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Abstract
AIM: To detect the expression of DNA methyl-
transferase 1 (DNMT1) and DNA methyltrans-
ferase 3A (DNMT3A) in colorectal adenoma and 
carcinoma and to explore their clinicopathologi-
cal significance.

METHODS: The expression of DNMT1 and DN-
MT3A in normal colorectal tissue, colorectal ad-
enoma and carcinoma tissue was determined by 
immunohistochemistry. Immunoreactivity was 
semiquantitatively evaluated based on a staining 
index (SI). The correlation between the expres-
sion of these epigenetic biomarkers and various 

clinicopathological factors, including age, tu-
mor size and stage, were analyzed and survival 
curves were calculated using the Kaplan-Meier 
method and log-rank tests.

RESULTS: The SI of DNMT1 in normal colorectal 
tissue, colorectal adenoma and carcinoma was 10.3 
± 2.7, 14.7 ± 6.8, and 20.1 ± 9.1, respectively, show-
ing an upward trend. The expression of DNMT1 
was significantly higher in cases with lymph node 
metastasis than in those without lymph node me-
tastasis (18.1 ± 7.9 vs 12.0 ± 6.3, P < 0.05).

CONCLUSION: Up-regulation of DNMT1 and 
DNMT3A play a significant role in the occur-
rence and progression of colorectal carcinoma.
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摘要
目的��: 探讨DNA甲基转移酶1(DNMT1)和DNA
甲基转移酶3A(DNMT3A)在结直肠正常组
织、腺瘤、腺癌中的表达, 及其可能的临床病
理意义.

方法�: 以免疫组织化学SP法检测DNMT1和以免疫组织化学SP法检测DNMT1和
DNMT3A在正常结直肠组织、腺瘤、腺癌中
的表达. 通过计算染色指数(SI), 评估两者的
表达水平与年龄、肿瘤大小、分期、分化等
临床病理特征之间的关系. 采用Kaplan-Meier
法进行生存分析.

结果��: D N M T3A在正常组织和腺瘤中表达
明显低于癌组织(SI: 10.5±5.7 vs  20.2±9.9, 
P <0.05). DNMT1在三者中的表达呈递增趋势, 
SI分别为10.3±2.7、14.7±6.8、20.1±9.1. 淋
巴结转移病例DNMT1表达高于未转移病例
(18.1±7.9 vs  12.0±6.3, P <0.05), 浸润深度超

®

■背景资料
表观遗传改变是
结直肠癌重要发癌重要发
病机制之一, DNA
甲基化是其中的
一个研究热点. 已
有资料表明肿瘤
中DNA甲基转移
酶和甲基化现象
增加 ,  针对DNA
甲基转移酶的成
为肿瘤治疗的新
靶点. 目前国内对
于DNA甲基转移
酶在结直肠癌和
腺瘤中的表达与
意义还未见系统
研究.

■同行评议者
陈其奎, 教授, 中
山大学附属第二
医院消化内科
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过肌层病例DNMT1和DNMT3A表达高于未
超过肌层病例, 差异均有统计学意义(20.1±
10.1 vs  15.8±7.9; 19.9±8.5 vs  15.4±4.7, 均
P <0.05).

结论�: DNMT1和DNMT3A是结直肠癌发生的
早期事件, 两者共同促进结直肠癌的发生发
展, 可能成为结直肠癌治疗的新靶点.
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0  ��引言

