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　　【摘要】　目的　研究胃癌患者淋巴结 ＲＵＮＸ３基因甲基化与临床病理的关系。方法　选择２０１０年１月至

２０１３年１月长江航运总医院手术治疗的６０例胃癌患者为研究对象，采用甲基化特异性ＰＣＲ（ＭＳＰ）检测胃癌患者

病理组织学证实肿瘤转移的淋巴结ＲＵＮＸ３基因启动子甲基化状态，分析在不同临床病理因素中ＲＵＮＸ３基因启

动子甲基率的差异。结果　ＲＵＮＸ３基因启动甲基化率为６６．７％，其在性别、年龄、吸烟史、酗酒史、家族史、幽门螺

旋杆菌（ＨＰ）感染和肿瘤部位中的差异无统计学意义（犘＞０．０５），在Ｌａｕｒｅｎ′ｓ分型、组织学分级、肿瘤最大径、远处

转移、ＴＮＭ分期和手术方式中的差异有统计学意义（犘＜０．０５），弥漫型、Ｇ３～Ｇ４、肿瘤最大直径大于或等于５ｃｍ、

有远处转移、ＴＮＭ分期晚和姑息手术患者淋巴结ＲＵＮＸ３基因启动子甲基化率明显高于肠型、Ｇ１～Ｇ２、肿瘤最大

径小于５ｃｍ、无远处转移、ＴＮＭ分期早和根治手术患者（犘＜０．０５）。结论　胃癌淋巴结ＲＵＮＸ３甲基化与Ｌａｕｒｅｎ′

ｓ分型、组织学分级、肿瘤最大径、远处转移、ＴＮＭ 分期和手术方式密切相关，可作为胃癌病情及预后评估的标

志物。

【关键词】　胃癌；　ＲＵＮＸ３；　甲基化；　临床病理因素
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　　ＲＵＮＸ３通过调控细胞的凋亡而抑制正常细胞癌变，其

ｍＲＮＡ及蛋白质在胃癌组织中呈低表达状态，且其表达水平

与病理类型及临床分期密切相关，可作为胃癌诊断、病情及预

后评估的标志物［１２］。但这些研究均限于手术切除后肿瘤标本

的检测，而对手术切除标本淋巴结ＲＵＮＸ３甲基化与临床病理

因素的关系研究较少［３］。本研究采用甲基化特异性 ＰＣＲ

（ＭＳＰ）检测胃癌患者手术切除淋巴结ＲＵＮＸ３基因启动子甲

基化状态，以探讨ＲＵＮＸ３基因启动子甲基化与临床病理因素

的关系。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０１０年１月至２０１３年１月长江航运总

医院手术治疗的６０例胃癌患者为研究对象，其中男３６例，女

２４例；年龄３０～７５岁，平均（５６．２±１１．９）岁；幽门螺旋杆菌

（ＨＰ）感染阳性２１例，阴性３９例。入选标准：（１）经体格检查、

影像学检查、胃镜活检和（或）术后病理组织学检查确诊为胃癌

患者；（２）初治患者，术前未接受放疗或化疗。所有患者取经病

理组织学检查证实为胃癌转移的淋巴结，保存于液氮中，用于

ＲＵＮＸ３基因甲基化检测。

１．２　方法　根据ＤＮＡ提取试剂盒说明提取胃癌患者淋巴结

基因组总ＤＮＡ。采用 ＭＳＰ法检测ＲＵＮＸ３基因启动子甲基

化状态。引物采用 Ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｕｒｏｇｅｎｅ．ｏｒｇ／

ｃｇｉｂｉｎ／ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ／ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ．ｃｇｉ）设计，序列见表１，ＰＣＲ扩

