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　　［摘要］　目的　检测ＤＬＥＣ１（ｄｅｌｅｔｅｄｉｎｌｕｎｇａｎｄｅｓｏｐｈａｇｅａｌｃａｎｃｅｒ１）基因在结直肠癌 （ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）患者组
织和血清中的甲基化状态，分析其临床意义。方法　留取７１例ＣＲＣ患者癌组织、相应正常组织及术前血清标本，２０例肠道
良性病变及２０例健康志愿者血清标本，甲基化特异性聚合酶链反应（ＭＳＰ）检测 ＤＬＥＣ１基因启动子区域甲基化情况。

结果　７１例ＣＲＣ组织中，ＤＬＥＣ１基因启动子甲基化比例为４５．１％（３２／７１），而正常组织为７．１％（４／５６），差异有统计学意义
（Ｐ＜０．００１）；ＤＬＥＣ１基因启动子甲基化与患者临床病理特征及ＣＥＡ、ＣＡ１９９水平之间无相关性。相应ＣＲＣ血清ＤＮＡ中

ＤＬＥＣ１甲基化比例为３９．４％（２８／７１），而对照组为２．５％（１／４０），差异有统计学意义（Ｐ＜０．００１），且血清ＤＮＡ甲基化状况与

组织中具有良好的一致性。结论　ＤＬＥＣ１基因启动子甲基化在ＣＲＣ患者中有着较高的检出率，可望成为ＣＲＣ辅助诊断的
新型分子标记。
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　　结直肠癌（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）是我国常见
的恶性肿瘤，因早期症状不典型，临床发现和治疗的
患者多属中晚期。目前ＣＲＣ的诊断主要依赖于影
像及内镜检查，寻求更为方便和敏感的血清肿瘤标
志物成为研究的热点。其中，循环ＤＮＡ（ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ
ＤＮＡ）甲基化检测表现出良好的前景［１］。

　　ＤＬＥＣ１（ｄｅｌｅｔｅｄｉｎｌｕｎｇａｎｄｅｓｏｐｈａｇｅａｌｃａｎｃｅｒ
１）基因是一个在肺癌、食管癌和肾癌中鉴定的新型
候选抑癌基因［２］。研究表明，ＤＬＥＣ１可抑制多种肿
瘤细胞的生长及致瘤性［３５］，并且在多种肿瘤组织，
包括结直肠癌中［６］表达下调或缺失，而启动子甲基
化可能是ＤＬＥＣ１基因失活的主要机制。本实验以
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改良的甲基化特异性聚合酶链反应（ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ
ｓｐｅｃｉｆｉｃＰＣＲ，ＭＳＰ）平行检测ＣＲＣ患者组织和血清

ＤＮＡ中ＤＬＥＣ１基因甲基化情况，并分析其与临床
病理特征的关系，旨在为ＣＲＣ早期诊断和高危人群
筛查寻找新的标记物。

１　材料和方法

１．１　标本　ＣＲＣ患者的手术标本和血清标本７１例，
相应的活检组织标本５６例（癌组织及癌旁＞５ｃｍ处
正常组织，部分患者正常组织缺如），来源于２００７年

１１月至２００８年８月南京军区南京总医院普通外科、
消化内科和肿瘤内科住院患者。所有患者均经病理
检查确诊为腺癌，并未行放射治疗或化学治疗。肿瘤
分期依据第６版ＴＮＭ分期系统，细胞分化依据Ｂｒｏｄ
ｅｒｓ’分级系统。同期匹配２０例肠道良性病变（结肠
炎、息肉）患者、２０例健康献血者的血清标本作为对
照。血清收集方法为：清晨空腹抽取静脉血４～５ｍｌ，
促凝管收集，３０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，小心吸取上层血
清约２ｍｌ，－８０℃保存。患者ＣＥＡ和ＣＡ１９９水平来
自其常规生化检查报告，由我院检验科提供。

１．２　ＤＮＡ 提取　分别采用 ＱＩＡａｍｐＤＮＡ Ｍｉｎｉ
Ｋｉｔ和 ＱＩＡａｍｐＢｌｏｏｄＭｉｎｉＫｉｔ试剂盒 （德国 Ｑｉａ
ｇｅｎ公司）提取组织和血清ＤＮＡ。操作严格依照说
明书进行。血清标本每次使用２００μｌ，最后以５０μｌ
灭菌去离子水洗脱ＤＮＡ，－８０℃保存。

