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Abstract 
AIM: To investigate the value of detection of 
stool miR34b/c methylation in the diagnosis of 
colorectal cancer. 

METHODS: Multiple displacement amplifica-

tion (MDA) was used to amplify bisulfite modi-
fied genomic DNA, and methylation-specific 
PCR (MSP) was used to analyze methylation of 
miR34b/c in colorectal cancer tissue and stool 
DNA from 126 patients with colorectal cancer and 
stool DNA in 64 patients with benign diseases. 

RESULTS: In 126 cancer specimens and 
matched tumor-adjacent tissue specimens, 
95.2% (120/126) and 11.9% (15/126) showed 
methylation of miR34b/c, and there is a signifi-
cant difference in the rate of methylation be-
tween them (P < 0.01). There was no significant 
correlation between methylation of miR34b/c 
and clinicopathologic parameters (all P > 0.05). 
The rate of methylation of miR34b/c in stool 
DNA was significantly higher in cancer patients 
than in patients with benign disease (90.2% vs 
7.8%, P < 0.01). The sensitivity and specificity of 
detection of miR34b/c methylation in diagnosis 
of colorectal cancer were 90.2% and 92.2%, re-
spectively. 

CONCLUSION: The hypermethylation of 
miR34b/c is frequent in colorectal cancer and 
may be used as a novel diagnostic biomarker 
for colorectal cancer. MDA and MSP techniques 
provide ideal tools for analysis of methylation in 
trace DNA samples.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目的: 探讨粪便miR34b/c甲基化状态的检测在
结直肠癌早期诊断中的意义. 

■背景资料
结直肠癌的发病
率呈现出逐年上
升的趋势, 其发病
率 已 上 升 至 第 3
位; 早期结直肠癌
治愈率较高, 但晚
期预后差 .  因此 , 
寻找结肠癌的早
期诊断方法对提
高结直肠癌的治
愈率极为关键. 研
究发现miR34b/c
在结直肠癌中存
在高频甲基化异
常, 因此检测结直
肠癌组织和粪便
中的miR34b/c有
助于早期诊断或
筛查结直肠癌.

■同行评议者
白 雪 ,  副 主 任 医
师, 中国人民解放
军北京军区总医
院普通外科
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方法: 从126例结直肠癌患者癌组织、癌旁
组织、粪便和64例正常对照者的粪便中分
别提取DNA, 采用多重置换扩增(mu l t i p l e 
displacement amplification, MDA)技术对经过
亚硫酸氢盐修饰样本进行全基因组扩增, 结合
甲基化特异性PCR(methylation-specific PCR, 
MSP)检测组织和粪便中miR34b/c基因甲基化
状态. 

结果: 结直肠癌癌组织miR34b/c基因的甲基
化阳性率为95.2%(120/126), 对应的癌旁正
常组织为11.9%(15/126), 两者比较有显著差
异(P <0.01); miR34b/c甲基化状态与各临床病
理参数无显著相关(P >0.05). 结直肠癌粪便
miR34b/c甲基化阳性率为90.2%(111/123), 显
著高于正常对照7.8%(5/64), 差异有统计学意
义(P <0.01). 粪便DNA miR34b/c用于结直肠癌
早期诊断的敏感性为91.2% , 特异性为92.2%. 

结论: miR34b/c甲基化是结直肠癌的重要分
子特征, 检测粪便miR34b/c甲基化有望成为
结直肠癌早期诊断的一个全新的肿瘤标志物. 
MDA结合MSP为miRNA的甲基化分析提供了
一种较理想的研究手段. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言

