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CHD5基因在食管癌中的表观遗传学改变
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■背景资料
目前食管癌的确
切发病机制尚不
清楚. 近年, 表观
遗传学在肿瘤的
发病机制研究中
越来越受到重视, 
DNA甲基化是目
前研究最多的表
观遗传学修饰方
式 ,  多 数 研 究 表
明基因启动子区
异常甲基化是导
致许多抑癌基因
转录缺失的常见
机制. 
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Abstract
AIM: To investigate epigenetic changes of the 
chromodomain helicase DNA-binding protein 5 
(CHD5) gene during esophageal carcinogenesis,  
and to explore the possibility of using CHD5 
promoter methylation as a marker for human 
esophageal cancer. 

METHODS: Methylation-specific polymerase 
chain reaction (MSP) was used to detect the 
methylation status of CHD5 in 72 cases of 
esophageal cancer and matched tumor-adjacent 
tissue, 9 cases of normal esophageal mucosa, 
and 4 esophageal cancer cell lines. Reverse tran-
scription-polymerase chain reaction (RT-PCR) 
was performed to detect the expression of CHD5 
in esophageal cancer cell lines mentioned above.

RESULTS: CHD5 methylation was detected in 
69% (50∕72) of cases of esophageal cancer and 
32% (23∕72) of cases of matched tumor-adjacent 
tissue (χ2 = 20.254, P < 0.05), but not detected in 
9 cases of normal esophageal mucosa. Loss of 
CHD5 expression was found in 2 esophageal 

cancer cell lines which showed CHD5 promoter 
methylation, and after treatment with 5-aza-
deoxycytidine for 96 h, CHD5 was re-expressed.

CONCLUSION: CHD5 is frequently methylated 
in esophageal cancer. Epigenetic change may be 
an important mechanism for regulation of CHD5 
expression, and CHD5 promoter methylation may 
be used as a marker for human esophageal cancer.
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摘要

目的: 研究食管癌发病过程中染色质解旋酶
DNA结合蛋白5(Chromodomain helicase DNA-
binding protein 5, CHD5)基因表观遗传学改变, 
探讨CHD5基因甲基化作为食管癌诊断标志
物的可行性.

方法: 用甲基化特异性聚合酶链反应(methylat
ion specific PCR, MSP)检测72例食管癌组织
及成对癌旁组织, 9例正常食管黏膜组织及4
株食管癌细胞系中CHD5基因的甲基化状态, 
并用逆转录聚合酶链式反应(RT-PCR)检测
CHD5基因在上述食管癌细胞系的表达.

结果: 69%(50/72)食管癌组织发生CHD5基
因启动子区甲基化, 32%(23/72)癌旁组织发
生甲基化, 差异具有统计学意义(χ2 = 20.254, 
P <0.05). 9例食管正常组织未发生甲基化, 2株
食管癌细胞系中由于基因启动子区甲基化导
致CHD5基因表达缺失, 经5-aza-deoxycytidine
处理96 h后CHD5重新表达.

结论: 食管癌中CHD5基因频繁发生甲基化, 
表观遗传学改变是其基因表达的重要调节机
制, CHD5基因甲基化有可能作为食管癌诊断
的标志物.

关键词: 食管癌; 染色质解旋酶DNA结合蛋白5; 表
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■相关报道
B r o d e u r 研 究 小
组在神经母细胞
瘤中发现该区域
几 乎 检 测 不 到
CHD5基因表达 , 
而 M a s e r 等 在 染
色体不稳定性淋
巴瘤小鼠模型中
同样检测出该区
域 C H D 5 基 因 表
达的缺失.

