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［摘要］　目的：探讨ＲＵＮＸ３基因启动子甲基化与非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）预后的关系。方法：酚／氯仿法
提取８０例术后接受顺铂辅助化疗 ＮＳＣＬＣ患者的肺癌组织标本 ＤＮＡ，巢氏甲基化特异性 ＰＣＲ（ｎＭＳＰ）检测
ＲＵＮＸ３启动子甲基化状态，并回顾性分析甲基化状态与临床病理特征、术后无病生存、总生存的关系。结果：
８０例ＮＳＣＬＣ肿瘤样本中２０例检测到ＲＵＮＸ３基因启动子甲基化（２５．０％）。ＲＵＮＸ３启动子基因甲基化与病
理类型相关（Ｐ＝０．０２０），且腺癌（３６％）高于鳞癌（１１％）。Ｎ分期（ＯＲ：４．８９８，Ｐ＜０．００１）、ＲＵＮＸ３基因启动
子甲基化（ＯＲ：２０．２９３，Ｐ＝０．０１１）是影响术后无病生存的独立危险因素。单因素 ＫＭ生存分析、Ｃｏｘ多因素
分析表明ＲＵＮＸ３基因甲基化（ＲＲ：２．３４５，９５％ＣＩ：１．１３０～４．８６５，Ｐ＝０．０２２）是影响总生存的独立危险因素。
结论：ＲＵＮＸ３基因甲基化是影响术后ＮＳＣＬＣ无病生存和总生存的独立影响因素。
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　　肺癌的发病率和病死率目前已居恶性肿瘤之
首。尽管近年来小分子靶向药物的问世带来了新的

希望，但肺癌的生存仍无明显提高。正确评估术后

复发转移的危险性，并给予不同的辅助治疗对改善

患者预后非常重要。近年来，有关肿瘤基因甲基化

的研究［１２］表明：某些抑癌基因ＣｐＧ岛甲基化的失活
在肿瘤的发生、发展过程中起重要作用，其检测对于

肿瘤的早期诊断、治疗疗效及预后预测有重要意义。

２００７年在芝加哥召开的美国国家肺癌协会年会提
出：ＤＮＡ过甲基化可作为肺癌的诊断、预后、预测治
疗效果的有用的生物标记［３］。本研究采用了改进的

巢氏甲基化特异性 ＰＣＲ（ｎｅｓｔｅｄｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ｎＭＳＰ）检测８０例手术并接
受顺铂辅助化疗的非小细胞肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇ
ｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）患者的肺癌组织 ＲＵＮＸ３基因甲基
化状态，旨在探讨ＲＵＮＸ３甲基化检测在肺癌预后中
的临床意义，以指导临床术后辅助治疗。

１　材料与方法

１．１　临床病理资料和标本来源
选取２００４年８月至２００９年３月在中南大学湘

雅二医院接受手术联合顺铂辅助化疗的部分ＮＳＣＬＣ
患者的手术病理标本和临床资料，共８０例。入选标
准为：１）术后标本病理切片明确诊断为 ＮＳＣＬＣ；２）
术前均未进行任何抗肿瘤治疗；３）肿瘤均于外科手
术完全切除，切缘阴性（Ｒ０）；４）术后进行４～６个周
期顺铂为基础的辅助化疗。

１．２　主要试剂
ＥＺＤＮＡ甲基化试剂盒（ＥＺＤＮＡｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ

ｇｏｌｄｋｉｔＴＭ）为美国 ＺｙｍｏＲｅｓｅａｒｃｈ生物科技公司产
品；ＣｐＧ甲基化酶为美国 ＮＥＢ公司产品；２×Ｔａｇ
ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ为北京天根生化科技公司产品。
１．３　引物合成

用于ＲＵＮＸ３基因ｎＭＳＰ的３对引物由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司合成，具体引物序列见表１。
１．４　实验方法

蛋白酶消化－酚／氯仿法提取 ＤＮＡ，按照 ＥＺ
ＤＮＡ甲基化试剂盒说明书进行 ＤＮＡ甲基化修饰。
由于考虑到甲醛固定石蜡包埋肿瘤组织中 ＤＮＡ提
取量小，普通 ＭＳＰ难以扩增出目的基因条带，故采

