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Abstract :Objective　 To investigate the felationship of methylation of human runt2related t ranscription

factor 3 ( Runx3 ) gene on metastasis and oncogenesis of gast ric arcinoma. Methods 　Using RT2PCR

technique , specimens f rom 80 gast ric cancer patient s ( tumor tissues ,adjacent tissues) were detected for

their expression of the Runx3 gene. Meanwhile , Methylation2specific PCR was used to detect methyla2
tion of Runx3 promoter region. Results　The expression of Runx3 gene mRNA detected in gast ric carci2
noma (0 . 5971±0 . 1013) was lower than that in adjacent tissues samples (0 . 8297 ±0 . 2912) ( t = 6 . 7480 ,

P < 0 . 05) . No methylation of Runx3 promoter was found in adjacent tissues samples. But it was found in

43 cases in 80 gast ric carcinoma specimens. The rate of methylation of Runx3 promoter in gast ric carci2
noma was higher than that in adjacent tissues ( P < 0 . 05 ) . The Runx3 mRNA were down2regulated in

lymphnode metastasis or poorly differentiated group s , but the Runx3 promoter methylation were detected

in those groups markedly. A significant difference was noted between two groups ( P < 0 . 05) . Conclusion

Hypermethylation was one of reasons which induced Runx3 gene inactivation in human gast ric carcinoma.

Methylation of Runx3 promoter maybe correlated to on cogenesis , metastasis of gast ric carcinoma.
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摘　要 :目的　探讨 Runx3基因启动子甲基化与胃癌发生发展过程的关系。方法　采用逆转录2聚合酶
链反应 (RT2PCR)检测 80例胃癌组织及肿瘤周围粘膜组织中 Runx3 mRNA的表达 ,同时用甲基化特异

性 PCR(MSP)方法检测 Runx3基因启动子甲基化情况。结果　80例胃癌组织标本中 Runx3基因的表

达 (0 . 5971±0 . 1013)较肿瘤周围组织中表达明显下调 (0 . 8297 ±0 . 2912 ) ,差异有统计学意义 ( P <

0 . 05) 。正常粘膜组织中未发现有 Runx3基因启动子的甲基化 ,80例胃癌组织中有 43 例检测到 Runx3

基因启动子的甲基化 ,胃癌组织 Runx3基因启动子甲基化率显著增高 ( P < 0 . 05)。胃癌标本中 Runx3

mRNA的表达与其病理临床特征密切相关 ,在低分化和有淋巴结转移胃癌组织标本中 Runx3 mRNA的

表达显著下调 ( P < 0 . 05)。结论　Runx3基因启动子甲基化是导致 Runx3 基因失活的主要原因之一并

且与胃癌的发生、发展密切相关。
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0　引言

人类 Runt 相关转录因子 3 ( human runt2relat2
ed t ranscrip tion factor 3 , Runx3)是 runt 家族中新

近受到广泛关注的基因 ,它是哺乳动物 Runt 家族

进化的基础[ 1 ] ,定位于人染色体 1 号短臂 1p36 上。

近年来研究发现 ,Runx蛋白可指导转化生长因子β

(t ransforming growt h factor beta , T GF2β)信号转

道过程中激活的 Smad复合物从细胞质内转入细胞

核内特定靶位点 ,加强 Smad复合物与靶位点的结

合强度并激活靶基因 , 从而对细胞的分化、细胞周

期调控、凋亡和恶性转化起作用[ 2 ]。T GF2β因子信
号紊乱将导致许多肿瘤的发生。研究发现 ,染色体

1p36的异常与肿瘤发生发展有着密切的关系[ 325 ] ,

为深入探讨 Runx3 基因在胃癌发生、发展中的作

用 ,本研究利用逆转录2聚合酶链反应 ( R T2PCR)检
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测 80 例胃癌组织及肿瘤周围正常粘膜组织中

