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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
ectopic methylation of the tissue inhibitor of me-

 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2012年8月18日; 20(23): 2194-2199
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)

 临床经验 CLINICAL PRACTICE

胃癌患者术前腹腔冲洗液游离DNA中TIMP-3基因甲基化
与腹腔微转移的相关性

余江流, 韩 静, 余齐鸣, 郑智国, 方铣华, 凌志强

®

■背景资料
DNA甲基化是不
涉及DNA序列改
变的修饰, 是DNA 
的一种可逆变化, 
他可以改变DNA
分子的高级结构, 
改变基因的转录
活性, 从而影响基
因的表达水平. 

talloproteinase 3 (TIMP-3) gene in preoperative 
peritoneal lavage fluid and peritoneal microme-
tastasis in patients with gastric cancer. 

METHODS: Methylation-specific real-time poly-
merase chain reaction (qMSP) was used to detect 
the methylation status of CpG islands in the 
promoter of the TIMP-3 gene in 92 preoperative 
peritoneal lavage fluid samples. The relationship 
between ectopic methylation of the TIMP-3 gene 
and clinicopathologic features and prognosis 
was then analyzed. 

RESULTS: Abberant TIMP-3 gene methylation 
occurred in 49 (53.26%) samples. Correlation 
was observed between TIMP-3 gene methylation 
and tumor size (P = 0.015), distant metastasis (P 
= 0.013) and venous invasion (P = 0.030), and 
there is a significant correlation between TIMP-3 
gene methylation and tumor growth pattern, dif-
ferentiation, lymph node metastasis and clinical 
stage (P = 0.000). However, the level of TIMP-3 
methylation had no significant association with 
patient’s gender and age, Helicobacter pylori in-
fection, or lesion location (P = 0.833, 0.236, 0.300, 
0.236, respectively). Survival analysis indicate 
that patients who had no TIMP-3 gene methyla-
tion had a higher survival rate (P = 0.000).

CONCLUSION: Ectopic methylation of TIMP-3 
gene in preoperative lavage fluid samples is as-
sociated with peritoneal micrometastasis and poor 
prognosis in patients with gastric cancer.

Key Words: Gastric Cancer; Tissue inhibitor of met-
alloproteinase 3; Methylation; Peritoneal microme-
tastasis; Prognosis
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摘要
目的:  探讨胃癌患者术前腹腔冲洗液中组

■同行评议者
陈 国 忠 ,  主 任 医
师, 广西中医学院
第一附属医院消
化内科
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■研发前沿
目前DNA甲基化
研 究 主 要 有 :  特
定基因甲基化与
疾病的相关性研
究、特定基因甲
基化与患者药物
敏感性及耐药性
研究、甲基化逆
转在疾病治疗中
的作用.

织金属蛋白酶抑制因子-3(tissue inhibitor of 
metalloproteinase 3, TIMP-3)基因启动子CpG
岛异常甲基化与腹腔微转移的相关性. 

方法: 应用甲基化特异性实时荧光聚合酶链
反应技术检测92例胃癌患者术前腹腔冲洗液
中TIMP-3基因启动子CpG岛甲基化状态, 分
析TIMP-3基因异常甲基化与患者临床病理参
数及预后之间的关系.  

结果: 在92例胃癌患者术前腹腔冲洗液标本中, 
有49(53.26%)例检测到了TIMP-3基因甲基化, 
且TIMP-3基因甲基化与肿瘤大小(P = 0.013)、
静脉侵犯(P = 0.030)和远处转移(P = 0.013)间均
存在相关性, 与生长方式、分化程度、淋巴管
侵犯、淋巴结转移、浸润深度和临床分期间
存在显著相关性(P = 0.000), 而与性别、年龄、

Helicobacter pylori感染状况以及肿瘤部位等
不存在相关性(P分别为0.833、0.236、0.300、
0.236). 生存分析发现TIMP-3基因非甲基化患
者具有独立的生存优势(P = 0.000). 

结论: 胃癌患者术前腹腔冲洗液游离DNA中
TIMP-3基因异常甲基化可反映腹腔微转移发
生, 并提示预后不良. 

