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摘要 目的 研究细胞周期分裂蛋白 42 ( cdc42 ) 的启动子
区 CpG岛是否作为调节因子参与基因表达的调控。方法
选择消化道肿瘤早期相关基因 cdc42 为研究对象，构建氯霉
素乙酰基转移酶 3-增强子( pCAT3-Enhancer) 重组体: 内含
cdc42 基因启动子区第一个 CpG 岛的序列及一段不含 CpG

岛序列，非甲基化修饰的重组体和 pCAT3-Enhancer 空载体
转化至甲基化酶缺陷大肠杆菌中( EＲ1793 ) ，经甲基化酶修
饰后的重组体及空载体转化至可持续甲基化状态的大肠杆

菌中( JM109) ，阳性克隆转染至 Eca109 中，提取蛋白，通过
薄层层析检测氯霉素乙酰基转移酶( CAT) 活性。结果 转
染至细胞株后，甲基化空载体 CAT 的活性显著低于非甲基
化的; 任意 DNA-pCAT3-Enhancer 重组体甲基化及非甲基化
CAT的活性无差异; cdc42 启动子区 CpG 岛-pCAT3-Enhancer

重组体，甲基化 CAT的活性显著低于非甲基化 CAT的活性，

差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。结论 通过食管癌细胞株
Eca109 实验，cdc42 启动子区 CpG 岛的甲基化修饰后，CAT

的活性降低，非甲基化 CAT仍保持较高活性。说明 cdc42 启
动子区 CpG岛甲基化程度的改变具有调节下游基因表达的
作用。
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表观遗传学是指在不改变基因序列的前提下对

基因表达的调控，最常见的修饰是 DNA 甲基化［1］。
其通过 S-腺苷甲硫氨酸 ( S-adenosyl methionine，
SAM) 将甲基添加到胞嘧啶的基因组上［2］。甲基化
状态的增减，脱甲基化，会使相关基因的功能改变，

导致细胞变化，包括癌症、自体免疫反应和衰老相关
的变化［3］。在子宫内膜癌［4］、肾透明细胞癌［5］、胃
癌［6］中均存在基因的启动子区甲基化改变。肿瘤

抑制基因启动子区域的甲基化引起基因表达的紊乱

也存在于食管癌变过程［7 － 8］。
细胞周期分裂蛋白 42 ( cell division cycle 42，

cdc42) 是小 GTP 酶，属 Ｒho 家族的成员，可以调节
细胞骨架组织和膜运输等生理过程［9］。其启动子
区 CpG岛甲基化的变化对基因表达的调控尚未见
报道。该研究应用分子克隆及薄层层析技术，构建
cdc42 基因启动子区 CpG 岛 DNA 序列连接报告基
因氯霉素乙酰基转移酶( cdc42-chloramphenicol ace-
tyl transferase，cdc42-CAT) 的表达载体，经 CpG 岛的
DNA 序列甲基化修饰，转染食管癌细胞株 Eca109
后，检测含 CpG岛甲基化修饰与未甲基化修饰 DNA
片段对下游 CAT的影响，为确定 cdc42 基因启动子
区 CpG岛甲基化变化参与 cdc42 表达的调控提供直
接证据。

1 材料与方法

1． 1 引物设计及载体构建
1． 1． 1 引物设计 在基因数据库( GenBank) 中查
询候选基因 cdc42 和任意一段不含 CpG 岛的 DNA
序列( Ｒandom) ，应用 Primer 5． 0 软件设计引物，引
物序列及熔解温度( melting temperature，Tm) 见表 1。
1． 1． 2 PCＲ扩增 PCＲ反应条件见表 2。
1． 1． 3 电泳及测序鉴定 2%的琼脂糖凝胶电泳鉴
定 PCＲ产物 cdc42 及 random 序列。并将 PCＲ 产物
20 μl送上海生工测序鉴定其正确性。
1． 1． 4 PCＲ片段与 pUCm-T载体( pUCm-T Vector)
重组体的构建及转化 ① PCＲ产物的添 A: 利用添
A试剂盒，加入以下试剂至 EP 管中: 10 × A tailing
Buffer 5 μl，dATP mix 1 μl，Taq DNA 聚合酶 1 μl，
PCＲ产物 30 μl，ddH2O 13 μl，置 PCＲ 仪 72 ℃保温
10 min。② 添 A产物的回收: 将添 A 产物经 2%琼
脂糖电泳后，紫外灯下割胶回收，再经胶回收试剂盒

