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Abstract
AIM: To investigate the methylation and 
protein expression of the tissue inhibitor of 
metalloproteinase-3 (TIMP-3) and E-cadherin 
genes in human esophageal carcinoma cell lines 
EC1 and EC9706 untreated or treated with the 
demethylating agent 5-Aza-CdR.

METHODS: Methylation-specific PCR (MSP) 
and immunocytochemistry were used to de-
tect the methylation and protein expression 

of TIMP-3 and E-cadherin genes in EC1 and 
EC9706 cells untreated or treated with 5 μmol/L 
of 5-Aza-CdR. 

RESULTS: The TIMP-3 gene was not meth-
ylated, and the TIMP-3 protein was weakly 
expressed in both EC1 and EC9706 cells. The 
E-cadherin gene was hypermethylated in EC1 
cells but semi-methylated in EC9706 cells. The 
E-cadherin protein expression was undetectable 
in both cell types. After treatment with 5-Aza-
CdR, the TIMP-3 gene remained non-methyl-
ated, and the expression of the TIMP-3 protein 
was slightly upregulated in the two cell types. 
In contrast, E-cadherin gene methylation was re-
versed, and the protein expression was strongly 
upregulated in both cell types. 

CONCLUSION: E-cadherin gene methylation 
occurs in both EC1 and EC9706 cells, and 5-Aza-
CdR can effectively reverse such methylation. 
TIMP-3 gene inactivation seems unrelated to 
methylation as 5-Aza-CdR can only slightly up-
regulate the expression of TIMP-3 protein. 
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摘要
目的:  观察食管癌细胞系E C1和E C9706中
TIMP3、E-Cadherin基因甲基化的水平及蛋白表
达, 以及去甲基化药物5-Aza-CdR对其的影响.

方法:  应用甲基化特异性P C R(M S P)和免
疫细胞化学的方法 ,  分别检测体外培养的
食管癌细胞系E C1和E C9706中T I M P3和
E-Cadherin基因甲基化水平及蛋白表达. 用5 
μmol/L 5-Aza-CdR处理两种细胞系后, 用同
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■背景资料
原发性食管癌是
我国最常见的恶
性肿瘤, 严重威胁
人类健康. 近几年
随着研究甲基化
手段的进步, 使更
多的食管癌相关
基因的甲基化情
况得以明确, 但迄
今为止尚未见临
床上利用上述食
管癌相关基因甲
基化状态的改变, 
进行食管癌的早
期诊断及干预甲
基化的基因治疗
来防治食管肿瘤
的发生.

■同行评议者
张志坚, 教授, 中
国人民解放军福
州总医院消化内
科



样的方法检测其甲基化水平及蛋白表达, 观
察药物的影响. 

结果:  T I M P3基因在食管癌细胞系E C1和
EC9706中均表现为非甲基化, 蛋白呈现弱表
达; 而E-Cadherin基因在EC1中发生甲基化, 
EC9706中发生半甲基化, 蛋白表达均缺失. 
5-Aza-CdR作用后的两种细胞系中, TIMP3基
因仍为非甲基化, 而蛋白表达似有所曾强; 但
E-Cadherin基因甲基化得到了逆转, 蛋白表达
由原来的不表达, 转变为强表达.

结论: 5-Aza-CdR能够有效逆转E-Cadherin基
因甲基化, 并使其蛋白恢复表达; TIMP3基因
的失活似与甲基化机制无关, 5-Aza-CdR对其
蛋白表达的恢复作用微弱. 

关键词: 食管癌; 甲基化; 5-Aza-CdR; TIMP3; 
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0  引言

在肿瘤发生过程中, 甲基化模式发生逆转、相

关基因的甲基化紊乱发生率很高, 是肿瘤发生

中基因表达沉默的主要机制, 尤其表现在肿瘤

抑制基因和错配修复基因 .  近年来随着肿瘤

甲基化状态研究的深入, 越来越多基因的甲基

化被认为与肿瘤的发生、发展及预后有关[1-3]. 
但基因的甲基化能否作为临床的相关判定指

标, 去甲基化药物能否作为临床用药, 存在着

争议 [1], 因此我们选定与食管癌发生、发展有

关的一些基因: 细胞凋亡相关基因TIMP3及与

肿瘤远端转移有关的E-Cadherin基因, 在体外

培养的食管癌细胞系EC1、EC9706中研究这

两种基因的甲基化状态, 并对比使用去甲基化

药物5-Aza-CdR作用后其甲基化逆转的情况及

蛋白表达的改变, 为甲基化指标及去甲基化药

物的临床应用提供依据.