观遗传学 
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0  引言

食管癌是人类常见的消化系恶性肿瘤之一, 以
鳞状上皮癌多见, 近20年发病率在全球范围呈

上升趋势, 每年约380 000患者死于该病[1,2]. 我
国是世界上食管癌的高发国家, 也是世界上食

管癌高死亡率的国家之一. 目前对于食管癌的

治疗包括手术、放疗、化疗、内镜下治疗和综

合治疗. 但食管癌的早期诊断是本病根治的关

键, 目前食管癌的确切发病机制尚不清楚, 近年, 
表观遗传学在肿瘤的发病机制研究中越来越受

到重视. 认为肿瘤表观遗传学标志物可以用于

疾病的早期诊断、转移、复发、生存期、耐

药、化疗敏感性等的判断指标[3,4]. 染色质解旋

酶DNA结合蛋白5(CHD5)基因是chromodomain
超家族的一员, 定位于人染色体1p36上, 是2003
年新发现的抑癌基因. 研究发现CHD5基因表

达的缺失与人类多种肿瘤相关, 如神经母细胞

瘤、黑色素瘤、血液系统的恶性肿瘤和上皮源

性的恶性肿瘤[5]. CHD5基因启动子区异常甲基

化导致该基因沉默在不同的人类肿瘤中已有报

道[6], 但食管癌中该基因的甲基化状态及表达

在国内外尚缺乏研究. 本研究拟对CHD5基因

在食管癌发病过程中的表观遗传学改变进行研

究, 探讨CHD5基因启动子区异常甲基化与该

基因表达的关系, 寻找食管癌潜在的早期诊断

标志物.

1  材料和方法

1.1 食管癌组织收集及DNA提取 72例食管癌组

织及成对癌旁组织均来自安阳市肿瘤医院, 所
有患者均经病理诊断为食管癌. 9例食管正常黏

膜组织由内镜下取自非肿瘤患者食管上皮组织. 
所有病例均经该院伦理委员会审核同意. DNA
提取采用酚、氯仿抽提, 乙醇沉淀法, 溶于TE缓
冲液, 紫外分光光度仪(A 260/280)检测其含量和浓

度, 并于-20 ℃保存备用. 
1.2 方法

1.2.1 食管癌细胞系DNA及总RNA制备: 食管癌

细胞系KYSE70、KYSE140、SKGT4及YES2由
本实验室保存. 培养基为RPMI1640(北京钮因华

信科技发展有限公司), GIBCO胎牛血清(invitro-

gen)及青、链霉素. 待细胞70%融合时, 分别提

取总RNA及DNA. DNA提取方法与组织相同. 总
RNA提取采用Trizol试剂(Life Technologies), 紫
外分光光度仪检测含量和纯度.
1.2.2 5-aza-dc(Sigma)体外诱导食管癌细胞系

去甲基化: 将KYSE70、KYSE140、SKGT4及
YES2接种于75 mL培养瓶中过夜, 据生长速度

决定接种时密度. 向培养基中加入5-aza-dc至终

浓度2 µmol/L, 每24 h更换1次培养基后用Trizol
提取总RNA, 连续处理96 h.
1.2.3 甲基化特异PCR(MSP)检测食管癌CHD5
启动子甲基化: 取2 µg DNA用于亚硫酸氢钠修

饰, 详见文献[7]. 取修饰后DNA用于PCR扩增, 
每个PCR反应体系为: 2 µL修饰后DNA, 2.5 µL
的10×PCR buffer, dNTP 2 µL, Taq酶0.2 µL, 上
下引物各0.5 µL, 双蒸水定容至25 µL. CHD5启
动子甲基化引物为: CHD5-ML: 5'-TTAAGG-
TAGTTTTAAGATTTGTCGTC-3', CHD5-MR: 
5'-TACGAATCTACGATATCTATACCCA-3'. 
CHD5基因启动子区非甲基化引物为: CHD5-
UL: 5'-TTTTTAAGGTAGTTTTAAGATTTGTT-
GTT-3', CHD5-UR: 5'-TACAAATCTACAATATC-
TATACCCAAAA-3'. 两对引物加入同一反应体

系中[8]. PCR反应条件如下: 95 ℃×10 min; 95 ℃
×30 s, 53 ℃×30 s, 72 ℃×30 s, 35 circles; 72 ℃
×10 min结束反应. 扩增产物各取10 µL, 2%琼

脂糖凝胶电泳进行检测.
1.2.4 RT-PCR检测食管癌细胞系CHD5基因表达: 
根据逆转录操作试剂盒(invitrogen)说明将RNA
逆转录为cDNA. 取2.5 µL稀释后(稀释倍数为5
倍)逆转录产物用于PCR扩增. GAPDH作为内