１．３　亚硫酸氢盐修饰　采用ＥＺＤＮＡＭｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ
ＧＯＬＤＫｉｔ（Ｄ５００６）试剂盒 （美国ＺｙｍｏＲｅｓｅａｒｃｈ）。
组织ＤＮＡ经分光光度计测定浓度后取１μｇ进行修
饰；而血清ＤＮＡ 含量较少，将上一步得到的５０μｌ
ＤＮＡ全部用于修饰。最后以１０μｌＭＥｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆ
ｅｒ洗脱ＤＮＡ，－８０℃保存。经此步后，ＤＮＡ序列中
未甲基化的胞嘧啶（Ｃ）转变为尿嘧啶（Ｕ）。

１．４　甲基化特异性ＰＣＲ　ＤＬＥＣ１基因引物由上海
英骏生物技术有限公司合成，具体序列为：甲基化

（Ｍ）上游引物：５′ＧＡＴ ＴＡＴ ＡＧＣ ＧＡＴ ＧＡＣ
ＧＧＧＡＴＴＣ３′；Ｍ 下游引物：５′ＡＣＣＣＧＡＣＴＡ
ＡＴＡＡＣＧＡＡＡＴＴＡＡＣＧ３′；未甲基化（Ｕ）上游
引物：５′ＴＧＡＴＴＡＴＡＧＴＧＡＴＧＡＴＧＧＧＡＴ
ＴＴＧＡ３′；Ｕ 下游引物：５′ＣＣＣＡＡＣＴＡＡＴＡＡ
ＣＡＡＡＡＴＴＡＡＣＡＣＣ３′，扩增产物大小均为１９３
ｂｐ［７］。ＰＣＲ反应体系２５μｌ，其中１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ
２．５μｌ（含 Ｍｇ

２＋，终浓度１．５ｍｍｏｌ／Ｌ），ｄＮＴＰｍｉｘ
ｔｕｒｅ２．５μｌ（终浓度２５０μｍｏｌ／Ｌ），上、下游引物各２

μｌ（３０ｐｍｏｌ），修饰后的ＤＮＡ模板２μｌ，灭菌去离子
水１０．８５μｌ，Ｔａｑ酶０．１５μｌ（日本 ＴａＫａＲａ公司）。
反应条件为：９４℃预变性５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，６０℃
退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共４０个循环，最后７２℃延
伸１０ｍｉｎ。取扩增产物５μｌ行２％琼脂糖凝胶电
泳，凝胶成像系统拍照。正常人外周血淋巴细胞

ＤＮＡ作为非甲基化阳性对照；过量ＣｐＧ（ＳｓｓＩ）甲基
化酶（美国ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ公司）修饰的淋巴
细胞ＤＮＡ作为甲基化阳性对照，ｄｄＨ２Ｏ代替ＤＮＡ
作为阴性对照。部分 ＭＳＰ产物进行直接测序验证
（南京金思特生物公司）。

１．５　统计学处理　采用ＳＡＳＶ８软件进行统计分
析。率的比较采用χ

２检验或Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法，检
验水平（α）为０．０５。血清ＤＮＡ甲基化与相应肿瘤
组织甲基化情况的一致性检验采用Ｋａｐｐａ检验。

２　结　果

２．１　组织ＤＮＡ中ＤＬＥＣ１甲基化检测　７１例ＣＲＣ
组织中，３２例ＤＬＥＣ１基因启动子区域ＣｐＧ岛发生
异常的过度甲基化，检出率为４５．１％，而相应正常组
织甲基化比例为７．１％（４／５６），差异有统计学意义
（Ｐ＜０．００１）。典型 ＭＳＰ电泳结果如图１所示。其
中，病例１５的癌组织（Ｔ）和病例１７的正常组织（Ｎ）
为不完全甲基化（视为甲基化）。测序结果进一步证
实 ＭＳＰ的准确性（图２）。

图１　结直肠癌患者组织和血清ＤＮＡ中ＤＬＥＣ１基因启动子甲基化检测结果

Ｆｉｇ１　ＭｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｔａｔｕｓｏｆＤＬＥＣ１ｇｅｎｅｉｎｍａｔｃｈｅｄｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｓｅｒｕｍｓａｍｐｌｅｓｏｆＣＲＣｐａｔｉｅｎｔｓ
Ｔ：ＣＲＣｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅ；Ｎ：Ａｄｊａｃｅｎｔｎｏｒｍａｌｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｔｉｓｓｕｅ；Ｂ：Ｂｅｎｉｇｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｄｉｓｅａｓｅｓ
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图２　ＤＬＥＣ１基因 ＭＳＰ结果测序

