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GATA5和Vimentin基因启动子甲基化在结直肠癌患者粪
便中的检测及临床意义

叶群群, 陆宏娜, 张 谢, 王丹萍, 黄志刚

®

■背景资料
结直肠癌(colore-
ctal cancer, CRC)
是全球发病率和
死亡率都排名第3
的恶性肿瘤, 针对
普通人群的CRC
筛查可显著降低
C R C死亡率 .  基
因启动子CpG岛
甲基化发生早于
肿瘤细胞的恶性
增 生 ,  因 此 基 因
甲基化的检测可
以用于肿瘤的早
期诊断.
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Abstract 
AIM: To evaluate the possibility of using GATA 
binding protein 5 (GATA5) and Vimentin pro-
moter methylation as markers for the noninva-
sive detection of colorectal cancer (CRC). 

METHODS: Stool samples were collected from 
49 patients with CRC and 37 endoscopically 
normal subjects who underwent colonoscopy at 
our hospital from February 2012 to December 
2012, and DNA was isolated from all samples. 

Methylation-specific polymerase chain reaction 
(MSP) was then utilized to analyze promoter 
CpG methylation of GATA5 and Vimentin. 

RESULTS: The sensitivity and specificity of 
GATA5 gene methylation assay for detection 
of colorectal cancer were 81.63% and 86.49%, 
respectively. The sensitivity and specificity of 
Vimentin gene methylation were 44.90% and 
86.49%, respectively. The overall sensitivity of 
detection of fecal DNA with at least one methyl-
ated gene was 95.1% in patients with CRC. In 
contrast, only 10 of the 37 (27.0%) normal indi-
viduals exhibited methylated DNA in the above 
promoter regions. GATA5 and Vimentin promot-
er methylation showed no significant correlation 
with gender, age, tumor-node-metastasis (TNM) 
stage or tumor location. 

CONCLUSION: The abnormal methylation of 
GATA5 and Vimentin occurs frequently in fe-
cal samples of patients with colorectal cancer. 
Detection of aberrantly methylated GATA5 and 
Vimentin in fecal samples may be a promising, 
noninvasive screening method for colorectal 
cancer, and the combined detection of multiple 
gene methylation for colorectal neoplasia screen-
ing is superior to single gene detection.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要 
目的: 评估粪便中转录因子GATA结合蛋白
5(GATA binding protein 5, GATA5 )和波形蛋白

■同行评议者
卢 宁 ,  副 主 任 医
师 ,  兰 州 军 区 乌
鲁木齐总医院肿
瘤科
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■研发前沿
此 次 我 们 采 用
MSP技术分析粪
便DNA中GATA5
和Vimentin 的基
因启动子甲基化
状 态 ,  以 评 估 其
在CRC早期诊断
中的潜在临床应
用价值.

(Vimentin )基因启动子甲基化标志的检测用于
结直肠癌(colorectal cancer, CRC)早期无创诊
断的可行性. 

方法: 收集浙江省宁波市医疗中心李惠利医
院2012-02/2012-12的49例CRC患者和37例
正常对照者的粪便, 从中分别提取DNA, 并
采用甲基化特异性PCR(methylation-specific 
polymerase chain reaction, MSP)技术分析
GATA5和Vimentin基因启动子的甲基化状态. 

结果: 在CRC患者中, 检测GATA5基因甲基化
诊断CRC的敏感性和特异性分别为81.63%和
86.49%, Vimentin 基因甲基化的敏感性和特
异性分别为44.90%和86.49%, 两个基因中至
少有一个基因甲基化的概率为95.1%, 相比之
下, 37个正常样本中只有10个(27.0%)显示有
DNA甲基化. 单因素相关分析显示, GATA5和
Vimentin 基因甲基化的阳性状态与CRC患者
年龄、性别、肿瘤的分期和位置无统计学相
关性. 

