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Abstract
AIM: To investigate whether transfection of 
methylated oligonucleotides that are comple-
mentary to the CHFR (checkpoint with forkhead 
and ring finger domains) gene promoter inacti-
vates the CHFR gene in human colon cancer cell 
line SW480 and to analyze the effect of CHFR 
inactivation on the biological behavior of SW480 
cells.

METHODS: After methylated oligonucleotides 
that are complementary to the CHFR gene pro-
moter were transfected into SW480 cells, MSP 
and RT-PCR were employed to detect the pro-
moter methylation status and mRNA expression 
of the CHFR gene, respectively. MTT assay was 
used to detect the proliferation of SW480 cells 
before and after transfection.

RESULTS: In control SW480 cells, the promoter 

region of the CHFR gene was unmethylated and 
CHFR mRNA expression could be detected. Af-
ter transfection of methylated oligonucleotides, 
CHFR gene promoter methylation was induced 
and CHFR mRNA expression was suppressed. 
The proliferation of SW480 cells transfected with 
methylated oligonucleotides was significantly 
higher than that of control cells.

CONCLUSION: Methylated oligonucleotides 
that are complementary to the CHFR gene pro-
moter can induce CHFR gene promoter meth-
ylation, suppress CHFR mRNA expression, and 
promote cell proliferation in human colon cancer 
cell line SW480.
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摘要
目的: 探讨甲基化寡核苷酸诱导灭活SW480
结肠癌细胞CHFR基因甲基化和表达情况对
生物学行为的影响.

方法: 将与CHFR基因启动子序列互补的甲基
化寡核苷酸转染进SW480结肠癌细胞内, 分别
应用MSP和RT-PCR检测转染前后CHFR基因
启动子甲基化状态和mRNA表达. 应用MTT法
检测转染前后细胞增殖状态.

结果: 正常未转染寡核苷酸组和对照组SW480
结肠癌细胞CHFR基因启动子表现未甲基化状
态并表达CHFR基因mRNA. 转染互补甲基化
寡核苷酸后, CHFR基因启动子被诱导成甲基
化状态, mRNA表达受到抑制而缺失, 细胞增
殖速度明显高于正常未转染寡核苷酸组和对
照组; 正常未转染寡核苷酸组和对照组细胞增
殖速度无明显差异.
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■背景资料
CHFR基因是一个
新发现的有丝分
裂前期检查点基
因, 具有E3泛素蛋
白连接酶作用. 细
胞微管靶向抑制
剂诱发有丝分裂
应激时, CHFR通
过调控Cdc2/Cy-
clin B底物, 延迟
染色体凝集、阻
止细胞由有丝分
裂前期进入中前
期, 增强细胞对应
激的生存能力.

■同行评议者
蔡开琳 ,  副教授 , 
华中科技大学同
济医学院附属协
和医院普通外科



结论: 互补甲基化寡核苷酸可诱导SW480结
肠癌细胞CHFR基因启动子甲基化状态并抑
制其mRNA表达, 促进细胞增殖.
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0  引言

含叉头和环指域检控点基因(checkpoint with 
forkhead and ring finger domains, CHFR)位于染

色体12q24.3, 其编码产物为664个氨基酸的蛋白

质, 含有3个结构域: N-端有叉头相关区(FHA)和
环指区(RF), 羧基端有半胱氨酸富集区(CR)[1,2]. 
CHFR基因是一个新发现的有丝分裂前期检查

点基因, 具有E3泛素蛋白连接酶作用. 细胞微管

靶向抑制剂诱发有丝分裂应激时, CHFR通过调

控Cdc2/Cyclin B底物, 延迟染色体凝集、阻止

细胞由有丝分裂前期进入中前期, 增强细胞对

应激的生存能力[3,4]. CHFR基因在正常人体组织

中普遍表达, 文献报道其基因启动子在许多肿

瘤组织中呈现高甲基化状态, 基因表达完全缺

失, 目前认为CHFR基因是一个重要的肿瘤抑制

基因, 在肿瘤发病机制中扮演重要角色[5-8]. 目前

研究表明, CHFR基因启动子在结肠癌组织和某

些细胞系中处于甲基化灭活状态[9,10], 而CHFR
基因启动子甲基化导致结肠癌发生的具体机制

仍然不清楚. 本研究应用互补甲基化寡核苷酸

转染SW480结肠癌细胞, 检测转染前后CHFR基
因启动子甲基化状态和mRNA表达改变及其对

SW480结肠癌细胞生物学行为的影响, 进一步

探讨CHFR基因在结肠癌发病机制中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 结肠癌细胞系SW480购于美国典型培

