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Abstract
AIM: To study the feasibility and clinical sig-
nificance of detection of oncostatin M receptor 
(OMSR) and tissue factor pathway inhibitor 2 
(TFPI2) gene methylation in stool DNA in pa-
tients with colorectal cancer.  

METHODS: Stool samples were collected from 
60 patients with colorectal cancer, 17 patients 
with colorectal polyps, and 30 normal controls. 
The methylation of OMSR and TFPI2 in stool 
DNA was detected by methylation-specific PCR 
(MSP).

RESULTS: The detection rates of OSMR and 
TFPI2 methylation in stool DNA were signifi-
cantly higher in patients with colorectal cancer 

than in those with colorectal polyps and normal 
controls [OSMR: 35% (21/60) vs 12% (2/17), 7% 
(2/30); TFPI2: 70% (42/60) vs 18% (3/17), 3% 
(1/30); all P < 0.01]. The sensitivity and specific-
ity of combined detection of OSMR and TFPI2 
methylation in stool DNA in the diagnosis of 
colorectal cancer were 81.7% and 90%, respec-
tively.

CONCLUSION: Detection of OSMR and TFPI2 
methylation in stool DNA is a promising ap-
proach to the diagnosis of colorectal cancer.

Key Words: Colorectal cancer; Oncostatin M recep-
tor; Tissue factor pathway inhibitor 2; Methylation; 
Methylation-specific polymerase chain reaction
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摘要
目的��: 探讨检测人粪便中抑瘤素M型受体
(OSMR)基因和组织因子途径抑制子2(TFPI2)
基因甲基化对于结直肠癌及腺瘤诊断的可行
性及临床意义.

方法�: 从60例结直肠癌患者和17例腺瘤患者从60例结直肠癌患者和17例腺瘤患者
及30名正常对照者的粪便中分别提取DNA, 
应用甲基化特异性P C R方法检测人粪便中
OSMR和TFPI2基因的甲基化状态.

结果��: 结直肠癌患者粪便中OSMR及TFPI2
基因甲基化检出率分别高于腺瘤患者和正
常对照者[OSMR: 35%(21/60) vs  12%(2/17), 
7%(2/30); TFPI2: 70%(42/60) vs  18%(3/17), 
3%(1/30); 均P <0.01]. 二者联合检测甲基化检
出率为81.7%(49/60), 特异性90%.

结论�: 检测粪便中OSMR和TFPI2基因甲基化检测粪便中OSMR和TFPI2基因甲基化
在结直肠癌诊断和筛查中有潜在的应用价值.

关键词: 结直肠癌; 抑瘤素M型受体; 组织因子途径

®

■背景资料
我国结直肠癌的结直肠癌的癌的
发病率和死亡率
不 断 上 升 ,  结 直结 直
肠癌的早期诊断癌的早期诊断
对于其治疗十分
重 要 ,  传 统 诊 断
手 段 均 存 在 各
种 不 足 ,  而 粪 便
DNA检测有许多
特 殊 优 点 ,  对 其
进行研究具有十
分重要的意义. 

■同行评议者
王振宁, 教授, 中
国医科大学附属
第一医院肿瘤外
科
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0  ��引言

结直肠癌是常见的消化系恶性肿瘤. 在美国, 结
直肠癌发病率在癌症发病率中位居第3, 并在癌

症死亡率中排第2位[1], 我国结直肠癌的发病率

呈逐年上升的趋势. 在癌组织未转移时, 5年生

存率为90%, 局部转移时生存率为68%, 如发生

远处转移, 生存率仅为10%[2], 事实上, 由于早期

检测的发展, 发达国家在过去20年中结直肠癌5
年生存率有所提高[1]. 粪便DNA检测, 由于其具

有易取样, 灵敏度及特异性好, 无痛等特点, 美
国癌症协会、美国胃肠病学院等在其结直肠癌

筛查指南中均明确地将粪便DNA检测作为推荐

的筛查方法[1,3]. 寻找提高结直肠癌诊断灵敏度

和特异性的简便方法并验证其可行性是我们的

目标. 本文采用甲基化特异性PCR技术联合检测

结直肠癌患者OSMR基因和TFPI2基因甲基化, 
探讨其在结直肠癌检测中的意义[4-6]. 

