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　　［摘要］　目的　 研究ＰＣＤＨ１０基因在多发性骨髓瘤（ｍｕｌｔｉｐｌｅｍｙｅｌｏｍａ，ＭＭ）患者及细胞系 ＫＭ３、ＲＰＭＩ８２２６中的甲
基化状态，分析甲基化对其沉默的影响。方法 　 常规骨髓穿刺术获取 ＭＭ患者骨髓样本，培养骨髓瘤细胞系 ＫＭ３、
ＲＰＭＩ８２２６，以增生性骨髓象骨髓样本作为对照。ＲＴＰＣＲ检测其中 ＰＣＤＨ１０基因表达水平，甲基化特异性 ＰＣＲ（ｍｅｔｈｙｌａ
ｔｉｏｎｓｅｎｓｉｔｉｖｅＰＣＲ，ＭＳＰ）法检测ＰＣＤＨ１０基因甲基化状态，通过５氮杂２′脱氧胞苷和组蛋白去乙酰化酶抑制剂［５ａｚａ２′
ｄｅｏｘｙｃｙｔｉｄｉｎｅ（Ａｚａ）ａｎｄｔｒｉｃｈｏｓｔａｔｉｎＡ（ＴＳＡ），Ａ＋Ｔ］处理 ＭＭ细胞系，检测药物处理前后 ＰＣＤＨ１０甲基化状态及表达水
平。结果　 ＰＣＤＨ１０基因在正常人群中表达，但在ＭＭ患者骨髓及细胞系中广泛低表达，且７７．２７％（３４／４４）的ＭＭ患者
ＰＣＤＨ１０呈甲基化状态。ＰＣＤＨ１０基因可经Ａ＋Ｔ试验逆转甲基化状态并恢复表达。结论 　 ＤＮＡ甲基化可能在多发性
骨髓瘤的ＰＣＤＨ１０基因沉默中发挥作用，从而参与骨髓瘤的发生。
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　　［中图法分类号］　Ｒ３９４３３；Ｒ７３３６２；Ｒ７３８．１　　 ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　重庆市卫生局２０１１年医学科研计划重点项目（２０１１１０３２）；重庆市医学科研计划（２０１０２１０８）

［通信作者］　陈建斌，电话：（０２３）８９０１２９１８，Ｅｍａｉｌ：ｃｑｃｈｅｎｊｉａｎｂｉｎ２００７＠１２６．ｃｏｍ

Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｓｐｒｏｔｏｃａｄｈｅｒｉｎ１０ｓｉｌｅｎｃｅｉｎｍｕｌｔｉｐｌｅｍｙｅｌｏｍａ
ＬｉＹｉｎｇ１，ＣｈｅｎＪｉａｎｂｉｎ１，ＳｏｎｇＪｕｎｊｕｎ１，ＹａｎｇＺｅｓｏｎｇ２，ＸｉａｎｇＴｉｎｇｘｉｕ３，ＨｕａｎｇＺｏｎｇｇａｎ１（１ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＨｅｍａｔｏｌｏｇｙ，
２ＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＨｅｍａｔｏｌｏｇｙ，３ＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＭｏｌｅｃｕｌａｒＯｎｃｏｌｏｇｙａｎｄＥｐｉｇｅｎｅｔｉｃｓ，ｔｈｅＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉ
ｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００１６，Ｃｈｉｎａ）

