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Abstract
AIM: To investigate p14ARF (alternative reading 
frame) methylation and expression in colorectal 
cancer and to analyze their relationship with the 
biological behavior of colorectal cancer.

METHODS: The methylation-specific poly-
merase chain reaction (MSP) method was used 
to detect p14ARF gene methylation in 30 colorec-
tal cancer specimens, 30 colorectal adenoma 
specimens, and 30 normal mucosa specimens. 
The expression of p14ARF mRNA and protein 
in these specimens was detected by semi-quan-
titative reverse transcription-polymerase chain 
reaction (RT-PCR) and immunohistochemistry, 
respectively.

RESULTS: The expression level of p14ARF 
mRNA in colorectal cancer was not only lower 
than that in colorectal adenoma (0.283 ± 0.011 
vs 0.721 ± 0.023, P < 0.05) but also significantly 
lower than that in normal mucosa tissue (0.283 
± 0.011 vs 0.958 ± 0.015, P < 0.01). Similar re-
sults were also obtained for the positive rate of 

p14ARF protein expression (20.0% vs 56.7%, P < 
0.05; and 20.0% vs 76.7%, P < 0.01). The methyla-
tion rates of the p14ARF gene were 46.6%, 20.0% 
and 0.0% in colorectal cancer, colorectal adeno-
ma and normal mucosa tissue, respectively, with 
significant differences among the three groups. 
The methylation of p14ARF is correlated with 
cancer differentiation and lymph node metasta-
sis (both P < 0.05).

CONCLUSION: The methylation of p14ARF 
may be involved in the evolution of colorectal 
cancer and may be an early event in the carcino-
genesis of colorectal cancer. Therefore, p14ARF 
methylation may be used as a marker for early 
diagnosis of colorectal cancer.
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摘要
目的: 研究p14ARF基因甲基化及蛋白表达在
直肠癌中的作用, 探讨p14ARF基因与直肠癌
生物学行为的关系. 

方法: 采用MSP方法(甲基化特异性PCR)检
测30例直肠癌组织、腺瘤组织、正常黏膜组
织p14ARF基因甲基化情况. 采用RT-PCR方
法(半定量逆转录PCR)检测p14ARF基因在
大肠癌组织、腺瘤组织、正常黏膜组织中的
表达情况及采用免疫组织化学法(SP法)检测
p14ARF蛋白在这些组织中的表达情况. 然后
用t检验及卡方检验对其数据进行分析. 

结果: p14ARF基因在30例直肠癌组织、腺
瘤组织、直肠正常黏膜组织中表达量分别
为0.283±0.011, 0.721±0.023, 0.958±0.015. 
直肠癌组织中p14A R基因表达低于腺瘤组
织 (P <0.05 ) ,  明显低于直肠正常黏膜组织
(P <0.01), 三者差异有统计学意义(P <0.05). 
p14A R F蛋白在30例直肠癌组织、腺瘤组
织、正常黏膜组织中表达率分别为20.0%、

®

■背景资料
目前表观遗传学
在肿瘤中的作用
机制研究越来越
成为热点, 也为预
防肿瘤发生, 进行
肿瘤基因治疗提
供了新的思路. 目
前 ,  在 很 多 肿 瘤
中发现了p14ARF
基因表达异常, 但
研究直肠腺瘤-癌
演变过程p14ARF
甲基化情况较少, 
p14ARF基因恢复
去甲基化状态治
疗直肠癌尚处在
临床研究阶段.
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56.7%、76.7%. p14ARF蛋白在正常组织中的
表达高于直肠腺瘤(P <0.05), 明显高于直肠癌
组织(P <0.01); p14ARF甲基化在30例直肠癌组
织、腺瘤组织、正常黏膜组织中表达率分别
为46.6%、20.0%、0.0%. 三者差异有统计学
意义. p14ARF基因甲基化与直肠癌分化程度
及淋巴转移密切相关(P <0.05).

结论: p14ARF甲基化可能参与了直肠腺瘤-腺
癌的演变过程, 可能是直肠癌发生的早期事
件. p14ARF甲基化状态可作为直肠癌患者早
期诊断的一个生物学指标.

