
www.wjgnet.com

曾超, 贺修胜, 罗桥, 赵帅, 邓敏, 南华大学肿瘤研究所 湖南
省衡阳市 421001
曾超, 男, 1979-08-08, 湖南娄底人, 汉族, 2003级南华大学硕
士研究生, 主要从事肿瘤分子易感机制研究.
国家自然科学基金资助项目, No. 30470967
通讯作者: 贺修胜, 421001, 湖南省衡阳市, 南华大学肿瘤研究
所. hexiusheng@hotmail.com
收稿日期: 2005-10-25    接受日期: 2005-12-10

Runx3 gene expression in 
gastric carcinoma and its 
mechanism of down-regulation

Chao Zeng, Xiu-Sheng He, Qiao Luo, Shuai Zhao, 
Min Deng

Chao Zeng, Xiu-Sheng He, Qiao Luo, Shuai Zhao, Min 
Deng, Oncology Institute of Nanhua University, Hengyang 
421001, China
Supported by National Natural Science Foundation of 
China, No. 30470967 
Correspondence to: Xiu-Sheng He, Oncology Institute 
of Nanhua University, Hengyang 421001, Hunan Province, 
421001, China. hexiusheng@hotmail.com
Received: 2005-10-25    Accepted: 2005-12-10 

Abstract
AIM: To investigate level of Runx3 expression 
in gastric carcinoma, and to explore the main 
mechanism of Runx3 down-regulation.

METHODS: DNA, RNA and protein were ex-
tracted from 25 gastric carcinoma specimens. 
Single strand conformation polymorphism 
(SSCP) and microsatellites were used to de-
tect the mutation and loss of heterozygosity 
(LOH) of Runx3 gene. The methylation status 
of Runx3 gene was examined by methylation-
specific polymerase chain reaction (MS-PCR). 
The Runx3 mRNA and protein were detected by 
reverse transcription polymerase chain reaction 
(RT-PCR) and Western blot.

RESULTS: LOH was detected in only 1 of 25 
specimens, and no mutation in exon3 of Runx3 
was found. Methylation of Runx3 promoter re-
gion was confirmed in 55% (14/25) specimens 
and part of gastric cancer cell line MGC803. RT-
PCR and western blot indicate expression of 
Runx3 in gastric carcinoma were lower than that 

in corresponding normal stomach tissue.

CONCLUSION: The expression of Runx3 gene 
is down-regulated in gastric carcinoma, sug-
gesting a possible involvement of Runx3 gene in 
carcinogenesis and progression of gastric cancer. 
The main mechanism of this down-regulation in 
Runx3 expression was related to the methylation 
of its promoter region.

Key Words: Gastric cancer; Mutation; Methylation; 
Runx3

Zeng C, He XS, Luo Q, Zhao S, Deng M. Runx3 gene 
expression in gastric carcinoma and its mechanism 
of down-regulation. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  
2006;14(3):250-255

摘要
目的: 观察Runx3基因在人胃癌组织及相应正
常胃组织中的表达分布特点, 并对其表达下调
的机制进行初步研究. 

方法: 对25例胃癌标本进行DNA、RNA和蛋
白的提取, 利用单链构象多态性(SSCP)和微
卫星法, 检测Runx3基因突变和缺失情况. 用
MSP(methylation specific PCR)检测25例胃癌
标本及细胞株(MGC803, SGC7901)的甲基化
状态. 分别以蛋白印迹法(western blot)和逆转
录聚合酶链反应(RT-PCR), 检测Runx3蛋白质
和mRNA水平. 

结果: 在25例胃癌标本中发现一例杂合性缺
失, 未发现Runx3第三外显子突变. MSP法检
测胃癌标本中55%(14/25)发生启动子区域的
甲基化, 同时在胃癌细胞株MGC803中Runx3
基因发生了部分甲基化. Western blot和RT-
P C R发现R u n x3在胃癌组织中表达明显低
于相应正常胃组织(蛋白: 50 178±14 404 vs 
95 020±43 136, P <0.01; mRNA: 0.66±0.31 vs  
1.06±0.34, P <0.01).