结论: CRC粪便DNA中GATA5和Vimentin基因
异常甲基化发生率明显高于正常对照组, 粪便
样本中检测GATA5和Vimentin基因甲基化可
能成为CRC早期无创诊断的一个新方法, 并且
联合检测多基因甲基化筛查结直肠肿瘤的方
法优于单基因检测方法. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: GATA结合蛋白5(GATA binding protein 
5, GATA5 )和波形蛋白(Vimentin )基因甲基化状态

与结直肠癌(colorectal cancer, CRC)的发生及发展

密切相关, 粪便DNA中这两个基因甲基化检测方

法筛查CRC有较高的敏感性和特异性, 具有成为

非侵入性CRC筛查方法的前景, 并且, GATA5有

望成为CRC无创筛查手段的一个新的肿瘤生物

标志物. 
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0  引言

结直肠癌(colorectal cance, CRC)是全球发病率

和死亡率都排名第3位的恶性肿瘤[1]. 从病因学

角度分析, 良性肿瘤如息肉、腺瘤发展到恶性

肿瘤是遗传学和表遗传学改变积累的过程 [2]. 
表观遗传学改变可以定义为在细胞分裂过程

中可遗传的不涉及D N A序列改变的基因组修

饰作用[3], 包括染色体不稳定性(chromosomal 
instability, CIN)、微卫星不稳定性(microsatel-
lite instability, MSI)、基因突变以及基因甲基

化[4]. DNA甲基化是CpG二核苷酸5'端的胞嘧啶

在DNA甲基化转移酶(DNA methyltransferases, 
DNMTs)的作用下加上一个甲基[5], 这样可以使

某些基因失活, 而去甲基化则可以诱导一些基

因重新活化和表达. 当发生肿瘤时, 抑癌基因

CpG岛中的CpG呈高度甲基化状态, 以致于抑

癌基因表达丢失[6]. 基因启动子CpG岛甲基化发

生早于肿瘤细胞的恶性增生, 因此基因甲基化

的检测可以用于肿瘤的早期诊断[7], 已有研究

表明[8]通过粪便检测肿瘤相关基因启动子CpG
岛甲基化状况有助于进行CRC的早期诊断. 波
形蛋白(Vimentin)属中间纤维家族, 他在细胞黏

附、迁移、增殖、凋亡、信号传导及炎症发

生等多方面起着重要作用, 最近研究发现了在

CRC中Vimentin基因可作为甲基化标志物的实

用性和潜力. 并且, 检测Vimentin基因的甲基化

标志物作为早期C R C的非侵入性筛查方法已

被商业化. 而转录因子GATA结合蛋白5(GATA 
binding protein 5, GATA5 )基因的甲基化也经常

发生在结直肠肿瘤患者中, 该基因是抑癌基因

DAB2 (disabled homolog 2), 上游的转录调控因

子, 这种抑癌基因的启动子CpG岛甲基化可导致

该基因沉默. 此次我们采用MSP技术分析粪便

DNA中GATA5和Vimentin的基因启动子甲基化

状态, 以评估其在CRC早期诊断中的潜在临床

应用价值. 

1  材料和方法

1.1 材料 收集49例CRC(所有诊断均经内镜病理

证实, 病例入选标准: (1)不伴有身体其他部位肿

瘤; (2)留取标本前未经任何治疗; (3)收集粪便

前5 d内未进行任何侵入性操作, 包括结肠镜检

查、灌肠等及37例内镜检查正常的健康者(所有

研究对象年龄在35-65岁之间)的粪便标本, 粪便

标本于手术前或内镜检查前收集, 保存在-80 ℃
备用. 所有研究对象均知情同意. 粪便DNA提取

试剂盒(Qiagen, 德国): QIAamp Mini Spin Col-
umns 50, Collection Tubes(2 mL) 200, Inhibit EX 
Tablets 50, Buffer ASL 140 mL, Buffer AL 33 mL, 

