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Abstract
AIM: To detect the expression of DNA methyl-
transferases (DNMTs) in tissues at different dis-
tances from colorectal cancer lesions. 

METHODS: Immunohistochemistry and Western 
blot were used to detect the expression of DNMTs 
in 25 colorectal cancer specimens and matched 
tumor-adjacent tissues (> 5 cm apart from the 
tumor and 2 cm apart from the tumor) and nor-
mal tissues (> 10 cm apart from the tumor). None 
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人大肠癌癌旁不同部位组织中DNA甲基转移酶的表达差异

吴丽云, 文 彬, 胡丰良, 刘金元, 付道时

®

■背景资料
近年来, 对肿瘤启
动机制的研究认
为, 表观遗传在肿
瘤的启动中发挥
了关键性的作用. 
DNA甲基化是表
观遗传修饰的重
要 内 容 ,  也 是 肿
瘤发生的早期分
子事件 .  DNA甲
基化、组织微环
境、组织架构共
同决定了肿瘤的
发生和生长. 

of the patients received preoperative treatments 
such as radiotherapy or chemotherapy.  

RESULTS: The corrected absorbance of DNMT1 
detected by immunohistochemistry in tissues 
> 10, > 5 and 2 cm apart from the tumor was 
0.359484 ± 0.037511, 0.460941 ± 0.032146 and 
0.498767 ± 0.021143, respectively, showing an 
upward-trend (P < 0.05). The corresponding 
relative expression levels of DNMT1detected by 
Western blot were 0.7173, 0.7418 and 0.8296. Ex-
pression of DNMT3A in tissues > 5 and > 10 cm 
apart from the tumor was significantly higher 
than that in tissues 2 cm apart from the tumor 
(both P < 0. 05), although expression of DN-
MT3A showed no significant difference between 
tissues > 5 and > 10 cm apart from the tumor (P 
> 0. 05). Expression of DNMT3B in the above tis-
sues was similar to that of DNMT3A.  

CONCLUSION: Up-regulation of DNMT1, DN-
MT3A and DNMT3B may play a significant role 
in the occurrence of colorectal carcinoma.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目 的 :  检 测 D N A 甲 基 转 移 酶 ( D N A 
methyltransferase, DNMT)在距大肠癌病灶不
同距离组织中的表达差异, 以探讨其表达在大
肠癌癌变早期的意义. 

方法: 实验共取25例中分化结肠癌标本, 从距
离大肠癌病灶近端10、5、2 cm获取组织样
本, 并分别命名为1、2、3号位组织样本, 用免
疫组织化学以及Western blot检测3个部位组
织中DNMT的表达及分布情况. 

■同行评议者
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■研发前沿
研 究 发 现 ,  肿 瘤
的发生常伴随着
DNA的异常甲基
化 ,  但 不 同 肿 瘤
中 ,  DNA甲基化
的变化却不相同. 
DNMT作为DNA
甲基化的关键酶, 
已经被用作大肠
癌临床检测指标.

结果: 免疫组织化学实验显示D N M T1在
1、2、3号位中的校正吸光度值(co r r ec t ed 
absorbance, CA )分别为0.359484±0.037511、
0.460941±0.032146、0.498767±0.021143, 呈
递增趋势(P <0.05). Western blot实验结果也显
示DNMT1在1、2、3号位中的表达依次增加, 
其在3个部位的相对表达量分别为0.7173、
0.7418、0.8296. DNMT3A在2、3号位的表达
均高于1号位(P <0.05), 但在2、3号位之间的
表达差异无统计学意义(P >0.05). DNMT3B的
表达变化与DNMT3A相同. 

结论: DNMTs在1、2、3号位表达增加, 说明
DNMTs在大肠癌的启动及演进过程中发挥了
重要作用.

