造贼则葬灶泽枣藻则葬泽藻 蚤灶澡蚤遭蚤贼燥则援 宰澡蚤造藻 贼澡藻
载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 早藻灶藻 憎葬泽 澡蚤早澡造赠 皂藻贼澡赠造葬贼藻凿 蚤灶 葬造造 贼澡藻 缘 造蚤灶藻泽 燥枣 糟藻造造泽，贼则藻葬贼皂藻灶贼 憎蚤贼澡 缘鄄粤扎葬鄄凿悦 造藻凿 贼燥 凿藻糟则藻葬泽藻凿 皂藻贼澡赠造葬贼蚤燥灶
燥枣 贼澡藻 早藻灶藻 蚤灶 贼澡藻 耘糟葬员园怨 葬灶凿 再藻泽鄄圆 糟藻造造泽，葬灶凿 糟燥皂责造藻贼藻造赠 凿藻皂藻贼澡赠造葬贼蚤燥灶 蚤灶 贼澡藻 栽耘员，栽耘员猿，葬灶凿 栽援 栽晕 糟藻造造泽援 陨灶 责则蚤皂葬则赠
耘杂悦悦 贼怎皂燥则 贼蚤泽泽怎藻泽，贼澡藻 造藻增藻造 燥枣 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 憎葬泽 泽蚤早灶蚤枣蚤糟葬灶贼造赠 造燥憎藻则 糟燥皂责葬则藻凿 贼燥 贼澡葬贼 蚤灶 糟燥则则藻泽责燥灶凿蚤灶早 灶燥灶鄄糟葬灶糟藻则燥怎泽

·源缘苑·



沈素朋，等援 长链非编码 砸晕粤 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 在食管鳞状细胞癌中的表达和甲基化状态及其与临床病理特征的关系

贼蚤泽泽怎藻泽（孕 约 园援 园缘），葬灶凿 贼澡藻 藻曾责则藻泽泽蚤燥灶 憎葬泽 葬泽泽燥糟蚤葬贼藻凿 憎蚤贼澡 栽晕酝 葬灶凿 责葬贼澡燥造燥早蚤糟葬造 泽贼葬早藻泽（孕 约 园援 园缘）援 栽澡藻 皂藻贼澡赠造葬贼蚤燥灶
枣则藻择怎藻灶糟赠 燥枣 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 早藻灶藻 责则燥皂燥贼藻则 蚤灶 耘杂悦悦 贼蚤泽泽怎藻泽（缘源援 园圆豫，源苑 辕 愿苑）憎葬泽 泽蚤早灶蚤枣蚤糟葬灶贼造赠 澡蚤早澡藻则 贼澡葬灶 贼澡葬贼 蚤灶 糟燥则则藻鄄
泽责燥灶凿蚤灶早 灶燥则皂葬造 贼蚤泽泽怎藻泽（怨援 圆园豫，愿 辕 愿苑）（孕 约 园援 园缘），葬灶凿 蚤贼 憎葬泽 葬造泽燥 葬泽泽燥糟蚤葬贼藻凿 憎蚤贼澡 栽晕酝 葬灶凿 责葬贼澡燥造燥早蚤糟葬造 泽贼葬早藻泽（孕 约
园援 园缘）援 云怎则贼澡藻则皂燥则藻，贼澡藻 造藻增藻造 燥枣 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 蚤灶 耘杂悦悦 贼怎皂燥则 贼蚤泽泽怎藻泽 澡葬增蚤灶早 蚤贼泽 早藻灶藻 皂藻贼澡赠造葬贼藻凿 憎葬泽 泽蚤早灶蚤枣蚤糟葬灶贼造赠 造燥憎藻则
贼澡葬灶 贼澡葬贼 蚤灶 贼怎皂燥则 贼蚤泽泽怎藻泽 澡葬增蚤灶早 贼澡藻 早藻灶藻 怎灶皂藻贼澡赠造葬贼藻凿（孕 约 园援 园缘）援 悦燥灶糟造怎泽蚤燥灶：粤遭藻则则葬灶贼 造燥憎 藻曾责则藻泽泽蚤燥灶 燥枣 造灶糟砸晕粤
载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 蚤泽 糟造燥泽藻造赠 则藻造葬贼藻凿 贼燥 贼澡藻 凿藻增藻造燥责皂藻灶贼 燥枣 耘杂悦悦，葬灶凿 责则燥皂燥贼藻则 皂藻贼澡赠造葬贼蚤燥灶 蚤泽 造蚤噪藻造赠 燥灶藻 燥枣 贼澡藻 皂藻糟澡葬灶蚤泽皂泽
则藻泽责燥灶泽蚤遭造藻 枣燥则 蚤贼泽 凿藻糟则藻葬泽藻凿 藻曾责则藻泽泽蚤燥灶援
［运藻赠 憎燥则凿泽］摇 藻泽燥责澡葬早藻葬造 泽择怎葬皂燥怎泽 糟藻造造 糟葬则糟蚤灶燥皂葬（耘杂悦悦）；载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 早藻灶藻；皂藻贼澡赠造葬贼蚤燥灶；藻曾责则藻泽泽蚤燥灶

