
 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2007年4月18日; 15(11): 1283-1287
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床经验 CLINICAL PRACTICE

胃癌Runx3基因的甲基化

杨少辉, 戴冬秋

杨少辉, 戴冬秋, 中国医科大学附属第一医院肿瘤外科 辽宁
省沈阳市 110001 
国家自然科学基金资助项目, No. 30271477, 30572162
教育部留学回国人员科研启动基金项目, No. 2002-247
教育部“高等学校博士学科点专项科研基金”资助项目, 
No. 20050159001
通�����讯����作者��: 戴冬秋, 110001, 辽宁省沈阳市, 中国医科大学附属
第一医院肿瘤外科. daidq63@163.com
电话: 024-83283560
收稿日期����������� ���� ���������������� : ������������� ���������������� 2006-10-27   接受日期������������ : ����������2007-02-08

Methylation status of Runx3 
gene in human gastric cancer 

Shao-Hui Yang, Dong-Qiu Dai

Shao-Hui Yang, Dong-Qiu Dai, Department of Oncologi-
cal Surgery, the First Affiliated Hospital of China Medical 
University, Shenyang 110001, Liaoning Province, China
Supported by National Natural Science Foundation of Chi-
na, No. 30271477, No. 30572162; the Scientific Research 
Foundation for the Returned Overseas Chinese Scholars, 
State Education Ministry, No. 2002-247; and the Special 
Scientific Research Foundation for High School Doctor 
Subject, State Education Ministry, No. 20050159001
Correspondence to: Dr. Dong-Qiu Dai, Department of 
Oncological Surgery, the First Affiliated Hospital of China 
Medical University, Shenyang 110001, Liaoning  Province, 
China. daidq63@163.com
Received: 2006-10-27    Accepted: 2007-02-08 

Abstract
AIM: To investigate the relationship between the 
methylation status of Runx3 gene and human 
primary gastric cancer.

METHODS: The methylation status of Runx3 
gene in 38 gastric carcinoma specimens, the cor-
responding normal gastric mucosa and lymph 
nodes was detected by methylation-specific 
polymerase chain reaction (MS-PCR)�.

RESULTS: Aberrant methylation of Runx3 gene 
was detected in 73.7% of gastric cancer speci-
mens, 65.8% of lymph nodes and 21.1% of the 
corresponding normal mucosa, and there were 
significant differences between the former two 
and the latter. Runx3 methylation was signifi-
cantly correlated with the tumor size (P = 0.021), 
but not with the general types, differentiation 
degree, invasion depth and growth style of gas-
tric cancer.

CONCLUSION: Aberrant methylation of Runx3 
gene is a common event in the occurrence and 
progression of gastric cancer, which may pro-
vide useful information for the early diagnosis 
and assessment of lymph node metastasis.
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摘要
目的: 探讨Runx3基因甲基化与胃癌的关系. 

方法: 采用MSP法检测38例配对胃癌组织、

癌旁正常组织和转移淋巴结中Runx3基因甲
基化的情况. 

结果: 73.7%的胃癌组织中存在Runx3基因异
常甲基化, 而相应的癌旁正常组织和转移淋巴
结中该基因的甲基化率分别为21.1%和65.8%. 
癌组织和转移淋巴结中Runx3基因甲基化的
发生率显著高于癌旁正常组织(P <0.05). 胃癌
组织中, 该基因甲基化与肿瘤大小显著相关(P  
= 0.021), 但与肿瘤大体类型、分化程度、浸
润深度及生长方式等临床病理特征无关.