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｔａｔｕｓｏｆｐｒｏｔｏｃａｄｈｅｒｉｎ１０（ＰＣＤＨ１０）ｉｎｍｕｌｔｉ
ｐｌｅｍｙｅｌｏｍａ（ＭＭ）ｐａｔｉｅｎｔｓａｎｄＭＭｃｅｌｌｌｉｎｅｓＫＭ３ａｎｄＲＰＭＩ８２２６，ａｎｄｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｉｔｓｍｅｔｈｙｌａ
ｔｉｏｎｏｎＰＣＤＨ１０ｓｉｌｅｎｃｅ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ａｔｏｔａｌｏｆ４４ＭＭｔｉｓｓｕｅｓａｍｐｌｅｓｆｒｏｍＪａｎｕａｒｙｔｏＤｅｃｅｍｂｅｒ２０１０ｈｏｓｐｉｔａｌ
ｉｚｅｄｉｎｏｕｒｄｅｐａｒｔｍｅｎｔｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄ．Ｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｔｉｓｓｕｅｓｏｆ９ａｇｅａｎｄｓｅｘｍａｔｃｈｅｄｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｍｉｌｄａｎｅｍｉａ
ｏｂｔａｉｎｅｄｂｙｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｂｉｏｐｓｙｓｅｒｖｅｄａｓｃｏｎｔｒｏｌ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＣＤＨ１０ｇｅｎｅｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄ
ｂｙＲＴＰＣＲｉｎａｂｏｖｅｔｉｓｓｕｅｓａｍｐｌｅｓ，ａｎｄｍｕｌｔｉｐｌｅｍｙｅｌｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅｓＫＭ３ａｎｄＲＰＭＩ８２２６．Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｅｎｓｉ
ｔｉｖｅＰＣＲ（ＭＳＰ）ｗａｓｕｓｅｄｔｏｔｅｓｔｔｈｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｏｆＰＣＤＨ１０ＣｐＧｉｓｌａｎｄｓ．Ｔｈｅｎ，ａｆｔｅｒｔｈｅＫＭ３ａｎｄＲＰＭＩ
８２２６ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ５ａｚａ２′ｄｅｏｘｙｃｙｔｉｄｉｎｅａｎｄｔｒｉｃｈｏｓｔａｔｉｎＡ（ＡｚａａｎｄＴＳＡ，Ａ＋Ｔ），ｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆ
ＰＣＤＨ１０ｗｅｒｅｓｔｕｄｉｅｄｂｙＲＴＰＣＲａｎｄＭＳＰ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＰＣＤＨ１０ｗａｓｅｘｐｒｅｓｓｅｄｗｅｌｌｉｎｎｏｒｍａｌｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ
ｗｈｉｌｅｅｘｔｅｎｓｉｖｅｍｉｌｄｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎＭＭ ｐａｔｉｅｎｔｓａｎｄｃｅｌｌｌｉｎｅｓ．Ａｍｏｎｇｔｈｅ４４ｐａｔｉｅｎｔｓ（２３ｆｅｍａｌｅｓ，２１
ｍａｌｅｓ），７７．２７％ （３４／４４）ｗｈｏｍｐｒｅｓｅｎｔｅｄｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｏｆＰＣＤＨ１０．Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ，Ａ＋ＴｒｅｓｔｏｒｅｄＰＣＤＨ１０
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｍｙｅｌｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＤＮＡｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｍａｙｐｌａｙａｋｅｙｒｏｌｅｉｎｔｈｅｓｉｌｅｎｃｅｏｆ
ＰＣＤＨ１０ｇｅｎｅｉｎｍｕｌｔｉｐｌｅｍｙｅｌｏｍａ，ａｎｄｍａｙｂｅｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｔｈｅｉｎｃｉｄｅｎｃｅｏｆｍｙｅｌｏｍａ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｍｕｌｔｉｐｌｅｍｙｅｌｏｍａ；ｐｒｏｔｏｃａｄｈｅｒｉｎ１０；ＤＮＡｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＫｅｙＰｒｏｊｅｃｔｏｆ２０１１ＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＲｅｓｅａｒｃｈｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｕｎｉｃｉｐａｌＨｅａｌｔｈＢｕｒｅａｕ（２０１１１０３２）ａｎｄｔｈｅＰｒｏｊｅｃｔｏｆＭｅｄｉｃａｌＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ

ＲｅｓｅａｒｃｈｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ（２０１０２１０８）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＣｈｅｎＪｉａｎｂｉｎ，Ｔｅｌ：８６２３８９０１２９１８，Ｅｍａｉｌ：ｃｑｃｈｅｎｊｉａｎｂｉｎ２００７＠１２６．ｃｏｍ

７１８
第３４卷第９期
２０１２年５月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．９
Ｍａｙ１５　２０１２



　　多发性骨髓瘤（ｍｕｌｔｉｐｌｅｍｙｅｌｏｍａ，ＭＭ）是浆细胞
的恶性肿瘤，在血液系统恶性肿瘤中发病率高，约占癌

症总死亡率的２％［１］。ＰＣＤＨ１０基因又名原钙黏素，属
δ２组钙黏素家族，位于４ｑ２８．３。该家族参与了各种重
要角色，包括细胞分化、识别、排斥和诱导细胞细胞黏
附等［２－３］。多发性骨髓瘤中黏附基因的异常表达参与