［悦澡蚤灶 允 悦葬灶糟藻则 月蚤燥贼澡藻则，圆园员缘，圆圆（远）：苑缘源鄄苑缘怨］摇 摇

摇 摇 长链非编码 砸晕粤（ 造燥灶早 灶燥灶鄄糟燥造凿蚤灶早 砸晕粤，
造灶糟砸晕粤）是一类转录本长度超过 圆园园 遭责并且不编码
蛋白质的 砸晕粤 分子，其含量超过总 砸晕粤 比例的
怨缘豫［员］。蕴灶糟砸晕粤主要通过表观遗传修饰，转录和
转录后调控 猿 个层面调控基因的转录及表达，并参
与基因组印记及染色质修饰、转录激活、转录后调

控、蛋白功能调节等多种重要的信号转导过程［圆］。

尽管多数 造灶糟砸晕粤 的功能尚不明确，但是越来越多
的研究表明，造灶糟砸晕粤 与肿瘤的发生发展关系密切，
起着致癌或抑癌的作用，一些 造灶糟砸晕粤 还与肿瘤的
侵袭、浸润、转移及预后有关，有望成为肿瘤治疗的

新靶标［猿］。目前关于 造灶糟砸晕粤 在食管癌中的研究主
要有两种：一种是通过 造灶糟砸晕粤 芯片大规模筛选与
食管癌相关的 造灶糟砸晕粤；另一种是针对个别 造灶糟砸晕粤
在食管癌发生机制中作用的研究。载蕴韵悦赃园园愿猿苑园
是 悦葬燥等［源］利用转录组芯片检测食管鳞状细胞癌

（藻泽燥责澡葬早藻葬造 泽择怎葬皂燥怎泽 糟藻造造 糟葬则糟蚤灶燥皂葬，耘杂悦悦）组织及
癌旁正常组织中 造灶糟砸晕粤 的表达谱的研究中筛选出
来的，位于人类染色体 糟澡则员园：远远圆圆猿远园鄄远远缘愿圆苑猿，和
癌旁正常组织相比，在 耘杂悦悦 组织中表达下调。本
研究检测 耘杂悦悦 细胞系及组织中 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 的
表达及甲基化状态，分析其甲基化状态与表达的相

关性，探讨 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 在 耘杂悦悦 发生及发展中的
作用，以期为寻找 耘杂悦悦 临床诊断和治疗的分子靶
点提供新思路。

员摇 材料与方法

员援 员摇 研究对象与主要试剂
选取标本均来自河北医科大学第四医院 圆园园愿

至 圆园员猿 年间的 耘杂悦悦手术患者，共 愿苑 例；其中男性
缘苑 例，女性 猿园 例，年龄 猿苑 耀 苑远 岁，中位年龄 远员 岁。
全部患者术前均未经化疗和放疗，所有研究对象均

签署知情同意书，并经医院伦理委员会批准同意。

每例患者均取 耘杂悦悦原发灶组织及距癌组织边缘 圆
耀 缘 糟皂处的癌旁组织，每例采集的标本均取部分于

液氮保存用于 阅晕粤和 砸晕粤的提取。肿瘤组织及癌
旁组织均经常规病理诊断证实。按照国际抗癌联盟

（哉灶蚤燥灶 枣燥则 陨灶贼藻则灶葬贼蚤燥灶葬造 悦葬灶糟藻则 悦燥灶贼则燥造，哉陨悦悦）标准进
行 栽晕酝 分期，Ⅰ期 猿 例（ 猿援 源源豫）、Ⅱ期 猿园 例
（猿源郾 源愿豫）、Ⅲ期 猿猿 例（ 猿苑援 怨猿豫）、Ⅳ期 圆员 例
（圆源郾 员源豫）。按照 宰匀韵肿瘤病理学分级标准，高分
化 患 者 圆园 例（ 圆圆郾 怨怨豫），中 低 分 化 远苑 例
（苑苑郾 园员豫）。

