
www.wjgnet.com

关志宇, 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
关志宇, 男, 1969-08-20生, 辽宁省鞍山市人, 2003年中国医科
大学肿瘤外科博士生, 副主任医师, 主要从事胃肠癌转移分子机
制与临床应用研究.
国家自然科学基金项目, No. 30271477
教育部留学回国人员科研启动基金项目, No. 2002-247
通�����讯����作者��: 戴冬秋, 110001, 辽宁省沈阳市和平区南京北街155
号, 中国医科大学附属第一医院肿瘤外科, 辽宁省胃癌分子病理
重点实验室. daidq63@163.com
电话�� ����������������������: ����������������������024-23256666-6227,6228
收稿日期�� �������������� ������ ����������: �������������� ������ ����������2005-09-28    接受日期�� ����������: ����������2005-09-30

Promoter methylation and 
expression of tissue inhibitor 
of metalloproteinase 3 gene in 
gastric cancer

Guan Zhi-Yu, Dai Dong-Qiu

Guan Zhi-Yu, Dai Dong-Qiu, Department of Oncology, 
the First Affiliated Hospital of China Medical University, 
Shenyang, 110001,Liaoning Province, China
Supported by National Natural Science Foundation of 
China, No. 30271477, and the Scientific Research Founda-
tion of Education Ministry for the Returned Overseas Chi-
nese Scholars, No.2002-247
Correspondence to: Dr. Dong-Qiu Dai, Department of 
Oncology, the First Affiliated Hospital of China Medical 
University, 155 Nanjing Beijie, Heping District, Shenyang 
110001, Liaoning Province, China. daidq63@163.com
Received: 2005-09-28    Accepted: 2005-09-30 

Abstract
AIM: To analyze the relations among the aberrant 
methylation of the promoter CpG islands of tissue 
inhibitor of metalloproteinase 3 (TIMP3) gene, its 
protein expression, and the clinicopathological 
features of gastric adenocarcinoma.

METHODS: The methylation status of promoter 
CpG islands and protein expression of TIMP3 
gene in the tumors and the adjacent normal muco-
sal tissues of 78 patients with gastric adenocarci-
noma were detected by methylation-specific PCR 
(MSP) and immunohistochemistry respectively�.

RESULTS: The CpG island methylation of 
TIMP3 was detected in tumour tissues, cancer-
adjacent tissues and lymph node with metastasis. 
In increasing order of frequency, the hypermeth-

ylation rates of these tissues were 35.9% (28 of 
78 non-neoplastic tissues), 85% (17 of 20 early-
stage cases), 89.7% (52 of 58 progression-stage 
cases), and 100% (78 of 78 metabasis lymph 
node), respectively, and there was marked dif-
ference between cancerous and non-cancerous 
tissues (P < 0.05). However, there were no sig-
nificant differences among subgroups of tumor 
tissues (P > 0.05). Immunohistochemistry analysis 
confirmed TIMP3 down-regulation in tumur tis-
sues. The rate of TIMP3 gene expression in non-
neoplastic tissues was 100%, while in tumour 
tissues, it decreased dramatically: in early-stage 
cancer, it decreased to 30% (6/20); in progression 
stage, it was 3.4% (2/58); and in metabasis lymph 
node, it was 0% (0/78). Of 70 tumor tissues with 
negative TIMP3 expression, 64 (91.4%) were hy-
permethylated and 6 (8.6%) were unmethylated, 
indicating that there were significant association 
between hypermethylation and reduced or nega-
tive TIMP3 expression (P < 0.01)�.

CONCLUSION: The hypermethylation of pro-
moter region in CpG islands is a main mecha-
nism of reduced and loss expression of TIMP3 
gene, and it may provide an evidence for mo-
lecular diagnosis and stage evaluation of gastric 
cancer�.
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摘要
目的: 探讨组织金属蛋白酶抑制因子-3 (tissue 
inhibitor of metalloproteinase 3, TIMP3)基因
启动子甲基化与其蛋白表达的相关性,并分析
TIMP3基因CpG岛异常甲基化与胃腺癌及其
临床病理特征的关联性. 

