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胃癌患者血清抑癌基因启动子超甲基化测定的临床意义

朱立岳，胡雷光，翁丽贞（上海市静安区中心医院／复旦大学华山医院静安分院检验科　２０００４０）

　　【摘要】　目的　探讨胃癌患者血清中抑癌基因超甲基化检测的临床意义。方法　随机收集２０１１～２０１３年上

海市静安区中心医院进行胃镜检查的患者，３２例胃癌患者为胃癌组，２９例萎缩性胃炎为萎缩性胃炎组和３０例健康

者为健康对照组。应用甲基化特异性ＰＣＲ（ＭＳＰ）方法，测定血清Ｒａｓ相关区域家族基因１ａ（ＲＡＳＳＦＡ１）基因、人类

相关转录因子３（Ｒｕｎｘ３）基因、错配修复蛋白 ＭｕｔＬ同源物１（ｈｍＬＨ１）基因、多肿瘤抑制基因１（ＭＴＳ１）也称Ｐ１６基

因、上皮Ｅ钙粘蛋白（ＥＣａｄｈｅｒｉｎ）基因、组织因子途径抑制物２（ＴＦＰＩ２）基因启动子甲基化状态。结果　胃癌组血

清ＲＡＳＳＦ１Ａ、ＲＵＮＸ３、ｈｍＬＨ１、Ｐ１６、ＥＣａｄｈｅｒｉｎ、ＴＦＰＩ２基因超甲基化阳性率分别为２１．９％，４０．６％，２１．９％，

３４．４％，２８．１％，２８．１％；萎缩性胃炎组分别为３．５％，１３．８％，０．０％，６．９％，３．５％，６．９％；对照组仅检出ＲＵＮＸ３基

因启动子甲基化，阳性率３．５％；胃癌组血清６种基因启动子甲基化阳性率均明显高于萎缩性胃炎组和健康对照组

（犘＜０．０５）。联合血清中６种基因启动子甲基化对胃癌诊断灵敏度为７６．７％，较单独一个基因明显升高（犘＜

０．０５）；特异性为８６．５％，与ＲＵＮＸ３基因比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５），与其他５个基因单独测定特异性降低

（犘＜０．０５）。结论　ＭＳＰ检测能检测到血清中ＲＡＳＳＦ１Ａ、ＲＵＮＸ３、ｈｍＬＨ１、Ｐ１６、ＥＣａｄｈｅｒｉｎ、ＴＦＰＩ２基因启动子

超甲基化。６个基因启动子联合测定对胃癌诊断的灵敏度更高，可为胃癌的诊断、治疗以及判断预后提供新方法或

依据。
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【犓犲狔狑狅狉犱狊】　ｔｕｍｏｒｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｇｅｎｅｓ；　ｈｙｐｅｒｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ；　ｆｒｅｅＤＮＡｉｎｓｅｒｕｍ；　ｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ

　　胃癌是临床上较常见的恶性肿瘤之一，学者们一直致力于

其发生、发展的研究。近些年来表观遗传学成为胃癌的热点研

究领域，其研究致力于基因序列未发生变化，而表达水平改变

的情况。其中基因启动子超甲基化是导致抑癌基因失活，表达

下降的重要原因，最终导致癌症的发生，是表观遗传学重要的

研究方向之一［１２］。Ｒａｓ相关区域家族基因１ａ（ＲＡＳＳＦＡ１）基

因、人类相关转录因子３（Ｒｕｎｘ３）基因、错配修复蛋白 ＭｕｔＬ同

源物１（ｈｍＬＨ１）基因、多肿瘤抑制基因１（ＭＴＳ１）也称Ｐ１６基

因、上皮Ｅ钙粘蛋白（ＥＣａｄｈｅｒｉｎ）基因、组织因子途径抑制物２

（ＴＦＰＩ２）基因启动子超甲基化与胃癌的关系相继被报道
［３１１］，

这些研究发现胃癌组织中这６种基因的甲基化检出率较癌旁

组织和正常组织高。说明这些基因启动子超甲基化与胃癌的

发生、发展密切相关，是胃癌的重要抑癌基因，有可能成为胃癌

诊断的分子标志物。以往研究在血清游离ＤＮＡ中发现癌症
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相关的基因突变，证实了肿瘤细胞释放是血清游离ＤＮＡ的主

