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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
the hypomethylation of cancer associated anti-
gen gene (CAGE), melanoma antigen gene A1 
(MAGE-A1) and melanoma antigen gene A3 
(MAGE-A3) promoters and clinicopathological 
features of gastric carcinoma. 

METHODS: The methylation status of CAGE, 
MAGE-A1 and MAGE-A3 promoter CpG islands 
was detected by MSP in 30 gastric carcinoma 
samples and 25 normal controls. The rela-
tionship between hypomethylation of CAGE, 
MAGE-A1 and MAGE-A3 promoters and clini-
copathological features of gastric carcinoma was 
analyzed. 

RESULTS: The rates of hypomethylation of 
CAGE, MAGE-A1 and MAGE-3 promoters in 
gastric carcinoma were significantly higher than 
those in normal controls (80.0% vs 4.0%, 60.0% 
vs 0.0%, 46.7% vs 8.0%, all P < 0.05). Hypometh-

ylation of CAGE promoter was significantly cor-
related with lymphatic metastasis and TNM stage 
(P = 0.016, 0.026), hypomethylation of MAGE-A1 
promoter was significantly correlated with tumor 
differentiation and TNM stage (P = 0.042, 0.002), 
and hypomethylation of MAGE-A3 promoter was 
significantly correlated with tumor differentiation 
and lymphatic metastasis (P = 0.034, 0.026). 

CONCLUSION: The hypomethylation of CAGE, 
MAGE-A1 and MAGE-A3 promoter CpG islands 
may be used as a biomarker to estimate the dif-
ferentiation, lymphatic metastasis and TNM 
stage of gastric carcinoma.
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摘要
目的: 探讨肿瘤相关抗原基因(cancer associated 
antigen gene, CAGE )、黑色素瘤抗原基因
-A1(melanoma antigen gene A1, MAGE-A1)、
黑色素瘤抗原基因-A3(melanoma antigen gene 
A3, MAGE-A3)启动子区去甲基化与胃癌临床
特点的关系和意义. 

方法: 应用甲基化特异性PCR(methyla t ion 
specific polymerase chain reaction, MSP)的方
法检测30例胃癌和25例正常胃黏膜标本中
CAGE、MAGE-A1 和MAGE-A3 基因启动子
区的去甲基化状态, 并分析其与胃癌临床病例
参数间的关系. 

结果: 胃癌组CAGE、MAGE-A1和MAGE-A3
基因启动子去甲基化阳性率(80.0%、60.0%、

46.7%)均明显高于正常胃黏膜组(4.0%、

0.0%、8.0%, P <0.05). 胃癌组中, CAGE 基因

■背景资料
肿 瘤 相 关 抗 原
基因(cancer  as-
sociated antigen 
gene,  CAGE )、
黑色素瘤抗原基
因-A1(melanoma 
antigen gene A1, 
MAGE-A1 )、黑
色 素 瘤 抗 原 基
因-A3(melanoma 
antigen gene A3, 
MAGE-A3 )的表
达受甲基化/去甲
基化机制的调节, 
与肿瘤的发生、
发展密切关系. 目
前有关这3种基因
启动子区去甲基
化状态与临床病
理特征关系的研
究较少. 本实验通
过对这3种基因启
动子区去甲基化
状态的初步研究,
来探讨3种基因启
动子区去甲基化
在胃癌发生、发
展中的作用.
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启动子区去甲基化与淋巴转移和临床分期有
关(P  = 0.016; P  = 0.026); MAGE-A1基因启动
子区去甲基化与组织分化程度和临床分期有
关(P  = 0.042; P  = 0.002); MAGE-A3基因启动
子区去甲基化与淋巴转移和组织分化程度有
关(P  = 0.034; P  = 0.026).   

结论: CAGE、MAGE-A1和MAGE-A3基因启
动子区去甲基化的检测可能有助于判断胃癌
的组织分化程度、淋巴结转移和临床分期, 有
可能成为胃癌治疗及判断预后的分子标志物. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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核心提示: 胃癌组肿瘤相关抗原基因(c a n c e r 
associated antigen gene)、黑色素瘤抗原基因

