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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
DNA methylation and expression of p16, Rb, 
and cyclin D1 in the carcinogenesis of colorectal 
carcinoma.

METHODS: Methylation-specific polymerase 
chain reaction (MS-PCR) was used to detect the 
methylation status of p16, Rb, and cyclin D1 in 
the specimens from colorectal carcinoma, can-
cer-adjacent tissues of carcinoma and adenoma, 
and normal colorectal mucosa,  respectively. The 
correlations of methylation with protein expres-
sion and the clinicopathological indexes were 
analyzed.

RESULTS: For the levels of p16 and Rb meth-
ylation, there were increased tendencies in the  
carcinogenesis of colorectal cancer, while for 
the level of cyclin D1 methylation, there was a 
decreased tendency. The expression of p16 and 

cyclin D1 protein were inversely correlated with 
the methylation status of p16 (normal mucosa: 
r = -0.185, P = 0.173; adenoma: r = -0.381, P = 
0.013; cancer-adjacent tissues: r = -0.419, P = 0.001; 
cancer tissues: r = -0.516, P = 0.000) and cyclin 
D1 gene (normal mucosa: r = -0.282, P = 0.035; 
adenoma: r = -0.329, P = 0.033; cancer-adjacent 
tissues: r = -0.298, P = 0.026; cancer tissues: r = 
-0.618, P = 0.000). The levels of p16 and cyclin D1 
methylation were significantly correlated with 
the degrees of differentiation (p16: χ2 = 11.232, 
P = 0.002, cyclin D1: χ2 = 9.144, P = 0.015), the 
depth of invasion (p16: χ2 = 6.229, P = 0.013; cy-
clin D1: χ2 = 8.023, P = 0.006) and the metastasis 
of lymph node (p16: χ2 = 5.707, P = 0.016; cyclin 
D1: χ2 = 7.794, P = 0.005). The methylation of Rb 
gene didn't play a main role in the inhibition of 
Rb protein expression during colorectal carcino-
genesis.

CONCLUSION: Aberrant methylations of p16 
and cyclin D1 are the main mechanisms of p16 
inactivation and cyclin D1 over-expression, 
which play important roles in colorectal carcino-
genesis. They are valuble in the early diagnosis 
and prognosis of colorectal carcinoma.
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摘要
目的: 探讨大肠癌发生与演进中p16, Rb, cyclin 
D1甲基化状态与蛋白表达的关系及意义. 

方法: 提取正常黏膜、腺瘤、癌旁组织及癌
组织基因组DNA, 应用MSP法检测不同病变
阶段组织中各基因的甲基化状态, 并对其与蛋
白表达及临床病理参数的关系进行分析. 

结果: 在大肠癌发生与演进过程中, p16, Rb
基因甲基化率呈增高趋势, cyclin D1基因甲
基化率呈下降趋势, p16(切缘: r  = -0.185, P  
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■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 ,  对 于
肿瘤细胞, 基因组
中出现高甲基化
区域的同时, 还存
在着低甲基化区
域. 前者对抑癌基
因的灭活起重要
作 用 ,  后 者 与 癌
基因的激活、过
量表达有密切关
系, 并由此引起细
胞的异常增生, 最
终导致肿瘤的发
生. cyclin D1作为
细胞周期的正调
节因子可促进细
胞增殖, 已被视为
一种癌基因; p16
和p27属于CKI家
族, 通过抑制CDK
的活性阻止细胞
周期的进程, 是细
胞周期的负性调
节因子, 作为抑癌
基因可阻止肿瘤
的形成. 非磷酸化
的Rb蛋白可结合
E2F, 阻止G1/S期
转换.



= 0.173; 腺瘤: r  = -0.381, P  = 0.013; 癌旁: r  = 
-0.419, P  = 0.001; 癌: r  = -0.516, P  = 0.000)、
cyclin D1(切缘: r  = -0.282, P  = 0.035; 腺瘤: r  = 
-0.329, P  = 0.033; 癌旁: r  = -0.298, P  = 0.026; 
癌: r  = -0.618, P  = 0.000)基因甲基化程度分别
与其蛋白表达呈明显负相关, 且在癌组织分化
程度(p16: χ2 = 11.232, P  = 0.002, cyclin D1: χ

2 
= 9.144, P  = 0.015)、浸润深度(p16: χ2 = 6.229, 
P  = 0.013; cyclin D1: χ

2 = 8.023, P  = 0.006)和淋
巴结转移(p16: χ2 = 5.707, P  = 0.016; cyclin D1: 
χ2 = 7.794, P  = 0.005)上有显著性差异. Rb基因
的甲基化状态在Rb表达抑制上不起主要作用.

