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ＤＮＡ甲基转移酶 １基因在人肝外胆管癌组织和细胞
中的表达及意义
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［摘　要］目的：研究ＤＮＡ甲基转移酶１（ＤＮＭＴ１）在人肝外胆管癌组织和人胆管癌细胞系 ＱＢＣ９３９中的表达，
并分析ＤＮＭＴ１的表达与胆管癌临床病理因素之间的关系，探讨其在胆管癌发生发展过程中的作用。方法：用
免疫组织化学法检测ＤＮＭＴ１在２４例人肝外胆管癌组织和２０例慢性胆管炎组织中的阳性细胞表达率，将二者
进行对比并分析其与胆管癌临床病理之间的关系；用ＲＴＰＣＲ和ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ分别检测ＤＮＭＴ１在人胆管癌细胞
系ＱＢＣ９３９中转录水平和蛋白水平的表达情况。结果：（１）在２４例胆管癌组织中ＤＮＭＴ１蛋白阳性细胞表达率为
（３７５７±１１２４）％，而在２０例伴慢性炎症的胆管壁组织中ＤＮＭＴ１蛋白阳性细胞表达率为（１０７３±６６１）％，二
者之间的差异具有显著性意义（Ｐ＝０００５）；（２）ＤＮＭＴ１蛋白的异常表达与胆管癌组织的分化程度相关，低分化
肿瘤的表达水平最高，其次为中等分化肿瘤，高分化肿瘤的表达水平较低，ＤＮＭＴ１蛋白的异常表达与性别、年
龄、肿瘤大小、肿瘤部位、有无淋巴结转移和临床分期无明显关系；（３）在人胆管癌细胞系 ＱＢＣ９３９中，通过 ＲＴ－
ＰＣＲ和ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ均能检测到ＤＮＭＴ１基因ｍＲＮＡ和蛋白的表达。结论：（１）在胆管癌组织中，ＤＮＭＴ１蛋白的
表达较慢性胆管炎组织明显增加，并与肿瘤组织分化程度有关，与性别、年龄、肿瘤大小、肿瘤部位、有无淋巴结

转移和临床分期无明显关系，提示ＤＮＭＴ１的高表达可能与胆管癌的发生发展有关，且可能是胆管癌发生中的一
个早期分子事件；（２）ＤＮＭＴ１在人胆管癌细胞系ＱＢＣ９３９中存在表达。
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　　肝外胆管癌是危害人类健康的恶性肿瘤，其发
生与癌基因的激活和抑癌基因的失活相关。ＤＮＡ
甲基化是表遗传学（ｅｐｉｇｅｎｅｓｉｓ）的主要内容之一，
在肿瘤相关基因的表达调控中具有重要作用，它可

以通过基因启动子及其附近区域内 ＣｐＧ岛胞嘧啶
的甲基化关闭某种组织或细胞不必需的基因，使之

不表达或沉寂。越来越多的研究表明，抑癌基因的

失活和表达降低与其启动子区域的高甲基化状态

有关［１～４］。ＤＮＡ甲基化是由 ＤＮＡ甲基转移酶
（ＤＮＡｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｓ，ＤＮＭＴｓ）催化发生的。目
前发现的该基因家族成员包括 ＤＮＭＴ１、ＤＮＭＴ２、
ＤＮＭＴ３ａ和 ＤＮＭＴ３ｂ四个成员［５］，其中以 ＤＮＭＴ１
最为重要，起着维持甲基化（ｍａｉｎｔｅｎａｎｃｅｏｆｍｅｔｈｙｌ
ａｔｉｏｎ）的作用。在本研究中，应用免疫组织化学、
ＲＴＰＣＲ和 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ分别检测了 ＤＮＭＴ１在肝
外胆管癌组织和胆管癌细胞系 ＱＢＣ９３９中的表达情
况，初步探讨ＤＮＭＴ１肝外胆管癌发生发展中的作
用。