-A1(melanoma antigen gene A1)、黑色素瘤抗原

基因-A3(melanoma antigen gene A3)启动子去甲

基化阳性率均明显高于正常胃黏膜组, 并与胃癌

的临床特征存在联系. 对这3种基因启动子区去

甲基化的检测可能有助于判断胃癌的组织分化

程度、淋巴结转移和临床分期, 有可能成为胃癌

治疗及判断预后的分子标志物. 
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0  引言

肿瘤相关抗原基因(cancer associated antigen 
gene, CAGE )、黑色素瘤抗原基因-A1(melanoma 
antigen gene A1, MAGE-A1 )、黑色素瘤抗原基

因-A3(melanoma antigen gene A3, MAGE-A3 )基
因的表达受甲基化/去甲基化机制的调节, 在一

些肿瘤组织中发生启动子区的去甲基化而表达, 
与肿瘤的发生、发展关系密切[1-4]. 尽管目前国

内外有关3种基因在各种肿瘤中表达的研究已有

多年, 但有关胃癌组织中CAGE、MAGE-A1和
MAGE-A3基因启动子区去甲基化状态以及基因

去甲基化与临床病理特征关系的研究则较少, 而
且多是针对欧美等种族人群, 故本实验通过对国

人胃癌组织中CAGE、MAGE-A1和MAGE-A3基
因启动子区去甲基化状态的初步研究, 来探讨3
种基因启动子区去甲基化在胃癌发生、发展中

的作用, 以揭示胃癌发病机制并寻找可用于胃癌

诊断、治疗及判断预后的分子标志物. 

1  材料和方法

1.1 材料 55例新鲜活检标本均取自天津医科大

学总医院胃镜室. 活检标本经蒸馏水清洗, 液氮

速冻后于-70 ℃冰箱保存. 胃癌标本30例, 男18
例, 女12例, 平均年龄58岁. 胃癌组织依组织学

类型分为腺癌组、印戒细胞癌组和未分化癌组, 
依分化程度分为高分化组、中分化组和低分化

组; 依淋巴转移情况分为有淋巴转移组和无淋

巴转移组; 以临床分期分为Ⅰ+Ⅱ期组和Ⅲ+Ⅳ
期组. 正常对照组25例, 其中男14例, 女11例, 平
均年龄52岁. 
1.2 方法 甲基化特异性PCR(methylation specific 
polymerase chain reaction, MSP): (1)组织DNA的

提取: 按照基因组DNA提取试剂盒(博日科技)
操作说明进行操作, 提取基因组DNA后经过紫

外分光光度计及1%的琼脂糖凝胶检测DNA含

量和纯度(A 260/280>l.8). 经亚硫酸氢盐修饰和纯

化回收的DNA进行MSP反应. 设立去甲基化阳

性对照(采用经亚硫酸盐处理的睾丸组织DNA), 
甲基化阳性对照(经SssⅠ甲基转移酶处理的正

常人外周血DNA)和阴性对照(去离子水); (2)
引物序列: CAGE、MAGE-A1和MAGE-A3基
因甲基化(M)和去甲基化引物(U)的设计参照

Kaneda等[5]和Cho等[6]报告的文献, 引物序列见

表1; (3)MSP反应: 反应体系如下(总反应体积为

25 μL): 10×Taq Buffer(含Mg2+)2.0 μL, 上游引物

(20 μmol/L)1.0 μL, 下游引物(20 μmol/L)1.0 μL, 
dNTPs(2.5 μmol/L)2.0 μL, Taq酶(5 U/μL)0.2 μL, 
亚硫酸氢钠修饰DNA 4 μL; 反应条件: CAGE-M
及CAGE-U: 95 ℃预变性3 min. 循环步骤: 95 ℃, 
30 s; 57 ℃, 30 s; 72 ℃, 60 s; 共35个循环. 循环结

束后于72 ℃延伸7 min. MAGE-A1-M及MAGE-
A1-U: 95 ℃预变性5 min. 循环步骤为: 95 ℃, 30 
s; 0 ℃, 30 s; 72 ℃, 60 s; 共35个循环. 循环结束

后于72 ℃延伸7 min; MAGE-A3-M及MAGE-
A3-U: 95 ℃预变性5 min. 循环步骤为: 95 ℃, 30 
s; 55 ℃, 45 s; 72 ℃, 60 s; 共35个循环. 后于72 ℃
再延伸7 min. 反应结束后, 取5 μL PCR反应产物

于1%琼脂糖凝胶中电泳, 于UVP凝胶成像系统

内观察并拍摄结果(图1). 
统计学处理 本研究采用SPSS13.0统计软件, 

采用χ2检验或Fisher确切概率法对数据进行检

验, P <0.05有统计学意义. 

