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摘   要 目的：探讨肝癌细胞中 NFAT2 基因启动子 CpG 岛甲基化状态及与其 mRNA 表达的关系。

方法：用重硫酸盐测序法检测肝癌组织与癌旁组织及不同肝细胞系与正常肝细胞中 NFAT2 启动子甲基

化状态，用 qRT-PCR 检测肝癌组织与癌旁组织 NFAT2 mRNA 表达，并分析肝癌组织 NFAT2 启动子甲

基化与 mRNA 水平的相关性。

结果：肝癌组织中 NFAT2 基因 CpG 岛甲基化率明显高于癌旁组织（33.0% vs. 21.6%，P=0.003）；人

肝癌细胞系 HuH7、HepG2、Hep3B 中 NFAT2 基因 CpG 岛甲基化率分别为 34.8%、40.4%、37.0%，

均明显高于人正常肝细胞系 L02 中 NFAT2 基因 CpG 岛甲基化率（16.2%）（均 P<0.05）。肝癌组织

NFAT2 mRNA 相对表达量明显低于与癌旁组织（0.000 602 4 vs. 0.001 469，P<0.05），肝癌组织中

NFAT2 mRNA 水平与其启动子甲基化程度呈明显负相关（r=-0.661，P=0.027）。

结论：肝癌细胞中 NFAT2 基因表达下调可能与其启动子区 CpG 岛高甲基化状态有关。
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Abstract Objective: To investigate the methylation status of CpG islands in the promoter region of NFAT2 gene and its 

relation with the NFAT2 mRNA expression in hepatocellular carcinoma (HCC) cells.

Methods: The methylation status of CpG islands in the promoter region of NFAT2 in HCC and the tumor-

adjacent tissues as well as in different HCC cell lines and normal hepatic cells was examined by bisulfite-

sequencing PCR. NFAT2 mRNA expression in HCC and the adjacent tissues was determined by qRT-PCR, and 

the correlation between NFAT2 promoter methylation and its mRNA expression was analyzed.
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原 发 性 肝 癌 是 一 种 常 见 的 恶 性 肿 瘤 ， 它 对 人

类 的 健 康 造 成 极 大 的 危 害 。 并 且 ， 其 患 病 率 有 不

断上升的趋势[1]。随着临床检验血清AFP的应用和

影 像 技 术 的 发 展 ， 越 来 越 多 的 原 发 性 肝 癌 能 在 其

早 期 被 发 现 [ 2 ]。 与 此 同 时 ， 早 期 肝 癌 的 治 疗 也 有

所进步。但其5年生存率并没有发生显著改善 [3]。

所 以 ， 更 深 入 的 研 究 原 发 性 肝 癌 ， 不 可 或 缺 。 近

年 ， 研 究 者 发 现 ， 除 了 基 因 变 异 和 环 境 因 素 ， 表

观 遗 传 学 改 变 也 在 肿 瘤 的 发 生 、 发 展 中 扮 演 了 重

要角色[4]。

DNA甲基化是一种常见的表观遗传学调控，

它与肿瘤的发生、发展联系紧密[5]，它甚至可以作

为肿瘤的一种潜在的生物标志[6]。基因区域的甲基

化 在 肿 瘤 抑 制 基 因 沉 默 表 达 中 起 着 重 要 作 用 ， 是

基 因 失 活 的 主 要 机 制 之 一 。 从 而 使 肿 瘤 形 成 。 比

如有报道[7-8]称，GPX3、GSTP1等基因在原发性肝

癌中高度甲基化。

活化T细胞核因子（nuclear factor of activated 

T  ce l l s，NFAT）最先在T淋巴细胞中发现并因此

而命名 [9]。近年的研究 [10]发现NFAT家族与肿瘤的

发生、增殖、迁移及血管形成有相关性。笔者 [11]