养物收藏中心(ATCC); 胎牛血清、RPMI 1640购
自Hyclone公司; DNA、RNA提取试剂购自天根

生化科技有限公司; 甲基化试剂购自ZYMO公

司; Effectene转染试剂购买自Qiagen公司; PCR
和RT-PCR试剂盒购自Chemicon公司; 引物和

甲基化寡核苷酸由上海生工公司合成; 测序由

TaKaRa公司完成; 由DBTSS数据库检索人类

CHFR基因启动子序列并根据文献设计甲基化

寡核苷酸序列[11-13], 甲基化寡核苷酸(methylated 
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oligonucleotide, MON)序列: 5'-GmCGCmC-
GCmCGCCAGCCAATmCGmCGGGGmCGC-
3'(MON组); 对照寡核苷酸(control oligonucle-
otide, CON)序列: 5'-GCGCCGCCGCCAGC-
CAATCGCGGGGCGC-3'(CON组), MON序列针

对转录起始点上游50 bp序列, 包含6个CG位点.
1.2 方法 
1.2.1 Effectene转染SW480结肠癌细胞: 按照Ef-
fectene说明书, 准备24孔板SW480结肠癌细胞, 
细胞汇合度为40%左右. 寡核苷酸0.5 μg、En-
hancer和Effectene试剂按照1∶10比例配制转染

混合物. 转染混合物与细胞在培养箱共培养24 h
后, 洗涤去掉转染混合物并更换新鲜培养基. 
1.2.2 甲基化特异性PCR检测CHFR基因启动子

甲基化状态: 提取SW480结肠癌细胞DNA, 按
照甲基化试剂盒说明书将DNA上未甲基化C转

化成U, 进行PCR扩增. 采用MethPrimer[14]设计

引物, 甲基化引物: 上游引物5'-TAGGATTAAA-
GATGGTCGAGC-3'和下游引物为5'-TTAACTA-
ACGACGACGCTCAC-3', 非甲基化引物: 上游

引物5'-GGTTAGGATTAAAGATGGTTGAGT-3'
和下游引物5'-ATTAACTAACAACAACACT-
CACCA-3'. PCR反应体系为25 μL, 反应参数为: 
95 ℃预变性10 min, 95 ℃变性30 s, 62 ℃退火30 
s, 72 ℃延伸30 s, 共35个循环, 最后72 ℃延伸10 
min, PCR产物进行琼脂糖凝胶电泳分离检测.
1.2.3 RT-PCR检测CHFR基因mRNA表达: 上游

引物: 5'-TAAAGGAAGTGGTCCCTCTGTG-3', 
下游引物: 5'-GGTTTGGGCATTTCTACGC-3', 
产物大小为205 bp, 以β-actin为内参照物. PCR
反应条件为: 95 ℃预变性5 min, 95 ℃变性1 min, 
58 ℃退火45 s, 72 ℃延伸60 s, 35个循环, 终末

72 ℃延伸10 min, 将PCR产物进行琼脂糖凝胶电

泳分离检测结果.
1.2.4 MTT法检测SW480细胞增殖: 正常未处理

组、MON转染后甲基化特异性PCR(methylation 
specific PCR, MSP)检测显示CHFR基因启动子

甲基化和CON转染后MSP检测显示CHFR基因

未甲基化的SW480结肠癌细胞继续培养, 按每

孔1 000个细胞接种于96孔板, 每孔200 μL, 空白

对照组不含SW480结肠癌细胞. 每天取出1板, 
每孔加入5 g/L MTT溶液20 μL, 37 ℃孵育4 h后
弃去, 加入DMSO 50 μL, 振荡器振荡15 min充分

溶解结晶, 酶标检测仪上测定波长为490 nm下

的吸光值(A值), 以吸光值为纵坐标, 时间(d)为
横坐标, 绘制CON组、MON组和正常未处理组

www.wjgnet.com

■相关报道
文献报道CHFR基
因启动子在许多
肿瘤组织中呈现
高甲基化状态, 基
因表达完全缺失, 
目前认为CHFR基
因是一个重要的
肿瘤抑制基因, 在
肿瘤发病机制中
扮演重要角色.
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SW480结肠癌细胞增殖曲线.

2  结果

2.1 MSP检测SW480结肠癌细胞CHFR基因启动

子甲基化状态 在正常未转染寡核苷酸的SW480
结肠癌细胞中, CHFR基因启动子MSP结果显示

其处于未甲基化状态, 该结果与Bertholon等[10]的

实验结果一致. CON转染SW480结肠癌细胞后, 
CHFR基因启动子未受到影响, 呈现与正常未

处理细胞一致的未甲基化状态, 而MON转染后, 
CHFR基因启动子M条带阳性, 呈现甲基化状态

见图1. 
2.2 RT-PCR检测SW480结肠癌细胞CHFR基因

mRNA表达 在正常未转染寡核苷酸的SW480结
肠癌细胞中, CHFR基因mRNA表达正常, 转染

CON后, 表达未受影响; 在转染MON后, CHFR
基因mRNA表达完全受到抑制, 基因表达缺失

(图2).
2.3 MTT检测SW480结肠癌细胞增殖 CON转染

SW480结肠癌细胞后, 与正常未转染寡核苷酸

组细胞增殖速度无差异, SW480结肠癌细胞增

殖不受CON影响, 表现指数增殖现象; MON转染

SW480结肠癌细胞后, 细胞增殖速度明显高于

正常未处理组和CON组(图3).

