
第１７卷第８期
２００８年８月

中国普通外科杂志

ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＧｅｎｅｒａｌＳｕｒｇｅｒｙ
Ｖｏｌ．１７　Ｎｏ．８
Ａｕｇ．　２００８

收稿日期：２００８－０５－２６；　修订日期：２００８－０７－０１。

作者简介：舒艺，女，华中科技大学同济医学院附属同济医院硕士研究生，从事胆道肿瘤的甲基化与治疗方面的研究。

通讯作者：邹声泉　Ｅｍａｉｌ：ＳｑＺｏｕ＠ｔｊｈ，ｔｊｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　文章编号：１００５－６９４７（２００８）０８－０７５５－０５
·基础研究·

肼曲嗪和丙戊酸对胆管癌 ＡＳＣ／ＴＭＳ１基因
甲基化的影响

舒艺１，李宏１，王冀１，汪昕２，王剑明１，邹声泉１

（１．华中科技大学同济医学院附属同济医院 普通外科，湖北 武汉 ４３００３０；２．湖北省武汉市妇女儿童医疗
保健中心 普通外科，湖北 武汉 ４３００１６）

　　摘要：目的　研究甲基化酶抑制剂肼曲嗪和组蛋白脱乙酰化酶抑制剂丙戊酸联合干预对胆管癌
细胞 ＱＢＣ９３９，ＡＳＣ／ＴＭＳ１基因甲基化调控的影响，并探讨 ｃａｓｐａｓｅ１介导的细胞凋亡与 ＡＳＣ／ＴＭＳ１甲基
化的关系。方法　利用肼曲嗪和丙戊酸单独或联合干预胆管癌细胞 ＱＢＣ９３９，用 ＡｎｎｅｘｉｎＦＩＴＣ和 Ｐｒｏ
ｐｉｄｉｕｍ双染检测干预后细胞凋亡率；用 ＲＴＰＣＲ和 ＭＳＰ技术检测干预后 ＡＳＣ／ＴＭＳ１基因甲基化状态的
改变和 ｍＲＮＡ的转录水平，用 ＲＴＰＣＲ检测干预后 ｃａｓｐａｓｅ１的 ｍＲＮＡ转录水平。结果　单用肼曲嗪或
丙戊酸盐干预对 ＡＳＣ／ＴＭＳ１表达无明显恢复，而联用以上两药后 ＡＳＣ／ＴＭＳ１表达明显增加（Ｐ＜０．０５）。
两药合用 ４８ｈ组基因表达量高于合用 ２４ｈ组表达量（Ｐ＜０．０５）；且 ｃａｓｐａｓｅ１表达也明显增加（Ｐ＜
０．０５），胆管癌细胞生长明显受抑制，凋亡率明显增加（４９．８８±０．０４４）％。结论　肼曲嗪和丙戊酸联
合干预对 ＡＳＣ／ＴＭＳ１去甲基化有明显的协同作用。两药联用后胆管癌细胞凋亡率的增加可能系因去
甲基化后 ＡＳＣ／ＴＭＳ１基因表达增加，通过 ｃａｓｐａｓｅ１途径诱导细胞凋亡。
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　　ＴＭＳ１／ＡＳＣ［１］基因是近年来发现的一个备受
关注的基因，包括 ＰＹＲＩＮ域和 ＣＡＲＤ域，它是信号
复合物死亡控制域中的一部分，介导细胞凋亡和