了骨髓瘤的发生与发展，促进骨髓瘤前体细胞的归巢

和骨髓瘤细胞生长因子以及破骨细胞激活因子的产

生［４－５］。通过黏附，ｓｙｎｄｅｃａｎ１可促进骨髓瘤细胞的
生长和生存，诱导基质金属蛋白酶（ＭＭＰ）１的产生，
促进骨的吸收和肿瘤的浸润。骨髓瘤细胞和纤连蛋白

的黏附可上调ｐ２７和其他相关基因表达，介导细胞耐
药［５－６］。骨髓瘤细胞和基质细胞的黏附以及ＭＭ细胞
本身分泌的 ＴＮＦ、ＴＧＦβ、ＶＥＧＦ共同促进了基质细胞
ＮＦκＢ依赖的ＩＬ６的转录和分泌，促进了多发性骨髓
瘤的发生发展［６－７］。ＰＣＤＨ１０基因编码的黏附蛋白沉
默在许多人类癌症显现出重要的作用，与增殖、迁移和

浸润等机制相关，其甲基化与肿瘤的发生、发展具有密

切关系［８－９］。本研究探讨ＰＣＤＨ１０基因甲基化与多发
性骨髓瘤的相关性，以及恢复 ＰＣＤＨ１０基因表达的可
行性。

１　资料与方法

１．１　主要试剂和仪器
　　ＲＰＭＩ８２２６、ＫＭ３细胞系由上海第二军医大学长征医院血
液科侯健教授惠赠。ＲＰＭＩ１６４０、胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ公司，美国），
二甲基亚砜（ＤＭＳＯ，Ｓｉｇｍａ公司），ＤＮＡＭａｒｋｅｒ２０００（天根生物
公司），Ｔｒｉｚｏｌｒｅａｇｅｎｔ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），逆转录及 ＰＣＲ试剂盒
（ＴａＫａＲａ公司），ＤＮＡ提取试剂盒（ＧｅｎｒａｔｉｏｎＣａｐｔｕｒｅＣｏｌｕｍｎ
Ｋｉｔ，ＱＩＡａｍｐ美国），ＧｏＴａｑ（Ｐｒｏｍｅｇａ公司，美国），其余试剂均
为国产分析纯。

１．２　骨髓样本采集和细胞培养
　　４４例ＭＭ标本取自重庆医科大学附属第一医院血液科
２０１０年按ＷＨＯ诊断标准（２００８）确诊为多发性骨髓瘤的住院
患者，排除并发其他恶性肿瘤可能，其中女性 ２３例，男性 ２１
例，年龄４３～７８岁，中位年龄６５岁。对照组骨髓标本采自轻
度贫血（９０ｇ／Ｌ＜Ｈｂ＜１１９ｇ／Ｌ）患者（女性５例，男性４例，年
龄４０～６０岁，中位年龄５２岁），骨髓涂片检查示增生性骨髓
象。经伦理委员会同意并患者签署知情同意书。骨髓样本于

重庆医科大学附属第一医院肿瘤及表观遗传学实验室组织细

胞库保存。ＲＰＭＩ８２２６、ＫＭ３细胞系标准培养于含１０％小牛血
清（Ｇｉｂｃｏ公司，美国）的ＲＰＭＩ１６４０培养基，３７℃、５％的 ＣＯ２、
饱和湿度条件下传代培养。取生长良好的细胞用于进一步

实验。

１．３　半定量反转录聚合酶链式反应（ＲＴＰＣＲ）
　　随机取１２例ＭＭ患者骨髓及６例正常骨髓样本进行 ＲＴ

ＰＣＲ反应。ＲＮＡ提取采用Ｔｒｉｚｏｌ法（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），并参照逆
转录试剂盒（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍＡ３５００，Ｐｒｏｍｅｇａ公司）说
明书将ＲＮＡ逆转录成ｃＤＮＡ。ＰＣＲ总反应体系为１２．５μｌ，反应
条件：９５℃ １０ｍｉｎ，１个循环。９４℃ ３０ｓ，５３℃ ３０ｓ（内参为
５１℃），７２℃３０ｓ，ＰＣＤＨ１０基因３２个循环，βａｃｔｉｎ基因２３个
循环，最后７２℃延伸３ｍｉｎ。ＰＣＲ产物进行２％琼脂糖凝胶电
泳。ＰＣＤＨ１０及内参βａｃｔｉｎ基因的引物序列如表１所示。