Runx3 mRNA的表达 ,同时用甲基化特异性 PCR

(MSP)方法检测 Runx3 基因启动子甲基化情况。

阐明 Runx3基因启动子甲基化与胃癌发生、发展过

程的关系。

1　资料与方法

1 . 1　资料

1 . 1 . 1 　标本 　80 例胃癌组织标本取自我院 2005

年 1月～8月的手术切除标本 ,立即放液氮中速冻 ,

- 80 ℃冻存备用。同时选取癌旁 5 cm 组织作为对

照。年龄 28～80 岁 ,中位年龄 57 岁 ,男 45 例 ,女

35例 ,有淋巴结转移 45 例。所有标本术后均经病

理证实。

1 . 1 . 2 　试剂　Trizol 购自 Invit rogen公司。cDNA

第一链反应试剂盒购自 Fermentas 公司。PCR 引

物序列由上海生工生物工程公司合成。DNA 纯化

试剂盒购自 Promega公司 ,氢酯和亚硫酸氢钠购自

SIGMA公司。

1 . 2　方法

1 . 2 . 1 　组织总 RNA提取　将组织标本研磨后 ,采

用 Trizol试剂按照说明书提取组织样本总 RNA ,备

用。

1 . 2 . 2　逆转录2多聚合酶链反应 ( R T2PCR) 　紫外

分光光度计定量总 RNA ,调整浓度为 1μg/μl。按

cDNA第一链反应试剂盒说明书采用随机引物法合

成 cDNA。用 GA PD H 做为内参照进行 PCR。

Runx3 的引物序列 :上游 : 5’2GA T GGCA GGCAA T2

GACGA23’ ,下游 :5’2T GCT GAA GT GGCTT GT GGT23’ , 扩

增长度 : 353 bp。GA PD H 的引物序列 :上游 : 5’2

AACGGA TTT GGTCGTA TT G23’ , 下游 :5’2GGAA GA T G2

GT GA T GGGA TT23’ ,扩增长度 : 208 bp。PCR 参数 :

