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原发性肝癌ＲＵＮＸ３基因启动子区甲基化及其意义
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　　［摘要］　目的　检测原发性肝癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｓ，ＨＣＣ）中人ＲＵＮＴ相关转录因子３（ｈｕｍａｎｒｕｎｔｒｅｌａｔｅｄｔｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ３，ＲＵＮＸ３）基因启动子的甲基化情况，探讨其与患者临床特征的关系。方法　收集９５例 ＨＣＣ患者的肿瘤
标本及相应的癌旁肝组织、２０例正常肝组织，９５例ＨＣＣ患者中合并肝硬化患者５７例，按照肝硬化ＣｈｉｌｄＰｕｇｈ肝功能分级
标准，将５７例患者分为Ａ级３６例，Ｂ级１１例，Ｃ级１０例，运用甲基化特异性ＰＣＲ检测ＲＵＮＸ３基因启动子ＣｐＧ岛甲基化
状态，分析ＲＵＮＸ３甲基化情况与患者临床特征的关系。结果　９５例 ＨＣＣ组织中，４５．３％（４３／９５）存在 ＲＵＮＸ３基因 ＣｐＧ
岛的异常甲基化，癌旁肝组织中有９．５％（９／９５）存在异常甲基化，而正常肝组织中未检测到ＲＵＮＸ３基因ＣｐＧ岛的异常甲
基化；ＲＵＮＸ３基因异常甲基化在 ＨＣＣ组织中的发生率与癌旁组织及正常肝组织比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１），
ＲＵＮＸ３基因ＣｐＧ岛甲基化与患者肝硬化、门脉癌栓关系密切（Ｐ＜０．０５）。肝硬化ＣｈｉｌｄＰｕｇｈ肝功能Ｃ级组ＲＵＮＸ３启动
子甲基化水平明显高于Ａ级组和Ｂ级组（Ｐ＜０．０５）。结论　ＨＣＣ存在 ＲＵＮＸ３基因 ＣｐＧ岛异常甲基化，ＣｐＧ岛的甲基化
可能是导致其基因表达降低的主要原因之一，并与患者肝硬化、门脉癌栓密切相关。
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　　人ＲＵＮＴ相关转录因子３（ｈｕｍａｎｒｕｎｔｒｅｌａｔｅｄｔｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ３，ＲＵＮＸ３）作为新发现的抑癌基因，其
表达减少在乳腺癌、胃癌、结肠癌等多种恶性肿瘤中被

相继报道［１－２］，本课题组前期研究也发现 ＲＵＮＸ３

ｍＲＮＡ及蛋白在原发性肝癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏ
ｍａｓ，ＨＣＣ）中表达水平明显减少［３］。本研究收集手术

切除的９５例ＨＣＣ患者的标本及相应的癌旁肝组织，
应用甲基化特异性聚合酶链式反应（ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ
ｓｐｅｃｉｆｉｃｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＭＳＰ）检测ＨＣＣ组织
中ＲＵＮＸ３基因启动子区甲基化状态，探讨其与患者
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肝硬化等临床特征的关系。

１　材料与方法

１．１　研究对象
　　选取福建医科大学附属漳州市医院２００８年１月至２００９年
６月手术切除的肝癌标本９５例，包括男性６５例，女性３０例，年
龄２４～７３（５６．８±４．３）岁，其中合并肝硬化患者有５７例，按照
肝硬化ＣｈｉｌｄＰｕｇｈ肝功能分级标准分为Ａ级３６例，Ｂ级１１例，
Ｃ级１０例；切取的标本均经病理证实为原发性肝细胞膜癌。标
本取０．５ｃｍ×０．５ｃｍ×０．５ｃｍ小块组织后置于液氮，放－８０℃
冰箱保存。另收集２００７年２月至２００９年６月入本院因外伤行
部分肝切除后的肝组织２０例，其中男性１４例，女性６例，年龄
２１～６３岁，取０．５ｃｍ×０．５ｃｍ×０．５ｃｍ标本作为对照组，病理证
实均为正常肝组织。对照组与实验组的年龄及性别差异无统计