表１　ＲＴＰＣＲ引物序列、退火温度及产物长度

基因名称 引物序列（５′→３′） 退火温度 产物长度

ＰＣＤＨ１０ 上游：ＡＣＴＧＣＴＡＴＣＡＧＧＴＡＴＧＣＣＴＧ ５３℃ ２１９ｂｐ
下游：ＧＴＣＴＧＴＣＡＡＣＴＡＧＡＴＡＧＣＴＧ

βａｃｔｉｎ 上游：ＣＴＣＣＡＴＣＣＴＧＧＣＣＴＣＧＣＴＧＴ ５１℃ ２６８ｂｐ
下游：ＧＣＴＧＴＣＡＣＣＴＴＣＡＣＣＧＴＴＣＣ

１．４　ＭＳＰ甲基化分析
　　采用 ＱＩＡＧＥＮ公司生产的 ＧｅｎｅｒａｔｉｏｎＣａｐｔｕｒｅＣｏｌｕｍｎＫｉｔ
（５０）（１５９９１４）试剂盒提取ＤＮＡ。取１μｇＤＮＡ经氢醌、亚硫酸
氢钠（均为Ｓｉｇｍａ公司试剂盒）处理纯化后进行 ＭＳＰ反应。参
照文献［９］设计ＭＳＰ引物序列（表２）。亚硫酸修饰后 ＤＮＡ的
ＰＣＲ反应条件：９５℃预变性１０ｍｉｎ，１个循环；９４℃变性３０ｓ，
甲基化引物退火６０℃（非甲基引物退火５８℃）３０ｓ，７２℃延伸
３０ｓ，共计４０个循环，最后７２℃继续延伸５ｍｉｎ。用亚硫酸修
饰的正常骨髓的 ＤＮＡ作为非甲其化的阳性对照，用乳腺癌细
胞系ＭＢ２３１［９］的已修饰的ＤＮＡ作为甲基化的阳性对照。阴性
对照均采用灭菌双蒸水取代处理后的 ＤＮＡ进行 ＰＣＲ。扩增产
物经２％琼脂糖凝胶电泳。

表２　ＭＳＰ引物序列、退火温度及产物长度

基因名称 引物用途 引物序列（５′→３′） 退火温度 产物长度

ＰＣＤＨ１０ ＭＳＰＭ 上游：ＴＣＧＴＴＡＡＡＴＡＧＡＴＡＣＧＴＴＡＣＧＣ ６０℃ １５３ｂｐ
下游：ＴＡＡＡＡＡＣＴＡＡＡＡＡＣＴＴＴＣＣＧＣＧ

ＭＳＰＵ 上游：ＧＴＴＧＴＴＡＡＡＴＡＧＡＴＡＴＧＴＴＡＴＧＴ５８℃ １５５ｂｐ
下游：ＣＴＡＡＡＡＡＣＴＡＡＡＡＡＣＴＴＴＣＣＡＣＡ

Ｍ：甲基化；Ｕ：非甲基化

１．５　Ａ＋Ｔ药物处理
　　取生长良好的ＲＰＭＩ８２２６、ＫＭ３，每１０６细胞加入１μｍｏｌ／Ｌ
Ａｚａ（Ｓｉｇｍａ公司，美国）孵育。含有 Ａｚａ的细胞培养基每隔２４
小时更换１次，共处理７２ｈ，然后加入１μｌＴＳＡ（１００ｎｇ／ｍｌ，Ｓｉｇｍａ
公司，美国）孵育２４ｈ，收获细胞进行ＰＣＲ及ＭＳＰ反应。

１．６　临床样本分析
　　整理临床样本信息，包括年龄、性别、ＩＳＳ分期、Ｐｌｔ、Ｈｂ、血
清钙、血肌酐等。应用 ＳＰＳＳ１６．０统计软件整理分析 ＰＣＤＨ１０
基因甲基化与临床信息间统计学意义，组间差异比较用 ｔ
检验。

２　结果

２．１　ＲＴＰＣＲ检测ＰＣＤＨ１０基因表达
　　对照组在２１９ｂｐ处均可见特异性扩增条带，而在骨髓瘤细
胞系ＫＭ３、ＲＰＭＩ８２２６及１２例骨髓瘤患者样本未见特异性扩
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增产物条带，内参条带可见２６８ｂｐ扩增产物 βａｃｔｉｎ（图１）。
在对照组ＰＣＤＨ１０基因可以稳定表达，而在多发性骨髓瘤患者
及其ＫＭ３、ＲＰＭＩ８２２６细胞系中ＰＣＤＨ１０基因出现沉默。
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Ａ：ＫＭ３、ＲＰＭＩ８２２６细胞及 ＭＭ骨髓样本　１：ＫＭ３；２：ＲＰＭＩ８２２６；