关键词: 大肠癌; p14ARF; 甲基化; 免疫组织化学
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0  引言

目前随着DNA翻译后修饰的表观遗传学研究发

展, 人们发现DNA甲基化与肿瘤发生的关系越

来越密切, 在许多肿瘤中存在一个或多个肿瘤

抑制基因的CpG岛的甲基化, 由于甲基化可使这

些关键基因表达失活, 功能丧失, 从而导致了肿

瘤的发生[1,2]. 研究发现跟其他遗传学改变方式

不同的是启动子区甲基化具有可逆性, 这就使

的甲基化造成的基因沉默可由去甲基化试剂恢

复其表达成为一种可能, 这为临床抗肿瘤化疗

无疑开辟了了一条新的道路[3-5]. 因此现在研究

抑癌基因的甲基化越来越受到人们的关注, 研
究5'启动子区CpG岛甲基化已成为当今研究肿

瘤分子生物学的热点. 我们研究p14ARF基因甲

基化及蛋白表达在直肠癌中的作用, 无论是在

对直肠癌发生机制的理论研究, 还是在对直肠

癌早期诊治、预后判断的临床研究都具有重要

的意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集南昌大学第二附属医院2008-2009
年直肠腺癌手术标本30例, 其中中分化20例, 低
分化10例, 年龄40-75(平均57.4)岁, 男17例, 女13
例, 所有癌标本术前未进行化疗、放疗. 到内镜

室收集30例直肠腺瘤组织、30例正常黏膜组织

对照. 腺瘤组织中绒毛状腺瘤15例, 管状腺瘤15
例, 年龄30-75(平均51.3)岁, 男18例, 女12例. 正
常直肠黏膜组织, 年龄30-72(平均48.7)岁, 其中

男15例, 女15例. 试剂: TRIzol RNA试剂盒, 逆转

录试剂盒, 2×TaqPCR MasterMix, DNA Marker 
DL600, 蛋白酶K, Wizard DNA Clean-up试剂盒, 
鼠抗人p14ARF单克隆抗体, SP试剂盒, DAB显
色试剂盒等.
1.2 方法 
1.2.1 甲基化特异性PCR: (1)采用蛋白酶K消

化、酚一氯仿抽提法提取基因组DNA. (2)DNA
纯化及修饰: DNA纯化用Wizard clean-up systerm
试剂盒纯化. 具体步骤按说明书进行. DNA亚硫

酸氢盐修饰: 取2 µL DNA, 加入50 µL灭菌双蒸

水, 加3 mol/L的NaOH 3.3 µL, 37 ℃变性15 min, 
加10 mol/L对苯二酚30 mL和3 mol/L亚硫酸氢

钠520 µL混匀, 加200 µL液状石蜡封闭, 锡纸包

裹55 ℃水浴16 h. (3)甲基化特异性PCR: 取纯化

及修饰后DNA 2 µL加入目的基因上下游引物各

1 µL, 2×Taq PCR MasterMix 12.5 µL, 无核酶水

8.5 µL建立25 µL反应体系行PCR扩增. 甲基化

p14ARF引物: 5'-GTGTTAAAGGGCGGCGTAG
C-3', 5'-AAAACCCTCACTCGCGACGA-3'; 扩
增条件: 95 ℃预变性5 min, 94 ℃ 45 s, 54 ℃ 45 
s, 72 ℃ 1 min, 35个循环, 72 ℃再延伸7 min; 非
甲基化p14ARF引物: 5'-TTTTTGGTGTTAAAG
GGTGGTGTAGT-3', 5'-CACAAAAACCCTCAC
TCACAACAA-3'; 扩增条件: 95 ℃预变性5 min, 
94 ℃ 45 s, 60 ℃ 45 s, 72 ℃ 1 min, 35个循环, 
72 ℃再延伸7 min; PCR扩增产物鉴定: 各取上

述产物10 µL在2%的琼脂糖凝胶上电泳观察结

果, p14ARF基因甲基化条带大小为122 bp, 未甲

基化条带为132 bp; 结果判定: MSP产物电泳时

只出现未甲基化条带, 样本计为未甲基化; 出现

甲基化条带, 无论是否出现未甲基化条带, 均为

甲基化.
1.2.2 半定量逆转录PCR: (1)用TRIzol试剂分别

提取直肠癌组织和腺瘤组织、正常直肠黏膜组

织的总RNA(A 260/A 280均在1.8-2.0). (2)用逆转录

酶和Olingo(dT)合成cDNA, 严格按逆转录试剂

盒说明步骤进行. (3)基因组扩增(PCR): 取上述

产物2 μL依次加入目的基因上下游引物各1 μL, 
2×TaqPCR MasterMix 12.5 μL无核酶水8.5 μL
建立25 μL反应体系, 行PCR扩增: 内参β-actin基
因引物: 正义: 5'-CCAGGCACCAGGGCGTGAT
GGTGGGCATGG-3', 反义: 5'-AGCAGCCGTGG
CCATCTCTTGCTCGAAGTC-3'; p14ARF基因引