结论: Runx3基因异常甲基化是胃癌发生、发
展过程中的频繁事件, 通过检测胃黏膜组织及
淋巴结中该基因的甲基化情况, 可能会对胃癌
的早期诊断及判断淋巴结的微转移提供一定
的参考价值.
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0  引言

胃癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一 ,  其发

生、发展与多种肿瘤抑制基因和肿瘤相关基因

www.wjgnet.com

®

■背景资料
DNA甲基化是哺
乳动物细胞基因
表达调控的重要
方式之一, 研究发
现, 恶性肿瘤组织
中普遍存在着肿
瘤抑制基因启动
子高甲基化的现
象, 通过去甲基化
试剂干预, 一些胃
癌细胞株可以恢
复这些基因的功
能. 



的失活有关. 目前的研究发现, 胃癌中许多肿瘤

抑制基因和肿瘤相关基因的失活是由于基因启

动子区的异常甲基化引起的, 通过去甲基化试

剂干预, 一些胃癌细胞株可以恢复这些基因的

功能[1-3]. Runx3蛋白是TGF-β超家族信号传导通

路下游的一个转录因子, 介导TGF-β生长抑制的

功能, 在哺乳动物的发育及组织分化过程中发

挥重要作用, 对防止肿瘤的发生及遏制肿瘤的

发展具有重要意义[4]. 胃癌中, Runx3基因功能

缺失严重, 但突变率很低, 提示存在其他的失活

方式. 鉴于Runx3基因启动子区具有典型的CpG
岛序列, 我们采用甲基化特异性聚合酶链反应

(methylation-specific PCR, MSP)法检测了胃癌

原发灶、癌旁正常组织及转移淋巴结中Runx3
基因的甲基化状态, 以期揭示Runx3基因甲基化

与胃癌发生、发展以及与临床病理特征的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 收集中国医科大学附属第一医院肿瘤

外科2005-02/08手术切除的胃癌组织, 相应的

癌旁正常组织和转移淋巴结. 所取组织离体后

立即一分为二, 一份液氮中速冻10 min, 然后置

-70℃冰箱中保存. 另一份以40 g/L甲醛溶液固

定, 制作常规病理切片, HE染色, 确定病理诊断. 
所有胃癌患者术前均未行化疗或放疗, 男26例, 
女性2例, 年龄为36-80(中位57)岁. 所有癌旁组

织经病理检查未发现肿瘤细胞, 所取淋巴结组

织经病理证实存在癌细胞. 正常对照标本取自

无消化系统疾病及任意肿瘤的正常人外周血, 
EDTA抗凝. hydroquinone购自Fluka公司, sodium 
bisulfite购自Sigma公司, Wizard DNA Clean-Up 
System购自Promega公司, Taq酶购自大连宝生物

公司. 甲基化酶SssⅠ为New England公司产品, 
引物委托大连宝生物公司合成.
1.2 方法 常规酚/氯仿抽提法提取DNA, -20℃暂
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存. 取4 μg DNA, 去离子水稀释至90 μL, 按文

献[5]中的方法进行DNA预处理, 之后用Wizard 
DNA Clean-up Systerm纯化, 方法按说明书操作. 
用50 mL TE溶解DNA, -20℃贮存备用. 冰上配

制PCR反应体系(20 μL): 去离子水13.2 μL, 10×
Buffer 2 μL, dNTP (2.5 mmol/L) 1.6 μL, sodium 
bisulfite修饰后的DNA模本2 μL, 引物(0.01 mol/L)
各0.5 μL, Taq酶(5×106 U/L) 0.2 μL. 95℃预变性

5 min之后进行40个循环的反应: 95℃变性20 s, 
55℃复性20 s, 72℃延伸30 s. 最后一个循环后延

伸7 min. RUNX3甲基化特异性引物序列: 正向: 
5'-ATA ATA GCG GTC GTT AGG GCG TCG-3'; 
反向: 5'-GCT TCT ACT TTC CCA CTT CTC 
ACA-3'; 产物大小115 bp. Runx3非甲基化特异