方法: 应用甲基化特异性PCR(MSP)技术和免
疫组织化学方法分别检测78例患者的胃正常
黏膜组织、胃癌组织及转移淋巴结中, TIMP3
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■背景资料
虽然目前已经发
现了一些肿瘤抑
制 基 因 的 改 变 , 
但是癌发展的分
子机制还不是很
清楚. 异常CpG岛
甲基化在各种肿
瘤中都可以被发
现 ,  并 与 基 因 的
失活存在密切关
系.
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基因启动子甲基化和蛋白表达情况. 

结果: 胃正常黏膜组织、早期、进展期胃癌

组织和转移淋巴结中TIMP3基因启动子均有

甲基化修饰, 其阳性率分别为35.9%(28/78); 
85.0%(17/20), 89.7%(52/58); 转移淋巴结

100%(78/78). 胃癌组TIMP3基因启动子甲基

化率明显高于胃正常黏膜组(P <0.05).胃正常

黏膜组织TIMP3蛋白表达全部为阳性(100%), 
20例早期胃癌中, 6例阳性(30%), 58例进展

期胃癌中, 2例阳性(3.4%), 在转移淋巴结中

全部不表达(0%). 胃癌70例蛋白表达阴性的

标本中, 64例TIMP3基因启动子甲基化阳性

(91.4%), TIMP3蛋白表达与启动子甲基化呈

明显负相关(P <0.01).

结论: 启动子区CpG岛高甲基化是胃癌组织
中TIMP3基因表达失活的主要机制,可能成为
胃癌分子诊断与病期评估的标志之一. 
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0  引言

胃癌(gastric carcinoma)是全世界最常见的恶性

肿瘤之一, 其发生发展是一个多基因参与的多

阶段过程. 这些因素最终在不同阶段作用于不

同基因, 引起相关基因的结构及表达水平改变, 
导致胃癌的发生发展. 抑癌基因功能的丢失可

能通过多种途径, 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抑癌基因表达

失活的第3种机制[1,2].在肿瘤的发生发展中起着

不可忽视的作用. 管家基因上游启动子区含有

丰富的CpG序列, 称为CpG岛, 通常情况下, 这些

部位的胞嘧啶不发生甲基化, 但在一些因素的

刺激下发生甲基化而使其表达受到抑制[3]. 目前

发现很多肿瘤相关基因的失活都与其启动子区

的甲基化有关, 如p16, THBS1, TIMP3, hMLH1, 
MGMT等[4-8]. 组织金属蛋白酶抑制因子-3(tissue 
inhibitor of metalloproteinase-3, TIMP3)拮抗基质

金属蛋白酶的活性, 抑制肿瘤的生长、血管形

成、浸润和转移, TIMP3的失活与肿瘤的发生有

关[9]. 我们应用甲基化特异性PCR(methylation-
specfic PCR, MSP)技术和免疫组织化学方法分

别检测78例胃癌患者的胃正常黏膜组织、胃癌

组织和转移淋巴结中TIMP3基因启动子CpG岛

甲基化和蛋白表达情况, 探讨其基因启动子甲

基化与其蛋白表达的相关性, 并分析TIMP3基因

CpG岛异常甲基化与胃腺癌及其临床病理特征

的关联性. 

1  材料和方法

1.1 材料 1998-03/2005-05中国医科大学附属

第一医院及辽宁省肿瘤医院胃癌患者术后胃

正常组织、胃癌组织和转移淋巴结78例, 经病

理确定诊断 ,  按国际抗癌联盟新T N M分期标

准、中国医科大学肿瘤研究所胃癌生长方式分

型及日本胃癌处理规约分期、分型[10-12]. 男54
例, 女24例,平均年龄56.2±7.5岁,早期胃癌20
例, 进展期胃癌58例; 分化型44例, 未分化型14
例. 10 mmol/L hydroquinone和3.9 mol/L sodium 
bisulfite购自Sigma公司; DNA Clean-up System
购自Promega公司; TIMP3抗体及SP试剂盒购自

