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［摘要］  背景与目的：替莫唑胺（temozolomide，TMZ）是治疗胶质母细胞瘤的唯一化疗药。O6-甲基

鸟嘌呤DNA甲基转移酶（O6-methylguanine-DNA methyltransferase，MGMT）基因启动子甲基化是评价TMZ敏
感性的唯一指标。但通过检测MGMT的甲基化程度来评估TMZ的敏感性是不够的，因为目前MGMT检测只是

定性检测，而且这种检测只能反映DNA损伤修复的一条通路，而另两条通路的修复情况却没有反映出来。方

法：该研究一方面是应用高分辨率熔解曲线（high resolution melting，HRM），对MGMT的甲基化进行定量检

测，同时应用实时荧光定量聚合酶链反应（real-time fluorescent quantitative polymerase chain reaction，RTFQ-
PCR）来探讨另外两条修复通路蛋白N-甲基化嘌呤DNA糖基化酶（N-methylpurine DNA glycosylase，MPG）

和人类烷烃羟化酶基因同系物2（alkane hydroxylase gene homolog 2，ALKBH2）的mRNA表达。将MPG和

ALKBH2的表达分为高表达和低表达。结果：结合MGMT的甲基化（阳性）和非甲基化（阴性）程度，再把

MPG和ALKBH2结合起来评估患者对TMZ的敏感性。三阳性（MGMT非甲基化，MPG阳性和ALKBH2阳性）
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　　脑胶质瘤是最常见的神经系统恶性肿瘤，

