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人脑胶质瘤细胞中 GDNF基因启动子 1区甲基化状态的研究 *
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摘要 目的：观察 GDNF启动子 1区在人脑胶质瘤细胞中的甲基化修饰状态，以期探讨其对于 GDNF在胶质瘤中高表达的影响。
方法：基因测序检测 10例胶质瘤与 5例正常脑组织中 GDNF基因序列，比较其基因是否有突变发生；重亚硫酸盐修饰后基因测

序检测 20例胶质瘤（10例低级别和 10例高级别）与 5例正常脑组织中 GDNF启动子 1区甲基化修饰状态。结果：GDNF启动子
1区基因在胶质瘤中没有发生突变；GDNF启动子 1区甲基化修饰在正常脑组织、低级别、高级别中发生率分别为 72.25%、
86.25%、86.75%。在胶质瘤中的甲基化修饰水平比正常脑组织明显增高（P＜0.05），而高低级别之间无显著性差异。结论：在胶质
瘤细胞中，GDNF启动子 1区发生了高甲基化修饰，这种修饰很可能会影响 GDNF基因的表达。
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ABSTRACT Objective: To observe the methylation status of GDNF promoter 1 region in human glioma, in order to explore the

effect of methylation on the expression of GDNF in glioma. Methods: Genesequencing detected the GDNF gene order in 10 cases of

glioma and 5 normal brain tissues, to compare whether their genetic mutations have occurred; the methylation modified status of GDNF

promoter 1 region in 20 cases of glioma (10 cases of low-level and 10 cases of high-level) and 5 cases of normal brain tissues were

detected through genesequencing after bisulfite modification. Results : The mutations of GDNF gene in promoter 1 region were not

observed in glioma; the methylation of GDNF gene in promoter 1 region in normal brain tissues, low-level and high-level glioma were

72.25%, 86.25%, 86.75% respectively. The methylation level in glioma was significantly higher when compared to normal brain tissues

(P＜0.05); while there was no significant differences in high-and low-level tissues. Conclusions: Hypermethylation occuerred in GDNF
promoter 1 region might influence the expression of GDNF in glioma cell.
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前言

胶质瘤是位于颅内最常见的原发性肿瘤[1,2]，其发生发展是

一个复杂的过程。基因突变以及表观遗传学修饰引起一些基因
异常表达或沉默对肿瘤的发生至关重要[3]。其中，肿瘤相关基因
启动子区甲基化修饰状态常常影响其基因的表达。在人类的正
常细胞中，启动子区的 CpG岛通常处于非甲基化状态，以使基

因能够正常表达[4]，而散在基因组中的 CpG二核苷酸通常处于

甲基化状态，这样能更好地维持染色体结构的稳定性。甲基化
状态在基因组中是相对稳定的，但癌细胞中的甲基化状态发生

了明显的改变[5]。为了明确胶质瘤中胶质细胞源性神经营养因

子 GDNF（glial cell line-derived neurotrophic factor）启动子 1区

的甲基化修饰状态，本研究分别比较了胶质瘤与正常脑组织中

GDNF启动子 1区的原始基因序列以及重亚硫酸盐修饰后的

基因序列，分析了 GDNF启动子 1区甲基化修饰在胶质瘤中的

变化。为进一步研究胶质瘤中 GDNF表观遗传修饰奠定基础。

1 材料与方法

1.1 组织样本和试剂

组织和 DNA样本：五例正常人脑组织（源自急性脑外伤患

者颅内减压术）和 20例（WHO等级 1-4）胶质瘤组织取自苏大
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图 1重亚硫酸盐修饰后目的片段的 PCR扩增结果

Fig. 1 PCR amplification fragment after bisulfite modification

附属第一医院，用于原始测序 SNPs分析和 BSP甲基化测序分

析组织标本为随机选取术前未进行药物治疗的胶质瘤病人进

行采集，并将病理分级 1-2划为低级胶质瘤，3-4级划为高级别

胶质瘤进行实验结果分析。主要试剂：QIAamp DNA Mini and
Blood Mini Handbook（德国 QIAGEN），DNA Gel Extraction Kit

