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Abstract
AIM: To investigate the relationship between the meth-
ylation status of the 5’CpG island of PTEN promoter region 

and the mRNA expression of PTEN gene in gastric cancer 
cell lines in vitro.

METHODS: The methylation status of PTEN promoter 
region and expression of PTEN mRNA in gastric cancer 
cell lines SGC-7901 (moderately differentiated), 
BGC-823 (lowly differentiated), MGC-803 (lowly 
differentiated), HGC-27 (non-differentiated) were 
measured by methylation-specific polymerase chain 
reaction (MSP) and semi-quantitative reverse transc-
ription PCR, respectively.

RESULTS: The methylation of PTEN gene in promoter 
region was found in HGC-27, MGC-803, and BGC-823 
cells, but not in SGC-7901 ones. HGC-27 cells had 
the highest methylation level of PTEN gene (138.217 ± 
7.898, P  <0.01), then MGC-803 and BGC-823 cells, 
and no signifi cant difference was found between MGC 
and BGC (P  >0.05). SGC-7901 cells had the highest 
expression of PTEN mRNA (0.336 ± 0.079, P  <0.01), 
then BGC-823, MGC-803 and HGC-27 (lowest, 0.113 ± 
0.047, P  <0.05), and there was no signifi cant difference 
between BGC and MGC (P  >0.05). The expression 
of PTEN mRNA decreased gradually following the 
increase of the level of PTEN methylation. In addition, 
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PTEN methylation status and the expression of PTEN 
mRNA were correlated with the differentiation level of 
the cancer cells.

CONCLUSION: Hypermethylation may be the main 
cause that leads to the decrease of the PTEN mRNA 
expression in gastric cancer, and also it may be the 
major mechanism that contributes to tumorigenesis 
and the progression of gastric carcinoma.
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tion-specific polymerase chain reaction
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摘要

目的: 探讨胃癌细胞P T E N基因启动子区域甲基化与其

mRNA表达的关系. 

方法: 采用甲基化特异性P C R法(M S P)检测四种胃癌细

胞系SGC-7901(中度分化)、BGC-823(低度分化细胞)、
MGC-803(低度分化细胞)、HGC-27中PTEN基因甲基化状

态, RT-PCR检测四种胃癌细胞系PTEN表达水平(未分化). 

结果: HGC-27、MGC-803、BGC-823细胞系可检测到PTEN
基因启动子的甲基化, SGC-7901细胞未检测到甲基化, 甲
基化水平的顺序依次为: H G C-27最高(138.217±7.898, 
P <0.01), MGC-803、BGC-823次之(P >0.05). PTEN mRNA表

达水平的依次顺序为: SGC-7901最高(0.336±0.079, P <0.01), 
BGC-823、MGC-803次之(P >0.05), HGC-27表达水平最低

(0.113±0.047, P <0.05), 其表达水平随着其启动子区甲基化

水平增高而降低. PTEN mRNA表达及其启动子甲基化水平

还与胃癌细胞分化程度相关. 

结论: 胃癌细胞PTEN基因启动子区域出现异常甲基化, 可能

是导致其mRNA表达异常的主要原因, 也可能是导致胃癌发

生、发展的重要机制之一. 
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0  引言

10号染色体缺失的磷酸酶及张力蛋白同源物基因(PTEN)
是近年来发现的一种新的抑癌基因 ,  定位于染色体

10q23.3[1-3], 具有双重特异性磷酸酶活性, 在细胞的生长

发育、凋亡、移动、信号传递等方面起着重要的调控作

用. 该基因功能的缺失导致其磷酸酶活性剧降, 细胞恶性

增殖能力增强、细胞游走性增加并抑制细胞凋亡. 胃癌

的发生、发展是一个多步骤、多阶段且有序的过程, 主
要是癌基因功能增强、抑癌基因及DNA修复基因突变或

功能缺失所致. 许多研究证实, PTEN基因在胃癌中失活

及表达异常, 并与其发生发展密切相关. DNA甲基化是基

因表达的一个重要调节者, PTEN基因由于高甲基化而失

活在人类的大肠癌、成胶质细胞瘤、子宫内膜癌、乳腺

癌、非小细胞肺癌、星形细胞瘤、卵巢癌等病中都有报

道[4-10]. 因此, 目前认为除了编码区突变外, 启动子区发生

甲基化也是导致抑癌基因功能缺失的机制之一. 我们采

用敏感的甲基化特异性PCR法(MSP)和RT-PCR检测胃癌

细胞PTEN启动子区域CpG岛甲基化状态及其表达水平, 
以探讨PTEN甲基化改变、PTEN表达异常与胃癌发生、

发展的关系, 为胃癌的发生、发展机制提供分子生物学

依据, 并为胃癌防治提供新的思路. 