1  材料和方法

1.1 材料 人食管癌细胞株EC1和EC9706(本室留

存); 5-Aza-CdR购自Sigma公司; Methylamp One-
Step DNA Modification Kit购自EPIGENTEK公

司; Taq酶购自TaKaRa公司; CpG甲基转移酶

购自NEB公司; 引物均为Invitrogen公司合成; 
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E-Cadherin抗体购自Santa Cruz公司; TIMP3抗
体、免疫组织化学染色、DAB显色试剂盒购自

北京博奥森公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 人食管癌细胞株EC1和EC9706, 
于RPMI 1640(Gibco公司)培养液(内含100 g/L胎
牛血清, 100 kU/L青霉素和100 kU/L链霉素)中
贴壁培养(37 ℃, 50 mL/L CO2). 隔天换液, 取对

数生长期细胞进行后续实验. 
1.2.2 甲基化特异性PCR(MSP): EC1和EC9706
分别按照5×105细胞数接种到培养瓶中, 在培

养基中培养24 h, 细胞贴壁后, 加药组在2种细胞

中分别加入含有5 μmol/L的5-Aza-CdR的培养

基[4], 未加药组在正常的完全培养基中, 培养72 
h后, 分别按试剂盒详细说明提取细胞DNA(基
因组DNA提取试剂盒, 天根公司), 紫外分光光

度计检测DNA浓度和纯度, 琼脂糖凝胶电泳检

测DNA完整性. 用CpG甲基转移酶(M.SssⅠ)
处理正常食管上皮DNA作为阳性对照, 未处理

的作为阴性对照, 按Methylamp One-Step DNA 
Modification Kit说明采用亚硫酸氢钠法修饰

DNA. 引物序列如表1, 反应条件为: 95 ℃预变

性10 min, 95 ℃ 30 s, Tm ℃ 30 s, 72 ℃ 30 s, 35
个循环, 72 ℃延伸2 min. 反应结束后取产物5 
μL进行20 g/L琼脂糖凝胶电泳, 使用凝胶成像

分析系统分析电泳结果. 其中出现甲基化条带, 
而没有非甲基化条带的, 判定为甲基化; 出现非

甲基化条带而没有甲基化条带的判定为非甲基

化; 同时出现甲基化和非甲基化条带的, 判定为

半甲基化. 
1.2.3 免疫细胞化学: 用免疫细胞化学方法分别

检测TIMP3和E-Cadherin基因蛋白表达. 将细胞

接种在底部放有盖玻片的24孔板中, 用1.2.2中
的方法处理加药组和未加药组, 72 h后, 40 g/L
多聚甲醛固定细胞后取出盖玻片 ,  分别使用

TIMP3和E-Cadherin基因的一抗, 按照试剂盒说

明进行染色. 结果依据阳性细胞所占百分比及

着色深浅进行判定[3], 阳性细胞数计: <5%为0分; 
5%-25%为1分; 26%-50%为2分; 51%-75%为3分; 
>76%为4分. 细胞着色强度计分: 无显色: 0分; 
淡黄色: 1分; 棕黄色: 2分; 棕褐色: 3分. 2项评分

总和为总积分, 0-1分为阴性(-), 2-3分为弱阳性

(＋), ≥4分为阳性(++).

2  结果

2.1 MSP检测甲基化的水平 TIMP3基因在食管

www.wjgnet.com

■研发前沿
食管癌的表遗传
研究对于食管癌
的发病机制、细
胞免疫与防御、

细胞分化以及预
防治疗等方面具
有十分重要的意
义 .  弄 清 楚 食 管
癌中基因甲基化
状态的改变及其
作用方式并建立
相应的筛查技术, 
将为食管癌的研
究带来更深入的
发展.
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癌细胞系EC1和EC9706中都出现非甲基化条带, 
即发生了非甲基化. E-Cadherin基因在EC1中出

现甲基化条带, 发生了甲基化, 而在EC9706中甲

基化条带和非甲基化条带都出现, 说明发生了

半甲基化. 使用去甲基化药物5-Aza-CdR分别处

理2组细胞后, TIMP3基因结果仍为非甲基化, 与
用药物刺激前没有差别. 而E-Cadherin基因使用

5-Aza-CdR后, 2种细胞中只出现了去甲基化条

带, 说明其甲基化的情况得到了逆转(图1, 2).
2.2 免疫细胞化学检测蛋白表达  结果见图3, 
TIMP3基因在食管癌细胞系EC1和EC9706中都

表现为弱阳性(+), 经5-Aza-CdR处理仍为弱阳

性(+), 表达稍见增强; E-Cadherin基因在食管癌

细胞系EC1和EC9706中都表现为阴性, 经5-Aza-
CdR处理后, 表达均增强, 为阳性(+++).