结直肠癌是最常见的恶性肿瘤. 世界范围内近

20年结直肠癌发病呈现上升趋势[1], 我国每年大

约有14万例新发病例, 且发病率城市人口显著

高于乡村人口, 严重威胁着人民的生命与健康, 
造成大量的医疗消耗. 近十几年的研究表明, 结
直肠从正常黏膜到腺瘤, 再发展为进展期结直

肠癌, 为一多基因参与、多步骤、多阶段的发

生过程, 存在有各种内外因素交互作用导致的

癌基因激活及抑癌基因失活等分子事件[2]. 但是, 
并非暴露于危险因素的所有个体均患结直肠癌, 
说明个体之间存在遗传易感性的差异, 除环境

因素外, 一定的遗传背景在这些肿瘤的发生中

也起重要作用. 近年研究认为表观遗传修饰通

过调控肿瘤相关基因的表达, 在结直肠癌的发

生和发展过程中起重要作用. 表观遗传修饰主

要包括DNA甲基化修饰、组蛋白的乙酰化和去

乙酰修饰、染色质重塑、非编码RNA调控等[3]. 
DNA甲基化是调节癌基因和抑癌基因表达的重

要机制. 而DNA甲基转移酶(DNA methyltransfer-
ases, DNMTs)具有调控DNA甲基化的作用, 因
此, 对DNA甲基转移酶的研究将为结直肠癌的

早期诊断、治疗和预后提供新的思路.

1  �����材料和方法

1.1 材料 收集中国医科大学附属第一医院结直

肠癌手术标本共94例, 同时选取结直肠癌远端

经病理证实的正常黏膜50例, 以及经肠镜电切

的结直肠腺瘤36例. 所有结直肠癌患者均为第1
次手术, 且术前未经放疗、化疗, 术后病理均为

腺癌. 其中男54例, 女40例. 年龄36-76岁. 组织分

化程度: 高分化35例、中分化30例、低分化29

例. 伴淋巴结转移39例, 无淋巴结转移55例. 所
有患者随访均满5年, 其中5例失访.
1.2 方法方法 
1.2.1 免疫组织化学染色: DNMT1, DNMT3A均

购自Santa Cruz生物技术有限公司, 通用型二抗

及DAB显色液购自福州迈新生物技术公司. 进
行常规免疫组织化学SP法染色. 采用微波修复组织化学SP法染色. 采用微波修复SP法染色. 采用微波修复

10 min, DNMT1按照1∶100稀释, DNMT3A按1
∶200稀释, 二抗1∶200稀释. 以PBS代替一抗作

为阴性对照.
1.2.2 结果判定: DNMT1与DNMT3A均为细胞核

阳性表达, 染色为棕黄色颗粒状, 胞质、胞膜均

不着色或着色很少. 根据多数细胞的染色状况

判定染色结果. 根据细胞核染色强度, 分别记为

0, 1, 2, 4, 6分. 根据阳性染色细胞比例评分, 记
为1-6分. 以染色强度评分与细胞比例评分的乘

积作为染色指数(SI)[3-5].
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件, 所得

数据以mean±SD表示, 各组之间的DNMT染色

指数采用t检验或ANOVA方差分析; 以SI的平均

值为界限(DNMT1和DNMT3A的SI平均值均为

24), 将患者分为两组, 采用Kaplan-Meier法分析

DNMT1和DNMT3A表达与生存率的关系, Log-
rank检验, P <0.05有统计学意义.

2  ��结果

2.1 正常组织、腺瘤组织、癌组织中DNMT1组织、癌组织中DNMT1、癌组织中DNMT1
和DNMT3A的表达 DNMT1表达可见于正常组

织, 腺瘤及腺癌组织中, 主要定位于细胞核中, 
细胞质中着色很少(图1). 在正常组织中的表达

较少(图1A, B); 而在腺瘤和癌组织中的表达逐

渐增加(图1C), 三者的SI分别为10.3±2.7, 14.7
±6.8, 20.1±9.1, 呈逐渐递增的趋势(P <0.05). 
DNMT3A表达与DNMT1类似, 可见于正常组织, 
腺瘤及癌组织中, 主要定位于细胞核中, 细胞质

中着色很少(图1). 在正常组织及腺瘤中表达较

少(图1D, 1E); 而在癌组织中的表达明显增加(图
1F). 三者的SI分别为10.5±5.7, 11.1±6.0, 20.2
±9.9. 癌组织中的表达明显高于正常组织及腺