（上海捷倍思基因技术有限公司），EZ DNA Methyla-

tion-GoldTM Kit（美国 Zymo Research生物科技公司）。
1.2 方法和步骤

1.2.1 基因测序 SNPs分析 采用 QIAamp DNA Mini and Blood

Mini Handbook试剂盒（Qiagen）提取 DNA，大致步骤如下：将

组织样分割成约 25 mg，置于 1.5 mL的 EP管中，加入 Buffer

ATL 180μL、蛋白 K 20 μL震荡混匀，56℃水浴至组织完全溶
解，小离心机离心后弃掉上清，加入 Buffer AL 200 μL，70℃水
浴 10 min，小离心机离心后弃掉上清，加入无水乙醇 200 μL，
震荡混匀后小离心机离心，将混合液移至 2 mL QMSC中，离心

8000 rpm 1min，然后将 QMSC放入 2 mL收集器中，加入 Buffer

AW1 500μL，8000 rpm 1 min。将 QMSC放入另一个 2 mL收集
器中，加入 Buffer AW2 500 μL，14000 rpm，3 min，将 QMSC放
入 1.5 mL EP管中，加入 Buffer AE 200 μL，室温放置 1 min，
8000 rpm离心 1 min，留置收集液。
针对启动 I区 DNA片段设计一对引物进行 PCR扩增，上

游 5'CAGAGAATCTCAAAGGTGCA3' 下游 5'ACGACATCC-

CATAACTTC3'，98℃预变性 4min，98℃ 15s，60℃ 15s，72℃
30s，72℃ 10min，30个循环。将扩增产物进行凝胶电泳分析，紫
外灯下切胶回收送检，由基因公司测序分析 SNPs，检测胶质瘤

组织中的 GDNF基因启动子 I区是否存在异常的 SNPs位点。
1.2.2 BSP甲基化测序 采用 QIAamp DNA Mini and Blood Mi-

ni Handbook试剂盒（Qiagen）提取 DNA，步骤同上，再经过 EZ

DNA Methylation-GoldTM Kit（Zymo）重亚硫酸盐处理，大体步

骤如下：每个样本取 1 μg DNA进行处理，DNA体积应不超过
20 μL，若体积不足 20 μL用水补齐。将 130 μL CT Conversion
Reagent加入到 20 μL DNA中，轻弹管壁混匀并离心；将样品
放入水浴锅中进行如下反应程序：98℃ 10 min；64℃ 2.5 h；取
出后 4℃中存放 16 h；将 600 μl M-Binding Buffer加入到 Zy-
mo-Spin IC Column中,并将其放在相应的收集管中；将步骤 3）

的 150 μL产物加入到上述 600 μL的 Binding Buffer中，盖严
后将柱颠倒数次以充分混合样品，全速 (>10,000 g)离心 30 s，

弃废液；向吸附柱中加入 200 μL的Wash Buffer全速离心 30
s；向吸附柱中加入 200 μL的 Desulphonation Buffer，室温 (20
℃- 30℃)下放置 15-20 min，全速(>10,000 g)离心 30 s；向吸附
柱中加入 200 μL的Wash Buffer，全速(>10,000 g)离心 30 s；重
复步骤 7；将吸附柱转移到新 1.5 mL的离心管上，加入 20 μL
Elution Buffer到柱基质中静置 3-5 min后全速(>10,000 g)离心

