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直 肠 癌 是 世 界 范 围 内 最 常 见 的 消 化 道 肿 瘤 之

一，中国是直肠癌的高发区,其病死率已跃居恶性

肿瘤第2位 [1]。目前，直肠癌的确切发病机制尚不

十 分 清 楚 ， 但 随 着 分 子 生 物 学 的 发 展 ， 其 致 癌 模

式 已 逐 渐 形 成 共 识 ： 多 个 癌 基 因 激 活 及 抑 癌 基 因

的失活；最近研究分析了基因启动子的CpG岛甲基

化 ， 证 实 甲 基 化 是 抑 癌 基 因 失 活 的 另 一 种 机 制 ，

且在某些情况下是抑癌基因失活的唯一机制 [2-3]。

本研究采用甲基化特异性聚合酶链式反应（MSP）

检测直肠癌中p15、syk基因启动子甲基化情况，

探讨其与直肠癌发生及预后的关系。

1  资料与方法

1.1  一般资料

1.1.1  标 本 与 临 床 资 料　 收 集 江 西 省 人 民 医 院

2011 年 9 月 —2012 年 12 月 手 术 切 除 的 55 例 直 肠

癌组织及匹配癌旁正常组织 ( 距肿瘤 5 cm 以上 )，

两 者 术 后 均 经 病 理 检 查 确 认。 其 中 男 31 例， 女 

24 例，男 女 比 例 为 1.29:1； 年 龄 24~88 岁， 其 中

<60 岁 者 19 例， ≥ 60 者 岁 36 例； 分 化 程 度： 高

分化 17 例，中分化 26 例，低分化 12 例；组织分型：

I 型 4 例（ 鳞 癌 ），II型 45 例（ 腺 癌 ），III 型  

6 例（其它）；采用国际抗癌联盟（UICC 2009）

病理 TNM 分期：I 期 19 例，II 期 23 例，III 期 8 例，

IV 期 5 例。55 例患者术前均未接受放化疗及免疫

治疗，排除直肠癌以外其余恶性肿瘤；其中 47 例

为 根 治 性 手 术（ 切 除 范 围 包 括 所 在 肠 袢 及 其 系 膜

和区域淋巴结、已侵犯邻近器官的全部或部分），

8 例为姑息性手术（仅切除癌肿及足够的两端肠段；
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摘   要	 目的：探讨直肠癌组织中 p15、syk 基因启动子甲基化状态与临床病理及预后之间的关系。

方法：采用甲基化特异性聚合酶链式反应（MSP）联合检测直肠癌组织及相应癌旁正常组织中 p15 及

syk 基因启动子甲基化状态，并分析两者间的关系、及其与临床病理资料之间和预后的关系。

结果：在 55 例直肠癌组织中，p15、syk 基因启动子甲基化发生率分别为 56.4%（31/55）、36.4%（20/55），

对应癌旁正常组织中发生率分别为 16.4%（9/55）、0%（0/55），两者间均有统计学差异（χ2=19.01，

P<0.05；χ2=24.44，P<0.05)；在癌组织中检测到 p15 启动子甲基化的 31 例中 10 例术后癌复发转移，

发生率为 32.2%（10/31），在癌组织中检测到 syk 基因甲基化的 20 例中 7 例术后发生复发转移，发生

率为 35.0%（7/20）。p15 基因启动子甲基化状态与直肠癌分化程度有关（P<0.05）；syk 基因启动子

甲基化状态与区域淋巴结转移及 TNM 分期有关（P<0.05）。p15 基因启动子甲基化的 31 例中，syk 基

因启动子甲基化 17 例，p15 与 syk 之间的甲基化状态有关（χ2=10.48，P<0.05)。

结论：直肠癌组织中 p15、syk 基因启动子高度甲基化，且两者具有协同性；p15、syk 基因启动子高度

甲基化与直肠癌的发生及术后复发转移密切相关，联合检测两者表达及基因启动子甲基化状态或有助

于直肠癌的早期诊断及预后评估。
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IV 期 5 例不可根治，余 3 例为急诊或高龄梗阻患者，