大连博士德生物工程有限公司.
1.2 方法 

1 .2.1 甲基化特异性P C R(M S P) 采用甲基化

特异性 P C R方法 [ 1 3 ] ,甲基化酶处理的和未

处理的正常人的外周血细胞分别为阳性和

阴性对照 .  甲基化 ( T I M P 3 - M )和非甲基化

(TIMP3-U)引物, TIMP3-M引物序列为: 5, CGT
TTCGTTATTTTTTGTTTTTCGGTTTTC-3,和

5,-CCGAAAACCCCGCCTCG -3,; TIMP3 -U引

物序列为: 5,-TTTTGTTTTGTTAT TTTTTGTT 
TTTGGTTTT-3,和5,-CCCCCCAAAAACCCCAC
CTCA-3,. 反应条件: 95℃预变性5 min后, 95℃
变性30 s, 59℃退火60 s, 72℃延伸60 s, 40个循

环, 72℃再延伸10 min, 琼脂糖凝胶电泳, EB染
色. 结果经激光密度扫描仪(Pharmacia LKB Ul 
troscan)采集数据, 分析电泳结果. 实验重复三次, 
取其平均值进行统计分析. 
1.2.2 免疫组织化学 采用链霉菌抗生素蛋白－

过氧化酶染色法, 免疫组化染色步骤按说明书

进行. 判定标准: 染色后细胞质呈棕黄色为阳

性, 以正常组织染色区域为阳性对照, 以PBS代
替一抗的正常切片为阴性对照. 积分标准参照

Shimizu et al [14]法: 高倍镜下观察染色强度和阳

性细胞分布范围分别积分, 无染色者为0分, 染
色弱但明显强于阴性对照者为1分, 染色清晰

者为2分, 染色强者为3分; 无阳性细胞者为0分, 
阳性细胞数<30％者为1分, 30％-60％者为2分, 
>60％者为3分, 按积分之和进行评定. ≤2分为

■研发前沿
表遗传学研究的
对象是基因表达
的变化 ,  这种变
化可通过减数分
裂遗传 ,  但不涉
及有关基因DNA
序列的改变 ,  通
过DNA自身化学
修饰方式从转录
水平影响基因的
表达, 调控DNA
功能 ,  此机制在
肿瘤的形成过程
中越来越受到重
视.
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TIMP3表达阴性, 3分为弱阳性,4-5分为阳性, 6
分为强阳性.

统计学处理 以c2及Fisher精确检验分析不

同研究对象间TIMP3基因启动子甲基化率和蛋

白表达的差异. 采用SPSS12统计软件包分析.

2  结果

2.1 TIMP3 基因启动子甲基化分析 以研究对象

基因组DNA为模板, 经MSP扩增后, 其甲基化和

非甲基化扩增产物分别为116 bp和122 bp. 胃
正常组织、胃癌组织和转移淋巴结中TIMP3基
因启动子均存在甲基化修饰现象, 其检出的阳

性率分别为: 早期胃癌85％(17/20)、进展期胃

癌89.7％(52/58)及转移淋巴结98.7％(77/78), 而
胃正常组织则仅为35.9％(28/78), 经统计学检验, 
胃癌各组与胃正常组织比较均有非常显著的意