来洗脱 DNA。DNA可立刻进行 PCR扩增或储存于 -20℃备
用。
针对启动子 I区制定 2对 BSP引物，进行 PCR扩增，引物

1 上游 5'GAAGGGATTAGGGTTAGAATTTTT3' 下游 5'CC-

CAAACAAAAACRATATTTCT 3'， 引 物 2 上 游 5'AT-

GYGTTTGATTT TATTTTTAAAGA3' 下游 5' CTACRCRAA-

CAAACRAAA 3'。反应体系：10×buffer 5 μL，MgCl2（50 mM）
2 μL，dNTP（10 mM）1 μL，正向引物 2 μL，反向引物 2 μL ，

DNA 5 μL，Platinum Taq（Invitrogen）0.3 μL，ddH2O 32.7 μL。
循环条件：95℃ 5 min×1，95℃ 30 s、58℃ 30 s、72℃ 40 s×
42, 72℃ 10 min×1。将回收的 PCR产物与 pMD19-T (Takara
公司)连接，室温连接 2 h以上，取 10 μL连接产物转化 DH5a
感受态细胞，涂布含 Amp抗性的 LB平板，37℃培养过夜；每
个平板挑 8个克隆进行菌落 PCR鉴定；将菌落 PCR呈阳性的

5个克隆接种于 3 ml LB液体培养基中，37℃过夜培养；用质
粒小量提取试剂盒（Axygen）提取质粒，并送测序；在 http:

//quma.cdb.riken.jp/网站上对各样本测序结果进行甲基化程度

分析。
1.2.3 统计学分析 所有数据利用 SPSS16.0统计软件包处理，

数据均以 mean±SD表示，多组间的比较采用单因素方差分
析。P＜0.05表示有统计学意义。

2 结果

2.1 基因测序

胶质瘤与正常脑组织相比，GDNF基因没有发生突变。
2.2 重亚硫酸盐修饰后目的片段的 PCR扩增结果

启动子 1区两条引物扩增条带分别为引物 1（469bp）和引

物 2（507bp）见图 1。

2.3 启动子 1区甲基化状态结果

GDNF启动子 1区是位于外显子 2前面大约 1000bp（如图

2 A）所示，通过计算机预测启动子 1区大约有 40个 CPG位点

（如图 2 B）所示。经重亚硫酸盐修饰后基因测序分析结果（如图
2 C）所示，其中黑色圆圈代表甲基化，白色代表未甲基化。统计
学分析后得出正常脑组织、低级别、高级别组甲基化程度分别
为 72.25%、86.25%、86.75%。正常脑组织与低、高级别组之间有
统计学意义（P＜0.05），而低级别与高级别之间无统计学意义
（如图 3）所示。

3 讨论

GDNF属于转化生长因子（TGF-β）超家族，是由 Lin[6]等于
1993年从大鼠 B49胶质瘤细胞系中分离、纯化并成功克隆的
一种新的神经营养因子。位于人染色体 5P13.1-P13.3。对于多种
细胞都具有营养作用，是一种重要的生物活性营养因子[7,8]。
在我们的研究中发现，GDNF原始基因序列在胶质瘤中与
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图 2 GDNF启动子 1区重亚硫酸盐修饰后基因测序分析结果

Fig.2 DNA sequencing analysis after bisulfite modified in GDNF promoter

1 region

图 3 GDNF启动子 1区甲基化统计分析结果

Fig. 3 statistical analysis of methylation results in GDNF promoter 1 region

正常脑组织相比，基因测序结果相同；其启动子 1区甲基化水

平明显增高。这表明 GDNF基因在胶质瘤中并没有发基因突
变，其启动子 1区甲基化程度增高很可能导致启动子 1在胶质

瘤中发生沉默。
表观遗传修饰主要包括 DNA甲基化、组蛋白修饰和小体
定位以及非编码 RNA等。其中，DNA甲基化在哺乳动物表观
遗传方面的研究最为深入[9,10]。它所引起的基因沉默和组蛋白
修饰以及核染色质相关蛋白的修饰共同调节基因的表达。肿瘤
细胞表观遗传基因显著特点是全基因组广泛低甲基化和启动

