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■背景资料
胃癌是多种基因
(包括原癌基因、
抑癌基因)参与的
多阶段多途径的
基因调节异常疾
病. 表观遗传学异
常是胃癌发生发
展过程中较普遍
的现象, 即不改变
基因序列的情况
下通过调控DNA-
组蛋白之间的相
互作用来改变基
因的活性, 从而调
控基因的表达.
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Abstract
AIM: To analyze the promoter methylation of 
the human runt-related transcription factor 3 
(Runx3) and ras-association domain family 1a 
(Rassf1a) genes and Dnmt1 protein expression in 
gastric cancer and to analyze their relationship 
with gastric carcinogenesis.

METHODS: Methylation status of the Runx3 
and Rassf1a genes in 68 gastric carcinoma tissues 
and 68 paired surgical marginal normal gastric 
tissues was detected using methylation-specific 
PCR. Real-time RT-PCR was used to detect 
the expression of Runx3, Rassf1a, and Dnmt1 
mRNAs, and immunohistochemistry was used 
to detect the expression of RUNX3, RASSF1a, 
and DNMT1 proteins in the above samples. 

RESULTS: The positive rates of promoter meth-
ylation of the Runx3 and Rassf1a genes were sig-
nificantly higher in gastric cancer than in nor-
mal tissue (45.59% vs 10.29%; 64.70% vs 7.35%; 
both P < 0.0001). The positive rates of Runx3 
and Rassf1a mRNA expression in gastric cancer 
were significantly lower than those in normal 
tissue (36.76% vs 100%; 27.94% vs 97.06%; both P 
< 0.0001), while that of Dnmt1 mRNA expression 
was higher compared to normal tissue (80.88% 
vs 17.65%, P < 0.0001). The expression patterns 
of RUNX3, RASSF1a, and DNMT1 proteins were 
consistent with those of Runx3, Rassf1a, and 
Dnmt1 mRNAs. The negative rates of Runx3 and 
Rassf1a mRNA expression in gastric cancer were 
significantly higher in the methylation group 
than in the non-methylation group (72.09% vs 
0%; 85.71% vs 2.94%; both P < 0.0001). There 
was a negative correlation between the expres-
sion of RUNX3 and RASSF1a proteins and that 
of DNMT1 protein in gastric cancer tissue (r = 
-0.627, P < 0.0001; r = - 0.477, P < 0.0001).

CONCLUSION: The promoter methylation of 
the Runx3 and Rassf1a genes and high expres-
sion of Dnmt1 may be associated with the occur-
rence of gastric cancer.

Key Words: Gastric cancer; Methylation-specific 
PCR; Human runt-related transcription factor 3; 
RAS-association domain family 1 A; DNA methyl-
transferase 1
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■研发前沿
目前国内外关于
胃癌的甲基化研
究多集中在单个
基 因 ,  随 着 胃 癌
相关基因的异常
甲基化被不断报
道 ,  提 示 胃 癌 可
能同时存在多个
基因的异常甲基
化 ,  多 个 肿 瘤 相
关基因CpG位点
甲基化的联合检
测更有�于揭示
肿瘤分子病理机
制 ,  进 而 为 临 床
胃癌的早期诊断
提供方法和依据.

摘要 
目的: 探讨人类相关转录因子3(human runt-
related transcription factor 3, Runx3 )、Ras相关
区域家族1A(ras-association domain family 1a, 
Rassf1a )基因启动子区的甲基化和甲基转移酶
1(DNA methyltransferase 1, Dnmt1 )基因的表
达与胃癌发生的关系及临床意义.

方法: 采用甲基化特异性聚合酶链反应(meth-
ylation specific PCR, MSP)检测68例胃癌组
织及其相应癌旁正常组织中Runx3、Rassf1a
基因启动子区甲基化状态; 同时应用实时荧
光定量逆转录-多聚合酶链反应(real-time RT-
PCR)和免疫组织化学SP法分别检测基因的
Runx3、Rassf1a、Dnmt1  3个基因mRNA和蛋
白的表达情况.