要来源之一［１４］。如果能从胃癌患者血清中检测到抑癌基因启

动子的超甲基化，将是一种无创的检测新方法，对胃癌的诊断

及治疗具有重要意义。本文通过甲基化特异性聚合酶链反应

（ＭＳＰ）方法测定血清游离 ＤＮＡ中 ＲＡＳＳＦ１Ａ、ＲＵＮＸ３、ｈｍ

ＬＨ１、Ｐ１６、ＥＣａｄｈｅｒｉｎ、ＴＦＰＩ２基因启动子甲基化状态，分析血

清中检出基因超甲基化与胃癌的关系，探讨其在胃癌诊断中的

临床意义。

１　资料与方法

１．１　一般资料　随机选择本院２０１１～２０１３年进行胃镜检查

的患者，３２例为胃癌组，其中男１８例，女１４例，年龄３７～７５

岁。２９例作为萎缩性胃炎组，其中男１３例，女１６例，年龄

３４～７４岁。随机选取同期胃镜检查排除浅表性胃炎的其他胃

部疾患者３０例为对照组，其中男１５例，女１５例，年龄３３～７３

岁。所有研究对象均经病理诊断确诊，且排除其他部位肿瘤，

未进行胃癌手术及放化疗。３组患者在性别、年龄等方面比

较，差异无统计学意义（犘＞０．０５），具有可比性。所有标本取

材及测定数据的使用均经研究对象同意并签署知情同意书。

１．２　方法　取所有研究对象血液４ｍＬ，自然凝固后以相对离

心力（ＲＣＦ）１０００×ｇ离心５ｍｉｎ后分离血清，转移至冻存管中

－７０℃保存。

１．２．１　血清游离ＤＮＡ抽提　使用微量样品基因组ＤＮＡ提

取试剂盒（天根生物科技有限公司，中国），提取４００μＬ血清中

的游离ＤＮＡ。取得的ＤＮＡ溶解于去离子双蒸馏水，置－２０

℃保存。

１．２．２　亚硫酸氢盐修饰ＤＮＡ　使用紫外分光光度法测定血

清游离ＤＮＡ浓度，取５００ｎｇＤＮＡ使用ＥＺＤＮＡＭｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ

ＧｏｌｄＫｉｔ（ＺＹＭＯＲＥＳＥＡＲＣＨ，ＵＳＡ），按试剂盒提供的说明书

进行亚硫酸氢盐修饰和纯化。经此步骤获得的ＤＮＡ序列被

修饰，未甲基化的胞嘧啶（Ｃ）转变成尿嘧啶（Ｕ），甲基化的胞嘧

啶（Ｃ）保持原样。修饰后 ＤＮＡ用１５μＬ去离子双蒸馏水溶

解，置－２０℃保存备用。

１．２．３　ＭＳＰ　按照修饰后的序列设计 ＲＡＳＳＦ１Ａ、ＲＵＮＸ３、

ｈｍＬＨ１、Ｐ１６、ＥＣａｄｈｅｒｉｎ、ＴＦＰＩ２基因甲基化引物，按照不被

修饰的序列设计非甲基化引物。由上海生工生物工程技术服

务有限公司合成引物，序列及ＰＣＲ产物片段大小详见表１。

ＰＣＲ反应体系由预混合的日本ＴａＫａＲａ公司生产的 ＴａｑＨｏｔ

ＳｔａｒｔＶｅｒｓｉｏｎ试剂盒提供。加入１０ｎＭ 甲基化上下游引物，２

μＬ经亚硫酸氢盐修饰后的ＤＮＡ模板，总反应体积２０μＬ。同

时再取修饰后的ＤＮＡ２μＬ，同样的反应体系，加入１０ｎＭ 非

甲基化上下游引物。反应均为９４℃预变性５ｍｉｎ；共扩增４０

个循环，变性９４℃３０ｓ，退火温度详见表１，退火时间３０ｓ，延

伸７２℃３０ｓ；最后７２℃延伸５ｍｉｎ。每批测定均使用甲基化

酶ＳｓｓＩ修饰的和未被修饰的正常血清游离ＤＮＡ作为阳性和