1  �����材料和方法

1.1 材料 选取2009-05/2010-09收治的结直肠癌

患者60例, 17例腺瘤患者为研究对象, 均经内镜

病理证实. 病例入选标准[7]: (1)不伴其他部位肿

瘤; (2)未经任何治疗; (3)收集粪便前5 d内未进

行任何侵入性操作, 包括结肠镜、灌肠等. 另选

择30例年龄匹配的结肠镜检查阴性者为正常对

照组. 粪便标本于术前或内镜检查前收集, 收集

后立即送至实验室, 分装后置-70 ℃冰箱保存.
1.2 方法方法 
1.2.1 粪便DNA的提取: 称取约0.2 g粪便, 按
QIAamp DNA Stool Mini Kit(Qiagen)说明书提取

总DNA. 提取出来的DNA最终保存在200 μL的
AE缓冲液中, 并置于-20 ℃冰箱中. 
1.2.2 DNA的亚硫酸氢盐修饰和纯化: 使用Epi-
Tect Bisulfite Kit(Qiagen, 德国)试剂盒进行DNA
的亚硫酸氢盐修饰和纯化, 产物置-20 ℃冰箱保

存备用. 
1.2.3 甲基化特异性PCR方法扩增: TFPI2引物, 
MF: 5'-GTTCGTTGGGTAAGGCGTTC-3', MR: 
5'-CCCGAACTTTACGAACGAACG-3', UF: 
5'-CCCACATAAAACAAACACCCAAACCA-3',  

UR: 5'-TGGTTTGTTGGGTAAGGTGTTTG-3', 
OSMR引物, MF: 5'-TAGGAGTAGCGTTGC-
GCGC-3', MR: 5'-CCCGAACTTTACGAAC-
GAACG-3', UF: 5'-GGGTAGGAGTAGTGTTGT-
GTGT-3', UR: 5'-CCTCACAACCCAAACTTTA-
CAAACAAACA-3', PCR反应体系为PCR反应体

20 μL, 包括: 10×coralload PCR Buffer 2 μL, 5
×Q-Solution 4 μL, dNTP mix 0.4 μL, 上下游引

物各0.6 μL, Taq DNA Polymerase 0.1 μL, 双蒸

水9.1 μL, cDNA 4 μL. 扩增程序: 95 ℃预变性10 
min进入循环, 循环温度及时间为95 ℃变性45 s, 
OSMR甲基化引物与非甲基化引物退火温度分

别为68 ℃ 45 s, 69 ℃ 45 s, TFPI2甲基化引物与

非甲基化引物退火温度均为50 ℃ 45 s, 共30个
循环, 终末72 ℃延伸10 min. 

统计学处理 应用SPSS13.0统计软件. 组间

比较采用χ2检验.

2  ��结果

2.1 OSMR和TFPI2基因的甲基化 OSMR基因甲

基化结直肠癌癌组织与腺瘤组和正常对照组比正常对照组比对照组比

较, 差异有统计学意义(P  = 0.065, P  = 0.004, 图
1, 2, 表1); 腺瘤组与正常对照组比较, 差异无统正常对照组比较, 差异无统对照组比较, 差异无统

计学意义(P  = 0.613). TFPI2甲基化癌组织与腺

瘤组和正常对照组比较, 差异有统计学意义(正常对照组比较, 差异有统计学意义(对照组比较, 差异有统计学意义(P  = 
0.00, P  = 0.00); 腺瘤组与正常对照组比较, 差异正常对照组比较, 差异对照组比较, 差异

无统计学意义(P  = 0.128). 
2.2 结直肠癌患者粪便中OSMR和TFPI2基因甲

基化与年龄、性别、肿瘤部位关系 OSMR甲基

Normal       1             2            3
U    M     U    M      U    M     U    M Marker

200 bp
150 bp

100 bp
50 bp

图� �� ������������������  1 粪便标本中OSMR基因甲基化状态.  Normal: 正常��对照

组�� ����� ������������� ��� ���������; 1-3: 结直肠癌患者粪便标本号; U: 非甲基化特异性扩增

产物; M: 甲基化特异性扩增产物; 产物大小均为58 bp; DNA 

Marker: 50 bp DNA Ladder.