用ｎＭＳＰ。以甲基化转移酶处理后的正常人血基因
组ＤＮＡ作阳性对照，未经甲基化转移酶处理的正常
人血基因组ＤＮＡ作阴性对照，灭菌双蒸水作空白对
照。第１轮 ＰＣＲ反应体系：２×ＴａｇＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ
１２．５μＬ，上下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各０．５μＬ，修饰
后ＤＮＡ２．０μＬ，灭菌双蒸水（ｄｄＨ２Ｏ）９．５μＬ，总体
系２５μＬ。第 １轮 ＰＣＲ反应条件为 ９５℃预变性
８ｍｉｎ后９５℃变性 ３０ｓ，４６℃退火 ３０ｓ，７２℃延伸
３０ｓ，循环４０次，再７２℃总延伸７ｍｉｎ，最后４℃下
保存；第２轮 ＰＣＲ反应体系：２×ＴａｇＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ
１２．５μＬ，上下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ）各０．５μＬ，第１
轮产物２．０μＬ，灭菌双蒸水（ｄｄＨ２Ｏ）９．５μＬ，总体
系２５μＬ。第 ２轮 ＰＣＲ反应条件为 ９５℃预变性
８ｍｉｎ后９５℃变性３０ｓ，５６℃（Ｕ）或６０℃（Ｍ）退火
３０ｓ，７２℃总延伸３０ｓ，循环４０次，再７２℃总延伸７
ｍｉｎ，最后４℃下保存。

表１　ｎＭＳＰ引物序列
Ｔａｂ．１　ＳｅｑｕｅｎｃｅｏｆｎＭＳＰｐｒｉｍｅｒ

引物名称 引物序列 片段大小／ｂｐ

外围引物 ５′ＡＴＴＴＴＴＴＡＧＡＡＴＴＡＡＧＴＧＧ３′ ２３３

５′ＡＡＣＣＣＴＡＡＡＣＴＡＴＡＡＣＡＣＴＡＡＡ３′

Ｍ引物 ５′ＧＣＧＴＣＧＴＡＴＡＧＴＴＡＡＴＣＧＧＣ３′ １２３

５′ＣＴＣＣＴＣＣＧＣＧＡＡＡＴＡＡＣＧ３′

Ｕ引物 ５′ＧＴＧＴＴＧＴＡＴＡＧＴＴＡＡＴＴＧＧＴ３′ １２３

５′ＣＴＣＣＴＣＣＡＣＡＡＡＡＴＡＡＣＡ３′

１．５　统计学处理
数据分析均采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件包进行。

率的比较采用 χ２检验；无病生存分析采用二分类
Ｌｏｇｉｓｔｉｃ分析，总体生存的单因素分析采用 Ｋａｐｌａｎ
Ｍｅｉｅｒ模型分析（Ｌｏｇｒａｎｋ检验）；多因素总生存分析
采用Ｃｏｘ分析。Ｐ＜０．０５认为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ｎＭＳＰ法检测ＲＵＮＸ３基因启动子甲基化
应用 ｎＭＳＰ法检测８０例 ＮＳＣＬＣ患者的肺癌组

织标本，其中２０例（２５．０％）检测到 ＲＵＮＸ３基因启
动子区甲基化，６０例癌组织未检测到异常甲基化。
部分样本电泳结果见图１。
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图１　ＲＵＮＸ３基因 ｎＭＳＰ产物琼脂糖凝胶电泳图。ＳＭ：
５０ｂｐＤＮＡＭａｒｋｅｒ；Ｍ：甲基化条带；Ｕ：未甲基化条
带；Ｐ１：甲基化阳性对照；Ｐ２：未甲基化阳性对照；１：
甲基化肺癌组织标本；２：部分甲基化肺癌组织标
本；３：未甲基化肺癌组织标本；Ｎｅ：空白对照。

Ｆｉｇ．１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｇｒａｍｏｆｎＭＳＰｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆＲＵＮＸ３
ｇｅｎｅ．ＳＭ：５０ｂｐＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；Ｍ：Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ
ｂａｎｄｓ；Ｕ：Ｎｏｎｍｅｔｈｙｌａｔｅｄｂａｎｄｓ；Ｐ１：Ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ
ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；Ｐ２：Ｕｎｍｅｔｈｙｌａｔｅｄｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ；
１：ＭｅｔｈｙｌａｔｅｄｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｏｆＮＳＣＬＣ；２：Ｐａｒｔｉａｌｍｅｔｈ
ｙｌａｔｅｄｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｏｆＮＳＣＬＣ；３：Ｎｏｎｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ
ｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｏｆＮＳＣＬＣ；Ｎｅ：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ．

