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Abstract
AIM: To detect the methylation and protein ex-
pression of the Runx3 gene in sporadic colorec-
tal cancer (SCRC), colonic adenoma, and normal 
colon tissue and to evaluate their clinical signifi-
cance in colorectal carcinogenesis.

METHODS: Thirty-four colonic cancer speci-
mens, 34 colonic adenoma specimens, and 34 
normal colonic tissue specimens were used in 
this study. The CpG island methylation status 
of the Runx3 gene was detected by methylation-
specific PCR in these specimens, and the protein 
expression of Runx3 was detected by immuno-
histochemistry. 

RESULTS: The rates of methylation of the 
Runx3 gene in colonic cancer and colonic adeno-
ma were significantly higher than that in normal 

colonic tissue (23.5%, 20.6% vs 0.0%, both P < 
0.05). There was no significant difference in the 
rate of methylation of the Runx3 gene between 
colonic adenoma and colonic cancer (P > 0.05). 
The positive rate of Runx3 protein expression 
was significantly lower in colonic cancer than 
in colonic adenoma and normal tissue (17.7% vs 
61.8%, 76.5%, both P < 0.05). 

CONCLUSION: Methylation of the promoter 
CpG islands of the Runx3 gene is an important 
genetic event of colon carcinogenesis and may 
be associated with altered protein expression of 
Runx3.
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摘要
目的�: 评价Runx3�因启动子区CpG岛甲�化
状态及Runx3蛋白表达在结肠癌发生中的作
用及临床意义.

方法�: 应用DNA甲�化特异性PCR(MSP)技应用DNA甲�化特异性PCR(MSP)技
术检测结肠癌、结肠腺瘤、正常结肠黏膜
Runx3�因CpG岛甲�化状态, 应用免疫组织
化学发法检测Runx3蛋白的表达.

结果��: MSP方法检测发现Runx3�因CpG岛
甲�化在结肠癌组、腺瘤组与正常组之间
有显著性差异[23.5%(8/34), 20.6%(7/34) vs  
0.0%(0/0), 均P <0.05], 而结肠癌组与腺瘤组之
间无显著性差异. 免疫组织化学检测发现结
肠癌组中Runx3蛋白表达阳性率较腺瘤组、

正常组之间有显著性差异[17.7%(6/34) v s  
61.8%(21/34), 76.5%(26/34), 均P <0.05].

结论�: Runx3�因启动子区CpG岛甲�化是促Runx3�因启动子区CpG岛甲�化是促
进结肠癌发生的重要�因事件, 可能与Runx3
蛋白失表达有关.

®

■背景资料
甲�化部位常位
于5'-CPG-3'二核
苷酸. �因甲�化
广泛存在于不同
肿瘤中, 许多研究
发现人类原发性
恶性肿瘤抑癌�
因存在高甲�化.
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0  ��引言

DNA甲基化是最常见的表观遗传学改变方式. 
他是由S-腺苷甲硫氨酸(S-adenosyl methionine, 
SAM)提供甲基, 在DNA甲基转移酶(DNA  meth-
yltransferse, DNMT)催化下, DNA C-5位的胞嘧啶

转变为5-甲基胞嘧啶(5-mC), 发生在转录水平不

改变DNA一级结构的碱基修饰方式[1]. 甲基化部

位常位于5'-CPG-3'二核苷酸. 基因甲基化广泛存

在于不同肿瘤中, 许多研究发现人类原发性恶

性肿瘤抑癌基因存在高甲基化. 本研究应用甲

基化PCR法(MSP)对结肠癌、结肠腺瘤、正常

结肠黏膜Runx3基因CpG岛甲基化率进行检测, 
旨在探讨Runx3基因CpG岛甲基化在结肠癌发

生中的作用. 

