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　　［摘要］　目的：探讨ＶＥＧＦ－Ｂ基因启动子在鼻息肉中甲基化状态。方法：应用 ＭＳ－ＰＣＲ检测２８例实验组鼻

息肉组织和１２例对照组正常组织ＶＥＧＦ－Ｂ基因启动子甲基化状态，并对 ＭＳ－ＰＣＲ产物进行测序。结果：ＶＥＧＦ－
Ｂ启动子甲基化在２８例鼻息肉中有９例阳性，１９例 阴 性；在１２例 对 照 组 织 中８例 阳 性，４例 阴 性。鼻 息 肉 组 织

和对照组织中ＶＥＧＦ－Ｂ基因启动子甲基化阳性率的差异有统计学意义（χ
２＝４．０９６，Ｐ＜０．０５）。ＭＳ－ＰＣＲ产物测序

结果表明鼻息肉中存在ＶＥＧＦ－Ｂ基因启动子甲基化修饰。结论：鼻息肉中ＶＥＧＦ－Ｂ基因启动子可能存在低甲基化

状态。推测鼻息肉ＶＥＧＦ－Ｂ基因甲基化调控着ＶＥＧＦ－Ｂ的表达，在鼻息肉的发生机制中占有重要地位。
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　　鼻息肉是耳鼻咽喉科常见疾病，本质上是鼻黏

膜的慢性持续性炎症，鼻息肉的发生与多种因素有

关。近 年 来，学 者 们 发 现 ＶＥＧＦ－Ｂ在 鼻 息 肉 中 表

达较高，ＶＥＧＦ－Ｂ具有较强的促进血管内皮细胞分

裂增生的能力，可强烈而特异性地促使血管内皮细

胞分裂增殖，增加血管的通透性，并且能 增 强 毛 细

血管的通透性而促进血管新生〔１〕，因此可能在鼻息

肉塑型改 造 过 程 中 起 重 要 作 用，但 是 ＶＥＧＦ－Ｂ基

因在鼻息肉中升高的表达机制并不清楚。ＤＮＡ基

因甲基化是调节基因表达的一个重要机制，有报道

ＶＥＧＦ－Ｂ基因甲基化 可 能 是 其 在 某 些 组 织 中 的 调

控方式〔２〕，但是在鼻息肉中其基因甲基化状态并无

报道，我们通 过 甲 基 化 特 异 性 聚 合 酶 链 反 应（ＭＳ－
ＰＣＲ）及基因 测 序 的 方 法，研 究 鼻 息 肉 中 ＶＥＧＦ－Ｂ
基因启动子甲基化状态。

１　材料与方法

１．１　研究对象

实验组２８例鼻 息 肉 标 本（男１５例，女１３例；
年龄２４～７０岁，平均４６．１岁），均 来 自 初 次 行 鼻 息

肉切除术的 患 者（术 后 病 理 证 实），诊 断 标 准 参 照

２０１２年昆 明ＣＲＳ指 南，排 除 肿 瘤、免 疫 缺 陷 及 其

他严重全身性疾病；对照组为鼻中隔偏曲患者的正

常下鼻 甲 黏 膜 组 织１２例（男７例，女５例；年 龄

２０～５５岁，平均３６．３岁），均来 自２０１０－２０１２年 期

间在中国医科大学附属盛京医院耳鼻咽喉科 手 术

切除的标本，－８０℃保存。

１．２　主要试剂及仪器

硫化处理试 剂 盒（ＺＹＭＯ　Ｄ５００５），ＤＮＡ提 取

试剂盒（Ｔａｋａｒａ　Ｄ８２４），ＭＳ－ＰＣＲ试 剂 盒（Ｔａｋａｒａ
ＤＲ１１０），引物（Ｔａｋａｒａ），２％的琼脂糖凝胶，紫外分

光光度计，ＰＣＲ扩增仪，电泳仪，凝胶成像系统。

１．３　研究方法

１．３．１　ＤＮＡ提 取　按 照 Ｔａｋａｒａ　Ｄ８２４步 骤 从 组

织中提取总ＤＮＡ。提取的ＤＮＡ用紫外分光光度

计测定其浓度及纯度。
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第１９期 谭海燕，等．鼻息肉ＶＥＧＦ－Ｂ基因启动子甲基化研究

１．３．２　引物设计与合成　Ｍｅｔｈ　Ｐｒｉｍｅｒ软件在线设

计引物，引物由宝生物工程（大连）有限公司合成甲基

化引物和非甲基化引物。甲基化上游引物：５′－ＡＣＧＧ－
ＴＴＡＧＧＧＴＡＧＣＧＧＴＡＧＴＣ－３′，下游引物：５′－ＡＣＣＧＡ－
ＡＣＡＣＧＡＡＣＴＣＴＡＣＧＡＡ－３′；非甲基化上游引物：５′－
ＡＡＴＧＧＴＴＡＧＧＧＴＡＧＴＧＧＴＡＧＴＴＧＴ －３′，下 游 引

