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摘要 目的 检测生长分化因子 15(GDF15)在膀胱癌中的
甲基化状态，探讨其启动子区异常甲基化对于膀胱癌发生发

展的作用。方法 应用重亚硫酸盐测序 PCR(BSP)联合 T-
载体 PCR 产物(TA)克隆检测人膀胱移行细胞癌细胞系
5637、HT1376、KU19-19、膀胱癌组织、癌旁组织、正常组织样
品中 GDF15 启动子区甲基化状态，并用甲基化酶抑制剂 5-
Aza-2-deoxycitydine(5-Aza-dc)处理 5637，观察处理前后平均
甲基化率的变化情况，Western blot 法检测 5637 处理前后蛋
白表达情况，MTT法检测细胞增殖情况，划痕实验检测迁移
情况，Transwell 法检测侵袭能力。结果 5637、HT1376、
KU19-19细胞中 GDF15启动子区平均甲基化率为 89. 29%、
10. 71%、8. 33%，肿瘤组织、癌旁组织及正常组织分别为
86. 91%、9. 52%、5. 95%，膀胱癌组织中 GDF15 启动子区甲
基化率较癌旁组织和正常组织中高，差异有统计学意义(P＜
0. 05);5-Aza-dc可以逆转 5637 中 GDF15 的甲基化状态:与
处理前相比，处理组 5637 细胞系 GDF15 蛋白表达增加，增
殖、迁移、侵袭能力下降，差异有统计学意义(P＜0. 05)。结
论 膀胱癌中 GDF15 基因表达与甲基化状态有关，启动子
区高甲基化导致基因沉默，逆转甲基化状态可以使基因蛋白

表达增加，细胞增殖、迁移、侵袭能力均降低。GDF15基因甲
基化异常状态有可能成为膀胱癌诊断的潜在靶点。
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膀胱癌是一个重大的全球挑战性疾病，2012 年
膀胱癌的新发病例和死亡病例分别是430 000和
165 000例［1］。目前诊断膀胱癌主要靠无创的尿脱
落细胞学检查和膀胱镜检查。然而，这两种方法对
于低级别肿瘤灵敏度较低。由于早期膀胱癌症状不
明显，不易发现，因而早诊断、早治疗对于膀胱癌患
者的预后意义较大。肿瘤的发生发展涉及基因和表
观遗传的改变，而基因启动子区异常甲基化是最常

见的表观遗传改变。近年来研究［2－3］显示，生长分
化因子 15(growth differentiation factor 15，GDF15)基
因与多种疾病的发生发展相关。该研究采用重亚硫
酸盐测序 PCR(BSP)联合 T-载体 PCR产物(TA)克
隆方式检测膀胱移行细胞系 5637、HT1376、KU19-
19和膀胱癌组织、癌旁组织及正常组织中 GDF15
基因启动子区的甲基化状态，研究 5-Aza-dc 逆转
GDF15在 5637 甲基化状态后的蛋白表达、增殖、迁
移、侵袭能力的变化，该研究对于揭示膀胱癌发生发
展的分子机制，治疗方案的选择具有重要意义。

1 材料与方法

1．1 主要材料 人膀胱移行癌细胞株 5637、
HT1376、KU19-19(上海细胞库);DMEM 培养基、胎
牛血清(美国 Gibco 公司);甲基化酶抑制剂 5-Aza-
dc、MTT(美国 Sigma 公司);DNA 提取试剂盒(美国
Omeg公司);DNA 甲基化试剂盒(美国 ZYMO Re-
search公司);Gel Image System 凝胶图像分析仪(上
海天能公司);引物合成(安徽通用生物有限公司);

TA克隆试剂盒(上海 Sangon Biotech 公司);兔抗人
GDF15 多克隆抗体、HRP 标记羊抗兔二抗(美国
Santa Cruz 公司); Transwell 小室(美国 Costar 公
司)。膀胱癌组织标本来源于安徽省立医院泌尿外
科，并经过病理学明确诊断为膀胱移行细胞癌，其中

