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Abstract
AIM: To investigate the critical regions and 
spreading of the Runx3 CpG island methylation 
in human gastric cancer. 

METHODS: MSP and Western blot were used 
for 26 human primary gastric cancer samples 
and corresponding non-neoplastic gastric mu-
cosa to detect the methylation status in succes-
sive six regions ranging from the most 5’ region 
to the transcription start site within the Runx3 
CpG island and the expression levels of Runx3 
protein, respectively. 

RESULTS: The methylation frequencies in the 

successive six regions calculated by the results 
of MSP decreased gradually with the regions 
spreading to the transcription start site. The dif-
ferences between cancer group and non-neoplas-
tic group arose in the 3rd region, and became 
significant in the 5th and 6th regions (P < 0.05). 
When the grouping was related to the differen-
tiation extent, the differences were significant in 
the 3rd-6th regions between poorly differentiat-
ed group and well differentiated group (P < 0.05). 
As far as the expression levels of Runx3 protein 
were concerned, the differences were significant 
between gastric cancer group and non-neoplastic 
group (0.499 ± 0.106 vs 0.721 ± 0.080, P < 0.01), as 
well as between poorly differentiated group and 
well differentiated group(0.437 ± 0.053 vs 0.617 ± 
0.073, P < 0.01). 

CONCLUSION: Methylation of the Runx3 CpG 
island spreads from the most 5’ region to the 
transcription start site in human gastric cancer, 
and the spreading is related to the differentia-
tion extent of tumor. The transcription start site 
may be a critical region for the methylation of 
Runx3.
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摘要
目的: 研究人胃癌Runx3基因CpG岛甲基化的
关键位点和演进. 

方法: 应用MSP法和Western blot法分别检
测26例人胃癌和相应的癌旁正常组织标本
Runx3基因CpG岛从5'区向转录起始点方向连
续6个位点的甲基化状态和Runx3蛋白的表达.

结果: 根据MSP的结果计算出上述连续6个位
点的甲基化阳性率, 结果随着向转录起始点方
向的演进, 各位点甲基化的阳性率逐渐降低, 
胃癌组和癌旁组从第3位点开始出现差异, 至

®

■背景资料
Runx3基因甲基
化与胃癌的发生
密切相关, 但目前
国内外众多文献
报道的人胃癌组
织中Runx3基因
甲基化的阳性率
差 异 较 大 ,  且 与
Runx3表达并不
完全平行, 甲基化
的Runx3其表达
水平不一定下调, 
提示各实验研究
的位点不同以及
不同位点甲基化
的结局亦不同, 可
能存在其甲基化
能引起该基因表
达沉默的“关键
位点”.
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第5和第6位点差异显著(P <0.05); 按照胃癌分
化程度分组, 低分化组与高分化组在3-6位点
差异显著(P <0.05). 胃癌组与癌旁组Runx3蛋
白表达水平(0.499±0.106 vs  0.721±0.080)以
及低分化组与高分化组(0.437±0.053 vs 0.617
±0.073)Runx3蛋白表达水平均存在显著差异
(P <0.01). 

结论: 人胃癌Runx3基因CpG岛的甲基化从5'
区向转录起始点方向演进, 甲基化的演进与肿
瘤的分化程度有关; 转录起始点部位可能为
Runx3基因甲基化的关键位点.

关键词: Runx3; 胃癌; 甲基化; 甲基化特异性聚合

酶链反应; 免疫印迹法
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0  引言

Runx3(PEBP2aC/CBFA3/AML2)是新近发现的

一种抑癌基因, 属于runt结构域转录因子家族成

员, 参与对细胞生长和凋亡的调控. 近年来, 大
量的研究表明Runx3与多种恶性肿瘤尤其是与

胃癌的关系非常密切[1-3], Runx3基因的沉默与

胃癌的发生和发展有着高度的相关性, 而且也

影响着胃癌的治疗效果及预后[4-5], 因而Runx3
基因有望成为胃癌诊断的特异性标志物和基因

治疗的靶点. 但目前国内外众多文献报道的胃

癌Runx3基因甲基化阳性率差异较大, 且其与

Runx3表达并不完全平行[6-7], 因此, Runx3基因启

动子CpG岛各位点甲基化对于该基因沉默的作

用可能不同. 本文通过检测人胃癌及相应的癌

旁正常组织标本Runx3基因启动子CpG岛多位

点的甲基化状态与Runx3蛋白表达的关系, 对甲

基化的关键位点和演进作一推测和探讨.