关键词: 胃癌; 组织金属蛋白酶抑制因子-3; 甲基

化; 腹腔微转移; 预后
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0  引言

胃癌(gastric carcinoma)是世界上最常见的恶性

肿瘤之一, 其发生发展是一个多基因参与的多

阶段过程. 表观遗传学是近年来热门研究领域

之一, 业已证实异常表观调控机制在胃癌的发

生、发展中起着重要作用[1]. DNA甲基化是表观

遗传的主要作用形式之一. DNA甲基化修饰主

要发生在基因启动子CpG岛上, 是在甲基转移酶

作用下由S-腺苷甲硫氨酸(S-adenosylmethionine, 
SAM)作为甲基供体将甲基转移到CpG岛胞嘧啶

第5位碳原子上的过程[2,3]. 甲基化后的DNA构象

发生改变, 从而影响基因表达. 
迄今已发现众多肿瘤相关基因的失活

都与其启动子区域的异常甲基化有关 ,  如
hMLH1(human mutl homolog 1)、p16、CDH1
等. 组织金属蛋白酶抑制因子-3(tissue inhibitor of 

metalloproteinase, TIMP-3)家族目前有4个已经确

定的成员, 分别是TIMP-1、2、3和4, TIMP-1、
2、4存在于细胞外空间, 而TIMP-3结合在细胞外

基质上, 该家族成员的生物学功能是抑制基质金

属蛋白酶(matrix metalloproteinases, MMP)的活

性, 并参与调节多种细胞的增殖[4]. 本研究采用甲

基化特异性实时荧光PCR(real-time methylation-
specific PCR, real-time MSP)技术对92例胃癌患

者术前腹腔冲洗液游离DNA中TIMP-3基因启动

子区域CpG岛的甲基化状态进行检测, 并探讨其

临床意义. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集2008-01/2009-12浙江省肿瘤医

院、浙江省人民医院及杭州市淳安县第一人民

医院92例病理确诊的原发性胃腺癌患者术前腹

腔冲洗液标本, 病例均经术前内镜活检病理确

诊, 术后组织标本均经石蜡切片病理诊断证实, 
术前均未行放疗和化疗. 92例患者中男53例、

女39例; 年龄36-73岁, 平均年龄53.9岁; 肿瘤位

置贲门30例、胃体31例、胃窦31例; 肿瘤直径

<5 cm 60例、≥5 cm 32例; 高/中分化62例、低

分化30例; 肿瘤生长方式(按Ming氏分型)为膨胀

型20例, 浸润型72例; 浸润深度为T1/T2 38例、

T3/T4 54例; 淋巴结转移阴性46例, 阳性46例; 静
脉侵犯阴性69例, 阳性23例; 淋巴管侵犯阴性

25例, 阳性67例; 远处转移阴性85例, 阳性7例; 
pTNM分期Ⅰ期17例、Ⅱ期29例, Ⅲ期37例、

Ⅳ期9例. 收集所有患者术前腹腔冲洗液, 3 000 
r/min离心10 min, 分离血液, 再12 000 r/min离心

10 min, 取血细胞, 分装每管200 μL置-76 ℃备用. 
全部患者由本研究组成员随访负责人专

门跟踪随访, 具有完整的随访资料, 均自手术

日计生存和随访时间, 至患者死亡或截止时间

2011-06. 
1.2 方法 
1.2.1 基因组DNA提取: 采用磁珠法试剂盒(Xy-
gen公司)提取腹腔冲洗液中DNA. 200 μL冲洗

液经裂解液处理后, 加入结合液和磁珠, DNA吸

附于磁珠上, 以磁体吸附磁珠, 吸弃液体后, 经
洗液多次清洗, 最后以洗脱液洗脱DNA, 吸出的

上清液即为目的DNA. 以紫外分光光度计测定

DNA浓度和纯度, 要求A 260/A 280比值在1.8-2.0之
间. 1.5%琼脂糖凝胶电泳检测DNA完整性. 
1 .2.2 D N A亚硫酸氢盐修饰及扩增 :  采用亚

硫酸氢钠法修饰DNA并纯化回收, 按EpiTect 

■相关报道
Gu等研究发现散
发型胃癌患者中
存在较高频率的
TIMP-3异常甲基
化 现 象 ,  且 与 肿
瘤细胞低分化和
患者低生存率相
关; Peterson等研
究报道TIMP-2、
TIMP-3与乳腺癌
患者生存率相关, 
并影响患者的治
疗敏感性.
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■创新盘点
本研究探讨胃癌
患 者 腹 腔 冲 洗
液 游 离 D N A 中
TIMP-3基因甲基
化与患者临床病
理特征及预后的
关系, 相对于手术
切取组织标本, 本
实验具有微创性.

