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Abstract 
Receptor for advanced glycation end products (RAGE) has been shown to play an important role in 
signal transduction in a variety of inflammation-related diseases. Recently, we found an individual 
difference of methylation in a CpG-island located in the promoter region of RAGE gene. It has been 
proved that hypermethylation of promoter region may affect the transcription process of genes. 
Therefore, this study intends to explore the influence of methylation in promoter region of RAGE 
gene on its transcription level and the correlation between methylation and UC risk through a case 
control study. Studies have found that the methylation level of RAGE promoter region is closely 
related to its transcription level, and the methylation status of RAGE promoter region may be play 
an important role in regulating the transcription of RAGE genes. Our research opens up a new en-
try point for further understanding the pathogenesis of UC, and provides a theoretical basis for 
accurate prediction of personalized UC risk. 
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摘  要 

末端糖基化终末产物受体基因(RAGE)被证实在多种炎症相关疾病中发挥重要的信号传导作用。最近我们

在溃疡性结肠炎(UC)组织样本中发现在RAGE基因启动子区存在一个富含CpG的区域甲基化存在个体差

异现象。启动子区高甲基化可能会影响基因的转录过程，因此本研究拟通过病例对照探索RAGE基因启动

子区甲基化对其转录水平的影响极其甲基化与UC风险的相关性。研究发现启动子区甲基化程度与转录水

平密切相关，该区域可能是调控RAGE基因转录的关键部位。我们的研究为进一步理解UC病变机理开辟

新的切入点，同时为UC个性化风险精准预测提供理论基础。 
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1. 引言 

溃疡性结肠炎(Ulcerative colitis, UC)是炎症性肠病(Inflammatory Bowel Disease, IBD)的一种。目前认

为主要的病因是遗传因素以及环境因素导致的肠道免疫反应紊乱的结果[1]。UC 患者长期持续的炎症反

应被认为有进一步癌变的风险[2] [3]。罹患 UC 达到 20 年的患者其结直肠癌的风险增加 5%~10%，罹患

UC 大于 30 年则该风险增加到 10%~30% [4] [5]。 
UC 最主要的表现特征为慢性非特异性炎症反应。末端糖基化终末产物受体(receptor for advanced gly-

cation end products, RAGE)是免疫球蛋白细胞表面分子超家族的一员。它是一个多配体的受体蛋白，可以与

钙粒蛋白家族成员(例如 S100A12 和 S100B)，高迁移率族蛋白 B1 (HMGB1)，末端糖基化终末产物(AGE)
以及 β样淀粉肽(Aβ)等配体相互识别并引起一系列的细胞内信号传递过程最终传递并放大细胞炎症信号[6] 
[7]。RAGE 被报道与多种炎症相关病变(例如糖尿病，关节炎，神经退行性疾病甚至癌变等)密切相关[8] [9] 
[10] [11]。通常 RAGE 主要在肺部表达而在肠道上皮组织中表达量比较低。但是在炎症过程中其表达量在

内皮细胞，上皮细胞以及淋巴细胞中均呈现显著上调。动物模型中发现敲除 RAGE 基因后的小鼠可以来先

天性免疫系统保护小鼠抵抗脓毒症。同时给与抗 RAGE 抗体干预动物模型发现大大减少多菌性脓毒症的盲

肠结扎穿刺模型的致死率[8]。近期研究表明在炎症性肠病(IBD)患者的肠道上皮组织中 RAGE 显著上调表

达[12]，而且 RAGE 抗体在小鼠 IBD 模型中可以显著减弱结肠炎症[13]。总之，这些发现提示 RAGE 基因

可能在调节 IBD 过程的炎症反应中具有重要的作用，这就使得其成为 IBD 潜在的风险生物标记。 
研究发现 DNA 的甲基化可能会影响基因的表达和活性，越来越多的研究表明启动子区甲基化与基因

表达活性存在反向相互作用机制[14]-[21]。研究发现在人类基因组中高达 3%~6%的胞嘧啶存在甲基化现

象，甲基化成为影响基因表达的重要因素[21]。目前很多研究表明肿瘤抑制基因启动子区域内 CpG 岛异

常甲基化导致多种肿瘤发生[22] [23]。RUNX3，MINT1 和 COX-2 的启动子甲基化也被证实是 UC 患者结

肠直肠异型增生的生物标志物[24]。 
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虽然研究证实 RAGE 基因与 UC 的炎症反应过程密切相关[12] [13]。我们前期实验发现 RAGE 基因中