实验用 砸孕酝陨 员远源园 培养基购自美国 郧蚤遭糟燥 公
司，胎牛血清、缘鄄氮杂鄄圆’鄄脱氧胞苷（缘鄄粤扎葬鄄圆’鄄凿藻燥曾赠鄄
糟赠贼蚤凿蚤灶藻，缘鄄粤扎葬鄄凿悦）、亚硫酸氢钠和氢醌均购自 杂蚤早鄄
皂葬公司，蛋白酶 运 购自 酝藻则糟噪 公司，甲基化酶购自
晕藻憎 耘灶早造葬灶凿 月蚤燥蕴葬遭泽公司；宰蚤扎葬则凿 阅晕粤纯化试剂盒
购自 孕则燥皂藻早葬 公司；栽砸陨扎燥造、逆转录试剂盒均购自
陨灶增蚤贼则燥早藻灶公司。引物均在上海生工合成。
员援 圆摇 耘杂悦悦细胞系的培养

栽耘员、栽耘员猿、栽援 栽晕、再藻泽鄄圆、耘糟葬员园怨 由本院生物标
本库保留并传代，用含 员园豫胎牛血清、员园园 哉 辕 皂造 青
霉素和 员园园 μ早 辕 皂造 链霉素的 砸孕酝陨 员远源园 培养液，置
于 猿苑 益、饱和湿度和 缘豫悦韵圆的培养箱中传代培养。

取对数生长期细胞，用 缘鄄粤扎葬鄄凿悦（终浓度 缘 μ皂燥造 辕 蕴）
处理细胞株作为实验组，每 圆源 澡 更换液体，培养 圆
凿，第 猿 天换全血清培养基培养 圆源 澡 后收集细胞并
提取 阅晕粤及 砸晕粤。以未经 缘鄄粤扎葬鄄凿悦处理的细胞作
为对照组。

员援 猿摇 砸栽鄄孕悦砸 检测 耘杂悦悦 细胞系及组织中 载蕴韵悦赃
园园愿猿苑园 的表达

按 栽砸陨扎燥造 试剂说明书提取 缘鄄粤扎葬鄄凿悦 处理前后
的细胞系和 愿苑 例 耘杂悦悦 及癌旁正常组织中的总
砸晕粤，并参照逆转录试剂盒说明书的比例加样，将
砸晕粤逆转录成 糟阅晕粤。用于检测 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 表
达的正向引物序列为 缘’鄄悦悦栽栽粤悦悦粤郧悦悦粤悦栽栽郧栽悦鄄
猿’，反向引物序列为 缘’鄄栽栽悦悦栽郧粤悦栽悦栽郧粤郧粤粤栽鄄
郧栽郧鄄猿’，目的产物大小为 员猿猿 遭责；内参照 郧粤孕阅匀 的
正 向 引 物 序 列 为 缘’鄄粤郧郧栽郧粤粤郧郧栽悦郧郧粤郧栽鄄
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悦粤粤悦郧鄄猿’，反向引物序列为 缘’鄄粤郧郧郧郧栽悦粤栽栽鄄
郧粤栽郧郧悦粤粤悦粤鄄猿’，目的产物大小为 圆圆远 遭责。孕悦砸
反应条件：怨缘益预变性 缘 皂蚤灶；怨源益变性 源缘 泽，缘远益退
火 源缘 泽，苑圆益延伸 源缘 泽，共 猿缘 个循环；最后 苑圆益继续
延伸 苑 皂蚤灶。所有 孕悦砸 产物进行 圆豫琼脂糖凝胶电
泳鉴定。并应用凝胶成像分析软件 郧藻造 孕则燥 粤灶葬造赠泽蚤鄄
扎藻则 猿援 员 测定条带灰度值，以目的基因的灰度值 辕内
参的灰度值，得到相对含量，进行分析。

员援 源摇 甲基化特异性 孕悦砸（皂藻贼澡赠造葬贼蚤燥灶 泽责藻糟蚤枣蚤糟 责燥造赠鄄
皂藻则葬泽藻 糟澡葬蚤灶 则藻葬糟贼蚤燥灶，酝杂孕）检测 耘杂悦悦 细胞系及组
织中 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 的甲基化状态