1  材料和方法

1.1 材料

1.1.1 细胞系 SGC-7901、BGC-823、MGC-803、HGC-27细
胞由本室保存. 其中, SGC-7901为中度分化细胞, BGC-823、
MGC-803为低度分化细胞, HGC-27为未分化细胞. 
1.1.2 主要试剂 RPMI 1640培养基购自Gibco公司, MMLV
逆转录酶购自Promega公司, Taq酶购自Biostar公司. PTEN
甲基化和未甲基化二套引物和内参引物由上海生物工程

技术有限公司合成. 亚硫酸氢钠、氢醌均购自Sigama公
司, Wizard DNA clean up systerm购自Promega公司, Sss-1
酶购自New England Biolabs公司, 蛋白酶K、Rnase A、平

衡酚、异丙醇、乙酸钠、碘化钠等均购自武汉生命技术

有限公司. 
1.2 方法 

1.2.1 细胞培养 SGC-7901、BGC-823、MGC-803、
H G C-27细胞接种于含10 m L/L小牛血清(56℃灭活

30 min)、100×103 U/L青霉素及100×103 U/L链霉素的

pH7.2的RPMI 1640培养液中, 在37℃、50 mL/L的CO2培

养箱中培养. 
1.2.2 RT-PCR检测胃癌细胞PTEN mRNA表达水平 Trizol
试剂提取细胞总RNA, 用紫外可见分光光度仪检测RNA
的纯度及浓度, 每种取总RNA 1 μg用MMLV逆转录酶

进行逆转录, PCR扩增PTEN, 同时扩增β-actin作为内参. 
PTEN引物序列: 上游引物: 5’ACCAGTGGCACTGTTGT
TTCAC3’; 下游引物: 5’TTCCTCTGGTCCTGGTATGAA
G3’; 产物长度289 bp. 内参照β-actin引物系列: 上游引物: 
5’CGAGCGGGAAATCGTGCGTGACATTAAGGAGA3’; 
下游引物: 5’CGTCATACTCCTGCTTGCTGATCCACA
TCTGC3’; 产物长度479 bp. PTEN PCR反应条件: 94℃ 
3 min预变性后开始20个循环: 94℃ 30 s、54℃ 30 s, 
72℃ 45 s, 最后于72℃延伸7 min, β-actin PCR反应条件: 
94℃ 3 min预变性后开始循环: 94℃ 40 s、56℃ 45 s, 
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72 ℃ 60 s. 共20个循环, 最后于72℃延伸7 min. 扩增完

毕在15 g/L琼脂糖凝胶上电泳分离, 使用凝胶成像系统

检测积分吸光度值, 将PTEN与β-actin吸光度比值作为其

mRNA水平的相对值. 每种细胞每个基因至少重复实验3
次, PTEN基因mRNA表达水平取每次实验的平均值. 
1.2.3 MSP法检测四种细胞PTEN甲基化状态 蛋白酶K-苯
酚抽取法从细胞中抽取总DNA[11], 紫外分光光度计检测

DNA含量和纯度, 琼脂糖凝胶电泳检测DNA完整性. 稀
释2 μg DNA于50 μL水中, 加入NaOH, 42℃变性30 min
后, 加入新鲜配置的亚硫酸氢钠和氢醌及石蜡油覆盖均

匀, 55℃水浴16 h. 用DNA纯化试剂盒纯化(按说明书步

骤)后将DNA重悬于50 μL水中, 再加入NaOH, 37℃水浴

15 min, 然后用NaAc、无水乙醇沉淀回收DNA, 干燥, 并
重悬于50 μL水中, -20℃用箔包裹保存. 未甲基化阳性

对照采用正常人外周血淋巴细胞抽取的DNA进行亚硫

酸氢盐处理. 而将正常人外周淋巴细胞经Sss-1酶处理后

再经亚硫酸氢盐修饰作为甲基化的阳性对照. 阴性对照

用水代替DNA进行PCR. 聚合酶链反应: 引物设计根据

PTEN基因序列(Genbank accession number AF143312), 并
参照Salvesen et al [8]和Kang et al [12]合成. PTEN甲基化引