瘤(P <0.01), 但腺瘤和正常组织中的表达没有统

计学意义(P >0.05). 
2.2 结直肠癌中DNMT1和DNMT3A表达与临床

病理特征的关系 在肿瘤浸润不超过肌层的结直

肠癌病例中, DNMT1和DNMT3A的表达均低于

浸润超过肌层的病例(15.8±7.9 vs  20.1±10.1; 
15.4±4.7 vs  19.9±8.5, 均P  = 0.04), 差异有统计

■相关报道
Z h a n g 等研究发
现在HCT116细胞
中 ,  DNMT3A在
高浓度阿霉素作
用下表达上调, 同
时 P 2 1 保 持 低 表
达; 而在低阿霉素
浓度下, P21表达
上调.当DNMT3A
被 沉 默 以 后 ,  凋
亡浓度的DOX下
衰老细胞比例增
加, 伴有P21的上
调 .  DNMT3A和
P 2 1 对 阿 霉 素 的
差异性表达, 提示
DNMT3A可能是
阿霉素诱导衰老
和凋亡效应转换
的重要因子.
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学意义(P <0.05); 淋巴结转移病例中DNMT1的
表达明显高于无淋巴结转移组(18.1±7.9 vs  12.0
±6.3, P <0.05); DNMT1和DNMT3A的表达与结

直肠癌的其他临床病理特征间, 包括性别、年

龄、肿瘤的分化程度、浸润深度以及临床分期

间差别均没有统计学意义(表1).表1).).
2.3 DNMT1和DNMT3A表达与远期生存率间的

关系 对患者5年的随访, 分别以DNMT1和DN-
MT3A的SI平均值为界限, 将患者分为两组. 分
析结果显示, DNMT1和DNMT3A高表达组与低

表达组生存率几乎相同(图2).

3  ��讨论

DNA甲基化是目前最重要、也是研究得最清楚

的表观遗传修饰形式之一. 真核细胞中唯一的

甲基化形式是以S-腺苷甲硫氨酸作为活性甲基

供体, 并在DNMTs的催化下, CpG二核苷酸中的

胞嘧啶环上C-5位置的氢被活性甲基所取代, 从
而转变成5-甲基胞嘧啶(5-mC)[6]. 通过这种甲基

化形式, 细胞可以不改变DNA的碱基序列, 而
调控基因在不同组织和细胞的表达. 真核生物

中存在的甲基转移酶主要包括DNMT1、DN-
MT3A和DNMT3B. 其中DNMT1起维持甲基化

的作用, 在模板链的指导下他能使半甲基化的

DNA双链分子上与甲基胞嘧啶相对应的胞嘧啶

甲基化[7]; DNMT3A和DNMT3B能在未发生甲基

化的DNA双链上进行甲基化修饰[8], 并且不需要

模板链的指导. 正常发育的胚胎过程中, 包括基

因印迹、X-染色体失活、细胞分化等是需要通印迹、X-染色体失活、细胞分化等是需要通、X-染色体失活、细胞分化等是需要通

过DNMTs蛋白的正确表达, 来引起和维持特定

■创新盘点
本试验在国内首
次采用免疫组织组织
化学法, 系统地研法, 系统地研
究了正常大肠组
织、腺瘤及大肠
癌组织中DNA甲
基转移酶的表达.

A B C

D E F

图� �� �������������������������������������  1 正常组织、腺瘤 ������������������������������组织����������������������������、癌组织中DNMT1、DNMT3A的表达(×400). A-C: DNMT1; D-F: DNMT3A; A,D: 正常组织; 

B,E: 腺瘤组织; C,F: 癌组织.