采用常规酚 辕氯仿抽提法，提取 缘鄄粤扎葬鄄凿悦 处理
前后 耘杂悦悦细胞的和 愿苑 例 耘杂悦悦及癌旁正常组织中
阅晕粤，用紫外分光光度法定量，每个样本中均取 圆
μ早 阅晕粤，用 圆 皂燥造 辕 蕴 晕葬韵匀 变性处理，于 员园 皂皂燥造 辕 蕴
氢醌和 猿 皂燥造 辕 蕴亚硫酸氢钠中 缘园 益反应 员圆 耀 员远 澡，
处理后的 阅晕粤 用 宰蚤扎葬则凿 阅晕粤 纯化试剂进行纯化。
经亚硫酸氢盐处理后，阅晕粤 中的 悦 转变为 哉，而基
因的 悦责郧岛发生甲基化后，则不能发生这种改变，
根据此原理设计相应的引物，检测该基因是否发生

甲基化。

经 哉悦杂悦（哉灶蚤增藻则泽蚤贼赠 燥枣 悦葬造蚤枣燥则灶蚤葬 杂葬灶贼葬 悦则怎扎）基
因序列数据库进行序列检索，并结合 酝藻贼澡责则蚤皂藻则
悦责郧 岛预测软件分析，发现 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 在横跨部
分启动子及第一外显子区有一长达 苑怨园 遭责 的 悦责郧
岛，悦郧二核苷酸序列密度大于 缘园豫。本实验中结
合引物设计软件在此 悦责郧 岛范围内设计 酝杂孕 检测
用引物，引物位置位于启动子区（猿怨缘 耀 员苑远 遭责）。用
甲基化引物和非甲基化引物进行 孕悦砸扩增，甲基化
引物序列：上游 缘’鄄栽粤郧悦郧郧郧郧粤粤粤栽栽栽栽栽栽栽悦郧郧栽鄄
郧悦郧鄄猿’，下 游 缘 ’鄄悦悦郧粤粤悦粤粤悦粤粤悦郧粤悦郧悦悦郧鄄
栽粤悦栽悦郧鄄猿’；非甲基化引物序列：上游 缘’鄄栽粤郧栽鄄
郧郧郧郧粤粤粤栽栽栽栽栽栽栽栽栽郧郧栽郧栽郧鄄猿’，下游 缘’鄄悦悦粤粤鄄
悦粤粤悦粤粤悦粤粤悦粤悦悦粤栽粤悦栽悦粤鄄猿’。孕悦砸 反应条件
为：怨缘益预变性 员园 皂蚤灶后，怨缘益变性 源缘 泽，退火 源缘 泽，
苑圆益延伸 员 皂蚤灶，猿缘 个循环后，苑圆 益延伸 苑 皂蚤灶。
酝杂孕扩增产物经 圆豫琼脂糖凝胶电泳，用 哉灾 凝胶
电泳成像及图像分析系统进行图像分析。

甲基化结果的判定方法如下。（员）完全甲基
化：甲基化特异引物扩增出目的条带，而非甲基

化特异引物未扩增出目的条带；（圆）非甲基化：非
甲基化特异引物扩增出目的条带，而甲基化引物

未扩增出目的条带；（猿）不完全甲基化：甲基化特
异引物和非甲基化特异引物均扩增出目的条带，

将不完全甲基化归入甲基化。酝杂孕 阳性对照采

用基因组 阅晕粤 经甲基化酶 杂泽泽Ⅰ处理以后进行
孕悦砸，阴性对照用灭菌双蒸水取代 阅晕粤 模板进行
孕悦砸。为进行 酝杂孕 检测的质量控制随机选取
员园豫的标本进行重复实验。
员援 缘摇 统计学处理

采用 杂孕杂杂员猿援 园 软件进行数据统计学分析。计
数资料采用 χ圆 检验和校正检验；计量资料采用 贼 检
验，以 珋曾 依 泽表示；相关性分析采用 泽责藻葬则皂葬灶分析，均
为双侧检验。以 孕 约 园援 园缘 或 孕 约 园援 园员 表示差异有
统计学意义。