性引物: 正向: 5'-ATA ATA GTG GTT GTT AGG 
GTG TTG-3'; 反向: 5'-ACT TCT ACT TTC CCA 
CTT CTC ACA-3'; 产物大小115 bp. GenBank 
Accession No. AL023096. 取5 μL PCR产物在25 
g/L琼脂糖凝胶上电泳, GeneFinder染料染色. 每
批标本均同时扩增甲基化酶SssⅠ修饰和未修

饰的正常人外周血DNA作为甲基化阳性和阴性

对照. 
统计学处理 采用SPSS13.0软件进行Fisher's

精确检验, P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

用Runx3甲基化特异性引物和Runx3非甲基化

特异性引物扩增甲基化酶SssⅠ修饰(甲基化阳

性对照)和未修饰(甲基化阴性对照)的正常人外

周血DNA时, 分别只有M引物和U引物得到预

期大小的扩增片段(图1), 提示实验技术及所用

引物和试剂正确, 实验结果可信. Runx3基因在

胃癌组织、癌旁正常组织和转移淋巴结中均存

在甲基化修饰, 其阳性率分别是73.7%, 21.1%, 
65.8%, 部分甲基化特异性PCR检测结果见图1. 

www.wjgnet.com

U   M    U    M   U    M   U    M    U   M    U    M         M   U    M    U   M   U    M   U    M    U    M   U
UP        MP        4          3          2          1       Ma     5          6         7          8           9         10

250 bp

100 bp

图  1  Runx3基因在胃癌组织中的表达. Ma: marker DL2000; MP: 甲基化阳性对照; UP: 甲基化阴性对照; 1-10: 实验标本; 

M: 甲基化产物; U: 非甲基化产物.

■创新盘点
淋巴结转移是胃
癌转移的主要途
径 ,  以 往 对 胃 癌
甲基化的研究主
要集中于胃癌组
织和癌旁正常组
织, 本研究首次采
用MSP法同时检
测了胃癌组织、

癌旁正常组织和
转 移 淋 巴 结 中
Runx3基因的甲
基化现象.
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结果表明胃癌组织与转移淋巴结中甲基化率无

差异(P >0.05), 两者与癌旁正常组织比较分别存

在差异(P <0.01). 原发灶中, Runx3基因甲基化与

癌灶大小相关(P  = 0.021), 但与肿瘤大体类型、

分化程度、浸润深度及生长方式等临床病理特

征无关(表1).

3  讨论

D N A甲基化是具有可逆性与遗传性的一种基

因修饰方式, 是指DNA双螺旋中, 胞嘧啶核苷

的嘧啶环第5位碳原子在DNA甲基转移酶(DNA 
methyltrasferases, DNMTs)介导下以S-腺苷蛋氨

酸作为甲基供体而发生甲基化[6]. 目前普遍认为, 
DNA异常甲基化改变是除缺失与突变之外导致

肿瘤抑制基因失活的第3种机制. Kang et al [7]研究

了一系列胃癌癌前病变组织和癌组织中12个基

因的甲基化状态, 发现平均每例胃癌组织中有

5.2个基因存在甲基化. 可见肿瘤抑制基因发生

甲基化是胃癌形成过程中的频繁事件, 其在肿

瘤的形成和发展中的作用及其作为分子治疗的

靶向的潜在价值不容忽视. Runx3蛋白是TGF-β
超家族信号传导通路下游的一个转录因子, Li 
et al [8]发现, 缺乏Runx3基因的小鼠胃黏膜上皮