义(P <0.01, 图1, 表1), 提示胃癌及转移淋巴结组

织中, TIMP3甲基化率升高, 该基因甲基化可能

参与胃癌的发生和转移.
2.2 TIMP3蛋白表达的免疫组化分析 78例胃正

常组织TIMP3蛋白表达全部为阳性(100％), 胃
癌组织中 ,  20例早期胃癌中9例阳性 ,  11例阴

性(55％); 58例进展期胃癌中21例阳性, 37例
阴性(63.8％), 78例转移淋巴结中阳性12, 阴性

66(84.6％), 经统计学检验, 胃癌各组与胃正常组

织比较均有非常显著的意义(P <0.01, 图2, 表1), 
提示胃癌及转移淋巴结组织中, TIMP3蛋白表达

率降低, 该基因蛋白表达可能由于TIMP3甲基化

导致蛋白表达下降. 正常腺体TIMP3蛋白表达

主要位于细胞质, 个别细胞可见细胞膜有少量质, 个别细胞可见细胞膜有少量, 个别细胞可见细胞膜有少量

表达(图2A), 腺体结构无破坏, 着色没有明显减(图2A), 腺体结构无破坏, 着色没有明显减图2A), 腺体结构无破坏, 着色没有明显减

弱; 早期胃癌腺体结构破坏, 癌细胞着色很弱; 
进展期胃癌癌组织呈大的实性片块状生长(未分

化癌), 除个别细胞着色外其余均不着色. 
2.3.33 TIMP3基因启动子甲基化及其蛋白表达的

关系 进展期胃癌中, 弥漫状生长组织TIMP3甲

图  1   甲基化特异性PCR(MSP). 1: 正常对照(胃正常组织); 2: 
早期胃癌;  3: 进展期胃癌; 4: 转移淋巴结.

500 bp

250 bp

100 bp
122 bp
116 bp

    M    m    u    m     u    m    u     m    u 
    1           2           3            4

图 2  TIMP3 蛋白免疫组化染色结果(SP×400). A: 正常胃组织; B: 早期胃癌 C: 进展期胃癌; D 转移淋巴结.

A B

C D

表 1  胃癌组织TIMP3启动子甲基化与蛋白表达 n (%)

                  TIMP3启动子甲基化          TIMP3蛋白表达

                         阳性                                  阳性组织   

正常胃

早期胃癌

进展期胃癌

转移淋巴结

78

20

58

78

28 (35.9)

17 (85.0)

52 (89.7)

77 (98.7)

78 (100.0)

  9 (45.0)

 21(36.2)

12 (15.4)

    n   

■创新盘点
DNA甲基化是当
今肿瘤研究的热
点 ,  其中许多内
在机制尚待深入
研究 .  本研究是
肿瘤抑制基因在
胃癌组织及其癌
旁组织的甲基化
表达水平的对比
研究 ,  揭示其甲
基化与胃癌生物
学行为的关系.
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基化率明显高于团块状和巢状生长组织(100％
vs  77.8%, P < 0.01); 转移淋巴结大于7个(包括7
个)的组织中TIMP3甲基化率明显高于少于7个
的组织(100％ vs  83.3％, P <0.05); 浆膜下和透浆

膜组织中TIMP3甲基化率明显高于黏膜下和肌

层组织(91.3％和96.6％ vs  50％, P <0.05), 提示

TIMP3基因甲基化率升高以弥漫状生长, 转移

淋巴结多(≥7个), 浆膜下和透浆膜的肿瘤多见, 
与肿瘤大小、大体类型和组织学类型无关. 在
58例进展期胃癌组织中, TIMP3蛋白表达阳性

率为36.2％(21), 团块状和巢状生长组织TIMP3
蛋白表达明显高于弥漫状生长组织(55.6％ vs  
19.4% , P <0.01); 转移淋巴结少于7个的组织

TIMP3蛋白表达明显高于大于7个(包括7个)的
组织(47.2％ vs  18.2％, P <0.05), 提示TIMP3蛋白

表达率下降以弥漫状生长, 转移淋巴结多(≥7个)
的肿瘤多见, 与肿瘤大小、大体类型、组织学

类型和浸润深度无关(表2).表2).