结论: 大肠癌p16高甲基化和cyclin D1低甲基
化可能是p16失活和cyclin D1过表达的主要机
制, 在大肠癌的发生、发展中发挥重要作用, 
对于大肠癌的早期诊断、恶性程度及预后判
断有重要意义.
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0  引言

大肠癌的发生与演进涉及多种癌基因的过表达

和/或抑癌基因的失活[1-6]. 另外, 在基因表达的

调控中, DNA甲基化起着重要作用[7], 多种肿瘤

的发生过程中伴有癌基因的低甲基化或抑癌基

因的高甲基化[8-11]. 我们曾报道了p27基因甲基

化在大肠癌发生中的变化[12], 并报道了p16, Rb, 
cyclin D1表达与大肠癌的关系[13], 发现p27基因

异常甲基化可能是p27失活的主要机制. 为了

进一步从细胞周期的角度探讨大肠癌发生的分

子机制, 我们检测了大肠癌相关基因p16, Rb, 
cyclin D1的甲基化状态, 探讨基因甲基化改变

与蛋白表达的关系及其对大肠癌发生、发展的

影响. 

1  材料和方法

1.1 材料 新乡医学院三附院、新乡市中心医

院、第二人民医院2001-01/12手术切除的大肠

癌标本56例(包括癌、癌旁组织、手术切缘上

皮)、腺瘤42例, 年龄37-76(中位55)岁, 标本经病

理学证实. DNA分子质量Marker, TaqDNA聚合

酶、脱氧核苷三磷酸、DNA purify system等为

Promega公司产品; 亚硫酸氢钠、氢醌等为国产
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分析纯. 酚-氯仿法提取组织DNA并定量, 按参

考文献[14]方法略作修改进行亚硫酸氢盐处理. 
即: 氢氧化钠变性DNA后, 亚硫酸氢钠、氢醌处

理, DNA purify system纯化、回收DNA.
1.2 方法 MSP检测基因甲基化状态. PCR反应条

件: 95℃预变性10 min后接由94℃变性45 s, 退
火(温度见表1)45 s, 72℃延伸45 s三步组成的35
个循环, 最后72℃延伸5 min. 引物序列、退火

温度及产物长度见表1.
统计学处理 采用χ2检验或确切概率法及相

关分析, 应用SPSS 10.0统计软件处理.

2  结果

2.1 p16, Rb, cyclin D1基因的甲基化状态 MSP分
析各基因的甲基化状态(图1)结果显示, 在大肠

癌的发生与演进过程中, p16和Rb甲基化率呈增

高趋势, 其在手术切缘上皮、癌旁、腺瘤、癌

组织中的甲基化率分别为28.6%和3.6%, 44.6%
和10.7%, 0.0%和11.9%, 64.3%和14.3%; cyclin 
D1甲基化率呈下降趋势 ,  其在切缘、癌旁、

腺瘤、癌组织中的甲基化率为64.3%, 37.5%, 
31.0%和23.2%. 
2.2 基因甲基化与其蛋白表达的关系 各病变阶

段, p16(切缘: r  = -0.185, P = 0.173>0.005; 腺瘤: 
r = -0.381, P = 0.013<0.05; 癌旁: r = -0.419, P = 
0.001<0.001; 癌: r = -0.516, P = 0.000<0.01)、
cyclin D1(切缘: r = -0.282, P = 0.035<0.005; 腺瘤: 
r = -0.329, P = 0.033<0.05; 癌旁: r = -0.298, P = 
0.026<0.005; 癌: r = -0.618, P = 0.000<0.01)甲基

化率与其蛋白表达呈明显负相关, 而Rb甲基化

率与蛋白表达无相关性(表2). 
2.3 癌组织中基因甲基化与临床病理参数的关系 
p16, cyclin D1甲基化率在癌组织分化程度(p16: 
χ2 = 11.232, P = 0.002<0.01, cyclin D1: χ

2 = 9.144, 
P = 0.015<0.05)、浸润深度(p16: χ2 = 6.229, P = 
0.013<0.05; cyclin D1: χ

2 = 8.023, P = 0.006<0.01)
和淋巴结转移(p16: χ2 = 5.707, P = 0.016<0.05;  
cyclin D1: χ

2 = 7.794, P = 0.005<0.01)上均有显著

性差异(表3).