前期的研究已证实，NFAT2基因在肝癌组织较癌

旁组织中表达有所降低。但其NFAT2沉默的原因

尚未明确，本实验旨在探究其沉默的原因。

1　材料与方法

1.1  研究对象

30例肝癌及癌旁标本均取自我院2010—2015年

肝癌患者，癌旁组织为距离癌肿至少3 cm的肝组

织 。 肝 癌 患 者 来 院 前 未 行 放 、 化 疗 ； 行 肝 癌 切 除

术 后 将 标 本 迅 速 置 于 液 氮 中 保 存 。 术 后 病 理 均 证

实为肝细胞性肝癌，其中男18例，女12例；低分

化8例，中分化17例，高分化5例。人肝癌细胞系

HuH7、HepG2、Hep3B和人正常肝细胞L02系均

从中科院细胞库购买。

1.2  方法

1.2.1  基因组 DNA 的提取　本研究提取组织及细

胞系基因组 DNA 使用的是 Axygen 公司的 AxyPrep 

基因组 DNA 小量试剂盒。操作步骤严格按照其说

明 书 进 行。 向 标 本 中 加 入 350 µL PBS 和 0.8 µL 

RNase A，漩涡振荡 15 s，室温静置 1 min，加入

150 µL Buffer C-L 和 8 µL Proteinase K。 立 即 漩

涡 振 荡 1 min 混 合 均 匀。 短 暂 离 心 后， 将 离 心 管

置 56 ℃水浴 10 min。加入 350 µL Buffer P-D，漩

涡振荡 30 s 混合均匀，12 000 r/min 离心 10 min。

将 DNA 制备管置于 2 mL 离心管中，将混合液移至

制 备 管 中，12 000 r/min 离 心 1 min。 弃 滤 液， 将

制备管置回到原来的 2 mL 离心管中，加入 500 µL 

Buffer W1，12 000 r/min 离心 1 min。弃滤液，将

制 备 管 置 回 原 来 的 2 mL 离 心 管 中， 加 入 700 µL 

Buffer W2，12 000 r/min 离心 1 min，以同样的方

法， 用 700 µL Buffer W2 再 洗 涤 1 次。 产 物 溶 于

150 μL 氨基丁三醇 - 乙二胺四乙酸缓冲液（Tris-
EDTA，TE）。 经 8 g/L 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 鉴 定，

7550 紫 外 分 光 光 度 仪 定 量。 注 意 事 项： 为 防 止

DNA 降解，组织标本需在液氮中研磨至粉末后进

行 DNA 提取。

1.2.2  基 因 组 总 RNA 的 提 取　 本 研 究 提 取 组 织

及 细 胞 系 基 因 组 RNA 使 用 的 是 Axygen 公 司 的

AxyPrep 基因组 RNA 小量试剂盒。操作步骤严格按

照其说明书进行。向标本中加入 400 μL Buffer R-I，
用装有 21~25 号针头的注射器反复抽吸 8~10 次，转入 

1.5 mL 离 心 管（ 试 剂 盒 内 提 供） 中。 加 入 150 μL 

Results: The CpG island methylation rate of NFAT2 gene in HCC tissue was significantly higher than that in 

tumor-adjacent tissues (33.0% vs. 21.6%, P=0.003); the CpG island methylation rate of NFAT2 gene in HCC 

cell line HuH7, HepG2 and Hep3B was 34.8%, 40.4% and 37.0% respectively, which were all significantly higher 

than that in human normal hepatic cell L02 (16.2%) (all P<0.05). The NFAT2 mRNA expression in HCC tissue was 

significantly lower than that in  tumor-adjacent tissues (0.000 602 4 vs. 0.001 469, P<0.05), and there was a negative 

correlation between the NFAT2 mRNA level and the degree of NFAT2 promoter methylation (r=–0.661, P=0.027).

Conclusion: Down-regulated NFAT2 gene expression is probably associated with hypermethylation of CpG 

islands in its promoter region in HCC cells.
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Buffer R-II，漩涡振荡 15~30 s，12 000 r/min 离心

