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SHP-1在食管鳞状细胞癌组织中异常低表达的表观遗传学调节机制及

其临床意义

刘磊，张少为，刘新波，刘俊峰（河北医科大学 第四医院 胸外科，河北 石家庄 050011）

[摘 要] 目的：探讨食管鳞状细胞癌（esophageal squamous cell carcinoma，ESCC）组织中蛋白酪氨酸磷酸酶 1（protein tyrosin

phosphatase 1，SHP-1）基因异常低表达的表观遗传学调节机制及其临床意义。方法：所用组织标本均来自河北医科大学第四医

院2008-2011年行食管癌根治术并且病理诊断为ESCC患者的癌组织及相应癌旁组织（距癌灶边缘2 cm以上），共71例。ESCC

细胞株（Eca109、Kyse170、Yes-2）培养完成后，进行甲基化抑制剂5-Aza-dC或组蛋白去乙酰化酶抑制剂TSA处理，qPCR和West‐

ern blotting实验检测ESCC组织和细胞系中SHP-1 mRNA和蛋白的表达变化，亚硫酸氢盐基因组测序（bisulfite genome sequenc‐

ing，BGS）法检测ESCC细胞系中 SHP-1基因启动子区CpG位点的甲基化频率，甲基化特异性 PCR（methylation specific PCR，

MSP）技术检测ESCC组织和细胞中SHP-1启动子区的甲基化状态，应用双荧光素酶报告基因实验检测SHP-1启动子区CpG岛甲

基化对其转录活性影响。分析ESCC组织中SHP-1甲基化状态分别与临床病理特征和SHP-1 mRNA表达的关系，对组织SHP-1

甲基化水平与ESCC患者生存率进行Kaplan-Meier生存分析和Log-Rank检验。结果:5-Aza-dC处理后，SHP-1 mRNA蛋白在 3

种细胞株中的表达显著上调（均P<0.05），同时其启动子区的甲基化程度均明显降低(均P<0.05）；应用TSA处理细胞株后，SHP-1

在各细胞株中的表达情况及甲基化状态无明显改变(P>0.05）；甲基转移酶处理细胞荧光素报告载体活性显著低于未处理细胞荧

光素报告载体活性（P<0.05），表明SHP-1的甲基化可抑制自身的转录。ESCC组织中启动子区的甲基化率明显高于癌旁组织（P<

0.05），并与TNM分期、病理分级及淋巴结转移密切有关(P<0.05）；与癌旁组织相比，ESCC组织中SHP-1 mRNA相对表达量显著

降低（P<0.05），并与启动子区甲基化有关（P<0.05）；Kaplan-Meier分析显示，启动子区高甲基化与ESCC患者的不良预后有关（P<

0.05）。结论：ESCC组织和细胞株中SHP-1基因启动子区高甲基化状态可抑制其自身的转录活性，进而导致该基因表达沉默；

SHP-1的高甲基化与ESCC患者预后不良有关，SHP-1的甲基化状态可能成为ESCC患者预后的评估指标。
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Epigenetic regulation mechanism of abnormally low expression of SHP-1 and its
clinical significance in ESCC

LIU Lei, ZHANG Shaowei, LIU Xinbo, LIU Junfeng LIU Junfeng (Department of Thoracic Surgery, the Fourth Hospital of Hebei

Medical University, Shijiazhuang 050011, Hebei, China）

[Abstract] Objective: This study aimed at investigating the epigenetic regulation mechanism of abnormally low expression of SHP-1

gene in esophageal squamous cell carcinoma (ESCC). Methods: A total of 71 cases of ESCC tissues and corresponding para-cancer tis‐

sues(2 cm from the edge of the cancer) resected during surgery at the Department of thoracic surgery of Hebei Province, the Fourth Hos‐

pital of Hebei Medical University from 2008 to 2011 were collected for this study. The expression level of SHP-1 mRNA and protein

was detected in esophageal cancer cell lines (Eca109, Kyse170, Yes-2) before and after 5-Aza-dC or TSA treatment by RT-qPCR and