结果: 胃癌组织中Runx3、Rassf1a 基因的甲
基化阳性率较正常组织明显升高(45.59% vs  
10.29%; 64.70% vs  7.35%). 胃癌组织中Runx3
和Rassf1a  mRNA阳性表达率明显低于正常
组织(36.76% vs  100%; 27.94% vs  97.06%), 而
胃癌组织中Dnmt1  mRNA阳性表达率则明
显高于正常组织(80.88% vs  17.65%), 差异
均有统计学意义差异. 胃癌组织与正常组织
RUNX3、RASSF1a、DNMT1蛋白与mRNA
表达基本相一致. Runx3  mRNA、Rassf1a  
mRNA阴性表达的胃癌组织中其基因启动子
的甲基化率较阳性表达者明显升高(72.09% 
vs  0; 85.71% vs  2.94%), 差异具有统计学意义. 
胃癌组织中RUNX3、RASSF1a与DNMT1蛋
白的表达均呈负相关(r  = -0.627, P <0.0001; r = 
-0.477, P <0.0001).

结论: Runx3、Rassf1a基因启动子区的高甲基
化及Dnmt1基因高表达可能与胃癌发生有关. 

关键词: 胃癌; 甲基化特异性PCR; Runx3 ; Rassf1a ; 

Dnmt1
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0  引言

胃癌的发生是一个多基因、多阶段变异累积的

过程[1], 其中涉及基因机制和表观遗传学机制, 而
表观遗传机制中最常见的是DNA甲基�[2]. DNA
甲基�是在甲基转移酶(DNA methyltransferase, 
Dnmt )催�作用下, 将甲基基团转移至某些基因

的碱基上并进行转录水平调控, 其中Dnmtl是维

持机体现有DNA甲基�模式的关键因素. 大量

证据表明, 肿瘤的发生与抑癌基因启动子区异

常高甲基�有关[3]. 我们之前的研究结果表明: 
�类相关转录因子3(human runt-related transcrip-
tion factor 3, Runx3 )、Ras相关区域家族1A(ras-
association domain family 1a, Rassf1a )基因在胃

癌组织中表达低下甚至缺失[4,5], 而胃癌组织中

Runx3、Rassf1a基因的低表达与Dnmt1的关系

如何, 则未见相关文献报道. 本实验通过采用甲

基�特异性PCR检测68例胃癌组织及其相应癌

旁正常组织中Runx3、Rassf1a基因启动子区甲

基�状态; 同时应用实时荧光定量逆转录-多聚

合酶链反应(real-time RT-PCR)和免疫组织�学

SP法分别检测Runx3、Rassf1a、Dnmt1  3个基因

mRNA和蛋白的表达情况, 探讨Runx3、Rassf1a
基因启动子区的甲基�与Dnmt1基因的表达在

胃癌发生发展中的作用及可能的机制, 进一步

完善胃癌发生中甲基�修饰理论, 也为胃癌的

靶向治疗提供新的思路.

1  材料和方法

1.1 材料 收集青岛大学医学院附属青岛市市

立医院普外科(2011-04/2012-05)手术切除的肿

瘤标本68例, 标本均经深资病理科医师复核并

确诊为原发性胃癌, 其中男40例, 女28例, 年龄

37-87岁, 平均年龄63.76岁±11.89岁, 中位年龄

62岁. 胃癌组织取自癌灶中央非坏死区域, 正常

组织取自与之配对的距离癌组织5 cm以上区域, 
所有标本均取双份, 一份立即置RNA保存液中, 
-80 ℃冰箱保存, 用于提取DNA和RNA; 另一份

置于40 g/L中性甲醛溶液, 固定24 h, 用于免疫组

织�学检测. 入选患者术中均行淋巴结清扫, 术
前未行放�疗, 拥有完整的临床资料. 
1.2 方法

1.2.1 组织DNA提取: 组织DNA提取严格按照离

心柱试剂盒(北京天根)操作说明书进行. 核酸蛋

白分析仪测其A值, A 260/280在1.8-2.0之间, 符合纯

度要求, 表明提取的DNA无蛋白质及RNA污染. 
凝胶电泳检测提取DNA的质量, 剩余DNA置于

-20 ℃冻存.
1.2.2 组织DNA修饰及甲基化特异性PCR(methy-
lation specific PCR): 取组织DNA 500 ng, 采用EZ 
DNA Methylation-GOLD Kit(D5005)试剂盒(美
国Zymo Research)进行DNA亚硫酸氢盐修饰与