的一个多态性位点(G82S)和 UC 风险直接密切相关[25]。但是目前为止，鲜有研究报道 RAGE 基因启动子

区甲基化和 UC 风险的相关性。我们最近研究发现在 RAGE 基因启动子区存在一个富含 CpG 的区域存在

个体甲基化差异现象。本研究拟探索 RAGE 基因启动子区甲基化与其转录水平的关系并分析其与 UC 风

险的相关性。 

2. 材料与方法 

实验样本收集与 DNA 处理 
在广东医科大学附属医院消化科诊断为 UC 住院病例，收集通过肠镜检查用活检钳取结肠组织样本

共计 60 例(32 例男性，28 例女性)；UC 的诊断标准采用常规的临床、内镜、组织学标准诊断确定为 UC
活动期患者，同时排除其他炎性疾病。另外在广东医科大学附属医院体检中心收集健康体检人员肠镜检

查病例结肠组织样本 60 例(36 例男性，24 例女性)，健康对照组要求无肠炎症状，无恶性史，无 IBD 个

人或家族病史。UC 病例与健康对照个体民族相互匹配，年龄无显著差异。所有参与提供样本的病人全部

签署知情同意书，并且由广东医科大学附属医院伦理委员会审批通过。 
利用组织 DNA 提取试剂盒(Qiangen 德国)提取结肠组织样本的基因组 DNA。然后根据使用说明利用

亚硫酸盐试剂盒(EpiTect Bisulfite Kit, Qiagen, Germany)处理基因组 DNA，将所有未甲基化的胞嘧啶全部

转化为尿嘧啶，而被甲基化的胞嘧啶将会被保留。 
甲基化检测 
利用甲基化在线预测软件(MethPrimer, PUMCH, China)扫描 RAGE 基因的启动子区，发现一个 CpG

岛(图 1)。 
 

 
方框内序列表示 BSP 引物，黑色字体表示 CpG 位点。 

Figure 1. CpG island map of RAGE gene promoter region 
图 1. RAGE 基因启动子区 CpG 岛示意图 

 
首先利用亚硫酸氢盐测序法(Bisulfite sequencing PCR, BSP)技术分别在 5 例 UC 样本以及 5 例健康对

照样本中检测该 CpG 岛上所有 CpG 位点的甲基化情况，BSP 扩增使用下列引物序列，正向引物： 
5'GGGATATGATTTTTGGATAGAGG3'，反向引物：5'CCAATCAATAATTCCCTAAAATAAC3'。BSP 扩

增长度为 189 bp，产物包含 9 个 CpG 位点。扩增产物经过胶回收纯化之后连接 PMD-20T 质粒载体，转

化 DH5α大肠杆菌感受态细胞。细菌扩大培养后提取质粒利用 3730XL (ABI, US)测序确定序列信息。 
利用甲基化特异性 PCR (Methylation-specific PCR, MSP)验证 BSP 结果并检测所有样本 RAGE 基因启

动子区的甲基化情况。我们总共使用三对 MSP 引物，1 对用于扩增甲基化的 DNA 序列(M-RAGE)；1 对

用于扩增未甲基化的 DNA 序列(U-RAGE)；最后 1 对引物作为对照扩增未经亚硫酸盐处理过的 DNA 模

5'UTR                                                RAGE

CpG 岛5' 3'

GGGACATGACTTCTGGACAGAGGACATGGGCCACGCCCC
CATGCATCCCCACCCCCGCCCCTCCGGACGGCTTACTTA
CCTCATACGCAGCTCATCTTAAACCAATAGAATCGCTCG
GTGGACGAGAGTGTCTGACTCAGATATCTACCTCGGAGG
GAGTTTCTGCTACTTTAGGGAATTATTGACTGG
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板，同时检测亚硫酸盐处理 DNA 模板的效果。所有本研究使用的引物序列信息都列在表 1 中。利用 10%
聚丙烯酰胺凝胶电泳分析 MSP 的产物，电泳结果由两位不知晓实验设计的实验人员分别读取电泳条带结