学意义（Ｐ＞００５），具有可比性。整个研究过程征求患者及家属
同意，签署知情同意书并在医院伦理委员会批准情况下进行。

１．２　ＤＮＡ提取及亚硫酸氢钠修饰
　　按照基因组ＤＮＡ抽提试剂盒（上海生工生物技术有限公
司）操作方法提取 ＤＮＡ，在紫外分光光度仪上测定 Ｄ（２６０）／
Ｄ（２８０）值，经凝胶电泳鉴定。取５００ｎｇ基因组ＤＮＡ，按照亚硫
酸氢钠试剂盒 ＥＺＤＮＡＭｅｔｈｙｌａｔｉｏｎＧｏｌｄＴＭｋｉｔ（美国 ＺＹＭＯｒｅ
ｓｅａｒｃｈ科技开发有限公司）的操作方法进行亚硫酸氢钠的转
化。最后通过柱层析完成ＤＮＡ的纯化和脱硫。
１．３　甲基化特异性聚合酶链式反应（ＭＳＰ）
　　采用甲基化特异性ＰＣＲ方法，引物序列（２１１ｂｐ）参照文献
［４］。甲基化引物：上游 ５′ＧＡＧＧＧＧＣＧＧＴＣＧＴＡＣＧＣＧＧＧ３′，
下游 ５′ＡＡＡＡＣＧＡＣＣＧＡＣＧＣＧＡＡＣＧＣＣＴＣＣ３′；非甲基化引物：
上游 ５′ＧＡＧＧＧＧＴＧＧＴＴＧＴＡＴＧＴＧＧＧ３′，下游 ５′ＡＡＡＡＣＡＡＣ
ＣＡＡＣＡＣＡＡＡＣＡＣＣＴＣＣ３′。ＭＳＰ反应体系（２５μｌ体系）：ＤＮＡ
１μｇ，上、下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各０．５μｌ，ＰＣＲｍｉｘ１２．５μｌ，去
离子水补足至２５μｌ。ＰＣＲ仪上反应：４℃ １０ｍｉｎ→４０个循环
（９４℃ ３０ｓ、５９℃ ３０ｓ、７２℃ ３０ｓ）→７２℃ １０ｍｉｎ。同时设计
空白对照组（用去离子水代替ＤＮＡ模板），非甲基化对照组（正
常人外周血淋巴细胞ＤＮＡ为模板）及甲基化对照组［用经甲基
化酶Ｍ．ＳｓｓⅠ（ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏＬａｂｓ Ｉｎｃ．）处理的正常人外
周血淋巴细胞ＤＮＡ］，２０例正常肝组织作为对照组。
１．４　统计学分析
　　采用ＳＰＡＳＳ１７．０统计软件进行χ２分析和Ｆｉｓｈｅｒ的精确检验。

２　结果

２．１　提取的ＤＮＡ质量鉴定
　　取５μｌＤＮＡ提取液，去离子水补足至５０μｌ，紫外分光光
度仪检测其Ｄ（２６０）／Ｄ（２８０）值，对部分比值小于１．６的样本进
行再纯化、再提取，最终样本 ＤＮＡ比值均大于１．７５，表明提取
的ＤＮＡ无ＲＮＡ或蛋白质污染。取 ２μｌ提取的 ＤＮＡ进行电
泳，结果如图１。
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１：正常肝组织；２、３：肝癌组织；４：癌旁组织；５：标准
图１　各组组织ＤＮＡ凝胶电泳鉴定