© 2013年版权归Baishideng所有.
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核心提示: DNA甲基化是肿瘤发生的一条重要机

制, 组织架构和微环境的变化对肿瘤的形成至关

重要, 本文以大肠的组织架构的基本结构单元-
隐窝为基本研究单位, 研究DNA甲基化的关键酶

DNMT在大肠癌变过程中的表达变化. 
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0  引言

对于肿瘤, 人类尚无良方, 目前最为行之有效的

方法就是: 早发现、早诊断、早治疗. 研究肿瘤

恶变前期和早期生物学特征, 寻找早期病变的

分子标志、探求肿瘤的启动分子机制, 一直是

肿瘤研究领域的重点. 随着后基因组时代的到

来, 越来越多的研究表明, DNA甲基化、组蛋白

修饰、染色质异构等表观遗传学转换是细胞增

殖分化失衡的早期事件, 早于基因突变和基因

组不稳定性的发生[1]. 
DNA甲基化是表观遗传学的重要内容, 也

是肿瘤发生的一条重要机制[2]. 机体内所有的

DNA甲基化(去甲基化)过程都在DNA甲基转移

酶(DNA methyltransferase, DNMT)催化下完成, 
DNA异常甲基化的一个潜在机制就是DNMT发
生过调节[3,4].

从组织病理学角度, 肠道隐窝是肠道细胞结

构的基本单元, 也是承载肠道病变的基本单元. 
隐窝底部肠道干细胞的增殖、分化是肠黏膜更

新的主要细胞学基础[5]. 肠道干细胞在向上移行

的同时不断分化成为成熟的杯状细胞和柱状细

胞, 以补充脱落的肠道上皮细胞, 维持肠黏膜细

胞的正常更新. 因此本研究通过免疫组织化学和

蛋白质印迹法观察不同部位组织中DNA甲基转

移酶的表达分布, 进行探讨DNMTs在大肠癌变过

程中表达的变化在大肠癌变启动过程中的意义.    

1  材料和方法

1.1 材料 标本取自广州中医药大学附属医院及

广州军区总医院2012-05/2013-02手术切除的25
位中分化结肠癌患者, 其中男性13例, 女性12
例, 平均年龄57.8岁±10.9岁. 所有大肠癌患者

均为散发性大肠癌, 且术前均未经任何放、化

疗, 所有病例均经两位以上病理医师确诊. 标本

切取位置如图1所示, 每例依次取距离大肠癌病

灶近端10、5、2 cm的组织, 分别标记为1、2和
3号位. 结肠癌沿远近两端直接浸润一般不超过

2 cm, 但沿结肠旁淋巴结却可向两侧扩展8 cm以

上, 1号位距离肿瘤近端10 cm属于手术切除的

安全距离, 在本研究中我们视其为正常组织; 3
号组织为距离病灶边缘2 cm的癌旁组织样本; 2
号位组织为1和3号位之间的组织样本. 兔抗人

DNMT1多克隆抗体(批号bs-0678R)、兔抗人

DNMT-3A多克隆抗体(批号bs-0497R)、DNMT-
3B(批号bs-0301R)均购自北京博奥森生物技术

公司. 免疫组织化学检测试剂(SP法)及二氨基联

苯胺(3, 3'-diaminobenzidine, DAB)显色试剂盒购

自北京中杉金桥生物技术公司. PVDF膜(MIL-
LIPORE), SDS凝胶加样缓冲液, 三去污剂裂解

缓冲液, 脱脂奶粉, 0.1%PBST. 
1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学染色及结果判定: 所有标本

均经4%多聚甲醛固定, 常规石蜡包埋, 采用4 μm
厚连续切片. 常规脱蜡水化, PBS冲洗, 3%过氧

化氢灭活内源性过氧化物酶, 微波修复15 min, 
加入兔抗人一抗(抗体稀释度为1∶300), 4 ℃过

夜; PBS冲洗2 min×3次, 滴加相应二抗37 ℃温

箱孵育30 min, 具体步骤按试剂盒说明书操作. 
DAB显色, 苏木精复染, 常规乙醇脱水, 二甲苯

透明, 中性树胶封片, 显微镜下观察结果. 每例

标本均用PBS代替一抗作阴性对照. 应用IPP6.0
病理图象分析软件测定各组免疫阳性产物的光

密度(A )值, 每张切片随机测定6个视野, 同时测
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■相关报道
Tamura等研究发
现了隐窝异常病
灶(aberrant crypt 
foci, ACF). 许多
学者都认为ACF
是结肠腺瘤的前
体, 是大肠癌的生
物标志. 对肿瘤启
动的研究发现肿
瘤发生的机制之
一是DNMT异常
表达从而引起的
DNA异常甲基化.