其中胶质母细胞瘤是胶质瘤中最恶性的一种，

中位生存时间仅14.6个月 ［1］。目前脑胶质瘤

的标准治疗是手术（在保护功能的情况下，尽

量全切）、同步放化疗及辅助化疗。替莫唑胺

（temozolomide，TMZ）是目前最常用的烷化剂

类化疗药物。TMZ是一种口服二代烷化剂咪唑四

嗪类衍生物，通过损伤肿瘤细胞的DNA来杀死肿

瘤。DNA损伤修复酶O6-甲基鸟嘌呤DNA甲基转

移酶（O6-methylguanine-DNA methyltransferase，

MGMT）在胶质瘤组织中的表达与肿瘤对TMZ的

敏感性相关。细胞对于DNA鸟嘌呤O6位置上烷化

基团的修复能力取决于MGMT在细胞中的表达，

而MGMT基因启动子区的甲基化状态决定MGMT

的表达。因此，检测MGMT基因启动子区的甲基

化情况，已经作为临床上评价脑胶质瘤患者对

TMZ药物敏感性的主要手段。然而临床上发现，

MGMT基因启动子区甲基化程度类似的脑胶质瘤

患者对TMZ的敏感性仍然存在一定程度的个体化

差异［2］。其原因一方面可能与甲基化的程度即

甲基化的量有一定的关系；另一方面可能是由于

MGMT不是唯一的DNA损伤修复机制。

　　TMZ引起的DNA损伤一般分为主要损伤和次

要损伤。主要损伤多发生在鸟嘌呤的O6部位和鸟

嘌呤的N7/腺嘌呤的N3位置上［3］。次要损伤主要

在腺嘌呤的N1和胞嘧啶的N3部位上（图1）。主

要损伤中的MGMT是唯一能将烷基加合物从鸟嘌

呤O6的位置上移除的蛋白，一般在突变前清除这

为化疗抵抗，两阳性为不敏感，两阴性为次敏感，三阴性（MGMT甲基化，MPG阴性和ALKBH2阴性）为最

敏感。结合8例胶质母细胞瘤患者的检测和生存期，结果与我们的判断结果相吻合，三阴性的患者生存时间最

长，三阳性的患者的生存时间最短。结论：通过定量检测MGMT同时结合MPG和ALKBH2可以更精准地判断

TMZ的敏感性。
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［Abstract］ Background and purpose: Temozolomide (TMZ) is the only drug available for the treatment 
of glioblastoma, and O6-methylguanine-DNA methyltransferase (MGMT) promotor methylation is the only gene for 
prediction of the sensitivity of TMZ in glioblastoma patients. However, detecting the status of MGMT gene methylation 
alone is not sufficient for evaluating the sensitivity to TMZ. One reason is that the current MGMT detection is 
qualitative and it is not quantitative. Another reason is that detection of MGMT gene methylation just reflects one of 
the three DNA repair pathways. The other two repair pathways are not tested. Methods: In this study, we used high 
resolution melting (HRM) analysis to qualify the methylation status of the patients’ samples, and then measured mRNA 
levels of N-methylpurine DNA glycosylase (MPG) and human alkane hydroxylase gene homolog 2 (ALKBH2) in the 
other two pathways by polymerase chain reaction (PCR). Furthermore, the expression levels of MPG and ALKBH2 
were divided into high and low expressions, respectively. Results: We found that patients with triple positive test 
results were more resistant to TMZ whereas patients with triple negative test results were more sensitive to TMZ. 
The results were consistent with the survival data. Patients with triple negative test results survived the longest, while 
patients with triple positive test results survived the shortest. Conclusion: Our results suggest that this novel method 
may predict TMZ sensitivity more precisely in glioblastoma patients.

［Key words］ Temozolomide; O6-methylguanine-DNA methyltransferase; N-methylpurine DNA glycosylase; 
Alkane hydroxylase gene homolog 2
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种加合物。MGMT主要通过不可逆的方式将烷化