物：５′－ＡＡＡＡＡＣＣＡＡＡＣＡＣＡＡＡＣＴＣＴＡＣＡＡＡ－３′。

１．３．３　ＤＮＡ甲 基 化 修 饰　根 据 总 ＤＮＡ浓 度 不

同，按照ＺＹＭＯ硫 化 修 饰 说 明 书 对 总ＤＮＡ进 行

硫化处理，其目的是将ＤＮＡ序列中未甲基化的胞

嘧啶完全转化为尿嘧啶，而甲基化的５－甲基胞嘧啶

保持 不 变。制 备 好 的 ＤＮＡ 放 置 于－２０℃备 用。
每次 制 备 的 ＤＮＡ 范 围 在５００ｐｇ～２μｇ，最 佳 量

２００～５００ｎｇ。

１．３．４　ＭＳ－ＰＣＲ　以 去 离 子 水 为 空 白 对 照，用 硫

化处理后的基因组ＤＮＡ 为阳性对照。ＭＳＰ反应

体系为２５μｌ，ＴａＫａＲａ　ＥｐｉＴａｐ　ＨＳ　０．１２５μｌ，１０×
ＥｐｉＴａｐ　ＰＣＲ　Ｂｕｆｆｅｒ　２．５μｌ，２５ｍｍｏｌ／Ｌ　ＭｇＣｌ２
２．５μｌ，ｄＮＴＰ　Ｍｉｘｔｕｒｅ　３μｌ，硫 化 处 理 后 的 ＤＮＡ
２μｌ，上下引物各１μｌ，去离子水１２．８７５μｌ。其反应