纯�, 经此步后, DNA序列中未甲基�的胞嘧啶
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■相关报道
林 海 等 研 究 发
现 胃 癌 组 织 中
Runx3 、Rassf1a
启动子区甲基化
率分别为69.4%和
66.1%, 较正常组
织26.8%和23.1%
明显升高, Runx3
和Rassf1a 高甲基
化可能是导致其
表达降低的原因.

(C)转变为尿嘧啶(U). 取修饰后DNA, 根据试剂

盒(北京天根)的说明书进行PCR反应. Runx3、
Rassf1a引物设计参照文献[6,7], 由上海生工合

成. PCR反应体系包括: 2×Master Mix 12.5 μL, 
上下游引物(10 μmol/L)各1 μL, DNA模板1 μg, 
加ddH2O补足至25 μL. PCR反应条件设定为

94 ℃预变性5 min, 94 ℃变性30 s, 甲基�64 ℃/非
甲基�59 ℃退火, 72℃延伸45 s, 共35个循环, 
72 ℃延伸10 min. 取PCR产物5 μL, 1.5%琼脂糖

凝胶电泳, 紫外线下观察拍照分析.
1.2.3 组织RNA提取: 取组织100 mg研磨棒充分

研磨, 加入RNA提取试剂(日本TakaRa公司)1 mL, 
并严格按照试剂说明书进行操作. 提取的RNA
经l.0%琼脂糖凝胶电泳检测完整性, 核酸蛋白分

析仪测其浓度及A值, 测得1.80<A 260/280<2.00, 符
合纯度要求, -80 ℃冻存备用.
1.2.4 逆转录-多聚合酶链反应: 取1 μg RNA严

格按照逆转录试剂盒(日本TaKaRa公司) 说明

书合成cDNA, -20 ℃保存备用. 以β-actin作为

内参进行PCR扩增, 其上游引物5'-AAA TCG 
TGC GTG ACA TTA A-3', 下游引物5'-CTC GTC 
ATA CTC CTG CTT G-3', Runx3上游引物5'-TCT 
GTA AGG CCC AAA GTG GGT A-3', 下游引

物5'-ACC TCA GCA TGA CAA TAT GTC ACA 
A-3'; Rassf1a上游引物5'-ACT TGC GGA AGC 
TGT TGG A-3', 下游引物5'-CGC TGC AGG ATA 
CGT AGG AA-3'; Dnmt1上游引物5'-CGG TTC 
TTC CTC CTG GAG AAT GTC A-3'下游引物

5'-CAC TGA TAG CCC ATG CGG ACC A-3', 引
物均由上海生工生物工程技术有限公司设计并

合成. PCR反应体系为25 μL, 体系中含SYBR® 
Premix Ex TaqTMⅡ(×2)12.5 μL(日本TaKaRa公
司), 上下游引物各1.0 μL, cDNA模板2 μL, ROX 
Reference Dye(×50) 0.5 μL, dH2O 8.0 μL; 反应

参数: 94 ℃ 30 s预变性; 94 ℃ 5 s、55 ℃ 30 s、
72 ℃ 45 s共40个循环. ABI 7300 Real-time PCR
仪实时检测扩增过程中产生的荧光信号, 扩增

结束后自动分析溶解曲线. 采用2-∆∆Ct法分析数据

结果, 样品中Ct值>30视为阴性表达.
1.2.5 免疫组织化学SP法: 常规石蜡包埋, 组织

蜡块4 µm厚连续切片, 常规脱蜡水�, 3%H2O2 
37 ℃孵育15 min, �除内源性过氧�物酶活性, 
95 ℃微波15 min修复抗原后, 按照SP试剂盒说