增体系为２５μＬ，循环条件为：９５℃预变性１０ｍｉｎ，９５℃变性１

ｍｉｎ，６５℃退火３５ｓ，７２℃延伸３５ｓ，共３０个循环，最后一轮７２

℃延伸１０ｍｉｎ。ＭＳＰ产物经琼脂糖凝胶电泳后显影检测。

表１　ＲＵＮＸ３基因启动子甲基化 ＭＳＰ引物序列

引物 甲基化引物 非甲基化引物

Ｆｏｒｗａｒｄ ５′ＧＧＡＴＴＣＧＴＡＧＡＧＧＴＴＡＴＴＴＴＴＴＡＴＴＣ３′ ５′ＴＴＧＧＡＴＴＴＧＴＡＧＡＧＧＴＴＡＴＴＴＴＴＴＡＴＴＴ３′

Ｒｅｖｅｒｓｅ ５′ＣＡＴＡＴＡＡＣＣＡＣＧＡＴＣＣＴＡＣＡＴＣＧＴＡ３′ ５′ＣＡＴＡＴＡＡＣＣＡＣＡＡＴＣＣＴＡＣＡＴＣＡＴＡ３′

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１２．０软件进行统计学分析，计

量资料采用狓±狊表示，计数资料进行χ
２ 检验或Ｆｉｓｈｅｒ精确概

率法计算犘值，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

６０例胃癌患者中淋巴结 ＲＵＮＸ３基因启动子甲基化４０

例，甲基化率为６６．７％。ＲＵＮＸ３基因启动子甲基化率在性

别、年龄、吸烟史、酗酒史、家族史、ＨＰ感染和肿瘤部位中的差

异无统计学意义（均犘＞０．０５）；在Ｌａｕｒｅｎ′ｓ分型、组织学分级、

肿瘤最大径、远处转移、ＴＮＭ 分期和手术方式中的差异有统

计学意义（犘＜０．０５）。弥漫型、Ｇ３～Ｇ４、肿瘤最大径大于或等

于５ｃｍ、有远处转移、ＴＮＭ 分期晚和姑息手术患者淋巴结

ＲＵＮＸ３基因启动子甲基化率显著高于肠型、Ｇ１～Ｇ２、肿瘤最

大径小于５ｃｍ、无远处转移、ＴＮＭ 分期早和根治手术患者

（犘＜０．０５），具体结果见表２。

表２　胃癌患者ＲＵＮＸ３基因启动子甲基化与

　　临床病理因素的关系

临床病理因素 狀
ＲＵＮＸ３基因启动

子甲基化［狀（％）］
χ
２ 犘

性别 男 ３６ ２５（６９．４） ０．０７８ ０．７８０

女 ２４ １５（６２．５）

年龄 ＜５５岁 ２７ １６（５９．３） ０．６８２ ０．４０９

≥５５岁 ３３ ２４（７２．７）
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续表２　胃癌患者ＲＵＮＸ３基因启动子甲基化与