核因子κＢ炎症反应信号通路。报道称在乳腺
癌［２］、前列腺癌［３］、恶性神经胶质细胞瘤［４］等多种

肿瘤的发生过程中出现 ＴＭＳ１／ＡＳＣ基因失活。Ｌｉｕ
等［５］报道，胆管癌中 ＴＭＳ１／ＡＳＣ基因出现明显的
甲基化改变，导致肿瘤细胞抗凋亡和免疫监视逃

逸等肿瘤发生的早期事件。Ｃｒｕｚ［６－９］报道肼曲嗪
和丙戊酸可恢复因表观遗传学改变而失活的抑癌

基因的表达。

本课题通过使用甲基化酶抑制剂肼曲嗪和／
或去乙酰化酶抑制剂丙戊酸干预胆管癌细胞

ＱＢＣ９３９，研究 ＴＭＳ１／ＡＳＣ基因 ｍＲＮＡ的表达及甲
基化状态的改变，并探讨 ｃａｓｐａｓｅ１介导的细胞凋
亡和 ＡＳＣ／ＴＭＳ１基因甲基化的关系。

１　材料与方法

１．１　材料
胆管癌细胞 ＱＢＣ９３９（第三军医大学西南医院

王曙光教授惠赠），置于 ５％ ＣＯ２，３７℃恒温培养
箱培养。试剂：ＲＰＭＩ１６４０培养基和 １０％胎牛血
清（美国 ＧｉＢｃｏ公司），肼屈嗪和丙戊酸（ｓｉｇｍａ公
司）。ＰＣＲ所用引物均购自 ＴＡＫＡＲＡ公司
１．２　实验方法
１．２．１　分组　（１）实验组：药物溶于含 １０％胎
牛血清的 ＲＰＩＭ１６４０培养基中。将处于对数生长
期的细胞分别给予肼曲嗪 １μｍｏｌ／Ｌ（肼曲嗪组），
丙 戊 酸 １０μｍｏｌ／Ｌ（丙 戊 酸 盐 组）和 肼 曲 嗪
１μｍｏｌ／Ｌ＋丙戊酸 １０μｍｏｌ／Ｌ（联合组）干预的胆
管癌 ＱＢＣ９３９细胞。（２）对照组：将处于对数生
长期的细胞，加入同等量的不含药培养基。

１．２．２　检测技术和步骤
１．２．２．１　细胞凋亡检测　悬浮细胞离心（２０００
ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ）后收集，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗涤
细胞 ２次（２０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ），收集 １×１０５ ～
５×１０５细胞，５００μＬ结合缓冲液重悬浮细胞，５μＬ
ＡｎｎｅｘｉｎＦＩＴＣ（膜粘连蛋白），５μＬＰｒｏｐｉｄｉｕｍＩｏｄｉｄｅ

（碘化丙啶），混匀，室温、避光反应 ５～１５ｍｉｎ进
行流式细胞仪观察和检测。

１．２．２．２　基因组 ＲＮＡ的提取和反转录 －聚合酶
连反应（ＲＴＰＣＲ）　采用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂（Ｉｎｖｉｔｒｉｏｎ公
司）取细胞总 ＲＮＡ。用 ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡ
ＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（ＦｅｒｍｅｎｔａｓＩｎｃ．）将 总 ＲＮＡ 转 录 成
ｃＤＮＡ。使用设计的 ｍＲＮＡ引物（表１）扩增细胞系
ｃＤＮＡ。检测 ＴＭＳ１／ＡＳＣ基因的 ＰＣＲ反应体积为
２０μＬ，９６℃热启动 ３ｍｉｎ，后 ９６℃变性 ３０ｓ，退
火 ６０℃ ３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ；共３４个循环，７２℃
延伸 ４０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物在 ３％琼脂糖凝胶电泳中
分析。检 测 ｃａｓｐａｓｅ１基 因的 ＰＣＲ反应 体积为
２０μＬ，９６℃热启动 ５ｍｉｎ，后 ９４℃变性 ３０ｓ，退火
６０℃ ４５ｓ，７２℃延伸 １ｍｉｎ；共 ３０个循环，７２℃
延伸 ７ｍｉｎ。ＰＣＲ产物在 ３％琼脂糖凝胶电泳中
分析。

１．２．２．３　基因组 ＤＮＡ模板的修饰　在 ２５μＬ体
系中加入 ２２．５μＬ（５０ｎｇ／μＬ）ＤＮＡ，及 ３ｍｏｌ／Ｌ
ＮａＯＨ液 ２．５μＬ，混匀后 ４２℃温育 ３０ｍｉｎ。再加
入 ２７５μＬ新鲜配置的 ３．６ｍｏｌ／Ｌ亚硫酸氢钠
（ｐＨ５）１０ｍｍｏｌ／Ｌ，对苯二酚混合液，混匀，加盖
矿物油，５５℃温育 １５ｈ。用 ＤＮＡｃｌｅａｎｕｐＳｙｔｅｍ回
收 ＤＮＡ，用 ＮａＯＨ（终浓度 ０．３ｍｏｌ／Ｌ）终止修饰反
应，３７℃温育１５ｍｉｎ。最后用１０ｍｏｌ／Ｌ醋酸铵中
和，无水乙醇沉淀 ＤＮＡ，７０％乙醇漂洗后空气中
干燥 １５ｍｉｎ，用 ２０μＬ去离子水溶解 ＤＮＡ，４℃保
存，备用。