膀胱癌肿瘤组织及对应癌旁组织标本 43例，正常组
织 10例。
1．2 方法
1．2．1 细胞培养与处理 膀胱癌细胞系 5637 用含
10%胎牛血清 RPMI-1640培养基，实验组用 5 μmol /
L甲基化酶抑制剂 5-Aza-2-deoxycitydine(5-Aza-dc)
药液处理，对照组不做处理;HT1376、KU19-19 细胞
用含 10%胎牛血清 DMEM培养基;3 种细胞均在 37
℃、5% CO2 的培养箱中培养。
1．2．2 BSP 按照 DNA 提取试剂盒说明书 提取
5637 细胞、加入 5-Aza-dc 的 5637 细胞、膀胱癌组
织、癌旁组织、正常组织 DNA。用 DNA 甲基化试剂
盒对 DNA进行亚硫酸盐修饰，－20 ℃存储备用。以
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亚硫酸盐修饰后的 DNA 作为模板进行 PCR 扩增。
反应体系如下:模板 2 μl(5 ng)，引物(上游引物:
5'-TTTTTAGATGTTTTTGGTGTTGTTG-3'，下游引物:
5'-AATCTTCCCAACTCTAATTAA-3') 10 pmol /μl 各
2 μl，10 ×buffer 2 μl，MgCl2 1. 6 μl，dNTP 0. 4 μl，
King Hot-Start Taq 0. 2 μl，DMSO 0. 4 μl，H2O 9. 4
μl，共 20 μl体系，于 PCR 仪上进行扩增，产物长度
为 194 bp，反应条件如下:95 ℃、3 min;35 个循环，
95 ℃、20 s，51 ℃、20 s，72 ℃、30 s;最后进行一次延
伸 72 ℃、10 min。取 PCR产物 3 μl于 2%的琼脂糖
凝胶上电泳并照相。
1．2．3 TA 克隆 将剩下的所有 PCR 产物上样于
2%的琼脂糖凝胶上并切胶回收，按照 DNA 凝胶回
收试剂盒说明书进行胶回收，纯化。纯化产物按照
说明书进行 TA 克隆连接反应，挑取阳性菌落摇菌
送测序。
1．2．4 Western blot 实验 收集 5-Aza-dc 处理前后
5637细胞 GDF15 蛋白，经 SDS-PAGE 电泳，随后电
转，5%脱脂奶粉作为封闭液，摇床上封闭 1 h，加入
兔抗人多克隆一抗 4 ℃过夜，第 2天 TBS洗膜，加入
羊抗兔二抗，室温孵育 2 h，显影曝光，以各组 GAP-
DH条带灰度值作为参照值观察其 GDF15的蛋白表
达量。
1．2．5 MTT实验 单细胞悬液(用含 10%胎牛血清
培养液配制成)，每孔8 000 /ml 浓度接种到 96 孔
板，每孔体积 100 μl;37 ℃ 5% CO2 培养，分别于 0、
12、24 h时间点，加入 MTT 后在酶标仪上测定各孔
吸光值，记录结果，以 6孔的平均值代表细胞的增殖
情况。
1．2．6 细胞划痕实验 24孔板，以划痕实验进行测
定。在每孔的左、中、右用黄枪头按照板背后画线的
垂直方向各划一条线。用 PBS 洗细胞去除划下的
细胞。拍照记录 0 h每个划痕的宽度。更换培养基
为正常含血清培基。此后，分别于 12 /24 h 拍照记
录每个划痕宽度。最后进行数据处理:以每个时间
点划痕宽度平均值 /0 h 划痕宽度平均值计算相对
迁移率。
1．2．7 Transwell小室实验 接种 8×104 细胞，加入

预先用培养基平衡过的小室上侧，下侧孔中加入

700 μl含血清培养基。细胞贴壁后将小室中的培养
基更换为 300 μl 无血清培养基，计时为 0 h。细胞
进行培养 24 h 后，将小室下侧经甲醇固定 5 min 和
结晶紫染色 5 min 后，在显微镜下拍照，并分别取 5
个随机区域计数成功穿过的细胞数，以均值比较侵

染的能力。
1．3 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 软件进行分析，
实验数据用 珋x±s 表示，比较各组间差异性采用 t 检
验，P＜0. 05为差异有统计学意义。

2 结果

2．1 BSP实验结果 取 PCR 产物 3 μl 于 2%的琼
脂糖凝胶上电泳，凝胶图像分析仪成像，见图 1A。
2．2 TA克隆结果 TA克隆测序分析后显示，肿瘤
组织和 5637细胞中 GDF15 基因平均甲基化率分别
为 86. 91%、89. 29%，癌 旁 组 织、正 常 组 织 和
HT1376、KU19-19、5-Aza-dc 处 理 的 5637 细 胞
GDF15 平均甲基化率分别为 9. 52%、5. 95%、
10. 71%、8. 33%和 4. 76%。肿瘤组织中 GDF15甲基
化率明显高于正常膀胱组织和癌旁组织，差异有统