阴性对照，用无菌双蒸水作为空白对照。最后取５μＬＰＣＲ产

物进行２％琼脂糖凝胶电泳，用凝胶成像系统分析结果。以甲

基化特异性引物扩增出目的条带作为甲基化阳性的标志。将

仅非甲基化特异性引物扩增出条带作为甲基化阴性的标志。

ＰＣＲ仪使用美国应用生物系统公司ＡＢＩ９７００。

表１　甲基化及非甲基化引物序列、产物片段及退火温度

基因 引物序列（５＇３＇） 产物（ｂｐ） 退火（℃）

ＲＡＳＳＦ１Ａ Ｍ Ｆ ＧＧＧＴＴＴＴＧＣＧＡＧＡＧＣＧＣＧ １６９ ６４

Ｒ ＧＡＴＡＡＣＡＡＡＣＧＣＧＡＡＣＣＧ

Ｕ Ｆ ＧＧＧＧＴＴＴＴＧＴＧＡＧＡＧＴＧＴＧ １６９ ５９

Ｒ ＡＣＴＡＡＣＡＡＡＣＡＣＡＡＡＣＣＡＡＡＣ

ＲＵＮＸ３ Ｍ Ｆ ＴＴＡＣＧＡＧＧＧＧＣＧＧＴＣＧＴＡＣＧＣＧＧＧ ２１２ ５９

Ｒ ＡＡＡＡＣＧＡＣＣＧＡＣＧＣＧＡＡＣＧＣＣＴＣＣ

Ｕ Ｆ ＴＴＡＴＧＡＧＧＧＧＴＧＧＴＴＧＴＡＴＧＴＧＧＧ ２１２ ５７

Ｒ ＡＡＡＡＣＡＡＣＣＡＡＣＡＣＡＡＡＣＡＡＣＴＣＣ

ｈｍＬＨ１ Ｍ Ｆ ＧＡＴＡＧＣＧＡＴＴＴＴＴＡＡＣＧＣ ７４ ５２

Ｒ ＴＣＴＡＴＡＡＡＴＴＡＣＴＡＡＡＴＣＴＣＴＴＣＧ

Ｕ Ｆ ＡＧＡＧＴＧＧＡＴＡＧＴＧＡＴＴＴＴＴＡＡＴＧＴ １１５ ５２

Ｒ ＡＣＴＣＴＡＴＡＡＡＴＴＡＣＴＡＡＡＴＣＴＣＴＴＣＡ

Ｐ１６ Ｍ Ｆ ＴＴＡＴＴＡＧＡＧＧＧＴＧＧＧＧＣＧＧＡＴＣＧＣ １５０ ６０

Ｒ ＧＡＣＣＣＣＧＡＡＣＣＧＣＧＡＣＣＧＴＡＡ

Ｕ Ｆ ＴＴＡＴＴＡＧＡＧＧＧＴＧＧＧＧＴＧＧＡＴＴＧＴ １５１ ６０

Ｒ ＣＡＡＣＣＣＣＡＡＡＣＣＡＣＡＡＣＣＡＴＡＡ

ＥＣａｄｈｅｒｉｎ Ｍ Ｆ ＴＴＡＧＧＴＴＡＧＡＧＧＧＴＴＡＴＣＧＣＧＴ １１６ ５７

Ｒ ＴＡＡＣＴＡＡＡＡＡＴＴＣＡＣＣＴＡＣＣＧＡＣ

Ｕ Ｆ ＴＡＡＴＴＴＴＡＧＧＴＴＡＧＡＧＧＧＴＴＡＴＴＧＴ ９７ ５３

Ｒ ＣＡＣＡＡＣＣＡＡＴＣＡＡＣＡＡＣＡＣＡ

ＴＦＰＩ２ Ｍ Ｆ ＣＧＧＣＧＧＧＧＴＧＡＴＡＧＴＴＴＴＣ １０６ ５７

Ｒ ＣＡＡＡＣＧＡＣＣＣＧＡＡＴＡＣＣＣＧＣＴＴＴＡＴＡＣＧ

Ｕ Ｆ ＧＴＧＧＴＧＧＧＧＴＧＡＴＡＧＴＴＴＴＴＧ １０９ ５７

Ｒ ＣＣＡＡＡＣＡＡＣＣＣＡＡＡＴＡＣＣＣＡＣＴＴＴＡＴＡＣＡ

　　注：Ｍ表示甲基化引物，Ｕ表示非甲基化引物，Ｆ表示上游引物，Ｒ表示下游引物。

１．３　统计学处理　应用ＳＡＳ８．０２统计软件对数据进行分析，

计数资料采用百分率表示，组间比较采用χ
２ 检验；以α＝０．０５

为检验水准，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　各组血清６种抑癌基因甲基化检测结果比较　血清

ＲＡＳＳＦ１Ａ、ＲＵＮＸ３、ｈｍＬＨ１、Ｐ１６、ＥＣａｄｈｅｒｉｎ、ＴＦＰＩ２基因启
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动子超甲基化在胃癌组阳性率分别为２１．９％（７／３２），４０．６％