结论: Runx3基因在胃癌组织中表达较正常组
织明显下调, 提示该基因与胃癌的发生和发展
有关. Runx3基因表达下调的机制主要是因为

■背景资料
Li et al 研究表明, 
45%-60%的胃癌
中Runx3表达均
明显下调, 而与之
相比, 其他胃癌相
关抑癌基因与胃
癌发生的相关性
偏 小 ,  因 此 推 测
Runx3可能是引
起胃癌的关键性
基因. 

 
www.wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2006年1月28日; 14(3):250-255
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 基础研究 BASIC RESEARCH 

Runx3 基因在胃癌中的表达及其表达下调机制

曾 超, 贺修胜, 罗 桥, 赵 帅, 邓 敏

®



www.wjgnet.com

启动子区域甲基化. 

关键词: 胃癌; 突变; 甲基化

曾超, 贺修胜, 罗桥, 赵帅, 邓敏. Runx3基因在胃癌中的表达及

其表达下调机制. 世界华人消化杂志  2006;14(3):250-255

http://www.wjgnet.com/1009-3079/14/250.asp

0  引言

Runx家族成员包括Runx1、Runx2和Runx3. 
Runx1基因是血形成所必需的[1], 其功能障碍与

30%急性白血病有关. Runx2基因是骨形成所必

需的[2,3], 其功能异常导致常染色体显现的骨疾

病, 如锁骨头发育异常. Runx3基因定位于人染

色体1p36.1区域[4], 是Runx家族重要成员之一, 
其编码基因是近年来新发现的一个抑癌基因, 
并且很可能是引起胃癌的关键性基因. 研究发

现, 早期胃癌中Runx3基因表达下降约40%, 而
在进展期胃癌细胞中, Runx3基因表达下降超过

90%[5]. 我们同时检测胃癌中Runx3基因mRNA
和蛋白的表达及其与临床病理的联系, 以探讨

Runx3在胃癌发生发展中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 南华大学附属第一医院2004-05/2005-03
手术切除的25例胃癌及其相应正常组织. 25例
标本中, 男性15例, 女性10例, 年龄45-68岁, 平均

66岁. 其中细胞分化为未分化及低分化的18例, 
中分化及高分化的7例, 全部标本均经病理组织

学切片证实. 胃癌细胞株MGC-803、SGC-7901
均取自本所.
1.2 方法

1.2.1 PCR-SSCP和LOH 对Runx3基因第三外显

子进行扩增, 引物序列参照文献[6]. 第三外显

子PCR反应条件为94℃ 40 s, 58℃ 30 s, 72℃ 
1 min, 反应35个循环. 扩增产物经99℃ 10 min 
变性后行聚丙烯酰胺凝胶电泳, 硝酸银染色, 通
过观察泳动条带是否移位以判断突变情况(图1). 
PCR扩增微卫星位点D1S1460, PCR反应条件为

94℃ 40 s, 56.6℃ 30 s, 72℃ 1 min, 反应35个循

环, 扩增产物经99℃ 10 min变性后行聚丙烯酰

胺凝胶电泳, 硝酸银染色, 观察条带有无杂合性

缺失. 
1.2.2 DNA提取 用酚-氯仿法提取胃癌组织及胃

癌细胞株的DNA. 
1.2.3 MSP分析Runx3基因甲基化状态 采用MSP
法对胃癌Runx3基因甲基化状态进行了检测, 用

氢氧化钠和亚硫酸氢钠对提取的DNA进行修饰, 
DNA样本处理用CpGenomeTM DNA Modifi cation 
Kit(CHEMICON, CAD). 最后采用Runx3基因

特异的甲基化引物和未甲基化引物对修饰后的

DNA进行扩增, 扩增引物序列参照文献[6].
1.2.4 RT-PCR 采用Tr izo l总RNA提取液, 取
100 mg组织提取总RNA, 10 g/L琼脂糖凝胶电