参对照. GAPDH引物序列: GAPDH-F: 5'-GAC-
CACAGTCCATGCCATCAC-3', GAPDH-R: 
5'-GTCCACCACCCTGTTGCTGTA-3'(扩增产

物为454 bp). CHD5引物序列: CHD5F: 5'-TG-
GAGGAGGTGGAGCGGGAAAT-3', CHD5R: 
5'-CCTTCCGCTGTCGGGCATTG-3'. 两对引物

加入同一反应体系中. PCR扩增条件: 95 ℃×5 
min; 94 ℃×30 s, 64 ℃×30 s, 72 ℃×40 s, 3个
循环; 94 ℃×30 s, 61 ℃×30 s, 72 ℃×40 s, 3
个循环; 94 ℃×30 s, 58 ℃×30 s, 72 ℃×40 s, 
3个循环; 94 ℃×30 s, 55 ℃×30 s, 72 ℃×40 s, 
28个循环; 72 ℃×5 min结束. 扩增产物为390 
bp. 各取10 µL PCR产物上样, 2%琼脂糖凝胶电

泳检测.
统计学处理 采用χ2检验分析在食管癌组织
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■创新盘点
本研究对CHD5基
因在食管癌发病
过程中的表观遗
传学改变进行研
究, 探讨CHD5基
因启动子区异常
甲基化与该基因
表达的关系, 寻找
食管癌潜在的早
期诊断标志物.

及成对癌旁组织中CHD5基因甲基化水平的差

异. 数据采用SPSS17.0统计软件包进行统计分析.

2  结果

72例食管癌组织中有50例CHD基因发生甲基化, 
甲基化率为69%, 72例成对癌旁组织中有23例
发生甲基化, 甲基化率为32%, 差异有统计学意

义(χ2 = 20.254, P <0.05). 9例正常食管黏膜组织

CHD5基因均未发生甲基化(图1).
4株食管癌细胞系中, SKGT4和KYSE70两

株细胞系CHD5基因启动子区发生甲基化, 通过

RT-PCR进一步检测4株食管癌细胞系中CHD5基
因的表达情况. 结果显示: CHD5基因在YES2、
KYSE140中有表达, 而KSKGT4和KYSE70 2株
细胞系中CHD5表达缺失, 于SKGT4、KYSE702
细胞系培养基中加入5-aza-dc干预96 h后, RT-
PCR结果发现CHD5基因重新表达(图2).

3  讨论

表观遗传学是研究基因组D N A序列未发生变

化、而基因表达及基因功能的诱导和维持却

发生可遗传变化的科学. 表观遗传是指在没有

DNA序列变化的基础上, 基因表达状态的可遗

传性的改变. 目前的研究情况表明, 表观遗传学

变化主要集中在3大方面: DNA甲基化修饰、组

蛋白修饰、非编码RNA的调控作用. 3者相互作

用, 共同决定复杂的生物学过程. 任何一种修饰

的异常都可诱导基因表达异常从而导致肿瘤或

其他疾病的发生, 并且肿瘤表观遗传学标志物

可以应用于早期诊断及转移、复发、生存期、

耐药、化疗敏感性等判断指标[3,4].
D N A甲基化是目前研究最多的表观遗传

学修饰方式, DNA甲基化是指生物体在DNA甲

基转移酶(DNA methyltransferase, DNMT)的催

化下, 以S-腺苷甲硫氨酸(SAM)为甲基供体, 将
甲基转移到特定的碱基上的过程[9]. 多数研究

表明基因启动子区异常甲基化是导致许多抑

癌基因转录缺失的常见机制, 包括在食管癌中, 
已报道的频繁发生甲基化的基因有: GATA4、
GATA5、hMLH1等[10,11].

CHD5是2003年新发现的1个基因, 定位于

1号染色体短臂3区6带(1p36), 该区域在很多人

类肿瘤中发生缺失, 提示该区域可能存在1个
抑癌基因[12,13]. 有研究报道, 在多项人类肿瘤中

发现该区域CHD5基因表达缺失, 如Brodeur研
究小组[14]在神经母细胞瘤中发现该区域几乎检

测不到CHD5基因表达, 而Maser等[15]在染色体

不稳定性淋巴瘤小鼠模型中同样检测出该区域

CHD5基因表达的缺失. 上述研究表明, CHD5基
因可能是该区域最重要的潜在抑癌基因.