定同一张切片上组织的A 值作为背景, 免疫反

应产物的A值减去背景A值得到校正的A值(CA
值), 即为各阳性产物的实际吸光度值, 然后求平

均值作为该样本的CA值. 用CA值进行分析和比

较, 以避免染色过程中的非特异性染色等导致

的误差. 
1.2.2 用Western blot方法检测DNMT1、DN-
MT3A及DNMT3B的表达: 每100 mg组织中加入

1 mL蛋白裂解液和10 μL 100 mmol/L的PMSF. 
研磨后将样品转移到1.5 mL离心管, 冰里放置

30 min, 然后4 ℃、12000 r/min高速离心30 min. 
取20 μL的上清液即细胞裂解液, 并加5 μL 5×
电泳上样缓冲液(预染Marker取5 μL), 沸水浴 
5 min, 12000 r/min离心3 min, 去除不溶性蛋

白, 上样, 电泳约1.5 h, 取分离胶进行转膜, 取
出PVDF膜, 去离子水洗涤, 洗液平衡后用5%
脱脂奶粉室温封闭90 min, 加已稀释好的兔抗

DNMT1(1∶500), DNMT3A(1∶500), DNMT3B( 
1∶500), 4 ℃过夜. PBS洗膜, 第1次15 min, 后3
次每次5 min. 加5 mL 1∶5000稀释的羊抗兔二

抗, 室温反应1 h, TBST洗膜后, ECL增强发光, X
线曝光5 min. 以β-actin蛋白作为内参对照. 采用

WO-9413B型凝胶成像系统自带软件Gelpro32来
分析胶片中的蛋白条带. 

统计学处理 各组实验数据以mean±SD表

示, 采用SPSS16.0统计软件, 计量资料进行均数

间比较采用t检验或方差分析. 以P <0.05为差异

有统计学意义.

2  结果

2.1 组织形态学观察与分析 1987年Bird和Good[6]

在研究啮齿动物的大肠癌模型中发现了异常

隐窝病灶(aberrant crypt foci, ACF). 1991年ACF
被确认亦存在于人类结肠中[7,8]. 多数学者认为

ACF可能是大肠癌发生的最早期事件, 并把ACF
作为大肠癌早期诊断的观察指标之一[9-11]. ACF
是由单个或一组异常隐窝构成的病灶, 其形态

学特征与正常黏膜相比, 有以下特征: 隐窝增大

变厚, 呈锯齿状; 裂隙状管腔, 开口呈椭圆状; 上
皮细胞层增生染色加深; 细胞核大有异型性[12,13]. 
此后, 许多研究者对ACF发生过程中的遗传和表

观遗传变化进行了研究[14-16]. 研究表观遗传与遗

传的改变, 对于大肠癌早期诊断、预后及个体

化的医疗都具有十分重要的意义. 在本研究中, 
我们首先比较了3个不同部位组织中ACF的存在

情况及形态特征. 
通过HE染色, 我们观察到, 在1号位组织中, 

隐窝排列整齐, 腺腔直径正常, 隐窝中的细胞呈

单层排列且细胞核大小正常, 上皮层无明显改

变(图2A, B). 在最靠近病灶的2、3号部位组织

中, 依肿瘤恶性程度不同, 隐窝或完全消失或部

分残存, 对于残存的ACF, 越接近病灶的组织, 隐
窝形态变化越大, 而且ACF数量越多. 在2号位组

织中, 我们观察到有的隐窝较大, 管腔呈锯齿状, 
细胞核增大拉长, 表现出拥挤、分层的状态, 均
属典型的ACF特征(图2C, D). 3号位组织同2号位

组织一样, 也有ACF出现, 其隐窝异型增生明显, 
腺管染色加深, 隐窝直径异常增大, 上皮层增厚, 
隐窝内细胞的细胞核增大, 细胞排列得拥挤, 还
出现分层、极性消失的情况(图2E, F), 且ACF数
量较2号位组织多. Shpitz等[17]在对74例散发性