2  结果

2.1 正常胃黏膜与胃癌组织中CAGE、MAGE-A1、

■研发前沿
肿瘤组织中普遍
存在癌基因启动
子区的低甲基化, 
癌基因低甲基化
可以作为肿瘤的
生物学标志之一, 
用于肿瘤的临床
检测. 在众多肿瘤
相 关 基 因 中 ,  癌
/睾丸抗原基因是
肿瘤特异性表达
的基因, 被认为是
肿瘤发生的早期
事件,可用于恶性
肿瘤的早期诊断, 
对监测肿瘤的转
移与复发具有重
要作用.
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■相关报道
Ta o 等 研 究 发 现
化学致癌物诱发
的大鼠肝癌结节
中raf 、c-myc 、
c-fos、c-H-ras、
c-K-ras 基因启动
子区发生低甲基
化. Braga等报道
在上皮性肿瘤乳
腺癌、肾细胞癌
和 卵 巢 癌 中 ,  癌
基因RHOA启动
子区发生低甲基
化. Nishiquki等采
用芯片技术分析
了1383个基因的
甲基化状态, 发现
在胃癌组织中包
括癌基因ELK1、
FRAT2 、RHOB
和R H O 6 等 在 内
的159个基因启动
子区发生了低甲
基化.
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M A G E-A3 基因启动子区去甲基化阳性率的

比较 正常胃黏膜中的C A G E 、M A G E-A1 、

MAGE-A3基因启动子区的去甲基化阳性率分

别为4.0%、0.0%、8.0%. 胃癌组织中3种基因

启动子区的去甲基化阳性率分别为80.0%、

60 .0%、46 .7%,  两组间分别进行C A G E 、

MAGE-A1、MAGE-A3基因启动子区的去甲基

化阳性率比较, 胃癌组明显高于正常对照组, 且
差异均具有统计学意义(P <0.05). 
2.2 胃癌组织中CAGE、MAGE-A1、MAGE-A3
基因启动子区甲基化阳性率与胃癌临床病理

特征的关系 由表2可知, CAGE、MAGE-A1、

MAGE-A3基因启动子区甲基化阳性率与患者

性别、年龄、胃癌的组织学类型无关(P >0.05). 
胃癌组中, CAGE基因启动子区去甲基化与淋

巴转移和临床分期有关; MAGE-A1基因启动子

区去甲基化与组织分化程度和临床分期有关; 
MAGE-A3基因启动子区去甲基化与淋巴转移

和组织分化程度有关(P <0.05). 

3  讨论

胃癌的发生同其他肿瘤一样, 有癌基因的过度

表达和/或抑癌基因的失活. DNA的异常甲基

化, 即抑癌基因的甲基化与癌基因的去甲基化

被认为是抑癌基因失活和癌基因激活的主要机

制, 可分为DNA高甲基化和DNA低甲基化, 前者

指DNA不发生甲基化的位点被甲基化; 后者指

DNA发生甲基化的位点未甲基化. 已有大量的

研究证实, 在肿瘤的发生、发展过程中DNA低

甲基化比高甲基化更为常见. DNA低甲基化具

有肿瘤特异性, 是癌变过程中早期的分子异常

之一, 可用来作为肿瘤诊断的生物学标志物[7,8]. 
并且与其他类型的肿瘤标志物相比, 检测启动

子区CpG岛异常甲基化的优点是方法灵敏度高, 
特异性好, 样品容易获得且用量少. 因此, 肿瘤

相关基因启动子区CpG岛异常甲基化的研究正

日益成为一个热点. 
癌/睾丸抗原(cancer-testis antigen, CTA)基

因的表达与肿瘤相关. 通常在正常组织中, CTA
基因启动子区处于甲基化状态, 抑制转录因子

与该基因的结合, 致使其无法表达; 而在肿瘤细
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表  1  CAGE 、MAGE-A1 和MAGE-A3 的引物序列

     基因 状态                                  引物序列

CAGE  M 上游: 5'-TTTTATACGATTCGGAATTCGAC-3'

下游: 5'-CAA ATCTACGACCTATTTCCCG-3'

 U 上游: 5'-GTTTTTTATATGATTTGGAATTTGAT-3'

下游: 5'-AATTCAAATCTACAACCTATTTCCCA-3'

MAGE-A1  M 上游: 5'-TTCGGGTGTTCGGATGTGAC-3'