物序列: 上游引物: 5’TTCGTTCGTCGTCGTCGTATTT3’; 
下游引物: 5’GCCGCTTAACTCTAAACCGCAACCG
3’; 产物长度206 bp. 未甲基化引物序列: 上游引物: 5’
GTGTTGGTGGAGGTAGTTGTTT3’; 下游引物: 5’
ACCACTTAACTCTAA ACCACAACCA3’; 产物长度

162 bp. 25 μL的PCR反应体系为: 10×Buffer 2.5 μL, 
dNTP 2.0 μL, TaqE 0.5 μL, ddH2O 17.5 μL, Prix 1 μL, 
MgSO4 0.5 μL, DNA 1 μL, 于94℃ 3 min预变性后开始

35个循坏: 94℃ 30 s、54(56)℃ 1 min, 72℃ 45 s, 最后于

72℃延伸7 min. PCR产物经60 g/L聚丙烯酰胺凝胶电泳

后检测积分吸光度值. 每种细胞每个基因至少重复实验3
次, PTEN基因甲基化表达水平取每次实验的平均值. 
1.3 图像分析 采用美国Image PC alpha 9图像分析系统对

PCR结果进行图像分析, 计算条带的积分吸光度. 
统计学处理 所得数据以mean±SD表示, 应用方差分

析和q检验对实验结果进行分析. P<0.05认为有统计学意义. 

2  结果

2.1 PTEN基因mRNA的表达 细胞SGC-7901 mRNA的水

平最高(0.336±0.079, P <0.01), BGC-823、MGC-803次
之(0.232±0.063 vs  0.228±0.056, P >0.05), HGC-27最低

(0.113±0.047, P <0.05)(图1). 低分化胃癌细胞mRNA表达

水平要低于较高分化程度胃癌细胞(P <0.05). 可见胃癌细

胞PTEN mRNA表达与细胞分化程度相关. 阴性对照进行

PCR扩增结果为阴性, 证实不存在试剂污染. 
2.2 PTEN启动子区域甲基化状态

2.2.1 启动子区CpG岛的甲基化与未甲基化 甲基化阳性

对照引物扩增出71 bp的条带, 未甲基化阳性对照引物扩
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图 1  四种胃癌细胞系PTEN mRNA的表达．S: SGC-7901; B: BGC-823; 
M: MGC-803; H: HGC-27; M0: DNA标记．

图 2 胃癌细胞PTEN基因启动子区CpG甲基化状态．M: 甲基化; U: 未
甲基化; SGC、BGC、MGC、HGC: 胃癌细胞; M0: DNA标记; MP: 甲
基化对照; UP: 未甲基化对照; B: 空白对照; Con: DNA未经MSP法处理
的对照; H2O: 阴性对照．

增出一条162 bp的条带. U引物未扩增出条带, 而M引物

扩增出71 bp的条带, 说明PTEN基因启动子区CpG岛全

部发生甲基化; 如果M引物未扩增出条带, U引物扩增出

162 bp的条带, 说明PTEN基因未发生甲基化; 若M、U
均扩增出相应大小的条带, 说明PTEN基因启动子区部分

CpG岛发生甲基化(图2). 
2.2.2 胃癌细胞PTEN基因CpG岛甲基化状态 HGC-27、
MGC-803、BGC-823细胞系PTEN基因启动子区CpG岛

可检测到甲基化, 其甲基化水平的依次顺序为: HGC-27
最高(138.217±7.898, P <0.01), MGC-803、BGC-823次
之(82.918±4.026 vs  79.541±4.824, P >0.05), SGC-7901
细胞则未检测到甲基化. 低分化胃癌细胞PTEN基因甲基

化水平要高于较高分化程度细胞(P <0.05), 可见胃癌细胞

PTEN基因CpG岛甲基化水平与细胞分化程度相关(图2). 
2.3 PTEN启动子区CpG岛甲基化与其mRNA表达的关系 

结果显示, 胃癌细胞PTEN甲基化水平越高, 其mRNA表

达水平越低; 可见, PTEN基因mRNA表达随着其PTEN启

动子区CpG岛甲基化水平增高而降低. 