子区特异位点 CPG岛高甲基化[11]。肿瘤细胞 DNA高甲基化可
以引起基因沉默已经被证实[12,13]。自从第一次从抑癌基因 Rb启
动子发现 CpG岛甲基化之后，其他的基因陆续被发现。包括
P16、MLH1、BRCA1都发现了在特异肿瘤中由于甲基化发生了
沉默[14,15]。在我们的研究中发现 GDNF启动子 1区发生了高甲
基化修饰，启动子 1很可能在胶质瘤中被沉默。然而，大量文献
研究表明，GDNF在胶质瘤中的表达明显高于正常脑组织[16]，

与启动子 1甲基化沉默似乎不相一致。

GDNF是一个具有双启动子的基因，包括启动子 1和启动

子 2。Suter-Crazzolara[17]等研究发现位于外显子 2上游的启动
子 1区包含最高的转录活性位点；而 Baecker[18]等人认为启动

子 2区在转录起始上发挥主要作用。在不同的组织、发育和疾
病过程中，每个启动子的作用地位不同。在我们的研究中发现，
胶质瘤中 GDNF启动子 1区发生了高甲基化修饰，而许多研究

显示胶质瘤中 GDNF表达显著升高[16]。由此，我们推测 GDNF
启动子 2很可能发生了低甲基化。在胶质瘤中 GDNF启动子 1
发生高甲基化被沉默，而启动子 2发生低甲基化被激活。也有
研究 GDNF启动子区转录因子时发现，由于其启动子区存在多

种抑制因子，导致其启动子的活性很低，其启动子区转录因子

的活性在 GDNF基因转录表达中发挥重要的作用。
本研究中，我们通过 GDNF基因原始测序检测其基因未发

生突变，而重亚硫酸盐修饰后基因测序发现其启动子 1发生了

高甲基化。为进一步研究 GDNF在胶质瘤中的表观遗传学修饰
奠定了基础。
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3 讨论

TGF-β家族由一类结构和功能相关的多肽生长因子亚家
族组成，在细胞的增殖与分化、胚胎发育、胞外基质形成、骨的
形成和重建等方面都起着重要作用 [1]。TGF-β先与细胞膜上的
TGF-βⅡ型受体结合，然后结合并激活Ⅰ型受体，活化的Ⅰ型
受体磷酸化 R-SMAD如 SMAD2、3，磷酸化的 R-SMADs从受
体上解离下来后与 SMAD4结合转移到核内，激活下游基因的

转录[1-2]。SMAD2蛋白是介导 TGF-β信号转导通路，直接调控
Nanog的表达，维持胚胎干细胞不分化的关键介质[6-7]。而 Ac-
tivin A/Nodal信号通过 SMAD2/3不同的转录调控网络，对于

hESCs向内胚层分化都是必需的[3-4]，因此为进一步研究 hESCs

中 SMAD2在 TGF-β作用下启动的不同的信号转导机制，建立
一 SMAD2稳定干扰的细胞株是必要的。RNAi技术高效、特异
地沉默特定基因已经得到广泛应用[8]。本研究利用带有 GFP报
告基因的逆转录病毒干扰质粒 pRetroSuper-GFP-SMAD2建立

稳定表达 shSMAD2的 hESCs细胞系，其有绿色荧光报告基因

的表达，表明报告基因可以表达并具有活性。Real-time PCR进
一步验证了 SMAD2的 mRNA的表达情况，结果显示 SMAD2

mRNA平均干扰效果达到 80%。
综上所述，逆转录病毒载体的 RNA干扰系统对人类胚胎

干细胞具有良好的感染效果，并能有效地发挥 RNA干扰的作

用。建立的稳定 SMAD2干扰人胚胎干细胞系将为进一步探讨
SMAD2对于 TGF-β信号在人胚胎干细胞维持不分化和向内
胚层分化不同的信号转导机制的研究奠定良好的基础。
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