物: 正义: 5'-GGTTTTCGTGGTTCACATCC-3', 反
义: 5'-CAGGAAGCCCTCCCGGGCA-3'; 扩增条

件: 95 ℃预变性5 min; 94 ℃变性45 s, 56 ℃退火

■研发前沿
目 前 研 究 认 为
p14ARF基因表达
异常与多种肿瘤
的发生及转移有
关, 相关分子机制
的研究中还有不
少问题需要一步
阐明: (1)p14ARF
基因表达失活形
式 有 多 种 ,  他 们
是不是单一作用
于肿瘤发生过程.  
(2)p14ARF甲基化
在直肠腺瘤-癌演
变生物学行为中
涉及的信号通路
及与其他癌基因
及抑癌基因的相
互作用如何 ;  (3)
用去甲基化试剂
使p14ARF基因恢
复去甲基化状态
对抑制直肠癌发
生、发展价值有
多大, 去甲基化过
程相关机制如何.

■相关报道
已有多项研究支
持p14ARF基因在
肿瘤发生过程中
发挥抑制性调节
作 用 ,  目 前 对 其
可能的机制研究
主要包括如何参
与正常细胞生长
周期调控及异常
表达对肿瘤细胞
的成瘤、侵袭、

转 移 能 力 影 响
等. 不少研究认为
p14ARF基因在肿
瘤组织中表达缺
失与p14ARF基因
甲基化水平有关.
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45 s, 72 ℃延伸45 s, 30个循环; 72 ℃末次延伸5 
min. (4)电泳鉴定: 各取上述产物5 μL在2%的琼

脂糖凝胶上电泳, 在紫外下观察条带并用凝胶

成像系统分析, p14ARF基因条带大小为254 bp, 
内参β-actin基因为581 bp, PCR产物量以光密度

/面积表示, 以p14ARF基因产物量/β-actin产物量

的比值作为表达结果. 
1.2.3 免疫组织化学法: (1)采用免疫组织化学SP
法, 具体实验步骤按免疫组织化学试剂盒说明

书进行, 用PBS代替一抗做阴性对照. (2)结果判

定: p14ARF蛋白阳性反应主要定位于细胞核, 参
照Sulzers分级法, 阴性(-): 阳性细胞<10%; 阳性

(+): 阳性细胞数10%-50%; 强阳性(++): 阳性细

胞数>50%.
统计学处理 采用t检验对RT-PCR数据; χ2检

验对甲基化及免疫组织化学相关数据进行分析, 
检验显著性水准取α = 0.05, 以P <0.05为有统计

学意义. 数据由SPSS13.0统计软件处理.

2  结果

2.1 p14ARF甲基化表达情况 在30例直肠癌组织

中有14例(46.67%)发生了p14ARF基因甲基化, 
30例直肠腺瘤组织中有6例(20%)发生了p14ARF
基因甲基化, 30例正常黏膜组织中有0例(0%)发
生甲基化. 他们之间两两比较差异均存在统计

学意义(P <0.05, 图1, 表1).
2.2  p14ARF基因mRNA表达情况 p14ARF基因

mRNA在直肠癌组织中基本不表达, 在直肠腺

瘤组织中可见表达, 在直肠正常黏膜组织中明

显表达. 正常黏膜组织mRNA表达量(0.958±
0.015)高于腺瘤组织(0.721±0.023)(P <0.05), 明
显高于肿瘤组织组织(0.283±0.011)(P<0.01, 图2).
2.3 p14ARF蛋白表达 p14ARF蛋白在直肠癌组

织中表达率为20%(6/30), 在腺瘤组织中表达率

为56.67%(17/30), 在直肠正常黏膜组织中表达

率为76.67%(23/30), 他们三者之间差异均存在

统计学意义(P <0.05, 图3, 表2).
2 .4 p14A R F甲基化与直肠癌临床病理特点 

p14ARF甲基化与直肠癌发生关系密切, 在直

肠癌临床病理特点中, p14ARF甲基化与直肠

癌患者年龄、性别、肿瘤大小无关; 但与肿瘤

分化程度及淋巴转移呈正相关, 分化程度越低, 
p14ARF甲基化程度相对越高(表3).

