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PRDM12、FOXE1、B3GAT2、VIM、SFRP2 基因在结直肠癌组织中的
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［摘要］ 目的 检测结直肠癌组织中 PR 结构域蛋白 12（PRDM12）、叉头框 E1（FOXE1）、β-1,3- 葡糖醛转移

酶 2（B3GAT2）、波形蛋白（VIM）、分泌型卷曲相关蛋白 2（SFRP2）基因的甲基化水平，初步评估上述基因作为结

直肠癌早期筛查标志物的潜力。方法　选取海军军医大学（第二军医大学）长海医院 31 例接受手术切除治疗的结直

肠癌患者的石蜡切片标本，使用焦磷酸测序法检测癌组织和相应癌旁正常组织中 PRDM12、FOXE1、B3GAT2、VIM、

SFRP2-1、SFRP2-2 基因启动子的甲基化水平。结果　31 例结直肠癌患者癌组织中 PRDM12、FOXE1、B3GAT2、 
VIM、SFRP2-1、SFRP2-2 基因启动子甲基化指数均高于相应癌旁正常组织，差异均有统计学意义（P 均＜0.01）。

在 31 例结直肠癌患者中，PRDM12、FOXE1、B3GAT2、VIM、SFRP2-1、SFRP2-2 基因启动子高度甲基化率分别为

87.1%（27/31）、90.3%（28/31）、80.6%（25/31）、77.4%（24/31）、74.2%（23/31）、64.5%（20/31）；在 18 例

早期（TNM Ⅰ～Ⅱ期）结直肠癌患者中，PRDM12、FOXE1、B3GAT2、VIM、SFRP2-1、SFRP2-2 基因启动子高度

甲基化率分别为 88.9%（16/18）、94.4%（17/18）、83.3%（15/18）、77.8%（14/18）、83.3%（15/18）、61.1%（11/18）。

结论　PRDM12 和 FOXE1 基因在结直肠癌组织中出现异常甲基化，初步判断两者有潜力成为结直肠癌早期筛查的分

子标志物。
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Methylation status of PRDM12, FOXE1, B3GAT2, VIM and SFRP2 genes in colorectal cancer
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［Abstract］ Objective To detect the methylation levels of PR domain-containing protein 12 (PRDM12), forkhead box E1 
(FOXE1), beta-1,3-glucuronyltransferase 2 (B3GAT2), vimentin (VIM) and secreted frizzled-related protein 2 (SFRP2) genes in 
colorectal cancer tissues, so as to evaluate their potentials as early screening markers for colorectal cancer. Methods　The paraffin  
specimen samples were collected from 31 colorectal cancer patients receiving surgical resection in Changhai Hospital, Naval 
Medical University (Second Military Medical University). The methylation levels of PRDM12, FOXE1, B3GAT2, VIM, 
SFRP2-1 and SFRP2-2 gene promoters in cancer tissues and corresponding paracancerous normal tissues were detected using 
pyrosequencing method. Results　The promoter methylation indexes of PRDM12, FOXE1, B3GAT2, VIM, SFRP2-1 and 
SFRP2-2 genes were significantly higher in the cancer tissues of the 31 patients than those in the paracancerous tissues (all  
P＜0.01). The positive methylation rates of PRDM12, FOXE1, B3GAT2, VIM, SFRP2-1 and SFRP2-2 gene promoters were 
87.1% (27/31), 90.3 (28/31) , 80.6% (25/31), 77.4% (24/31), 74.2% (23/31) and 64.5% (20/31), respectively. In the 18 cases 
of early stage (TNM Ⅰ-Ⅱ) colorectal cancer, the positive methylation rates of PRDM12, FOXE1, B3GAT2, VIM, SFRP2-1 
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and SFRP2-2 gene promoters were 88.9% (16/18), 94.4% (17/18), 83.3% (15/18), 77.8% (14/18), 83.3% (15/18) and 61.1% 
(11/18), respectively. Conclusion　PRDM12 and FOXE1 genes show abnormal methylation in colorectal cancer tissues, 
suggesting that they may serve as potential molecular markers for the early diagnosis of colorectal cancer.

