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摘　要:【目的】探讨前列腺增生症(BPH)与 CDKN2 基因 5′端 CpG岛异常甲基化之间的关系。【方法】用 PCR-甲基化检

测法检测 38 例 BPH 中 CDKN2 基因α、β 型外显子 1 的甲基化情况。【结果】38 例 BPH 标本中 16 例(42.1%)有 CDKN2 基因

CpG 岛异常甲基化 , 甲基化序列主要为 CmCGG 和 CCmCGGG 。【结论】CDKN2 基因 CpG 岛异常甲基化是其在 BPH 中的主

要失活机制 ,参与 BPH 的发生发展。
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Abstract:【Objective】To study the relationship betw een inactivation of CDKN2 gene by de novo methyla-

tion and the pathogenesis of benign prostatic hyperplasia.【Methods】The methy lation status of DNA were ana-

lyzed by PCR-based methylat ion assay in 38 BPH cases.【Results】de novo methylat ion of CDKN2 gene were

detected in 16(42.1%)of 38 pat ients , and the methylation sequences w ere CmCGG and CCmCGGG.【Conclu-

sion】It is suggested that de novo methylation is one of predominant mechanisms of inactivation of the CDKN2

gene and may be associated w ith the pathogenesis of benign prostatic hyperplasia.
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　　 1994年 Kamb 和 Beach 的研究小组发现在

9p21区域有一个等位基因丢失和另一个等位基因

的突变 ,将此新克隆的基因称为 p16 基因 ,又称为

多肿瘤抑制基因 ,后被人类基因组织正式命名为

CDKN2(cyclin dependent kinase inhibitor 2),该基

因是直接作用于细胞增殖周期而抑制细胞生长的

基因
[ 1]
。前列腺增生症(benign prostatic hyperpla-

sia , BPH)的形成与其细胞的过度增殖有关 , CD-

KN2是直接作用于细胞增殖周期而抑制细胞生长

的抑癌基因[ 1] ,作者在研究了该基因的突变缺失与

BPH 之间的关系后 ,就 CDKN2 基因启动子区 5′

CpG岛异常甲基化与 BPH的发病机制之间的关系

作了进一步的研究。

1　材料与方法

1.1　组织标本

38例 BPH 标本为 1997年 3 月 -1999 年 12

月间湖北医科大学附属第二医院和黄石市中心医

院手术切除标本 , 术后均经病理学检查证实为
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BPH 。标本在切除后 1 h放入液氮中保存待用。

1.2　PCR-SSCP分析

苯酚-氯仿/异戊醇法提取组织 DNA ,分光光

密度法测量 DNA的含量。扩增 CDKN2基因外显

子 1 、2 , 引物序列 、扩增 、循环条件参见有关文

献[ 1 ～ 3] 。扩增产物经甲酰胺变性后 ,在 PAGE凝胶

中电泳 300 V , 1.5 h ,硝酸银染色 ,在干胶仪上干胶

后保存。

1.3　PCR-甲基化检测法

为了检测 BPH 标本中 CDKN2基因 5′CpG 岛

甲基化的情况 ,先用 20 U EcoRⅠ酶切(37 ℃、1.5

h),再分别用 40 U 的甲基化敏感酶(Hpa Ⅱ 37

℃、 Sma Ⅰ 30 ℃)、甲基化非敏感酶(Msp Ⅰ 37

℃)完全消化 1 μg 标本 DNA 2 h , 各取消化后的

DNA 5 μL 为底物 ,以 CDKN2基因外显子 1(包括

E1α和 E1β)的引物作 PCR扩增 ,扩增条件与前相

同。结果在荧光下分析。

2　结　果

2.1　PCR-SSCP分析

对所有 PCR扩增结果阳性的标本进行单链构

象多态性(SSCP)电泳分析 ,结果发现无一例标本

出现异常泳动带 ,说明这些BPH 标本中CDKN2基

因未发现有突变和微小缺失。

2.2　CDKN2基因异常甲基化分析

用 EcoRⅠ内切酶和甲基化敏感酶 Hpa Ⅱ和

Sma Ⅰ完全消化后 ,在所有未甲基化的标本中可

见到 0.4 、0.6 、0.9和 4.3 kb 的片段 ,如标本的此

位点已被甲基化 , 则只见到 4.3 kb 的片段 。以

CDKN2基因外显子 1引物扩增消化后的 DNA ,如

标本的外显子 1未被甲基化 ,则 PCR无扩增产物;