３～１４：ＭＭ骨髓样本；１５：阴性对照（Ｈ２Ｏ）；Ｂ：正常骨髓样本　

１～６：正常骨髓样本；７：阴性对照（Ｈ２Ｏ）

图１　ＲＴＰＣＲ检测ＫＭ３、ＲＰＭＩ８２２６细胞、ＭＭ骨髓样本和正常

骨髓样本ＰＣＤＨ１０ｍＲＮＡ表达

２．２　ＭＳＰ分析
　　３４例（７７．２７％）ＭＭ患者样本出现了甲基化，而９例对照
组样本中均未检测出ＰＣＤＨ１０基因甲基化（图２）。ＰＣＤＨ１０基
因甲基化状态与患者年龄、性别、ＩＳＳ分期、Ｐｌｔ、Ｈｂ、血清钙、血
肌酐等无统计学差异（Ｐ＞０．０５，表３）。
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Ｍ：甲基化；Ｕ：非甲基化；Ａ：ＭＭ细胞系　１：ＫＭ３；２：ＲＰＭＩ８２２６；
３：阴性对照（Ｈ２Ｏ）；４：阳性对照；Ｂ：ＭＭ骨髓样本　１～４４：ＭＭ骨
髓样本；４５：阴性对照（Ｈ２Ｏ）；４６：阳性对照；Ｃ：正常骨髓样本　
１～９：正常骨髓样本；１０：阴性对照（Ｈ２Ｏ）；１１：阳性对照
图２　ＭＭ细胞系、ＭＭ骨髓样本及正常组ＰＣＤＨ１０基因启动子

甲基化状态的检测

表３　ＰＣＤＨ１０甲基化状态与患者临床资料分析

患者临床资料　　　 甲基化（ｎ＝３４） 非甲基化（ｎ＝１０） Ｐ值
年龄（岁） ６２．３±９．４ ６８．７±６．９ ０．０７４
性别 ０．５４６
　女 １９（４３．２％） ４（９．１％）
　男 １５（３４．１％） ６（１３．６）
ＩＳＳ分期 ０．１５３
　Ⅰ １２（２７．３％） ３（６．８％）
　Ⅱ １５（３４．１％） ３（６．８％）
　Ⅲ ７（１５．９％） ４（９．１％）
Ｐｌｔ（×１０９） １６２．１±７７．１ ２３１．１±８６．５ ０．８８５
Ｈｂ（ｇ／Ｌ） ９５．７±２３．０ ９３．２±２５．２ ０．８００
血清钙（ｍｇ／ｄｌ） ２．２±０．４ ２．２±０．２ ０．５９９
血肌酐（ｍｇ／ｄｌ） １２８．０±１２４．９ １１７．０±１１６．３ ０．８０１

２．３　Ａ＋Ｔ实验
　　在ＫＭ３、ＲＰＭＩ８２２６骨髓瘤细胞系中经甲基化特异性引物

扩增后，均可见特异性扩增产物条带，经过Ａ＋Ｔ处理后特异性
扩增产物条带减弱。用非甲基化特异性引物扩增，２株细胞系
均未扩增出非甲基化产物，而经 Ａ＋Ｔ处理后均扩增出非甲基
化产物。而ＲＴＰＣＲ显示Ａ＋Ｔ处理后可以扩增出ＰＣＤＨ１０特
异性产物条带（图３），证明 Ａ＋Ｔ处理后 ＫＭ３细胞中恢复了
ＰＣＤＨ１０的表达。
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Ｍ：甲基化；Ｕ：非甲基化；Ａ：去甲基化前后的 ＭＳＰ结果　１：ＫＭ３；