圆摇 结摇 果

圆援 员摇 耘杂悦悦细胞系中 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 的表达及甲基
化状态

砸栽鄄孕悦砸 检测结果显示，未经 缘 鄄粤扎葬鄄凿悦 处理
的 缘 种 耘杂悦悦 细胞系（ 栽耘员、栽耘员猿、耘糟葬员园怨、栽援
栽晕、再耘杂鄄圆）中 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 的表达均呈阴性
或弱阳性，经 缘 鄄粤扎葬鄄凿悦 处理后，缘 种 耘杂悦悦 细胞
系中 载蕴韵悦 赃 园园愿猿苑园 的 表 达 均 增 高（图 员）。
酝杂孕 检测结果（图 员）显示，未经 缘 鄄粤扎葬鄄凿悦 处理
的 缘 种 耘杂悦悦 细胞系中 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 均扩增出
甲基化条带，应用 缘 鄄粤扎葬鄄凿悦 处理后，耘糟葬员园怨、
再藻泽鄄圆 细胞系中 载蕴韵悦 赃园园愿猿苑园 甲基化程度降
低，非甲基化程度增加，其余 猿 种细胞系中
载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 均表现为非甲基化状态。

图 员摇 耘杂悦悦细胞系中 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 基因
皂砸晕粤表达（粤）及甲基化状态（月）

云蚤早援 员摇 皂砸晕粤 藻曾责则藻泽泽蚤燥灶（粤）葬灶凿 皂藻贼澡赠造葬贼蚤燥灶
泽贼葬贼怎泽（月）燥枣 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 早藻灶藻 蚤灶 枣蚤增藻

藻泽燥责澡葬早藻葬造 糟葬灶糟藻则 糟藻造造 造蚤灶藻泽
酝：酝藻贼澡赠造葬贼藻凿 责则蚤皂藻则；哉：哉灶皂藻贼澡赠造葬贼藻凿 责则蚤皂藻则援
鄄：缘鄄葬扎葬鄄凿悦鄄怎灶贼则藻葬贼藻凿；垣：缘鄄葬扎葬鄄凿悦鄄贼则藻葬贼藻凿援

圆援 圆摇 耘杂悦悦组织中 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 的表达及其与临
床病理资料的关系

砸栽鄄孕悦砸 检测结果（图 圆）显示，耘杂悦悦 组织中
载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 的表达量显著低于癌旁正常组织
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沈素朋，等援 长链非编码 砸晕粤 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 在食管鳞状细胞癌中的表达和甲基化状态及其与临床病理特征的关系

［（园援 圆怨 依 园援 员猿）增泽（园援 苑园 依 园援 员苑），贼 越 员远援 怨圆源，孕 约
园郾 园员］。分析 愿苑 例 耘杂悦悦患者的临床病理资料发现
（表 员），该基因的表达量与患者的病理分级
［（园援 圆源 依 园援 园愿）增泽（园援 员缘 依 园援 园缘），贼 越 猿援 缘源猿，孕 约
园援 园员）］、栽晕酝 分期［（园援 圆远 依 园援 员猿） 增泽（园援 员远 依
园郾 园缘）， 贼 越 猿郾 员怨缘，孕 约 园援 园员）］及淋巴结转移
［（园援 圆猿 依 园援 园愿）增泽（园援 员苑 依 园援 园缘），贼 越 猿援 缘苑猿，孕 约
园援 园员）］有关，而与患者的性别、年龄无关（ 孕 跃
园郾 园缘）。

图 圆摇 砸栽鄄孕悦砸法检测食管癌组织中 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 基因表达
云蚤早援 圆摇 皂砸晕粤 藻曾责则藻泽泽蚤燥灶 燥枣 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 早藻灶藻 蚤灶

责葬贼蚤藻灶贼泽 憎蚤贼澡 耘杂悦悦 憎藻则藻 凿藻贼藻糟贼藻凿 遭赠 砸栽鄄孕悦砸
栽：栽怎皂燥则 贼蚤泽泽怎藻泽；晕：晕燥灶鄄糟葬灶糟藻则燥怎泽 贼蚤泽泽怎藻泽；

