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Abstract
AIM: To investigate the expression of caveolin-
1and Dnmt1 genes in normal gastric mucosa 
and gastric carcinoma, and to detect methylation 
s tatus of CpG is land of caveol in-1 gene 
promoter region located in exon 1 and its clinical 
significance in gastric carcinoma.

METHODS: Methylation status of caveolin-1 
gene in 60 gastric carcinoma cases and 14 normal 
gastric tissues was detected using Methylation-
specific PCR (MSP). SP immunohistochemcal 
method and in site hybridization (ISH) were 

used to detect the expression of caveolin-1 pro-
tein and Dnmt1 protein and mRNA.

RESULTS: The methylation rate of the 5’ CpG 
island of caveolin-1 gene was 0% in 14 normal 
gastric tissues, and 73.3% in 60 gastric carcinoma 
cases. There was significant difference between 
two groups (P < 0.005). Methylation status of 
caveolin-1 gene was related to the patient’s age. 
The positive rates of caveolin-1 protein, Dnmt1 
protein and mRNA were 30%, 63.3% and 53.3% 
in 60 gastric carcinoma cases.

CONCLUSION: The methylation and inactiva-
tion of caveolin-1 gene leads to carcinogenesis 
and development of gastric carcinomas by the 
function of Dnmt1 gene.

Key Words: Gastric carcinoma; Caveolin-1 gene; 
Dnmt1 gene; Methylation- specific PCR; Immuno-
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摘要
目 的 :  研 究 正 常 胃 黏 膜 及 胃 癌 组 织 中
c a v e o l i n-1、D n m t1蛋白的表达 ,  并探讨
caveolin-1、Dnmt1基因与胃癌发生发展的关
系及其临床意义. 

方 法 :  采 取 甲 基 化 特 异 性 聚 合 酶 链 反 应
(methylation-specific PCR, MSP)检测不同分
化程度的60例胃癌组织(其中包括新鲜组织
50例、石蜡包埋组织10例)和14例正常胃组
织中caveolin-1基因启动子区域甲基化状态; 
同时用SP免疫组织化学法、原位杂交法检测
caveolin-1蛋白、Dnmt1蛋白及mRNA的表达. 

结果: 14例正常胃组织中, 未检测到caveolin-1
基因甲基化 ;  在60例胃癌组织中 ,  检测到
44例胃癌组织中存在甲基化 ,  甲基化发生
率为73.33%, 两组间差异具有统计学意义
(P <0.005). caveolin-1基因甲基化的发生与患
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■背景资料
本实验室的先前
研 究 结 果 表 明
caveolin-1基因在
胃癌组织中低表
达甚至缺失, 推测
其表达抑制发生
在蛋白水平以前. 
大量的实验表明, 
Dnmt1的活性在
肿瘤中表达增高, 
且这可能与DNA
甲基化及肿瘤的
发生、发展有关, 
但Dnmt1在胃癌
中的表达及其与
肿瘤发生发展的
关系研究报道较
少 ,  胃 癌 组 织 中
caveolin-1基因的
低表达与Dnmt1
的关系如何, 则未
见相关文献报道.

■同行评议者
汪思应, 教授, 安
徽医科大学实验
动 物 中 心 ;  钱 睿
哲, 教授, 复旦大
学上海医学院生
理与病理生理学
系血管分子生物
学实验室



者年龄有关. 60例胃癌标本中, caveolin-1蛋白
阳性表达率仅为30%(18/60), Dnmt1蛋白阳性
表达率为63.3%(38/60), Dnmt1基因mRNA阳
性表达率为53.3%(32/60).

结论: 在胃癌组织中, caveolin-1基因可能在
Dnmt1基因的作用下发生甲基化, 丧失其活
性, 进而导致胃癌的发生、发展. 