表  1 OSMR和 TFPI2基因甲基化在不同组间的阳性率 n (%)

     
分组   n    OSMR甲基化     TFPI2甲基化

结直肠癌组 60        21(35)       42(70)ac

腺瘤组 17          2(12)         3(18)

正常对照组 30          2(7)               1(3)

aP<0.05 vs  腺瘤组; cP<0.05 vs  正常对照组.

■相关报道
有国外相关研究
表 明 ,  O S M R 和
TFPI2甲基化广泛
存在于癌组织和
腺瘤之中, 对其进
行检测有可能获
得较高的敏感性. 
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化与组织分化程度有关(P  = 0.016). TFPI2甲基

化与组织分化程度及Duke分期有关(P  = 0.035, P  
= 0.042, 表2).表2).). 
2.3 结直肠癌患者粪便中OSMR和TFPI2基因

甲基化的关系 TFPI2基因甲基化阳性的42例
结直肠癌组织中, OSMR基因甲基化表达14例; 
TFPI2甲基化阴性的18例中, OSMR基因甲基化

阳性7例. 二者联合检测甲基化检出率为81.7% 
(49/60), 特异性90%.

3  ��讨论

肿瘤是由多种因素引起, 其中甲基化状态的改

变是其中之一, 这种变化一方面是基因组整体

甲基化水平的降低, 另一方面为CpG岛局部甲基

化水平的异常升高, 以上原因可能造成基因组

的不稳定和抑癌基因的不表达[8]. 抑癌基因启动

子区CpG岛甲基化, 从而造成抑癌基因关闭可能

与肿瘤的发生有关, 因此肿瘤甲基化研究目前

主要集中于抑癌基因[9], 在结直肠癌发展中, 很
早就发生基因启动子相关的CpG岛甲基化[10], 暗
示其可能成为结直肠癌检测和监视的有用的分

子标志物. 
TFPI2是广谱丝氨酸蛋白酶抑制物, 抑制

肿瘤细胞细胞外基质的降解, 在体外抑制集落

形成和增殖. 一般认为, TFPI2功能丧失会使细

胞容易进入侵袭程序, 其构成了在后来癌症发

展中的一个重要角色[11]. 在Glöckner等[6]的研

究中, 结直肠组织中腺瘤甲基化达95%以上, 癌
组织为100%. 我们对结直肠癌及腺瘤患者粪便

进行检测, 结直肠癌患者粪便甲基化敏感性为

70%(42/60), 特异性97%, 腺瘤敏感性18%(3/17). 
TFPI2基因甲基化与Dukes分期、肿瘤分化程

度有关, CD期的检出率高于AB期(P <0.05), 低
分化组肿瘤的检出率高于高、中分化组. 在17
例腺瘤患者中, 检测到了3例存在TFPI2基因甲

基化, 与正常对照组比较, 检出率并无明显区别

(P >0.05), 这与上述报道中在组织中95%的检出

率存在巨大的差异, 这可能与腺瘤组织脱落到

粪便中的细胞较少有关. 有研究表明, TFPI2甲
基化同样存在于胰腺癌及胃癌等消化系及非消

化系组织, 其是否能导致粪便检测阳性还有待

进一步研究. 
OSM是IL-6家族成员, 主要由活化的单核

细胞和淋巴细胞产生, 这个多功能的细胞因子

能够在多种肿瘤细胞中, 如乳腺癌、卵巢癌、、卵巢癌、卵巢癌、、

肺癌、黑色素瘤和骨肉瘤等, 引起生长抑制、、黑色素瘤和骨肉瘤等, 引起生长抑制、黑色素瘤和骨肉瘤等, 引起生长抑制、

分化和凋亡[12]. OSM通过gp130和OSMR异二聚

合成物调节生物学效应[13], 目前有研究表明, 在
转移的黑色素瘤细胞中, OSM失去对细胞生长

的控制是由于异常的组蛋白修饰导致OSMR基

因的表观遗传改变[14], 癌组织中OSMR的水平是

降低的. Deng等[4]的研究中表明, 甲基化存在于

88/98(90%)的结直肠癌组织中, 34/38(89%)的腺

瘤组织中, 13/40(33%)的胃癌组织中和1/5(20%)
的胰腺癌组织中, 而在正常结直肠黏膜, 非癌组结直肠黏膜, 非癌组黏膜, 非癌组