Bisulfite(Qiagen公司)使用说明书操作. 10 μg基
因组DNA内加入3 mol/L的NaOH裂解液5 μL, 
37 ℃变性20 min, 加入2 mol/L(pH 5.0)亚硫酸

氢钠520 μL和0.2 mol/L的氢醌30 μL, 50 ℃水浴

16-18 h, 于1 mL  DNA纯化树脂中加入DNA样品

及8%异丙醇2 mL滤析, 3 mol/L的醋酸钠与100%
乙醇沉淀, 离心弃上清, 自然干燥, 加20 μL TE溶
液溶解, 采用全基因组扩增技术对亚硫酸氢盐

修饰DNA进行扩增, -20 ℃保存. 
1.2.3 Real-t ime MSP分析: 设计TIMP-3甲基

化及非甲基化特异性引物序列如下: T I M P-3 
(M)_(F)5'-CGTTTCGTTATTTTTTGTTTTCG-
GTTTC-3'; (R)5'-CCGAAAACCCCGCCTCG-3', 
扩增子: 116 bp; T IMP-3(UM)_(F)5'-TTTT-
GTTTTGTTATTTTTTGTTTTTGGTTTT-3'; 
(R)5'-CCCCCAAAAACCCCACCTCA-3', 扩
增子: 122 bp; 引物由Invitrogen公司合成. 在
ABI7500 PCR(ABI system, 美国)仪器上对亚硫

酸氢钠法修饰DNA进行real-time MSP分析, 按
SYBR Premix Ex Taq Kit(TaKaRa公司)说明书

进行. 各样品分别使用甲基化、非甲基化引物

进行定量分析 ,  根据所测C T值通过标准曲线

计算在各样品DNA中甲基化的拷贝数. 其甲基

化百分率计算公式如下: 甲基化百分率(M%) 
= 100×(甲基化D N A拷贝数÷甲基化与非甲

基化D N A拷贝数之和). 甲基化D N A拷贝数+
非甲基化DNA拷贝数的总和用作靶基因DNA
总拷贝数. M%<20.0为0分, 20.0<M%<40.0为1
分, 40.0<M%<60.0为2分, 60.0<M%<80.0为3分, 
M%>80.0为4分; 0分定义为非甲基化、1-3分为

部分甲基化, 4分为完全甲基化. PCR反映结束

后由溶解曲线判定扩增结果: 其中出现甲基化

扩增信号, 而没有非甲基化信号的判定为甲基

化(M); 出现非甲基化产物信号而没有甲基化

产物信号的判定为非甲基化(U); 同时出现甲基

化和非甲基化产物信号的判定为半甲基化结果

(UM). 用在体外经Sss Ⅰ甲基转移酶处理过的人

类基因组DNA(NEB公司)作为阳性对照, 未处理

的正常人外周血DNA作为阴性对照, 蒸馏水代

替模板作为阴性对照. 
统计学处理 应用SPSS18.0统计学软件, 各

组间率的差异统计学意义比较采用χ2检验、似

然比χ2检验或Fisher确切概率法, 用乘积极限法

(Kaplan-Meier)进行单因素生存分析并绘制生存

曲线, 对数秩检验(Log-Rank Test)进行生存曲线

比较, 用Cox比例风险回归模型进行多因素生存

分析, 显著性检验采用Wald检验. P <0.05有统计

学意义. 