基团从O6-甲基鸟嘌呤（O6-methylguanine，O6-

meG）转移到MGMT蛋白145位的半胱氨酸残基

上，从而保护细胞免受TMZ的损伤［4］。在这一

过程中，MGMT不需要辅助因子和其他蛋白质的

参与，同一蛋白既作为甲基转移酶，又作为甲

基受体蛋白。同时，MGMT蛋白反应位点与烷化

基团不可逆结合而失活，故该反应又称自杀反 

应［5］。因为在DNA复制过程中，错配修复系统

虽能识别错配的碱基对，但不能为O6-meG找到

配对碱基，因此子链DNA有缺口形成，缺口随细

胞分裂而逐渐积累，最终阻碍细胞复制启动，从

而使细胞周期停滞在G2~M期，发生细胞死亡；

还可使细胞DNA的单链或双链断裂，阻断DNA

的复制从而抑制肿瘤生长［3］。目前常规的检测

MGMT启动子甲基化的方法，甲基化聚合酶链

反应（polymerase chain reaction，PCR）只是定

性检测。主要损伤的另一个修复途径是DNA碱

基切除修复（base excision repair，BER）［6］。

BER途径有一系列催化酶，其中N-甲基化嘌呤

DNA糖基化酶（N-methylpurine DNA glycosylase，

MPG）是该途径的启动酶［7］，正常情况下仅

在细胞核中起作用，其底物包括N3-甲基腺嘌呤

（N3-methyladenine，N3-meA）和N7-甲基腺嘌

呤（N7-methylguanine，N7-meG）等。它负责识

别并将受损的碱基从DNA链上切除，留下的腺

嘌呤位点在下游其他酶的催化下，连接正确的

碱基，从而完成对DNA损伤的修复。MPG的蛋

白表达会提高BER途经的活性，使肿瘤细胞对

TMZ的敏感性降低［8-9］。另外，烷烃羟化酶基

因同系物2（alkane hydroxylase gene homolog 2，

ALKBH2）蛋白也被认为可以参与TMZ细胞毒性

的修复。ALKBH2是一种氧化脱甲基酶，它能够

直接地去除双链或单链DNA中的N1-甲基腺嘌呤

（N1-methyladenosin，N1-meA）和N3-甲基胞嘧

啶（N3-methylcytosine，N3-meC）的损伤［10］。

ALKBH2仅存在于细胞核中，通过与增殖细胞核

形成复合物，在细胞周期的S期发挥作用，即在

靠近复制叉的DNA修复过程中起重要作用。当

ALKBH2高表达时，能够增强N1-meA和N3-meC

的损伤修复，进而降低TMZ对肿瘤细胞的毒性

作用［11-12］。目前仅通过检测能够修复O6位点的

MGMT的甲基化程度，来评估对TMZ的敏感性是

不够准确的。结合国外的研究现状和前期的研

究结果，本研究拟通过联合检测修复TMZ引起的

DNA损伤的三个方面MGMT、MPG和ALKBH2，

希望能够更全面、更精准地评估TMZ的用药敏 

感性。

图 1  TMZ导致DNA损伤的部位

Fig. 1  DNA damage sites induced by TMZ

DNA damages are usually divided into major damages and minor ones. The major damages are at the sites of O6-meG and N3-meA/ N7-meG. The 
minor damages are at the sites of N1-meA and N3-meC. MGMT directly repairs the damage at the site of O6-meG. MPG repairs the damage at the sites 
of N3-meA and N7-meG through BER. ALKBH2 directly repairs the damage at the sites of N1-meA and N3-meC
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1  材料和方法