■相关报道
Chen等发现 ,  位
于Vimentin第一
个外显子上游的
CpG岛, 在正常情
况下非甲基化, 在
CRC中却有密集
的 甲 基 化 ,  并 从
46%的CRC患者
的粪便DNA中可
检测到异常甲基
化的Vimentin, 特
异性为90%, 但很
少在正常结肠组
织和正常人粪便
DNA中检测到.
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Buffer AW1(使用前加25 mL无水乙醇)19 mL, 
Buffer AW2(使用前加30 mL无水乙醇)13 mL, 
Buffer AE 12 mL, Proteinase K 1.4 mL. DNA重

亚硫酸氢盐处理试剂盒(Qiagen, 德国): Bisulfite 
Mix 6 tubes, DNA Protect Buffer 1.9 mL, RNase-
Free Water 3×1.9 mL, DNA Spin Columns 48, 
Collection Tubes(2 mL) 96, Buffer BL 31 mL 
Buffer BW(使用前加30 mL无水乙醇)2×13 mL, 
Buffer BD(使用前加27 mL无水乙醇)3 mL, Buf-
fer EB 15 mL, Carrier RNA 310 µg. 
1.2 方法

1.2.1 粪便DNA提取: 取600-800 mg左右冷冻粪

便样本, 按照QiaAmp DNA Stool Mini-Kit试剂盒

(Qiagen, 德国)提取DNA, 操作按照说明进行, 纯
化的DNA储存于-20 ℃下. 
1.2.2 DNA重亚硫酸氢盐处理: DNA经过重亚硫

酸氢盐处理后, CpG岛中甲基化的胞嘧啶不变, 
未甲基化的胞嘧啶则转变为尿嘧啶, 粪便DNA
的重亚硫酸氢盐处理使用EpiTect Bisulfite Kit试
剂盒(Qiagen, 德国), 操作按照说明进行. 
1.2.3 甲基化特异性PCR(MSP)及电泳: GATA5
和Vimentin基因特异性甲基化和非甲基化引物

序列、退火温度和扩增长度如表1, MS-PCR反

应体系总体积为50 µL: DNA样品2 µL, 缓冲液

Buffer B 10 µL, 无菌水34.8 µL, dNTP 1 µL, 上
下游引物各1 µL, Taq酶0.2 µL, MS-PCR反应条

件: 第1步, 95 ℃预变性5 min ; 第2步, 95 ℃ 30 s , 
Tm+8 ℃ 30 s, 每个循环降0.8 ℃, 72 ℃ 1 min, 共
10个循环; 第3步,  95 ℃ 30 s , Tm ℃ 30 s, 72 ℃ 1 
min, 共38个循环; 最后, 72 ℃延伸7 min. 将5 µL 
PCR产物在1.2%琼脂糖凝胶上进行电泳, 将凝胶

放入凝胶成像系统中, 用Quantity One分析软件

对电泳条带进行分析、取图. 

统 计 学 处 理  各项数据结果的统计学

SPSS11.0分析软件处理, 各组间比较采用t 检
验, 阳性率比较采用χ2检验或Fisher精确检验法. 
P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2 . 1  C R C 基因甲基化与临床病理特征相关

性 此次研究有CRC患者49例, 正常对照组37
例, 在CRC患者中男性占40.8%(20/49), 女性

占59.2%(29/49),  并且年龄≤50岁的患者占

18.4%(9/49), >50岁的CRC患者占81.6%(40/49), 
根据肿瘤术后病理进行肿瘤T N M分期, 49例
C R C患者中Ⅰ/Ⅱ期的患者有26例, 占总数的

53.1%, Ⅲ/Ⅳ期患者占46.9%, 肿瘤位于直肠

的患者占总数的67.3%(33/49), 右结肠患者占

10.2%(5/49), 左结肠患者占22.4%(11/49). 本研

究结果发现: CRC患者粪便中GATA5基因的甲

基化水平与患者的年龄(P  = 1)、性别(P  = 1)及
肿瘤的分期(P  = 0.15)和位置(P  = 0.07)无统计学

相关性, 并且Vimentin基因甲基化与患者的年

龄(P  = 0.25)、性别(P  = 0.71)及肿瘤的分期(P  = 
0.85)和位置(P  = 0.76)也无统计学相关性(表2). 
2.2 粪便GATA5、Vimentin基因甲基化表达

