
现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.11 NO.7 APR.2011

乳腺癌组织 CCNA1启动子区甲基化与肿瘤转移的相关性
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摘要 目的：探讨 CCNA1基因甲基化在乳腺癌发生发展中的作用。方法：采用 Qiagen-FFPE的步骤提取 95例石蜡包埋乳腺癌组
织的基因组 DNA，应用限制性酶切 -PCR对所提 DNA进行 CCNA1甲基化检测。结果：乳腺癌组织中 CCNA1基因启动子甲基化
的阳性率为 90.9%(86/95)。结论：CCNA1基因甲基化参与乳腺癌的发生，发展，有淋巴结转移多见的特征,CCNA1基因甲基化与
乳腺癌转移由关。
关键词：乳腺癌；Cyclin A1基因；甲基化；预后
中图分类号：R737.9 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2011）07-1321-03

Correlation of Cyclin A1 Gene Hypermethylation in Promoter Region and
Metastasis of Breast Carcinoma

SONG Mei-hua1, TAN Jin-hai2△, WU Jian-zhong3, ZHANG Xiao-mei3, CAO Hai-xia3

(1 Department of the first clinical medical college Affiliated Nanjing Medical University, Jiangsu Nanjing, China, 210029;
2 Department of Surgery, the Affiliated Jiangsu cancer hospital of Nanjing medical university, Jiansu Nanjing, China, 210009;

3 Department of scientific research, Jiangsu cancer hospital, Jiangsu Nanjing, China, 210009)
ABSTRACT Objective: To investigate the methylation pattern of CCNA1 in breast carcinoma and explore the role of these epige-

netic changes in tumorgenensis. Methods: 95 specimens of breast cancer were used, and the DNA was extracted by Qiagen procedure.
Methylation change in the promoter region of CCNA1 was determined by using restricted enzyme cut-PCR. Results: The positive rate of
gene promoter hypermethylation of CCNA1 was 90.9% (86/95). Conclusions: CCNA1 hypermethylation was correlated with lymph node
metastasis, which may play an important role in pathogenesis of breast cancer.

Key words: Breast cancer; Cyclin A1; Methylation; Prognosis
Chinese Library Classification(CLC): R737.9 Document code: A
Article ID:1673-6273(2011)07-1321-03

作者简介：宋美华（1984-）,女，硕士,研究方向：乳腺癌表观遗传学。

电话：15951610732, Emall:Alicehua11@163.com

△通讯作者：唐金海，博士生导师，教授.Email:Tangjinhai369@163.com

(收稿日期：2011-01-21 接受日期：2011-02-15)

前言

恶性肿瘤的发生是一个多阶段，涉及遗传学及表遗传学的

复杂过程。近年来，DNA甲基化在恶性肿瘤发生，发展中的作
用越来越受到重视，CpG岛高度甲基化被认为是抑癌基因失活
的一个新机制[1]。细胞周期素 A1（Cyclin A1,CCNA1）在多种恶
性肿瘤中发现存在较高的甲基化率。乳腺癌是女性最常见的恶
性肿瘤之一[2,19]，并且是女性因癌症死亡的第二位死因(15％)，
仅次于肺癌。近年来，其发病率呈逐年上升。因此，国内外关于
乳腺癌的研究已经成为女性恶性肿瘤领域的热点。CCNA1即
细胞周期素 A1，参与细胞周期调控；调节 DNA合成和促进细
胞进入分裂期，与 CDK2特异相互作用，可结合重要的细胞周
期因子，如 Rb家族蛋白，转录因子 E2F-1，P21家族蛋白等[3]。
研究证实 CCNA1在前列腺癌侵袭和转移中起了很重要的作
用，主要通过增强 MMPs，UpA,VEGF的表达而促进肿瘤侵袭
和转移[4]。因在乳腺癌中研究较少，本文旨在对乳腺癌组织中
CCNA1基因启动子甲基化检测。以探讨其与乳腺癌转移的相