1.1  样本的收集

　　选取近3年收集的脑胶质瘤样本8例，入组

条件：病理学确认样本为世界卫生组织（World 

Health Organization，WHO）Ⅳ级胶质母细胞瘤，

样本来源患者均接受手术及术后同步放化疗（60 

Gy，2 Gy/次，共30次，化疗同步75 mg/m2），再加

5/28化疗方案（28 d给5 d药150 mg/m2）6个周期。

1.2  样本DNA的提取

　 　 取 3  m m × 3  m m 组 织 块 样 本 ， 放 入 2  m L 

Eppendorf管，使用AxyPrep基因组DNA小量制备

试剂盒，按照试剂盒说明书进行DNA提取。

1.3  样本DNA重亚硫酸盐处理及纯化

　　取适量提取的样本DNA，使用EpiTectPlus 

DNA Bisulfite Kit试剂盒，按照试剂盒说明书进行

DNA重亚硫酸盐处理及纯化。

1.4  采用高分辨率熔解曲线（high resolution 

melting，HRM）的方法检测样本MGMT的甲基化

　　首先根据引物序列5’-GGATATGTTGGGA 
TAGTT-3’和5’-CCCAAACACTCACCAAAT-3’
设计引物。再将装有引物干粉的离心管短暂离

心，加入相应的蒸馏水溶解为100 µmol/L，涡

旋混匀，短暂离心，保存于-20 ℃，避免反复

冻融。将溶解后的引物稀释为10 µmol/L，并分

装保存于-20 ℃，避免反复冻融。将所有DNA

模板稀释至均一浓度20 ng/µL。准备好所需要

的引物和处理后的DNA和HRM试剂（Precision 

Melt Supermix购自美国BioRad公司）和双蒸馏

水。计算所需要的引物总量、反应混合液总量

和水的总量。将引物与反应混合液、双蒸馏水

按所需量加入同一离心管中。涡旋离心，将混

合液按等量分别加至8联管或96孔板中。加入

等量的模板至反应混合液中，然后离心，去掉

液体中的气泡并使液体集中于管底部，放置于

实时荧光定量PCR（real-time fluorescent quantitative 

PCR，RTFQ-PCR）仪中。反应体系：HRM试剂

7.5 µL；引物2×0.6 µL，终浓度为400 nmol/L（每

个引物）；双蒸馏水5.3  µL；处理后的DNA  

1 μL，20 ng，总体积15.0 µL。反应程序设置：

起始DNA变性95 ℃，2 min，1个循环。变性 

95 ℃，10 s；退火/延长60 ℃，30 s，45个循环；

异源双链形成，95 ℃，30 s，1个循环；60 ℃， 

30 s，1个循环；HRM和读盘65~92 ℃（每步升温 

0.1 ℃）每步10 s，1个循环。设置反应孔的引

物模板等信息，然后运行程序。应用BioRad 

Precision Melt Analysis软件进行结果分析。

1.5  样本RNA提取

　　取50~100 mg组织，置于1.5 mL离心管中，

加入1 mL TRIzol充分匀浆，室温静置5 min。

加入0.2 mL氯仿（1∶5），手动颠倒混匀15 s

（30次），室温静置3 min。在4 ℃离心机中

（13 000×g）离心15 min。样品通常分3层：

下层（红色有机相）、中间层和上层（无色水

相）。RNA主要在水相中，把上层（约600 µL）

转 移 到 新 管 中 。 加 入 等 体 积 的 异 丙 醇 ， 再 将

管中液体上下颠倒混匀，在室温下静置10 min

或在-20 ℃放置20~30 min。然后在4 ℃离心机

（13 000×g）中离心15 min，弃上清液。加入 

500 µL 75%的无水乙醇［加入适量的焦碳酸二乙

酯（diethylpyrocarbonate，DEPC）处理过的水配

制］，轻轻洗涤沉淀（每使用1 mL TRLzol至少加

500 μL无水乙醇）。在4 ℃离心机（7 500×g）中

离心5 min，弃上清液，晾干。加入适量DEPC处

理水溶解（20~30 µL）。

1.6  样本RNA反转录

　　将样本提取好的RNA，按照PrimeScript™ RT 
Reagent Kit（日本Takara公司）试剂盒说明书进行反

转录。

1.7  RTFQ-PCR检测MPG和ALKBH2 mRNA的
表达

　 　 M P G 的 正 向 引 物 序 列 为 5 ’ - G T C C TA G 
T C C G G C G A C T T C C - 3 ’ ， 反 向 引 物 序 列 为

5’ -CTTGTCTGGGCAGGCCCTTTGC-3’。

ALKBH2的正向引物序列为5’-GCTGGGCTGAC 
CTACACATT-3’，反向引物序列为5’-TGCCGG 
AAGACAAAGTCTCT-3’。用于扩增内参磷

酸甘油醛脱氢酶（glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase，GAPDH）基因的正向引物序列

为5’-AGATCATCAGCAATGCCTCCT-3’，反向引

物序列为5’-GGTCATGAGTCCTTCCACGA-3’。

张　雷，等  评价替莫唑胺对脑胶质瘤治疗敏感性的新方法



《中国癌症杂志》2018年第28卷第9期 661

将iTaq Universal SYBR Green Supermix及其他反

应试剂室温解冻，充分混合，瞬时离心后放在冰

上避光备用。在冰上准备足够量的反应混合液

（包括iTaq Universal SYBR Green Supermix、水

及引物），按不同引物分成若干管。具体量：

反应混合液量SYBR Green Mix 5 μL；引物：2× 

0.25 µL，终浓度为250 nmol/L；DNA模版： 

1 µL，50 ng~50 pg；水：3.5 µL；总体积共 

10 µL。彻底混匀反应混合液，按事先设计好的

位置加入到8联管或孔板中。使用校准过的移液

枪，以确保分析精密准确。按事先设计好的位

置加入DNA模板，盖好盖子。充分混合，瞬时离

心，将整个反应体系收集到管底部。将8联管或

孔板放入仪器（CFX-connect系统），注意位置

要与设计的一致，盖好仪器盖。运行仪器按操作

软件设置各孔信息。热循环反应参数：酶激活和

DNA预变性参数为95 ℃，3 min；扩增变性参数

为95 ℃，5 s；退火，延伸和读板参数为60 ℃，

30 s；40个循环。溶解曲线：65~95 ℃每步升温 

0.5 ℃。应用CFX-Manager分析软件进行结果 

分析。

1.8  统计学处理

　　应用SPSS 20.0软件进行统计学分析，分析

MGMT甲基化、MPG和ALKBH2 mRNA表达与

TMZ药物敏感性的相关性。用GraphPad Prism软

件分析胶质瘤患者的生存曲线。

2  结　　果

2.1  胶质瘤患者的MGMT基因甲基化水平

　　为明确MGMT启动子甲基化程度的定量，

我们应用HRM的方法对8例的胶质母细胞瘤的患

者标本的MGMT启动子甲基化进行定量检测。

发现4例（50%）标本无甲基化（阴性），4例

（50%）标本有甲基化（阳性），但甲基化的程

度或量明显不同，最高37%，最低7%左右（表

1，图2）。
表 1  MGMT甲基化的结果

Tab. 1  The results of MGMT promotor methylation

Samples MGMT promotor methylation

1 unmethylated (positive)