3  讨论

恶性肿瘤为多因素、多阶段形成, 其生物学特

性表现为浸润生长和转移, 其发生机制在于细

胞内部基因结构和功能发生了异常改变. 现代

肿瘤理论认为, 在肿瘤的形成过程中包含两大

类机制, 一个是遗传学层面, 即通过DNA核苷

酸序列改变而形成突变; 另一个就是表遗传学

(epigenetics)层面, 其研究的对象是基因表达的

变化, 这种变化可通过减数分裂遗传, 但不涉

及有关基因DNA序列的改变, 通过DNA自身化

学修饰方式从转录水平影响基因的表达, 调控

DNA功能, 此机制在肿瘤的形成过程中越来越

受到重视[15,16]. 肿瘤组织DNA常常发生其启动

子区域的异常甲基化, 包括与细胞增殖周期密

切相关的癌基因低甲基化和抑癌基因高甲基化

改变, 这些异常甲基化改变一方面可激活癌基

因[17-19], 另一方面可使抑癌基因由于5,端启动子

调控区CpG岛异常高甲基化而抑制mRNA转录

作用[20], 导致该基因的失活. TIMPs家族有4个成

员(TIMP1, 2, 3, 4), 其中TIMP1, 2, 4为可溶性分

泌蛋白, TIMP3是与细胞外基质(ECM)结合的非

可溶性蛋白, 位于细胞外膜上[21], 并能紧密连结

基底膜, 抑制TNF-α转换酶而通过稳定细胞膜表

面TNF-α受体诱导程序性死亡[22], 其诱导细胞凋

亡功能依赖两条途径: 依赖MMP和非依赖MMP
途径. TIMP3, 4虽然与MMP-2有高度亲和力, 却
能有效抑制MT1-MMP激活MMP-2酶原的过程, 
以抑制肿瘤细胞的生长及转移. Smith et al [23]发

现表达TIMP3的人结肠癌细胞株处于有丝分裂

期的极少, 均被阻滞于G1期, 但当存在肿瘤坏死

因子α(TNF-α)抗体时作用下降70%.
为探讨抑癌基因TIMP3与胃癌的关系及其

在胃癌中的灭活机制, 我们检测了正常胃黏膜

组织、胃癌组织及转移淋巴结中T I M P3基因

5,
端CpG岛异常甲基化的情况. 结果发现, 85%

以上的各期胃癌有TIMP3基因5,端CpG岛异常

甲基化现象,与正常胃组织相比有显著性差异

(P <0.01), 证明TIMP3基因启动子CpG岛甲基化

是该基因表达缺失的主要原因, 也是其在胃癌

中的主要灭活机制. Gagnon et al [24]报道在所有

TIMP3 mRNA表达缺失、TIMP3基因的启动子

CpG岛均为甲基化的MCF-7肺癌细胞株中, 应用

5-AZA-CdR诱导TIMP3基因去甲基化后, 进行诱

表 2 进展期胃癌病理学与TIMP3甲基化及其蛋白表达量的关系  n (%)

   指标                                                             n                           TIMP3启动子甲基化	                          TIMP3蛋白表达                    

肿瘤大小: (cm)

大体类型:

组织学:

生长方式:

淋巴结转移:

浸润:

<5
5-10
>10
Borr.2
Borr.3
Borr.4
分化型
未分化型
团块+巢状
弥漫状
<7
≥7
黏膜下, 肌层
浆膜下
透浆膜

  1 (20.0)
18 (40.0)
  2 (25.0)
  4 (33.3)
15 (40.5)
  2 (22.2)
17 (38.6)
  4 (28.6)
15 (55.6)
  6 (19.4)b

17 (47.2)
  4 (18.2)a

  1 (16.7) 
  9 (39.1)
11 (37.9)

  5
45
  8
12
37
  9
44
14
27
31
36
22
  6
23
29

  3 (60.0)
42 (93.3)
  7 (87.5)
10 (83.3)
33 (89.2)
  9 (100.0)
39 (88.6)
13 (92.9)
21 (77.8)
31 (100.0)b

30 (83.3)
22 (100.0)a

  3 (50.0) 
21 (91.3)a

28 (96.6)

a P<0.05, bP<0.01.