［Key words］ pyrosequencing; PR domain-containing protein 12; forkhead box E1; DNA methylation; colorectal neoplasms
［Acad J Sec Mil Med Univ, 2020, 41(10): 1169-1174］

结直肠癌是我国常见的消化道肿瘤，由于饮食

和生活方式的改变，近年来我国结直肠癌发病率呈

上升趋势，男性、女性结直肠癌发病率分别位于恶

性肿瘤的第 5 位和第 4 位［1］。目前在结直肠癌早

期筛查工作中，常用的方法包括粪便隐血试验、粪

便免疫化学检测及金标准肠镜筛查，但前两者的灵

敏度和特异度不高，尤其对早期结直肠癌患者易造

成误诊、漏诊，而肠镜则因为肠道准备和检查时间

长、易引起疼痛等导致患者依从性不高［2］。因此，

探讨简便易行且兼具高灵敏度和高特异度的结直肠

癌筛查方法十分必要。

近年来随着基因甲基化检测技术的创新和发

展，以甲基化基因作为分子标志物筛查肿瘤的方法

越来越受到重视［3-6］，如 Septin9 基因甲基化已被用

于结直肠癌临床检测［7］，但目前能够应用到临床

的甲基化基因仍较少。本研究收集了海军军医大学

（第二军医大学）长海医院 31 例结直肠癌标本及

其相应癌旁正常结直肠组织标本，根据前期研究结

果［8］选取 PR 结构域蛋白 12（PR domain-containing 
protein 12，PRDM12）、叉头框 E1（forkhead box 
E1，FOXE1）、β-1,3- 葡糖醛转移酶 2（beta-1,3-
glucuronyltransferase 2，B3GAT2）、 波 形 蛋 白

（vimentin，VIM）、分泌型卷曲相关蛋白 2（secreted 
frizzled-related protein 2，SFRP2）基因进行甲基化

水平检测，初步评估其作为结直肠癌早期筛查标志

物的潜力。

1　材料和方法

1.1　标本来源　收集海军军医大学（第二军医大

学）长海医院 2018 年 3 月至 2018 年 7 月收治的

31 例结直肠癌患者经手术切除的癌组织及癌旁正

常组织标本并制成石蜡切片，其中癌旁正常组织距

离癌组织边缘 5 cm 以上，并经过组织病理学确认

无相关癌细胞浸润。纳入标准：（1）经手术及组

织病理学证实为结直肠癌；（2）患者知晓本次研

究内容，并签署知情同意书。排除标准：（1）标

本失活；（2）标本来源信息不全。本研究方案通

过海军军医大学（第二军医大学）长海医院医学伦

理委员会审批。

1.2　主要试剂及仪器　组织全基因组 DNA 提取

试剂盒（德国 Qiagen 公司）；DNA 甲基化试剂盒

（美国 ZYMO 公司）；Taq 酶 PCR 预混液试剂盒

（德国 Qiagen 公司）；LC480 Ⅱ PCR 扩增仪（瑞

士 Roche 公司）；NanoDrop ND-2000 微量紫外分

光光度计（美国 ThermoFisher Scientific 公司）；

焦磷酸测序检测相关试剂（瑞典 Biotage 公司）；

PSQ96 焦磷酸测序仪（德国 Qiagen 公司）。

1.3　检测方法　通过前期研究分析结果［8］，结

合相关文献报道，确定并选择基因 CpG 岛位置。

使 用 Pyro Mark Assay Design 2.0 软 件 设 计 特 异

性扩增引物及测序引物。引物和探针（表 1）
由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。

使用组织全基因组 DNA 提取试剂盒从石蜡组织

切 片 中 提 取 基 因 组 DNA，使 用 NanoDrop ND-
2000 微量紫外分光光度计测定 DNA 含量，按照

DNA 甲基化试剂盒说明书对基因组 DNA 进行亚

硫酸盐处理后，－70 ℃保存备用。PCR 反应体

系为 50 μL。基因组长片段扩增反应条件：95 ℃ 
5 min；94 ℃ 30 s，60 ℃ 40 s，72 ℃ 30 s，35 个

循环；72 ℃ 5 min。焦磷酸测序模板扩增反应条

件：95 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s，54 ℃ 40 s，72 ℃  
30 s，40 个循环；72 ℃ 3 min。将标有生物素的