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

生
存

率
(%

)

0      10     20    30     40     50    60
t /mo

DNMT1<24 (n  = 45)
DNMT1≥24 (n  = 49)
Log-rank: P  = 0.57

A 1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

生
存

率
(%

)

0      10     20    30     40     50    60
t /mo

DNMT3A<24 (n  = 43)
DNMT3A≥24 (n  = 51)
Log-rank: P  = 0.20

B 图� �� ������  2 结直肠癌患者
的Kaplan-Meier生存
曲线. A: DNMT1表达

与生存率的关系; B: 

DNMT3A表达与生存

率的关系.



www.wjgnet.com

刘铁权, 等. DNA甲基转移酶1和3A在结直肠癌组织中的表达及其与临床病理的关系				             1957

基因的甲基化模式. 如DNMT1基因纯合突变的

小鼠胚胎会出现发育异常或死亡[9]. 异常的DNA
甲基化则会引发疾病甚至肿瘤的发生, 异常CpG
的重新甲基化通常被认为是人类癌症发生的一

个早期特征. 一般认为DNA甲基化通过两种途

径抑制基因表达, 一是直接阻碍转录因子与甲

基化的CPG岛结合, 直接抑制基因表达; 二是通

过招募DNA甲基结合蛋白及一些阻碍复合物, 
组织转录因子与特定的DNA序列结合, 间接抑

制基因表达[10].
结直肠腺瘤是一种目前最重要的癌前病变, 

约80%的腺癌由腺瘤发展而来. 随着结直肠镜技

术的广泛开展, 其检出率逐渐增加. 内镜下摘除

腺瘤降低了结直肠腺癌的发病风险[11]. 我们研

究了正常组织、腺瘤组织及癌组织中DNMTs的
表达, 显示DNMT1在正常组织腺瘤及癌组织中

的表达呈现递增趋势, 差异有统计学意义; DN-
MT3A在结直肠癌中的表达也明显高于正常黏

膜和腺瘤. 腺瘤恶变为腺癌的过程, 是多基因协

同作用的结果, 有多个抑癌基因发生沉默或变异, 
导致其产物表达减少. 已有研究证实散发性结直

肠癌患者肿瘤相关基因启动子区存在不同程度的

高甲基化状态, 如APC、P16、hHML1等[12]. Zhao
等[13]研究证实P16在正常组织、腺瘤组织、癌

组织中的表达存在显著差异, 呈现逐渐减少的

现象. Herman等[14]对结直肠癌及正常黏膜组织

的p16 基因甲基化进行检测, 发现结直肠癌中

p16基因存在明显的甲基化, 从而使P16蛋白表

达障碍; 在小鼠中使用5ADC抑制DNMT1的活

性, 可以减少98%的腺瘤发生[15]. 我们的实验结

果在蛋白水平上证实了DNMTs在肿瘤发病中的

重要作用: DNMT活性的增加可以使DNA发生

异常的甲基化, 导致基因活性改变和染色体不

稳定, 从而使细胞周期失控, 发生癌变.
肿瘤浸润转移是多因素参与、多步骤完成

的生物化学变化过程. 人们已经逐渐认识到浸

润转移不仅与肿瘤细胞有关, 更是肿瘤细胞和

肿瘤组织微环境复杂的相互作用的结果, 其过

程涉及多个分子作用机制和信号转导途径, 包
括细胞和细胞的黏附分子、细胞外基质降解、

生长因子、趋化因子和淋巴血管生成因子等. 
在肿瘤进展过程中, 相关细胞因子基因的甲基

化减少了细胞因子的表达, 促进肿瘤细胞的转

移, 包括上皮钙粘连素(E-cadherin)、组织金属

蛋白酶抑制因子-3(tissue inhibitor of metal prote-
ase, TIMP3). Rhee等[16]证实DNMT1和DNMT3B
协同抑制结直肠癌细胞HCT-116中TIMP3的表