结直肠癌(colorectal cancer, CRC)是我国最常见

的恶性肿瘤之一, 其发病率呈上升趋势, 且晚期

患者预后很差, 5年总体生存率较低. 因此, 早期

诊断是提高临床治愈率的关键. 然而, 到目前为

止尚无理想的早期筛查或诊断结直肠癌的非侵

入性手段[1]. 近年来研究认为miRNAs通过对多

种基因的调节广泛参与恶性肿瘤的发生和发展, 
还发现大约50%的miRNAs基因组富含CpG序

列, 是表观遗传沉默的重要靶点[2-4]. 前期研究表

明: 在结直肠癌中, miR34b/c存在高频率的甲基

化异常, 是结直肠癌的一重要分子特征[5,6]. 结直

肠癌脱落的癌细胞或分泌的游离DNA通过粪便

排出体外, 粪便DNA中也存在较高比例的肿瘤

DNA. 因此, 检测粪便miR34b/c基因甲基化有可

能成为新的结直肠癌早期诊断或筛查的生物标

志物. 本文采用多重置换扩增(multiple displace-
ment amplification, MDA)技术联合巢式甲基化

特异性PCR(methylation-specific PCR, MSP)技术

分析了126例结直肠癌患者粪便miR34b/c基因甲

基化状态, 以探讨其在结直肠癌早期诊断中的

应用价值. 

1  材料和方法

1.1 材料

1.1.1 标本收集: 肿瘤组织标本均来自我院普外

科和肝胆外科2011-06/2012-08住院结直肠患

者, 男67例, 女59例, 年龄为38-82岁, 中位年龄

52岁. 所有组织标本均经病理学检查证实. 术
前取肿瘤患者粪便, 半小时之内送实验室提取

DNA, -20 ℃保存; 并同期选择年龄相匹配的64
例正常对照者(37例腹股沟疝患者, 27例下肢静

脉曲张患者)作为粪便检测的对照 .  大肠癌患

者术后立即取癌组织、癌旁组织标本, 分装并

-80 ℃保存. 所有患者在术前均未接受过化疗或

放疗, 所有研究对象均知情同意并签署知情同

意书. 组织DNA提取试剂盒: 天根组织基因组

DNA提取试剂盒; 全血DNA提取试剂盒: 天根全

血基因组DNA提取试剂盒; 亚硫酸盐处理试剂: 
Wizard DNA Clean-up system(Promega公司)、
EZ DNA MethylationTM-Direct Kit; X-SssI内切酶

(英国NEB公司); 对亚硫酸氢盐转化的DNA进行

全基因组扩增试剂盒: EpiTect Whole Bisulfitome 
Kit(德国Qiagen); PCR扩增试剂: HotstarTaq DNA 
polymerase(德国Qiagen).
1.2 方法

1.2.1 基因组DNA的提取: (1)组织DNA的提取: 
组织应先打碎处理为细胞悬液, 蛋白酶K消化, 
然后参照说明书提取DNA; (2)粪便DNA的提取: 
取100-200 mg粪便, 用stool DNA Extraction Kit
提取DNA, 操作按说明进行, 最后用紫外分光光

度仪检测纯度及含量; (3)全血DNA的提取: 用天

根生化的全血基因组DNA提取试剂盒提取正常

人外周血样本中基因组DNA, 操作步骤按说明

书进行. 提取DNA后用SssⅠ处理的正常人淋巴

细胞基因组作为阳性对照, 未经处理的淋巴细

胞基因组作为阴性对照. 
1.2.2 基因组DNA的亚硫酸氢盐修饰: 组织基因

组DNA参照“Wizard DNA Clean-up system”

试剂盒进行修饰; 全血和粪便基因组DNA的亚

■研发前沿
利用粪便中miR-
NA作为筛查或诊
断结直肠癌的标
志物, 已成为目前
研究热点, 如何提
高粪便中靶DNA
高检出率是关键.
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硫酸氢钠修饰: 参照“EZ DNA Methylation TM-
Direct Kit”试剂盒说明书进行. 
1.2.3 MDA对亚硫酸氢盐转化的DNA进行全基