　　临床病理因素的关系

临床病理因素 狀
ＲＵＮＸ３基因启动

子甲基化［狀（％）］
χ
２ 犘

吸烟史 有 ３２ ２２（６８．８） ０．００８ ０．９２７

无 ２８ １８（６４．３）

酗酒史 有 ２０ １４（７０．０） ０．００９ ０．９２３

无 ４０ ２６（６５．０）

家族史 有 １５ １２（８０．０） ０．９００ ０．３４３

无 ４５ ２８（６２．２）

ＨＰ感染 阳性 ２２ １５（６８．２） ０．００９ ０．９２５

阴性 ３８ ２５（６５．８）

肿瘤部位 贲门 １９ １３（６８．４） ０．０７２ ０．９６５

胃体 １１ ７（６３．６）

胃窦 ３０ ２０（６６．７）

Ｌａｕｒｅｎ′ｓ分型 肠型 ３９ ２２（５６．４） ４．０３８ ０．０４４

弥漫型 ２１ １８（８５．７）

组织学分级 Ｇ１～Ｇ２ ３５ １９（５４．３） ４．５３４ ０．０３３

Ｇ３～Ｇ４ ２５ ２１（８４．０）

肿瘤最大径 ＜５ｃｍ ２０ ８（４０．０） ７．８８４ ０．００５

≥５ｃｍ ４０ ３２（８０．０）

远处转移 无 ４８ ２８（５８．３） － ０．００５

有 １２ １２（１００．０）

ＴＮＭ分期 Ⅰ ８ ３（３７．５） １３．９０５ ０．００３

Ⅱ ２２ １１（５０．０）

Ⅲ １７ １４（８２．４）

Ⅳ １２ １２（１００．０）

手术方式 胃癌根治术 ４６ ２７（５８．７） － ０．０２３

姑息手术 １４ １３（９２．９）

　　注：－表示无数据。

３　讨　　论

ＲＵＮＸ３通过调控ＴＧＦβ通路抑制正常细胞癌变，在肿瘤

的发病机制、诊断、病情和预后评估中具有重要作用。研究表

明，导致ＲＵＮＸ３表达下降的机制包括基因突变及表观遗传学

修饰。表观遗传学是不依赖于ＤＮＡ序列改变的转录前调控

方法，其中甲基化是表观遗传学最重要的调控机制，在越来越

多的肿瘤中被发现呈高甲基化状态，可作为肿瘤诊断、病情及

预后评估的生物标志物，其灵敏度及特异性普遍高于目前传统

的标志物［４］。研究表明，ＲＵＮＸ３在胃癌组织中的表达低于正

常组织。Ｏｓａｋｉ等
［５］采用 ＡＳ２５１多抗检测胃癌细胞 ＲＵＮＸ３

蛋白质表达，发现６种胃癌细胞株中ＲＵＮＸ３蛋白质均呈低表

达状态。陈晓宇等［６］检测ＲＵＮＸ３蛋白在胃癌组织中的表达，

其阳性表达率低于其在癌旁组织，同时低分化胃癌组织中的阳

性表达率低于高、中分化胃癌组织，认为ＲＵＮＸ３蛋白表达降

低与胃癌分化程度有密切关系。基于基因表达法则，目前认为

ＲＵＮＸ３基因缺失或甲基化修饰是其 ｍＲＮＡ及蛋白质表达下

降的原因，该推测得到越来越多的研究证实［７］。本研究中，胃

癌患者手术切除淋巴结中 ＲＵＮＸ３基因启动甲基化率为

６６．７％，与报道的手术切除标本ＲＵＮＸ３基因启动子甲基化率

基本一致，表明淋巴结与手术切除标本具有一致性。

进一步研究表明ＲＵＮＸ３基因启动子甲基化与胃癌的临

床病理因素密切相关，这些因素包括淋巴结转移、远处转移及

临床分期［８］，但这些研究均局限于对手术后切除肿瘤的研究。

本研究中，胃癌患者手术切除淋巴结ＲＵＮＸ３基因启动子甲基

化率在Ｌａｕｒｅｎ′ｓ分型、组织学分级、肿瘤最大径、远处转移、

ＴＮＭ分期和手术方式中的差异有统计学意义（犘＜０．０５）。弥

漫型、Ｇ３～Ｇ４、肿瘤最大径大于或等于５ｃｍ、有远处转移、

ＴＮＭ分期晚和姑息手术患者淋巴结ＲＵＮＸ３基因启动子甲基

化率显著高于肠型、Ｇ１～Ｇ２级、肿瘤最大径小于５ｃｍ、无远处

转移、ＴＮＭ分期早和根治手术患者（犘＜０．０５）。

综上所述，Ｌａｕｒｅｎ′ｓ分型、组织学分级、肿瘤最大径、淋巴

结转移、远处转移和ＴＮＭ 分期均是胃癌的预后影响因素，所

以手术切除后淋巴结ＲＵＮＸ３基因启动子甲基化可作为胃癌

病情及预后评估的标志物，与手术后切除的肿瘤一样均可为胃

癌的病情及预后提供客观证据。
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ＲＵＮＸ３ｐｒｏｍｏｔｅｒｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎａｎｄｇａｓｔｒｉｃＣａｎｃｅｒ：ａｍｅ

ｔａａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．ＢＭＣＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ，２０１１，１１：９２．

（收稿日期：２０１３０９０４　　修回日期：２０１３１１１９）

·２０８· 检验医学与临床２０１４年３月第１１卷第６期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｍａｒｃｈ２０１４，Ｖｏｌ．１１，Ｎｏ．６