郧粤孕阅匀 憎葬泽 怎泽藻凿 葬泽 葬灶 蚤灶贼藻则灶葬造 糟燥灶贼则燥造 枣燥则 砸栽鄄孕悦砸

表 员摇 耘杂悦悦组织中 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 基因表达水平及甲基化状态与患者临床病理资料的关系
栽葬遭援 员摇 砸藻造葬贼蚤燥灶泽澡蚤责泽 遭藻贼憎藻藻灶 贼澡藻 藻曾责则藻泽泽蚤燥灶 造藻增藻造 葬灶凿 皂藻贼澡赠造葬贼蚤燥灶 泽贼葬贼怎泽 燥枣 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 早藻灶藻

蚤灶 耘杂悦悦 贼蚤泽泽怎藻泽 葬灶凿 糟造蚤灶蚤糟燥责葬贼澡燥造燥早蚤糟 枣藻葬贼怎则藻泽 燥枣 贼澡藻 耘杂悦悦 责葬贼蚤藻灶贼泽

郧则燥怎责 晕
耘曾责则藻泽泽蚤燥灶 燥枣 皂砸晕粤

珋曾 依 泽 贼 孕

酝藻贼澡赠造葬贼蚤燥灶 燥枣 责则燥皂燥贼藻则

灶（豫） χ圆 孕

栽燥贼葬造 愿苑 园援 圆怨 依 园援 员猿 鄄员远援 怨圆源 园援 园园园 源苑（缘源援 园圆） 源园援 源猿远 园援 园园园

郧藻灶凿藻则

摇 酝葬造藻 缘苑 园援 圆远 依 园援 员园 猿猿（缘苑援 愿怨）

摇 云藻皂葬造藻 猿园 园援 圆缘 依 园援 员圆 园援 怨猿怨 园援 猿远员 员源（源远援 远苑） 园援 怨怨愿 园援 猿员愿

粤早藻

摇 约 远员 源远 园援 圆源 依 园援 园怨 圆圆（源苑援 愿猿）

摇 ≥远员 源员 园援 圆源 依 园援 员猿 园援 愿员怨 园援 远园圆 圆缘（远员援 怨愿） 员援 缘园怨 园援 圆员怨

蕴赠皂责澡 灶燥凿藻

摇 垣 缘苑 园援 员苑 依 园援 园缘 猿远（远猿援 员远）

摇 原 猿园 园援 圆猿 依 园援 园愿 鄄猿援 苑缘猿 园援 园园园 员员（猿远援 远苑） 缘援 缘缘猿 园援 园员愿

匀蚤泽贼燥造燥早蚤糟葬造 早则葬凿藻

摇 宰藻造造 圆园 园援 圆源 依 园援 园愿 远（猿园援 园园）

摇 孕燥燥则造赠 远苑 园援 员缘 依 园援 园缘 猿援 缘源猿 园援 园员 源员（远员援 员怨） 缘援 园园远 园援 园圆缘

栽晕酝 泽贼葬早藻

摇 Ⅰ 垣Ⅱ 猿猿 园援 圆远 依 园援 员猿 员圆（猿远援 猿远） 猿援 员怨缘 园援 园园源

摇 Ⅲ 垣Ⅳ 缘源 园援 员远 依 园援 园缘 远援 远苑缘 园援 园员园 猿缘（远源援 愿员）

圆援 猿摇 耘杂悦悦中组织中 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 甲基化状态及
其与临床病理资料的关系

酝杂孕分析结果（图 猿）显示，载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 在
耘杂悦悦组织中甲基化率显著低于癌旁正常组织
［怨郾 圆园豫（愿 辕 愿苑）增泽 缘源援 园圆豫（源苑 辕 愿苑），χ圆 越 源园援 源猿远，

孕 约 园援 园员］。分析 愿苑 例 耘杂悦悦 患者的临床病理资料
发现（表 员），该基因甲基化状态与患者的病理分级
（χ圆 越 缘援 园园远，孕 越 园援 园圆缘）、栽晕酝 分期（ χ圆 越 远援 远苑缘，

孕 越 园援 园员园）及淋巴结转移（ χ圆 越 缘援 缘缘猿，孕 越 园援 园员愿）
有关，而与患者的性别、年龄无关（孕 跃 园援 园缘）。

圆援 源摇 耘杂悦悦组织中 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 表达与其甲基化
的关系

在 愿苑 例 耘杂悦悦 组织中，发生 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 甲
基化的组织中其表达水平显著低于未发生甲基化的