1  �����材料和方法

1.1 材料 收集2008-10/2009-02四川省人民医院

手术切除的结肠癌及结肠腺瘤组织标本68例, 
正常组织源于肠镜下活检标本34例, 所有病例

均经患者同意并签知情同意书, 均为首次诊治

患者, 术前未行放疗、化疗或免疫治疗. 其中结

肠癌34例, 腺瘤34例, 正常组织34例. 所收集新

鲜组织标本均在20 min内保存于-183 ℃液氮中

以备用. 结肠癌组织中, 男18例, 女16例, 年龄

38-78(平均58±2.5)岁; 结肠腺瘤组织中, 男17
例, 女17例, 年龄28-73(平均53±2.7)岁. 正常结

肠黏膜组织中, 男18例, 女16例, 年龄38-78(平均

58±2.2)岁. TIANamp Genomic DNA Kit为北京

天根生物科技有限公司产品; EZ DNA Methyla-
tion-Gold Kit试剂盒为北京天漠科技开发有限公

司产品; DNA标志物λDNA/Hin d Ⅲ、50 bp DNA 
Labber、2×Taq PCR MasterMix为北京天根生

物科技有限公司产品; 兔抗人单克隆抗体Runx3 
为中杉生物制品公司产品; DAB Kit为中杉金桥

生物公司产品. 
1.2 方法方法 
1.2.1 引物的合成及制备: DNA序列参照Gen-
Bank, PCR引物参照文献[2]设计. Runx3甲基化

前导引物序列(methylated-specific forward prim-
ers, MF)5'-TTACGAGGGGCGGTCGTACGC-

GGG-3'; Runx3甲基化反向引物序列(methylated-
specific reverse primers, MR)5'-AAAACGACC-
GACGCGAACGCCTCC-3'; Runx3非甲基化

前导引物序列(unmethylated-specific forward 
primers, UF)5'-TTATGAGGGGTGGTTGTAT-
G T G G G-3';  R u n x3非甲基化反向引物序列

(unmethylated-specific reverse primers, UR)5'-
AAAACAACCAACACAAACACCTCC-3'.
1.2.2 DNA提取: 本研究参照Herman等等[3]使用的

甲基化特异性PCR方法. 采用TIANamp Genomic 
DNA Kit提取组织标本DNA. DNA提取: 经EZ 
D N A甲基化试剂盒-G o l d甲基化提取的组织

DNA. Runx3M体系: 2×Taq PCRMasterMix 12.5 
μL; Runx3 Mf 1 μL; Runx3 Mr 1 μL甲基化处理

后的DNA 2.5 μL; ddH2O 8 μL; Runx3基因PCR
反应条件: 94 ℃ 10 min预变性, 65 ℃下退火45 
s, 72 ℃延伸10 min; 以扩增产物经1%琼脂糖凝

胶电泳, 运用Gel Doc 1000凝胶图像成像仪(美国

Bio-Rad公司).
1.2.3 免疫组织化学检测Runx3蛋白的表达: 实验

步骤按说明书进行. (Runx3抗原修复均采用高

压热修复), 采用PBS液代替一抗作为阴性对照,
采用已知的阳性片作为阳性对照. 
1.2.4 判断标准: 扩增产物如出现在250 bp处显

示电泳条带为阳性, 否则为阴性; 经Runx3基因

非甲基化引物扩增的DNA产物如出现在240 bp
处显示电泳条带为阳性, 否则为阴性[3]. Runx3蛋
白在结肠癌组、结肠腺瘤组及正常组中的阳性

表达为细胞核阳性, 呈棕黄色, 高倍镜下计数10
个高倍视野, 其阳性计数>10%, 判定为阳性.

统计学处理 率的比较采用Fisher确切概率

法进行统计学分析, 用SPSS13.0统计学软件对

数据进行处理, 检验水准α = 0.05, P <0.05有统计

学意义.

2  ��结果

2.1 各组织R u n x3�因启动子C p G岛甲�化 
Runx3启动子CpG岛甲基化阳性表达率在结肠

癌和腺瘤中分别为23.5%(8/34)、20.6%(7/34),
正常组织中未测到Runx3基因CpG岛甲基化. 结
肠癌组、腺瘤组与正常组比较有显著性差异

(P <0.05). 结肠癌组与腺瘤组比较无显著性差异

(P >0.05, 表1). 
2.2 Runx3蛋白表达 Runx3蛋白阳性表达率在结

肠癌组、腺瘤组与正常组分别为17.7%(6/34)、
61.8%(21/34)、76.5%(26/34). 结肠癌与结肠腺瘤

■相关报道
Ku等应用MSP技
术对人结肠癌细
胞株进行检测, 发
现50%的人结肠
癌细胞株Runx3
蛋白表达下降或
不表达.
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组、正常组比较有显著性差异(P<0.05, 表2, 图1).

