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我国是一个肝癌大国，全世界每年新发现的

肝癌病人中，有 42.5%发生在中国［1］。临床证明，

肝癌发现得越早，治疗效果越好，能提高病人的

预后及存活率，但目前临床上未有十分有效的早

期检测方法。研究发现，肿瘤细胞的甲基化形式

会发生改变，基因组全面的低甲基化和特殊部位

的高甲基化是肿瘤发生的重要特征。研究表明，

肝细胞癌组织中存在多种肿瘤相关基因 CpG岛的

甲基化，构成其独特的甲基化谱，成为肝细胞癌

的表遗传标志［2-4］，且在肿瘤发生的癌变前阶段

中，肿瘤相关因子启动子甲基化异常在肿瘤发生

发展中起重要作用［5- 6］，这为肿瘤的早期诊断提

供新的干预靶点。SFRP1、SFRP2属于 SFRP（se⁃
creted frizzled-related protein）基因家族，为 Wnt/
frizzled信号的胞外调节物，通过与Wnt反应或直

接与 frizzled反应而调节Wnt信号的传导［7］，具有

调节凋亡的功能，称为分泌型凋亡相关蛋白

（SARP）。在各种恶性肿瘤中，SFRP1、SFRP2的

表达沉默常常由于其启动子的甲基化。本文利用

甲基化特异性聚合酶链反应技术（MSP），对原发

性肝癌病人及健康人血液样本中肿瘤相关基因

SFRP1、SFRP2进行甲基化分析，探讨肿瘤相关

基 因 SFRP1、SFRP2 基 因 甲 基 化 与 肝 癌 的 相

关性。

1 实验材料和方法

1.1 材料

原发性肝癌患者血液样本 20例，所选患者全

部病例符合国家卫生部制定的 PHC诊断标准；正

常人血液样本 20例，血液样本均由武汉大学人民

医院提供。

1.2 引物

由上海杰瑞生物工程有限公司合成，序列如

表 1所示。

1.3 血液基因组提取

抗凝血 4 ℃静置，取中间层（富含白细胞）

300 μL加 3倍体积红细胞裂解液，12 000 r/min离

心 30 s，弃上清，重复一次操作。沉淀用 500 μL细
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表 1 引物序列

引物

SFR1-M（+）
SFR1-M（-）
SFR1-U（+）
SFR1-U（-）
SFR2-M（+）
SFR2-M（-）
SFR2-U（+）
SFR2-U（-）

序列

5’TGTAGTTTTCGGAGTTAGTGTCGCGC3’
5’CCTACGATCGAAAACGACGCGAACG3’

5’GTTTTGTAGTTTTTGGAGTTAGTGTTGTGT3’
5’CTCAACCTACAATCAAAAACAACACAAACA3’

5’GGGTCGGAGTTTTTCGGAGTTGCGC3’
5’CCGCTCTCTTCGCTAAATACGACTCG3’

5’TTTTGGGTTGGAGTTTTTTGGAGTTGTGT3’
5’AACCCACTCTCTTCACTAAATACAACTCA3’
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胞裂解液（10 mmol/L Tris-Cl（Biosharp），0.1 mmol/L
EDTA（Biosharp），0.5% SDS（Biosharp），20 μg/mL
RNase（捷瑞生物）），100 μg/mL蛋白酶 K（捷瑞生