条件：９５℃预 变 性５ｍｉｎ；９４℃变 性３０ｓ，５８℃退

３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共３５个循环；７２℃终延伸产物

４ｍｉｎ结束。

１．３．５　电泳　ＰＣＲ反 应 结 束 后，取５μｌ的 样 品 加

入１μｌ　６×Ｌｏａｄｉｎｇ　Ｂｕｆｆｅｒ后进行２％琼 脂 糖 凝 胶

电泳，凝胶成像仪观察结果。

１．３．６　测 序　将 ＭＳ－ＰＣＲ扩 增 产 物 送 往 北 京 六

和华大基因科技股份有限公司进行测序。

１．４　统计学分析

采用ＳＰＳＳ　１７．０软件分析。对鼻息 肉 组 织 及

对照组织的ＶＥＧＦ－Ｂ启动子甲基化阳性分布进行

χ
２ 检验。

２　结果

２．１　鼻息肉组织及对照组织的ＶＥＧＦ－Ｂ启动子甲

基化检测结果

ＶＥＧＦ－Ｂ启动子甲基化在２８例鼻息肉中有９
例阳性，１９例阴性；在１２例对照组织中８例阳性，

４例阴性。鼻 息 肉 组 和 对 照 组 比 较 差 异 有 统 计 学

意义（χ
２＝４．０９６，Ｐ＜０．０５），见图１。

　　Ｃａｓｅ１和 Ｃａｓｅ３：鼻 息 肉 无 甲 基 化；Ｃａｓｅ２和Ｃａｓｅ４：鼻

息肉甲基化阳性；Ｃａｓｅ５：正常组织甲基化阳性。

图１　ＶＥＧＦ－Ｂ基因启动子甲基化状态

２．２　ＭＳ－ＰＣＲ产物测序

对鼻 息 肉 及 鼻 腔 黏 膜 组 织 的 ＭＳ－ＰＣＲ进 行

ＤＮＡ测序，启 动 子 呈 非 甲 基 化 状 态 的 组 织，ＰＣＲ
产物 中ＣｐＧ岛 内 胞 嘧 啶 已 经 完 全 转 化 为 尿 嘧 啶

（图２）：启动子呈甲基化状态的组织，其ＰＣＲ产物

中ＣｐＧ岛内胞嘧 啶 保 持 不 变 未 转 化 为 尿 嘧 啶（图

３）。

　　非甲基化引物扩增的ＰＣＲ产物中ＣｐＧ岛 内 胞 嘧 啶 已

经完全转化为尿嘧啶（箭头所示）。

图２　甲基化阴性测序

　　甲基化引物扩增的ＰＣＲ产物中ＣｐＧ岛内 胞 嘧 啶 保 持

不变未转化为尿嘧啶。

图３　甲基化阳性测序

３　讨论

研究发现血管内皮生长因 子 家 族 与 鼻 息 肉 形

成 密 切 相 关，其 家 族 包 括：ＶＥＧＦ－Ａ、ＶＥＧＦ－Ｂ、

ＶＥＧＦ－Ｃ、ＶＥＧＦ－Ｄ、ＶＥＧＦ－Ｅ、胎 盘 生 长 因 子 和

ＶＥＧＦ－Ｆ等７个 成 员 以 及 各 自 的 变 位 剪 切 体〔３－４〕。

ＶＥＧＦ－Ｂ是 近 年 被 发 现 的 ＶＥＧＦ家 族 的 新 成 员，
广泛存在于各种组织中，如内皮细胞、褐色脂肪、皮
肤、肺、胎 盘、视 网 膜 等，位 于１１号 染 色 体ｑ１３〔５〕。

ＶＥＧＦ－Ｂ以同源二 聚 体 形 式 与 内 皮 细 胞 表 面 的 血

管内皮生长因 子 受 体ｌ结 合 而 发 挥 促 进 血 管 生 成

的生物学作用。通过激活ＦＬＴ－１上调尿激酶型纤

溶酶原激活物及纤溶酶原激活物抑制因子－１，提示

ＶＥＧＦ－Ｂ在内皮细胞迁移和基质重构中起作用〔６〕。
动物实验 研 究 表 明 ＶＥＧＦ－Ｂ能 促 进 血 管 生 成，可

能与激活内皮细胞 一 氧 化 氮 合 成 酶 有 关。ＶＥＧＦ－
Ｂ还 可 与 ＶＥＧＦ－Ａ 形 成 异 源 二 聚 体，从 而 影 响

ＶＥＧＦ－Ａ的生物学活性。鼻息肉组织特征为间质

高度水肿、血管增生扩张。ＶＥＧＦ又称血管通透因

子，同时是一种高度特异的血管内皮细胞有丝分裂

素〔７〕，可引起息肉组织 高 度 水 肿，同 时 促 进 息 肉 组

织内的血 管 增 殖 和 炎 性 细 胞 聚 积 等。ＶＥＧＦ－Ｂ作

为ＶＥＧＦ成 员 之 一，在 鼻 息 肉 中 的 表 达 及 意 义 目
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前尚无报道。前期我们通过基因芯片筛 查 发 现 鼻

息肉中存在ＶＥＧＦ－Ｂ调控，并通过Ｒｅａｌ　Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ
认证 ＶＥＧＦＢ　ｍＲＮＡ在 鼻 息 肉 中 存 在 高 表 达，但