Western blotting methods respectively. The methylation status of CpG sites in promoter region of SHP-1 was analyzed by bisulfite

genome sequencing (BGS) in three esophageal cancer cell lines before and after 5-Aza-dC treatment. The methylation status of SHP-1

was studied by methylation-specific polymerase chain reaction (MSP) method in esophageal cancer cell lines, ESCC tissues and

para-cancer tissues. The association between the SHP-1 promoter methylation status and clinic pathological parameters were analyzed
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in ESCC patients. Dual-luciferase reporter assay systems method was applied to detect the impacts of methylation status of CpG island

in SHP-1 promoter region on gene transcription activity. For prognostic analysis of SHP-1 methylation, survival curves were con‐

structed using the Kaplan-Meier method and the log-rank. Results: After treated with 5-Aza-dC, the expression level of SHP-1

mRNA and protein was significantly up-regulated in Eca109, Kyse170 and Yes-2 cells, meanwhile the methylation status of SHP-1 was

decreased (P<0.05). The expression level of SHP-1 had no obviously change after treated with trichostatin A(TSA). The methylation

frequency of promoter in ESCC tumor tissues was significantly higher than that in corresponding para-cancer tissues (P<0.05). When

stratified for clinic pathologic characteristics, methylation frequency of SHP-1 was associated with TNM stage, pathological differentia‐

tion, and LN metastasis (P<0.05). The mRNA expression level of SHP-1 in the ESCC tissues with SHP-1 methylation was significantly

decreased compared to the ESCC tissues with unmethylation of SHP-1 (P<0.05). It was associated with methylation of promoter

(P<0.05). The activity of fluorescein reporter vector in methylase treatment group was significantly lower than that in untreated group

(P<0.05), indicating that SHP-1expression can be silenced by methylation of SHP-1 promoter. The result of Kaplan-Meier shown that

SHP-1 promoter methylation was correlated with ESCC patients’poor survival. Conclusion: The transcriptional activity of SHP-1 can

be inhibited with hypermethylated SHP-1 promoter region. The hypermethylated SHP-1 promoter induced the silencing of SHP-1.

Therefore, SHP-1 gene may serve as one of prognostic methylation biomarkers for ESCC patients.

[Key words] esophageal squamous cell carcinoma (ESCC); protein tyrosin phosphatase 1 (SHP-1); promoter; methylation; prognostic

evaluation

[Chin J Cancer Biother, 2020, 27(6): 602-608. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2020.06.002]