２．２　随访结果
随访至２０１１年３月３０日，死亡４１例，截尾值

３９例（包括存活３６例，失访３例），随访率９６．２５％，
失访者按上次随访时间为准。生存期最短７月，最
长８２月，３年生存率５７．５％。在 ＲＵＮＸ３甲基化的
２０例中，死亡１５例，３年生存率３５．０％。未甲基化
的６０例中，死亡２７例，３年生存率６５．０％。
２．３　ＲＵＮＸ３基因启动子甲基化与肺癌临床病理特
征的关系

结果表明：４４例腺癌患者甲基化１６例，３６例鳞
癌患者甲基化４例，腺癌组较鳞癌组 ＲＵＮＸ３基因甲
基化率高（Ｐ＝０．０２０），差异有统计学意义；ＲＵＮＸ３
基因启动子甲基化与８０例 ＮＳＣＬＣ患者的临床病理
特征关系具体见表２。ＲＵＮＸ３基因启动子甲基化与
患者的年龄、性别、Ｔ（原发肿瘤）Ｎ（淋巴结）Ｍ（远处
转移）分期、淋巴结转移、吸烟史、病理分化程度、胸

膜侵犯无明显相关性，与病理类型相关，腺癌患者的

ＲＵＮＸ３基因甲基化率高于鳞癌。
２．４　ＲＵＮＸ３基因启动子甲基化与ＮＳＣＬＣ复发转移
的多因素分析

因为部分患者术后辅助治疗后未严格遵照医嘱

定期复查，复发转移的时间不确切，而应用 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ
二分类回归分析方法。选取年龄、性别、病理类型、Ｔ
分期、Ｎ分期、病理分化程度、胸膜侵犯、术后放疗、
甲基化状态、吸烟史１０个可能与复发转移有关的因
素进入 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ进行无病生存的回归分析，结果显
示：年龄、性别、病理类型、Ｔ分期、病理分化程度、胸
膜侵犯、术后放疗、吸烟史对术后 ＮＳＣＬＣ的复发转
移无明显影响（Ｐ＞０．０５），Ｎ分期（Ｐ＜０．００１）、甲基
化状态（Ｐ＝０．０１１）分别是术后 ＮＳＣＬＣ预后的独立
影响因素。Ｎ分期的优势比（ＯＲ）估计值为４．８９８；

甲基化状态的ＯＲ估计值为２０．２９３。
２．５　ＲＵＮＸ３基因启动子甲基化与ＮＳＣＬＣ总体生存
的单因素分析和多因素分析

２．５．１　单因素ＫａｐｌａｎＭｅｉｋｅｒ分析
使用 Ｌｏｇｒａｎｋ检验进行 ＫａｐｌａｎＭｅｉｋｅｒ生存分

析，结果如图２。２组曲线分离，未甲基化组生存率
高于甲基化组，２组生存率差异有统计学意义（Ｐ＝
０．００３）。ＲＵＮＸ３基因甲基化组生存时间（３１．３８０±
５．０４８）月，９５％ＣＩ为 ２１．４８５～４１．２７５，中位生存时
间 ２２月；ＲＵＮＸ３基 因 未 甲 基 化 组 生 存 时 间
（５５．５６０±３．９４５）月，９５％ＣＩ为４７．８２７～６３．２９２，中
位生存时间７９月。

表２　ＲＵＮＸ３甲基化与肺癌临床病理特征的关系
Ｔａｂ．２　ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＲＵＮＸ３ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎａｎｄ

ｃｌｉｎｉｃａｌｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆＮＳＣＬＣ
ｐａｔｉｅｎｔｓ

临床特征 ｎ
甲基化

例数
甲基化率％ χ２ Ｐ

年龄／岁

　＜６０ ５２ １１ ２１

　≥６０ ２８ ９ ３２ １．１７２ ０．２７９

性别

　女 ２１ ５ ２４

　男 ５９ １５ ２５ ０．０２２ ０．８８３

病理学类型

　腺癌 ４４ １６ ３６

　鳞癌 ３６ ４ １１ ５．４５５ ０．０２０

ＴＮＭ分期

　Ⅰ ２８ ７ ２５

　Ⅱ ２０ ４ ２０

　Ⅲ ３２ ９ ２８ ０．４４２ ０．８０２

淋巴结转移

　有（Ｎ１２） ４４ １１ ２５

　无（Ｎ０） ３６ ９ ２５ ０．０００ １．０００

吸烟史

　有 ５８ １５ ２６

　无 ２２ ５ ２３ ０．０８４ ０．７７２

病理分化

　高中分化 ４９ １５ ３１

　低分化 ３１ ５ １６ ２．１２４ ０．１４５

胸膜侵犯

　＋ ３２ １０ ３１

　－ ４８ １０ ２１ １．１１１ ０．２９２
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ＲＵＮＸ３基因启动子甲基化与早期非小细胞肺癌的预后　唐艳，等

２．５．２　ＮＳＣＬＣ患者Ｃｏｘ多因素生存分析
选取年龄、性别、病理类型、Ｔ分期、Ｎ分期、病理

分化程度、胸膜侵犯、术后放疗、甲基化状态、吸烟史

１０个与生存可能相关的因素进入Ｃｏｘ风险回归模型
进行总生存分析，结果显示：Ｎ分期（Ｐ＜０．００１）、甲
基化状态（Ｐ＝０．０２２）分别是术后 ＮＳＣＬＣ预后的独
立影响因素。Ｎ分期的相对危险度（ＲＲ）２．３９３，
９５％ＣＩ为 １．５１８～３．７７１；甲基化状态的 ＲＲ为
２．３４５，９５％ＣＩ为１．１３０～４．８６５。

!"#$##%

#&&&&&&&&&&&&&'#&&&&&&&&&&&(#&&&&&&&&&&&)#&&&&&&&&&&&&*#

!"#$%& +'

,##

*#

)#

(#

'#

#

(
)
*

+
,

+
-

./01%-./01223)#3

./01%./41224'#5

.671

-.601

.60189:

-.;7189:

图２　ＲＵＮＸ３基因甲基化组与非甲基化组总体生存时间
比较ＫＭ曲线。

Ｆｉｇ．２　Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｔａｔｕｓｏｆ
ＲＵＮＸ３ａｎｄｏｖｅｒａｌｌｓｕｒｖｉｖａｌｏｆ８０ＮＳＣＬＣｐａ
ｔｉｅｎｔｓｕｓｉｎｇｔｈｅＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒｍｅｔｈｏｄ．Ｔｈｅｓｕｒ
ｖｉｖａｌｃｕｒｖｅｓｓｈｏｗｔｈｅｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈａｌｌｓｔａｇｅｓｏｆｄｉｓ
ｅａｓｅ．

３　讨　　论

ＲＵＮＸ３基因是新近发现的一种肿瘤抑制基因，
其能调控细胞的生长发育和凋亡，对细胞的信号转

导和其他生物学效应有着重要而复杂的转录调控作

用。目前 ＲＵＮＸ３基因的抑瘤机制尚不完全清楚。
其可能机制是：ＴＧＦβ是许多细胞生长的有效抑制
因子，ＴＧＦβ信号通路的紊乱可导致多种肿瘤的发
生［４］，ＲＵＮＸ３蛋白是ＴＧＦβ信号通路中非常重要的
调节因子，ＲＵＮＸ３表达缺失将直接影响ＴＧＦβ信号
通路的生物活性，导致肿瘤的发生发展。

大量的研究［５７］发现：ＣｐＧ岛高甲基化所致的
ＲＵＮＸ３表达下降和缺失广泛存在于肺癌、乳腺癌、
胰腺癌、膀胱癌等中。本研究结果显示８０例ＮＳＣＬＣ
患者肺癌组织中检测到ＲＵＮＸ３启动子甲基化２０例
（２５．０％），与文献［８］报道相似，表明 ＲＵＮＸ３启动子
甲基化也普遍存在于 ＮＳＣＬＣ中。还有研究［９］报道

ＲＵＮＸ３基因在２０％ ～２４％ＮＳＣＬＣ组织及１９％肺癌

细胞系中有Ｐ２启动子区ＣｐＧ岛的甲基化，而在非肿
瘤肺组织中甲基化率仅为０～３％，提示ＲＵＮＸ３基因
甲基化是肿瘤特异的，ＲＵＮＸ３基因高甲基化所致的
表达缺失与肺癌的发生发展密切相关。