计学意义( t= 267. 64、259. 70，P＜0. 05);经去甲基化
处理，5637 中 GDF15 基因甲基化率下降明显( t =
354. 81，P＜0. 05);见图 1B、C、D。
2．3 GDF15蛋白表达情况 5-Aza-dc 处理后 5637
细胞 GDF15蛋白表达量较未处理组表达量明显增
加，处理后 GDF15蛋白与内参蛋白相对灰度值的比
值为(0. 128±0. 015)，而未处理组比值为(0. 836±
0. 028)，差异有统计学意义( t = 651. 65，P＜0. 05)，
见图 2。
2．4 5637细胞增殖能力情况 MTT 检测 5-Aza-dc
处理前后 5637 细胞增殖能力情况，结果显示，5-
Aza-dc处理组 5637 细胞在 0、12、24 h 的吸光度值
分别为(0. 454±0. 016)、(0. 552±0. 014)、(0. 724±
0. 017);而对照组在 0、12、24 h 的吸光度值分别为
(0. 458 ± 0. 015 )、( 0. 683 ± 0. 0150 )、( 0. 902 ±
0. 012);12、24 h时间点两组差异有统计学意义( t =
507. 36、125. 87，P＜0. 05)。
2．5 5637细胞迁移能力情况 细胞划痕实验检测
5-Aza-dc处理前后 5637细胞迁移能力情况，结果表
明，5-Aza-dc 处理后 5637 细胞 0、12、24 h 的吸光度
值分别为(1. 000±0. 000)、(0. 872±0. 014)、(0. 593
±0. 013)，而对照组在 0、12、24 h的吸光度值分别为
(1. 000±0. 000)、(0. 791±0. 012)、(0. 443±0. 016);
12、24 h时间点两组差异有统计学意义( t= －4. 18、－
9. 82，P＜0. 05)，见图 3。
2．6 5637细胞侵袭能力情况 Transwell侵袭实验，
对照组和实验组穿过滤膜细胞数分别为(344. 000±
6. 258)、(76. 800±5. 325)，结果显示 5-Aza-dc 处理
后 5637细胞侵袭能力下降，差异有统计学意义( t =
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116. 12，P＜0. 05)，见图 4。

图 1 TA克隆测序结果及 BSP反应电泳图

A:BSP 电泳图;B:显示 GDF15 基因启动子全长，启动子区 CG

岛区域以及本研究的 BSP 扩增区域(序列中标记出 CG 位点和引

物);C:T 克隆测序结果，黑圈表示发生甲基化，白圈表示未发生甲

基化;D:GDF15在肿瘤组织、癌旁组织、正常组织、5-Aza-dc 处理前

后的 5637细胞中平均甲基化率作柱形图;M:Marker;1:肿瘤组织;2:

癌旁组织;3:正常组织;4:HT1376;5:KU19-19;6:5637;7:5637 处理

组;8:水对照

图 2 5-Aza-dc处理前后 GDF15蛋白表达情况

A:未处理 5637细胞;B:5-Aza-dc 处理 5637细胞

3 讨论

GDF15是转化生长因子-β 超家族中的一员，其
影响多种肿瘤生物进程，而在膀胱癌中的研究较少。
研究［4］表明，GDF15广泛参与多种肿瘤细胞系致瘤
作用，包括抑制细胞生长、促进凋亡、增加侵袭能力。
这些作用与组织和细胞特异性均有关［5－6］。Tsui et
al［7］发现，过表达 GDF15 抑制膀胱癌细胞系增殖、
侵袭和肿瘤形成能力，而敲低 GDF15 结果刚好相
反。研究［8－9］显示，GDF15 基因在膀胱癌患者尿液
和组织样本中高甲基化，提示 GDF15 可能是膀胱癌
一种重要的生物标志物。
基因启动子区甲基化作为一种肿瘤标志，已表

现出对前列腺和膀胱肿瘤检测的准确性和临床实用

性。表观遗传学改变，特别是 DNA 甲基化，作为泌
尿系统肿瘤分子标志物，具有很好的敏感性和特异

性。有报道［10］关于通过肿瘤组织甲基化分析诊断
膀胱癌的可行性。然而，这些研究［11－12］大多局限定
性而非定量的方法，并且甲基化基因的启动子在数

种泌尿系统肿瘤中也被显示，从而限制了膀胱癌诊

断的特异性。这种方法运用在膀胱癌患者尿沉渣中
时，低敏感性问题同样出现［13－14］。
本研究应用 BSP 联合 TA克隆的方法检测膀胱

癌组织、癌旁组织、正常组织、5637 细胞及 5-Aza-dc
处理后 5637细胞中 GDF15基因启动子区甲基化状
态，此方法更能准确地检测基因序列中每个 CG 位
点的甲基化情况，相较于 COBRA［15］法和甲基化特
异性 PCR具有更高的准确性和实用性。能够定量
计算出片段中基因的平均甲基化率，对于确定组织