表观遗传学是指DNA核苷酸序列不变，通过碱

基修饰的改变（如DNA甲基化和组蛋白修饰等），导

致蛋白质的质与量的变化。研究[1-2]显示，表观遗传

学改变可能是一些基因功能失活而使肿瘤发生的更

为主要的原因。蛋白酪氨酸磷酸酶 1（protein tyro‐

sine phosphatase 1，SHP-1）基因位于人染色体 12p13

上，常作为候选肿瘤抑制因子。研究[3-5]发现，SHP-1

基因在食管鳞状细胞癌（esophageal squamous cell

carcinoma, ESCC）中表达下调。为明确表观遗传学

的两大机制（甲基化及组蛋白乙酰化）是否对SHP-1

基因的表达有影响，本课题分别应用甲基化酶抑制

剂5-氮杂-2’-脱氧胞苷（5-aza-decxytidine, 5-Aza-dC）

及组蛋白去乙酰化酶抑制剂曲古抑菌素 A（tricho‐

statin A，TSA）处理 ESCC 细胞 Eca109、Kyse170 和

Yes-2，观察细胞中 SHP-1 mRNA和蛋白表达水平的

改变；进一步检测 5-Aza-dC处理前后细胞中 SHP-1

基因启动子区CG位点甲基化频率的改变，并在该区

域设计甲基化引物进行扩增，应用双荧光素酶报告

基因实验进一步验证SHP-1表达与启动子区DNA甲

基化的关系；其后分析其作为预后评估的可行性，为

探索ESCC患者预后评估指标提供新思路。

1 材料与方法

1.1 实验用细胞株、主要试剂及组织标本

食管癌细胞株Eca109、Kyse170、Yes-2均由河北

医科大学第四医院生物标本库保留并传代。TRIzol

试剂购自美国 SBS公司，5-Aza-dC和TSA购自北京

索莱宝科技有限公司，逆转录 PCR试剂盒购自瑞士

Roche公司，RPMI 1640购自美国Gibico公司，胎牛血

清购自美国BI公司，qPCR试剂盒、双荧光素酶报告

基因试剂盒和T4连接酶购自美国 Promega公司，亚

硫酸氢盐转化试剂盒购自德国 Qiagen 公司，蓝色

体系购自北京市康为试剂有限公司，甲基转移酶

（M.SssI）购自北京美科美生物公司，ACTB鼠抗人单

克隆抗体及 SHP-1 兔抗人单克隆抗体购自美国

Abcam公司，Xho I内切酶、Hind III内切酶和转染试

剂Lipo2000均购自美国Thermo公司，PGL3-Basic和

pRL-TK（海肾）质粒购于上海捷瑞有限公司（并附送

菌液），无内毒素质粒大/小提取试剂盒购自北京市天

根生化科技有限公司。所有PCR用引物均在上海捷

瑞生物工程有限公司合成。

所用组织标本均来自河北医科大学第四医院

2008-2011年行食管癌根治术且病理诊断为ESCC的

组织及相应癌旁组织（距癌组织边缘 2 cm以上），共

71例。其中男性51例，女性20例；年龄39～78岁，中

位年龄62岁。采集的每例组织标本一部分置于液氮

保存，用于DNA和RNA的提取。根据国际抗癌联盟

（Union for International Cancer Contre，UICC）的标准

进 行 TNM 分 期 ，Ⅰ 期 4 例（5.64%）、Ⅱ 期 24 例

（33.80%）、Ⅲ期 38 例（53.52%）、Ⅳ期 5 例（7.04%）。

按照WHO肿瘤病理学分级标准（2010年版）进行分

级，高分化7例（9.86%）、中分化30例（42.25%）、低分

化34例（47.89%）。全部患者术前均未进行化疗和放

疗。所有研究对象对本研究均签署知情同意书，研

究方案经河北医科大学第四医院伦理委员会批准。

1.2 细胞培养

常规培养Eca109、Kyse170、Yes-2食管癌细胞株，

待细胞密度较低且处于对数生长期时，分别用5 μmol/L的

5-Aza-dC处理72 h或0.3 μmol/L TSA处理24 h，期间每

24 h更换一次培养液，处理完毕后更换为完全培基继续
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培养，24 h后收集细胞，提取DNA及RNA进行后续检