关性。

1 材料和方法

1.1 研究对象
95例乳腺癌组织石蜡标本来自 2006 年 ~2007 年期间在

南京医科大学附属江苏省肿瘤医院普外科手术切除的标本。所
有病例均为初治患者，术前均未行放化疗，有完整的临床和病

理资料。
1.2 主要试剂与仪器

PCR扩增仪（ABI型，USA）,蛋白酶 K，TaKaRa Taq TM(产
品编号：DR100AM,宝生物工程（大连）有限公司)，PrimerSTAR
polymerase(QIAGEN),引物两对有宝生物工程（大连）有限公司
合成[5]。MSPⅠ,SmaⅠDNA Ladder Marker(宝生物工程（大连）
有限公司)，水浴锅，离心机，恒温箱，移液器。
1.3 方法
1.3.1 DNA提取 采用 Qiagen-FFPE的步骤从石蜡包埋组织中
提取总 DNA，步骤按 Qiagen,FFPE说明书进行。
1.3.2 引物的设计与合成 primer-1和 primer-2上下游引物参照
文献[5]。引物由宝生物（大连）有限公司合成。引物序列，退火温
度和片段大小见表 1。

1321· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.11 NO.7 APR.2011

1.3.3 甲基化检测 按照表 2、3酶切反应体系，利用 MspⅠ,Hpa
Ⅱ对所提取 DNA进行酶切 2小时，后行限制性酶切 -PCR扩
增酶切产物，用 2 %琼脂糖凝胶电泳,用 EB染胶并在紫外灯下
观察结果。PCR反应条件:95℃预变性 5 min;94℃变性 40 s;68
℃退火 1 min,共 35个循环；最后 72℃延伸 5 min后 4℃结束。
PCR反应体系为 50 uL,2×GC buffer 25 uL, dNTPs 4uL ,上、下
游引物各 2 uL，PrimerSTAR DNA 多聚酶 0.5 uL，DNA模板 3
uL, ddH2O 13. 5 uL ,扩增出大片段产物，再以大片段产物为模
板，扩增出目的片段，用 1.5 %琼脂糖凝胶电泳，30 min后在紫
外灯下分析结果。结果判断：电泳出现条带，该样本计为甲基
化；未出现条带，计为未甲基化；条带模糊，计为部分去甲基化。

1.4 统计处理
采用 SPSS 11.5软件进行分析。率的比较采用 Fish精确概

率法。均为双侧检验，P＜0.05为差异有显著性。

2 结果

2.1 巢式 PCR扩增产物
PCR产物进行 1.5 %的琼脂糖凝胶电泳，在紫外灯下观
察，可看到与目的片段大小一致的电泳条带，未见非特异性扩

增带出现(图 1)
2.2 酶切 -PCR扩增产物电泳结果
采用MSPⅠ及 HPaⅡ对所提取的 DNA双酶切，按照巢式

扩增目的片段的步骤扩增产物，进行 1.5%的琼脂糖凝胶电泳，
在紫外灯下观察结果（图 2）,从图中可以看出 CCNA1基因甲
基化程度高，95例标本中，86例存在甲基化，其中 9例完全去
甲基化，6例部分去甲基化。并与 18s-RNA（内参）做对照，甲基
化情况不变(图 3)。

表 1 引物信息
Table 1 Primer Information

Gene Primers Fragment size(bp) Anneal temperature(℃)

CCNA1 P1 GCAGGAGACGTTAGAGGGGGTTGTTAG

CCCCAATAAAAGATCCAGGGTACATGATTG 715 68

P2 GATTCAACAGACGCGGGTGGGCAGCTCAGC 301 68

ATCCCAAGTGACGAGCAGGGTGCTGC

表 2 MSPⅠ酶切体系 (uL)

Table 2 MSPⅠ ezyme cutting system (uL)

试剂(Reagent) 体积(Volume)(uL)

10×buffer 2

10×0.5% BSA 2

MSPⅠ 2

灭菌水(Sterilization water) 4

DNA 10

表 3 HpaⅡ酶切体系(uL)

Table 3 HpaⅡezyme cutting system (uL)

试剂(Reagent) 体积(Volume)(uL)

NE buffer 2

HpaⅡ 0.5

灭菌水(Sterilization water) 8

DNA 10

图 1 PCR扩增产物电泳图（301bp）
Fig 1 PCR amplification product electrophoresis figure

图 2 限制性梅切 -PCR产物电泳图（301bp）
Fig 2 Restricted ezyme cutting-PCR product electrophoresis figure

M代表甲基化，U代表未甲基化（M: Methelation, U: Unmethelation）

图 3 酶切产物与 18s-RNA对照结果：M代表甲基化，U代表未甲基化
Fig 3 Ezyme cutting system and 18s-RNA compare result: M:

Methelation, U: Unmethelation
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3 讨论

Cyclin A1是细胞周期中重要的调控因子，它与细胞周期
蛋白依赖性激酶（CDK）和细胞周期依赖性激酶抑制因子
（CDI）共同参与细胞周期检测点的调控，在维持细胞有序的增
殖和分裂活动中起作用，而且参与细胞凋亡，在不同的组织细

胞或不同来源的肿瘤细胞中表达水平和生物学功能不同，与肿

瘤的发生发展有密切联系[6]。调控的主要方式是不同的 cyclin

和 CDK,CDC结合后形成有活性的复合物，对重要的转录调节
物进行磷酸化后，改变了那些分子的构象而引起细胞周期的改

变 , 它们所激活的酶不同，前者发生在 S期，后者发生在 G2

期，因此调节各自的功能[7,15]。CCNA1可以与重要的细胞循环
途径因子，比如 Rb家族蛋白、转录因子 E2F-1、P21家族蛋白结
合[3]。1997年，Rong Y等人分离并根据该基因特征命名为 CC-
NA1，并于 1999年克隆了 CCNA1的基因结构，同时对其启动
子区域进行了分析。人类 CCNA1基因位于染色体 13q12.3-13,

全长 13kb，包含 9个外显子和 8个内含子, 编码 465个氨基
酸，.它的表达具有组织特异性[8]。在睾丸减数分裂细胞，急性髓
系白血病细胞，早期胚胎，卵巢高表达[9]-190～+145具有高转
录活性，它可结合重要的细胞周期调节因子如 Rb家族蛋白，转
录因子 E2F-1，P21家族蛋白，在 S期或 G2/M期，CCNA1 与
CDK2形成复合物，可使 Rb，E2F-1磷酸化，控制细胞周期进
展。而细胞周期调控失控导致细胞异常增殖，最终导致肿瘤的
发生[10]。
目前，研究表明，CCNA1在前列腺癌侵袭和转移中起了很
重要的作用。它通过与 VEGF，MMP2结合，增强二者表达而促
进肿瘤侵袭和转移。CCNA1可能是肿瘤侵袭和转移的关键控
制因素[4,20]。研究证明，在鼻咽癌细胞中，CCNA1启动子区域甲
基化，而非在正常鼻咽上皮组织中，不存在甲基化，证明 CC-
NA1在鼻咽癌中起到了抑癌基因的作用[11]。在头颈部鳞癌中，
CCNA1的表达下调且高甲基化[12，16],还有文献报道在宫颈癌中
存在高甲基化[13]。在结直肠癌、食管癌、肺癌、乳腺癌、睾丸癌和
白血病等多种肿瘤中都存在表达异常的情况，有报道称可能通

过与 Ku70相互作用，参与 DNA双链断裂修复[14]。
本研究检出乳腺癌的 CCNA1基因甲基化率高达 90.9%，
至今文献报道较少，增加乳腺癌的病例数，进一步检测 CCNA1

基因甲基化的情况，并且设定对照组比如乳腺良性病变组织的

甲基化情况，还有待进一步研究。由于本研究是从石蜡中提取
的 DNA，可能因为所提取 DNA的纯度较低会影响结果。其次,

所用到的甲基化检测方法是经典的甲基化研究方法,方法相对
简单,甲基化位点明确,但是有可能因为酶不完全消化而引起假
阳性的问题,对实验结果产生影响[17,18]。目前，对于 CCNA1在乳
腺肿瘤中研究的很少，通过本研究可以对乳腺癌早期发生，发

展以及针对乳腺癌的后续治疗成为可能，同时可以对其相关抑

癌基因异常甲基化谱的检测，有助予对乳腺癌的早期诊断及治

疗。
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传、讲座、电视广告、传播等方式推广高血压知识明显不足，健

康教育的开展缺乏技术保障和环境支持。农村居民高血压患者

在高血压防治上通过门诊治疗这个单一途径，生活方式的干预

较差，普通存在重治疗轻防预的思想，对高血压危险因素、高血

压常见并发症、高血压治疗基本原则或措施的知晓比例均较

低，特别对药物抵抗型高血压更是知之甚少。因此今后在城乡

都要加强药物抵抗型高血压的预防与治疗，让更多的人避免或

治愈药物抵抗型高血压。
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