3  讨论

Costello等[5]总结了甲基化与癌症的发生关系, 
认为个别基因的甲基化与肿瘤的发生密切相关, 
因此特殊肿瘤组织应有特异性, 且特异性基因

的甲基化与肿瘤化疗反应及患者的生存有直接

的关联, 故异常的DNA甲基化模式可能是有用

的分子标志. 近年来, 人们通过对几种癌、癌旁

组织和正常组织DNA的分析, 确定某些癌基因

(H-Ras、c-Myc)低甲基化和抑癌基因(Rb、p16)
的高甲基化改变是细胞癌变的一个重要特征[1-3]. 
且甲基化水平与肿瘤的生物学特性密切相关, 
不同肿瘤的不同期, 发生状态不同. 

TIMP3是一种抑癌基因[6,7], 他可以抑制肿

瘤生长、血管生成和侵袭转移, 而且可以促进

凋亡. 而TIMP3表达降低或缺失往往是肿瘤发生

的重要因素. 大量的文献表明[8,9], 在胃癌、乳腺

癌等肿瘤中, 该基因的沉默都与自身甲基化相

关. 我们对食管癌细胞系EC1和EC9706中TIMP3
基因甲基化和蛋白表达的情况进行研究, 发现

TIMP3基因在两种细胞中均未发生甲基化, 但其

蛋白表达呈弱阳性, 可也有研究认为在食管癌

腺癌中有部分出现甲基化[7]. 
E-Cadherin基因为钙依赖性的跨膜黏附分

子, 主要参与同源细胞间的连接, 是上皮细胞

间相互黏附和维持组织结构稳定的重要蛋白, 
E-Cadherin基因表达降低或缺失, 与肿瘤的分

化、侵袭及远处转移密切相关[11,12]. 对胃癌、

结直肠癌、乳腺癌及前列腺癌的研究均表明, 
E-Cadherin启动子区CpG岛的甲基化与该基因

的表达降低有关[10,11]. 也有研究认为, 该基因的

甲基化在部分食管癌患者中存在, 与食管癌分

化有关[12]. 我们研究证实, 食管癌细胞系EC1中

图  1  T IMP3、E-Cadher in基因在食管癌细胞系EC1和
EC9706中的甲基化状态. 1, 4: 阳性对照; 2, 5: 阴性对照; 3, 6:

空白对照; M: 甲基化产物; U: 非甲基化产物.

bp
200

100

                        TIMP3                             E-Cadherin 
                  EC1  EC9706                         EC1  EC9706
 Marker  1   M   U   M   U   2   3 Marker 4   M   U  M   U   5   6

图  2  经5-Aza-CdR处理后的TIMP3、E-Cadherin基因甲基
化状态. M: 甲基化产物; U: 非甲基化产物.

bp
200

100

                          TIMP3                         E-Cadherin 
                   EC1         EC9706            EC1           EC9706
  Marker     M      U       M       U        M       U       M       U   

表  1  甲基化分析的引物序列及温度

     
基因		      正向引物				    反向引物		                大小(bp)     T(℃)

TIMP3	

    M      5'-CGTTTCGTTATTTTTTGTTTTCGGTTTC-3'         5'-CCGAAAACCCCGCCTCG-3'		 116         59

    U       5'-TTTTGTTTTGTTATTTTTTGTTTTTGGTTTT-3'    5'-CCCCCAAAAACCCCACCTCA-3'	 122	

E-cad

    M      5'-TTAGGTTAGAGGGTTATCGCGT-3' 	             5'-TAATTTTAGGTTAGAGGGTTATTGT-3	 116         57

    U       5'-TAACTAAAAATTCACCTACCGAC-3'	             5'-CACAACCAATCAACAACACA-3'	   97         53

■相关报道
Costello等总结了
甲基化与癌症的
发生关系, 认为个
别基因的甲基化
与肿瘤的发生密
切相关, 因此特殊
肿瘤组织应有特
异性, 且特异性基
因的甲基化与肿
瘤化疗反应及患
者的生存有直接
的关联, 故异常的
DNA甲基化模式
可能是有用的分
子标志.
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出现甲基化, 而EC9706中为半甲基化, 其蛋白表