5 min。取上清至 1.5 mL 离心管中，加入 250 μL 异

丙醇，混和均匀。将制备管置于 2 mL 离心管（试剂

盒内提供）中，转移混合液到制备管中，6 000 r/min

离心 1 min。弃滤液，将制备管置回到 2 mL 离心管中，

制备管中加入 500 μL Buffer W1A，12 000 r/min 离

心 1 min。弃滤液，将制备管置回到 2 mL 离心管中，

制备管中加入 700 μL Buffer W2，12 000 r/min 离

心 1 min； 以 同 样 的 方 法 再 用 700 μL Buffer W2

洗涤 1 次。弃滤液，将制备管置回到 2 mL 离心管

中，12 000×g 离心 1 min。将制备管放入一干净的

1.5 mL 离 心 管（ 试 剂 盒 内 提 供） 中， 在 制 备 管 膜

中 央 加 70~100 μL Buffer TE。 室 温 静 置 1 min，

12 000 r/min 离心 1 min，洗脱得 RNA。经紫外分

光光度仪定量。注意事项：为防止 RNA 降解，组

织标本须在液氮中研磨至粉末后进行 RNA 提取。

并且实验中的离心步骤需在 4 ℃下进行。

1.2.3  DNA 亚硫酸氢盐修饰　DNA 亚硫酸氢盐修

饰原理是基于亚硫酸氢盐和氢醌能将 DNA 链上的

C 碱 基 转 变 成 U 碱 基； 而 当 C 碱 基 被 甲 基 化 后，

这 一 转 化 将 不 会 发 生。 这 样， 甲 基 化 与 非 甲 基 化

的 DNA 序列经过亚硫酸氢盐修饰后，可通过序列

特异的引物区分开来 [12]。取 1~2 μg 基因组 DNA，

稀释至 30 μL，加入 20 μL 0.5 mol/L NaOH，37 ℃

下保温 15 min，变性 DNA，然后加入新鲜配制的 

3 mol /L  NaHSO 3（pH 5.0）520 μL，10 mmol /L

氢醌 30 μL，混匀后 50 ℃下孵育 16 h。经过亚硫

酸氢钠修饰的 DNA 以 1% 琼脂糖透析回收纯化， 

50 μL 0.6 mol/L NaOH，37 ℃ 10 min 后终止反应，

乙醇沉淀回收 DNA，将其溶解于 30 μL 无菌双蒸

水中，立即用于 PCR 扩增或于 -80 ℃下保存。

1.2.4  引物设计　根据网站 www.urogene.org/cgi-

bin/methprimer/methprimer.cgi 设 计 甲 基 化 引 物。

MethPrimer（+）：GGG GGA GGT GTT TTT TAG 

TTT TAA A。MethPrimer（-）：CAA AAC CAA 

ATA AAA ACT TAA AAA AAA CTA。qRT-PCR

引物由 Beacon Designer 8 软件进行设计，引物设

计 在 基 因 CDS 区 域 内。NFAT2（+）：TTC GGA 

ATC AGA GGA TAA。NFAT2（-）：AGG CTC 

ATA ATC ATC AGT。β-act in（+）：GGA CCT 

GAC TGA CTA CCT。β -act in（-）：CTT AAT 

GTC ACG CAC GAT T。

1.2.5  PCR 扩 增　 选 择 Takara 公 司 的 TaKaRa 

EpiTaq™  HS （for bisulfite-treated DNA）试剂盒。

退火温度 60 ℃。延伸时间 60 s。

1.2.6  qRT-PCR　 逆 转 录 用 Takara 公 司 的

PrimeScript RT reagent Kit with gDNA Eraser 试剂

盒。荧光定量 PCR 用的是 SYBR Premix Ex TaqTM 

II 试 剂 盒。20 μL 反 应 体 系 包 括 1×SYBR Premix 

Ex Taq II， 上 下 游 引 物 0.4 μmol/L，1×ROX 

Reference Dye II，50 ng cDNA 和 7 μL H2O。 反

应在 ABI7300 扩增仪（ABI 公司）上进行，扩增条

件为 95 ℃预变性 30 s，95 ℃变性 5 s，60 ℃退火 /

延伸 1min，60 ℃收集荧光 30 s，共 40 个循环。熔

解曲线程序为 95 ℃ 15 s，60 ℃ 60 s，95 ℃ 15 s，

60 ℃ 15 s。熔解曲线揭示 PCR 产物为单一峰，2%

琼脂糖凝胶电泳验证 PCR 产物长度正确。

1.2.7  转化、克隆与测序　此步骤使用北京 艾德

莱 生 物 科 技 有 限 公 司 的 Zero Background pTOPO-
Blunt Simple Cloning Kit，完全依照其产品说明书