或细胞中基因的甲基化状态意义更大。随后本研究
又用去甲基化试剂 5-Aza-dc 处理 GDF15 处于高甲
基化状态的膀胱癌细胞系 5637 并使其甲基化状态
得到逆转，利用 Western blot 实验、MTT 实验、细胞
划痕实验、Transwell 细胞小室实验检测 5-Aza-dc 处
理前后5637细胞蛋白表达、增殖、迁移、侵袭能力变
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图 3 划痕实验检测 5637细胞 5-Aza-dc处理前后细胞迁移能力情况 ×100

A:对照组;B:实验组;1:0 h;2:12 h;3:24 h

图 4 Transwell实验检测 5637细胞 5-Aza-dc

处理前后细胞侵袭能力情况 0．1%结晶紫染色 ×100

A:对照组;B:实验组

化。实验显示，膀胱癌组织和 5637 中 GDF15 呈现
高甲基化，癌旁组织、正常组织以及 5-Aza-dc 处理
后的 5637中 GDF15 呈现低甲基化;甲基化程度逆
转后的 5637细胞，GDF15蛋白表达增加，细胞增殖、
迁移、侵袭能力减弱。这些结果表明，GDF15 基因
在膀胱癌发生发展中可能扮演抑癌基因的角色，膀

胱癌中 GDF15 高甲基化状态与细胞增殖、迁移、侵
袭能力密切相关，GDF15 基因启动子区甲基化有望
成为膀胱癌诊断的一个潜在靶点。
综上所述，本研究证实膀胱癌中 GDF15 基因启

动子区高甲基化，5-Aza-dc 可以逆转甲基化状态。
目前，5-Aza-dc 药物已经进入临床试验阶段，在其他
肿瘤治疗中目前也已取得不错疗效。需要注意的
是，DNA 甲基化具有组织和细胞特异性，因此
GDF15在膀胱癌组织中甲基化状态以及对于肿瘤
的发生发展，需要更多临床样本量进一步证实。
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Detection of GDF15 gene promoter
methylation in bladder cancer and its reverse status

effect on the proliferation，migration and invasion of 5637 cell
Pan Daqing，Niu Sanqiang，Xu Congyun，et al

(Dept of Urology，The Affiliated Provincial Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230001)

Abstract Objective To detect the growth differentiation 15 factor(GDF15) methylation status and explore the
role of promoter region aberrant methylation in the development of bladder cancer．Methods We detected the meth-
ylation status of GDF15 promoter CpG island(CGI) in bladder cancer cell line 5637，HT1376，KU19-19，normal
bladder tissue and 1 pairs of bladder tissues(cancer and para-cancerous tissue) by using bisulfite genomic sequen-
cing PCR(BSP) combined with TA clone for sequencing． The methylation rate of GDF15 in 5637 was compared be-
fore and after treatment of the inhibitor of DNA methyltransferase(5-Aza-2-deoxycitydine，5-Aza-dc) ． Western blot
was used to detect the protein expression of GDF15;MTT was used to detect cell proliferation;scratch assay was
used to detect cell migration and transwell assay was used to detect cell invasion capability．Results The average
methylation rate of GDF15 promoter CGI was 86. 91% in 5637，10. 71% in HT1376，8. 33% in KU19-19，and
86. 91% in cancer tissues，9. 52% in para-cancerous tissues，5. 95% in normal tissues．The methylation rate of canc-
er tissue was higher than that of normal bladder and para-cancerous tissues(P＜0. 05) ． 5-Aza-dc could reverse the
methylation status of GDF15 promoter in 5637，and compared with before treatment all of the index including of pro-
tein increasing，cell proliferation，migration and invasion ability decreasing had statistical significance(P＜0. 05) ．
Conclusion This promoter hypemlethylation is correlated with GDF15 gene expression in bladder cancer cell line
5637 and bladder tissues，and plays a key role in GDF15 silencing． Reverse methylation status can result in protein
increasing，cell proliferation，migration and invasion ability decreasing． Aberrant hypermethylation of GDF15 might
become early diagnosis index and treatment target of bladder cancer．
Key words bladder cancer;methylation;proliferation;migration;invasion
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