肿 瘤 已 转 移 至 系 膜 根 部 主 要 血 管 淋 巴 结 且 局 部 解

剖层次不清，手术风险极大，故缩小手术范围）；

术 后 辅 以 FOLFOX6 方 案（ 奥 沙 利 铂、5-FU、 亚

叶酸钙）化疗。所有标本取下后立即置于液氮中，

后转移至 -80 ℃冰箱保存。

1.1.2  主 要 试 剂　 基 因 组 DNA 提 取 试 盒、DNA 

Marker 及 引 物 均 购 自 大 连 Takara 公 司；wizard 

DNA 纯化试剂盒购自 Promega 公司；Instant PCR 

Kit 2.0 购自北京天恩泽基因科技有限公司。氢醌

与 亚 硫 酸 氢 钠 购 自 Sigma 公 司。 琼 脂 糖 凝 胶 粉、

溴化乙锭（EB）购自南昌赛尔科学仪器有限公司。

1.2  实验方法

1.2.1  直肠癌组织及癌旁组织总 DNA 的提取和亚

硫酸氢盐的修饰　取 100 mg 标本在未解冻的情况

下尽量切碎，然后严格按照试剂盒操作说明提取基

因组 DNA，1.5% 琼脂糖凝胶电泳检测，紫外分光

光度计鉴定后暂存在 -20 ℃冰箱中；参照以往操

作流程进行基因组 DNA 亚硫酸氢盐修饰和纯化 [4]。

1.2.2  巢 氏 MSP 法 检 测 p15、syk 甲 基 化 情 况

　p15 外 侧 引 物： 正 义 引 物：5'-CGC GCA CCC 

TGC GGC C-3'， 反 义 引 物：5'-CCG TGA GCG 

GGC CGG-3'，反应体系为 30 μL，包括修饰 DNA  

2 μL，PCR Magic Mix2.0 15 μL，p15 正 反 义 引

物各 1.0 μL，加水至 30 μL。反应条件为： 94 ℃预

变性 5 min，主循环 94 ℃ 30 s，57 ℃ 30 s，72 ℃  

1 min，总共 40 个循环，末次循环 72 ℃延伸 10 min，

产物保存于 4 ℃冰箱内。

p 1 5 甲 基 化 特 异 性 引 物 ： 正 义 引 物 ： 5 ' - G C G 

T T C  G T A  T T T  T G C  G G T  T - 3 ' ， 反 义 引 物 ： 5 ' -
CAA TAA CCG AAC GAC CGA-3'。p15非甲基化

特异性引物：正义引物：5' -TGT GAT GTG TTG 

GT T-3'，反义引物：5'-CCA TAC AAT AAC CAA 

AC-3'。第2轮巢氏MSP分别使用甲基化和非甲基化

引物进行扩增，除加入引物、第1轮PCR产物不同

外，反应体系其他部分与第1轮相同。反应条件：

甲基化引物退火温度为65 ℃，非甲基化引物退火

温度为60 ℃，其余与第1轮相同。MSP扩增产物经

1.5%琼脂糖凝胶电泳，EB染色，凝胶成像系统显

像并拍照观察结果。

s y k 基 因 M S P 的 具 体 实 验 方 法 （ 包 括 反 应 体

系、条件及所用引物）详见以往报道[4]。

1.3  随访 

术 后 患 者 门 诊 随 访 9 ~ 1 2 个 月 ， 每 3 个 月 随 访

1 次 ， 抽 血 查 肿 瘤 全 套 （ C E A 、 C A 1 9 - 9 、 C A 5 0

等 ） ， 并 常 规 直 肠 指 检 。 如 有 异 常 发 现 ， 则 行 全

腹部CT或（和）电子结肠镜检测，明确肿瘤有无

局部复发或远处种植转移。

1.4  统计学处理

所 得 数 据 应 用 S P S S  1 3 . 0 统 计 软 件 进 行 处 理

分析。p15、syk基因的异常甲基化频率及其与直

肠癌临床病理特征的分析数据比较采用χ 2检验。

P<0.05认为差异有统计学意义。

2  结　果

2.1  DNA 提取质量

55例直肠癌标本基因组DNA提取液在1.5%琼

脂糖凝胶（含EB 0.5  mg/mL）上电泳，凝胶成像

系统观察，结果显像不同标本提取的DNA片段大

小一致，为相同位置的单一条带（图1），提示提

取的基因组DNA质量符合要求。用紫外分光光度

计测试提取液260 nm与280 nm处吸光度，计算提

取液OD 260/OD 280值，为1.7~1.9，符合试剂盒相关

标准。

图 1　DNA 提取液电泳图　　1-5：直肠癌组织标本，电泳
显示提取的 DNA 片段大小一致，为相同位置的单一
条带；6：分子量标记

1 2 3 4 5 6

              