3  讨论

胃癌的发生、发展是机体内因和环境外因共同作用的结

果. 其中癌基因功能增强、抑癌基因功能缺失发挥着重

要作用. PTEN基因是一种广泛的肿瘤抑制基因, 其适度

的表达可通过使3, 4, 5-三磷酸磷脂酰肌醇(PIP3)去磷酸

化, 达到抑制细胞生长及促进细胞凋亡的目的; 并通过使

黏着斑激酶(FAK)去磷酸化抑制细胞转移及侵袭; 另外, 
还通过抑制MARK信号传导通路抑制细胞生长分化[13-16]. 
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研究证实, 在人类的胃癌中也普遍存在PTEN失活现象及

表达的异常[17-20], 并且其失活与胃癌的发生、发展密切相

关[21,22]. 目前认为, 突变、缺失及异常甲基化是导致PTEN
基因失活的主要机制[21,23-27]. 但研究表明, PTEN基因的突

变、缺失在胃癌的发生、发展中不起主要作用[28,29], 因此

其启动子CpG岛区域甲基化状况与胃癌发生、发展的关

系就成为瞩目的焦点. 在本实验中四种胃癌细胞系中有

三种可检测到PTEN启动子区CpG岛的甲基化状态, 并且

胃癌细胞PTEN基因CpG岛甲基化水平与细胞分化程度

相关, 说明PTEN发生甲基化参与了胃癌的进展, 这也表

明启动子甲基化与胃癌的发生、发展关系密切.  
PTEN蛋白没有SH2结构, 也没有跨膜信号, 它是定

位于细胞质的一种磷酸酶, 其5’端非翻译区含有多个CpG
岛, 因此有学者推测, 细胞可以通过甲基化而下调PTEN
的mRNA表达量, 从而在RNA水平调控PTEN蛋白表达量. 
本实验结果显示, 在三种胃癌细胞系中都检测到PTEN启

动子区CpG岛的甲基化状态, 且细胞甲基化水平越高, 其
mRNA表达水平越低, 后者的表达水平随着前者甲基化

的增高而降低, 这表明PTEN启动子甲基化与其mRNA表

达量密切相关. 据此我们推测, 在胃癌细胞中, PTEN启动

子区CpG岛发生甲基化将直接导致其mRNA表达减少或

无表达, 进而使其蛋白表达异常, 以致该基因失活, 这也

与国外学者Kang et al [21]的报道相一致; PTEN因甲基化

而失活后将导致与肿瘤发生、发展相关的一系列生物学

行为的改变, 例如细胞增殖与凋亡失调, 肿瘤侵袭转移能

力增强等, 从而也说明PTEN基因甲基化在胃癌的发生、

发展中同样起着至关重要的作用. 但Sato et al [29]也对胃

癌PTEN基因甲基化状态进行了检测, 结果显示: PTEN作

为抑制基因, 并未参与胃癌的发生、发展, 这可能是由于

PTEN基因启动子区富含的CpG岛并未全部发生甲基化, 
且所设计的引物并未能针对已发生甲基化的区域扩增, 
故仅仅只扩增出未甲基化产物. 

另外我们发现, PTEN甲基化及其mRNA表达与细胞

分化程度相关, 即PTEN甲基化水平高且其mRNA表达水

平低的细胞分化程度低. 一般来说, 细胞分化程度越低, 
其恶性程度就越高, 病人预后越差, 因此我们可以通过对

上述两个指标的检测来达到预测肿瘤恶性程度及预后的

目的. 还有研究提示[12], 胃癌中PTEN基因异常甲基化可

能与EB病毒感染有关, 因EB病毒感染阳性胃癌中PTEN
启动子甲基化率为76.2%(16/21), 而EB病毒阴性胃癌者仅

为25%(14/56). 故此我们展望能够通过清除EB病毒的策

略来防止PTEN基因发生异常甲基化, 从而达到预防与治

疗肿瘤的目的. 
我们通过对PTEN基因甲基化状态及其表达的研究, 

表明PTEN基因启动子区域出现异常甲基化, 可能是导

致PTEN基因mRNA表达异常的主要原因, 也可能是导致

该基因失活的重要机制之一, 这将有助于揭示胃癌的发

生、发展机制, 也为肿瘤的防治提供了新的思路. 另外对

PTEN表达及其甲基化状态的检测也将有助于判断肿瘤

的恶性程度和预后. 以上结果仅从基因水平分析PTEN在

胃癌发生发展中的异常改变, 其参与肿瘤发生发展的机

制还有待于进一步研究. 
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