3  讨论

研究表明在真核生物DNA中约80% CpG存在甲

基化[15], 甲基化主要发生在基因启动子的核心序

列和转录起始点, 甚至延伸至第一外显子, 这些

区域构成CpG岛[16,17]. DNA甲基化可引起基因组

中相应区域染色质结构变化, 使染色质高度螺

旋化, 凝缩成团, 甲基化自身或结合DNA甲基结

合蛋白(methyl-binding protein, MBP)阻止转录相

关因子结合DNA, 从而抑制mRNA转录和翻译, 
是最重要的非DNA序列突变方式调控真核生物

基因表达[15,18,19], 在肿瘤发生[20,21]、X染色体灭活

等机制方面扮演重要角色. 
人工设计合成的互补甲基化寡核苷酸能与

基因启动子区域的其中一条链互补结合形成半

甲基化DNA链, 产生复制叉样结构, 为DNA甲基

化转移酶1(DNA methyltransferase 1, DNTM1)提
供优先底物, DNMT1催化导致其迅速甲基化, 甲
基化寡核苷酸与结合位点分离后, 甲基化第一

链与未甲基化互补链互补形成第2个半甲基化

复制叉结构, 在DNTM1催化下, 最终两条链均

发生甲基化, 导致启动子无法和转录因子结合, 
基因转录灭活而沉默[22]. 本研究基于此机制, 人
工合成互补甲基化寡核苷酸诱导SW480结肠癌

细胞系CHFR基因启动子甲基化灭活状态, 模拟

CHFR基因启动子甲基化导致肿瘤发生过程, 为
肿瘤基因靶向治疗提供新思路. 

本研究结果表明 ,  S W480结肠癌细胞系

CHFR基因启动子表现未甲基化状态, 其mRNA
表达正常, 这些证据表明结肠癌的发生可能是

多因素和多基因共同决定的结果 ,  也可能因

MSP自身技术缺陷导致无法检测到其余CG位点

甲基化状态. CHFR作为有丝分裂前期检查点基

因, 缺乏结肠癌相关的特异性, 导入互补外源性

MON和CHFR基因启动子结合后, 在DNA甲基

转移酶催化下, 成功诱导启动子产生甲基化状

态, 导致转录因子不能与其结合而灭活基因表

达, 产生基因沉默效应. 在SW480结肠癌细胞有

丝分裂前期, 诱导灭活CHFR导致细胞失去周期

调控, 产生恶性增殖现象, 说明MON诱导的有效

性. 在未来的肿瘤治疗中, 我们可以人工合成互

M         U         M         U        M        U

MON组           CON组             正常组

图  1  MSP检测CHFR基因启动子的甲基化状态. M: 甲基化

(methylated); U: 未甲基化(unmethylated).

图  2  RT-PCR检测SW480结肠癌细胞CHFR基因mRNA的表达.

MON组     CON组        正常组

CHFR
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图  3  SW480结肠癌细胞增殖曲线.

■应用要点
本 实 验 证 实 了
C H F R 基 因 启 动
子甲基化与结肠
癌之间的关系, 在
未来的肿瘤靶向
治疗中, 可以将体
外合成的与肿瘤
基因启动子互补
的甲基化寡核苷
酸导入人体内, 灭
活肿瘤基因, 治疗
各种良恶性肿瘤. 
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补甲基化灭活肿瘤相关基因, 靶向导入体内治

疗肿瘤, 也可以利用去甲基化试剂使得抑癌基

因从新表达而治疗恶性肿瘤.
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《世界华人消化杂志》入选北京大学图书馆
2008 年版《中文核心期刊要目总览》 

本刊讯 《中文核心期刊要目总览》(2008年版)采用了被索量、被摘量、被引量、他引量、被摘率、影响因

子、获国家奖或被国内外重要检索工具收录、基金论文比、Web下载量等9个评价指标, 选作评价指标统计源

的数据库及文摘刊物达80余种, 统计文献量达32 400余万篇次(2003-2005年), 涉及期刊12 400余种. 本版还加大

了专家评审力度, 5 500多位学科专家参加了核心期刊评审工作. 经过定量评价和定性评审, 从我国正在出版的

中文期刊中评选出1 980余种核心期刊, 分属七大编73个学科类目. 《世界华人消化杂志》入选本版核心期刊

库(见R5内科学类核心期刊表, 第66页). (编辑部主任: 李军亮 2010-01-08)
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