得到纯化的 PCＲ 产物。③ PCＲ 产物与 pUCm-T 载
体重组体的构建及转化: 按说明书将甲基化酶缺陷

的大肠杆菌 EＲ1793 及可维持甲基化状态的大肠杆
菌 JM109 37 ℃ 制备为感受态细胞。PCＲ产物与
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表 1 cdc42 及任意一段序列扩增引物序列

基因 引物序列( 5'→3') 扩增产物( bp) 熔解温度( ℃ )
cdc42 F: AAGGTACCGTAATTAAAAAATCCAAAAGAGGG 853 bp 58

Ｒ: AAAGATCTTATTATTTGTCTTCTCTGCTAG
Ｒandom F: AACTCGAGTCTCACAGCCTTCTCTTGTCA 317 bp 68

Ｒ: AAAGATCTAAGGCAGGAGTCAGGATGGT

表 2 PCＲ反应条件

PCＲ步骤 1 2 3 4 5 6
反应条件 94 ℃ 94 ℃ Tm( 熔解温度) 72 ℃ 72 ℃ 4 ℃
cdc42 5 min 30 s 58 ℃ 30 s 30 s 10 min 保温
Ｒandom 5 min 30 s 68 ℃ 30 s 30 s 10 min 保温

pUCm-T载体通过连接试剂盒连接，16 ℃作用 12 h
后，分别转化至感受态细胞。
1． 1． 5 阳性克隆的筛选及阳性克隆菌载体的测序
鉴定 ① 通过蓝白斑筛选阳性克隆菌后，经质粒提
取试剂盒提取质粒。② 以提取的质粒为模板，分别
采用双酶切进行酶切。cdc42 用 KpnⅠ及 BglⅡ酶切
( 加 bufferⅠ及 KpnⅠ酶切 30 min 后，再加 bufferⅡ
和 BglⅡ酶切 30 min) ，Ｒandom 用 XhoⅠ及 BglⅡ37
℃酶切 1 h。③ 酶切产物通过 2%琼脂糖凝胶电泳，
紫外灯下切胶并用胶回收试剂盒回收，电泳鉴定。
PCＲ扩增目的片段。④ 并将筛选的含阳性克隆的
菌液送上海生物工程服务公司测序鉴定其正确性。
1． 1． 6 甲基化修饰试剂盒修饰 将酶切后的 PCＲ
产物分组，一组进行甲基化修饰，一组不进行任何处

理。其中 SAM为活性甲基供体。将甲基化修饰体
系充分混匀( 上下颠倒 6 次) 。置 37 ℃ 孵育 1 h。
65 ℃加热 20 min使修饰反应停止。反应终止后，在
该体系中加入异丙醇 1 ml 沉淀甲基化修饰的 PCＲ
片段，离心，晾干，加 20 μl 三羟甲基氨基甲烷 －乙
二胺四乙酸( Tris-EDTA，TE) 溶解 DNA。甲基化酶
修饰体系见表 3。

表 3 甲基化修饰体系

试剂 体积( μl)
去离子水 14
10 × NEBuffer2 2
稀释的 SAM 2
载体( 1 μg) 1
CpG甲基转移酶( 4 U /μl) 1

1． 1． 7 目的片段与双酶切后的 p 氯霉素乙酰基转
移酶 3-增强子( p chloramphenicol acetyl transferase 3-
Enhancer，pCAT3-Enhancer) 重组载体的构建 将
pCAT3-Enhancer 载体双酶切，经电泳后胶回收试剂
盒回收。将未甲基化修饰的 3 个目的片段与