表  2 结 直肠癌患者粪便中OSMR和TFPI2基因甲基化与年龄、性别、肿瘤部位关系

     
临床病理特征   n OMSR甲基化n (%)   c2值   P值 TFPI2甲基化n (%)   c2值   P值

性别

    男 37        12(32) 0.280 0.597        24(64) 1.212 0.271

    女 23          9(39)        18(78)

分化状态

    高、中分化 38          9(24) 5.833 0.016        23(61) 4.429 0.035

    低分化 22        12(55)        19(86)

Dukes分期

    AB期 28          8(29) 1.146 0.284        16(57) 4.133 0.042

    CD期 32        13(41)        26(81)

病变部位

    右半结肠 19          5(26) 1.940 0.164        11(58) 1.94 0.164

    左半结肠 41        16(39)        31(76)

■创新盘点
OSMR甲基化研
究在国内尚未见
到相关报道, 国外
文 献 也 很 少 .  本
研究首次将粪便
OSMR和TFPI2基
因进行联合检测
甲基化, 发现其对
于结直肠癌的诊结直肠癌的诊癌的诊
断具有较高的敏
感性和特异性. 

图� �� �������������������  2 粪便标本中 TFPI2基因甲基化状态. Normal: 正常��对照

组�� ����� ������������� ��� ���������; 1-3: 结直肠癌患者粪便标本号; U: 非甲基化特异性扩增

产物, 产物大小为93 bp; M: 甲基化特异性扩增产物, 产物大

小为86 bp; DNA Marker: 50 bp DNA Ladder.

Normal       1             2            3
U    M     U    M      U    M     U    M Marker

200 bp
150 bp

100 bp
50 bp

■应用要点
将粪便DNA甲基
化检测用于结直结直
肠 癌 的 诊 断 , 可癌 的 诊 断 ,  可
能对于降低结直结直
肠癌的死亡率有癌的死亡率有
积极作用. 



www.wjgnet.com

许志伟, 等. 人粪便中OSMR和TFPI2基因甲基化在结直肠癌诊断中的意义					              1953

织或非消化系统肿瘤检测不到或非常少见. 我
们检测到了21/60(35%)结直肠癌患者粪便基因

甲基化, 同时我们检测到2/17(12%)的腺瘤患者

的粪便基因甲基化, 腺瘤检出率明显低于在组

织中的检出率, 这也可能是由于粪便中腺瘤细

胞脱落较少引起. 本研究显示OSMR基因甲基化

在低分化组阳性率高于高、中分化组(P <0.05), 
而与性别、Duke分期及部位无关. 

以往的研究表明[15], 单一基因的检测敏感

性较低, 多基因联合检测能有效提高检测的阳

性率, 在以往的研究中, TFIP2基因甲基化检测

结直肠癌具有较高的敏感性, 而OSMR基因甲基

化对消化系肿瘤的检测具有较高的特异性, 我
们尝试将二者结合, TFPI2检测阴性18例患者中, 
OSMR基因甲基化检测到了7例, 二者联合检测

检出率为81.7%(49/60), 特异性90%. 在研究中, 
我们也体会到粪便基因检测的特殊性, 并且检

测过程较为繁琐和耗时, 如何优化粪便处理、

简化检测程序有重要意义. 在未来, 对指标进行

进一步筛选, 降低检测成本, 并寻找敏感性更高

的指标, 或在已有的指标中进一步优化和组合, 
从而进一步提高检测阳性率和特异性对于基因

检测在结直肠癌筛查中的应用也十分重要.
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