（１３／３２），２１．９％ （７／３２），３４．４％ （１１／３２），２８．１％ （９／３２），

２８．１％（９／３２）；萎缩性胃炎组分别为３．５％（１／２９），１３．８％（４／

２９），０．０％（０／２９），６．９％（２／２９），３．５％（１／２９），６．９％（２／２９）；

对照组仅有１例检出ＲＵＮＸ３基因启动子甲基化阳性，阳性率

为３．５％。６种基因启动子甲基化阳性率胃癌组均明显高于萎

缩性胃炎组及对照组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

２．２　联合６个血清抑癌基因超甲基化对胃癌诊断的价值　血

清ＲＡＳＳＦ１Ａ、ＲＵＮＸ３、ｈｍＬＨ１、Ｐ１６、ＥＣａｄｈｅｒｉｎ、ＴＦＰＩ２单个

基因启动子超甲基化对胃癌的诊断灵敏度为 ２１．９％ ～

４０．６％；特异性为９１．５％～１００．０％。胃癌组中至少检出１个

基因甲基化阳性的有２３例，联合血清中６种基因启动子甲基

化可使诊断灵敏度提高，达到７６．７％。联合６种基因启动子

超甲基化特异性为８６．４％，与ＲＵＮＸ３启动子超甲基化测定

特异性比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５），与ＲＡＳＳＦ１Ａ、ｈｍ

ＬＨ１、Ｐ１６、ＥＣａｄｈｅｒｉｎ、ＴＦＰＩ２单个基因启动子超甲基化测定

比较有所降低（犘＜０．０５）。详见表２。

表２　联合检测与单独检测对胃癌诊断性能比较

项目 灵敏度（％） χ
２ 犘 特异性（％） χ

２ 犘

ＲＡＳＳＦ１Ａ ２１．９ １６．０６２７ ＜０．０００１ ９８．３ ５．８９４０ ０．０１５２

ＲＵＮＸ３ ４０．６ ６．３４９２ ０．０１１７ ９１．５ ０．７７８０ ０．３７７８

ｈｍＬＨ１ ２１．９ １６．０６２７ ＜０．０００１ １００．０ ８．５８１８ ０．００３４

Ｐ１６ ３４．４ ９．０３５３ ０．００２６ ９６．６ ３．９３３３ ０．０４７３

ＥＣａｄｈｅｒｉｎ ２８．１ １２．２５００ ０．０００５ ９８．３ ５．８９４０ ０．０１５２

ＴＦＰＩ２ ２８．１ １２．２５００ ０．０００５ ９６．６ ３．９３３３ ０．０４７３

联合检测 ７６．７ － － ８６．４ － －

　　注：－表示无数据。

３　讨　　论

胃癌是我国常见的恶性肿瘤之一，发病率较高，严重危害

着人类的健康和生命。虽然目前胃癌发生的机制仍不明确，但

陆俊骏等［２］总结了表观遗传学的多项研究结果显示，胃癌的发

生常伴随抑癌基因启动子的超甲基化，且早于胃癌病理学的改

变。ＤＮＡ甲基化是指在 ＤＮＡ 甲基转移酶（ＤＮＭＴ）的催化

下，将活性甲基从Ｓ腺苷２甲硫氨酸转移到胞嘧啶５位碳原

子上，形成５甲基胞嘧啶的化学修饰过程。超甲基化在许多

肿瘤的发生过程中是一个频发的早期事件，甲基化使抑癌基因

失活、表达下降，在肿瘤的发生、发展中起重要作用［１２］。目前

认为抑癌基因启动子的超甲基化是除缺失、突变等ＤＮＡ序列

发生变化以外导致基因功能发生变化的重要原因［２］。

国内外学者汇总以往研究，总结了包括本实验研究的６个

基因等数十个基因的超甲基化与胃癌有关，在胃癌组织中的阳

性率较高，对胃癌的发生和演化过程意义重大［２，１１，１３］。本实验

研究的ＲＡＳＳＦ１Ａ基因有多个结构域，被认为是一种潜在的

Ｒａｓ癌蛋白效应分子，能与活化的Ｒａｓ结合，通过调节凋亡及

细胞周期信号通路作用，具有抑制细胞生长、促进细胞凋亡和

衰老的作用［４］。ＲＵＮＸ３基因通过调节转化生长因子β（ＴＧＦ

－β）的生物活性，参与细胞分化、周期调控、凋亡和阻止细胞向

恶性转化［５］。ｈｍＬＨ１基因作为ＤＮＡ错配修复的重要基因，

其表达下降导致错配修复缺陷，产生ＤＮＡ微卫星参与癌症的

发生［６］。ｐ１６基因在细胞增殖中起到负反馈调节的作用，其表

达下降可使细胞无限制地过度增殖，使Ｇ１期未充分发育的细