pCAT3-Enhancer连接，与 pCAT3-Enhancer空载体分
别转化至 E． coli EＲ1793 中( 甲基化酶缺陷) ，将甲
基化修饰的 3 个目的片段与 pCAT3-Enhancer 连接，
与 pCAT3-Enhancer空载体分别转化至 E． coli JM109
中( 维持甲基化状态) 。E． coli JM109 经氨苄抗性及
蓝白斑筛选阳性克隆，EＲ1793 经氨苄抗性筛选，质
粒提取试剂盒提取重组载体，酶切及 PCＲ 扩增鉴
定，送测序鉴定其正确性。
1． 2 重组载体分组与转染 将获得的重组载体分
6 组，在大肠埃希菌 E． coli JM109 中转化的重组体
有: cdc42 甲基化启动子区、甲基化修饰的任意片段
以及 pCAT3-Enhancer载体。在 E． coli EＲ1793 中转
化的重组体有: cdc42 启动子区、任意片段及 pCAT3-
Enhancer空载体。将 6 种载体转染至食管癌细胞株
Eca109 中。将食管癌细胞株 Eca109 2 ml 接种于 6
孔板中，24 h 后吸去培养液，加入 1. 5 ml 无抗培养
液。加入转染试剂 Opti-MEM 及载体，完成后轻轻
旋转混匀，37 ℃孵育 6 h后，换为常规培养液，37 ℃
孵育 42 h。
1． 3 CAT表达产物的提取及活性检测、定量
1． 3． 1 CAT表达产物的提取 移去培养液，用 1 ×
PBS buffer轻洗 3 次，加入 200 μl 1 × reporter lysis
buffer，轻摇浸没细胞。室温静置 15 min。用新的细
胞刮刀刮擦板孔，倾斜 6 孔板，将细胞溶解产物转移
到新的 EP管中，旋转混匀 10 ～ 15 s( 冰浴) ，部分样
品( 用于 CAT 酶检测) 60 ℃水浴锅放置 10 min( 目
的是将内源性乙酰化酶失活) 。13 000 r /min离心 2
min，上清转移至新的 EP 管中。其余样品置于低温
冰箱中。
1． 3． 2 CAT 活性检测 在新的 EP 管中加入细胞
提取物 100 μl，加入 CAT活性检测试剂( n-丁酰 CoA
5 μl，氯霉素 0. 75 μl) ，加双蒸水至 125 μl。设立阳
性、阴性以及空白对照。37 ℃水浴锅放置 6 h，之后
置于高速离心机12 000 r /min 瞬时离心。离心后加
入 500 μl 乙酸乙酯，涡旋混匀 1 min，12 000 r /min
离心 3 min，转移上层有机相至另一新的 EP 管中。
开盖室温放置 12 h，用以干燥样品。干燥后的样品
中加入 30 μl乙酸乙酯，反复吹吸悬浮样品，加样于
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层析板上，薄层层析，结束后将层析板用塑料纸包

裹，然后在 X线片下曝光。
1． 3． 3 放射自显影检测 通过在层析板上出现的
自显影的斑点数及位置来检测 CAT 催化氯霉素乙
酰化的能力高低。斑点数越多及位置越靠前，代表
CAT催化氯霉素乙酰化的能力越高。
1． 3． 4 CAT活性的定量分析 Bio-Ｒad Quantityone
软件分析，灰度扫描后得到各乙酰化的氯霉素点的

吸光度( optical density，OD) 值，以吸光度为参数比
较各组差异。
1． 4 统计学处理 采用 SPSS 15. 0 软件进行统计
分析，数据经正态性检验呈正态分布后用 珋x ± s 表
示，采用 t 检验对两组间均数进行比较，以 P ＜ 0. 05
为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 cdc42 启动子区 CpG 岛及一不含 CpG 的
Ｒandom序列 PCＲ扩增结果 电泳结果显示，通过
PCＲ扩增，得到 cdc42 启动子区 CpG岛( 标注 1) ，片
段大小 853 bp; 以及一不含 CpG的 Ｒandom序列( 标
注 2) ，片段大小 317 bp。见图 1。

图 1 cdc42 启动子区 CpG岛及一不含
CpG的 Ｒandom序列 PCＲ扩增图

M: Marker; 1 为 cdc42 启动子区 CpG岛，片段大小 853 bp; 2 为任

意一段不含 CpG的 Ｒandom 序列，片段大小 317 bp

2． 2 甲基化修饰结果 在体外将 cdc42 及 Ｒandom
片段 CpG位点进行甲基化修饰，之后进行甲基化检
测，甲基化修饰结果见表 4。
2． 3 对构建的重组体进行酶切 酶切电泳结果见
图 2。结果显示，甲基化后 cdc42 启动子区 CpG 岛-

pCAT3-Enhancer 重组体大小5 120 bp( 标注 1 ) ，甲
基化后 cdc42 启动子区 CpG 岛-pCAT3-Enhancer 重
组体酶切，大片段为载体4 273 bp，小片段为 cdc42
启动子区 CpG 岛 847 bp ( 标注 2 ) ，非甲基化 cdc42
启动子区 CpG 岛-pCAT3-Enhancer 重组体 ( 标注
3) ，非甲基化 cdc42 启动子区 CpG岛-pCAT3-Enhan-
cer 重组体酶切，大片段为载体 4 273 bp，小片段为
cdc42 启动子区 CpG 岛 847 bp ( 标注 4 ) ，甲基化后
Ｒandom-pCAT3-Enhancer 重组体4 548 bp( 标注 5 ) ，
非甲基化的 Ｒandom-pCAT3-Enhancer 重组体( 标注
6) ，甲基化后 Ｒandom-pCAT3-Enhancer 重组体酶切，
大片段为载体4 273 bp，小片段为 Ｒandom311 bp( 标
注 7) ，非甲基化的 Ｒandom-pCAT3-Enhancer 重组体
酶切，大片段为载体4 273 bp，小片段为 Ｒandom311
bp( 标注 8) 。