2.2.1 MSP结果: DNA经重亚硫酸盐处理后, 以处

理后的DNA作为模板, 加入甲基化特异性和非

甲基化引物进行扩增, 只有结合完全的甲基化

或非甲基化特异性引物的片段才能扩增出产物. 
基因甲基化判定标准: 经过MSP扩增后产物出

现甲基化条带, 而不出现非甲基化条带的样品, 
或者两者均出现, 而甲基化条带显色明显于为

甲基化条带的样品, 均定义为基因甲基化; 出现

未甲基化条带, 而不出现甲基化条带的样品, 定
义为基因未甲基化. 通过凝胶成像系统显像, 我

表  1  GATA5 和Vimentin 基因甲基化特异性PCR引物序列

     基因 Primer 片段 (5'-3') 退火温度 (℃) 扩增长度(bp)

GATA5 M F: 5'-TTAGAAATCGAGGAAATCGC-3' 54 133

R: 5'-GTAAACCCCCTCGTTACGTA-3'

U F: 5'-TGTTTAGAAATTGAGGAAATTGT-3' 48 133

R: 5'-CCCATAAACCCCCTCATTACATA-3'

Vimentin M F: 5'-AGGAAAGTATAAATTTCGGGTGC-3' 52 173

R: 5'-ATAAACGACGTCTTTCACCCTTAC-3'

U F: 5'-AAAAGGAAAGTATAAATTTTGGGTGT-3' 48 173

R: 5'-TATAAACAACATCTTTCACCCTTACCT-3'

M: 甲基化; U: 非甲基化; F: 上游引物; R: 下游引物. GATA5: GATA结合蛋白5. Vimentin: 波形蛋白.

■创新盘点
以 往 的 研 究 对
CRC及正常对照
的结直肠黏膜进
行GATA5 基因甲
基化分析, 而本次
研究的创新点是
通过无创性的粪
便DNA甲基化检
测来筛查CRC.
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们发现正常对照组粪便DNA经过MSP扩增出非

甲基化产物, 而CRC患者粪便DNA经过MSP扩
增出甲基化产物(图1).
2.2.2 粪便样本中基因甲基化检测的敏感性和特

异性及OR值: 在CRC患者中, GATA5和Vimentin
基因甲基化的阳性率分别为81.63%(40/49)、
44.90%(22/49), 特异性分别为86.49%(5/37)、

86.49%(5/37). CRC患者粪便DNA中, 至少有

一个基因甲基化的概率为95.92%(47/49), 相比

之下, 37个正常样本中只有10个显示有D N A
甲基化 ,  特异性为72.97%. 在粪便D N A中检

测GATA5和Vimentin基因的甲基化情况的OR
值分别为28.44(95%CI: 8.67-93.33, P <0.01)、
5.22(95%CI: 1.74-15.64, P <0.01), 联合检测者

表  2  CRC基因甲基化与临床病理特征相关性 n 1/n (%)

     特征  n     GATA5   Vimentin Combined

CRC 49 40/49(81.6) 22/49(44.9) 47/49(95.1)

性别

  男 20 16/20(80.0)   7/20(35.0) 19/20(95.0)

  女 29 24/29(82.8) 15/29(51.7) 28/29(96.6)

  P值       1.0       0.25       1.0

年龄(岁)

  ≤50   9     8/9(88.9)     5/9(55.6)     9/9(1.0)

  >50 40 32/40(80.0) 17/40(42.5) 38/40(95.0)

  P值       1.0       0.71       1.0

TNM 分期

  I/II期 26 19/26(73.1) 12/26(46.2) 24/26(92.3)

  III/IV期 23 21/23(91.3) 10/23(43.5) 23/23(1.00)

  P值       0.15       0.85       0.49

肿瘤位置

  直肠 33 24/33(72.7) 16/33(48.5) 31/33(93.9)

  右结肠   5     5/5(1.0)     2/5(40.0)     5/5(1.0)

  左结肠 11 11/11(1.0)   4/11(36.4) 11/11(1.0)

  P值       0.07       0.76       0.60

正常样本 37   5/37(13.5)   5/37(13.5) 10/37(27.0)

CRC: 结直肠癌.  GATA5: GATA结合蛋白5. Vimentin: 波形蛋白.