２：ＫＭ３经Ａ＋Ｔ处理后；３：ＲＰＭＩ８２２６；４：ＲＰＭＩ８２２６经Ａ＋Ｔ处理

后；５：阴性对照（Ｈ２Ｏ）；Ｂ：去甲基化前后的 ＲＴＰＣＲ结果　

１：ＫＭ３；２：ＫＭ３经Ａ＋Ｔ处理后；３：阴性对照（Ｈ２Ｏ）

图３　Ａ＋Ｔ处理ＭＭ细胞系前后ＰＣＤＨ１０甲基化状态及其

ｍＲＮＡ的表达

３　讨论

　　表观遗传机制调节的ＰＣＤＨ１０沉默发生在多种人
类癌症［３，１０－１２］。Ｙｉｎｇ等［３］发现了 ＰＣＤＨ１０基因广泛
沉默的分子机制，在鼻咽癌等肿瘤中 ＰＣＤＨ１０高频率
甲基化而沉默。位于 ＰＣＤＨ１０启动子５′侧４６２ｂｐ片
段的区域具有高密度的 ＣｐＧ岛，而 ＣｐＧ岛正是 ＤＮＡ
甲基化发生的区域。也有学者发现 Ｓｐ１／Ｓｐ３和 ＣＢＦ／
ＮＦＹ转录因子在人类 ＰＣＤＨ１０基因的表达中发挥关
键的作用［１０］。ＰＣＤＨ１０基因的沉默可能减弱了机体
对癌细胞迁移的抑制作用，从而有助于癌症的发

展［２－３，１０，１３］。

　　本研究发现，ＰＣＤＨ１０基因在 １２例 ＭＭ患者及
ＫＭ３、ＲＰＭＩ８２２６细胞系中低表达或不表达，但在６例
对照组正常表达，其沉默机制引起了我们的关注。采

用高灵敏度的 ＭＳＰ实验方法发现在 ＫＭ３、ＲＰＭＩ８２２６
骨髓瘤细胞系中均可见特异性扩增产物条带，７７．２７％
ＭＭ患者（３４／４４）１５３ｂｐ处发现甲基化扩增产物。由
此推测甲基化在多发性骨髓瘤ＰＣＤＨ１０基因沉默中可
能发挥一定作用。因此，我们用 Ａ＋Ｔ药物处理尝试
恢复ＰＣＤＨ１０基因的表达，发现ＭＭ细胞系经过Ａ＋Ｔ
处理后甲基化特异性扩增产物条带减弱，同时恢复了

非甲基化特异性引物扩增条带。ＲＴＰＣＲ验证 Ａ＋Ｔ
处理后ＫＭ３细胞中恢复了 ＰＣＤＨ１０基因的表达。而
１０例ＭＭ患者未出现 ＰＣＤＨ１０基因的甲基化也存在
该基因的沉默现象，可能与其他的基因沉默机制相关。

综上，甲基化修饰可能是致 ＰＣＤＨ１０基因在多发性骨
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髓瘤中沉默的重要原因之一。

　　甲基化修饰导致的ＰＣＤＨ１０基因沉默频繁发生在
骨髓瘤细胞系和骨髓瘤患者骨髓样本中。但临床统计

分析表明，ＰＣＤＨ１０基因甲基化状态与患者年龄、性别
等基本信息未见明显统计学差异（Ｐ＞０．０５，表１），与
ＭＭ可能预后相关的因素如Ｐｌｔ、Ｈｂ、ＩＳＳ分期、血肌酐、
血清钙等分析后均未见明显统计学差异（Ｐ＞００５），
推测可能在ＭＭ发病早期ＰＣＤＨ１０甲基化已经广泛存
在，并可能与某些未发现的肿瘤致病因素相关。由于

尚未检测出对照组非肿瘤患者中ＰＣＤＨ１０基因的甲基
化［３，５］，ＰＣＤＨ１０甲基化的检测可能作为肿瘤特异性较
高的标志物应用于临床。

　　在各种恶性血液病中，ＤＮＡ甲基化修改了基因的
转录活性，是表观遗 传 学 的 主 要 分 子 发 病 机

制［１１，１４－１６］。有研究证实甲基转移酶抑制剂５氮杂胞
苷（Ａｚａ）发挥去甲基化作用，在恢复抑癌基因表达的
同时，具有启动细胞损伤机制致使细胞死亡的作用机

制［１５－１８］。５氮杂胞苷有效提高了某些患者的生存率，
可能机制是阻断了白细胞介素６（ＩＬ６）和胰岛素样生
长因子（ＩＧＦＩ）对ＭＭ细胞的生长支持，或剥离了瘤细
胞对骨髓基质干细胞的生长黏附［１９－２０］。我们有理由

相信ＰＣＤＨ１０可能成为骨髓瘤分子诊断的一个表观遗
传机制的肿瘤标志物。

志谢　感谢香港中文大学陶谦教授给予我们理论和实验的悉心指导
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