果数据，记录相互印证的结果。 
 
Table 1. MSP primer information used in this study 
表 1. 本研究使用的 MSP 引物信息 

引物 产物长度  
size 

引物长度(bp) 
bp Tm (˚C) “C”s 引物序列 

F-N-RAGE 
106 

25 59 - CCCCATGCATCCCCACCCCCGC 

R-N-RAGE 25 57 - ATCTGAGTCAGACACTCTCGTC 

F-M-RAGE 
112 

25 55 15 CGTTTTTATGTATTTTTATTTTCGT 

R-M-RAGE 25 55 4 AATATCTAAATCAAACACTCTCGTC 

F-U-RAGE 
112 

25 52 15 TGTTTTTATGTATTTTTATTTTTGT 

R-U-RAGE 25 53 4 AATATCTAAATCAAACACTCTCATC 

 
mRNA 提取与荧光定量 PCR 
从结肠组织中提取总 RNA 并利用反转录试剂盒(TaKaRa, Dalian, China)反转录成 cDNA。然后利用荧

光定量PCR (QPCR)检测RAGE基因的mRNA转录水平，使用GAPDH作为内标。按照以下方式统计mRNA
转录水平的平均值，实验分组包括启动子甲基化健康对照组，启动子非甲基化健康对照组，启动子甲基

化 UC 组和启动子非甲基化 UC 组。统计分析每组间的 mRNA 水平的差异性。 

3. 结果与分析 

亚硫酸氢盐测序 PCR 
利用 MethPrimer (http://www.urogene.org/cgi-bin/methprimer/methprimer.cgi)在线软件发现 RAGE 启动

子区包括一个 124 bp 的 CpG 岛，该区域包含 9 个 CpG 位点(图 1)。BSP 引物扩增产物长度为 189 bp，覆

盖整个 CpG 岛(图 1)。扩增产物经过胶回收后装载进包含氨苄青霉素抗性的质粒载体并转化感受态细胞，

经过青霉素抗性筛选培养挑选单菌落接种于液体培养基培养。富集菌体提取质粒后利用 ABI 3730XL 进行

sanger 测序。每个样本选取 5 个克隆测序，测序结果显示健康对照样本扩增区域的甲基化程度明显高于

UC 样本(图 2)。 
 

 
每个样本包含 5 个克隆，5 次测序结果叠加到一起构成 9 个 CpG 位点的柱状图。底

色显示的序列为 BSP 扩增引物序列。 

Figure 2. Detection of methylation in RAGE promoter region by BSP 
图 2. BSP 检测 RAGE 启动子区甲基化情况 

对照组

UC组

甲基化 非甲基化

-CG-CG-CG-CG-CG-CG-CG-CG-CG-GGGACATGACTTCTGGACAGAGG GCTACTTTAGGGAATTATTGACTGG

-CG-CG-CG-CG-CG-CG-CG-CG-CG-GGGACATGACTTCTGGACAGAGG GCTACTTTAGGGAATTATTGACTGG
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甲基化特异性的 PCR 
利用聚丙烯酰胺凝胶电泳(PAGE)检测甲基化特异性 PCR 引物扩增产物。N-RAGE 引物扩增非亚硫酸

盐处理的 DNA 模板后 PCR 产物能够在凝胶上呈现清晰的阳性条带(图 3(a))；N-RAGE 引物扩增亚硫酸盐

处理的 DNA 模板的产物在凝胶上则没有明显的条带出现(图 3(c))。这证明亚硫酸盐处理 DNA 比较彻底，

非甲基化胞嘧啶已经被转化成尿嘧啶导致 N-RAGE 引物不能有效扩增。 
 

 
Figure 3. Detection of RAGE promoter region products by PAGE in 
MSP amplification 
图 3. PAGE 检测 MSP 扩增 RAGE 基因启动子区产物结果 

 
同样利用 PAGE 检测 M-RAGE 引物扩增亚硫酸盐处理过的 DNA 模板后 PCR 产物，发现多数对照样

本在凝胶上出现明显条带而 UC 患者样本基本没有明显条带(图 3(b))；反之，PAGE 检测 U-RAGE 引物扩

增亚硫酸盐处理过的 DNA 模板后 PCR 产物，UC 患者样本中出现清晰的扩增条带，而对照样本则没有

明显条带出现(图 3(d))。统计所有样本的甲基化情况并分析与 UC 风险的相关性，结果如表 2 所示。 
 
Table 2. Analysis of correlation between RAGE promoter methylation and UC 
表 2. RAGE 启动子甲基化与 UC 相关性分析 