泳分析其完整性, 用紫外分光光度仪测其吸光

度(A )值和浓度. 鸟类成髓细胞瘤病毒(AMV)
逆转录酶(Promege公司产品)进行逆转录. 取
5 μL逆转录产物用于P C R反应. P C R反应的

Runx3基因和作为内参照的GAPDH均由大连

宝生物公司合成. Runx3产物大小258 bp, 上游

引物序列TGGCAGGCAATGACGA, 下游引物

序列为CAGGGAACGGCTTGGT; GAPDH产

物大小393 bp, 上游引物序列为GGATTTGGT                    
CGTATTGGGCG, 下游引物序列为TACTTCT-
CATGGTTCACAC. Runx3与GAPDH反应同管

进行, 反应终体积为50 μL, 反应条件为94℃ 
1 min, 56.5℃ 45 s, 72℃ 1 min, 共34个循环. 
PCR产物在含0.5 mg/L溴化乙锭的10 g/L琼脂

糖凝胶上电泳, 应用AlphalmagerTM2200凝胶成

像系统对条带进行扫描分析. Runx3表达量以

Runx3的A值比同管反应GAPDH的A值衡量.
1.2.5 Western blot 取200 mg的组织按组织和细

胞裂解液1∶5加入1 mL裂解液(0.1 mol/L NaCl, 
0.01 mol/L Tris-HCl pH 7.6; 0.001 mol/L EDTA, 
pH 8.0, 1 mg/L Leuptin, 100 mg/L PMSF), 匀浆

器匀浆提取总蛋白, BCA法蛋白定量. 取100 μg 
总蛋白变性10 min后, 以聚丙烯酰胺凝胶电泳, 
蛋白电泳分离后经电转移槽转移至P V D F膜. 
50 g/L脱脂奶粉室温封闭1 h, PVDF膜置于1∶
250稀释的一抗(羊抗人Runx3单克隆抗体, Santa 
Cruz公司产品)稀释液中, 4℃过夜, TBST洗膜

30 min, 再置于1∶4 500稀释的二抗(抗羊IgG-
HRP, 北京中杉金桥生物公司产品)稀释液中, 
37℃孵育1 h, TBST洗膜45 min后加入ECL发光

剂显影曝光.
统计学处理 采用SPSS 11.5统计软件, 计量

资料的组间比较采用t检验. 

2  结果

2.1 Runx3基因的PCR-SSCP和LOH检测 对25例
胃癌进行了PCR-SSCP, 均未出现异常泳动条带

(图1), LOH发现1例杂合性缺失(图2).
2.2 胃癌标本及胃癌细胞株甲基化检测 对25例
胃癌标本及胃癌细胞株MGC803、SGC7901进

■创新盘点
关于Runx3基因
的研究国内报道
较 少 ,  本 研 究 检
测到胃癌标本中
Runx3基因表达
明显下调, 并发现
下调机制主要是
启动子区域高甲
基化. 
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行检测, 结果发现55%(14/25)的胃癌标本有不同

程度的甲基化, 并且在胃癌细胞株MGC803中检

测到启动子区域部分甲基化(图3).
2 .3  胃癌组织及相应正常组织 (距癌原发灶

10 cm以上), Runx3基因mRNA和蛋白的表达 
在全部的胃癌组织中均可以检测到mRNA和蛋

白的表达, 胃癌组织及相应正常组织中Runx3 
mRNA的表达为0.66±0.31和1.06±0.34; Runx3
蛋白的表达量分别为50 178±14 404和95 020±

43 136. Runx3基因mRNA在胃癌组织中的表达

均低于相应正常组织, 差异具有显著性(P <0.01, 
图4). 低分化胃癌中, Runx3蛋白在正常胃黏膜中

表达明显高于相应的胃癌组织. 高分化胃癌中, 
Runx3蛋白在正常胃黏膜中表达高于相应的胃

癌组织, 但差异并不明显(图5).

图 1 胃癌PCR-SSCP检测. N1-3: 正常胃组织; C1-3: 胃癌组织. 图 2 胃癌LOH检测. N1-3: 正常胃组织; C1-3: 胃癌组织. 

图 3 MSP检测C1-C5胃癌标本. U: 未甲基化; M: 甲基化. 

图 4 RT-PCR分析Runx3 mRNA表达. M: 分子量标记; N: 正

常胃组织;  C: 胃癌组织. 

图 5 Western blot分析Runx3蛋白表达. A: 低分化胃癌; B: 

高分化胃癌. 