进行转化，克隆。每份标本挑取 10 个单克隆，摇

菌过夜，将菌液送往南京金斯瑞生物科技有限公司

测序。

1.2.8  样本的数据分析　使用 BLAST 网站将测序

数据与原数据进行对比。依据 10 个单克隆测序结

果来计算每个位点的甲基化百分比。

1.3  统计学处理

所有统计分析均在SPSS 20.0下完成。癌组织

与癌旁组织CpG岛甲基化差异采用配对样本比较的

Wilconxon符号秩检验。P<0.05为差异有统计学意

义。图形制作在GraphPad 5.0和Photoshop CS5软

件下完成。

2　结　果

2.1  癌组织与癌旁组织 NFAT2 基因启动子 CpG

岛甲基化状态比较

癌旁组织中的CpG岛甲基化密度较低（6%位

点检测出了甲基化）。癌组织中的CpG岛甲基化密

度 较 高 （ 8 2 % 位 点 检 测 出 了 甲 基 化 ） 。 癌 旁 组 织

中甲基化的CpG岛甲基化频率较低（均≤25%）。

癌 组 织 中 甲 基 化 的 C p G 岛 甲 基 化 频 率 较 高 （ 其 中

34.15%的位点甲基化频率>50%）。并且从图中可

知，癌组织中的第4、6、7、38、40个CpG岛位点

更容易发生甲基化（频率均>75%）（图1）。

分 别 计 算 所 有 患 者 的 癌 旁 组 织 和 癌 组 织 的

CpG岛的甲基化频率的算术平均数。癌旁组织CpG

岛甲基化频率均数为（21.6±8.3）%，癌组织CpG

岛甲基化频率均数为（33.0±13.9）%，差异有统

计学意义（P=0.003）（图2）。
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图 2　癌组织与癌旁组织 NFAT2 启动子甲基化程度的比较
Figure 2　Comparison of the degrees of promoter methylation 

of NFAT2 between cancer tissue and adjacent normal 
tissue

2.2  人正常肝细胞与人肝癌细胞系 NFAT2 基因

启动子 CpG 岛甲基化比较

人正常肝细胞L02的CpG岛甲基化频率均数为

（16.2±6.9）%，HuH7细胞系CpG岛甲基化频率

均数为（34.8±7.3）%，HepG2细胞系CpG岛甲

基化频率均数为（40.4±10.3）%，Hep3B细胞系

CpG岛甲基化频率均数为（37.0±10.1）%，各肝

癌细胞系的CpG岛甲基化频率均明显高于L02细胞

（均P<0.05）（图3）。

2.3  癌组织 NFAT2 基因启动子 CpG 岛甲基化与

相应 mRNA 表达水平相关性研究

NFAT2 mRNA在癌组织与癌旁组织中的相对

表达量分别为[（0.000 602 4±0.000 259 4） vs . 

（0.001 469±0.000 171 1）]，癌组织中NFAT2 

mRNA的表达水平明显降低（P<0.05）；Spearman

相关分析显示，肝癌组织中NFAT2 mRNA水 平 与

其启动子甲基化程度呈明显负相关（ r=-0 .661，

P=0.027）（图4）。
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Figure 3　Comparison of the degree of promoter methylation of 
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Figure 4　Correlation analysis between the promoter methylation of 

NFAT2 and NFAT2 mRNA expression in HCC tissue
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图 1　1 例患者的癌旁及癌组织的启动子中 50 个 CpG 位点甲基化频率示意图（蓝色部分代表甲基化，红色部分代表非甲基化） 
Figure 1　The frequency of methylation in 50 CpG islands in cancer tissue and adjacent normal tissue from one patient (blue bar 

representing methylated CpG dinucleotide, and red bar representing unmethylated CpG dinucleotide
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 3　讨　论