下游: 5'-CCTAAATCAAATTCTTCGACCG-3'

 U 上游: 5'-TTTGGGTGTTTGGATGTGAT-3'

下游: 5'-CCTAAATCAAATTCCTTCAACCA-3'

MAGE-A3  M 上游: 5'-TTTGTTCGGAATTTAGGGTAGTATC-3'

下游: 5'-GTCGCTCGTTACTCAAAACG-3'

 U 上游: 5'-TGTTTGGAATTTAGGGTAGTATTGT-3'

下游: 5'-TGTTTGGAATTTAGGGTAGTATTGT-3'

M: 甲基化; U: 去甲基化. CAGE: 肿瘤相关抗原基因; MAGE-A1: 黑色素瘤抗原基因-A1; MAGE-A3: 

黑色素瘤抗原基因-A3.

M  U   M   U    M  U   M  U  M  U   M  U  M   U  M  U  Ma

A

B

C

110

110 

图  1  CAGE 、MAGE-A1 和MAGE-A3  MSP后的电泳图. A: 

CAGE ; B: MAGE-A1 ; C: MAGE-A3 . M: 甲基化MSP扩增

结果; N: 非甲基化MSP扩增结果; N1、N2: 正常胃黏膜; 

P1、P2: 癌前病变组织; T1、T2: 胃癌组织; PO: 阳性对照; 

M: 甲基化阳性对照; U: 非甲基化阳性对照; NE: 阴性对照; 

Ma: Marker(引物M扩增出目的条带而引物U无条带扩出为

甲基化; 引物U扩增出目的条带而引物M无条带扩出为非甲

基化; 两对引物均扩增出目的条带, 为半甲基化或部分甲基

化; 后两种情况均为去甲基化). CAGE : 肿瘤相关抗原基因; 

MAGE-A1 : 黑色素瘤抗原基因-A1; MAGE-A3 : 黑色素瘤

抗原基因-A3.

■创新盘点
本文应用MSP方
法检测了CAGE、
M A G E - A 1 和
MAGE-A3 基因启
动子区去甲基化
状态, 揭示了胃癌
组这3种基因启动
子去甲基化阳性
率均明显高于正
常胃黏膜组.

N1 N2 P1 P2 T1 T2 PO NE

bp
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胞中, 该基因启动子区发生了去甲基化, 从而导

致其蛋白表达. 此类基因所表达的蛋白质具有

以下特征: 仅限于配子发育系统组织和肿瘤组

织中; 表达其编码基因主要位于染色体上, 多数

为多基因家族; 在肿瘤患者中具有免疫原性; 在
不同的肿瘤组织中其表达率不同; 其表达与肿

瘤的转移和恶化相关[9-11]. CAGE、MAGE-A1、
MAGE-A3三者均属于癌/睾丸抗原基因. 此类基

因是肿瘤特异性表达的基因, 被认为是肿瘤发

生的早期事件. 因此, 可用于恶性肿瘤的早期诊

断, 对监测肿瘤的转移与复发具有重要作用. 
已有许多研究证实, CAGE基因启动子区的

去甲基化与肿瘤的发生发展密切相关. Cho等[1]

发现在乳腺癌、肺癌、肝癌、胃癌、结直肠癌

中CAGE基因启动子区发生了去甲基化, 而正常

前列腺、慢性肝炎、正常结肠黏膜组织中, 启
动子区为甲基化表现; 在胃癌组织中, CAGE基

因启动子区去甲基化阳性率为78%. Cho等[6]研

究发现, 胃癌组织中CAGE基因的表达率为89%, 
并且CAGE基因的表达与CAGE基因启动子区的

去甲基化有关. 本实验的CAGE基因启动子区去

甲基化阳性率与Cho等[1]报道的CAGE基因表达

率有一定的差别, 提示CAGE基因启动子区去甲

基化可能并非CAGE基因表达的唯一原因. 目前

国内有关胃癌中CAGE基因启动子区去甲基化

状态以及去甲基化与胃癌临床特征关系的研究

则较少. 本次试验发现, CAGE基因启动子区去

甲基化与胃癌有无淋巴结转移和临床分期密切

相关, 这提示检测CAGE基因启动子区的去甲基

化, 可能有助于判断胃癌的预后. CAGE基因启

动子区去甲基化阳性率逐渐升高提示可能预示

疾病正在进展, 预后不良. 由于DNA甲基化是一

种可逆的遗传修饰方式, 因而可以对CAGE基因

低表达的肿瘤患者给予去甲基化药物, 以提高

CAGE基因的表达, 增强特异性CTL的杀伤活力, 
可能有助于肿瘤的治疗. 