Ｆｉｇ２　ＭＳＰｐｒｏｄｕｃｔｏｆＤＬＥＣ１ｗａｓ

ｄｉｒｅｃｔｌｙｓｅｑｕｅｎｃｅｄａｎｄｃｏｎｆｉｒｍｅｄ
Ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄｃｙｔｏｓｉｎｅｓ（Ｃ）ｗａｓｎｏｔｃｏｎｖｅｒｔｅｄｔｏｕｒａｃｉｌ（Ｔ）ａｎｄｒｅ

ｍａｉｎｅｄａｓＣ．ＷＴ：ＴｈｅｗｉｌｄｔｙｐｅＤＬＥＣ１ｇｅｎｅｓｅｑｕｅｎｃｅ（ｓｈｏｗｎｈｅｒｅ

ｆｒｏｍ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓ １９６８３１９７０１， ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ

ＡＰ００６３０９）．ＭＳＰ：Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ；ＵＳＰ：Ｕｎｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ

２．２　血清ＤＮＡ中ＤＬＥＣ１甲基化检测　７１例ＣＲＣ
血清中，ＤＬＥＣ１基因启动子甲基化比例为３９．４％
（２８／７１），而在４０例非肿瘤对照组血清中，仅１例为
不完全甲基化（２．５％），差异有统计学意义（Ｐ＜
０．００１）。并且血清ＤＮＡ甲基化与相应肿瘤组织甲基
化情况有着良好的一致性（Ｋａｐｐａ＝０．８４６），若以肿
瘤组织甲基化情况为金标准，血清ＤＮＡ甲基化的敏
感性为８４．４％（２７／３２），特异性为９８．１％（５２／５３），
见表１。

表１　ＣＲＣ血清与相应肿瘤组织ＤＮＡ中

ＤＬＥＣ１甲基化的一致性

Ｔａｂ１　ＤＬＥＣ１ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｉｎＣＲＣｓｅｒａ

ｗａｓｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔｗｉｔｈｔｈａｔｉｎｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓ

ＤＬＥＣ１
ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ
ｉｎＣＲＣｓｅｒｕｍ

ＤＬＥＣ１ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｉｎＣＲＣｔｉｓｓｕｅ

Ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ Ｕｎｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ
Ｋａｐｐａｖａｌｕｅ

Ｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ ２７ １ ０．８４６
Ｕｎｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ ５ ５２

２．３　ＤＬＥＣ１启动子甲基化状态与临床病理特征的
相关性　如表２所示，肿瘤组织中ＤＬＥＣ１基因高甲
基化与 ＣＲＣ患者的年龄、性别、肿瘤位置、分化程
度、分期、淋巴结转移、远处转移以及血清 ＣＥＡ、

ＣＡ１９９水平均无相关（Ｐ＞０．０５）。

３　讨　论

　　ＤＮＡ甲基化是表观遗传学的一种调控机制，高
甲基化（ｈｙｐｅｒｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ）将引起抑癌基因表达下
调甚至沉默，进而导致肿瘤发生［８］。由于ＤＮＡ甲基
化状态的改变常发生于遗传学改变之前［９］，故早期
检测到ＣＲＣ特异性ＣｐＧ岛甲基化改变可作为肿瘤
发生的初期依据之一。

　　ＤＬＥＣ１基因定位于染色体３ｐ２２ｐ２１．３［２］，这是
一个在肿瘤中经常发生基因缺失的区域。ＤＬＥＣ１
在大部分人类正常组织中表达，而在肿瘤细胞及肿

瘤组织中表达下调或缺失。并且，转染ＤＣＥＣ１基因
到胃癌、结肠癌、肝癌、肺癌等细胞株中，明显抑制细
胞克隆形成及体内致瘤性［２，５６］，这些都表明ＤＬＥＣ１
具有抑癌基因功能，尽管其作用机制尚没有明确。
进一步研究表明，启动子高甲基化是导致ＤＬＥＣ１基
因失活的重要原因，在卵巢癌、鼻咽癌、肝癌、胃癌中
都存在ＤＬＥＣ１的高频甲基化［３６］；对肿瘤细胞株以
去甲基化药物五氮杂胞苷（５ａｚａＣｄＲ）处理，可使

ＤＬＥＣ１表达恢复［３，１０］。在结直肠癌中，Ｙｉｎｇ等［６］报

道，ＤＬＥＣ１异常甲基化在２９％（１０／３４）的癌组织中存
在，而相应正常肠黏膜中则未检出（０／１７）。我们的结
果也表明，４５．１％（３２／７１）的ＣＲＣ组织存在ＤＬＥＣ１高
甲基化，而相应正常组织为７．１％（４／５６），差异有统计
学意义，但ＤＬＥＣ１甲基化与肿瘤分化、分期、淋巴结转
移、远处转移等临床病理参数无相关性，提示ＤＬＥＣ１
甲基化可能是ＣＲＣ发生中的早期事件。