２．２　ＲＵＮＸ３基因启动子区甲基化分析
　　对照组外周血淋巴细胞 ＤＮＡ只扩增出非甲基化产物，甲
基化对照组ＤＮＡ经Ｍ．ＳｓｓⅠ处理后只扩增出甲基化产物，空
白对照组既无甲基化产物也无非甲基化产物。ＭＳＰ法检测
ＲＵＮＸ３基因启动子区高甲基化，部分甲基化特异性 ＰＣＲ扩增
结果如图２所示。９５例ＨＣＣ中４３例（４５．３％）存在高甲基化，
癌旁肝组织９例（９．５％）存在异常甲基化；对照组中未检测到
ＲＵＮＸ３基因启动子区的异常甲基化。ＲＵＮＸ３基因异常甲基化
在ＨＣＣ组织中的发生率与癌旁肝组织及正常肝组织相比较差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。
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Ｍ１：标准；１：非甲基化对照；２：甲基化对照；３：空白对照；４：对照组；
５：癌旁组织；６～１１：肝癌组织；Ｕ：未甲基化条带；Ｍ：甲基化条带

图２　ＭＳＰ检测各组组织ＲＵＮＸ３基因启动子甲基化

２．３　ＲＵＮＸ３启动子区甲基化与临床特征的关系
　　ＲＵＮＸ３基因启动子甲基化状态与患者年龄、性别、肿瘤直
径、血清ＨｂｓＡｇ、组织分化水平及临床分期等临床特征均无明
显的相关（Ｐ＞０．０５），但与患者肝硬化及门脉癌栓状态明显相
关（Ｐ＜０．０５，表１）。

表１　肝癌组织ＲＵＮＸ３启动子区甲基化与临床特征的关系

启动子甲基化（例）
临床特征 ｎ Ｐ值

＋ －
性别 ０．８５２
　男 ６５ ２９ ３６
　女 ３０ １４ １６
年龄（岁） ０．５７２
　＜５０ ３９ １９ ２０
　≥５０ ５６ ２４ ３２
血清ＨｂｓＡｇ ０．７５２
　＋ ５８ ２７ ３１
　－ ３７ １６ ２１
肿瘤直径 ０．８２４
　＜５ｃｍ ５２ ２３ ２９
　≥５ｃｍ ４３ ２０ ２３
临床分期 ０．０６９
　Ⅰ～Ⅱ ５６ ２１ ３５
　Ⅲ～Ⅳ ３９ ２２ １７
肝硬化 ０．０４２
　有 ５７ ３１ ２６
　无 ３８ １２ ２６
门脉癌栓 ０．０４７
　有 ３４ ２０ １４
　无 ６１ ２３ ３８
组织分化 ０．１１２
　高分化 ２５ ７ １８
　中分化 ４３ ２１ ２２
　低分化 ２７ １５ １２

２．４　ＲＵＮＸ３启动子甲基化水平在肝硬化 ＣｈｉｌｄＰｕｇｈ
不同分级的检测

　　ＣｈｉｌｄＰｕｇｈＡ级组 ＲＵＮＸ３甲基化率为４１．７％，ＣｈｉｌｄＰｕｇｈ
Ｂ级组为６３．６％，ＣｈｉｌｄＰｕｇｈＣ级组为９０．０％。Ｃ级ＲＵＮＸ３启
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动子甲基化水平明显高于Ａ组和Ｂ组（Ｐ＜０．０５）。