１．２．２．４　甲基化特异性 ＰＣＲ　ＰＣＲ反应扩增体
系 ２５μＬ，０．５μｍｏｌ／Ｌ上游引物，０．５μｍｏｌ／Ｌ下
游引物，０．２μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ，１０～２０ｎｇ双亚硫酸
盐修饰的 ＤＮＡ，０．１Ｕ／μＬＨｅｒｃｕｌａｓｅ热启动聚合酶
和 ８％ＤＭＳＯ。检测 ＴＭＳ１／ＡＳＣ基因的 ＰＣＲ反应：
９５℃热启动 ５ｍｉｎ，后 ９５℃变性 ３０ｓ，退火 ５８℃
３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ；共３５个循环，最后７２℃延伸
４０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物在３％琼脂糖凝胶电泳中分析。
１．３　统计学处理

各组实验数据以 ｘ±ｓ表示。采用 ＳＰＳＳ１３．０
软件统计包进行 ｔ检验和方差分析。
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表１　本研究中所用的各种引物

引物用途 　　　　　　引物序列 产物长度（ｂｐ）

甲基化特异性ＰＣＲ 甲基化引物

正链：ＴＴＧＴＡＧＣＧＧＧＧＴＧＡＧＣＧＧＣ

反链：ＡＡＣＧＴＣＣＡＴＡＡＡＣＡＡＣＧＣＧ
１９１

非甲基化引物

正链：ＧＧＴＴＧＴＡＧＴＧＧＧＧＴＧＡＧＴＧＧＴ

反链：ＣＡＡＡＡＣＡＴＣＣＡＴＡＡＡＣＡＡＣＡＡＣＡＣＡ
１９６

ＡＳＣ／ＴＭＳ１ 正链：ＧＧＧＧＴＴＴＴＡＡＴＴＴＡＧＡＧＧＴＴＴＧＧＧ

反链：ＣＣＲＡＣＣＡＴＣＴＣＣＴＡＣＡＡＡＣＣＣＡＴＡ
４５５

ｃａｓｐａｓｅ１ 正链：ＡＡＧＧＴＣＣＴＧＡＧＧＧＣＡＡＡＧＡＧ

反链：ＧＴＧＴＴＧＣＡＧＡＴＡＡＴＧＡＧＧＧＣ
５００

２　结　果

２．１　细胞凋亡率
联合组干预 ２４ｈ和 ４８ｈ后，ＱＢＣ９３９细胞凋

亡率高于肼曲嗪组和丙戊酸组。随干预时的间

延长，联合组干预 ４８ｈ后细胞凋亡率较干预 ２４ｈ
后更加明显（表 ２）。

表２　肼曲嗪和丙戊酸对ＱＢＣ９３９细胞凋亡率的影响

细胞凋亡率 空白组／％ｘ±ｓ 肼曲嗪组／％ｘ±ｓ 丙戊酸组／％ｘ±ｓ 联合组／％ｘ±ｓ

２４ｈ ３．９５±０．００７ １３．０４±０．０２６１） １０．８２±０．４２１） １７．４０±０．０４１２）

４８ｈ ３．９５±０．００７ ２６．３０±０．０２３１） １２．５１±０．０５３１） ４９．８８±０．０４４

　　注：１）与联合组比较，Ｐ＜０．０５；２）与４８ｈ组比较，Ｐ＜０．０５

２．２　甲基化特异性 ＰＣＲ（ＭＳＰ）分析
３组 ２４ｈ和 ４８ｈＴＭＳ１／ＡＳＣ基因甲基化状

态：空白组甲基化引物扩增出条带，而非甲基化

引物未扩增出条带；干预 ２４ｈ，肼曲嗪组、丙戊酸
组及联合组均同时出现甲基化和非甲基化条带；

干预 ４８ｈ，联 合 组 仅 表 现 为 非 甲 基 化 条 带
（图１）。
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图 １　４８ｈ后 ＡＳＣ／ＴＭＳ１基因甲基化程度　１，２：空白
组；３，４：肼屈嗪组；５，６：丙戊酸组；７，８：联合
组；Ｍ０：Ｍａｒｋ，ＤＬ２０００；Ｍ：甲基化引物扩增产
物；Ｕ：非甲基化引物扩增产物