N1          C1          N2          C2          N3          C3 N1           C1           N2           C2           N3          C3

LOH

M          C1               C2             C3             C4          M           C5          MGC803      SGC7901

          U      M      U      M      U      M      U      M                 U       M       U       M       U       M

M         N         C         N         C

392 bp
258 bp

GAPDH 
Runx3

N               C               N               C  

Runx3

β−actin

N               C               N               C  

Runx3

β−actin

■应用要点
Runx3基因可作
为一个有效的分
子靶标, 从而为临
床治疗胃癌提供
坚实的理论依据.

A

B
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2.4 胃癌组织中Runx3基因mRNA和蛋白表达

相关性 直线相关分析显示胃癌组织中Runx3基
因mRNA和蛋白的表达具有相关性(r  = 0.820, 
P <0.05).
2.5 Runx3的表达与胃癌临床病理特征的关系 
将胃癌按不同的临床病理特征分组比较Runx3 
mRNA和蛋白的表达, 结果显示, Runx3 mRNA 
和蛋白的表达与胃癌的进展程度及分化程度有

关(P <0.05), 而与性别无关(表1).

3  讨论

尽管世界上一些地区胃癌发病率在降低, 但他

仍是导致癌症患者死亡的主要疾病之一[7]. 胃癌

的发生是一个多因素、多步骤、多基因参与的

过程. 他涉及到基因的不稳定性, 端粒的活化, 
癌基因的激活[8-10], 抑癌基因的失活[11-13]. 对胃癌

的研究表明, 胃癌的发病是由饮食、感染、环

境和遗传等各种因素所引起的[14-16]. 
Li et al [6]发现大约有45%-60%人胃癌细胞

中有Runx3的表达下降或缺失. 与之相比, 目
前虽然已经发现约10种与胃癌相关的抑癌基

因如“p53”, “c-met”等[17-18], 但他们与胃癌

的相关性偏小, 而Runx3很可能是与胃癌发生

相关的一个关键性基因. Levanon et al [5]发现当

Runx3+/-小鼠配对后, 大约20%-25%新生小鼠是

Runx3-/-, 他的重量大小与其父母无差别. 然而, 
75% Runx3-/-新生小鼠由于血糖过低, 没有存活

超过10 d, 并发现Runx3-/-小鼠胃壁的厚度是野

生型的2倍. Runx3蛋白是TGF-β信号通路下游

的一个转录因子, TGF-β是许多细胞的有效抑制

因子[19](如: 上皮细胞、内皮细胞、淋巴细胞等). 
TGF-β信号紊乱将导致许多肿瘤的发生. 有实验

表明, Smad复合物需在Runx3蛋白的指导下, 才
能从胞质内转入特定的靶位点[20], 与Runx蛋白

共同转录激活靶基因, 从而对细胞的分化、细

胞周期调控、凋亡和恶性转化起作用. 
我们检测了胃癌中Runx3基因mRNA和蛋

白表达. 结果表明, 胃癌中Runx3 mRNA和蛋白

的表达呈正相关, 这提示胃癌中Runx3 mRNA
和蛋白的表达具有一致性. 同时我们发现Runx3
基因mRNA和蛋白的表达在胃癌中明显低于相

应正常组织, 这提示Runx3基因可能不仅与胃癌

的发生有关. 在不同进展和分化程度的胃癌中, 
Runx3表达也明显下调, 表明Runx3基因与胃癌

的演进也密切相关.       
我们通过PCR-SSCP对Runx3第三外显子

突变进行了检测, 未出现异常泳动条带, 表明

Runx3基因表达下调不是由于突变造成的. 由于

不同长度的微卫星序列标记了等位基因, 因此

应用微卫星多态标记非常适用于检测杂合性缺

失[11,21,22]. 我们检测了25例胃癌组织杂合性缺失

状况, 仅发现一例胃癌标本的杂合性缺失. 抑癌

基因启动子区域的高甲基化可导致基因转录失

活及其表达下调[23], CpG岛甲基化在多种肿瘤中

均有发生[24-26]. Li et al [6]研究发现Runx3基因失

活机制是杂合性缺失和启动子区域甲基化. 我
们对25例胃癌标本进行检测, 发现55%的胃癌标

本发生了不同程度的甲基化, 表明在本实验组

中Runx3基因表达下调主要机制是启动子区域

甲基化. Oshimo et al [27]研究80例胃癌标本及7例
胃癌细胞株, 45例相应的正常黏膜Runx3基因的

CpG岛甲基化情况. 同时用定量RT-PCR检测50
例胃癌中Runx3基因表达水平, 结果证实Runx3
启动子区域高甲基化在71/80例胃癌中出现, 启