1  材料和方法

1.1 材料 2006-02/2006-12中国医科大学附属盛

京医院手术切除并经病理证实的人胃癌和相应

的癌旁正常组织标本各26例(所有标本均于手

术切除后0.5 h内取材, 立即置于液氮中, 然后于

-80℃保存备用, 癌旁正常组织的取材距胃癌原

发灶10 cm以上), 其中男性16例, 女性10例, 年龄

24-80(平均58.7)岁. 低分化(未分化或低分化)17
例, 高分化(中分化或高分化)9例. 根据国际抗癌

联盟分期(UICC, 1997), 早期(Ⅰ期和Ⅱ期)11例, 

进展期(Ⅲ期和Ⅳ期)15例. 采用HE染色确定肿

瘤组织, 主要由肿瘤细胞构成且癌旁正常组织

中没有肿瘤细胞浸润.
1.2 方法 
1.2.1 甲基化特异性PCR(methylation specific 
PCR, MSP)[8]: 取胃癌和癌旁正常组织标本各

100 m g用生理盐水冲净后剪成糊状, 采用苯

酚-氯仿法提取DNA. 取5 μg(10 μL)DNA, 加
入3 mol/L的氢氧化钠15.5 μL和去离子水24.5 
μL, 37℃孵育15 min, 然后加入新鲜配制的10 
mmol/L的对苯二酚15 μL和3 mol/L的亚硫酸

氢钠(pH5.0)280 μL, 对提取的DNA进行修饰, 
50℃保温16-20 h. 修饰后的DNA分别在4℃的

500 mmol/L的醋酸钠和0.5 mmol/L的对苯二酚

溶液中各透析4 h, 然后在4℃的0.5 mmol/L的
醋酸钠溶液中透析过夜, 最后经4℃双蒸水透

析过夜. 透析完毕后加入3 mol/L的氢氧化钠

5.5 μL, 室温放置10-20 min, 然后加入6 mol/L
的醋酸氨40 μL和2×无水冷乙醇, 混匀后置

于-20℃过夜; 4℃、12 000 r/min离心10 min弃
上清得DNA沉淀, 加入700 mL/L冷乙醇1 mL, 
漂洗1次, 弃上清, 加入去离子水50 μL溶解于

-20℃保存备用. 采用R u n x3基因上述各位点

(图1)特异的甲基化引物和非甲基化引物(北
京三博远志公司)对处理后的D N A进行扩增, 
扩增引物序列参照文献[9]. 反应系统(25 μL):  
10×缓冲液2.5 μL, 每种引物各0.1 μL, dNTP 2 
μL, Taq聚合酶(大连宝生物公司)0.2 μL, 模板

DNA 5 μL, 去离子水15.1 μL; 反应条件: 混合物

加热至95℃, 持续15 min后, 变性为94℃、30 s, 
退火为55℃(第4-6位点为58℃)、60 s, 延伸为

72℃、60 s, 最后再进行72℃延伸10 min, 共进

行35个循环. PCR产物经20 g/L琼脂糖凝胶电泳

分离, 并经成像分析系统分析结果.
1.2.2 Western blot: 取胃癌和癌旁正常组织标本

各150 mg用生理盐水冲净后剪成糊状, 加入6倍
体积的组织细胞裂解液进行超声匀浆, 提取总

蛋白, Lowry法蛋白定量. 取调节后的蛋白样品

各40 μL加5×样品缓冲液10 μL混均, 煮沸3 min
冷却后上样. 60 V稳压电泳至溴酚蓝带进入分

离胶后再100 V电泳3 h, 100 V转膜40 min, 使凝

胶上的蛋白转移至硝酸纤维素膜(NC膜). 用50 
g/L牛血清白蛋白室温下封闭2 h, 1×TTBS洗膜

两次, 加入新鲜配制的兔抗人Runx3多克隆抗体

稀释液(1∶400)(sc-30197, Santa Cruz公司), 4℃
孵育过夜. 将NC膜用1×TBS洗一次, 1×TTBS

■创新盘点
本实验通过检测
人胃癌及相应的
癌旁正常组织标
本Runx3基因启
动子CpG岛多位
点的甲基化状态
与Runx3蛋白表
达 的 关 系 ,  研 究
Runx3基因启动
子CpG岛甲基化
的演进方向和关
键位点.
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洗两次, 加入新鲜配制的碱磷酶标记山羊抗兔

IgG(1∶1000)(北京中杉金桥公司), 室温孵育2 
h. 1×TTBS洗膜两次, 1×TBS洗膜一次, 显色液

中染色至条带呈现, 终止染色. β-Tubulin(华特

生公司)作为内参, 分子质量为M r 51 000, 重复

上述步骤. 用凝胶图像分析系统扫描分析结果, 
以Runx3蛋白的灰度值/β-Tubulin的灰度值代表

Runx3蛋白的相对表达水平进行统计学分析.
统计学处理 采用SPSS14.0统计软件, 计数

资料的组间比较采用χ2检验, 不符合χ2检验条件

的采用Fisher确切概率法, 计量资料的结果采用

mean±SD表示, 组间比较采用t检验, P <0.05为
差异具有统计学意义.