测。未经药物处理的细胞作为对照组。

1.3 qPCR检测ESCC细胞以及组织中SHP-1 mRNA

的表达水平

按照TRIzol试剂说明书提取细胞系及组织中总

RNA，之后将以提取的总RNA为模板，反转录成 cD‐

NA，储存备用。按照 qPCR 试剂盒进行加样，以

GAPDH作为内参，引物序列及反应条件见表 1。反

应条件为 94 ℃预变性 30 s，94 ℃ 10 s、60 ℃ 30 s，扩

增 40个循环，检测溶解曲线，每个样本设 3个重复。

以2-ΔΔCt来计算SHP-1 mRNA的相对表达量。

1.4 Western blotting(WB)检测ESCC细胞及组织中

SHP-1蛋白的表达水平

收集细胞，按照蛋白提取试剂盒操作流程抽提

细胞总蛋白。按照BCA蛋白浓度测定试剂盒说明书

测定蛋白浓度。取适量蛋白样品以 10% SDS-PAGE

分离蛋白样品。将分离后的蛋白转至PVDF膜上，取

出后放入 3%BSA封闭液室温孵育 1 h。加入稀释后

的一抗（兔抗人SHP-1和鼠抗人ACTB单克隆抗体），

在摇床上室温孵育1 h并4℃过夜后，用TBST清洗3次，

每次5 min。加入按1∶2 000比例稀释的二抗，室温孵

育 1 h后，用TBST清 3洗，在PVDF膜上滴入ECL发

光剂，迅速曝光，凝胶成像显影，以Gel Pro分析软件

测定条带灰度值。

1.5 甲基化特异性 PCR(methylation specific PCR，

MSP)法检测SHP-1基因启动子区的甲基化状态

采用常规酚/氯仿法抽提细胞系和组织中DNA，

用紫外分光光度法定量。每个样本中均取 2 μg

DNA，按照EpiTect Fast DNA纯化试剂盒说明书对样

本进行转化及纯化，在测序范围内设计引物，引物扩

增区域为-326至-167bp（引物序列见表1）。反应条件

为 95 ℃预变性 10 min后，95 ℃变性 45 s、60 ℃退火

45 s、72 ℃延伸1 min，共35个循环。扩增产物经2%

琼脂糖凝胶电泳，以分析系统进行图像分析。甲基

化结果的判定方法为：（1）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；（2）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；（3）

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，统计时将不完全甲基化归入甲基化。

阳性对照采用基因组DNA经甲基化酶SssⅠ处理后进

行PCR，阴性对照用灭菌双蒸水取代 DNA 模板进行

PCR。随机选取10%的标本进行重复实验。

1.6 亚硫酸氢盐基因组测序（bisulfite genome se‐

quencing，BGS）法检测SHP-1基因甲基化频率

首先通过在线软件UCSC（gennome.ucsc.edu）和

NCBI(https://www.ncbi.nlm.nih.gov)查找SHP-1基因的

碱基序列及启动子区，Methprimer 软件（http://www.

urogene.org/methprimer/）预测SHP-1基因的启动子区的

CpG岛分布情况。结果显示，在SHP-1启动子区有一CG

富集区域形成CpG岛。在-361到-139bp区域不含有CG

位点的部分设计通用引物（引物序列见表1），对该区域

内11个CpG位点的甲基化状态进行测序。

选取 5-Aza-dC 处理前后的 Eca109、Kyse170 和

Yes-2三株食管癌细胞，PCR产物进行切胶回收后，与

pGEM-T载体进行连接并在人感受态菌株中转化，挑

选蓝白斑筛出的白色克隆接种于LB培基过夜，每组

挑取 10个白色克隆进行测序，应用Chromas 软件将

测序结果与目的片段亚硫酸氢盐转换序列比对

(Blast)，并计算其CpG位点的甲基化阳性率。按文献

[6]的方法计算：单个CpG位点甲基化阳性频率=[该

位点甲基化的CpG克隆数/总克隆数(10)]×100%；扩

增的启动子区CpG位点甲基化的总阳性频率=甲基

化的CpG位点数/总CpG位点数×100%。

1.7 双荧光素酶报告基因载体构建及其检测SHP-1

甲基化状态和其转录活性的关系

以基因组 DNA 为模板，应用 PCR 的方法扩增

SHP-1基因近端启动子区-331 bp~-153 bp片段。引

物序列见表1。将此片段切胶回收后，产物连接T载

体扩增，4 ℃过夜，测序。以XhoI和HindIII分别为上

下游引物酶切位点，将测序产物双酶切，将酶切产物

分为两组：一组直接连入pGL3-Basic质粒；另一组进

行甲基转移酶处理，即将 1 μg DNA 加入 SAM、1×NE

Buffer 2 和 M.SssI 混合液中，使其总体积为 20 μl，

37 ℃温育、65 ℃加热 20 min热失活，随后将产物连

入pGL3-Basic质粒。转化感受态细胞DH5α，扩增并

提取重组质粒。将甲基转移酶处理组和未处理组各

150 ng重组质粒分别与50 ng pRL-TK瞬时共转染到

293 T细胞中，然后在 37 °C下孵育 48 h，应用双荧光

素酶报告基因系统测定荧光素酶活性。

1.8 统计学处理

数据分析采用 SPSS22.0软件，药物处理前后的

ESCC细胞中 SHP-1表达量比较采用 t检验，MSP检

测结果及其与临床病理资料间的关系采用 χ2和校正

χ2检验，SHP-1 甲基化的水平与预后的分析应用

Kaplan-Meier分析。以上均为双侧检验，以P<0.05或

P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 5-Aza-dC和TSA对ESCC细胞SHP-1 mRNA和

蛋白表达的影响

qPCR检测结果（图1）显示，SHP-1 mRNA在3株
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食管癌细胞株中表达较低 ，应用 5-Aza-dC 处理