3  讨论

直肠癌是人类最常见的恶性肿瘤之一, 占大肠

癌发病率中70%以上, 且随人们生活习惯、饮食

结构及环境的改变, 发病率有逐年上升趋势[6]. 
现代分子生物学研究证实肿瘤的发生是一个多

基因、多因素、多阶段参与的复杂过程, 涉及

各种抑癌基因的失活及癌基因的激活, 同时凋

亡调节基因、DNA修复调节基因和端粒等也在

其中发挥着重要的作用. p14ARF基因作为人体

一种重要抑癌基因, 在正常细胞生长周期调控

中起着重要作用. 
ARF基因位于人染色体9p21, 通过可变阅

读框, 编码两种蛋白质: p16INK4a和p14ARF. 
p14ARF含有2个外显子, 即Exon1β和Exon2. 
p14ARF蛋白是一种核蛋白, 蛋白折叠产生一个

由5个大约32个氨基酸残基锚蛋白袢重复组成

表  1  p14ARF甲基化在直肠癌、腺瘤组织、正常黏膜组
织中的表达 (n  = 30)

     
分组	                  

           p14ARF	    
c2值	 P 值

	               甲基化       非甲基化

直肠癌组织             14               16            18.26    <0.01

正常黏膜组织           0               30              4.63    <0.05

直肠腺瘤组织           6               24              4.80    <0.05

表  2  p14ARF蛋白在直肠癌、腺瘤组织、正常黏膜组织
中的表达 (n  = 30)

     
分组	                  

    p14ARF蛋白	    
c2值	 P 值

	                阳性             阴性

直肠癌组织               6               24            19.28    <0.01

正常黏膜组织         23                 7              6.16    <0.05

直肠腺瘤组织         17               13              8.53    <0.05

600
bp

400

100
Marker     M       U      M         U       M       U

T A N

图  1  p14ARF甲基化在直肠癌、腺瘤组织、正常黏膜组织
中表达电泳图. T: 直肠癌; A: 直肠腺瘤; N: 正常组织; M: 甲

基化; U: 非甲基化.

图  2  p14ARF基因在直肠癌、腺瘤组织、正常黏膜组织中
表达电泳图. T: 直肠癌; A: 直肠腺瘤; N: 正常黏膜组织.

600
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400

100

Marker        N          A           T           T

■创新盘点
p14ARF基因是人
类最重要的正常
细胞生长周期调
控 基 因 之 一 ,  关
于p14ARF基因失
活与肿瘤的关系
研 究 很 多 ,  但 迄
今关于p14ARF基
因甲基化在直肠
腺瘤-癌演变过程
中的相关作用报
道尚少.
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的椭圆形分子. 该蛋白相对十分稳定, 半衰期