明书进行操作. SP试剂盒购自北京博奥森生物购自北京博奥森生物北京博奥森生物

技术有限公司, 一抗工作液浓度为1∶100. 采
用PBS代替一抗作阴性对照, 已知的RUNX3、

RASSF1a和DNMT1阳性的正常标本作阳性对照.
1.2.6 免疫组织化学结果判定: 每张切片随机选

取5个视野, 每个视野计数200个细胞, RUNX3、
RASSF1a、DNMT1阳性表达部位主要在腺体

细胞的胞浆中, 部分细胞核中也有表达. 采用

半定量积分法判断结果, 阳性细胞密度<5%为0
分, 6%-25%为1分, 26%-50%为2分, 5l%-75%为3
分, >75%为4分; 免疫组织�学显色强度以多数

细胞呈色反应为准, 淡黄色为1分, 棕黄色为2分, 
棕褐色为3分两积分相乘, 0分为阴性(-), l-4分为

弱阳性(+), 5-8分为阳性(++), 9-12分为强阳性

(+++), 将阴性与弱阳性视为阴性表达, 阳性与强

阳行视为阳性表达.
统计学处理 应用SPSS17.0软件包进行统计

学处理, 计量资料数据组间比较采用t检验, 计数

资料比较采用χ2检验, P为双侧性检验, P <0.05认
为差异有统计学意义.

2  结果

2.1 胃癌组织与正常组织中Runx3、Rassf1a 启

动子区的甲基化情况 胃癌组织中Runx3 启动

子区甲基�率为45.59%(31/68), 明显高于正

常组织10.29%(7/68), 差异有统计学意义(χ2 = 
21.035, P <0.0001). 胃癌组织中Rassf1a启动子

区甲基�率为64.70%(44/68), 明显高于正常组

织7.35%(5/68), 差异有统计学意义(χ2 = 48.524, 
P <0.0001, 图1).
2.2 胃癌组织与正常组织中Runx3、Rassf1a、
Dnmt1 的mRNA表达情况 RNA的完整性检测

见图2, 可见5S、18S和28S rRNA 3条清晰的

A

B

400 bp

100 bp

H2O Maker  MP   M   U    M   U    M    U    M    U
N1  T1 N2 T2

200 bp

100 bp

Marker MP H2O M   U  M     U  M      U    M    U
N1   T1  N2  T2

图� ��  1  Runx3 和Rassf1a 基因MSP反应产物的电泳图谱��. A: 

Runx3基因; B: Rassf1a基因;  MP: 甲基化阳性对照; H2O: 灭

菌双蒸水代替DNA作为空白对照; M: 甲基化条带; U: 非甲

基化条带; N: 正常组织; T: 胃癌组织.

1          2          3         4 图� �� ������  2  ������总RNA的琼
脂糖凝胶电泳图谱.� 
1, 3: 正常组织; 2, 4: 

胃癌组织.
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■创新盘点
本研究发现胃癌
组织中Runx3 和
Rassf1a 表达降低
与其基因启动子
区发生甲基化有
关 ,  且R u n x 3 和
Rassf1a 基因启动
子区甲基化的发
生与Dnmt1 的表表
达增加有关, 在此
基础上深入研究
甲基化与胃癌的的
关系, 建立胃癌相
关基因甲基化谱.

条带. 荧光定量PCR的扩增曲线均呈典型的S
型, 融解曲线呈单峰(图3), 可以排除引物二聚

体及非特异性扩增, 得到的Ct值可信. 癌组织

中Runx3和Rassf1a  mRNA阳性表达率分别为

36.76%(25/68)、27.94%(19/68), 明显低于正

常组织100%(68/68)、97.06%(66/68), 差异有、97.06%(66/68), 差异有97.06%(66/68), 差异有

统计学意义(χ2 = 30.63, P <0.0001; χ2 = 69.30, 
P <0.0001). 而胃癌组织中Dnmt1  mRNA阳性

表达率为80.88%(55/68), 明显高于正常组织

17.65%(12/68), 差异有统计学意义(χ2 = 57.80, 
P <0.0001). 
2.3 胃癌组织与正常组织RUNX3、RASSF1a、
D N M T1蛋白表达情况 胃癌组织与正常组织