后，SHP-1 mRNA 表达增强或恢复为阳性表达（均

P<0.05）；而应用TSA处理细胞后，SHP-1mRNA在 3

株食管癌细胞株中的表达无明显变化（P>0.05）。

WB实验检测结果显示，应用5-Aza-dC处理后SHP-1

蛋白表达也明显升高（P<0.05），而应用TSA处理细

胞后 SHP-1蛋白在 3株食管癌细胞株中的表达无明

显变化（P>0.05）。

表1 PCR引物序列和大小

Tab.1 Primer sequences and size of PCR product

Gene

SHP-1

GAPDH

BGS

BG-MSP

Methylation

Unmethylation

Promoter region

Primer sequence

F:5’-GGCCTGGACTGTGACATTGA -3’

R:5’-ATGTTCCCGTACTCCGACTC-3’
F: 5’-AGGTGAAGGTCGGAGTCAACG-3’

R: 5’-AGGGGTCATTGATGGCAACA-3’

F: 5’-AGGGTTGTGGTGAGAAATTAATTAG-3’

R: 5’-TTACACACTCCAAACCCAAATAATAC-3’

F: 5’-GAACGTTATTATAGTATAGCGTTC-3’

R: 5’-TCACGCATACGAACCCAAACG-3’

F: 5’-GTGAATGTTATTATAGTATAGTGTTTGG-3’

R: 5’-TTCACACATACAAACCCAAACAAT-3’

F: 5’-CCCTCGAGGCATGTGAACGCCATTATAG-3’
R:5’-CCAAGCTTCCCAGATAATACTTCACGCA-3’

Product size（bp）

188

104

222

158

161

178

*P<0.05 vs Control or TSA group

图1 5-Aza-dC及TSA处理前后不同细胞系中SHP-1 mRNA(A)和蛋白(B)的表达

Fig.1 The mRNA(A) and protein(B) expression of SHP-1 gene in different cell lines

before and after treatment with 5-Aza-dC or TSA

2.2 5-Aza-dC处理可降低ESCC细胞中SHP-1基因

启动子区甲基化程度

在BGS测序片段范围内设计MSP引物进行PCR

扩增，结果(图 2A)显示，5-Aza-dC处理后ESCC细胞

中SHP-1甲基化程度均降低，Eca109和Yes-2细胞表

现为非甲基化状态。

选取 5-Aza-dC 处理前后的 Eca109、Kyse170 和

Yes-2等 3株食管癌细胞，BGS测序结果制图，如图 3

所示，图中实心圆圈代表发生甲基化的CG位点（甲

基化频率按该位点甲基化的CpG克隆数/总克隆数

10计算，以颜色深度不同代表频率），空心圆代表未

发生甲基化的CG位点。5-Aza-dC处理前Eca109中

11个CpG位点的甲基化频率分别100%、100%、90%、

30%、60%、80%、30%、60%、60%、90%、0，扩增的

启动子区CpG位点甲基化的总频率 90.91%（10/11）；

5-Aza-dC 处理后扩增的启动子区无甲基化发生。

5-Aza-dC处理前Kyse170中11个CpG位点的甲基化

频率分别 100%、70%、80%、60%、50%、60%、0、30%、

90%、60%、0，扩增的启动子区CpG位点甲基化的总

阳性率为81.82%(9/11)；5-Aza-dC处理后扩增的启动

子区 CpG 位点甲基化的总阳性率为 9.09%(1/11)。

5-Aza-dC处理前Yes-2细胞中 11个CpG位点的甲基

化频率分别为 100%、100%、90%、90%、40%、80%、

10%、80%、60%、30%、0，扩增的启动子区CpG位点甲

基化的总阳性率为 90.91%(10/11)；5-Aza-dC 处理后

扩增的启动子区无甲基化发生。结果提示，5-Aza-dC

处理后3种ESCC细胞中SHP-1基因启动子区甲基化

率均明显降低。
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图2 ESCC细胞系（（A））和组织（（B））中SHP-1基因启动子区的甲基化状态

Fig.2 The methylation status in promoter of SHP-1 gene in different ESCC cell lines (A) and ESCC tissues (B)