关键词: 胃癌; caveolin-1基因; Dnmt1基因; 甲基

化特异性聚合酶链反应; 免疫组织化学染色; 原位

杂交
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0  引言

D N A甲基化不仅与基因调节机制密切相关 , 
还涉及胚胎发育、基因组印迹、X染色体失

活、肿瘤的发生, 而且基因CpG岛区域过度甲

基化对基因的表达发挥着重要的调节作用, 可
导致基因在转录水平沉默[1]. 在人类多种肿瘤

中, 甲基化改变通常发生于正常情况下未甲基

化的启动子CpG岛区域[2]. 启动子CpG岛区域

的超甲基化状态可以使一些抑癌基因(t u m o r 
suppressor genes)失活, 目前已在胃癌组织中

检测到多种抑癌基因启动子区域C p G岛的过

度甲基化以及该基因的失活 ,  如p73 、p16 、

E-cadherin、SOCS-1、RIZ1、RUNX3、Cyclin 
D2、hMLH1、CDH1、RAR-beta等. 抑癌基因

的DNA甲基化被人们认为可能是导致胃癌众

多因素中的一个重要机制, 是胃癌发生过程中

的重要分子事件. Engelman et al [3]发现, 在人类

乳腺癌细胞系中, caveolin-1基因由于5'端启动

子CpG岛区域存在甲基化, 而使该抑癌基因失

活, 导致肿瘤的发生. 本实验室已采用免疫组

织化学染色方法和原位杂交技术对胃癌组织

中caveol in-1基因的表达状况进行了研究, 并
发现caveolin-1基因在正常胃黏膜→不典型增

生胃黏膜→胃癌中阳性表达率逐渐降低, 且组

间差异性有统计学意义, 在胃癌组织中的阳性

表达率仅为23.9%[4-5]. 为探究caveolin-1基因在

胃癌组织中表达降低乃至缺失的原因, 我们采

用敏感性较高的甲基化特异性聚合酶链反应

(methylation-specific PCR, MSP)检测60例胃癌

组织(其中包括新鲜组织50例、石蜡包埋组织10
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例)、14例正常胃组织中的caveolin-1基因外显

子1启动子CpG岛区域的甲基化状态, 并对此74
例标本中caveolin-1蛋白、Dnmt1蛋白及Dnmt1
基因m R N A的表达状况进行检测 ,  旨在研究

caveolin-1基因异常甲基化及Dnmt1基因在胃癌

发生发展中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 50例新鲜胃癌组织、10例石蜡标本及

14例正常胃组织来自2007-05/2007-09在中国人

民解放军兰州军区兰州总医院切除的胃癌标本. 
胃癌组包括男52例, 女8例, 年龄31-74(中位年龄

60)岁. 所有标本术前均未行放疗和化疗. 所有

标本均进行HE、免疫组织化学染色、原位杂

交及MSP试验. MSP试剂盒购于美国Chemicon
公司. caveolin-1基因外显子1的甲基化和非甲

基化引物由大连宝生物工程有限公司合成, Tap
酶、DL2000、琼脂糖粉、200 µL扩增管也购

于该公司. caveolin-1抗体为鼠抗人mAb(稀释

度为1∶400)购于美国基因公司. Dnmt1抗体为

鼠抗人mAb(原液浓度为400 mg/L, 工作液浓

度为1.5 mg/L)购于美国Alexis公司. Pan-Path 
REMBRANT® Universal RISH & HRP Detection 
Ki t(原位杂交检测试剂盒)购于Pan-Path公司, 
Dnmt1基因(基因序列号为NM_001379)寡核苷

酸探针为5'-TGGGAGGGTGGGTCTTGGAG-3', 
探针片段长度20 bp, 两端标记地高辛, 由上海生

工生物工程技术服务有限公司合成.
1.2 方法 
1.2.1 新鲜组织及石蜡包埋组织中DNA的提取: 
采用本实验室改进的运用饱和酚-氯仿抽提法从

新鲜组织及石蜡包埋组织中提取DNA[6], 通过紫

外分光光度仪检测DNA含量, 从中选取A 260/A 280

在1.8-2.0的标本, 并应用电泳技术对DNA的完

整性进行检测, 选取理想标本进行甲基化修饰. 
提取组织冻存于-40℃. 
1.2.2 DNA甲基化修饰: 甲基化修饰严格按照试

剂盒说明书进行, 修饰步骤简述如下: DNA修饰

过程; 脱盐处理; 完全甲基化(脱磺酸基作用); 二
次脱盐; DNA纯化. 置于-40℃备用. 
1.2.3 甲基化特异性聚合酶链反应(M S P): 根
据G e n B a n k中c a v e o l i n-1基因外显子1的基