２．３　ＡＳＣ／ＴＭＳ１基因 ＲＴＰＣＲ分析
联合组干预２４ｈ和４８ｈ后，ＡＳＣ／ＴＭＳ１基因

ｍＲＮＡ转录水平高于肼曲嗪组和丙戊酸组。随干
预时的间延长，联合组干预 ４８ｈ后基因 ｍＲＮＡ恢
转录活性的恢复较干预 ２４ｈ后更加明显。空白
组无特异性扩增条带（图 ２）。
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图 ２　４８ｈ后 ＡＳＣ／ＴＭＳ１基因表达　Ｍ：ＤＬ２０００；Ａ：
空白对照组；Ｂ：肼屈嗪组；Ｃ：丙戊酸组；Ｄ：联
合组
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２．４　ｃａｓｐａｓｅ１基因 ＲＴＰＣＲ分析
联合组干预 ２４ｈ和４８ｈ后，ｃａｓｐａｓｅ１发生甲

基化而转录沉默的 ＣａｓｐａｓｅｍＲＮＡ转录活性恢复，
且转录水平均高于肼曲嗪组和丙戊酸组。随干

预时间的延长，联合组 ＣａｓｐａｓｅｍＲＮＡ转录活性的
恢复在干预 ４８ｈ后较干预 ２４ｈ后更加明显。空
白组无特异性扩增条带（图 ３）。
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图 ３　４８ｈ后 ｃａｓｐａｓｅ－１基因表达　Ｍ：ＤＬ２０００；Ａ：空
白对照组；Ｂ：肼屈嗪组；Ｃ：丙戊酸组；Ｄ：联合
组

３　讨　论
ＤＮＡ甲基化导致基因表达变化是肿瘤形成的

重要原因。目前已发现许多恶性肿瘤存在一个

或多个抑癌基因 ＣｐＧ岛甲基化［１０］，这些基因的失

活涉及多个环节 ［１１］。ＣｐＧ岛的甲基化引起抑癌
基因失活是一个可以逆转的表观遗传学基因的

修饰过程。目前认为同时抑制甲基化酶和组蛋

白脱乙酰化酶有助于染色质恢复正常转录构型，

恢复抑癌基因的表达［１２］。

ＡＳＣ／ＴＭＳ１［１３－１５］翻译后的蛋白 ＣＡＲＤ控制区
与 ｃａｓｐａｓｅ１的 ＣＡＲＤ蛋白以 ＣＡＲＤＣＡＲＤ的形式
相互作用结合激活 ｃａｓｐａｓｅ１，ｃａｓｐａｓｅ１［１６－１７］对产
生前炎症细胞因子白细胞介素 １和白细胞介素 ８
及肿瘤坏死因子 ＴＮＦ具有重要作用。而 ＰＹＤ控
制域同样可以在细胞凋亡和炎症信号通路中调

节蛋白之间的相互作用。本实验 ｃａｓｐａｓｅ１基因
在联合干预后出现表达明显增加，这可能是 ＡＳＣ／
ＴＭＳ１通过去甲基化表达增加后诱导细胞凋亡率
明显升高。ｃａｓｐａｓｅ家族在细胞程序性死亡过程
中起重要作用。

本实验还发现单用乙酰化酶抑制剂并不出现

细胞凋亡率明显增加，基因表达恢复也不明显，

推测其在去甲基化过程中，对去甲基化酶抑制仅

起协 同 辅 助 作 用；这 符 合 Ｃａｍｅｒｏｎ ［１８］的 报 道。

Ｚｈｕ［１９］也曾报道对肺癌细胞株联合应用上述两种
抑制剂证实在乙酰化酶抑制剂存在条件下可以

增强去甲基化酶抑制剂的作用。

总之，高甲基化状态导致 ＴＭＳ１／ＡＳＣ基因沉
默，通过减少炎症因子的产生和影响 ｃａｓｐａｓｅ介导
的细胞凋亡过程促进胆管癌的发生。联合给予

甲基化酶抑制剂和脱乙酰化酶抑制剂能去启动

子甲基化，增加 ＴＭＳ１／ＡＳＣ的表达，同时可能通
过 ｃａｓｐａｓｅ１途径诱导胆管癌细胞凋亡率的增加。
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胃颗粒细胞瘤１例
马骏，寸英丽，艾良