2  结果

2.1 甲基化特异性PCR结果 见表1, 胃癌和癌旁

组从第3位点开始出现差异, 至第5和第6位点差

异显著(P <0.05, 图2, 图3A), 低分化组与高分化

组在3-6位点差异显著(P <0.05, 图3B), 而高龄组

(≥60岁)与低龄组(<60岁)、男性组与女性组以

及早期组与进展期组, 上述各位点的甲基化阳

性率无显著差异(P >0.05).
2.2 Western blot结果 Runx3蛋白的相对表达水

平, 胃癌组为0.499±0.106(n  = 26), 癌旁组为

0.721±0.080(n  = 26), 两组的蛋白表达水平存在

显著差异(P <0.01). 低分化组为0.437±0.053(n  = 
17), 高分化组为0.617±0.073(n  = 9), 两组的蛋

白表达水平存在显著差异(P <0.01)(图4, 表1). 男
性组与女性组、高龄组(≥60岁)与低龄组(<60
岁)以及早期组与进展期组, 蛋白表达水平无显

著差异(P >0.05, 表1).

3  讨论

胃癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一, 他的发

生与端粒酶激活、抑癌基因失活和癌基因激

活等因素有关 ,  其中抑癌基因的失活尤为重

要[10-11]. 以往研究的抑癌基因, 如E-cadherin、
p53、p16、Rb、DCC和APC等, 他们与胃癌的

相关性较小, 而新近发现的Runx3可能是迄今为

止与胃癌关系最为密切的一种抑癌基因. DNA
甲基化是一种后天发生的修饰, 引起胞嘧啶5'甲
基化, 在正常机体中普遍存在, 并与年龄相关, 
抑癌基因启动子CpG岛高甲基化可使其表达受

抑, 与肿瘤的发生密切相关[12-13]. 
研究表明, Runx3基因启动子CpG岛高甲基化

■应用要点
通过本文的研究
可以确定Runx3
基因启动子CpG
岛甲基化的演进
方向和关键位点, 
从而为胃癌的基
因诊断和治疗提
供依据. 
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图  2  甲基化特异性PCR结果(甲基化). 1-6: 各研究位点; 

12-18: 各研究标本; T: 肿瘤组织; N: 癌旁正常组织.
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T: 肿瘤组织; N: 癌旁正常组织.

图  3  Runx3基因CpG岛各位点甲基化阳性率的曲线图. A:

胃癌组和癌旁组; B:低分化组和高分化组.
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是该基因表达沉默的主要方式之一[1]. Kim et al [2]

用M S P法检测了胃癌和各种癌前病变启动子

CpG岛的甲基化状态, 结果在慢性胃炎为8.1%(n  
= 99), 肠化为28.1%(n  = 32), 胃腺瘤为27.3%(n  = 
77), 胃癌为64%(n  = 75), 该研究提示Runx3的甲

基化阳性率随着癌前病变的演变而增加. 田筱

青 et al [6]应用MSP法对17例食管鳞状细胞癌、

14例贲门癌及18例胃癌及相应的癌旁正常组织

进行检测, 胃癌组的甲基化阳性率为8/18(44%), 
而胃癌癌旁组、食管癌组和贲门癌组的甲基

化阳性率分别为1/18、0/17和3/14, 该研究提示

Runx3基因甲基化对于胃癌具有较高的特异性. 
Nakase et al [14]应用MSP法研究了12例消化性溃

疡术后残胃癌(R B组)和10例胃癌术后残胃癌

(RM组)Runx3启动子的甲基化状态, 胃癌组织

中Runx3的甲基化阳性率为63.6%(14/22), 癌旁

组织中为27.2%(6/22), 进一步研究表明Runx3的
甲基化状态与Runx3的表达明显相关, 该研究提

示检测残胃Runx3的甲基化状态可以预测残胃

恶变的风险. 本文通过MSP法检测了26例胃癌

和相应的癌旁正常组织标本Runx3基因启动子

CpG岛连续6个位点的甲基化状态, 由于两组的

第1和第2位点的甲基化阳性率无差异, 第3-6位
点存在差异(第5和6位点差异显著), 因此目前众

多实验研究的位点很可能位于该区间, 在本研

究中其甲基化阳性率为42.31%-65.38%, 与上述

报道相符.
研究表明, Runx3蛋白表达下调是胃癌发生

的重要机制之一. Osaki et al [15]应用Western blot
法检测了6株胃癌细胞系的Runx3蛋白表达, 其
中3株不同程度的表达了Runx3蛋白, 而另3株未