大肠癌ACF的分布规律进行研究后也发现大肠

癌远端的ACF多于近端部分.
2.2 免疫组织化学结果 我们用免疫组织化学对

3个部位组织中DNA甲基转移酶的表达分布进

行分析, 结果显示DNMT1表达可见于1、2和3号
位组织中. 其中在距离病灶最远的1号位组织中, 
隐窝结构清晰、排列整齐, 隐窝内细胞单层排

列, DNMT1表达较少, 且表达主要分布在隐窝之

间的间质中表达(图3A), 而在2号位中存在ACF, 
隐窝口变大, 隐窝内的细胞出现分层而非单层

状态, DNMT1在其中的表达较1号位高, 且在隐

窝间间质及隐窝中均有表达(图3B); 3号位中(图
3C), ACF数量较2号位多, 如图3C中隐窝内细

胞密集呈现拥挤、分极性消失的状态, DNMT1
这个部位组织中的表达较1、2号位高. 其在3
个部位的校正光密度值(CA )分别为0.359484
±0.037511、0.460941±0.032146、0.498767
±0.021143, 呈逐渐递增的趋势(P <0.05, 图4). 
DNMT3A主要表达于隐窝之间的间质中, 在隐

窝内表达较少, 其在1、2和3号位中的表达量分

别为0.3512±0.03775、0.404684±0.039239、
0.438148±0.020438, 其表达依次增高, 在2和3
号位的表达都高于1号位(图3D-F, P <0.05), 但
在2和3号位之间的表达差异没有统计学意义

(P >0.05, 图4). 
D N M T3B在隐窝内及隐窝之间的间质中

2013-09-08|Volume 21|Issue 25|WCJD|www.wjgnet.com

1 大肠癌病灶2 3

图  1  标本取材部位示意图. 1号位: 距离病灶>10 cm; 2号

位: 距离病灶>5 cm; 3号位: 距离病灶>2 cm.
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■创新盘点
近 年 来 对 肿 瘤
中DNMT异常表
达的研究大多以
癌组织、癌旁组
织和正常组织为
研 究 对 象 ,  研 究
DNMT在3种组织
中的表达变化, 而
本实验在不同组
织的基础上以隐
窝为基本研究单
位 ,  结 合 组 织 结
构、微环境, 研究
DNMT在癌变过
程中的表达变化.

都有表达, 且其在3个部位组织的表达变化与

DNMT3A类似, 在2和3号位的表达都高于1号位

(图3G-I, P <0.05), 但在2和3号位之间的表达差

异没有统计学意义(P >0.05), 其在3个部位组织

表达量分别为0.471217±0.026454、0.510019±
0.032516、0.540606±0.036183.  
2.3 Western blot结果 分别取3个部位新鲜组织

样本, 用Western blot检测组织中DNMTs相对表

达量, 结果表明DNMT1在3个部位的相对表达

量分别为0.7173、0.7418、0.8296, DNMT3A和

DNMT3B在3个部位的相对表达分别为0.8091、
0.8804、0.9051; 0.6405、0.7023、0.8445都呈现

依次增加的趋势(图5). 

3  讨论

近十几年来, 肿瘤细胞中心观指导下的肿瘤研究

模式受到了巨大冲击[18-20]: 首先, 以肿瘤相关机制

为基础的肿瘤组织原则的构建, 使人们意识到

肿瘤其实就是一个不断发展的紊乱器官; 正常

组织可以精确地产生、释放、控制促进生长信

号, 以维持正常组织的架构和功能. 组织架构和

内稳态的转变是肿瘤启动的早期信号[21-25], 其中

的机制可能是组织结构的重塑改变了组织微环

境. 其次, 表观遗传调控在肿瘤的发生发展中发

挥了关键性的作用, 表观遗传调控决定了组织

微环境的重塑, 而微环境的重塑又转变了组织

微架构, 反过来, 组织结构的重塑又进一步转变

了组织微环境, 这些都决定了肿瘤的形成和生

长[26]. 对于大肠, 隐窝是上皮组织的基本结构单

元, 也是装载这一过程的基本单元.
Tamura等[27]通过扫描电镜观察不同病变状

态下的大肠隐窝, 发现处于不同病变时期的隐

窝形态学上有很大差别, 他们的体积、形状、

表面光滑程度以及有无分支都与正常隐窝不同. 
这些异常的隐窝单独或聚集在一起, 就形成了

ACF. Gupta和Schoen[28]对ACF与人类大肠癌的
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图  2  距离大肠癌病灶不同距离组织HE染色结果(箭头处为异常隐窝病灶). A, C, E: 1, 2, 3号位(×100); B, D, F: 1, 2, 3号位(×

400).
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发生相关文献进行了整理, 认为流行病学和分

子生物学的研究都支持ACF是结肠腺瘤的前体, 
是大肠癌的生物标识.  