（云南省肿瘤医院 腹部肿瘤外科，云南 昆明 ６５０１１８）

关键词：胃肿瘤；颗粒细胞瘤；病例报告

中图分类号：Ｒ７３５．２　　　　文献标识码：Ｄ

　　患者　女，４１岁。因剑突下胀
痛 ２个月余入院。体查：一般情况
可；心肺未见异常，腹平软，中腹部

轻压痛，未触及肿块，肝脾未触及。

胃镜检查：食道、贲门、胃底未见异

常，胃体中段前壁见直径约 ２．０ｃｍ
黏膜下肿物，顶部见约 ０．５ｃｍ×０．６
ｃｍ溃疡，表覆白苔（图 １）。取活检
组织 ３块，质稍硬。病理检查：（胃
体黏膜）慢性浅表性胃炎，黏膜下见

少许束状梭形细胞，取材局限，不排

除胃肠间质瘤可能（图 ２）。入院诊
断：胃间质瘤可能。手术情况：触诊

发现肿瘤位于胃体前壁，光 滑、质

硬，约 ２．５ｃｍ×３．０ｃｍ大小。距离
肿块边缘 ３ｃｍ切开胃壁，见肿块表
面胃黏膜小部分浅溃疡，底平坦、色

白。将肿块及周边 ３ｃｍ胃壁一并切
除。术后剖视：胃壁肌间见一肿块，

２．０ｃｍ×２．２ｃｍ大小，切面灰白实

性，与周围分界清。病理检查：瘤细

胞排列成条索状，细胞界限不清楚，

胞质丰富，呈嗜酸性颗粒状，核小，

居中，深染，圆形（图 ３）。免疫组
化：Ｖｉｍ（＋），ＳＭＡ（－），Ｓｙｎ（－），
Ｃｋ（－），ＣＤ１１７（－），ＮＳＥ（＋），Ｓ
１００（＋），ＣＤ３４（－），ＣＤ６８（＋），
Ｄｅｓ（－），ＬｇＡ（－）。符合颗粒细胞
瘤，不排外恶性。

图１　胃镜下病灶改变 图２　组织活检病理改变 图３　术后病理切片

　　讨论　颗粒细胞肿瘤（ｇｒａｎｕｌａｒ
ｃｅｌｌｔｕｍｏｒ，ＧＣＴ）较少见，由 Ｍｕｌｌｅｒ于
１８３６年和 Ｖｉｒｃｈｏｗ于 １８５４年首先描
述。１９２６年 Ａｂｒｉｋｏｓｓｏｆｆ认为此瘤是一
种良性肿瘤，来源于肌肉并常发生于

舌部，并将之命名为成肌细胞肌瘤。

近年来随着电镜及免疫组化的广泛

开展，发现其组织学起源为雪旺氏细

胞来源。ＧＣＴ可见于全身各部位，消
化道颗粒细胞瘤少见，仅占全部颗粒

细胞瘤的 １％ ～８％，其中以食管最为
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常见，其次是胃、结肠和胆道。此瘤

可发生于任何年龄，但多见于 ４０岁
左右的患者，女性多见。多数患者无

症状，于内镜检查时偶然发现，并经

病理证实；少数患者表现有吞咽不

畅、厌食、呕吐、腹部不适或消化道出

血等症状。此瘤在内镜下难于同胃

肠 道 间 质 瘤 （ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｓｔｒｏｍａｌ
ｔｕｍｏｒ，ＧＩＳＴ）鉴别，免疫组化该瘤 Ｓ
１００蛋白弥漫阳性，ｃｋｉｔ／ＣＤ１１７阴
性（ＧＩＳＴ则相反）是主要鉴别点。绝
大多数 ＧＣＴ为良性，恶性颗粒细胞瘤
极少见。当细胞及核出现异形性，有

明 显 的 核 仁 及 核 分 裂 相 （＞５／
５０ＨＰＦ）时，要高度怀疑恶性的可能。
瘤组织体积大（＞５ｃｍ），生长迅速，
有淋巴结转移及血管浸润是较细胞

形态学为可靠的恶性依据。但文献

中有近 １／３的恶性肿瘤直径在 ４ｃｍ
以下，所以大小不能作为一个独立的

指标来预测生物学行为，而只能在组

织学证据不足时作为一项重要的参

考因素。在治疗方面，较小的肿瘤可

选择通过内镜下切除或局部切除，而

对于恶性颗粒细胞肿瘤，广泛性局部

切除手术加上必要的区域淋巴结清

扫仍是目前最主要的治疗手段，辅助

性化疗和（或）放疗并不能明显改善

患者的预后
［１］
。
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