■应用要点
本文研究了DNA
甲基化与基因表
达的关系及作用
机制, 有利于肿瘤
发病机制的研究
及指导临床治疗.
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导前后的RT-PCR检测, 发现TIMP3基因重新表

达, 与本研究结果相同. 本结果提示, 78例正常胃

组织中TIMP3蛋白全部表达阳性, 而甲基化阳性

表达为28例(35.9％); 20例早期胃癌中TIMP3蛋
白表达9例阳性, 甲基化阳性表达为17例(85％); 
58例进展期胃癌中TIMP3蛋白表达21例阳性, 甲
基化阳性表达为52例(89.7％); 78例转移淋巴结

中TIMP3蛋白表达阳性12, 甲基化阳性表达为77
例(98.7％), 早期癌、进展期癌和转移淋巴结与

正常组织甲基化率的差异均有显著性(P <0.01), 
证实了T I M P3蛋白表达缺失与该基因启动子

CpG岛甲基化密切相关. Feng et al [25]报道在对绒

毛膜癌细胞系JAR和JEG-3研究中有相同结果, 
证明TIMP3基因启动子CpG岛甲基化是该基因

蛋白表达缺失的主要原因. 在进展期胃癌标本

中, 52例TIMP3启动子CpG岛发生甲基化, 蛋白

表达21例, 提示除启动子CpG岛甲基化以外, 一
些其他的因素如基因变异, 也可引起该基因表

达缺失. 在本实验中出现第34号标本甲基化和

未甲基化均为阳性, 通常解释为: 该基因可能存

在不完全甲基化状况; 肿瘤组织中混杂的非肿

瘤细胞, 经MSP(用未甲基化引物)扩增后, 也可

有阳性产物. 该标本TIMP3蛋白表达为阴性, 因
此, 此标本应该定义为甲基化阳性. Kerbel[26]报

道, 具有转移潜能的亚克隆瘤细胞在原发癌灶

发生的早期即具有生长优势, 这种生长优势是

由于转移性亚克隆细胞群体可分泌某种特殊因

子或对局部细胞生长因子具有特殊反应而呈现

的选择性生长所致. 所以, 检测原发肿瘤标本中

某些肿瘤分子标志的水平有可能反应出整个

肿瘤的一般转移特性. 本组的胃正常组织仅为

35.9％,早期癌和进展期癌的甲基化率升高(85％
和89.7％), 淋巴结的甲基化率为98.7％; 均匀一

致的TIMP3蛋白强阳性表达仅存在于胃正常组

织, 而早期、进展期胃癌仅见局灶性弱阳性表

达, 转移淋巴结几乎没有阳性表达. 上述结果提

示TIMP3发生甲基化随着肿瘤的进展逐步升高, 
其蛋白表达逐渐下降, 具有转移潜能而在生长

中逐渐占据优势并发生转移. Yegnasubramanian 
et al [27]报道, 使用real-time MSP对前列腺癌细胞

系、73例早期前列腺癌、91例转移前列腺癌和

25例前列腺非癌组织进行研究发现, 肿瘤的转

移与TIMP3甲基化的表达相关, 并因此推测CpG
甲基化与前列腺癌的分级和进展有关, 这一事

实提示TIMP3基因甲基化在转移过程中起着重

要作用. 据此, 作者认为, TIMP3 CpG甲基化的检

测在预测原发肿瘤的转移潜能方面具有一定的

实用价值.
TIMP3在人的众多类型的恶性肿瘤中有高

频率的变异, 包括突变、缺失、甲基化、染色

体易位等[28], 这些变异导致该基因的正常抑制

细胞增殖的功能丧失(即灭活或失活), 并与癌的

发生发展密切相关[29]. 但TIMP3基因在原发性胃

癌中的变异情况却报道较少, 并且缺失率较低, 
没有发现突变的存在, 提示可能TIMP3基因在胃

癌组织中有其他的失活机制[30]. 由此可见, 肿瘤

发病机制的复杂性已不仅体现在由基因突变或

缺失导致的遗传改变, 还表现在以DNA甲基化

为代表的表遗传学改变, 深入研究DNA甲基化

与基因表达的关系及作用机制将有利于肿瘤发

病机制的研究及指导临床治疗.
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