我们从距离大肠癌病灶近端不同距离取的

标本中也发现了这一点, 我们的研究是以隐窝

结构为基础, 在正常组织中, 罕见ACF, 隐窝长

度、大小及管腔开口均正常, 隐窝内细胞单层

排列, 具有极性. 而在2号位及3号位组织中, 都
可见ACF, 且3号位组织中的ACF数量较2号位中

多, 在这两种组织中, 隐窝可见直径、长度增大, 
隐窝开口锯齿状、有分支, 隐窝内细胞排列杂

乱拥挤甚至分层而极性消失. 我们以ACF为基本

研究单元, 在此基础上研究肿瘤的表观遗传转

换对促肿瘤微环境进行再教育, 对靶向治疗肿

瘤有重要意义. 
表观遗传学是近15年来最令人兴奋, 也是发

展最迅速的领域, 许多学者认为表观遗传学可

能会从根本上改变我们对肿瘤基础生物学的理

解. 目前, 我们尚不能对表观机制是否会实质性

■应用要点
DNMT结合ACF
可作为大肠癌临
床检查指标, 比二
者单独作为检测
指标来检测大肠
癌更加准确.
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改变我们对肿瘤基础生物学的理解下一个定论, 
但表观遗传机制却引发了肿瘤病理机制根本性

的转变, 至少目前, 表观机制对肿瘤与微环境之

间的调控使对肿瘤启动机制前移到更加早期的

阶段. 
表观遗传的改变使癌前细胞具有了选择生

长优势[29,30]. DNA甲基化是表观遗传学修饰的重

要内容, 是肿瘤发生的一条重要机制, 也是肿瘤

发生的早期分子事件[31-33]. 对癌旁组织的研究发

现, 癌基因低甲基化在癌症发生之前就已存在, 
几乎每种类型肿瘤的启动子甲基化都有其独特

的模式, DNA的甲基化和去甲基化都由DNMT
催化完成, DNA甲基化异常的一个潜在机制就

是DNMT发生过调节. DNMT表达和活性升高是

癌细胞的一个特征性的早期分子改变[34].
哺乳动物中具有甲基化活性的甲基转移酶

有DNMT1、DNMT3A、DNMT3B[35]. 传统上

认为DNMT1主要负责维持基因甲基化, 而DN-
MT3A、DNMT3B负责从头甲基化, 但最新研究

认为三者同时具有重头甲基化和维持甲基化作

用[36]. 
DNMTs能维持基因组完整性, 基因组的完

整性一旦被破坏将会引起染色质不稳定以及肿

瘤的发生. 其维持基因组稳定性的作用依赖于

其在基因的表达调控中起着重要作. DNMTs的

异常表达暗示了基因表达调控的异常. 在癌细

胞中, DNMT基因的表达升高往往先于高甲基化

变化, 因此可认为DNMT表达量增高是癌细胞的

一个特征性的早期分子变化[37].
我们的研究显示在癌变早期肠组织不仅发

生了形态学的变化, 出现了隐窝异常病灶, 而且

在离肠癌病灶不同距离组织中甲基转移酶的表

达有差异, DNMTs在越靠近肠癌病灶的组织中

表达越高. 2、3号位组织中可见ACF, 且3号位组

织中ACF数量多于2号位组织. DNMTs在这两个

部位组织中的表达均高于正常组织(P <0.05), 且
在3号位组织中的表达高于2号位组织, 但DN-
MT3A、DNMT3B在2号位组织和3号位组织中

的表达差异无统计学意义(P >0.05). 就表达分布

而言, DNMT1、DNMT3A的表达主要分布于隐

窝间的间质中, 且在2、3号位组织中隐窝间间

质的表达量明显增多. DNMT3B在隐窝中和隐

窝间的间质中均有表达, 且在2、3号位组织的

隐窝及隐窝间质中表达均增多. 这说明组织结

构、微环境的变化即出现ACF与DNMTs的高表

达在大肠癌变启动中有重要意义, 可将二者结

合作为大肠癌变的早期标志, 运用于大肠癌的

筛查、预防、诊断等方面, 但二者之间的相互

作用机制仍需探索, 我们将把这作为下一步的

方向继续深入研究. 
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