因序列(A F095591), 采用P r i m e 5.0软件, 针
对外显子 1的启动子C p G岛区域设计并合

成甲基化引物(methylat ion primer)及非甲基

化引物(unmethyla t ion pr imer), 产物大小为

www.wjgnet.com

■研发前沿
近几年研究发现
DNA序列以外的
调控机制异常在
肿瘤的发生、发
展过程中更为普
遍、也更为重要, 
这种调控机制被
称 为 表 遗 传 学 . 
DNA甲基化是表
遗传学主要形式, 
现已成为近来备
受关注的热点问
题. DNA甲基化及
相关基因在肿瘤
发生中的关系及
作用机制已成为
急需解决的问题.
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139 bp(表1). PCR运用25 µL反应体系: 2.5 µL 
dNTP Mixture(各2.5 µmol/L); 2.5 µL 10×PCR 
Buffer(Mg2+ Plus); 0.5 µg模板; 上、下游引物(20 
µmol/L)各1.5 µL(非甲基化为2.0 µL); 0.3 µL Taq
酶(5 U/µL)(非甲基化为0.5 µL); 其余用灭菌三

蒸水补足25 µL. 循环数设置为30个: 95.5℃预

变性5 min; 95.5℃变性30 s; 58.0℃(非甲基化为

48.0℃)退火45 s; 72.0℃复性45 s; 72.0℃延伸7 
min; 实验结束温度为40℃. 5 µL PCR产物用20 
g/L的琼脂糖凝胶电泳、溴化乙锭染色后观察, 
在紫外灯下观察, 凝胶成像系统成像. 
1.2.4 甲基化判断标准: PCR扩增产物经电泳后, 
出现一条或两条139 bp特异性目的条带视为实

验成功; 反之, 则视为实验失败, 需重新实验. 
1.2.5 caveo l in-1基因、Dnmt1基因的蛋白及

Dnmt1基因mRNA表达检测(免疫组织化学SP法

及原位杂交): 免疫组织化学操作按照SP试剂盒

所附说明进行. 原位杂交技术: 整个实验操作均

在无RNA酶的环境下进行, 切片厚4 μm, 组织

切片经二甲苯脱蜡, 梯度酒精水化, 37℃经蛋白

酶消化30 min; 在无水乙醇中脱水10 s, 每张切

片上滴加一滴探针溶液, 盖上盖玻片37℃过夜; 
TBS冲洗去除盖玻片, TBS洗片3×3 min; 加2-3
滴地高辛抗体37℃作用30 min; TBS洗片3×3 
min; DAB显色; 苏木素复染; 以TBS缓冲液代替

探针作阴性对照. 本实验室先前研究显示: 在正

常胃黏膜, caveolin-1蛋白表达均位于细胞质内, 
Dnmt1蛋白不表达(除部分增生的小凹和间质的

淋巴细胞胞核). 原位杂交结果: 在正常胃黏膜, 
Dnmt1基因mRNA不表达. 病变区域, caveolin-1
蛋白不表达或着色减弱、D n m t1蛋白阳性表

达、Dnmt1基因mRNA阳性表达都判定为蛋白

或mRNA表达异常.
统计学处理 采用χ2检验, 使用SPSS10.0统

计软件包进行统计学处理, 显著性水准α = 0.05.

2  结果

2.1 caveolin-1、Dnmt1蛋白及Dnmt1基因 mRNA
的表达 在14例正常胃黏膜中, caveolin-1蛋白表

达均位于细胞质内, Dnmt1蛋白不表达(除部分

增生的小凹和间质的淋巴细胞胞核), Dnmt1基
因mRNA不表达. 60例胃癌组织中, caveolin-1
蛋白阳性表达率仅为30.0%(9/30)(图1A-B), 
D n m t1蛋白阳性表达率为63.3%(38/60)(图
1 C - D ) ,  D n m t 1基因m R N A阳性表达率为

53.3%(32/60)(图1E-F, 表2). 

2.2 胃组织中caveolin-1基因甲基化状态 用ca-
veolin-1基因甲基化引物caveolin-1-M和非甲基

化引物caveolin-1-U分别对修饰后的14例正常

胃组织和60例胃癌组织DNA进行扩增. 14例正

常胃标本均显示caveolin-1基因启动子区CpG岛

甲基化阴性而非甲基化阳性. 60例胃癌标本中, 
73.3%(44/60)的癌组织检测出caveolin-1基因外

显子1启动子CpG岛区域异常甲基化, 其中26例
癌组织(43.3%)表现为完全甲基化; 18例癌组织

(30.0%)表现为部分甲基化. 癌组织caveolin-1基
因甲基化率显著高于正常组织(Fisher确切概率

发P <0.0005, 图2, 表3).
2.3 caveolin-1基因外显子1启动子CpG岛区域

甲基化发生率与胃癌临床病理的关系 经χ2检

验, caveolin-1基因外显子1启动子CpG岛区域

甲基化发生率在性别、肿物大小、有无脉管侵

犯、有无淋巴结转移和浸润深度各组内阳性表

达率差异无统计学意义(P >0.05), 而与年龄有关

(P <0.05, 表4).