Ｓａｔｏ等［１０］和Ｙａｎａｇａｗａ等［１１１２］的 研究均指出

ＲＵＮＸ３甲基化与吸烟相关，且发生率腺癌高于鳞癌。
Ｙａｎａｇａｗａ等［８］的研究发现 ＮＳＣＬＣⅠ期甲基化率高
于Ⅱ／Ⅲ期，认为 ＲＵＮＸ３甲基化影响了早期 ＮＳＣＬＣ
的疾病进展和远处转移。本研究结果显示：腺癌的

甲基化率明显高于鳞癌，与目前的研究一致，表明不

同病理学类型的 ＮＳＣＬＣＲＵＮＸ３甲基化存在明显差
异。烟草是诱发肺癌的主要危险因素，烟草中的致

癌物是否直接导致基因发生甲基化，目前尚无定论。

本研究结果得出 ＲＵＮＸ３甲基化与吸烟无明显相关
性，Ⅲ期患者的甲基化率略高于Ⅰ／Ⅱ期，但无统计
学意义，这可能与样本量不足有关，可加大样本量进

一步研究，探讨两者之间的关系。未发现胸膜侵犯

与ＲＵＮＸ３甲基化存在相关性，推测 ＲＵＮＸ３甲基化
可能通过影响胸膜侵犯之外的其他因素影响预后。

目前研究表明 ＲＵＮＸ３甲基化与预后存在相关
性。Ｙａｎａｇａｗａ等［８］研究了 １０种肿瘤抑制基因
（ＤＡＰＫ，ＦＨＩＴ，Ｈｃａｄｈｅｒｉｎ，ＭＧＭＴ，ｐ１４，ｐ１６，ＲＡＲ
ｂｅｔａ，ＲＡＳＳＦ１Ａ，ＲＵＮＸ３，ＴＩＭＰ３）的甲基化状态与
ＮＳＣＬＣ患者临床病理特征、生存期的关系，ＲＵＮＸ３
甲基化状态与ＴＮＭ分期、胸膜侵犯都是预后的独立
影响因素，特别是ＲＵＮＸ３基因甲基化可用于腺癌预
后的预测。Ａｒａｋｉ等［１３］报道了ＲＵＮＸ３高水平表达的
患者的５年生存期明显高于 ＲＵＮＸ３低水平表达的
患者，ＲＵＮＸ３表达的下降是肺腺癌预后不良的标
志，肺腺癌中的ＲＵＮＸ３蛋白表达可能对肿瘤进展和
患者的生存期起重要作用。本研究结果表明ＲＵＮＸ３
甲基化组总生存时间明显较未甲基化组短，ＴＮＭ分
期中的Ｎ分期、ＲＵＮＸ３甲基化状态是术后无病生存
以及总生存的独立危险因素，与目前的研究报道一

致，推测由于ＲＵＮＸ３甲基化患者容易出现术后的复
发转移，从而导致预后不良。目前 ＲＵＮＸ３基因对肿
瘤生物学行为影响的作用机制仍不清楚。

本研究未得出胸膜侵犯是术后 ＮＳＣＬＣ预后的
独立影响因素，但是大量研究［８，１４］报道胸膜侵犯与

ＮＳＣＬＣ预后相关。Ｊｏｎｅｓ等［１５］在单因素分析中指出

脏层胸膜侵犯是影响预后的因素，多因素分析中则

未得出脏层胸膜侵犯是影响预后的独立因素。结论

尚不一致，需要进一步的研究。

综上所述，ＲＵＮＸ３甲基化在 ＮＳＣＬＣ发生、发展，
术后复发转移中有重要的作用，预示了术后 ＮＳＣＬＣ
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的复发转移、预后不良。ＲＵＮＸ３甲基化有望作为预
测术后ＮＳＣＬＣ预后的生物指标。由于甲基化这种
表观遗传改变具有可逆转性，故可以通过去甲基化

状态［１６１７］进行临床治疗延缓复发转移、改善预后，目

前比较明确的去甲基化药物是 ＤＮＡ甲基化转移酶
抑制剂５氮杂胞苷和５杂氮２’脱氧胞苷，但在实
体瘤尚未显现出明显疗效［１８］，因此需要进一步大量

的研究，这将给 ＮＳＣＬＣ的基因靶向治疗带来新的
希望。
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