表  3  粪便样本中基因甲基化检测的敏感性和特异性及OR值[%(95%CI)]

     基因            敏感性               特异性           OR值   P值

GATA5 81.63(67.98-91.24) 86.49(71.23-95.46)  28.44(8.67-93.33) <0.01

Vimentin 44.90(30.67- 59.77) 86.49(71.2- 95.46)   5.22(1.74-15.64) <0.01

联合检测 95.92(86.02-99.50) 72.97(55.88-86.21) 63.45(12.93-311.3) <0.01

GATA5  N

C

Vimentin   N

C

U     M U     M U     M U     M U     M U     M U     M U     M
Case 1 Case 2 Case 3 Case 4 Case 5 Case 6 Case 7 Case 8

图  1  MSP反应产物在凝胶成像系统中显示结果. M: 甲基化; U:非甲基化; N: 正常样本; C: 结直肠癌患者样本. GATA5: 

GATA结合蛋白5. Vimentin: 波形蛋白.

■应用要点
粪 便 D N A 中
GATA5和Vimen-
t i n 这 两 个 基 因
甲基化检测方法
筛查CRC有较高
的敏感性和特异
性, 具有成为非侵
入性CRC筛查方
法的前景 ,  并且 , 
GATA5有望成为
CRC无创筛查手
段的一个新的肿
瘤生物标志物.

GATA5: GATA结合蛋白5. Vimentin: 波形蛋白.
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这两个基因甲基化水平的OR值为63.4(95%CI: 
12.93-311.3, P <0.01)(表3), 我们发现研究的P值

均<0.05, 结果表明: CRC患者粪便中这两个基

因的甲基化水平与正常对照组样本之间差异有

统计学意义. 