表 4 cdc42 及 Ｒandom甲基化修饰程度表

序列 CpG位点( 个) 甲基化位点 甲基化修饰率( % )
cdc42 18 18 100
Ｒandom 0 0 0

图 2 重组载体及酶切电泳图
M: Maker; 1: 甲基化的 cdc42 启动子区 CpG 岛-pCAT3-Enhancer

重组质粒; 2: 甲基化的 cdc42 启动子区 CpG岛-pCAT3-Enhancer重组

质粒酶切，大片段为4 273 bp的载体，小片段为 853 bp的 cdc42 启动

子区 CpG岛; 3: 非甲基化的 cdc42 启动子区 CpG岛-pCAT3-Enhancer

重组质粒; 4: 非甲基化的 cdc42 启动子区 CpG岛-pCAT3-Enhancer重

组质粒酶切，大片段为4 273 bp的载体，小片段为 853 bp的 cdc42 启

动子区 CpG岛; 5: 甲基化的 Ｒandom-pCAT3-Enhancer重组质粒; 6: 非

甲基化的 Ｒandom-pCAT3-Enhancer 重组质粒; 7: 甲基化的 Ｒandom-

pCAT3-Enhancer 重组质粒酶切，大片段为4 273 bp的载体，小片段为
317 bp的 Ｒandom; 8: 非甲基化的 Ｒandom-pCAT3-Enhancer重组质粒

酶切，大片段为4 273 bp的载体，小片段为 317 bp的 Ｒandom

2． 4 CAT表达的薄层层析结果 薄层层析结束后
将层析板用塑料纸包裹，在 X 线片下曝光后结果，2
号、7 号及 9 号样品在 14 碳氯霉素斑点的前面出现
第 2 个乙酰化氯霉素斑点，2 号，9 号样品出现第 3
个二乙酰化氯霉素斑点。斑点的数目与 CAT 活性
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成正比。见图 3。

图 3 薄层层析法检测 CAT的活性图
1: 空白对照，2: 阳性对照; 3: 阴性对照; 4: Ｒandom 甲基化重组

体; 5: Ｒandom非甲基化重组体; 6: cdc42 甲基化重组体; 7: cdc42 非甲

基化重组体; 8: 甲基化 pCAT3-Enhancer载体; 9: 非甲基化 pCAT3-En-

hancer载体

2． 5 薄层层析分析报告基因 CAT 活性 薄层层
析后将 X 线片在凝胶成像仪中拍照，用 Bio-Ｒad
Quantityone软件分析，获得各乙酰化氯霉素点的 OD
值，见图 4。经方差分析，多组均数比较得到 F =
1 081 214． 623。与空白对照组比较，各组 OD 值差
异有统计学意义( P ＜ 0. 01) ，Ｒandom 甲基化重组载
体与 Ｒandom非甲基化重组载体组比较，表达差异
无统计学意义( P ＞ 0. 05) ，cdc42 甲基化重组载体与
cdc42 非甲基化重组载体比较，表达显著增高，差异
有统计学意义( P ＜ 0. 01) 。

图 4 CAT活性 OD值比较图

1: 空白对照，2: 阳性对照; 3: 阴性对照; 4: Ｒandom 甲基化重组

体; 5: Ｒandom非甲基化重组体; 6: cdc42 甲基化重组体; 7: cdc42 非甲

基化重组体; 8: 甲基化 pCAT3-Enhancer载体; 9: 非甲基化 pCAT3-En-

hancer载体; 与空白对照组比较: ＊＊ P ＜ 0. 01; 与 cdc42 非甲基化重

组体比较: ##P ＜ 0. 01

3 讨论

人类基因组 DNA 甲基化状态会受到体内外环
境因素的影响而变化，其中包括内外环境因素，例如

理化因素、生物因素等。当甲基化时，染色体变得稳
定，活性降低。基因表达受到两种不同机制的甲基
化抑制［10］。第一种方法是直接抑制，甲基化的染色
体阻止转录酶的进入而阻止转录。第二种方法是间
接抑制，两种类型的蛋白质甲基化结合蛋白———
CpG岛甲基化结合结构域和组蛋白去乙酰化酶被募
集到染色体中，从而引起 DNA 甲基化和基因沉
默［11］。
当前甲基化调控研究集中在甲基化抑制剂 5-