PCR 产物与载有链霉亲和素的微珠混匀，变性后单

链化处理测序模板，放入焦磷酸测序仪中检测各基

因启动子 CpG 位点甲基化水平。

1.4　焦磷酸测序数据分析　使用焦磷酸测序检测

结直肠癌组织和相应癌旁正常组织标本各基因检测

位点出现甲基化的频率，利用焦磷酸测序仪的等位

基因频率分析软件对测序结果进行统计。甲基化程

度用甲基化指数（methylation index，MtI）衡量，

MtI＝基因甲基化位点峰值高度 /（甲基化位点峰值

高度＋非甲基化位点峰值高度）。MtI＜5% 为检测

背景值，≥5% 表示该位点出现甲基化。当癌组织

基因检测位点的 MtI 大于癌旁正常组织 MtI 的 95%
时，定义该基因高度甲基化。
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1.5　统计学处理　使用 SPSS 20.0 软件进行统计学

分析。呈正态分布的计量资料以 x±s 表示；呈偏

态分布的计量资料以中位数（下四分位数，上四分

位数）表示，采用 Wilcoxon 符号秩检验比较癌组

织与癌旁正常组织各基因 CpG 位点甲基化水平的

差异。计数资料以例数和百分数表示。检验水准

（α）为 0.05。

2　结　果

2.1　结直肠癌组织和癌旁正常组织中各基因启动

子甲基化水平　31 例患者中，男 23 例、女 8 例，

年龄为 38～65 岁，平均年龄为（45.29±4.36）岁，

结直肠癌 TNM 分期Ⅰ期 7 例、Ⅱ期 11 例、Ⅲ期

8 例、Ⅳ期 5 例。结直肠癌组织和癌旁正常组织

中 PRDM12 基因的 MtI 分别为 42.49%（24.59%，

52.52%）和 18.44%（16.87%，21.06%），癌组织

PRDM12 基因 MtI 高于癌旁正常组织（Z＝5.357，
P＜0.01）；在所测序的 PRDM12 基因 7 个 CpG 位

点中，癌组织MtI均高于癌旁正常组织（P均＜0.01， 

图 1A）。结直肠癌组织和癌旁正常组织中 FOXE1
基 因 的 MtI 分 别 为 36.22%（17.60%，42.53%）

和 6.90%（5.69%，9.64%）， 癌 组 织 FOXE1 基

因 MtI 高 于 癌 旁 正 常 组 织（Z＝－4.68，P＜ 

0.01）；在所测序的 FOXE1 基因 6 个 CpG 位点

中，癌组织MtI 均高于癌旁正常组织（P 均＜0.01， 
图 1B）。结直肠癌组织和癌旁正常组织中 B3GAT2
基因的 MtI 分别为 22.78%（8.21%，34.33%）和