RUNX3、RASSF1a、DNMT1蛋白的阳性表

达率与mRNA基本相一致. RUNX3在正常组

织中的表达阳性率为91.18%(62/68), 明显高

于胃癌组织29.76%(20/68), 差异有统计学意

义(χ2 = 54.18, P <0.001). RASSF1a在正常组织

中的表达阳性率为86.76%(66/68), 明显高于

胃癌组织25.00%(17/68), 差异有统计学意义

(χ2 = 74.23, P <0.001). DNMT1在胃癌组织的

表达阳性率82.35%(56/68), 明显高于正常组织

14.71%(10/68), 差异具有统计学意义(χ2 = 62.29, 
P <0.001, 图4).
2.4 胃癌组织中Runx3、Rassf1a 基因启动子甲

基化状态与Runx3  mRNA、Rassf1a  mRNA表
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图� ��� ���������� ��������������������������������  3 � ���������� ��������������������������������Real-time RT-PCR目的基因与内参基因的扩增曲线(A)和熔解曲线(B)��. 
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图� �� �������������������������������������� 4 �  �������������������������������������RUNX3、RASSFLA、DNMT1的免疫组织化学结果(SP×400)��. A, B: RUNX3在胃癌组织与癌旁正常组织中的表达; C, D: 

RASSFLA在胃癌组织与癌旁正常组织中的表达; E, F: DNMT1在胃癌组织与癌旁正常组织中的表达.
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达之间的关系 在43例Runx3  mRNA阴性表达的

胃癌组织中, 检测出31例该基因启动子甲基�, 
甲基�率为72.09%; 而在25例Runx3  mRNA阳

性表达的胃癌组织中, 则未检测出该基因启动

子存在甲基�, 差异有统计学意义(χ2 = 33.124, 
P <0.0001). 在49例Rassf1a  mRNA表达阴性的胃

癌组织中, 检测出42例该基因启动子甲基�, 甲
基�率为85.71%; 而在19例Rassf1a  mRNA阳

性表达的胃癌组织中, 只检测出2例存在该基

因启动子区甲基�, 差异具有统计学意义(具有统计学意义(有统计学意义(χ2 = 
33.892, P <0.0001). 
2.5 胃癌组织中RUNX3、RASSF1a与DNMT1
蛋白表达之间的关系 Spearman相关性分析相

关提示: 胃癌组织中RUNX3与DNMT1蛋白的

表达呈负相关(r  = -0.627, P <0.0001), RASSF1a
与D N M T1蛋白的表达呈负相关(r  = -0.477, 
P <0.0001, 图5) .

3  讨论

Runx3基因定位于�染色体1号短臂1p36.1, 是转

录生长因子β(transforming growth factor, TGF-β)
信号通路下游的一个转录因子[8,9]. 在TGF-β介
导的凋亡信号转导通路中, 激活的Smad复合物

必须在RUNX蛋白的指导下才能从细胞质转入

细胞核, 并准确结合和激活特定靶位点, 其表达

失活, 可以使细胞凋亡受抑制而无限增殖, 从而

形成肿瘤[10,11]. Rassf1a是新近发现的候选肿瘤抑

癌基因, 是一种Ras的效应分子, 既可以促进细

胞生长和分�, 又可以抑制细胞生长、促进凋

亡和衰老[12-15]. 研究发现: Runx3、Rassf1a几乎

在全身所有组织中都有表达, 而在绝大多数恶全身所有组织中都有表达, 而在绝大多数恶

性肿瘤中(如结直肠癌、食管癌、鼻咽癌及乳腺

癌等)则表达沉默[16-18]. 本研究发现: RUNX3、
RASSF1a蛋白的表达与mRNA的表达基本一致,的表达基本一致,表达基本一致, 
即: 胃癌组织中的RUNX3、RASSF1a蛋白的阳