如有甲基化则有 PCR扩增产物。同时用 EcoR Ⅰ

内切酶和甲基化非敏感酶 Msp Ⅰ消化组织 DNA

作为对照 ,消化后作外显子 1的 PCR无扩增产物 。

2.3　BPH组织 CpG岛异常甲基化情况

检测的 38例 BPH 标本中有 16 例(42.1%)表

现为 CDKN2 基因 CpG 岛异常甲基化(表 1)。其

中外显子 E1α甲基化为 6 例 ,包括 Hpa Ⅱ和 Sma

Ⅰ位点均甲基化的 2例 ,只 Sma Ⅰ位点甲基化的 4

例;外显子 E1β甲基化为 14例(其中 4例为 E1α和

E1β同时甲基化),包括 Hpa Ⅱ位点甲基化的 2例

和 Sma Ⅰ位点甲基化的 12例。这 16例标本用甲

基化敏感酶消化后作 CDKN2基因外显子 1 的扩

增均有产物;而用 Msp Ⅰ内切酶消化后作 PCR均

无扩增产物(图 1)。

表 1　38 例 BPH 中 CDKN2基因的甲基化情况

Table 1　Methy lation status of CDKN2 gene in 38 BPH

CDKN2 gene Methy lation(%) Non-Methylation (%)

E1α 6(15.8) 32(84.2)

E1β 14(36.8) 24(63.2)

E1α+ E1β 4(10.5) 34(89.5)

To tal 16(42.1) 22(57.9)

图 1　BPH组织 PCR-甲基化检测电泳

Fig.1　Results of PCR-based methylation assays

in BPH tissues

M :PCR M arker;1 , 3 , 6 have de novo methylat ion.Their PCR-

based methylat ion assay′s product ions is posi tive 2 , 4 , 5 , 7 , 8 have not

de novo methylation.Thei r PCR-based methylation assay′s product ions

is negat ive

3　讨　论

3.1　DNA甲基化与肿瘤的关系

DNA甲基化是指胞嘧啶(cy tosine , C)5位碳和

6位氮的腺嘌呤(adenine A)形成
m5
C 和

m6
A ,在哺乳

动物中 DNA 的甲基化作用主要存在于 CG 之间 ,

DNA甲基化参与维持细胞表型和遗传的稳定性 ,

并以某种方式调节基因的转录作用[ 2] :基因转录作

用的能力与甲基化作用水平之间存在着负相关。

肿瘤组织 DNA常常发生异常甲基化作用 ,尤其是

与细胞生长分化有密切关系的癌基因和抑癌基因

的甲基化改变均可引起一系列的生理和病理变化 ,

参与肿瘤的发生发展。DNA 的甲基化异常包括

DNA 低甲基化和高甲基化 , 致癌因子一方面和

DNA相互作用使癌基因的甲基丢失 ,另一方面又

可激发DNA的再甲基化作用使抑癌基因的某些 5′
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端调控区 CpG 岛发生异常甲基化而导致该基因的

失活[ 3 , 4] 。

3.2　CDKN2基因在人 BPH中的主要失活机制

CDKN2基因是参与调节细胞周期 G1/ S 检

查点的肿瘤抑制基因 ,其蛋白产物 p16 与 CDK4/6

结合抑制抑癌蛋白 RB 的磷酸化 ,使细胞停滞在

G1期 ,阻止 DNA的合成。p16蛋白的失活则导致

细胞无限制的生长引起肿瘤的发生 。

本研究已检测了 CDKN2基因在人 BPH 中的

变异情况 ,结果发现 CDKN2基因纯合性缺失是其

在BPH 中的主要失活机制之一 。本研究进一步检

测了 CDKN2基因5′端 CpG 岛异常甲基化的情况 ,

发现有42.1%的BPH存在CDKN2基因CpG岛异

常甲基化 , 说明 CDKN2 基因的甲基化亦是其在

BPH 中的主要失活机制之一 , 可能导致 BPH 中

p16蛋白表达的缺如而丧失正常的细胞增殖抑制

功能 ,参与 BPH 的形成。BPH 中异常甲基化的位

点主要在 5′端 CG 丰富区
[ 5]
, Hpa Ⅱ切割的位点

为 CCGG , Sma Ⅰ切割的位点为 CCCGGG , Msp

Ⅰ切割的位点为 CCGG 和 CmCGG ,实验结果表明

BPH 中CDKN2基因甲基化的序列主要为 CmCGG

和CCmCGGG 。

PCR-甲基化检测法[ 6]的灵敏度高 ,但可能由

于酶切不完全而引起假阳性 ,我们则用过量的酶量

(每 1μgDNA用 40 U酶)完全消化组织DNA来防

止假阳性 。

简言之 ,本研究包括:①首次检测了人 BPH 中

CDKN2基因 5' 端 CpG 岛异常甲基化的情况;②发

现 42.1%(16/38)的 BPH 中存在 CDKN2基因异

常甲基化 ,认为 CpG岛异常甲基化是 CDKN2基因

在 BPH 中的主要失活机制;③BPH 中 CDKN2 基

因异常甲基化的序列主要为 CmCGG 和 CCm-

CGGG 。
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