3  讨论

虽然对50岁以上的个人进行C R C筛查可以明

显减少肠癌的发病率和死亡率, 但由于结肠镜

需清洁灌肠、痛苦、检查时间较长并有一定并

发症, 有许多患者不愿接受以结肠镜检查为基

础的侵入性筛查方式. 在结直肠肿瘤的各种筛

选方法中, 粪便隐血试验(fecal occult-blood test, 
FOBT)是被临床广泛使用的非侵入性的检查方

式, 然而, FOBT的灵敏度只有15%-35% , 而且

部分不引起结直肠出血的肿瘤不容易被检测出

来[9]. 由于结肠癌的细胞包括从早期癌症生长的

细胞不断脱落进入结肠腔并与粪便混合, 因此

我们可以从粪便标本中提取出人类肿瘤细胞的

DNA, 并进行分析, 在理论上, 可用于早期CRC
的无创性检测[10]. 有研究表明检测DNA突变在

CRC的粪便存在潜在可行性. Ahlquist等[11]分析

了22例CRC, 11例腺瘤>1 cm的患者和28例正常

人的粪便DNA, 检测K-ras、p53和结肠腺瘤样

息肉病(adenomatous polyposis coli, APC )基因的

15个常见的突变位点的突变情况. 该试验对检

测CRC的灵敏度为91%, 腺瘤为82%, 特异性为

93%. 然而, 由于试验的高成本及繁琐的样本收

集过程, DNA突变检测作为CRC筛选使用的临

床应用受到了限制. 许多研究发现在粪便DNA
中检测表遗传学改变如基因甲基化可以作为有

效的无创检测手段来筛查结直肠肿瘤[12]. 有研

究对使用粪便DNA甲基化基因来检测CRC进

行Meta分析, 发现检测结直肠肿瘤的敏感性为

62%, 特异性为80%[13].
在本研究中, 我们对粪便样品中检测甲基

化DNA作为一种非侵入性筛检方法的可行性进

行了评估. 由于Vimentin基因的甲基化标志物

检测作为早期CRC的非侵入性筛查方法已被商

业化, 因此, 我们的研究一方面可以进一步评估

Vimentin基因甲基化检测应用于CRC筛查的可

行性, 另一方面, 通过比较CRC患者粪便DNA
中GATA5和Viment in基因甲基化情况来评估

GATA5基因甲基化作为生物标志物来检测CRC
的潜在可能性. Chen等[14]发现, 位于Vimentin第
一个外显子上游的CpG岛, 在正常情况下非甲基

化, 在CRC中却有密集的甲基化, 并与Dukes'分
期及肿瘤转移显著相关, 并从46%的CRC患者的

粪便DNA中可检测到异常甲基化的Vimentin , 特
异性为90%, 但很少在正常结肠组织和正常人粪

便DNA中检测到. 我们经过对粪便DNA基因甲

基化检测, 发现有44.9%的CRC患者粪便DNA中

可以检测异常甲基化的Vimentin基因, 特异性为

86.49%, 与上诉研究结果相似. 为了评价GATA5
基因作为甲基化标志物来检测结直肠肿瘤的可

行性, Hellebrekers等[15]对CRC及正常对照的结

直肠黏膜进行GATA5基因甲基化分析, 发现有

79%的CRC中有GATA5基因甲基化, 而在正常结

直肠黏膜中只有13%. 在本研究中, 我们在CRC
患者的粪便DNA中检测GATA5甲基化, 敏感性

为81.63%, 特异性为86.49%, 高于以往在CRC组
织中的检出率, 并远远高于粪便中Vimentin基因

甲基化的阳性率(44.9%), 因此, 在粪便DNA中检

测GATA5基因甲基化有望作为一种潜在的生物

标志物来筛查CRC. 
我们还对这两个基因联合检测C R C进行

了研究, 发现有95.92%的CRC患者粪便DNA中

至少有1个基因甲基化, 而在正常对照组中只有

27.03%. 说明联合检测基因甲基化的敏感性高于

单独检测一个基因, 但假阳性率也相对增加. 而
且, 粪便DNA甲基化检测与患者的性别、年龄、

肿瘤淋巴结转移的分期(TNM分期)以及肿瘤位置

之间没有相关性. 这些研究结果表明, 这种检测

方法对早期或晚期的CRC患者以及肿瘤发生在

结直肠近端或远端并无差别. 但本次研究也存在

一定的局限性, 如样本量、样本选择的随机性、

患者的地域局限性, 因此, 我们可以进一步加大

样本量及扩大样本选择范围进行实验, 减少误差, 
这样可以更好的评估这种检测方法的可行性. 

总之, 我们可以发现, GATA5和Vimentin基
因甲基化状态与CRC的发生及发展密切相关, 
粪便D N A中这两个基因甲基化检测方法筛查

CRC有较高的敏感性和特异性, 具有成为非侵

入性CRC筛查方法的前景, 并且, GATA5有望成

为CRC无创筛查手段的一个新的肿瘤生物标志

物. 然而, 这种基因甲基化检测方法及其灵敏度

仍需要进一步改进和标准化, 这样将有助于粪

便甲基化检测能够尽早应用于临床. 
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■同行评价
本文对49例CRC
患者和37例正常
对照者的粪便中
分 别 提 取 D N A , 
并采用甲基化特
异性PCR技术分
析G ATA 5 和Vi -
mentin 的基因启
动子甲基化状态. 
结果表明粪便样
本中检测GATA5
和Vimentin 基因
甲基化可能成为
CRC早期无创诊
断的一个新方法. 
内容客观, 实验方
法 成 熟 ,  观 点 新
颖, 具有一定的科
学意义.