2 unmethylated (positive)

3 unmethylated (positive)

4 methylated (negative)

5 methylated (negative)

6 methylated (negative)

7 methylated (negative)

8 unmethylated (positive)

The unmethylated (positive) MGMT promotors are shown in samples (1, 

2, 3 and 8) and the methylated (negative) MGMT promotors are shown 

in samples (4, 5, 6 and 7)

图 2  MGMT甲基化的定量分析

Fig. 2  Quantitative analysis of MGMT promotor methylation

The HRM analysis method was used to analyze the methylation status of MGMT promotor in the eight samples of glioblastoma patients quantitatively. 
A: The standard curve of HRM analysis. This curve reflected its percentage deviation according to the relative fluorescent differences of each sample. 
The 0% difference means methylation was negative. Samples (P1, P2, P3 and P8) showed 0% difference and it means that there was no methylation 
of the MGMT promotor in each sample. B, C, D: Samples (P4, P5 and P6) were located within 5%-15% range indicating their MGMT promotors were 
methylated mildly. E: Sample 7 was located within 25.0%-37.5% indicating its MGMT promotor was highly methylated
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2.2  胶质瘤患者的MPG mRNA的表达

　　为检测MPG mRNA在脑胶质瘤患者组织中的

表达，我们进一步应用RTFQ-PCR进行检测。发

现MPG mRNA的表达在不同的肿瘤中的表达不

同。我们将正常脑组织的GAPDH表达设为1，然

后将各个肿瘤的MPG mRNA与GAPDH相除，平

均最高表达为10。5以上为阳性表达，5以下为阴

性表达。

2.3  胶质瘤患者的ALKBH2 mRNA表达

　　进一步应用RTFQ-PCR检测ALKBH2 mRNA

张　雷，等  评价替莫唑胺对脑胶质瘤治疗敏感性的新方法

图 3  MPG mRNA的表达

Fig. 3  The expression of MPG mRNA

The quantitative PCR was used to measure the expression of MPG 
mRNA in eight glioblastoma samples. The GAPDH of normal brain 
was suggested as one, and each sample was divided by its own GAPDH 
value. The bar graphs were made according to the divided results. The 
value 10 was indicated as the highest of expression. The value above 
5 means the expression was positive, and the value below 5 means the 
expression was negative. MPG expression were negative in samples (P1, 
P3, P6 and P8), and MPG expression were positive in samples (P2, P4, 
P5 and P7)

图 4  ALKBH2 mRNA的表达

Fig. 4  The expression of ALKBH2 mRNA

The quantitative PCR was used to measure the expression of ALKBH2 
mRNA in glioblastoma samples. The GAPDH of normal brain was 
suggested as one, and each sample was divided by its own GAPDH 
value. The bar graphs were made according to the divided results. The 
value 5 was indicated as the highest of expression. The value above 2.5 
means the expression was positive, and the value below 2.5 means the 
expression was negative. ALKBH2 expression were negative in samples 
(P5, P6 and P8), and  ALKBH2 expression were positive in samples (P1, 
P2, P3, P4 and P7)

图 5  三阳性和三阴性患者的生存曲线

Fig. 5  The survival curves of triple positive and triple negative 

patients

The blue curve was the survival time of the triple negative patient (P6), 
and it was around 600 d. The red curve was the survival time of the 
triple positive patient (P2), and it was around 300 d