图3 BGS法检测5-Aza-dC处理前后ESCC细胞系中SHP-1

基因启动子区每个CpG位点的甲基化状态

Fig.3 The methylation status of every CpG sites in promoter

of SHP-1 gene by BGS method in different ESCC cell lines

before and after treatment with 5-Aza-dC

2.3 SHP-1基因启动子区甲基化可抑制基因自身的

转录活性

双荧光素酶报告基因检测结果显示，SHP-1

基因启动子区应用甲基转移酶处理组的荧光活

性显著低于未处理组[（0.479±0.032）vs（1.038±0.041），

t=10.830，P<0.05]，结果表明 SHP-1基因启动子区甲

基化可抑制基因自身的转录活性。

2.4 ESCC组织中 SHP-1启动子区甲基化状态及其

与临床病理特征的关系

MSP检测结果（图 2B）显示，SHP-1 基因启动

子区在 ESCC组织中的甲基化率为 63.4%（45/71），

显著高于相应癌旁组织的 16.9%（12/71）（χ2=31.917，

P<0.05）。分析SHP-1基因启动子区甲基化率与患者

各临床病理参数的关系，结果（表2）显示，SHP-1基因

启动子区甲基化与患者TNM分期、病理分级及淋巴

结转移有关（均P<0.05），而与年龄、性别、浸润深度

及上消化道肿瘤家族史无关（均P>0.05）。

表2 ESCC组织中SHP-1的甲基化状态与病理特征的关系

Tab.2 Relationship methylation status of SHP-1 and the clinical features in ESCC tissues

Clinical feature

Age(t/a)
<62
≥62

Gender
Male
Female

TNM stage
Ⅰ+Ⅱ
Ⅲ+Ⅳ

Pathological differentiation
Well/Moderate
Poor

Depth of invasion
T1/2
T3/4

LN metastasis
Negative (N0)
Positive (N1-3)

Family history of UGIC
Negative
Positive

Case (N)

30
41

51
20

28
43

37
34

28
43

22
49

47
24

Methylation (n)

17
28

35
10

12
33

18
27

14
31

9
36

30
15

χ2

1.009

2.148

12.930

7.225

3.566

6.935

0.012

P

0.315

0.143

0.004

0.007

0.059

0.008

0.912

2.5 ESCC组织中 SHP-1 mRNA低表达与 SHP-1启

动子区高甲基化相关

71例ESCC组织中 SHP-1基因mRNA的表达量

显著低于相应癌旁组织（1.000±0.001 vs 1.815±0.386，

t=13.533，P<0.05；图 4）。启动子区甲基化阴性组的

ESCC患者肿瘤组织其 SHP-1 mRNA表达量显著高
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于甲基化阳性组患者 (0.121±0.022 vs 0.047±0.009，