组织［（园援 员猿 依 园援 园猿）增泽（园援 圆圆 依 园援 园源），贼 越 苑援 远愿圆，
孕 约 园援 园员］。

猿摇 讨摇 论

食管癌是人类高致死率恶性肿瘤之一，其 缘 年
生存率低于 员缘豫，在全球癌症死亡原因中排名第

·苑缘苑·



中国肿瘤生物治疗杂志，圆园员缘 年 员圆 月，圆圆（远）

远［缘鄄远］。研究表明，在食管癌早期所发生的原癌基因

的低甲基化和抑癌基因的高甲基化可能是食管癌发

生、发展的重要机制之一［苑］。与传统遗传学中基因

突变或缺失不同的是 阅晕粤 甲基化导致的基因失活
是可逆的，通过应用去甲基化药物 缘鄄粤扎葬鄄凿悦 可使沉
默的基因恢复表达，因此利用药物改变细胞的表观

遗传学状态可能成为治疗癌症的新途径［愿］。

图 猿摇 酝杂孕法检测 耘杂悦悦组织中
载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 基因甲基化状态

云蚤早援 猿摇 酝藻贼澡赠造葬贼蚤燥灶 泽贼葬贼怎泽 燥枣 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 早藻灶藻 蚤灶
责葬贼蚤藻灶贼泽 憎蚤贼澡 耘杂悦悦 憎藻则藻 凿藻贼藻糟贼藻凿 遭赠 酝杂孕
栽：栽怎皂燥则 贼蚤泽泽怎藻泽；晕：晕燥灶鄄糟葬灶糟藻则燥怎泽 贼蚤泽泽怎藻泽；
酝：酝藻贼澡赠造葬贼藻凿 责则蚤皂藻则；哉：哉灶皂藻贼澡赠造葬贼藻凿 责则蚤皂藻则

摇 摇 近年来，随着研究的不断深入，非编码 砸晕粤
（灶糟砸晕粤）不再被认为是基因组转录的“噪音”，长链
非编码 砸晕粤（ 造燥灶早 灶燥灶鄄糟燥凿蚤灶早 砸晕粤，造灶糟砸晕粤）在肿瘤
的发生发展过程中的作用越来越受到人们的重视。

造灶糟砸晕粤和 阅晕粤甲基化同属于表观遗传学的修饰范
畴，并且在对表观遗传学的研究中还发现，造灶糟砸晕粤
可以通过 阅晕粤甲基化、基因印记和基因沉默等多种
不同的机制，在转录和转录后水平等层面影响基因

的表达水平［圆］。载蚤藻 等［怨］研究发现，阅晕粤 甲基化可
能是 造灶糟砸晕粤 杂孕砸再源鄄陨栽员 在胃癌组织中表达降低主
要机制之一。蕴灶糟砸晕粤 酝耘郧猿 在脑膜瘤、神经纤维细
胞瘤、急性粒细胞白血病等多种癌症中表达下调或

缺失可能与其启动子区异常甲基化有关［员园鄄员圆］。

造灶糟砸晕粤启动子区甲基化改变还可能与结肠癌的发
生有关，造灶糟砸晕粤 匀韵栽粤陨砸 和另一结肠癌相关的 造灶鄄
糟砸晕粤 孕灾栽员 在结肠癌组织中的表达改变与其基因
甲基化有关［员猿鄄员缘］。造灶糟砸晕粤表达水平是否与 阅晕粤甲
基化有关，从而参与食管癌的发生还有待于更多的

研究证明。

载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 是 悦葬燥 等［源］利用转录组芯片检

测 耘杂悦悦组织及癌旁正常组织中 造灶糟砸晕粤 的表达谱
的研究中筛选出来，位于人染色体 糟澡则员园：远远圆圆猿远园鄄
远远缘愿圆苑猿。和正常组织相比，在 耘杂悦悦 组织中表达下
降 源 倍以上。目前关于 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 在 耘杂悦悦 中
的作用，尚未见国内外文献报道。并且 载蕴韵悦 赃
园园愿猿苑园 在 耘杂悦悦中表达降低是否与其基因甲基化有
关呢？经在线预测启动子区和第一外显子区 悦责郧

岛分布情况，结果显示有一长达 苑怨园 遭责的 悦责郧岛跨
越 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 启动子区和第一外显子区，进而结
合引物设计软件在此 悦责郧 岛范围内设计 酝杂孕 检测
用引物进行研究。