动子区域的高甲基化在肠型胃癌中最常见. Kim 
et al [28]发现在慢性胃炎中Runx3甲基化为8.1%, 
肠化时为28.1%, 胃腺瘤中为27.3%. Runx3基因

甲基化在非肿瘤的胃黏膜中仅发生于77岁以上

    

表 1 Runx3 mRNA和蛋白的表达与胃癌临床病理特征的关系

病理特征                   n                     Runx3 mRNA (mean±SD)                 P 值                Runx3蛋白 (mean±SD)                      P 值

性别

男性                       15                             0.66±0.1                                                     47 950±7 000

女性                       10                             0.63±0.2                        >0.05                    47 857±7 204                      >0.05

进展程度

早期                         9                             0.96±0.1                                                     74 499±17 372

进展期                   16                              0.52±0.1                       <0.05                    40 345±8 472                      <0.05

分化程度

未分化及低分化     18                             0.48±0.3                                                     48 462±10 762

中分化及高分化       7                             0.86±0.6                        <0.05                    68 049±19 176                    <0.05 
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的老人[29]. 因此, Runx3的甲基化可能是胃癌特

异性的标记物, 可作为一种很有前途的分子诊

断的标记. 用去甲基化药物处理激活Runx3基因

的表达, 也许可能成为临床上治疗胃癌的一种

有效的策略.
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                                                                 •消息•

2006年第5届全国肝脏疾病学术研讨会议征文通知

本刊讯 为了加快国内肝病学术交流、促进我国肝病学科的发展, 由中华医学会肝病学分会、中华肝脏病杂志

编辑委员会主办的"第5届全国肝脏疾病学术研讨会议"定于2006-05在辽宁省大连市召开. 届时国内知名肝病

专家将就国内外肝病研究的进展及热点问题进行继续教育讲座, 并授予参会代表国家级继续教育Ⅰ类学分. 现

将征文通知公布如下: 

1 征文内容

(1)病毒性肝炎发病机制的研究进展; (2)病毒性肝炎的治疗策略; (3)乙型病毒性肝炎的长期治疗; (4)丙型肝炎

的抗病毒治疗; (5)肝纤维化发病机制研究进展; (6)肝纤维化的防治; (7)肝硬化的规范化治疗; (8)肝细胞癌的病

因学研究进展; (9)肝癌的发病机制研究进展; (10)肝癌的早期诊断; (11)肝癌的手术治疗及方案选择; (12)肝癌

的非手术治疗; (13)肝癌的生物治疗; (14)自身免疫性肝病的发病机制; (15)自身免疫性肝病的诊断和治疗; (16)

肝移植后肝炎复发的诊断预防和治疗; (17)生物人工肝的应用及进展; (18)小儿自身免疫性肝病; (19)肝肾综合

征; (20)肝功能衰竭; (21)肝干细胞的研究进展及临床应用; (22)脂肪肝及酒精性肝病; (23)非酒精性脂肪性肝病.

    

2 征稿要求

参加会议论文要求全文(中文)及500字(词)左右中文摘要各一份, 应包括目的、材料与方法、结果、讨论, 并写

清单位、作者姓名及邮编(请自留底稿, 恕不退稿). 凡已在全国性学术会议上或全国公开发行的刊物上发表过

的论文, 不再受理.

3 论文寄送地址

400010, 重庆市渝中区临江路74号, 中华肝脏病杂志编辑部收.请在信封左下角注明"会议征文".欢迎用软盘和

电子邮件方式投搞.电子邮件地址 zhgz@vip.163.com. 征文截稿日期: 2006-02-28(以邮戳为准).

欢迎从事肝病临床和基础研究工作的医务人员及科研工作者踊跃投稿, 参加会议.