达均缺失. 
甲基化抑制剂5-Aza-CdR是一种竞争性核

苷酸类甲基转移酶抑制剂, 已广泛应用于各种

肿瘤的甲基化逆转[13,14], 其应用于食管癌的效

果并不确定. 我们经过此药物作用于两种食管

癌细胞, 发现5-Aza-CdR对于已发生甲基化的

E-Cadherin基因有很好的逆转作用, 而对非甲基

化的TIMP3无明显影响, 相应的免疫细胞化学检

测的蛋白表达也得出同样的结论. 
无论哪种基因作为食管癌甲基化的诊断和

预后的指标, 其敏感性一定要充分考虑, 因此, 
筛选肿瘤发生的特异性甲基化基因, 用DNA甲

基化诊断食管癌还需要进一步研究. 使用去甲

基化药物对恶性肿瘤的治疗效果是否优于传

统的化疗药、食管癌治疗的合理用药、5-Aza-
CdR自身的不稳定性和高选择性都要充分的考

虑. 所以, 去甲基化药物广泛应用于临床食管癌

治疗还需要更深入的研究.
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图  3  食管癌细胞系EC1 和EC9706中TIMP3、E-Cadherin基因的表达. A: EC1-TIMP3; B: EC1-TIMP3-5-Aza-CdR; C: 

EC1-E-Cadherin; D: EC1-E-Cadherin-5-Aza-Cd; E: EC9706-TIMP3; F: EC9706-TIMP3-5-Aza-CdR; G: EC9706-E-

Cadherin; H: EC9706-E-Cadherin-5-Aza-Cd.

A B C D

E F G H

■应用要点
随着首张人类表
观基因组图谱绘
制成功, 用基因的
甲基化进行诊断
和治疗越来越成
为可能. 肿瘤临床
治疗的目标之一
就是找到早期诊
断的标志物和针
对患者的高效、

低毒性的疗法. 研
究基因的甲基化
在食管癌发病中
的作用以及干预
后效果, 探讨食管
癌中基因甲基化
状态的改变及其
作用方式, 将为食
管癌的分子机制
研究及其临床治
疗和预后提供了
新的思路.
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汤姆森 - 路透公布 2008 年WJG 影响因子 2.081

本刊讯 据汤姆森-路透科技信息集团2009-06-19发布《期刊引证报告》(Journal Citation Reports )的统计结果: 

World Journal of Gastroenterology (WJG )的总被引次数(TC): 10 822; 影响因子(IF): 2.081; 即年指数: 0.274; 论文

数量: 1112; 半衰期: 3.1; 特征因子(EF): 0.05006. 特征因子这个指标是今年期刊引证报告里新加的一个指标. 与

影响因子不同的是, 这个指标不仅考察了引文的数量, 而且考虑了施引期刊的影响力, 即: 某期刊如果越多地

被高影响力的期刊引用, 则该期刊的影响力也越高. 正如Google考虑超链接的来源, 特征因子也充分考虑引文

的来源, 并在计算中赋予不同施引期刊的引文以不同的权重. 特征因子分值的计算基于过去5年中期刊发表的

论文在期刊引证报告统计当年的被引用情况. 与影响因子比较, 期刊特征因子分值的优点主要有: (1)特征因子

考虑了期刊论文发表后5年的引用时段, 而影响因子只统计了2年的引文时段, 后者不能客观地反映期刊论文的

引用高峰年份; (2)特征因子对期刊引证的统计包括自然科学和社会科学, 更为全面、完整; (3)特征因子的计算

扣除了期刊的自引; (4)特征因子的计算基于随机的引文链接, 通过特征因子分值可以较为合理地测度科研人

员用于阅读不同期刊的时间. 在55种国际胃肠病学和肝病学期刊中, WJG的EF, TC和IF分别名列第6, 9, 32位. 

(WJG编辑部主任: 程剑侠 2009-06-19)

■同行评价
本文具有一定的
科学性、创新性
和可读性, 能从一
定程度上反映国
内外这一领域的
研究近况.