表达Runx3蛋白. 曾超 et al [16]应用Western blot法
检测25例胃癌标本Runx3蛋白的表达, 结果发现

胃癌组织中的Runx3蛋白表达明显低于相应正

常胃黏膜组织, 尤其是低分化胃癌更加明显, 而
高分化胃癌差异并不明显, 直线相关分析显示

胃癌组织中Runx3蛋白和mRNA的表达具有相

关性(r  = 0.820, P <0.05). Wei et al [5]应用免疫组织

化学法研究了86例胃癌组织的Runx3蛋白表达, 
结果与正常胃黏膜组织相比, 胃癌组织标本中

的Runx3蛋白表达明显降低, 并且与生存期降低

明显相关(P  = 0.0005), Cox比例风险回归模型显

示, Runx3蛋白的表达可独立的预测良好的生存

率(P  = 0.036), 因而认为Runx3蛋白是影响胃癌

预后的独立因素. 本文应用Western blot法检测

了26例胃癌及相应的癌旁正常组织的Runx3蛋
白表达, 结果表明胃癌组Runx3蛋白表达明显低

于癌旁组, 而且Runx3蛋白的表达与肿瘤的分化

程度有关, 与上述报道相符.
但目前国内外众多文献报道的人胃癌组

织Runx3基因的甲基化阳性率差异较大, 且与

Runx3表达并不完全平行. 田筱青 et al [6]用RT-
PCR方法研究了8例Runx3甲基化的胃癌标本, 
结果仅3例出现mRNA的表达下调; Waki et al [7]

用RT-P C R方法检测了5株胃癌细胞系R u n x3 
mRNA的表达, 其中1株甲基化的Runx3细胞系

(KATO-Ⅲ)也表达mRNA. 上述研究表明, 甲基

化的Runx3其mRNA表达水平不一定下调, 因
此Runx3基因CpG岛不同位点甲基化的结局不

同, 可能存在其甲基化能引起该基因表达沉默

的“关键位点”. 本研究的结果表明, 按性别、

年龄和临床分期分组, 各位点的甲基化阳性率

■同行评价
本实验设计合理, 
研究具有一定新
颖性, 讨论充分有
说服力, 具有较强
的临床指导意义. 

表  1  实验结果及临床病理学参数分析

     
临床及病理学参数

                                Runx3基因CpG岛各位点的甲基化阳性例数          Western blot  

                                                                 1            2           3            4           5            6             (mean±SD)

标本              胃癌组(n  = 26)             24        23        17        16        12a         11a        0.499±0.106b

                     癌旁组(n  = 26)              25        22        13        12          5           3          0.721±0.080

性别              男性组(n  = 16)             14        14        10          9          6           7          0.507±0.101

                     女性组(n  = 10)              10          9          7          7          6           4          0.486±0.117

年龄              高龄组(n  = 13)             13         11       10         10          7           6          0.494±0.114

                     低龄组(n  = 13)              11        12          7          6          5           5          0.504±0.101

分化程度       低分化组(n  = 17)          16        16        14c       13c        11c        10c         0.437±0.053d

                     高分化组(n  = 9)              8          7          3          3           1           1          0.617±0.073

UICC分期     早期组(n  = 11)              10         11         7          6          4           6          0.531±0.126

                     进展期组(n  = 15)          14        12        10        10          8           5          0.476±0.085

aP<0.05, bP<0.01 vs  癌旁组; cP<0.05, dP<0.01 vs  高分化组. 
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无显著差异, 同时该情况下Runx3蛋白的表达

亦无显著差异, 而胃癌组与癌旁组以及低分化

胃癌组和高分化胃癌组的甲基化阳性率存在显

著差异, 同时该情况下Runx3蛋白的表达亦存

在显著差异(P <0.01), 这种现象提示, 转录起始

点部位(即文中第5、6位点)的甲基化很可能引

起Runx3蛋白的表达下调, 因此该部位可能为

Runx3基因启动子CpG岛甲基化的关键位点. 同
时本研究结果表明, 从5 '区向转录起始点方向

连续6个位点的甲基化阳性率逐渐降低, 提示甲

基化最初可能发生在Runx3基因CpG岛的5'端, 
并逐渐向转录起始点方向演进, 与文献报道相 
符[9]; 进一步统计分析表明, 各位点的甲基化阳

性率与性别、年龄和临床分期无关, 而第3-6位
点的阳性率与肿瘤的分化程度有关, 提示甲基

化的演进可能与肿瘤的分化程度相关, 而与性

别、年龄和临床分期无关.
总之, Runx3作为新近发现的一种抑癌基因, 

受到越来越多的关注和研究, 有望成为胃癌诊

断的特异性标志物和基因治疗的靶点, 通过本

文的研究可以确定该基因启动子CpG岛甲基化

的演进方向和关键位点, 从而为基因诊断和治

疗提供依据.
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