7.97%（5.14%，10.26%），癌 组 织 B3GAT2 基 因

MtI 高 于 癌 旁 正 常 组 织（Z＝4.23，P＜0.01）；

在 所 测 序 的 B3GAT2 基 因 6 个 CpG 位 点 中，癌

组 织 MtI 均 高 于 癌 旁 正 常 组 织（P 均＜0.01， 
图 1C）。结直肠癌组织和癌旁正常组织中 VIM 基

因的MtI 分别为 33.25%（8.83%，70.36%）和 6.99%
（4.62%，11.82%），癌组织 VIM 基因 MtI 高于癌

旁正常组织（Z＝3.51，P＜0.01）；在所测序的

VIM 基因 7 个 CpG 位点中，癌组织 MtI 均高于癌

旁正常组织（P 均＜0.01，图 1D）。结直肠癌组

织和癌旁正常组织中 SFRP2-1 基因的 MtI 分别为

表 1　各基因引物和探针序列

基因 引物序列 (5＇-3＇)
PRDM12 F1: GAAATTTTTTTTYGGGGAGATGTGAGTATAGGGTTTTG

F2: GGGYGGGGGTTTAGGTGGGTTTTGT
R1: aaccttcaacaccccaaccatataCAAACCCRAAAAACAATACTAAAAACC
Seq: GTTAGATTAGAAGTATAAAATGTGA

FOXE1 F1: GGTTAATTTTTATTTTTTTAGGATAAAAAAGTG
F2: TTTTTAGGATAAAAAAGTGAGATGAGTT
R1: aaccttcaacaccccaaccatataACTAAAACCCRAAAAATTCAAAAACC
Seq: GTTTTTGGTAGAGGTTTGAAAAGT

B3GAT2 F1: GTTTTTTTAAGTTTTTTTGTGGGAAGATAGTAG
F2: GTTGTTATTGGTGGAGAGGGGTTG
R1: aaccttcaacaccccaaccatataATCACCCCCTCCAAAAAATCRTACAACCCC
Seq: GGAGGGATTTTTTGGTTTTT

VIM F1: GTTATTTTTYGTAGTTATGTTTATTAGGTT
F2: GAGTTTTAGTYGGAGTTAYGTGATTA
R1: aaccttcaacaccccaaccatataAAAAATCCACCRAATCCTACAAAAACC
Seq: TTATTYGTATTTATAGTTTGGGTAG

SFRP2-1 F1: TTATTATAGGGTATAYGYGGTTATTAGGGA
F2: GGTAATTTAGTAGAAATTTYGGATTGGGG
R1: aaccttcaacaccccaaccatataCCCTAAAATTTCTTTAAACAACAAAC
Seq: ATTTYGGATTGGGGTAAAATAAGTT

SFRP2-2 F1: GGGTYGGGTAAATAAGTTGGTTAGAGG
F2: GGTAAATAAGTTGGTTAGAGGTGGATATTG
R1: aaccttcaacaccccaaccatataCAAAACCCCTTATTAAAAATTCAAAAAACCC
Seq: GAGGGTTTTTAAAATAATGTAG

通用引物 R2: aaccttcaacaccccaaccatata
PRDM12：PR结构域蛋白 12；FOXE1：叉头框 E1；B3GAT2：β-1,3-葡糖醛转移酶 2；VIM：波形蛋白；SFRP2：分泌型卷曲相

关蛋白 2. F1、R1 分别为基因组长片段扩增反应上、下游引物； F2、R2 分别为焦磷酸测序模板扩增反应上、下游引物； Seq为焦

磷酸测序引物

第 10 期．徐　正，等．PRDM12、FOXE1、B3GAT2、VIM、SFRP2基因在结直肠癌组织中的甲基化水平
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28.25%（15.61%，48.61%） 和 11.80%（5.92%，

16.65%），癌组织 SFRP2-1 基因 MtI 高于癌旁正常

组织（Z＝4.02，P＜0.01）；在所测序的 SFRP2-1
基因 7 个 CpG 位点中，癌组织 MtI 均高于癌旁正

常组织（P 均＜0.01，图 1E）。结直肠癌组织和

癌旁正常组织中 SFRP2-2 基因的 MtI 分别为 8.85%

（5.51%，27.24%） 和 5.26%（4.09%，7.35%），

癌组织 SFRP2-2 基因 MtI 高于癌旁正常组织（Z＝ 

3.43，P＜0.01）；在所测序 SFRP2-2 基因的 7 个 
CpG 位点中，癌组织 MtI 均高于癌旁正常组织 
（P 均＜0.01，图 1F）。

 