物），37 ℃孵育 1 h后转为 50 ℃孵育 3 h。冷却至

室温加等体积平衡酚混匀，12 000 r/min离心 15
min。上清加入等体积氯仿/异戊醇（24∶1）混匀，

12 000 r/min，15 min。转上清于新 EP管，加 1/10
体积 3 mol/L NaAC（国药）和 2.5倍体积无水乙醇

（国药），4 ℃过夜沉淀。 12 000 r/min 离心 15
min，弃上清。70%乙醇 1 mL清洗 2次。自然晾

干DNA，TE溶解，-20 ℃保存待用。

1.4 亚硫酸氢钠修饰基因组DNA
将约 2 μg的DNA（10μL左右）于 1.5 mL EP管

中使用双蒸水（灭菌）稀释至 50 μL；加 5.5 μL
新鲜配制的 3 mol/L NaOH，42 ℃水浴 30 min；加

10 mmol/L对苯二酚（氢醌）30 μL，3.6 mol/L亚硫

酸氢钠（Sigma，S9000）520 μL至上述溶液中，避

光混匀。将混合好后的溶液以每管 150 μL分装

到 PCR管中，放入 PCR仪中恒温 50 ℃，16 h。
1.5 基因回收

使用 Promega Wizard Cleanup DNA 纯化回收

系统（Promega，A7280）进行甲基化基因的回收。

具体操作见 Promega Wizard Cleanup DNA说明书。

1.6 聚合酶链扩增反应

利用特异性检测引物，对血液提取的基因组

进行 PCR，PCR反应参数为：95℃ 6 min，按 94℃
20 s，58℃ 20 s，72℃ 20 s，45 个循环之后最后

72℃ 7 min进行。

1.7 电泳检测

PCR扩增产物 5 μL于 2%琼脂糖凝胶进行电

泳，EB染色后，凝胶电泳分析系统观察结果。

2 结果

2.1 DNA的分离纯化

为了建立一个重复性好的鉴定 DNA甲基化

的方法，收集了 2例临床患者的血液样本用于血

液DNA的分离纯化。1例为确诊的HCC患者，是

武汉大学人民医院病人，1 例为健康人体检样

本，收集其血液。提取的血液基因组有较好的完

整性。

2.2 SFRP1基因启动子甲基化分析

利用 SFRP1基因甲基化引物进行聚合酶链式

反应，结果如图 1所示。聚合酶链式反应结果显

示 SFRP1基因甲基化扩增产物在 100～200 bp处

出现一条特异性带，与预期的 126 bp符合，非甲

基化扩增产物在 100～200 bp 处出现特异性带，

与预期 135 bp 符合。表明 MSP 检测 SFRP1 基因

启动子甲基化技术已建立。

2.3 SFRP2基因启动子甲基化分析

利用 SFRP2基因甲基化引物进行聚合酶链式

反应，结果如图 2所示。聚合酶链式反应结果显

示 SFRP2基因甲基化引物扩增产物在 100～200 bp
处出现一条特异性带，与预期的 138 bp符合，非

甲基化引物扩增产物在 100～200 bp处出现特异

性带，与预期 145 bp符合。表明MSP检测 SFRP2
基因启动子甲基化技术已建立。

2.4 统计分析

对收集到的血液样本进行MSP分析，统计结

果如图 3、图 4所示。

M：marker；lane 1：SFRP1甲基化引物 PCR 产物阳性

结 果 ；lane 2：SFRP1 甲 基 化 引 物 PCR 产 物 阴 性 结 果 ；

lane 3：SFRP1 非甲基化引物 PCR 产物阳性结果；lane 4：
SFRP1非甲基化引物 PCR产物阴性结果。

图 1 SFRP1基因启动子甲基化/非甲基化特异性

引物扩增结果

M：marker；lane 1：SFRP2甲基化引物 PCR 产物阳性

结 果 ；lane 2：SFRP2 甲 基 化 引 物 PCR 产 物 阴 性 结 果 ；

lane 3：SFRP2 非甲基化引物 PCR 产物阳性结果；lane 4：
SFRP2非甲基化引物 PCR产物阴性结果。

图 2 SFRP2基因启动子甲基化/非甲基化

特异性引物扩增结果
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20例原发性肝癌血液样本 SFRP1基因启动

子甲基化为 12例，非甲基化为 8例；20例健康人

血液样本中 SFRP1基因启动子甲基化为 6例，非

甲基化为 14例。经卡方检验， χ2 = 3.62 < χ 2
0.05 =

3.84，P > 0.05，表明 SFRP1基因甲基化情况与肝

癌不相关。

20例原发性肝癌患者样本中，SFRP2基因启

动子甲基化为 15例，非甲基化为 5例；20例健康

人血液样本中 SFRP2基因启动子甲基化为 7例，

非甲基化为 13 例。经卡方检验， χ2 = 5.82 >
χ 2

0.05 =3.84，P < 0.05，表明 SFRP2 基因甲基化情

况与肝癌相关。

3 讨论

本组研究收集了 20例原发性肝癌患者及健

康 人 血 液 样 本 ，并 对 肿 瘤 相 关 基 因 SFRP1、
SFRP2进行了MSP分析，观察其启动子的甲基化

情况与原发性肝癌发生的一致性。实验结果表

明，SFRP2基因甲基化与肝癌相关，SFRP1基因

甲基化情况与肝癌不相关；但由于样本数目非常

有限，SFRP2基因甲基化与肝癌的发生是否有高

度一致性，其能否作为肝癌诊断的候选基因仍需

要大量样本证明。在本研究中采用的MSP技术，

可以实现从血液样本中提取基因组，检测肿瘤相

关基因甲基化情况，使样本的收集更方便；实验

结果稳定，重复性好，非常适合用于对高危人群

的定期检查及相关人群的早期诊断，为肝癌的早

期诊断提供了新思路和方法。
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图 3 样本 SFRP1基因甲基化/非甲基化情况统计分析

χ2 =3.62< χ 2
0.05 =3.84，P>0.05

图 4 样本 SFRP2基因甲基化/非甲基化情况统计分析

χ2 =5.82> χ 2
0.05 =3.84，P<0.05
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