3  讨论

胃癌的发生是一个多阶段、多步骤的过程, 涉
及肿瘤相关基因的遗传学(genetics)与表遗传学

(epigenetics)的改变[7-8]. DNA甲基化紊乱与胃癌

的发生密切相关. DNA甲基化通常发生在基因

的CpG岛, 所谓CpG岛(CpG island)即是基因组中

富含CpG二核苷酸的区域, 通常位于基因的5'端
启动子区域, 呈不连续分布, 是基因具有活性的

标志[9]. 正常生理情况下, CpG岛多为非甲基化

状态. 近来研究表明, 在人类基因组中, 基因组

总体水平降低和部分基因启动子区域高甲基化

状况共存是DNA甲基化的总特征. DNA甲基化

状态改变是肿瘤抑制基因的失活方式之一, 他
通过基因机制和基因外机制导致细胞增殖和分

化的相关基因表达异常, 造成细胞失去正常的基

因调控而发生恶变. 抑癌基因启动子区域的CpG

■相关报道
目 前 研 究 表 明 , 
caveolin-1能抑制
癌细胞的转移, 促
进癌细胞的分化; 
在多种肿瘤中表
达下降, 他在胃癌
中的表达亦是如
此, 且与胃癌的发
生及演进过程密
切相关.

表  1  caveolin-1基因外显子1启动子区域甲基化检测引物

     
引物名称		    引物序列(5'→ 3')

	           产物长度

				                    (bp)

caveolin-1-M   gggttcaaagcgggaaaatg(Sense)     139

	           taggcactccccaaggttct(Antisense)	

caveolin-1-U    gggtttaaagtgggaaaatg(Sense)      139

	           taaacactccccaaaattct(Antisense)

M: 甲基化引物; U: 非甲基化引物.
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岛甲基化是某些人类恶性肿瘤的频发事件[10]. 
Caveolae(胞膜窖)是细胞表面特异性内陷

所形成的烧瓶样结构, c aveo l in-1(窖蛋白)是
caveolae的标志性蛋白[11], 在许多生理、病理活

动中都起重要作用, 是各种信号分子和信号通

路的整和器. 研究证明caveolin-1与细胞的恶性

转化及肿瘤的演进密切相关. 本实验室先前的

研究表明: caveolin-1基因在正常胃黏膜→不典

型增生胃黏膜→胃癌中阳性表达率逐渐降低, 
且组间差异性有统计学意义, 在胃癌组织中的

阳性表达率仅为23.9%[4-5], 明显低于正常组织, 
且其表达的抑制发生于转录或转录前的水平, 
并推测可能与该基因甲基化有关. 本实验针对

caveolin-1蛋白的表达状况表明: caveolin-1在正

常胃黏膜组织中呈强阳性表达, 而在胃癌组织

■创新盘点
本 文 从 分 子 水
平 初 步 揭 示 了
caveolin-1基因在
胃癌中失活的原
因, 即该基因启动
子区域CpG岛的
甲基化.

表  3  caveolin-1基因启动子CpG岛区域甲基化发生率

分组     甲基化(+)  甲基化(-)     合计  阳性率(%)        P 值

正常组	   0	 14	 14            0

胃癌组	 44	 16	 60          73.3     <0.0005

合计	 44	 30	 74          59.5

表  2  胃癌组织中caveolin-1、Dnmt1蛋白及Dnmt1基因mRNA的表达

     
caveolin-1

		 caveolin-1蛋白	      Dnmt1蛋白	 Dnmt1基因mRNA	
合计

		   +	  -	  +	  -	  +	        -

甲基化(+)		   6	 38	 32	 12	 28	      16	  44

甲基化(-)		 12	   4	   6	 10	   4	      12	  16

合计	  	 18	 42	  38	 22	 32	      28	  60

阳性率(%)	         30.0		         63.3		            53.3	  73.3

正常胃组织 胃癌组织1 胃癌组织2 胃癌组织3
Marker
DL2000 U     M U     M U     M U     M

139 bp

图  2  胃组织中MSP法检测caveolin-1基因甲基化. M: 甲基

化产物; U: 非甲基化产物. 正常胃组织未发生甲基化; 胃癌

组织1发生半甲基化; 胃癌组织2未发生甲基化; 胃癌组织3发

生完全甲基化.