表 2  TMZ敏感性结果

Tab. 2  The results of TMZ sensitivity

Patient MGMT MPG ALKBH2 Sensitivity

7 Negative Positive Positive Not sensitive

6 Negative Negative Negative The highest sensitive

4 Negative Positive Positive Not sensitive

5 Negative Positive Negative The lower sensitive

1 Positive Negative Positive Not sensitive

2 Positive Positive Positive The highest resistant

3 Positive Negative Positive Not sensitive

8 Positive Negative Negative The lower sensitive

Results of patient 6 (triple negative) indicated it was the highest 
sensitive one to TMZ. Results of patient 2 (triple positive) indicated  he 
had the highest level of resistance to TMZ. Results of patients (1, 3, 4 
and 7) indicated they were not sensitive to TMZ, and patients (5 and 8) 
were lower sensitive to TMZ

的表达。发现在不同的肿瘤中ALKBH2 mRNA

的表达也不同。我们将正常脑组织的GAPDH表

达设为1，然后将各个肿瘤的ALKBH2 mRNA与

GAPDH相除，平均最高表达为5。2.5以上为阳性

表达，2.5以下为阴性表达。

2.4  胶质瘤患者的生存曲线

　　随访了8例患者，根据他们的生存时间绘制

了三阳性（化疗抵抗）和三阴性（最敏感）患者

的生存曲线，发现三阴性患者的生存时间明显长

于三阳性的患者（图3~5，表2）。
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3  讨　　论

　　本研究应用HRM对8例胶质母细胞瘤患者

标本的MGMT启动子甲基化进行定量检测，发

现4例标本无甲基化（阴性），4例有甲基化

（阳性），但甲基化的程度或量明显不同，最

高37%，最低7%左右。Hegi等［13］曾经报道，

MGMT基因沉默提示用TMZ治疗胶质母细胞瘤有

效。胶质母细胞瘤MGMT启动子甲基化比非甲

基化的患者预后好［14］。Yamashita等［15］最近报

道，HRM比甲基化PCR更加敏感、更加优越，可

以作为一种检测MGMT甲基化的替代方法，与本

研究结果一致。

　　但由于MGMT甲基化程度主要反映在鸟嘌呤

的O6部位的修复情况，而其他部位如鸟嘌呤的

N7、腺嘌呤的N3、腺嘌呤的N1和胞嘧啶的N3部位

的修复情况却还没有反映。Agnihotri等［16］报道

了高表达MPG会诱导TMZ耐药，且与不良预后

相关。Xipell等［17］又报道了内质网应激诱导药

物可通过降低MPG的表达使化疗药TMZ更加敏

感。另外，Johannessen等［18］报道在脑胶质瘤细

胞中另一个DNA修复蛋白ALKBH2与TMZ的药物

抵抗有关。同时致癌代谢产物D-羟基戊酸酯可抑

制ALKBH表达，而使异柠檬酸脱氢酶（isocitrate 

dehydrogenase，IDH）突变的细胞对烷基类化疗

药更敏感［19］。Wilson等［20］也报道针对ALKBH2
的荧光探针可用来检测DNA损伤的修复和药物

的耐药情况。本研究进一步应用RTFQ-PCR检测

MPG和ALKBH2 mRNA的表达，发现在不同的肿

瘤中的MPG和ALKBH2的mRNA表达也不同。

　　本研究将MPG的表达分为高表达（5以上为

阳性）和低表达（5以下为阴性）。ALKBH2的表

达分为高表达（2.5以上为阳性）和低表达（2.5

以下为阴性）。根据检测的结果，三阳性为化疗

抵抗（12.5%，n=1），两阳性为不敏感（50%，

n=4）；三阴性为最敏感（12.5%，n=1），两阴

性为次敏感（25%，n=2）。结合患者的生存时

间，正好与我们的判断结果相吻合，三阴性的患

者生存时间最长，三阳性的患者生存时间最短。

本项目的不足是患者例数太少，将来需要更多的

例数来进一步证实我们的结论。

　　综上所述，通过检测定量MGMT同时结

合MPG和ALKBH2可以更精准地判断TMZ的敏 

感性。
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