NFAT在基因的调控中起到了重要作用，从而

影响着细胞周期的演进、生长、分化和凋亡 [ 13]。

目前有研究[17-19]表明，NFAT家族的中NFAT2与胰

腺 癌 ， 乳 腺 癌 、 结 直 肠 癌 和 肺 癌 等 肿 瘤 有 着 密 切

的 关 系 ， 参 与 了 肿 瘤 的 增 殖 、 侵 袭 、 分 化 ， 肿 瘤

细胞的生存和肿瘤血管的形成。NFAT2是胰腺癌

发 展 的 基 础 ， 并 且 在 黑 色 素 瘤 细 胞 的 存 活 以 及 结

直 肠 癌 细 胞 的 转 移 中 起 到 了 作 用 [ 1 4 - 1 6 ]。 在 部 分 淋

巴瘤和白血病病例中，NFAT2也被检测到了激活

及过度表达。而在肝癌中对于NFAT的研究甚少，

笔者前期研究发现NFAT家族基因在肝癌组织较癌

旁组织中表达降低，其中NFAT2差异最大，推测

NFAT2基因可能在肝癌细胞形成和发展中作为抑

癌基因发挥作用 [11]。至于什么原因导致NFAT2基

因 在 肝 癌 中 表 达 减 少 目 前 不 太 清 楚 ， 因 此 本 实 验

主要探究NFAT2启动子甲基化是否与其基因表达

下降有关。

本 研 究 通 过 重 亚 硫 酸 盐 测 序 法 ， 对 组 织 及

细胞系NFAT2基因启动子区进行测序。实验结果

表 明 ， 患 者 组 织 标 本 中 癌 组 织 较 癌 旁 组 织 高 甲 基

化 ， 人 肝 癌 细 胞 系 较 人 正 常 肝 细 胞 系 高 甲 基 化 。

结 合 甲 基 化 会 使 基 因 表 达 沉 默 这 一 机 制 ， 本 实 验

提示NFAT2启动子区域甲基化可能在肝癌NFAT2

低 表 达 中 扮 演 重 要 角 色 ， 为 了 进 一 步 验 证 ， 本 研

究进行了NFAT2的表达与甲基化的相关性分析，

发 现 肝 癌 中 N F A 2  m R N A 水 平 与 其 启 动 子 甲 基 化

水平呈负相关，推测NFAT2在肝癌中可能扮演着

抑 癌 基 因 的 角 色 ， 而 抑 癌 基 因 的 沉 默 促 使 着 肿 瘤

的发生、发展。至于为何NFAT2在淋巴瘤和白血

病 中 检 测 到 了 激 活 及 过 度 表 达 ， 而 在 肝 癌 中 却 是

低表达，笔者推测可能是由于NFAT2基因通过改

变 5 ' 端 起 始 外 显 子 区 域 的 构 造 ， 编 码 N F A T 2 α 和

NFAT2β两个亚型的原因 [20]。有实验 [20-24]证实，

T 淋 巴 细 胞 、 B 淋 巴 细 胞 和 肥 大 细 胞 通 过 N F A T 2

亚 型 特 异 性 的 调 控 和 表 达 ， 调 节 着 某 些 细 胞 因

子 。 N F A T 2 α 的 高 表 达 能 抑 制 T 细 胞 和 B 细 胞 的

凋亡 [20,  22 ]。在伯基特淋巴瘤中，NFAT2α也被证

实 高 表 达 ， 这 就 提 示 此 亚 型 可 能 参 与 肿 瘤 的 形 

成[25]。而NFAT2β通过上调一些凋亡基因 [26]，促

使细胞的凋亡， 扮演着抑癌基因的角色 [ 25]。在肝

癌形成过程中，可能正是NFAT2启动子高甲基化

导致NFAT2β的低表达，进一步抑制下游凋亡基

因 表 达 从 而 导 致 肝 癌 细 胞 的 发 生 和 发 展 。 本 研 究

还提示所选启动子区的第4、6、7、38、40个CpG

岛 位 点 更 容 易 发 生 甲 基 化 （ 频 率 均 > 7 5 % ） ， 是

否 这 几 个 位 点 的 甲 基 化 起 到 了 关 键 作 用 ， 这 还 需

后续的实验进一步证实。至于NFAT2基因发生异

常甲基化的机制，可能和DNA甲基转移酶（DNA 

methyltransferases，DNMT）的功能异常有关。

探明NFAT2基因在肝癌中表达降低的机制，

不 仅 能 为 以 后 肿 瘤 发 生 机 制 的 研 究 提 供 新 思 路 ，

而且还能为以NFAT2为核心的肝癌早期诊断和靶

向治疗提供新途径。
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