2.2  p15、syk 基因 MSP 扩增结果

应 用 M S P 法 分 别 对 直 肠 癌 组 织 及 匹 配 癌 周 正

常组织的基因组DNA进行p15、syk基因的甲基化

和非甲基化检测，MSP扩增产物在1.5%琼脂糖凝

胶上电泳，凝胶成像系统观察结果（图2-3）。

2.3  p15、syk 基因启动子甲基化及与直肠癌病理

特征之间的关系

在 5 5 例 直 肠 癌 组 织 中 ， p 1 5 、 s y k 基 因 启 动

子甲基化发生率分别为56.4%（31/55）、36.4%

（ 2 0 / 5 5 ） ， 对 应 癌 旁 正 常 组 织 中 发 生 率 分 别 为
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1 6 . 4 % （ 9 / 5 5 ） 、 0 % （ 0 / 5 5 ） ， 两 者 间 差 异 有

统计学意义（χ 2=19 .01，P<0 .05；χ 2=24 .44，

P<0 .05 )。结合随访调查，在癌组织中检测到p15

启动子甲基化的31例中10例术后癌复发转移（其

中单纯性复发6例，单纯性转移3例，复发并转移

1 例 ） ， 发 生 率 为 3 2 . 2 % （ 1 0 / 3 1 ） ； 而 在 癌 组 织

中检测到syk基因甲基化的20例中7例术后发生复

发转移（其中单纯性复发3例，单纯性转移2例，

复发并转移2例），发生率为35%（7/20）。p15

基 因 启 动 子 甲 基 化 状 态 与 直 肠 癌 分 化 程 度 有 关

（P<0.05），与患者年龄、性别、组织分型、区域

淋巴结转移及TNM分期无关（P>0.05）（表1）；

s y k 基 因 启 动 子 甲 基 化 状 态 与 区 域 淋 巴 结 转 移 及

TNM分期有关（P<0.05），与患者年龄、性别、

分化程度、组织分型无关（P>0.05）（表2）。在

p15基因启动子甲基化的31例中，syk基因启动子

甲 基 化 1 7 例 ； 在 p 1 5 基 因 启 动 子 非 甲 基 化 的 2 4 例

中，syk基因启动子甲基化仅3例，p15与syk基因

的甲基化状态具有相关性（χ2=10.48，P<0.05)。

图 2　p15 扩增产物电泳图　　1，3，6：水的阴性对照性对 
照；4-5：肿瘤组织甲基化扩增产物 148 bp; 2：癌旁
组织非甲基化扩增产物 154 bp；7：分子量标记

1 2 3 4 5 6 7

图 3　syk 扩增产物电泳图　　1-3：肿瘤组织甲基化扩增产
物 243 bp；4-6：癌旁组织非甲基化扩增产物 140 bp； 
7：水的阴性对照；8：分子量标记

1 2 3 4 5 6 7 8

表 1　p15 基因启动子甲基化状态与直肠癌临床病理特征之

间的关系 [n（%）]

变量              n p15 甲基化状态 P
M   U 

性别
　男  31 18（32.7）  13（23.6）

0.773
　女 24 13（23.6）  11（20.0）
年龄（岁）
　＜ 60 19 10（18.9）  9（16.4）

0.685
　≥ 60  36 21（38.2）  15（27.3）
分化程度
　高           17 6（10.9）  11（20.0）  
　中 26 15（27.3） 11（20.0） 0.036 
　低 12 10（18.2）  2（3.6）
组织分型
　I 4 3（5.5）  1（1.8）
　II   45   24（43.6）  21（38.2） 0.609
　III 6   4（7.3）   2（3.6）
区域淋巴结转移
　有 12  7（12.7）   5（9.1）

0.876
　无      43 24（43.6）  19（34.5）
TNM 分期
　I 19 7（12.7）  12（21.8）
　II 23 16（29.1）  7（12.7）        