其在鼻息肉中的调控机制目前尚未明确。
近年随着对表观遗传学的研究，人们认识到遗

传和环境是密切相关的２个因素，由于人类遗传背

景短期内不可能发生明显变化，表观遗传修饰在环

境和遗传因素之间起到重要的调控作 用。表 观 遗

传学 主 要 研 究 没 有ＤＮＡ序 列 变 化 并 且 可 以 遗 传

的基因表达改变，能在发育和细胞增殖过程中形成

稳定的遗传信息，属于非孟德尔遗传规律的核内遗

传，和ＤＮＡ序列改变不同的是表观遗传的改变是

可逆的〔８〕。ＤＮＡ甲基化是表观遗传学机制的重要

组成部 分 之 一，指 在ＤＮＡ甲 基 转 移 酶 作 用 下，以

ｓ－腺苷甲硫氨酸作为供体，将活化的甲基基团引入

ＤＮＡ链，在基因组ＣｐＧ二核苷酸的胞嘧啶５＇碳位

共价结合－甲基基团，形成５－甲基胞嘧啶，构成甲基

化的ＣｐＧ从而阻碍转录因子与启动子的结合影响

基因转录〔９〕。研 究 发 现 ＤＮＡ甲 基 化 对 哮 喘 的 辅

助Ｔ细胞（Ｔｈ１／Ｔｈ２）功能失衡具有极其重要的作

用。ＩＬ－４、ＩＦＮ－γ等基因甲基化在依赖于细胞因子

刺激、信号传导和转录激活因子（ＳＴＡＴ）刺激下影

响着Ｔｈ２分化，从而 影 响 哮 喘 发 病〔１０〕。鼻 息 肉 与

哮喘有着密切联系，“一个气道，一个炎症”形象 地

概括２种疾病的一致性和相关性。本实 验 中 通 过

ＭＳ－ＰＣＲ对 实 验 组 及 对 照 组 中 的 ＶＥＧＦＢ启 动 子

甲基化状态检测，发现对照组中甲基化阳性率高于

实 验 组，差 异 有 统 计 学 意 义 （χ
２ ＝４．０９６，Ｐ＜

０．０５）。这证 实 了 鼻 息 肉 中 存 在 着 基 因 甲 基 化 调

控。通过基因 测 序 进 一 步 发 现 鼻 息 肉 中 ＶＥＧＦ－Ｂ
基因启动子甲基化，并且呈低甲基化状态。

ＶＥＧＦ－Ｂ基因甲 基 化 修 饰 影 响 鼻 息 肉 发 病 的

详细机制目前还不清楚。研究发现鼻息 肉 患 者 转

录 激 活 因 子 ３（ＳＴＡＴ３）和 转 录 激 活 因 子 ６
（ＳＴＡＴ６）的 表 达 显 著 高 于 对 照 组（正 常 下 鼻 甲

组）〔１１〕。ＳＴＡＴ是 在 多 种 细 胞 因 子 和 生 长 因 子 与

相应受体结合后，激活ＪＡＫ等酪氨酸激酶，从而被

其磷 酸 化，然 后 形 成 二 聚 体，再 转 位 至 核 中，与

ＤＮＡ上的靶基因结合，激活靶基因的转录〔１２〕。学

者们 研 究 发 现 ＳＴＡＴ３蛋 白（即 ＳＴＡＴ３Ｂ，一 种

ＳＴＡＴ３的突 变 形 式，可 抑 制ＳＴＡＴ３的 活 性）及

ＳＴＡＴ３反 义 寡 核 苷 酸 阻 断ＳＴＡＴ３的 信 号 转 导，
均可下 调 ＶＥＧＦ的 表 达，同 时 通 过 染 色 质 免 疫 沉

淀检测，发现Ｐ－ＳＴＡＴ３蛋白在体内结合于ＶＥＧＦ
的启动子并影响其活性，阻断ＳＴＡＴ３的信号转导

可下 调 ＶＥＧＦ 的 表 达，使 鼻 息 肉 的 生 长 减 慢。
ＳＴＡＴ６是 Ｔｈ２分 化 的 特 异 性 转 录 因 子，可 促 进

Ｔｈ２细 胞 增 殖 和 产 生ＩＬ－４、ＩＬ－１３等 Ｔｈ２细 胞 因

子，使Ｔｈｌ／Ｔｈ２比例失衡，调 节Ｔｈ２优 势 应 答，从

而导致局部Ｔｈ２细胞因子高表达，促进Ｂ细 胞 分

化和ＩｇＥ的 类 型 转 换，以 及 ＥＯＳ聚 集 等 炎 症 反

应〔１３〕。维持基因位点的表观遗传修饰依赖于细胞

因子刺激、信号传导和转录激活因子刺激。在有关

哮喘表观遗传学研究中发现ＳＴＡＴ可促进某些基

因位点组蛋 白 乙 酰 化 和ＤＮＡ甲 基 化〔１４〕。转 录 激

活因子在鼻息肉发病机制中起着重要的作用，尤其

发现ＳＴＡＴ３与鼻 息 肉 中 ＶＥＧＦ表 达 有 着 密 切 的

关系，推测在鼻息肉中ＳＴＡＴ可 促 进 ＶＥＧＦ－Ｂ基

因位点组 蛋 白 乙 酰 化 和 启 动 子 甲 基 化，从 而 调 控

ＶＥＧＦＢ的表达，影响鼻息肉的发病。
本实验还发现同一患者中 鼻 息 肉 组 织 基 因 启

动子呈无甲基化状态，而在正常黏膜中呈低甲基化

状态。前 期 我 们 已 通 过 基 因 芯 片 筛 查 及 Ｒｅａｌ
Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ认证发现ＶＥＧＦ－Ｂ　ｍＲＮＡ在鼻息肉中

存在高表达，对照正常黏膜中低表达。由此推测基

因启动子甲基化从转录水平影响到ｍＲＮＡ的转录

效率。但由于样本量小，本实验中可能存在着偶然

性，我们将 进 一 步 完 善 大 样 本 Ｒｅａｌ　Ｔｉｍｅ　ＰＣＲ验

证鼻息肉中是 否 有 ＶＥＧＦ－Ｂ　ｍＲＮＡ高 表 达；应 用

Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔｔｉｎｇ实 验 观 察 鼻 息 肉 中 ＶＥＧＦ－Ｂ蛋

白表达情 况；从 而 进 一 步 研 究 鼻 息 肉 中 ＶＥＧＦ－Ｂ
基因启动子甲基化状态，其 ｍＲＮＡ和 蛋 白 表 达 情

况，为深入研究鼻息肉的病理机制提供了新的机制

及理论基础。本研究仅仅提供了ＶＥＧＦ－Ｂ及启动

子甲基化修饰参与了鼻息肉发病的客观依据，但有

关其参与的具体机制以及与其他基因和细胞 因 子

的关系有待进一步探索。
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