性表达率较正常组织明显减少, 差异具有统计

学意义. 因此推测: Runx3、Rassf1a基因沉默可

能参与胃癌的发生发展.
本研究发现: 胃癌组织中Runx3和Rassf1a

启动子区的甲基�率较正常组织明显升高, 差
异具有统计学意义. 这一研究结果与国内外学

者的研究结果一致[19-24], 也支持我们之前的实验

结果. 为了更好地阐明地阐明阐明Runx3、Rassf1a基因甲

基�与表达之间的关系, 我们将Runx3  mRNA、

Rassf1a  mRNA阴性表达和阳性表达的分开统

计甲基�率, 结果显示: Runx3  mRNA、Rassf1a  
mRNA阴性表达的胃癌组织中其基因启动子的

甲基�率较阳性表达者明显升高, 差异具有统

计学意义. 推测Runx3、Rassf1a表达缺失与该因

子基因启动子的甲基�有关[25-29], 抑癌基因高甲

基�可能是降低的原因. 对于胃癌中个别不存

在Runx3和Rassf1a启动子甲基�而基因表达阴

性, 考虑可能解释的原因是有点突变、�合性

缺失等机制共同调节作用. 
在研究Runx3及Rass f1a甲基�状况的同

时, 我们还对其可能的机制进行了初步的探索. 
Dnmt1是�类DNMTs家族中的成员之一, 目前

的研究结果表明Dnmt1与基因的甲基�关系密

切, 具有维持甲基�的作用. 丁雯瑾等[30]研究发

现DNMT1蛋白在胃癌组织中的表达阳性率为

81.6%, 显著高于正常组织10.5%, 差异具有统计

学意义. 而我们的研究结果显示: DNMT1蛋白在

胃癌组织中的表达率较正常组织明显升高, 其
mRNA的表达同蛋白表达基本一致, 差异具有统

计学意义. 与他们的研究结果基本一致. 本实验

还发现: 胃癌组织中DNMT1与RUNX3、RASS-
FLA蛋白的表达均呈负相关, 差异具有统计学意

义. 综合以上研究结果, 我们初步推测: 胃癌组

织中DNMT1的mRNA及蛋白表达显著增高, 导
致抑癌基因Runx3及Rassf1a基因启动子区发生

■应用要点
本 研 究 通 过 对
Runx3 、Rassf1a
基因启动子区的
甲基化与Dnmt1
基因的表达在胃
癌发生发展中的
作用及可能机制
的探讨, 进一步完
善胃癌发生中甲
基化修饰理论, 为
胃癌的靶向治疗
提供了新的思路; 
某些CpG岛的异
常甲基化特异地
出现在癌或癌前
病变中, 对其进行
检测有助于肿瘤
的早期诊断.
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图� �� ��������������������������������� 5   ���������������������������������胃癌组织中DNMT1与RUNX3(A)、RASSFLA(B)表达的
散点图.
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异常甲基�, 使抑癌基因mRNA及蛋白表达减

少, 失去对肿瘤发生的抑制作用. 这仅是本实验

的一些初步推测, 具体的发生机制, 还有待于大

样本实验的进一步证实.的进一步证实.进一步证实. 
目前胃癌是仍是亚洲地区第二大致死性疾

病, 虽然外科治疗是胃癌目前的主要治疗手段, 
但早期诊断及早期手术是降低胃癌病死率的关

键[31]. 由于DNA甲基�贯穿于肿瘤发生发展的

全过程, 并具有一定组织特异性, 所以今后在本

实验的基础上, 深入研究甲基�与胃癌的关系, 
建立起胃癌相关基因的甲基�谱, 并研究DN-
MTs家族的作用及具体机制, 为胃癌的预防、

早期诊断和抗甲基�治疗提供实验和理论依据. 
另外, 胃癌的发生不但与抑癌基因启动子甲基

�有关, 还与幽门螺杆菌(幽门螺杆菌(Helicobacter pylori , H. 
pylori )感染有一定关系, 那么抑癌基因启动子甲感染有一定关系, 那么抑癌基因启动子甲

基�H. pylori与之间是否有关, 为我们今后的胃

癌研究提供了新的思路.
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