94 ℃5 min变性 ; 94 ℃45 s , 55 ℃55 s , 71 ℃45 s ,

32个循环 ; 72 ℃延伸 7 min。PCR产物于 2 %琼脂

糖电泳 ,电压 60 V ,55 min。Gel ID 凝胶图像分析

系统摄片分析测定其光密度。计算各个样本

Runx3 积分光密度 (条带强度 ×条带面积 ) 与

GA PD H 内对照积分光密度的比值 , 反映 Runx3

mRNA表达的变化。

1 . 2 . 3 　DNA 提取、纯化和亚硫酸盐修饰 　称取

150 mg标本在未解冻时迅速用眼科剪剪碎 ,然后按

DNA纯化试剂盒说明书提取 DNA。取 1μg DNA

加入 50μl总体积中 , 加 2 mol/ L NaO H 使其终浓

度为0 . 2 mol/ L , 37℃变性处理 10 min。再加入新

鲜配制 10 mmol/ L 氢酯 20μl ,520μl 的亚硫酸氢

钠 ,置于50℃水浴 16 h ,修饰后的 DNA 用 Wizard

DNA clean up system 纯化 ,加入 NaO H (终浓度

0 . 3 mol/ L)室温变性 5 min ,加入 3 mol/ L 的醋酸钠

中和后 ,乙醇沉淀回收 DNA ,此 DNA 溶于 50μl

TE缓冲液中 , - 20℃贮存备用。

1 . 2 . 4 　甲基化特异性 PCR ( Methylation 2specific

PCR , MSP) 　甲基化特异性引物上游引物序列为 5’2

TTACGA GGGGCGGTCGTACGCGGG 23’ , 下游引物为 5’2

AAAACGACCGACGCGAACGCCTCC 23’ , 扩增片段为 210

bp。非甲基化特异性引物上游序列为 5’2 TTAT2

GA GGGGTGGTTGTATGTGGG 23 ’ , 下游引物为 5 ’2

AAAACAACCAACACAAACAACTCC 23’ , 扩增片段为

210 bp ,反应体系总体积为 25μl , 甲基化反应条件为

94℃5 min预变性 ,94℃30 s , 65 . 6℃45 s ,72℃55 s ,

共 35个循环 , 72℃延伸 5 min。非甲基化反应条件为

94℃5 min预变性 ,94℃30 s ,61 . 2℃45 s , 72℃55 s ,

共 35 个循环 , 72℃延伸 5 min。PCR 产物 5μl 于

1 . 5 %的琼脂糖凝胶电泳 ,紫外线下观察拍照分析。

1 . 3 　统计学处理 　数据用 �x ±s 表示 ,采用 SPSS

10 . 0统计软件行 t检验 , P < 0 . 05为差异有统计学意

义。

2　结果

2 . 1　Runx3 mRNA在胃癌和癌旁组织中的表达

Runx3 和 GA PD H 引物的扩增基因片段经电

泳和 EB 染色后 ,电泳结果显示扩增片段大小分别

为 353 bp 和 208 bp。Runx3 表达量相对值在胃癌

及癌旁组织中的表达 ,见表 1。

表 1　Runx3基因 mRNA在胃癌及癌旁组织中的表达

组织来源 表达相对值 ( �x ±s) t P

胃癌组织 0 . 5971±0 . 1013 6 . 7480 < 0 . 01

癌旁组织 0 . 8297±0 . 2912

表 2　Runx3基因甲基化在胃癌及癌旁组织中的表达

组织来源
甲基化
表达 ( n)

非甲基化
表达 ( n)

χ2 P

胃癌组织 43 37 58 . 436 0 . 001

癌旁组织 0 80

2 . 2　Runx3基因启动子甲基化在胃癌和癌旁组织

中的发生率

Runx3基因甲基化检测电泳染色后显示 ,癌旁

组织内未发现 Runx3 基因启动子甲基化而胃癌组

织标本中有53 . 75 %(43/ 80)被检测到 ,见表 2。

2 . 3　Runx3的表达与胃癌临床病理相关因素的关

系

表 3 结果显示 , Runx3 mRNA 的表达与胃癌
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的分化程度及淋巴结转移有关 ( P < 0 . 05) , 而与肿

瘤部位及大小无关 ( P > 0 . 05) 。

表 3　胃癌组织 Runx3基因 mRNA

表达与临床病理特征的关系

临床病理因素 例数 Runx3 mRNA χ2 值和 P

分化程度

　低分化 31 4 χ2 = 3 . 950

　高分化 49 16 P = 0 . 047

淋巴结转移

　有 38 5 χ2 = 5 . 414

　无 42 15 P = 0 . 020

肿瘤大小

　< 5 cm 50 12 χ2 = 0 . 071

　> 5 cm 30 8 P = 0 . 790

肿瘤部位

　胃窦 44 10 χ2 = 0 . 269

　胃体 36 10 P = 0 . 604

3　讨论

Runt 家族包括 3个基因 ,其家族成员均具有含

123个氨基酸的 Runt Domain ( RD区域) ,Runx蛋

白与 Smad2、Smad3形成复合物传递 T GF2β/ activin

信号 ,与人类疾病的发生密切相关。Runx3 含有 2

个高度保守的 Cp G岛 ,其中一个富含 GC启动子的

特征 Cp G岛较大 ,位于 Runx3 基因启动子 P2 周

围 ,控制 Runx3基因转录[ 1 ]。目前研究发现消化道

肿瘤 ,如胃癌、胆管癌、胰腺癌和肝细胞癌中均有染

色体 1p36异常[ 627 ]。Runx3基因作为一种肿瘤抑制

基因 ,与多种肿瘤的发生、发展相关。

在 45 %～60 %的胃癌细胞系和胃癌组织中 ,有

紧邻 P2启动区的 Cp G岛的甲基化[ 8 ,9 ]。Li 等研究

发现在 30 %胃癌中有 1p36 . 1的杂合性缺失 ,而

Runx3的点突变则为 1/ 119 [ 10 ]。本研究结果表明

胃癌中 Runx3 的表达量明显低于正常粘膜组织 ,

Runx3在伴有淋巴结转移组中明显低于未转移组。

说明在胃癌发生、发展过程中 Runx3 基因表达有缺

失并且与胃癌分期有关 ,因此 ,近年来部分学者更倾

向于 Runx3基因是一种抑癌基因 ,在胃癌发生中起

重要作用。

Runx3基因表达缺失主要是由于 Runx3 基因

启动子甲基化所造成。本研究在正常粘膜组织中未

发现有 Runx3基因启动子的甲基化 ,而在胃癌组织

中有53 . 75 %检测到甲基化存在 ,这与文献报道相

似[ 11 ]。因此 Runx3 基因启动子区域的高甲基化

(Cp G岛甲基化)可能是导致基因转录失活及其表

达下调的主要原因。

Runx3基因启动子区域高甲基化导致其在胃

癌组织中表达明显下调且与胃癌发生、发展密切相

关。因此 ,利用药物对 Runx3 基因进行去甲基化处

理的进一步研究必将对胃癌的临床诊断和治疗带来

新的启示。
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