MAGE-A1、MAGE-A3基因基因启动子区

去甲基化同样被证实与肿瘤的发生发展关系密

切. Zhang等[3]发现在结直肠癌细胞株和组织中

MAGE-A1、MAGE-A3基因启动子区呈去甲基

化, 而正常组织的启动子区为甲基化表现. 研
究还发现, MAGE-A1基因启动子区去甲基化与

结直肠癌的发生部位和性别有关, 远端结直肠

癌和女性MAGE-A1基因启动子区去甲基化水
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表  2  MAGE 、CAGE-A1 、CAGE-A3 基因启动子区甲基化阳性率与临床病理特征的关系

     临床病
 n

  MAGE-A1
P 值

   MAGE-A3
P 值

        CAGE
P 值理指标 UM+ M+ UM+ M+ UM+ M+

性别

  男 18 12 6 0.458   8 10 0.45 15 3 0.66

  女 12 6 6   6   6   9 3

年龄(岁)

  ≥50 21 12 9 0.704 10 11 0.873 18 3 0.329

  <50   9 6 3   4   5   6 3

组织学类型

  腺癌 20 11 9 0.571   9 11 0.791 17 3 0.248

  印戒细胞癌   5 4 1   2   3   4 1

  未分化癌   5 3 2   3   2   3 2

分化程度

  高   8 2 6 0.0421   1   7 0.0341   5 3 0.305

  中 11 7 4   5   6   9 2

  低 11 9 2   8   3 10 1

淋巴转移

  有 19 13 6 0.266 12   7 0.0261 18 1 0.0161

  无 11 5 6   2   9   6 5

临床分期

  I+II期 12 3 9 0.0021   4   8 0.284   7 5 0.0261 

  III+IV期 18 15 3 10   8 17 1

1Fisher确切概率法检验有统计学意义; UM+: 去甲基化; M+: 甲基化. CAGE: 肿瘤相关抗原基因; MAGE-A1: 黑色素瘤抗原基因-A1; 

MAGE-A3: 黑色素瘤抗原基因-A3.

■应用要点
胃癌中C A G E 、
M A G E - A 1 、
MAGE-A3 基因启
动子区存在去甲
基化改变, 并与胃
癌的临床病例特
征之间存在联系,
提示这3种基因有
可能作为胃癌早
期诊断、治疗及
判断预后的分子
标志物. 同时基因
启动子区低甲基
化是癌基因活化
的一种方式, 仍有
许多问题有待解
决, 如胃癌中有无
特异性的分子标
志物、有无特异
性的低甲基化位
点等.
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平高, 女性MAGE-A3基因启动子区去甲基化

水平高. 严茂军等[12]发现结直肠癌和腺瘤组织

中MAGE-A1和MAGE-A3基因启动子区去甲基

化阳性率明显高于正常组织, 并且MAGE-A1
和MAGE-A3基因启动子区去甲基化都与肿瘤

组织分化程度和有无淋巴结转移密切相关, 分
化程度较低和有淋巴结转移的启动子区去甲

基化阳性率高. 提示我们若采用MAGE-A1和
MAGE-A3基因表达产物作为抗原进行免疫治

疗, 那么治疗前患者病变部位的组织分化程度

和有无淋巴转移是应该考虑的. 此外, 本次试验

还发现MAGE-A1基因启动子区去甲基化与肿

瘤的临床分期有关, 故综合多基因检测, 可以为

肿瘤治疗方案的选择提供参考. 
总之 ,  胃癌中C A G E 、M A G E - A 1 、

MAGE-A3基因启动子区存在去甲基化改变, 并
与胃癌的临床病例特征之间存在联系, 提示这3
种基因有可能作为胃癌早期诊断、治疗及判断

预后的分子标志物. 同时, 值得注意的是, 基因

启动子区低甲基化是癌基因活化的一种方式. 有
关胃癌中DNA低甲基化的报道不多, 仍有许多

问题有待解决, 如胃癌中有无特异性的分子标志

物、有无特异性的低甲基化位点、基因启动子

区去甲基化与转录表达的确切的机制等[3,13,14]. 
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■同行评价
本文具有一定的
创新性, 设计基本
合理, 有一定科学
意义和临床价值. 