表２　ＤＬＥＣ１基因高甲基化与

ＣＲＣ临床病理特征相关性分析

Ｔａｂ２　ＡｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｏｆＤＬＥＣ１ｈｙｐｅｒｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ

ｗｉｔｈＣＲＣｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｆｅａｔｕｒｅｓ

Ｐａｔｉｅｎｔｓ Ｎｏ．
ＤＬＥＣ１ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ

ＭｅｔｈｙｌａｔｉｏｎＵｎｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ
Ｐｖａｌｕｅ

Ａｇｅ（ｙｅａｒ）

　＜６０ ４０ １６ ２４ ０．３２９

　≥６０ ３１ １６ １５
Ｓｅｘ

　Ｍａｌｅ ３７ １８ １９ ０．５２７

　Ｆｅｍａｌｅ ３４ １４ ２０
Ｔｕｍｏｒｓｉｔｅ

　Ｃｏｌｏｎ ４３ １９ ２４ ０．５３４

　Ｒｅｃｔｕｍ ２８ １３ １５
Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ

　Ｗｅｌｌ／ｍｏｄｅｒａｔｅｌｙ ４４ ２１ ２３ ０．５６６

　Ｐｏｏｒｌｙ／ｕｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅｄ ２７ １１ １６
Ｓｔａｇｅ

　Ⅰ／Ⅱ ３３ １４ １９ ０．６７６

　Ⅲ／Ⅳ ３８ １８ ２０
Ｌｙｍｐｈｍｅｔａｓｔａｓｉｓ

　Ｎｏ ３６ １５ ２１ ０．５５９

　Ｙｅｓ ３５ １７ １８
Ｄｉｓｔａｎｔｍｅｔａｓｔａｓｉｓ

　Ｎｏ ５７ ２４ ３３ ０．３１１

　Ｙｅｓ １４ ８ ６
ＣＥＡρＢ／（ｎｇ·ｍｌ－１）

　≥５．０ｎｇ／ｍｌ ２１ １０ １１ ０．７８０

　＜５．０ｎｇ／ｍｌ ５０ ２２ ２８
ＣＡ１９９ｚＢ／（Ｕ·ｍｌ－１）

　≥３７ ２４ １３ １１ ０．２７１

　＜３７ ４７ １９ ２８

　χ２ｔｅｓｔｏｒＦｉｓｈｅｒ’ｓｅｘａｃｔｔｅｓｔ

　　已知肿瘤患者外周血中存在一定数量的 ＤＮＡ
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（ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇＤＮＡ），含量远远高于正常人，其主要来
源于肿瘤细胞的坏死或凋亡以及循环肿瘤细胞或微

转移灶的裂解和增殖旺盛的肿瘤细胞所释放，且循
环ＤＮＡ具有肿瘤特征性的ＤＮＡ改变［１１］，可作为恶
性肿瘤诊断、监测的指标。因此，我们平行检测ＣＲＣ
患者血清 ＤＮＡ中 ＤＬＥＣ１甲基化状况，结果显示，

２８．２％（２２／７８）的血清标本中存在ＤＬＥＣ１基因高甲
基化，而非肿瘤对照组仅为２．５％（１／４０），差异具有
统计学意义。这与之前ＣＲＣ血清／血浆中研究较多
的一些甲基化位点，如ｐ１５ＩＮＫ４ｂ、ｐ１６ＩＮＫ４ａ、ＡＰＣ、ｈＭ
ＬＨ１、ＭＧＭＴ、ＲＡＳＳＦ１Ａ 等［１２１３］相比，敏感性和特
异性都是令人满意的。同时，以ＰＣＲ为基础的甲基
化检测技术的高度灵敏性，以及最新的一些高通量
检测手段的出现［１４］，使其相对于目前临床上常用的
以蛋白检测为基础的血清标记物，如癌胚抗原
（ＣＥＡ）、大分子糖蛋白抗原ＣＡ１２５、ＣＡ１９９等［１５］，
也具有一定优势。可见血清ＤＬＥＣ１甲基化检测有
望成为ＣＲＣ辅助诊断的新型分子标记。值得注意
的是，血清ＤＮＡ中ＤＬＥＣ１甲基化与相应ＣＲＣ组织
具有良好的一致性，更加肯定了其潜在的应用价值。
我们也发现，ＤＬＥＣ１甲基化与升高的ＣＥＡ、ＣＡ１９９
水平无关，提示ＤＬＥＣ１甲基化检测可以作为传统血
清标记物的补充。
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