氮杂-2'-脱氧胞苷( 5-aza-2'-deoxy-citydine，5-aza-dC)
引起的甲基化水平降低，导致肿瘤抑制基因表达重

新激活，进一步对细胞增殖产生抑制。甲基化抑制
剂可以使甲基化的肿瘤抑制基因 CpG 岛去甲基化，
从而治疗或减缓肿瘤的复发，5-aza-dC 可用作潜在
的治疗指导［10］。关于 DNA 甲基化和 DNA 甲基化
调控基因表达复杂性的研究仍很少。Chou et al［12］

研究表明肺腺癌转录转移相关因子通过竞争性结合

微小 ＲNA-1( microＲNA-1，miＲ-1) 从而影响 cdc42 的
表达来调节乳腺癌细胞的迁移和侵袭。Shi et al［13］

研究显示 miＲ-29a、b、c 过度表达通过靶向作用于
cdc42 并随后降低磷酸化的 P21 激活激酶 1、2、3，
LIM激酶 1 和 2，丝切蛋白来抑制神经胶质瘤细胞
迁移和侵袭，此外，cdc42 表达与胶质瘤等级呈正相
关，但与 miＲ-29a /b /c表达和患者生存率呈负相关。
目前暂无报道显示基因启动子区中 CpG 岛 DNA 序
列的甲基化程度的改变直接参与基因表达的调节。
课题组之前的研究结果表明，癌组织中 cdc42 的水
平显著高于远端正常组织，且 35%的标本与肿瘤转
移相关。这些结果表明，cdc42 参与肿瘤细胞侵袭和
转移调控与先前的研究结果一致，但 cdc42 基因的
表达改变是否与启动子 CpG 岛甲基化的改变有关
并不明确［14］。
真核生物的基因调控机制很复杂，直接测定某

基因上游调控元件的活性较难实现。若将该基因与
一个易检测到活性的基因连接在一起构建成重组

体，通过检测上游基因活性可间接监测下游基因的

调控机制。当前应用最多的实验，是将目的基因的
调控元件和报告基因构建在一起。本实验应用
cdc42CpG岛 pCAT3-Enhancer 重组体( 经甲基化修
饰及未甲基化修饰的) 转染至食管癌细胞株中，甲

基化修饰的重组体与未甲基化修饰相比，CAT 酶的
活性显著降低，说明在 Eca109 中，cdc42 启动子区
CpG岛的甲基化降低了下游报告基因 CAT 酶的活
性。cdc42 基因启动子区低甲基化或未甲基化，可能
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参与了其在肿瘤组织中的高表达。
综上所述，在食管癌细胞株中，cdc42 基因启动

子区甲基化状态的改变，参与调控了该基因表达的

高低。
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CpG island methylation in promoter of cdc42
regulates the expression of report gene in Eca109

Liu Ling1，Chen Yan1，Li Hui2，et al
( 1Basic Medical College，2Central Laboratory，Xinjiang Medical University，Urumqi 830011)

Abstract Objective To study whether the CpG island in the promoter of cdc42 can be a regulator participated in
the regulation of gene expression． The digestive tract cancer early related gene cdc42 choosed as object，explored
the change of their promoter CpG island methylation affect on the downstream report gene expression in esophageal
cancer( EC) cell line Eca109，then got the relation of methylation and gene expression． Methods DNA cloning
and thin layer chromatography( TLC) was used to detect the activity of chloramphenicol acetyl transferase( CAT) ．
Used PCＲ to amplify cdc42 gene promoter CpG island，and a sequence has not CpG islands，divided two sequences
into two groups，one group was methylated，another group kept the original state． Constructed the recombinants one
contained the methylated CpG island-pCAT3-Enhancer，another contained the unmethylated CpG island-pCAT3-En-
hancer，transfected into the Eca109，detected the activity of CAT． Ｒesults After transfecting into ECa cell line，
the activity of methylated empty vector CAT was significantly lower than that of unmethylated vector，and there was
no difference between methylated and unmethylated random DNA-pCAT3-Enhancer recombinant CAT． The CAT
activity of recombinant which has methylated cdc42 promoter region CpG island-pCAT3-Enhancer was significantly
lower than unmethylated． The difference was statistically significant ( P ＜ 0. 05 ) ． Conclusion In EC cell line
Eca109，methylated CpG island of cdc42 reduces the CAT expression in the downstream，however，the unmethylat-
ed can maintain the high activity of CAT． This indicates that the change in the degree of methylation of CpG island
in the promoter region of cdc42 has the effect of regulate the expression of downstream genes．
Key words Eca109 cell line; cdc42 gene; methylation; report gene
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