2.2　不同 TNM 分期结直肠癌组织中各基因启动子

高度甲基化状态分析　在 31 例结直肠癌组织中，

PRDM12、FOXE1、B3GAT2、VIM、SFRP2-1、
SFRP2-2 基因启动子高度甲基化率分别为 87.1%
（27/31）、90.3%（28/31）、80.6%（25/31）、

77.4%（24/31）、74.2%（23/31）、64.5%（20/31），

可见 PRDM12 和 FOXE1 基因启动子高度甲基化率

较高，而 B3GAT2、VIM、SFRP2-1、SFRP2-2 基因

启动子高度甲基化率相对较低。

不同 TNM 分期的结直肠癌组织中各基因的高

度甲基化情况见表 2，在 18 例早期（TNM Ⅰ～Ⅱ

期）结直肠癌患者癌组织中，PRDM12、FOXE1、
B3GAT2、VIM、SFRP2-1、SFRP2-2 基因启动子高

度甲基化率分别为 88.9%（16/18）、94.4%（17/18）、

83.3%（15/18）、77.8%（14/18）、83.3%（15/18）、

61.1%（11/18）； 而 在 13 例 晚 期（TNM Ⅲ～Ⅳ

图 1　结直肠癌和癌旁正常组织中 PRDM12、FOXE1、B3GAT2、VIM、SFRP2 基因不同 CpG 位点甲基化水平差异

A：PRDM12；B：FOXE1；C：B3GAT2；D：VIM；E：SFRP2-1；F：SFRP2-2．PRDM12：PR 结构域蛋白 12；FOXE1：叉头框E1；

B3GAT2：β-1,3-葡糖醛转移酶 2；VIM：波形蛋白；SFRP2：分泌型卷曲相关蛋白 2；N：癌旁正常组织；T：癌组织.1～7 分别表示

不同CpG位点．**P＜0.01．n＝31
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期）结直肠癌患者癌组织中，PRDM12、FOXE1、
B3GAT2、VIM、SFRP2-1、SFRP2-2 基因启动子高

度甲基化率分别为 84.6%（11/13）、84.6%（11/13）、

76.9%（10/13）、76.9%（10/13）、61.5%（8/13）、

69.2%（9/13）。 由 以 上 结 果 可 见 PRDM12 和

FOXE1 基因启动子在早期结直肠癌组织中的高

度甲基化率较高，而 B3GAT2、VIM、SFRP2-1、
SFRP2-2 基因启动子高度甲基化率相对较低。

表 2　不同 TNM 分期结直肠癌组织中 

各基因启动子高度甲基化状态

                                           N＝31, n 

基因 高度甲基化状态
TNM分期

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ

PRDM12 阳性 7 9 7 4
阴性 0 2 1 1

FOXE1 阳性 7 10 7 4
阴性 0 1 1 1

B3GAT2 阳性 7 8 6 4
阴性 0 3 2 1

VIM 阳性 6 8 6 4
阴性 1 3 2 1

SFRP2-1 阳性 6 9 5 3
阴性 1 2 3 2

SFRP2-2 阳性 5 6 7 2
阴性 2 5 1 3

PRDM12：PR 结构域蛋白 12；FOXE1：叉头框E1；
B3GAT2：β-1,3-葡糖醛转移酶 2；VIM：波形蛋白；SFRP2：分
泌型卷曲相关蛋白 2

3 讨　论

结直肠癌为临床常见消化道恶性肿瘤，诊疗

核心是早发现、早治疗，因此早期的筛查尤为重

要［9-10］。近年来基因甲基化检测技术日益成熟，

已被用于各类肿瘤疾病的早期筛查。目前在结

直肠癌早期筛查中已应用到临床的甲基化检测

基因有 Septin9、N-myc 下游调节基因 4（N-myc 
downstream-regulated gene 4，NDRG4）等［5,11］。Su
等［12］检测了 172 例结直肠癌组织中 Septin9 基因甲