3  讨论

肿瘤细胞区别于正常细胞的基本特征是细胞生

长失控和分化受阻, 细胞生长、分化的调节与

细胞周期的许多因素密切相关, 细胞周期调控

因子是一组调节细胞增殖、分化的正负信号, 
他们通过相互促进或抑制作用维持细胞周期的

www.wjgnet.com

■创新盘点
在多种人肿瘤中
抑癌基因启动子
区CpG岛高甲基
化而灭活和癌基
因低甲基化而过
表 达 ,  如 肝 细 胞
癌、非小细胞肺
癌、胃癌、食管
癌 等 ,  在 大 肠 癌
中 仅 见 p 1 6 基 因
高甲基化的检测
及其机制的相关
报 道 ,  缺 乏 采 用
较大样本从正常
肠黏膜→异常增
生→腺瘤→大肠
癌系统的多基因
联合对比性研究. 
为 此 ,  本 研 究 采
用 较 大 样 本 ( 包
括大肠癌切缘正
常黏膜上皮、癌
旁组织、腺瘤和
大 肠 癌 标 本 ) 利
用甲基化特异性
PCR(methylation-
s p e c i f i c  P C R , 
MSP)技术和免疫
组化染色检测了
4 种 与 细 胞 周 期
调控有关的基因
(cyclin D1、p16、
p27和Rb)启动子
区CpG岛甲基化
状态及其蛋白在
大肠癌发生、发
展过程中的表达
情况.
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正常进程. 在恶性肿瘤细胞中, 这些调控因子常

发生过表达或失活, 从而引起细胞周期的正常

调节紊乱, 促进肿瘤的形成与演进[15-18]. p16作为

抑癌基因与细胞周期紧密相关, 通过细胞周期

与其他癌基因、抑癌基因相互作用, 成为正常

细胞增殖的负性调控因子[19]. 目前研究认为, 在
与Rb, cyclin D1/CDK4共同组成的细胞增殖调控

途径中, p16作为cyclin D1/CDK4复合物的特异抑

制剂而发挥调节作用[20]. Rb作为CDK4的重要底

物参与了细胞周期调控, 与多种细胞蛋白结合

抑制其活性转录功能而有G1期阻滞作用, 作为

抑癌基因阻止肿瘤的形成[21-22]. cyclin D1在细胞

周期中与CDK结合, 协同CDK对Rb蛋白磷酸化, 
磷酸化后的Rb蛋白失去其抑制活性[23-25], 从而促

进细胞增殖成为细胞周期的正调控因子. 研究

发现, 大肠癌中存在着多种细胞周期调控因子

的异常表达, 但其中对于p16, Rb失活和cyclin D1 
过表达的机制目前的报道有诸多差异[11,26-27]. 近

     

表  1  MSP引物序列、退火温度及产物长度

引物                                      序列 (5'→3')                                退火温度          产物长度

p16M              TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC            65℃              150 bp

                        GACCCCGAACCGCGACCGTAA

p16U               TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT             60℃              151 bp

                        CAACCCCAAACCACAACCATAA 

RbM                GGGAGTTTCGCGGACGTGAC                     55℃              172 bp

                        ACGTCGAAACACGCCCCG

RbU                 GGGAGTTTTGTGGATGTGAT                      55℃               172 bp

                        ACATCAAAACACACCCCA

cyclin D1M       TACGTGTTAGGGTCGATCG                        55℃               276 bp

                        CGAAATATCTACGCTAAACG

cyclin D1U        GTTATGTTATGTTTGTTGTATG                   55℃                222 bp

                        TAAAATCCACCAACACAATCA 

     

表  2  基因甲基化与蛋白表达的关系 (n )

                             p16 蛋白      　　Rb蛋白　   cyclin D1蛋白

  　　　　　　    -       +	     -     +	 　　    -     +

切缘        +          5     11              1      1            34     2

               -          6     34            13    41            15     5a 

癌旁        +        16       9              4      2            16     5 

               -          7     24b           20    30            16   19a

腺瘤        +        15       6              3      2            10     3 

               -          7     14a           16     21           12   17a

癌           +         33       3              5      3            11     2 

               -          9     11b           26     22             7   36b

甲基化

aP<0.05, bP<0.01 vs  甲基化阳性者.