 对照(%) UC (%) OR (95% CI) P 

M+ 
35 19 

- - 
64.8% 35.2% 

M− 
23 41 

0.305 (0.143~0.649) 0.003 
35.9% 64.1% 

M+表示 MSP 检测启动子区有甲基化，M−表示 MSP 检测启动子区无甲基化。 
 

RAGE 基因转录水平 
利用 QPCR 检测 RAGE 基因 mRNA 水平，分析数据发现启动子区非甲基化个体的平均 mRNA 转录

水平高于甲基化个体。尤其是在 UC 患者群体中，启动子区非甲基化个体 RAGE 基因的 mRNA 水平显著

高于其他各组(p < 0.001) (图 4)。 

4. 分析与讨论 

越来越多的研究发现 DNA 甲基化和 UC 发病具有密切相关性[26] [27]。Lin 等人于 2012 年报道在 B
细胞中发现 11 个 IBD 相关的 CpG 位点，14 个 CD 特异性相关的 CpG 位点以及 24 个 UC 特异性相关的

CpG 位点。这些位点分布于多个与免疫炎症相关的基因上[16]。虽然众多研究表明 RAGE 基因在免疫和

炎症反应过程具有重要作用，但是鲜有文献报道 RAGE 基因甲基化与 UC 风险的关系。 

UC                   对照

R-RAGE                                                M-RAGE
UC                         对照M M

未处理DNA                                       亚硫酸盐处理DNA
(a)                                                          (b)

UC                   对照 UC                       对照M M

亚硫酸盐处理DNA                                亚硫酸盐处理DNA

N-RAGE                                                 U-RAGE

(c)                                                          (d)
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M+表示启动子区有甲基化，M−表示启动子区非甲基化，RAGE 基因的 mRNA 水

平以非甲基化对照组平均水平为标准，*表示显著差异(p < 0.05)。 

Figure 4. RAGE gene mRNA level in different groups 
图 4. 不同分组中 RAGE 基因 mRNA 水平 

 
Hudson 等人报道位于 RAGE 基因启动子区的多态性位点−374A/T (rs1800624)可引起 3 倍的转录活性

[28]。Däbritz 也报道 RAGE 基因启动子区 rs1800624 多态性位点促进其转录并影响 CD 的发展[29]。Wang
等人也发现 rs1800624 位点与 CD 风险密切相关[30]。然而，我们之前在中国人群中研究 RAGE 多态性位

点与 UC 风险，数据表明编码区的多态性位点 G82S 与中国人群 UC 风险密切相关，但是启动子区的两个

多态性位点与 UC 风险没有显著相关性[25]；因此我们认为可能存在另外的因素影响 RAGE 的转录过程。

大多数研究发现启动子区甲基化可能会抑制基因的转录水平，本研究发现健康对照人群中 RAGE 基因启

动子区甲基化比例显著高于 UC 患者。同时，启动子区甲基化个体的 RAGE 基因平均 mRNA 转录水平显

著低于非甲基化个体的平均 mRNA 转录水平。这说明我们发现的 RAGE 基因启动子区 CpG 岛的甲基化

水平可能影响其转录过程，从而影响 RAGE 介导的炎症反应最终影响 UC 风险。 
本研究利用 MSP 检测 RAGE 基因启动子区甲基化情况，PAGE 凝胶上出现清晰的电泳条带则判定为

阳性结果，没有电泳条带判定为阴性结果。该方法虽然简洁但因为 PAGE 的分辨率等问题存在一定的局

限性；采用更精确的甲基化检测方法(例如焦磷酸测序等)可能会获得更加精确的数据结果。此外我们采用

的样本量比较小并且全部样本均来自中国南方人群，种群组成单一，不排除有地域性环境因素影响结果。

因此，本研究的结论需要更多不同种族群体的更多样本的验证。此外，本研究虽然发现 RAGE 基因启动

子区甲基化与其转录调控密切相关，但不能确定启动子区多态性位点是不是同时参与 RAGE 基因转录调

控过程。因此非常有必要在更多种族更大群体中同时研究 RAGE 基因启动子区多态性位点与甲基化对其

转录过程的调控作用。 

5. 结论 

我们第一次在中国人群中发现 RAGE 启动子区一个 CpG 岛甲基化水平与其转录水平密切相关，并可

能成为临床 UC 风险检测的生物标志物，为 UC 风险的诊断治疗提供更多的理论依据。 
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