2  结果

2.1 胃癌术前腹腔冲洗液中TIMP-3基因的甲基

化状态 在92例胃癌患者的术前腹腔冲洗液标

本中, TIMP-3基因启动子区域CpG岛完全甲基

化有28(30.43%)例, 部分甲基化有21(22.83%)例, 
未甲基化的有43(46.74%)例. 本实验将完全甲基

化和部分甲基化均做异常甲基化计, 则92例胃

癌患者腹腔冲洗液中TIMP-3基因的异常甲基化

率达53.26%(49/92). 
2.2 TIMP-3基因启动子区域甲基化状态与胃癌

临床病理特征 患者的年龄、性别、有无幽门

螺杆菌(Helicobacter pylori , H. pylori )感染, 以及

肿瘤位置与TIMP-3基因的甲基化状态差异无

统计学意义(P >0.05), TIMP-3基因甲基化状态

与静脉侵犯和远处转移相关(表1, P <0.05), 而
TIMP-3基因甲基化状态与肿瘤的生长方式、

分化程度、淋巴管侵犯、浸润深度和临床分期

之间有显著相关性. 膨胀型和浸润型的甲基化

率分别为15%(3/20)和63.9%, 两者差异显著(P 
= 0.000); 高中分化和低分化的甲基化率分别是

38.7%(24/62)和83.3%(25/30), 差异有统计学意

义(P  = 0.000); TIMP-3基因甲基化与淋巴管侵犯

间有显著的相关性(P = 0.000), 阴性患者TIMP-3
基因甲基化率为35.82%(24/67), 阳性患者的甲

基化率高达100%(25/25); 另外, TIMP-3基因甲

基化与胃肿瘤的浸润深度和淋巴结转移也有显

著的相关性(P  = 0.000), T1、T2患者甲基化率为

20.1%, T3、T4患者的甲基化率为75.9%, N0的
患者甲基化率是10.9%, N1-N3的患者甲基化率

高达95.7%. 在本实验所考虑的13项临床病例和

其他特征中, 肿瘤的临床分期与TIMP-3基因甲

基化之间的相关性最为显著(P  = 0.000), Ⅰ/Ⅱ期

患者的甲基化率为8.7%, 而Ⅲ/Ⅳ期患者的甲基

化率高达97.8%. 
2.3 TIMP-3基因启动子区域甲基化状态与胃癌

预后 对所有入组病例进行了术后跟踪随访, 以
发生复发、转移或死亡作为随访终点事件, 统计

无进展生存期(progress free survival, PFS). 随访

截止到2011-06, 92例胃癌患者中43例TIMP-3基
因未甲基化病例均没有出现疾病进展或者死亡, 
49例TIMP-3基因甲基化的患者只有4例没有出

现疾病进展, 其他45例随访15-28 mo时全部出现

进展或者死亡, 两者之间的差异显著. 作Kaplan-
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■应用要点
胃癌患者术前腹
腔 冲 洗 液 游 离
DNA中TIMP-3基
因甲基化水平可
在一定程度上反
映肿瘤的进展程
度 ,  并 提 示 患 者
预后不良, 可为临
床胃癌诊治及预
后评估提供客观 
依据.

Meier分析, 提示TIMP-3基因非甲基化患者具有

明显的生存优势(P  = 0.000, 图1). 对实验结果进

行Cox回归分析, 分析结果显示肿瘤的临床分期

和TIMP-3基因的甲基化状态是胃癌患者术后生

存率的独立影响因子, 相对危险度(relative risk, 
RR)分别为307.058(95%CI: 21.190-4 449.397)和
157.300(95%CI: 12.065-2 050.880), 即Ⅲ/Ⅳ期患

者术后发生肿瘤进展的可能性是Ⅱ期患者的

307.876倍, TIMP-3基因甲基化的患者术后发生

肿瘤进展的可能性是非甲基化患者的157.300
倍. 肿瘤大小对术后进展的影响较小(RR = 2.425, 
95%CI: 1.350-4.359), 其他临床病例特征与术后

进展间相关性均无统计学意义. 