细胞增殖加快, 而其凋亡受到抑制, 使黏膜明显

增厚, 并且细胞对生长抑制因子(例如TGF-β)表

现出拮抗效应, 表明Runx3基因是胃上皮细胞生

长和增殖的调控者. 大约一半以上的胃癌组织

和更高比例的胃癌细胞株中, Runx3基因表达明

显降低甚至缺失[9-12], 将外源性Runx3基因转入

Runx3缺失的裸鼠, 结果显示转基因组的胃癌细

胞集落大小和数目均明显少于对照组[10]. 与之

相比, 目前虽然已经发现多种与胃癌相关的肿

瘤抑制基因, 但他们与胃癌的相关性偏小, 因而, 
Runx3很可能是与胃癌发生相关的一个关键性

基因[7]. Guo et al [13]以化疗药物处理Runx3基因高

表达的胃癌细胞系, 发现其对化疗药物的敏感

性显著提高, 说明Runx3基因对胃癌的治疗也具

有重要的意义. 目前的研究发现, Runx3基因在

肿瘤中很少发生突变[8,14-15], 却存在很高的甲基

化率[16-17]. 我们采用MSP法检测了38例胃癌组织

中Runx3基因的甲基化情况, 发现73.7%(28/38)
的胃癌组织中, Runx3基因启动子存在高甲基

化, 这与先前报道的甲基化率基本相似[8-11,15]. 证
实Runx3基因启动子甲基化是胃癌中的频繁事

件. 我们研究发现, 胃癌组织中该基因甲基化与

肿瘤大小显著相关, 肿瘤长>5 cm者发生基因

甲基化的几率大于长径≤5 cm者. Waki et al [18]

认为, 就胃黏膜组织而言, Runx3基因甲基化具

有非常高的癌组织特异性. 在他们的实验中, 只
有年龄≥77岁的非胃癌个体的胃黏膜才存在

表  1  38例不同组织Runx3基因甲基化与胃癌临床病理特点的关系(%)

      
                                                           癌旁组织	  原发灶	          转移淋巴结

                                                              甲基化                 甲基化                  甲基化

肿瘤大小 						   

    ≤5 cm	                       14	        1(7.1)	                  7(50.0)	              7(50.0)

    >5 cm	                        24	        7(29.2)     	 21(87.5)a             18(75.0)  

Borrmann分型						    

    Borrmann Ⅰ+Ⅱ	          1	        0(0)		  1(100.0)	              1(100.0)

    Borrmann Ⅲ	        31	        7(22.6)	 23(74.2)	            20(64.5)

    Borrmann Ⅳ	          5	        1(20.0)      	   4(80.0)	              4(80.0)

生长方式						    

    巢状+团状	        15	        3(20.0)	 10(66.7)	            10(66.7)

    弥漫性	                       23	        5(21.7)    	 18(78.3)              15(65.2)     

分化程度						    

    高/中分化	        13	        3(23.1)	 10(76.9)	              8(61.5)

    低分化	                       25	        5(20.0)      	 18(72.0)              17(68.0)     

浸润深度						    

    T1+2	                        26	        4(15.4)	 19(73.1)	            16(61.5)

    T3+4	                        12	        4(33.3)        	   9(75.0)                9(75.0)      

临床病理特征                      n

aP<0.05 vs  肿瘤大小≤5 cm者.

■应用要点
本 研 究 发 现 , 
Runx3基因甲基
化是胃癌发生、

发展过程中的频
繁事件, 通过检测
胃黏膜组织中该
基因的甲基化情
况, 有助于胃癌的
早期诊断, 而检测
胃癌相应淋巴结
中该基因的甲基
化情况有可能成
为发现胃癌微转
移的新方法.
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该基因甲基化, 即使在胃癌患者的癌旁正常组