  0.193
　 III 8  5（9.1）  3（5.5）
　IV 5  3（5.5） 2（3.6）

注：M 代表甲基化，U 代表非甲基化

表 2　syk 基因启动子甲基化状态与直肠癌临床病理特征之

间的关系 [n（%）]

变量              n syk 甲基化状态 P
M   U 

性别
　男  31 9（16.4）  22（40.0）

0.199
　女 24 11（20.0）  13（23.4）
年龄（岁）
　＜ 60 19 10（18.2）  9（16.4）

0.068
　≥ 60 36 10（18.2）  26（47.3）
分化程度
　高           17 7（12.7）  10（18.2）
　中 26 8（14.5） 18（32.7） 0.716 
　低 12 5（9.1） 7（12.7）
组织分型
　I 4 1（1.8）  3（5.5）
　II 45   17（30.9）  28（50.9） 0.867
　III 6    2（3.6）  4（7.3）
区域淋巴结转移
　有 12  9（16.4）   3（5.5）

0.002
　无      43 11（20.0）  32（58.2）
TNM 分期
　I 19 5（9.1）  14（25.5）
　II 23 4（7.3）  19（34.5）        

0.000
　III 8  6（10.9） 2（3.6）
　IV 5 5（9.1） 0（0.0）

注：M 代表甲基化，U 代表非甲基化
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3　讨　论

p15基因最初是beach研究小组克隆的一个p16

同类物，定位于9号染色短臂(9p21)，含2个外显子

（E 1与E 2） [5]，通过抑制细胞周期素依赖激酶4/6

（CDK4/6）的活性，阻止细胞由G1期进入S期，从

而 对 细 胞 的 异 常 增 生 和 变 异 起 负 调 控 作 用 ， 限 制

肿瘤的发生及发展 [6]。p15基因启动子甲基化在白

血病、膀胱移行上皮细胞癌及胶质母细胞瘤等 [7-9]