图  1  MSP产物琼脂糖凝胶电泳. M: 标准分子质量DNA; N: 

手术切缘黏膜上皮; P: 癌旁组织; C: 癌组织; A: 腺瘤; U: 阴

性对照; m: 甲基化特异引物; u: 非甲基化特异引物. Ａ: p16; 

Ｂ: cyclin D1; Ｃ: Rb.

151 bp
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500 bp
200 bp
100 bp

N       P       C       A        U
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m  u    m  u    m  u    m  u     m  u
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N       P       C       A        U
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m  u    m  u    m  u    m  u     m  u
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500 bp
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200 bp

B

N       P       C       A        U
M

m  u    m  u    m  u    m  u     m  u

172 bp
500 bp
200 bp
100 bp

C

■应用要点
在大肠癌发生过
程中p16基因高甲
基化和cyclin D1

基因低甲基化可
能 是 p 1 6 失 活 和
cyclin D1高表达
的主要机制, 其在
大肠癌的发生、

发展中发挥了重
要作用, 对于大肠
癌的早期诊断、

恶性程度和预后
判断有重要意义.
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来研究表明, 在肿瘤细胞中常存在DNA甲基化

状态的改变, DNA甲基化异常分为甲基化增强

和甲基化降低两种类型, 可引起与细胞增殖和

分化有关基因的表达异常, 导致细胞恶变形成

肿瘤[7-11]. DNA异常甲基化导致肿瘤发生的机制

可能与基因突变、影响染色体凝聚及癌基因、

抑癌基因的表达有关[28-29]. 
本研究结果显示, 在大肠癌发生过程中p16

基因高甲基化和cyclin D1基因低甲基化可能是

p16失活和cyclin D1高表达的主要机制, 其在大

肠癌的发生、发展中发挥了重要作用, 对于大

肠癌的早期诊断、恶性程度和预后判断有重要

意义. 该结果与Norrie et al [26]的报道不同, 可能

与实验中所用样品来源和检测方法不同等有关. 
但与Dominguez et al [11]的报道一致. 值得注意的

是, DNA甲基化改变可发生在大肠癌形成的早

期甚至起始阶段, 因而建立检测DNA甲基化状

态改变的准确而敏感的方法可早期诊断细胞恶

变. 在细胞癌变过程中, 基因结构改变是不可逆

的, DNA甲基化改变是可逆的, 尤其是癌变早期

的异常改变可能使之向正常逆转[30], 这对肿瘤的

防治尤为重要. Rb基因的甲基化率在大肠癌发

生中虽然也呈增加趋势, 但阳性率很低, 并且甲

基化程度与Rb蛋白表达也无相关性. 因此在大

肠癌发生过程中Rb基因异常甲基化在Rb基因的

失活上并不起主要作用, 而可能是由于突变、

缺失等引起Rb基因的失活, 这有待于进一步研究. 
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因此, MSP法是一
种简单、敏感、

高效的方法.

     

表  3  基因甲基化与大肠癌临床病理参数的关系 (n )

                                                       p16                     cyclin D1

  　　　　　　                        -          +	 　     -          +

男                          30          10        20            23         7

女                          26          10        16            20         6 

年龄

   ＜50                   24            8        16            18         6

   ＞50                   32          12        20            25         7

分化程度

    高                      23          14          9            13       10 

    中                      30            6        24b           27         3b  

    低                        3            0          3              3         0

浸润深度

    黏膜下层           24          13        11            14       10 

    肌层                  32            7        25a           29         3b

淋巴结转移

    有                      23            4        19            22         1

    无                      33          16        17a           21       12b

n

aP<0.05, bP<0.01.
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