P<0.05)。

*P<0.05

图4 ESCC及相应癌旁组织中SHP-1 mRNA的表达

Fig.4 The expression of SHP-1 mRNA in ESCC and corre‐

sponding para-cancer tissue

2.6 SHP-1基因启动子区甲基化与ESCC患者不良

预后相关

对71例ESCC患者进行随访，共13人失访，失访

率为 18.3%。结果显示（图 5），SHP-1基因启动子区

甲基化与ESCC患者的生存期有关，在SHP-1基因启

动子区发生甲基化的随访ESCC患者的 5年生存率

仅为 15.2%，中位生存时间为 31个月；而该基因启动

子区甲基化阴性组患者的 5 年生存率为 42.3%，中

位生存时间为 37 个月，两组差异具有统计学意义

（χ2=5.383，P<0.05；图5）

图5 ESCC患者中SHP-1基因启动子区甲基化的

Kaplan-Meier生存分析

Fig.5 Kaplan-Meier survival analysis of methylation in

promoter region of SHP-1 gene in ESCC patients

3 讨 论

近几年来，表观遗传学研究得到了突飞猛进的

发展，是目前国内外研究的热点。表观遗传学改变

主要包括DNA甲基化和组蛋白乙酰化，对基因的表

达调控有重要作用。组蛋白去乙酰化和 DNA高甲

基化可抑制基因表达，而组蛋白乙酰化和DNA低甲

基化可促进基因表达[7-8]。抑癌基因启动子区发生异

常高甲基化可能抑制转录因子与之结合，进而降低

基因的转录水平，最终导致肿瘤的发生[9-11]。

SHP-1基因位于人染色体 12p13上，编码分子量

为68 000的非受体型蛋白酪氨酸磷酸酶[12-13]，其在慢

粒性白血病[3]、乳腺癌[4]、肝癌[5]等多种恶性肿瘤中表

达低于正常组织，提示其具有抑癌基因的作用。在

许多造血细胞系疾病，如白血病和淋巴瘤中研究发

现，SHP-1的转录沉默可能是由于其启动子区高甲基

化导致的[14-15]。SHENG等[16]在子宫内膜癌中也发现

了SHP-1基因启动子区的高甲基化，并且与年龄和肿

瘤分化有关。在子宫内膜癌细胞系中检测到SHP-1

启动子完全甲基化，并通过 5-Aza-dC处理逆转其表

达状态。

本课题组前期研究[17]发现，SHP-1基因在ESCC

中表达下调。为进一步明确 SHP-1在ESCC中引起

其异常低表达的可能的表观遗传学机制，本研究首

先检测了3株ESCC 细胞株中应用甲基化酶抑制剂

5-Aza-dC或组蛋白去乙酰化酶抑制剂TSA处理前后

SHP-1基因mRNA和蛋白的表达情况，结果显示，处

理后 3株ESCC细胞系SHP-1表达均明显升高；同时

MSP结果显示，5-Aza-dC处理后该基因的甲基化条

带减弱或消失，而非甲基化条带则明显增强。应用

组蛋白去乙酰化酶抑制剂（TSA）处理细胞株后，

SHP-1在各细胞株中的表达情况及甲基化状态无明

显改变。以上结果共同提示，ESCC中SHP-1基因的

高甲基化水平可能是引起基因自身表达下调的机制

之一。对 ESCC 组织标本的检测发现，癌组织中

SHP-1 基因的甲基化水平明显高于癌旁组织，且与

SHP-1基因表达的缺失相关，进一步提示了在ESCC

组织标本中 SHP-1基因存在高甲基化现象。此外，

SHP-1的甲基化状态与 ESCC患者的 TNM分期、病

理分化和淋巴结转移相关。结果表明，启动子的异

常高甲基化更具肿瘤特异性，并且与SHP-1的表达水

平相关。

为进一步深入探究调控机制，本研究根据SHP-1基

因CpG岛分布情况，在启动子区CpG岛区域构建重组

质粒，进行甲基转移酶处理后，采用双荧光素酶报告基

因方法验证SHP-1基因启动子区甲基化状态对于其转

录活性的影响，结果显示，甲基转移酶处理组的荧光活

性显著低于未处理组，分析可能的原因为：启动子区位

于转录起始点附近，与转录因子关系密切，这个区域的

CpG位点发生甲基化后可直接或间接阻遏相应转录因
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子与近端启动子区的结合，从而影响基因的转录，进一

步证实SHP-1基因启动子区异常高甲基化修饰是其在

ESCC中沉默表达的主要机制之一。

生存分析显示，SHP-1的高甲基化与ESCC患者

的生存率低有关。有研究[18]报道，SHP-1基因启动子

区甲基化是发生上皮肿瘤发生淋巴结转移的通用标

志物。PRAKASIT等[19]发现，在发生转移的结肠癌患

者的淋巴结中SHP-1基因启动子区甲基化率显著高

于未发生转移及正常对照组。在对非小细胞肺癌的

研究[20]中也发现，SHP-1基因启动子区高甲基化可能

作为疾病预后复发的分子标志物。本研究结果均与

以上报道相一致。

综上所述，SHP-1基因启动子区高甲基化状态可

抑制其自身的转录活性，进而导致该基因表达沉默。

此外，SHP-1的甲基化状态与 ESCC患者的 TNM分

期，病理分化，淋巴结转移相关，并与患者的生存期

相关，表明SHP-1启动子甲基化状态可能有望成为预

测ESCC患者预后的生物标志物之一。
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