１　材料和方法

１１　材料和试剂
１１１　实验标本和材料　收集华中科技大学同济
医学院附属同济医院和贵阳医学院附属医院２００２
年１月～２００４年１２月手术切除肝外胆管癌石蜡
包埋标本共２４例，其中男１４例，女１０例，男女比
例为１４∶１；年龄３９～７２岁，平均（５３５８±９４２）
岁；肿瘤胆管上段８例、中段６例、下段１０例，分别
占３３３３％、２５００％、４１６７％；高分化１０例，中分
化７例，低分化 ７例，分别占 ４１６７％、２９１７％、

２９１７％；ＴＮＭ分期：Ｉ～ＩＩ期 １４例，ＩＩＩ～ＩＶ期 １０
例；发生淋巴或远处转移者９例，未发生转移者１５
例，分别占３７５０％、６２５０％。另外分别取经病理
检查证实为胆管炎的石蜡包埋标本２０例作对照。
所有标本均经１０％甲醛固定，石蜡包埋，４μｍ连
续切片，并经病理证实。人胆管癌细胞系 ＱＢＣ９３９
由第三军医大学西南医院王曙光教授惠赠。

１１２　主要试剂　ＳＰ试剂盒和 ＤＡＢ底物试剂盒
购自北京中山生物技术有限公司。鼠抗人 ＤＮＭＴ１
单克隆抗体（ＩＭＧＥＮＥＸ公司），ＨＲＰ标记山羊抗小
鼠ＩｇＧ［北京中山公司（Ｐｉｅｒｃｅ产品）］，ＲＰＭＩ１６４０
培养基和胎牛血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司），Ｔｒｉｚｏｌ试剂（Ｉｎ
ｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），ＲＴ试剂盒（ＭＢＩ公司），ＰＣＲ试剂
盒（北京天为时代），化学发光试剂（ＥＣＬ）购自
ＰＩＥＲＣＥ公司，引物由上海生工生物工程公司合
成。

１２　实验方法
１２１　免疫组织化学染色　采用链霉素亲和生物
素－过氧化物酶免疫组化方法（ＳＰ法），按照 ＳＰ
免疫组织化学试剂盒说明书上所给步骤进行操作。

一抗稀释浓度为１∶２００，二抗稀释浓度为１∶１０００。
采用双盲法由２名富有经验的病理科医师观察并
计数。计数方法：光镜下每张切片取５个有代表性
的高倍视野（×４００）进行细胞计数，每视野分成１０
×１０共１００个小格，每个视野随机计数３００个肿
瘤细胞或上皮细胞，共计数１５００个细胞，计算染
色阳性细胞在同类细胞中所占百分率（％）。以阳
性细胞百分率≥１０％为表达阳性，＜１０％为表达阴
性。

１２２　细胞培养　ＱＢＣ９３９细胞在含１０％胎牛血清

２２２
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的ＲＰＭＩ１６４０培养基中，于３７℃、５％ＣＯ２饱和湿
度下培养。

１２３　ＲＴＰＣＲ检测ＱＢＣ９３９细胞中ＤＮＭＴ１基因
ｍＲＮＡ表达　采用 ＭＢＩ公司的 ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭ Ｆｉｒｓｔ
ＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ，并按照试剂盒说明书进

行操作。以合成的ｃＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ，ＤＮＭＴ１
基因引物序列见表１。为排除假阴性的影响，同时
在ＰＣＲ反应体系中加入βａｃｔｉｎ引物作为内参照，β
ａｃｔｉｎ引物序列见表１。ＰＣＲ退火温度为６０℃，３０个
循环。扩增产物用１５％琼脂糖凝胶电泳观察。

表１　ＲＴＰＣＲ扩增ＤＮＭＴ１基因的引物序列
Ｔａｂ．１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＤＮＭＴ１ｇｅｎｅｆｏｒａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｂｙＲＴＰＣＲ

引物名称 引物序列 产物长度 退火温度

ＤＮＭＴ１（ｓｅｎｓｅ） ５′ＴＧＡＣＧＡＧＧＡＣＧＡＡＧＡＴＧＧ３′
４４２ｂｐ ６０℃

ＤＮＭＴ１（ａｎｔｉｓｅｎｓｅ） ５′ＣＡＧＧＴＧＡＣＣＧＴＧＣＴＴＡＣＡＧ３′
βａｃｔｉｎ（ｓｅｎｓｅ） ５′ＴＣＴＡＣＡＡＴＧＡＧＣＴＧＣＧＴＧＴＧ３′

６８２ｂｐ ５９℃
βａｃｔｉｎ（ａｎｔｉｓｅｎｓｅ） ５′ＡＴＣＴＣＣＴＴＣＴＧＣＡＴＣＣＴＧＴＧ３′

１２４　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测ＱＢＣ９３９细胞中ＤＮＭＴ１蛋
白的表达　分别提取ＱＢＣ９３９细胞的总蛋白，经８％
ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后，电转移到 ＰＶＤＦ
膜上，然后用５％脱脂奶粉室温封闭２ｈ，漂洗后与
一抗（１∶８００稀释）４℃缓慢摇动过夜，用 ＴＢＳＴ洗
脱后与ＨＲＰ标记的二抗（１∶１０００稀释）室温孵育
２～３ｈ，再用化学发光试剂显影、曝光分别观察
ＤＮＭＴ１蛋白的表达情况。
１３　统计学处理

各组实验数据以（ｘ±ｓ）表示，采用 ＳＰＳＳ１７０
统计软件包进行非配对 ｔ检验及多均数之间两两
比较的方差分析。

２　结果

２１　ＤＮＭＴ１蛋白在肝外胆管癌组织中的表达
２１１　ＤＮＭＴ１蛋白在肝外胆管癌组织中的表达
率及分布特征　ＤＮＭＴ１蛋白阳性表达产物均分布
于细胞核或胞核伴胞质内，呈棕黄色颗粒。从表２
可以看出，在２４例胆管癌组织中，ＤＮＭＴ１蛋白阳
性表达率为（３７５７±１１２４）％，而在２０例慢性炎
症的胆管壁组织中的阳性率为（１０７３±６６１）％，
二者之间的差异具有显著性意义（Ｐ＝０００５），说
明ＤＮＭＴ１在肝外胆管癌组织中的表达水平较胆
管炎组织明显升高。

２１２　ＤＮＭＴ１蛋白异常表达与胆管癌临床病理因
素之间的关系　统计结果表明，在表３的临床病理
因素中，ＤＮＭＴ１蛋白的异常表达与肿瘤组织分化程
度有关，其中低分化胆管癌组织的阳性细胞率明显

高于中等分化程度的胆管癌组织（Ｐ＝００００），而中
等分化的胆管癌组织ＤＮＭＴ１阳性细胞率高于高分
化胆管癌组织（Ｐ＝００１４）。ＤＮＭＴ１蛋白的异常表

达与性别、年龄、肿瘤大小、肿瘤部位、有无淋巴结转

移和临床分期无明显关系（Ｐ＞００５）。

表２　ＤＮＭＴ１蛋白在胆管癌组织和
胆管炎组织中的表达

Ｔａｂ．２　ＤＮＭＴ１ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＥＣＣｔｉｓｓｕｅｓ
ａｎｄｉｎｃｈｒｏｎｉｃｃｈｏｌａｎｇｅｉｔｉｓｔｉｓｓｕｅｓ

组别 ｎ ＤＮＭＴ１阳性细胞（％）
胆管癌组织 ２４ ３７５７±１１２４
胆管炎组织 ２０ １０７３±６６１

注：与胆管炎组织比较，ｔ＝９３９７，Ｐ＝０００５，Ｐ＜００１。

表３　ＤＮＭＴ１蛋白异常表达与胆管癌
临床病理因素之间的关系

Ｔａｂ．３　Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎａｂｎｏｒｍａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆＤＮＭＴ１ｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｔｈｅｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ

ｆｅａｔｕｒｅｓｏｆＥＣＣ
相 关 因 素 例数（ｎ）阳性细胞（％） Ｐ值

性别　　　 男 １４ ３７４３±８７２
００５４

女 １０ ４０５７±１４００
年龄　　　 ＜５０ ８ ３７５７±１１６８

０８４９
≥５０ １６ ３７５８±１１４１

肿瘤大小　＜２ｃｍ ４ ３３３３±９６１
０２９２

≥２ｃｍ ２０ ３８４２±１１５７
肿瘤部位　上段 ８ ３６３３±１３２１ 上段∶中段 ０６９４

中段 ６ ３８８６±１１５０ 中段∶下段 ０８６２
下段 １０ ３７７９±１０５５ 下段∶上段 ０７９５

分化程度 高度 １０ ２８６８±５２１ 高度∶中度 ００１４
中度 ７ ３５４６±５２０ 中度∶低度 ００００
低度 ７ ５２３８±４９１ 低度∶高度 ００００

淋巴结转移 有 ９ ３６９４±１１２０
０６３３

无 １５ ３７９５±１１６４
临床分期　Ⅰ～Ⅱ １４ ３７３１±１１８１

０７５８
Ⅲ～Ⅳ １０ ３７９４±１１０２

２２　ＤＮＭＴ１在人胆管癌细胞系ＱＢＣ９３９中的表达
３２２
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２２１　ＤＮＭＴ１基因 ｍＲＮＡ在 ＱＢＣ９３９细胞中的表
达　从图１可以看出，泳道中出现了２条 ＤＮＡ条
带，一条为βａｃｔｉｎ基因条带，大小为６８２ｂｐ；另外
一条为ＤＮＭＴ１基因条带，大小为４４２ｂｐ，与预期
大小相符，说明 ＤＮＭＴ１基因在 ＱＢＣ９３９细胞中是表
达的。

Ｍ：ｍａｒｋｅｒ，１：ＱＢＣ９３９细胞

图１　ＤＮＭＴ１基因ｍＲＮＡ在ＱＢＣ９３９
细胞中的表达（ＲＴＰＣＲ）

Ｆｉｇ．１　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＤＮＭＴ１ｇｅｎｅｍＲＮＡｉｎ
ＱＢＣ９３９ｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴＰＣＲ

２２２　ＤＮＭＴ１蛋白在 ＱＢＣ９３９细胞中的表达　
ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ结果显示，ＱＢＣ９３９中除表达 βａｃｔｉｎ蛋
白外，同时在相应的膜上出现 ＤＮＭＴ１蛋白条带，
结果与 ＲＴＰＣＲ结果一致，说明 ＤＮＭＴ１基因在人
胆管癌 ＱＢＣ９３９细胞中一旦转录成 ｍＲＮＡ后，可通
过转录后加工翻译成相应的蛋白质在细胞中表达。