基化情况，其中 152 例为阳性，灵敏度为 88.4%。

Xiao 等［13］发现结直肠癌组织中 NDRG4 基因的甲

基化阳性检出率为 81%，而在癌旁正常组织中仅

为 8.3%。本研究发现 PRDM12 和 FOXE1 基因在结

直肠癌组织中的甲基化率分别为 87.1%（27/31）
和 90.3%（28/31），高 于 上 述 报 道 的 Septin9、
NDRG4 基因甲基化率，提示 PRDM12 和 FOXE1 基

因甲基化有潜力成为辅助诊断候选标志物。

PRDM12 基因位于人第 9 号染色体 9q34.12
上，属于含有 PR/SET 蛋白结构域的转录调控因子

家族成员。PRDM12 是重要的转录调节因子，能够

调控神经分化和形成，与实体肿瘤和血液恶性肿瘤

发生相关［14-15］。FOXE1 基因位于人第 9 号染色体

9q22.33 上，是叉头转录因子家族成员，既往研究

表明 FOXE1 是重要转录因子，与甲状腺癌、胰腺

癌、皮肤鳞状细胞癌的发生直接相关［16］。Dai 等［17］

研究表明结直肠癌中 FOXE1 基因低表达，且导致

结直肠癌预后不良，这可能与 FOXE1 基因高甲基

化使基因功能受到抑制有关。

本研究通过焦磷酸测序检测 31 例结直肠癌组

织中多个基因的甲基化状态，结果发现 PRDM12、
FOXE1、B3GAT2、VIM、SFRP2-1、SFRP2-2 基

因启动子甲基化水平在结直肠癌组织与癌旁正常

组织中均存在差异（P 均＜0.01），且 PRDM12、
FOXE1 基因启动子高度甲基化率高于既往文献报

道较多的 VIM、SFRP2、Septin9、NDRG4 等基因

的甲基化率［4,18-20］。在 18 例早期（TNM Ⅰ～Ⅱ期）

结直肠癌中，PRDM12、FOXE1 基因启动子高度甲

基化率分别为 88.9%（16/18）、94.4%（17/18），

提示 PRDM12、FOXE1 基因甲基化在早期结直肠

癌患者诊断中可能具有一定价值。B3GAT2 基因编

码葡萄糖醛酸转移酶家族的跨膜蛋白，参与人自然

杀伤蛋白 1 碳水化合物表位的合成，与神经系统的

细胞迁移和黏附有关，有研究发现 B3GAT2 蛋白表

达下降与其基因启动子甲基化有关［21］。VIM 通常

在正常的间充质细胞中表达，并且其高甲基化与癌

转移相关［22］。SFRP2 蛋白主要参与 Wnt 信号通路

相关蛋白的表达，有研究发现有该蛋白参与骨肉瘤

和结直肠癌的癌细胞迁移［23-24］。但本研究结果显

示，与 PRDM12 和 FOXE1 相比，VIM、SFRP2-1、 
SFRP2-2 基因在结直肠癌组织中的甲基化水平相

对较低，但由于这些基因均是在癌细胞扩散阶段发

挥功能，可能不适合作为早期结直肠癌筛查的标 
志物。

综上所述，PRDM12 和 FOXE1 基因在结直肠

癌组织中出现异常甲基化表达，初步判断两者有潜

力成为结直肠癌早期辅助诊断的分子标志物，值得

进一步研究。后期我们将在本研究结果的基础上收

集肠炎、息肉、腺瘤患者及健康人的组织和粪便

样本，比较癌症与炎症、息肉、腺瘤及健康人人群

中基因甲基化水平的差异，进一步探索 PRDM12、
FOXE1 基因甲基化应用于结直肠癌早期筛查的可

能性。

第 10 期．徐　正，等．PRDM12、FOXE1、B3GAT2、VIM、SFRP2基因在结直肠癌组织中的甲基化水平
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