多 种 肿 瘤 组 织 中 均 有 报 道 。 吕 亚 莉 等 [ 1 0 ]运 用 M S P

法分析了p15基因第一外显子转录起始位点前后的

一段区域（包含启动子区CpG岛），检测并确定了

p15基因甲基化状态。席亚鸣等 [11] 采用相同方法

研究显示结直肠癌患者术前血清及术中癌组织p15

呈 高 甲 基 化 状 态 ， 而 癌 旁 组 织 明 显 低 于 癌 组 织 ；

经手术治疗1周后，患者血清p15甲基化发生率明

显 低 于 术 前 。 X u 等 [ 1 2 ]研 究 发 现 ， p 1 5 的 转 录 是 由

TGF-β诱导的，68%的结直肠癌患者存在p15基因

启动子区甲基化。杨彦林等 [13]采用免疫组化SP法

研究发现p15在结肠癌组织中的表达明显低于正常

组织，并且其表达与肿瘤的分化程度、Dukes分期

及有无淋巴结转移密切相关。

s y k 基 因 被 命 名 为 脾 酪 氨 酸 激 酶 （ s p l e e n 

tyrosine kinase），定位于人类染色体9q22区，最

初由Taniguch i等 [14]从猪脾cDNA中克隆出来，其

作 为 一 种 非 受 体 型 酪 氨 酸 激 酶 广 泛 表 达 于 造 血 细

胞 、 淋 巴 细 胞 及 血 管 内 皮 细 胞 上 。 研 究 [ 1 5 - 1 6 ]表 明

syk对T、B淋巴细胞的活性具有调节作用，前者表

达 缺 失 可 能 引 起 后 者 活 化 障 碍 ， 使 机 体 对 异 化 细

胞 的 识 别 、 杀 灭 能 力 降 低 ， 从 而 导 致 肿 瘤 的 发 生

和转移。杨祖立等 [17]运用MSP及逆转录-聚合酶链

式反应(RT-PCR)技术分析表明syk基因过甲基化失

表 达 参 与 了 结 直 肠 癌 的 发 生 ， 导 致 结 直 肠 癌 侵 袭

性 增 强 ， 患 者 术 后 复 发 转 移 率 增 高 ； 并 通 过 荧 光

素酶载体构建进一步证实CpG岛甲基化直接抑制了

s y k 启 动 子 的 活 性 ， 致 使 s y k 基 因 表 达 缺 失 ， 且 蛋

白印迹结果提示应用DNA甲基化转移酶I的抑制剂

5-Aza -CdR可以使因甲基化syk失活的结直肠癌细

胞 重 新 表 达 s y k  [ 1 8 ]。 基 因 启 动 子 区 域 的 异 常 甲 基

化与syk基因表达沉默在肝细胞癌中亦有报道[19]。

问 明 等  [ 2 0 ]通 过 免 疫 组 化 S P 法 研 究 总 结 s y k 表 达 缺

失的直肠癌细胞比syk阳性表达的直肠癌细胞具有

更高的侵袭和转移能力。

本研究显示，55例直肠癌组织中p15为56.4%

（ 3 1 / 5 5 ） ， 对 应 癌 旁 正 常 组 织 中 发 生 率 分 别 为

1 6 . 4 % （ 9 / 5 5 ） （ χ 2= 1 9 . 0 1 ，P< 0 . 0 5 ) ， 与 席 亚

鸣 等 [ 1 1 ]及 X u 等 [ 1 2 ]研 究 数 据 差 别 不 大 ， 说 明 p 1 5 甲

基 化 所 致 基 因 表 达 缺 失 可 能 与 直 肠 癌 发 生 有 关 ；

而 p 1 5 基 因 启 动 子 高 甲 基 化 低 表 达 与 直 肠 癌 分 化

程 度 有 关 （ P < 0 . 0 5 ） ， 与 患 者 年 龄 、 性 别 、 组

织 分 型 、 区 域 淋 巴 结 转 移 及 T N M 分 期 无 明 显 相

关 （P> 0 . 0 5 ） ， 这 与 梁 晶 等  [ 2 1 ]研 究 结 果 基 本 相

符合，但与杨彦林等 [ 13]研究其表达与有无淋巴结

转 移 密 切 相 关 未 能 一 致 ， 这 可 能 和 实 验 方 法 、 样

本 资 料 或 肿 瘤 部 位 的 差 别 有 关 ， 尚 需 多 中 心 研

究 证 实 。 5 5 例 直 肠 癌 组 织 中 ，  s y k 基 因 启 动 子 甲

基 化 发 生 率 为 3 6 . 4 % （ 2 0 / 5 5 ） ， 对 应 癌 旁 正 常

组 织 中 发 生 率 分 别 0 % （ 0 / 5 5 ） ， 两 者 差 异 明 显

（ χ 2= 2 4 . 4 4 ，P< 0 . 0 5 ) ； s y k 基 因 启 动 子 高 甲 基

化 低 表 达 与 区 域 癌 淋 巴 结 转 移 及 T N M 分 期 有 关

（P<0 .05），但与患者年龄、性别、分化程度、

组 织 分 型 无 明 显 相 关 （ P > 0 . 0 5 ） ， 这 与 大 量 报 

道 [17,20 ,22-23 ]结论相一致，syk基因启动子甲基化导

致 直 肠 癌 细 胞 的 侵 袭 和 转 移 能 力 增 强 ， 从 而 增 加

了 直 肠 癌 淋 巴 结 转 移 的 可 能 性 ， 使 肿 瘤 进 展 更

快。在p15基因启动子甲基化的31例中，syk基因

启动子甲基化17例，p15与syk基因的甲基化状态

具有相关性（χ 2=10.48，P<0.05)  ，说明两者启

动 子 甲 基 化 可 能 具 有 相 互 协 同 或 （ 和 ） 彼 此 影 响

的作用，共同促进直肠癌的发生与发展。

本 研 究 受 限 于 随 访 时 间 较 短 ， 仅 检 测 术 后

早期是否有复发转移，未能涉及p15、syk基因启

动 子 甲 基 化 状 态 与 患 者 长 期 生 存 率 的 关 系 ； 且 实

验 病 例 不 多 ， 局 限 于 随 访 条 件 ， 患 者 术 后 血 清 中

p15、syk甲基化状态无法检测，因此，尚需长时

间大样本量进一步调研。

综上所述，p15和syk可能相互协同，共同影

响 直 肠 癌 的 发 生 、 发 展 及 转 移 ， 联 合 检 测 两 者 表

达 及 基 因 启 动 子 甲 基 化 状 态 或 有 助 于 直 肠 癌 的 早

期诊断及预后评估。
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