A B C

D E F

图  1  caveolin-1、Dnmt1蛋白及Dnmt1基因mRNA的表达. A: 高分化胃癌组织中caveolin-1蛋白呈强阳性表达(SP法×100); B: 

高分化胃癌组织中caveolin-1蛋白偶见弱阳性表达(SP法×200); C: 低分化胃癌组织中Dnmt1蛋白呈强阳性表达(SP法×100); 

D: 黏液腺癌组织中Dnmt1蛋白呈强阳性表达(SP法×100); E: 低分化胃癌组织Dnmt1 mRNA呈阳性表达(ISH法×200); E: 中

分化胃癌组织中Dnmt1 mRNA呈强阳性表达(ISH法×100).
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中表达显著降低乃至部分缺失. 对胃癌组织中

caveolin-1基因甲基化状态的研究表明: 14例正

常胃标本均显示caveolin-1基因启动子区域CpG
岛甲基化阴性而非甲基化阳性; 60例胃癌标本

中, 73.3%(44/60)的癌组织检测出caveolin-1基因

启动子区域CpG岛异常甲基化. caveolin-1基因

在胃癌中的沉默原因就在于该基因发生甲基化. 
实验亦表明: caveolin-1基因甲基化的发生与年

龄有关, 这与先前学者对于胃癌的研究结果相

一致: 胃癌多发生于老年人; 部分肿瘤相关基因

的甲基化与年龄有关, 但甲基化极少发生于青

年个体[12]. 
在研究了caveol in-1基因甲基化状况的同

时 ,  我们还对其可能的调节机制进行了初步

的探索. DNA甲基化是指在DNA甲基转移酶

DNMTS(DNA methyltrans-ferases)的介导下(包
括Dnmt1、Dnmt2、Dnmt3a、Dnmt3b), 二核苷

酸中胞嘧啶(c)的第5位C原子上的H被S-腺苷甲

硫氨酸提供的甲基取代, 使之变成5-甲基胞嘧

啶(5-methylcytosine, m5C)[13-14]的化学修饰过程. 
目前的研究结果表明Dnmt1基因与DNA甲基化

关系密切, 他具有维持甲基化的作用. 我们的

实验结果表明: 在正常胃黏膜中, Dnmt1蛋白不

表达(除部分增生的小凹和间质的淋巴细胞胞

核), Dnmt1基因mRNA亦不表达蛋白; 而在胃癌

组织中, Dnmt1蛋白阳性表达率为63.3%(38/60), 
Dnmt1基因mRNA阳性表达率为53.3%. 在胃癌

组织中, Dnmt1的活性明显提高. 综合以上实

验结果, 我们初步推测: 在胃癌组织中, Dnmt1
蛋白及m R N A的表达显著提高 ,  在其作用下

caveolin-1基因外显子1启动子CpG岛区域发生

甲基化, 进而使其蛋白表达异常, 以致该基因失

活, 失去对肿瘤发生的抑制作用. 这仅是本实验

的一些初步推测, 其具体机制, 还有待于我们今

后的实验进一步证实. 
目前, 对于caveolin-1基因在胃癌组织中的

作用机制还不是很清楚, 但实验结果一致表明

caveolin-1基因在胃癌组织中的表达下调. 根据

本实验结果, 我们初步判断其原因是该基因发

生了甲基化. 由于caveolin-1通常与caveolin-2
相互作用, 共同形成异寡聚体而发挥作用, 在
caveolin-1基因沉默时, caveolin-2基因的表达状

况如何, 二者具有何种联系, 还有待于进一步研

究. 在胃癌的研究中, 已发现多种抑癌基因发生

甲基化改变且具有肿瘤特异性[15-17], 多基因甲基

化的肿瘤患者往往预后较差[18]. 在本实验的基础

上, 今后可以建立胃癌中相关基因的甲基化谱, 
并研究DNMTS家族的作用及具体机制, 为胃癌

的预防、早期诊断和抗甲基化治疗提供实验和

理论依据. H pylori感染已被证明与胃癌的发生

有关, 他与基因甲基化之间是否有关, 为我们今

后的胃癌研究提供了新的课题.
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表  4  caveolin-1基因甲基化发生率与胃癌临床病理的关系

     
临床病理指标	  n

         caveolin-1基因甲基化	
P 值

		               +           -    阳性率(%)

性别	     	          			 
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bP<0.01 vs  ≥50岁组.
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■同行评价
本研究选题新颖, 
结果可靠, 具有一
定的意义.