3  讨论

TIMP-3基因位于22号染色体的q13.1位置, 表达

21 kDa蛋白, 具有抑制上皮细胞转移、抑制肿瘤

血管生成、抑制细胞增殖及促进细胞分化和凋

亡的功能[5-9]. Ebrahem等[10]和Janssen等[5]通过小鼠

实验证实TIMP-3抑制血管内皮生长因子调节的

血管生成. miRNA调节和DNA甲基化都能引起

TIMP-3表达缺失, 从而导致肿瘤的发生发展[11].
肿瘤的发生发展与表观遗传有着密切的

联系, 以甲基化、乙酰化和microRNA调控等

组成的表观遗传调控网络在恶性肿瘤中起着

至关重要的作用[12,13]. CpG岛异常甲基化可导

致基因表达沉默 ,  业已证实众多肿瘤抑制基

因, 如DAPK(death-associated protein kinase)、
BNIP3、p16和CDH5等基因的异常甲基化与肿

瘤的发生发展关系密切, 是肿瘤发生的始动因

素之一[14-16]. Gu等[17]对胃癌组织中TIMP-3基因

甲基化进行了研究, 发现散发型胃癌患者中存

在较高频率的TIMP-3异常甲基化现象, 且与肿

瘤细胞低分化和患者低生存率相关(P  = 0.04). 
本研究发现在胃癌患者术前腹腔冲洗液游离

DNA中同样存在较高频率的TIMP-3异常甲基

化, 且低分化胃癌患者TIMP-3基因甲基化率显

著高于高中分化患者, 提示TIMP-3基因可能调

节细胞的分化过程. Bernot等[9]研究发现TIMP-3
基因在处于分化状态的细胞中表达量降低, 并
在分化完成的细胞中恢复表达, 他们进一步研

究显示TIMP-3蛋白可抑制转录因子Klf4基因

和增强子结合蛋白β(enhancer-binding protein β, 

表  1  TIMP-3基因甲基化与临床病理特征的关系

     
临床病理特征  n

    TIMP-3基因(n )
  χ2值   P值

甲基化 非甲基化

性别 0.106 0.833

  男 53    29       24

  女 39    20       19

年龄 1.758 0.236

  <60 68    39       29

  ≥60 24    10       14

H. pylori 1.218 0.300

  (-) 50    24       26   

  (+) 42    25       17

肿瘤位置 1.753 0.236

  贲门 30    18       12

  胃体/胃窦 62    31       31

肿瘤大小 6.829 0.015

  <5 cm 60    26       34

  ≥5 cm 32    23         9

生长方式 22.033 0.000

  膨胀型 20      3       17

  浸润型 72    46       26

分化程度 16.172 0.000

  高/中 62    24       38

  低 30    25         5

淋巴管侵犯 30.125 0.000

  阴性 67    24       43

  阳性 25    25         0

静脉侵犯 5.254 0.030

  阴性 69    32       37

  阳性 23    17         6

浸润深度 26.979 0.000

  T1/T2 38      8       30

  T3/T4 54    41       13

淋巴结转移 66.413 0.000

  N0 46      5       41

  N1-3 46    44         2

远处转移 6.649 0.013

  M0 85    42       43

  M1 7      7         0

临床分期 73.399 0.000

  I/II期 46      4       42

  III/IV期 46    45         1

图  1  CDH1甲基化状态相关的生存曲线.
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EBPβ)的表达, 从而抑制细胞分化. 
T IMP-3基因异常甲基化的胃癌患者术后

DFS明显低于TIMP-3非甲基化患者, TIMP-3基
因甲基化可以作为胃癌患者独立的预后因子(P  
= 0.000). Castro等[18]应用甲基化特异性多重连

接探针扩增技术对7株肺癌细胞株和54例肺癌

组织中TIMP-3基因甲基化状况进行检测, 结果

显示TIMP-3基因甲基化率在肺鳞癌和肺腺癌之

间存在显著性差异, 且TIMP-3基因异常甲基化

与肺癌患者的预后相关. Peterson等[19]实验表明

TIMP-2、3与乳腺癌患者生存率相关, 并影响患

者的治疗敏感性. 
我们将胃癌患者的性别、年龄等13项临床

病理特征与TIMP-3基因甲基化水平的关系进

行分析, 结果显示TIMP-3基因甲基化与不同年

龄、性别、H. pylori感染状况及肿瘤部位之间

均不存在显著性差异. 然而, TIMP-3基因甲基

化水平在不同肿瘤大小的患者间存在显著性差

异, 这与TIMP-3参与细胞增殖调控理论[4]相吻

合. TIMP-3基因甲基化与胃癌不同生长方式、

淋巴管或静脉管侵犯与否、TNM分期及临床分

期之间分别存在显著性差异, 提示胃癌术前冲

洗液游离DNA中TIMP-3基因甲基化状态在一

定程度上可以反映胃癌的进展情况及恶性程度. 
Smith等[20]发现食管癌组织中TIPMP-3基因甲基

化水平与患者年龄、性别、肿瘤大小、分化程

度、临床分期及患者生存率均无相关性. 是否

TIMP-3基因在食管癌与胃癌中存在着组织差异

性有待进一步研究证实. 
总之, TIMP-3基因启动子区域CpG岛异常

甲基化是TIMP-3基因表达缺失的主要机制之一, 
在胃癌进展中起着重要作用. 胃癌患者术前腹

腔冲洗液游离DNA中TIMP-3基因甲基化水平可

在一定程度上反映肿瘤的进展程度, 并提示患

者预后不良, 可为临床胃癌诊治及预后评估提

供客观依据. 
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CpG岛的未甲基
化状态是基因转
录 所 必 需 的 ,  而
CpG序列中C的甲
基化可导致基因
转录被抑制.
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■同行评价
DNA甲基化是表
观遗传学的重要
内容之一, 在肿瘤
的发生发展转移
过程中起着重要
作用. 本研究设计
合理, 研究方法先
进, 具有一定的科
学性和创新性.
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