胞提前进入Ｓ期，导致癌症的发生
［１１］。ＥＣａｄｈｅｒｉｎ基因对维

持细胞形态和调节细胞黏附具有重要作用，通过限制肿瘤细胞

的侵袭行为来抑制肿瘤转移［８］。ＴＦＰＩ２基因能抑制肿瘤细胞

分泌的多种丝氨酸蛋白酶，从而抑制细胞外基质的降解，具有

抗肿瘤和抑制肿瘤侵袭转移等生物学功能［９］。以上６种抑癌

基因与胃癌的关系相继被报道，这些基因启动子超甲基化多见

于胃癌组织，引起基因表达下降，进而影响肿瘤发生、发

展［４１１］。

肿瘤相关的突变基因通过肿瘤细胞凋亡释放或肿瘤细胞

直接入血的方式，被释放到外周血中，因此能从血清中能检测

到肿瘤相关的特异性ＤＮＡ
［１４］。较多学者采用 ＭＳＰ方法检测

超甲基化，其具有较高灵敏度，是一种简便有效的方法［１５］。本

实验结果显示，能通过 ＭＳＰ方法测定胃癌患者血清中抑癌基

因启动子的超甲基化。在胃癌组血清中检出 ＲＡＳＳＦ１Ａ、

ＲＵＮＸ３、ｈｍＬＨ１、Ｐ１６、ＥＣａｄｈｅｒｉｎ、ＴＦＰＩ２基因启动子超甲基

化的阳性率分别为２１．９％，４０．６％，２１．９％，３４．４％，２８．１％，

２８．１％，明显高于萎缩性胃炎组和对照组中的检出率，差异有

统计学意义（犘＜０．０５）。６种基因启动子甲基化检测在萎缩性

胃炎的阳性率很低，与对照组相比，差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。而以往的研究显示，抑癌基因甲基化从正常、萎缩性胃

炎、胃癌的发展逐渐增加，是胃组织发生癌变前的早期事

件［１６］。但萎缩性胃炎患者血清中的检出率较低，推测这种现

象可能与血清超甲基化的抑癌基因量较少有关。而肿瘤细胞

的凋亡速度比较快及肿瘤细胞随血液转移进入血循环，导致释

放到循环血液中的ＤＮＡ量较多。推测血清中抑癌基因甲基

化的测定，受到抑癌基因超甲基化的发生和组织细胞释放

ＤＮＡ进入血循环的量的影响。陆俊骏等
［２］认为晚期肿瘤释放

到循环血液中的ＤＮＡ更多，且与肿瘤转移相关，说明血清抑

癌基因超甲基化在肿瘤转移和病情监测方面的应用前景不容

忽视。

本实验检测的血清６种抑癌基因超甲基化在胃癌组中的

阳性率为２１．９％～４０．６％，单独１个基因超甲基化对胃癌诊

断的灵敏度不高。陆俊骏等［２］也认为胃癌及其癌前病变存在

多个基因的变化，单个基因的改变只存在于一部分肿瘤中，这

与本实验的结果相符。但有７６．７％的胃癌组患者至少检出１

个抑癌基因启动子甲基化，多个基因超甲基化联合检测明显提

高了对胃癌诊断的灵敏度。联合６项血清抑癌基因超甲基化

诊断的特异性降为８６．４％，说明６项基因启动子超甲基化联

合检测更具使用价值，是一种无创的，有效的肿瘤筛选新方法。

目前通过５氮胞苷（５ＡｚａＣｄＲ）等去甲基化药物恢复抑

癌基因的甲基化状态，恢复抑癌基因功能越来越得到临床重

视［１７］。Ｙａｍａｓｈｉｔａ等
［１８］的研究筛选启动子超甲基化的胃癌细

胞株，通过５ＡｚａＣｄＲ处理后，ＤＮＡ的甲基化均得到逆转，抑

癌基因重新表达。但５ＡｚａＣｄＲ不良反应大，临床应用应谨
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慎。血清抑癌基因的测定，能为选择靶向药物，监测药物疗效

提供新的依据，在胃癌个性化治疗和疗效监测方面意义重大。

综上所 述，通 过 ＭＳＰ 能 从 胃 癌 患 者 血 清 中 检 测 到

ＲＡＳＳＦ１Ａ、ＲＵＮＸ３、ｈｍＬＨ１、Ｐ１６、ＥＣａｄｈｅｒｉｎ、ＴＦＰＩ２基因启

动子超甲基化，阳性率高于萎缩性胃炎患者及健康对照者。６

个基因启动子超甲基化联合测定较单独测定灵敏度更高，可作

为筛选肿瘤的分子标志物进行胃癌早期诊断。在甲基化药物

疗效预测和监测方面也具有很大的应用前景。为胃癌的诊断、

治疗以及预后判断提供了新的方法或依据。
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