３　讨论

肿瘤是现代人群的多发病及常见病，预后差、

死亡率高。虽然已发现一些因素，如饮食、ｃｍｙｃ
原癌基因的激活和 ｐ５３抑癌基因的失活与肿瘤近
来发生率的升高有一定的关系，但是肿瘤确切的发

生发展机制尚不清楚。在肿瘤发生的诸多因素中，

肿瘤抑制基因（ＴＳＧ）失能和原癌基因（ＰＯＧ）获能
引起的细胞增殖、凋亡失控和基因组稳定性下降是

肿瘤发生过程的中心事件。过去认为，基因失活有

两个途径，即基因突变和基因缺失。但目前研究发

现，肿瘤细胞基因的失活可通过一条基因突变，而

另外一个等位基因维持启动子甲基化状态，并证实

这种甲基化状态是 ＴＳＧ失活的第三种机制，而且

在某些情况下是ＴＳＧ失活的唯一机制［６，７］。

ＤＮＡ甲基化是表遗传学（ｅｐｉｇｅｎｅｓｉｓ）的主要内
容之一，在肿瘤相关基因的表达调控中具有重要作

用［８～１０］，它可以通过基因启动子及其附近区域内

ＣｐＧ岛胞嘧啶的甲基化关闭某种组织或细胞不必
需的基因，使之不表达或沉寂。目前认为，ＤＮＡ甲
基化引起相关基因沉寂主要有２种可能机制［１１］：

（１）ＤＮＡ甲基化引起ＤＮＡ分子构象的改变从而影
响特定蛋白质及其黏附能力而直接干扰特异转录

因子和各种启动子识别位点的结合，从而引起转录

抑制；（２）甲基－ＣｐＧ结合域（ＭＢＤ）蛋白选择性地
与甲基化启动子结合形成复合物，阻断了转录因子

结合部位。ＤＮＭＴｓ活性增加可使 ＤＮＡ发生异常
甲基化，基因活性改变和染色体不稳定。

ＤＮＡ甲基化是在 ＤＮＭＴｓ的催化下发生的。
目前发现的该基因家族成员包括ＤＮＭＴ１、ＤＮＭＴ２、
ＤＮＭＴ３ａ和ＤＮＭＴ３ｂ四个成员［５］。ＤＮＭＴ１是最早
发现的 ＤＮＡ甲基转移酶，定位于 １９ｐ１３３～
ｐ１３２，其ｃＤＮＡ全长５４３４ｂｐ，由１４９５个氨基酸
组成，蛋白产物的表现分子量为１９０ｋＤ。其 Ｃ端
为保守的催化甲基化反应结构域，Ｎ端含有一个半
胱氨酸富含区，具有结合和调节功能。ＤＮＭＴ１是
ＤＮＭＴｓ中最为重要的一员，起着维持甲基化（ｍａ
ｉｎｔｅｎａｎｃｅｏｆｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ）的作用，即根据亲本链上
特异的甲基化位点，在 ＤＮＡ半保留复制出的新生
链相应的胞嘧啶上进行甲基化修饰的过程。许多

研究发现，ＤＮＭＴｓ在多种肿瘤中的表达是明显上
调的［１２～１５］，其发生往往先于甲基化模式异常，因而

是肿瘤细胞的一个具有特征的早期分子改变。

ＤＮＭＴｓ活性增加可以促进甲基化的胞嘧啶脱氨
基，引起胞嘧啶转变为胸腺嘧啶的速率增加，促进

ＤＮＡ的点突变发生；并可促进肿瘤抑制基因发生
高甲基化引起其表达沉寂，使之丧失抑制肿瘤的生

物学效应［１１］。胆管癌是危害人类健康的恶性肿

瘤，目前还没有关于 ＤＮＭＴｓ在胆管癌组织中表达
及与临床病理因素之间相关性的报道，本课题对此

进行了研究。

在实验中，应用免疫组织化学方法检测了２４
例胆管癌组织和２０例胆管炎组织中 ＤＮＭＴ１蛋白
的表达情况，并分析了其与胆管癌临床病理因素之

间的关系。结果表明，ＤＮＭＴ１蛋白在胆管癌组织
中的阳性细胞表达率分别为（３７５７±１１２４）％，
明显高于其在胆管炎组织中的阳性细胞表达率。

ＤＮＭＴ１的高表达与肿瘤组织的分化程度有关，在
４２２
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低分化肿瘤中表达最高，其次为中等分化肿瘤，最

低为高分化肿瘤，但其高表达与患者性别、年龄、肿

瘤大小、肿瘤部位、有无淋巴结转移和临床分期无

明显关系，说明ＤＮＭＴ１蛋白在胆管癌组织的表达
是增高的，并且可能成为判断肿瘤恶性程度的指标

之一。在本实验中，同时应用 ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ分别检测了ＤＮＭＴ１在人胆管癌细胞系ＱＢＣ９３９
中转录水平和蛋白水平的表达情况，结果发现这两

个甲基化酶均在 ＱＢＣ９３９中表达。遗憾的是，仅做
了一株胆管癌细胞，且没有正常胆管上皮细胞系作

对照，结果只能说明 ＤＮＭＴ１和 ＤＮＭＴ３ｂ在 ＱＢＣ９３９
中是表达的，但相对正常胆管上皮细胞而言，其表

达是增高还是降低尚未得知。为了探讨 ＤＮＭＴ１
和ＤＮＭＴ３ｂ在ＤＮＡ甲基化和胆管癌发生发展中的
作用，尚需进一步研究。
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