接近6 h, 主要经过蛋白酶体途径降解. p14ARF
基因通过减弱mdm2介导的p53 基因降解而起

作用, 形成了人类正常细胞生长周期调控的p53
依赖性通路, 并在此通路中扮演着源头开关作

用. p14ARF基因通过加速癌基因mdm2表达蛋

白的降解, 能恢复和稳定细胞野生型p53水平, 
增强p53的G1/S卡点效应, 抑制细胞生长[7]. 从我

们的研究中可以看到: p14ARF基因及蛋白表达

在直肠癌、直肠腺瘤、直肠正常黏膜组织中均

存在明显差异, 在直肠癌表达中低于直肠腺瘤

(P <0.05), 明显低于直肠黏膜正常组织(P <0.01). 
这说明p14ARF基因在维持直肠正常黏膜细胞

生长周期中起着十分重要的作用, 他的存在有

效地抑制了直肠癌的发生 .  而各种原因引起

p14ARF基因的异常表达, 使p14ARF基因丧失

了对正常细胞生长周期的调控, 致p53依赖性通

路失效, p53不能抑制细胞发生凋亡, 细胞生长

失控, 从而导致肿瘤的发生. 目前, 在很多肿瘤

中发现有p14ARF基因表达异常, 常见于非小细

胞肺癌、胃癌、神经胶质瘤、白血病和黑色素

瘤, 这也说明p14ARF基因异常表达与多种肿瘤

发生关系密切[8]. 作为抑癌基因, p14ARF基因

失活方式主要包括基因的甲基化、基因缺失和

突变[9]. 而近年来随着表观遗传学的兴起, 人们

发现DNA甲基化是表观遗传学的主要方式之

一, 许多肿瘤存在一个或多个抑癌基因的CpG
岛的甲基化. 5'启动子区CpG岛富含C-G对, 此区

高度甲基化可影响启动子功能, 导致基因表达

受影响, 在癌变过程中发挥着主要作用[10]. 本研

究发现p14ARF基因甲基化同样存在于直肠癌

中. 我们的研究显示: 30例直肠癌组织中有14例
(46.67%)发生了p14ARF基因甲基化, 30例直肠

腺瘤组织中有6例(20%)发生了甲基化, 30例正

常黏膜组织中有0例(0%)发生甲基化. 他们之间

两两比较差异均存在统计学意义(P <0.05). 这说

明p14ARF基因甲基化在直肠癌、直肠腺瘤、

直肠正常黏膜组织中3组之间明显存在差异, 在
直肠癌中呈现高甲基化状态, 甲基化率可高达

46.67%, 而腺瘤组织也存在部分甲基化(甲基化

率为20%), 且p14ARF基因甲基化与直肠癌肿

瘤分化有关(P <0.05), 而与直肠癌患者性别、年

龄、及肿瘤大小无关(P >0.05), 这说明p14ARF
基因甲基化可能参与了直肠癌由腺瘤演变为腺

癌的形成过程, 可能是直肠癌发生中的早期事

件. 我们的研究还显示: p14ARF基因甲基化不仅

与肿瘤分化程度呈正相关, 与直肠癌淋巴转移

也存在正相关, 这说明p14ARF基因甲基化可能

也参与了直肠癌的转移机制, 也可能是因为直

肠癌组织分化程度低、恶性程度更高、侵袭性

表  3  p14ARF甲基化与直肠癌临床病理特点

     
临床病理参数    n        

p14ARF甲基化    
甲基化率(%)	 P 值

	                        +             -

性别

    男	         17	      8	   9	 47.1       >0.05

    女	         13	      6	   7	 46.1

年龄(岁)

    ≤50	         11	      5	   6	 45.4       >0.05

    >50	         19	      9	 10	 47.4

肿瘤大小(cm)

    ≤3	         12	      6	   6	 50.0       >0.05

    >3	         18	      8	 10	 44.4

分化程度

    中分化	        20	      6	 14	 30.0       <0.05

    低分化	        10	      8	   2	 80.0

淋巴结转移

    无	         18	      7	 11	 38.9       <0.05

    有	         12	      7	   5	 58.3

图  3  p14ARF蛋白在直肠癌、腺瘤组织、正常黏膜组织中表达情况(SP×200). A: 直肠正常黏膜组织中表达强阳性; B: 直肠

腺瘤组织中表达阳性; C: 直肠癌组织中表达阴性.

A B C ■应用要点
本 研 究 表 明
p 1 4 A R F 基 因 甲
基化是直肠癌发
生过程中的重要
分 子 事 件 ,  检 测
p 1 4 A R F 基 因 甲
基化状态可作为
直肠癌患者早期
诊断或判断预后
的一个生物学指
标. 恢复p14ARF
基因去甲基化状
态可能成为直肠
癌治疗的一种重
要手段.
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更强, 以致更容易发生早期转移. 我们还研究了

下直肠癌中p14ARF基因甲基化与p14ARF蛋白

表达的关系, 我们发现有14例p14ARF基因甲基

化的直肠癌组织4例发生了p14ARF蛋白阳性表

达, 其解释原因可能是部分甲基化只发生在单

等位基因上, 而另一等位基因未发生甲基化, 故
能编码蛋白表达. 而16例未发生p14ARF基因甲

基化直肠癌组织有14例p14ARF蛋白阴性表达. 
这说明可能还有其他p14ARF基因失活方式参与

直肠癌的形成, 如突变、缺失等. 
总之, 我们通过研究p14ARF基因甲基化及

蛋白表达在直肠癌中的作用, 探讨直肠癌发生

发展的分子机制, 检测p14ARF基因甲基化状

态可作为直肠癌患者早期诊断或判断预后的

一个生物学指标. 如果我们能通过对直肠癌中

p14ARF甲基化进行干扰, 寻找合适的去甲基化

试剂使直肠癌甲基化基因恢复去甲基化状态, 
从可以在源头上防止p14ARF甲基化对直肠癌产

生的影响, 这将为临床药物抗肿瘤治疗及基因

干扰治疗提供了一种可能, 开辟一条新的重要

途径.
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