织, Runx3基因甲基化率也仅为8%(7/93). 但在

我们的研究中, 癌旁正常组织Runx3基因甲基化

率却高达21.1%(8/38). 对于两项研究结果间的

差异, 我们认为主要是标本构成不同引起的. 在
Waki et al [18]研究发现, 35.5%(33/93)的患者为早

期胃癌, 而我们的患者中只有2.6%(1/38)是早期

胃癌, 绝大多数是进展期胃癌, 且已经出现淋巴

结转移. 我们推测, 一方面我们所检测的癌旁组

织的性质更接近癌组织, 其发生甲基化的可能

性要高. Kim et al [10]研究发现, Runx3基因在慢性

胃炎、肠化生和胃腺瘤、胃癌组织中的甲基化

率呈递增趋势(P <0.05). 遗憾的是我们无法得知

Waki et al [18]所检测的癌旁组织的病理性质, 因而

不能作出较为明确的比较. 另一方面, 虽然我们

所检测的癌旁组织经病理证实无癌细胞, 但可

能已经有形态学无法观察到的癌细胞发生或浸

润. 我们对癌旁正常组织的检测分析同时也说

明Runx3基因甲基化是胃癌发生的早期事件, 除
了检测癌组织和癌旁正常组织Runx3基因甲基

化情况外, 我们还首次检测了转移淋巴结中该

基因的甲基化情况. 由于转移淋巴结中存在与

原发灶同质的癌细胞, 因而转移淋巴结中Runx3 
基因的甲基化趋势与原发灶基本一致是容易理

解的. 另外, 不同于原发灶, 92.1%(35/38)转移淋

巴结标本都得到了Runx3非甲基化特异性引物

的扩增片段, 这可能是由于Runx3基因不仅在胃

黏膜细胞中表达, 他在T淋巴细胞的发育过程中

也具有重要作用[19]. 既然我们在存在癌细胞转移

的淋巴结中可以检测到Runx3基因的甲基化, 且
阳性率是如此之高, 那我们是否可以通过检测

淋巴结中Runx3基因的甲基化状态来判断癌细

胞的微转移呢? 这有待于我们进一步研究. 
我们的研究发现, Runx3基因甲基化与肿瘤

大体类型、生长方式、浸润深度等临床病理特

征无明显的相关性, 这可能与我们所采用的样

本量小有关, 有待于扩大样本量以进一步研究.
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2007 中西医结合肝胆胰疾病难点与热点论坛

本刊讯 由中国中西医结合学会普通外科专业委员会、天津市南开医院主办, 山东省中西医结合学会、青岛

市南区人民医院承办, 中国中西医结合临床外科杂志社、世界华人消化杂志社协办的2007中西医结合肝胆胰

疾病难点与热点论坛定于2007-07-06/08在青岛市召开. 参加会议者可获得国家级Ⅰ类继续教育学分.  

1    专题讲座

黎沾良(解放军304医院): 外科抗生素的应用; 崔乃强(天津市南开医院): 胆道再次手术的处理方式; 任建安(南

京军区总医院): 外科危重病的治疗进展; 大柳治正(日本近畿大学): 外科营养研究新进展; 李强(天津医科大学

附属肿瘤医院): 肝癌外科治疗现状; 刘彤(天津医科大学总医院): 胃癌根治术中医药在小肠移植中的应用价值; 

刘续宝(四川大学华西医学院): 胰腺癌和慢性胰腺炎的关系; 夏庆(四川大学华西医学院): 重症急性胰腺炎中

西医结合临床指南(2007); 齐清会(大连医科大学附属医院): MODS胃肠运动功能障碍和中西医结合治疗; 傅强

(天津市南开医院): 通里攻下法对腹部外科MODS的治疗; 马骏(天津医科大学): 科研统计在临床医学中的应用.  

2    征文内容

(1)肝脏外科: 肝癌的外科治疗、肝内胆管结石的肝切除; (2)胰腺外科: 重症急性胰腺炎、胰腺癌的治疗; (3)胆

道外科: 胆石成因研究、胆道再手术经验及中西医结合治疗、医源性胆道损伤及预防、胆道内引流术、十二

指肠镜、胆道镜在胆胰外科的应用; (4)微创外科: 微创技术在肝胆胰外科应用.
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盘, 用word软件输入, 注明作者姓名、单位、邮编并加盖公章(或附介绍信). 投稿地址: 天津市南开区三纬路

122号, 天津市南开医院科研科 沈啸洪, 王洁, 陈玮(收); 邮编: 300100; 或发邮件至nkyykyk@126.com. 截稿日

期: 2007-06-10.