3  ��讨论

DNA甲基化与肿瘤发生密切相关, 是抑癌基因

失活的机制之一[4]. Runx3基因是新近发现的抑

癌基因, 是哺乳动物Runx基因家族中最原始亚

型. 对上皮细胞生长、分化起调控作用, 对脊神

经节发育和T细胞分化也发挥重要作用. Runx3
蛋白是TGF-β信号转导通路中的一个转录因子, 
直接与R-Smad(Smad受体)结合, 指导TGF-β1/
Smad信号途径中被激活的Smad(一种凋亡因子)
复合物从胞质转入胞核靶位点, 加强TGF-β1/
Smad复合物和靶位点结合, 促进TGF-β1信号传

导, 介导细胞正常凋亡, 协同TGF-β1对上皮细胞

生长的负性调控, 在TGF-β1信号传导途径中发

挥关键作用[5]. 国外学者研究发现Runx3基因在

结肠癌中高甲基化, Runx3基因CpG岛甲基化导

致Runx3基因失活与结肠肿瘤发生密切相关[6]. 

Runx3蛋白缺失会导致TGF-β1信号通路

阻断, 细胞对TGF-β1诱导的生长抑制作用和凋

亡反应能力下降, β-catenin在胞质内积聚, Wnt
信号通路激活, 细胞增殖和凋亡失衡, 遗传学

上不稳定的细胞克隆扩增发生癌变,  促进肿瘤

发生[7]. 已有研究发现敲除Runx3基因的小鼠其

Runx3蛋白表达下降, 小鼠肿瘤发率明显上升[8]. 
Ku等[9]应用MSP技术对人结肠癌细胞株进行检

测, 发现50%的人结肠癌细胞株Runx3蛋白表达

下降或不表达. 研究还发现人结肠癌、肝细胞

癌、胆管癌、胰腺癌、肺癌、食管癌、内胚窦

瘤、乳腺[10-17]等肿瘤中Runx3蛋白阳性表达率较

相应正常组织的阳性表达率显著下降. 本研究

发现34例结肠癌中有8例Runx3基因CpG岛甲基

化, 甲基化率为23.5%(8/34), 与Ku等[9]采用MSP
技术检测发现18.4%的结肠癌组织Runx3基因

CpG岛甲基化, 正常结肠组织无Runx3基因CpG
岛甲基化接近. 与Goel等[18]发现21%(19/91)的
结肠癌病例存在Runx3基因CpG岛甲基化, 正常

组未发现Runx3基因CpG岛甲基化相似. 本研究

还发现正常结肠黏膜Runx3蛋白阳性表达率达

76.5%(26/34), 腺瘤组Runx3蛋白阳性表达率为

61.8%(21/34), 结肠癌Runx3蛋白阳性表达率只

有17.7%(6/34), 结肠癌组明显低于腺瘤组及正

常组, 且有显著性差异(P <0.05), 与Chen等[17]的

报道相似. 本研究提示Runx3基因CpG岛甲基化

可能发生于正常结肠黏膜→结肠腺瘤→结肠腺

癌这一发展序列早期阶段, 是结肠癌发生早期

分子事件. 结肠癌中Runx3蛋白低表达, 可能与

结肠癌Runx3基因CpG岛甲基化有关.

■应用要点
Runx3�因启动
子区CpG岛甲�
化是促进结肠癌
发 生 的 重 要 �
因 事 件 ,  可 能 与
Runx3蛋白失表
达有关.

表  1  各组Runx3基因CpG岛甲基化阳性率 (n  = 34)

     
分组

    Runx3基因CpG岛甲基化

阳性 阴性

结肠癌组织            8   26

腺瘤组织            7   27

正常组织        0   34

表  2  各组Runx3蛋白表达阳性率 (n  = 34)

     
分组

             Runx3蛋白表达

阳性 阴性

结肠癌组织            6   28

腺瘤组织           21   13

正常组织       26     8

图� ��������� ������������������  1  Runx3蛋白在各组结肠组织中的表达(免疫组织化学
×100). A: 正常结肠黏膜组织; B: 腺瘤组织; C: 结肠癌组织.

A

B

C
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