达, 从而对MMPS的抑制减弱, 增强了对基质的

降解; 关志宇等[17]研究发现胃癌中TIMP3启动

子存在明显的甲基化, 与正常组织相比有明显

差异, 减少TIMP3的表达, 证明TIMP3启动子甲

基化是该基因在胃癌中表达缺失的主要原因; 
Etoh等[18]证实胃癌细胞DNM1表达增加, 使抑癌

基因的甲基化, 从而减少CDH1的表达. 通过我

们对DNMT1和DNMT3A的表达与临床病理联

系的研究, 证实肿瘤浸润深度超过肌层的病例

中DNMT1和DNMT3A的表达明显高于浸润不

超过肌层的病例, 其差异有统计学意义. 并且伴

有淋巴结转移病例的DNMT1表达明显高于无

淋巴结转移病例, DNMT3A的表达与淋巴结转

移没有相关性. 以上实验结果显示肿瘤细胞中

DNMTs的过度表达促进肿瘤细胞的浸润转移.
通过对手术后患者5年的随访 ,  分析了

DNMT1和DNMT3A的表达与生存率的关系. 结
果显示两者表达的差异不影响患者的远期生存

率. 提示DNMTs的过度表达与疾病的进展不相

■应用要点
本试验证实了结结
直肠癌中组蛋白癌中组蛋白
去乙酰化酶的过
度表达, 进一步为
结直肠癌的靶向癌的靶向
治疗提供了理论
依据.

表  1 结直肠癌中DNMT 1和DNMT3A表达(SI)与临床病理特
征的关系

临床病理参数   n DNMT3A P 值 DNMT1 P 值

性别

    男 54 21.4±10.2 20.2±8.1   

    女 40 18.9±9.4 0.27 18.3±8.0 0.23

年龄(岁)

    ≤60 46 21.6±10.2 19.6±9.0

    >60 48 18.9±9.4 0.27 18.6±7.3   0.57

肿瘤大小(cm)

    <5 43 21.9±9.8 19.0±8.8  

    ≥5 51 19.5±9.9 0.28 19.4±7.8   0.20

分化程度

    高分化 35 18.1±8.5 19.3±7.7  

    中分化 30 21.4±10.6 17.9±7.6

    低分化 29 21.3±10.3 0.35 20.3±9.3   0.52

淋巴结转移

    阴性 55 20.8±9.9 12.0±6.3   

    阳性 39 19.4±10.1 0.54 18.1±7.9   0.05

浸润深度

    M、SM、MP 16 15.8±7.9 15.4±4.7

    SS、SE、SI 78 20.1±10.1 0.04 19.9±8.5   0.04

TNM分期

    Ⅰ 18 18.8±9.4 17.5±6.3 

    Ⅱ 28 20.6±10.0 20.6±8.8

    Ⅲ 44 18.6±9.8 18.7±8.1

    Ⅳ   4 27.0±6.0     0.38 24.0±9.8   0.34

M: 癌仅侵及黏膜层; SM: 侵及黏膜下层; MP: 侵及肌层; SS: 侵

及浆膜下层; SE: 侵及浆膜; SI: 侵及临近脏器.
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关. 然而和以往实验一样, 由于早期进行结直肠

癌根治手术生存率较晚期明显升高, 且本实验

TNMⅠ期和Ⅱ期患者占总数的50%, 中晚期患

者例数较少, 因此进行生存率比较可能存在偏

倚. DNMTs的表达与肿瘤患者的预后是否相关, 
还需要进一步的随访研究.  

目前国内关于DNMTs在结直肠正常组织、

腺瘤组织、癌组织三者的联合检测还未见报道. 
本实验结果证实DNMT1和DNMT3A在结直肠

癌的发生进展中发挥不同作用. 虽然作用机制

尚不十分明确, 但DNMTs的过度表达会影响一

系列抑癌基因的表达, 从而引起上皮细胞的异

型增生. 基因突变是不可逆的, 而表观遗传的改

变是可以逆转的, 在散发的结直肠癌在表观遗

传可能起更主要的作用. 目前正在进行的DN-
MTs抑制剂基础实验表现出了多种机制的抗肿

瘤作用, 因此抗DNMTs是未来肿瘤治疗的一个

新靶点. 本实验研究结果对DNMTs抑制剂治疗

结直肠癌进一步提供了理论依据.
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■同行评价
本文选题恰当, 数
据可信, 具有一定
的理论和临床应
用价值.