本研究首先检测 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 在 耘杂悦悦 中的
表达情况，研究发现 缘 种 耘杂悦悦 细胞系（栽耘员、栽耘员猿、
耘糟葬员园怨、栽援 栽晕、再耘杂鄄圆）中，载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 的 皂砸晕粤
表达均呈阴性或弱阳性，经甲基化抑制剂 缘鄄粤扎葬鄄凿悦
处理后，缘 种 耘杂悦悦 细胞系中 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 的表达
均增高，提示基因组 阅晕粤甲基化可能是导致 造载蕴韵悦
赃园园愿猿苑园 在 耘杂悦悦 中表达下调的机制之一。本研究
还应用 酝杂孕 法检测 缘 种 耘杂悦悦 细胞中 载蕴韵悦 赃
园园愿猿苑园 基因的甲基化状态，结果显示未经 缘鄄粤扎葬鄄凿悦
处理的 缘 种食管癌细胞系中 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 均扩增
出甲基化条带，应用 缘鄄粤扎葬鄄凿悦处理后，耘糟葬员园怨、再藻泽鄄圆
细胞系中 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 甲基化程度降低，非甲基化
程度增加，其余 猿 种细胞系中 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 均表现
为非甲基化状态，进一步提示 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 在 耘杂鄄
悦悦中表达缺失或降低可能与其 阅晕粤甲基化有关。

缘鄄粤扎葬鄄凿悦可以恢复基因的正常去甲基化状态，
使失活的基因重新恢复表达，从而恢复细胞正常的

终末分化及凋亡。目前关于 缘鄄粤扎葬鄄凿悦 提高肿瘤细
胞对于原有基础化疗药物敏感性的研究已在白血

病、非小细胞肺癌等肿瘤中取得很好的疗效［员远鄄员苑］。

本研究中，耘糟葬员园怨、再藻泽鄄圆 细胞系中 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 的
甲基化状态没有完全被逆转，分析其原因可能是由

于不同肿瘤细胞对于不同药物剂量的敏感及耐受不

同，不足以逆转 耘糟葬员园怨、再藻泽鄄圆 细胞中 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园
的高甲基化状态；或可能存在乙酰化及染色质重塑

等其它表遗传学机制导致 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 表达下降。
本研究在检测 耘杂悦悦 细胞系中 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园

表达情况的同时，对 愿苑 例 耘杂悦悦 及相应癌旁组织中
载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 的表达情况进行检测，结果显示其在
耘杂悦悦组织中的表达显著低于癌旁正常组织，提示
载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 表达沉默可能与食管癌的发生有关，
载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 可能是 耘杂悦悦 发生的潜在抑癌基因。
本研究还发现 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 在 耘杂悦悦 组织中的甲
基化率显著高于癌旁正常组织，进一步提示 载蕴韵悦赃
园园愿猿苑园 表达下调可能与其启动子区 悦责郧 岛异常高
甲基化密切相关。并且 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 基因的高甲
基化与 耘杂悦悦组织的病理分级及患者 栽晕酝 分期相
关，提示甲基化导致的基因沉默可能与 耘杂悦悦 的恶
性表型相关，对预后评估可能有一定的参考意义。

但本研究也发现，载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 表达阳性且该检测
区域也发生甲基化的组织，其甲基化检测结果显示
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沈素朋，等援 长链非编码 砸晕粤 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 在食管鳞状细胞癌中的表达和甲基化状态及其与临床病理特征的关系

不完全甲基化状态，提示在部分肿瘤组织中可能

载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 启动子区甲基化不足以抑制其转录
而呈阳性表达。

总之，本研究结果提示，载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 基因在
耘杂悦悦组织中的低表达及其启动子区甲基化在耘杂悦悦
的发生发展中具有重要作用，且 载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 启动
子区高甲基化可能是导致该基因在 耘杂悦悦 组织中表
达下降的主要机制之一。目前发现 匀韵栽粤陨砸、
蕴韵悦圆愿缘员怨源 对 耘杂悦悦预后具有指示作用，悦悦粤栽圆 结
合其它血清检测可能对 耘杂悦悦 具有诊断意义［员愿鄄圆园］，

且越来越多的研究表明 造灶糟砸晕粤 在 耘杂悦悦 的发病过
程中发挥着重要作用，有望在 耘杂悦悦 的早期诊断及
预后评估中成为新的分子标志物。由此认为，对

载蕴韵悦赃园园愿猿苑园 作用机制的进一步研究可能为 耘杂悦悦
的诊断及预后评估提供新的分子依据。
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