３　讨论

　　我国是肝细胞癌高发国家，其死亡率约占全世界
肝癌死亡率的一半，其发病机制非常复杂、预后凶险，

迫切需要对其确切的分子机制进行探讨。研究认为抑

癌基因的异常失活和（或）癌基因的激活是细胞恶变

的分子基础［５－６］。抑癌基因启动子的甲基化属于表观

遗传学的范畴，是目前各种肿瘤研究中的热点问题。

研究发现，在肿瘤的发展过程中，普遍存在 ＤＮＡ甲基
化水平和模式的紊乱，启动子的异常甲基化一方面可

激活癌基因，另一方面可使抑癌基因表达失活［７］。

ＲＵＮＸ３作为新发现的一个抑癌基因，因其启动子的异
常甲基化在人类多种肿瘤中被发现，推测其在肿瘤的

发展中起着重要的作用而备受关注［８］。李青等［９］应

用ＭＳＰ技术对３７例胃癌患者手术切除的肿瘤组织及
其癌旁组织 ＲＵＮＸ３基因启动子区域甲基化进行检
测，结果ＲＵＮＸ３基因在胃癌及其癌旁组织中甲基化
率分别为４０．５％和８．１％，提示ＲＵＮＸ３基因启动子区
甲基化可能是肿瘤特异性的。本组９５例ＨＣＣ患者中
４５．３％存在高甲基化，癌旁肝组织９．５％存在异常甲
基化，对照组中未检测到 ＲＵＮＸ３基因启动子区的异
常甲基化。ＲＵＮＸ３基因异常甲基化在 ＨＣＣ组织、癌
旁组织及正常组织中的发生率差别有统计学意义，说

明ＲＵＮＸ３基因的甲基化可能参与了 ＨＣＣ的发生、发
展，这与李青等的研究基本一致。ＲＵＮＸ３基因 ＣｐＧ
岛的异常甲基化可能与 ＲＵＮＸ３基因的表达降低有
关，推测ＲＵＮＸ３的表达缺失可能使得 ＨＣＣ细胞失去
了ＲＵＮＸ３对其的正常生长调控而致过度增生，最终
导致ＨＣＣ的发生、发展。
　　ＨＣＣ组织中ＲＵＮＸ３启动子区甲基化与临床特征
的关系如何？本研究发现，有明显肝硬化的ＨＣＣ患者
ＲＵＮＸ３的启动子区甲基化显著高于无肝硬化的 ＨＣＣ
患者，且肝硬化的患者 ＲＵＮＸ３启动子甲基化水平在
肝功能分级中呈现 ＣｈｉｌｄＣ级 ＞ＣｈｉｌｄＢ级 ＞ＣｈｉｌｄＡ
级，说明肝硬化患者 ＲＵＮＸ３甲基化水平愈高，肝细胞
的损伤程度愈深。肝硬化患者 ＲＵＮＸ３启动子甲基化
水平明显升高可能与乙肝病毒感染并持续存在，导致

肝内长时间的炎症反应有关。提示 ＲＵＮＸ３基因可能
是一个重要的抑癌基因，其异常失活可能作为ＨＣＣ发
生、发展过程中的早期事件，在肝脏慢性纤维化过程中

就已经开始发挥重要作用，ＲＵＮＸ３基因的失活导致
ＴＧＦβ信号通路的紊乱，从而丧失对肝细胞分化、恶性
转化的有效调控。这与 ２００５年 Ｐａｒｋ等［１０］的研究结

果不同，该研究表明肝癌 ＲＵＮＸ３启动子甲基化与患
者有无肝硬化无明显关系，导致研究结果不一致的主

要原因：肝癌的主要发病机制不同，在我国肝硬化、肝

癌主要与乙肝病毒感染有关，而在国外主要与长期大

量饮酒密切相关。本研究不仅发现在我国 ＲＵＮＸ３基
因启动子区异常甲基化与患者肝硬化密切相关，还进

一步分析了 ＲＵＮＸ３启动子区甲基化与肝硬化 Ｃｈｉｌｄ
Ｐｕｇｈ不同分级中的关系，便于临床通过检测肝组织中
ＲＵＮＸ３基因的甲基化程度判断肝细胞的损害程度。
　　细胞的迁移运动能力增强是肿瘤细胞转移的重要
特点：ＤｏｍｉｎｇｕｅｚＳｏｔｏ等［１１］在树突状细胞的研究中发

现ＲＵＮＸ３可促进成熟的树突状细胞运动穿过血管内
皮的迁移能力，Ｓｕｎ等［１２］也发现 ＲＵＮＸ蛋白可以调节
细胞的运动能力。本研究发现ＨＣＣ组织中ＲＵＮＸ３启
动子区甲基化与门脉癌栓的形成密切相关，估计抑癌

基因ＲＵＮＸ３与肝癌细胞的运动迁移能力有关，需进
一步的体内外研究证实。
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