本研究发现CHD5在食管癌中频繁发生甲

基化, 明显高于成对癌旁组织, 表明CHD5基因

启动子区的甲基化可能与食管癌的发病相关, 
参与了食管癌的发病机制, CHD5基因启动子区

甲基化可能成为食管癌的肿瘤标志物. 而正常

食管黏膜无甲基化, 提示CHD5基因甲基化具有

肿瘤相关性, 而非组织特异性.
对食管癌细胞系的研究发现, CHD5在食管

癌细胞系SKGT4及KYSE70中表达缺失, 通过

5-aza-dc干预96 h后, CHD5基因重新表达. 进一

步通过甲基化特异PCR检测发现, CHD5基因在

上述2个细胞系中存在基因启动子区的甲基化, 
与RT-PCR结果相符. 表明启动子区异常甲基化

影响CHD5基因的转录, 导致该基因表达的沉默. 
另外, Bagchi等[14,16]通过RNA干扰技术, 在小鼠

模型中发现CHD5基因是4.3 Mb染色体区段内通

过p19Arf/p53信号通路调控细胞增殖、衰老、

及凋亡的基因. 然而, 其在食管癌中是否具有调

控细胞增殖及凋亡的作用, 还需进一步研究.
总之, 我们证明了CHD5基因在食管癌中频

繁发生甲基化, 启动子区甲基化所致CHD5基因

表达沉默是食管癌发生的重要机制之一.

图  1  CHD5在食管癌及细胞系中的甲基化分析. EC1-EC5: 

食管癌组织标本; EA1-EA5: 食管癌对应癌旁组织标本; 

N1-N5: 食管黏膜正常组织; KYSE70、SKGT4、YES2及

KYSE140: 食管癌细胞系. U: 非甲基化; M: 甲基化. IVD: 甲

基化对照; NL: 非甲基化对照; H2O: 空白对照.

U   M   U   M   U  M  U   M    U   M   U   M   U   M  U   M
IVD      NL      EC1    EC2      EC3     EC4     EC5    H2O

U   M   U   M   U  M   U   M   U  M   U   M   U   M  U   M
IVD      NL      EA1    EA2      EA3     EA4     EA5    H2O

U   M   U   M   U  M  U  M  U   M   U  M  U   M    U    M
IVD       NL        N1    N2     N3       N4     N5        H2O

IVD      H2O        NL   KYSE70 SKGT4  YES2   KYSE140
U   M   U   M     U   M  U   M   U    M    U   M    U   M  

CHD5

GAPDH

  -      +     -      +     -      +     -      +
KYSE140   KYSE70      YES2      SKGT4    H2O

图  2  5-aza-dc干预前后食管癌细胞系中CHD5的表达情
况. (-): 5-aza-dc干预前CHD5的表达情况; (+): 5-aza-dc干

预96 h后CHD5的表达情况.
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■同行评价
在食管癌中CHD5
基因的甲基化状
态及表达在国内
外尚缺乏研究, 因
此该研究有很强
的创新性, 研究结
果也具有很好的
临床价值.
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中国科技信息研究所发布《世界华人消化杂志》
影响因子 0.694   

本刊讯 2011-12-02, 一年一度的中国科技论文统计结果由中国科技信息研究所(简称中信所)在北京发布. 《中

国科技期刊引证报告(核心板)》统计显示, 2010年《世界华人消化杂志》总被引频次3458次, 影响因子0.694, 

综合评价总分60.6分, 分别位居内科学类49种期刊的第5位、第7位、第6位, 分别位居1 998种中国科技论文统

计源期刊(中国科技核心期刊)的第79位、第320位、第190位; 其他指标: 他引率0.83, 被引半衰期4.9, 来源文献

量712, 文献选出率0.90, 参考文献量17963, 平均引文数25.23, 平均作者数4.35, 地区分布数29, 机构分布数349, 

基金论文比0.45, 海外论文比0.01. (编辑部主任: 李军亮 2012-01-01)