因组扩增: 使用EpiTect Whole Bisulfitome Kit扩
增试剂盒进行全基因组扩增, 即取5 μL亚硫酸氢

钠修饰的DNA, 加入5 μL 灭菌水, 再加入在冰上

配制的1 μL REPLI-g Midi DNA polymerase和29 
μL EpiTect WBA Reaction Buffer反应混合液, 振
荡混匀, 在28 ℃等温全基因组扩增反应8 h, 然后

95 ℃ 5 min终止反应, 4 ℃保存. 
1.2.4 甲基化特异性PCR和电泳分析: miR34b/c
甲基化及非甲基化引物参照参考文献[7], 引物

序列、退火温度和扩增产物长度(表1); PCR引

物由上海生工生物工程有限公司合成. 取2 μL
经过MDA扩增的基因组DNA为模板, PCR反应

体系为25 μL: 10×Buffer 2.5 μL , Mg2+ 0.5 μL, 
TaqDNA聚合酶0.2 μL , dNTP 2 μL, 甲基化和未

甲基化上、下游引物各1 μL, 经过MDA扩增的

基因组DNA 2 μL为模板, 灭菌用水15.8 μL. 同时

设立阳性对照、阴性对照和空白对照. PCR循环

参数: 95 ℃ 10 min, 95 ℃ 30 s, 59 ℃ 30 s, 72 ℃ 
30 s, 以上步骤共40个循环, 72 ℃延伸7 min. 经
上述PCR扩增后, 将5 μL PCR产物在2%琼脂糖

凝胶上进行电泳, 用凝胶成像系统观察结果并

拍照. 
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件进行数

据分析; 各标本miR34b/c甲基化检出率之间的比

较, 采用χ2检验, P <0.05认为统计学具有显著性

差异; P >0.05则认为统计学上无显著性差异. 诊
断的敏感性和特异性的计算采用相应公式计算. 

2  结果

2.1 结直肠癌组织miR34b/c基因甲基化的检出率 
在126例结直肠癌组织中, 95.2%(120/126)检测

出miR34b/c基因甲基化, 在对应的癌旁正常组织

只有11.9%(15/126)检出甲基化, 二者比较有极

显著性差异(P <0.01, 图1).
2.2 粪便miR34b/c基因甲基化检出率 在126例

结直肠癌患者粪便标本中, 有3例未能有效扩

增; 在剩余123例标本中, 90.2%(111/123)检测

出miR34b/c基因甲基化, 而对照粪便miR34b/c
甲基化检出率为7.8%(5/64). 与肿瘤组织标本

miR34b/c甲基化检出情况相比, 在所有120例
miR34b/c甲基化阳性的癌组织标本中, 只有111
例粪便标本为阳性; 癌组织为阴性的标本, 对应

的粪便标本也均为阴性, 提示粪便标本miR34b/c
甲基化检出率的敏感性稍有下降, 但特异性无

改变. 粪便miR34b/c基因甲基化诊断结直肠癌的

敏感性为91.2%, 特异性为90.2%. 
2.3 miR34b/c甲基化与结直肠癌临床病理参数的

关系 本实验对所有120例结直肠癌组织和111例
结直肠癌患者粪便miR34b/c基因甲基化与患者

性别、年龄、肿瘤位置、临床分期和病理分级

的相关性进行了检验分析, 未发现他们之间的

相关性(P >0.05, 表2). 

3  讨论

miRNA是一类19-25 bp的保守非编码、单链

RNA, 具有高效率的调节基因表达的作用. 一个

miRNA可与多个, 甚至上百个靶基因mRNA 3'
端特异性结合, 导致mRNA的降解或蛋白质翻译

的抑制, 在转录后水平调节基因的表达, 参与调

控细胞增殖和凋亡等重要的细胞生命活动, 提
示miRNA在肿瘤形成过程中可能扮演着重要

的角色[8,9]. 许多研究发现部分miRNA在结直肠

癌组织中是低表达或不表达, 进一步研究发现

这些miRNA是由于高甲基化而失去表达的[10,11]. 

■相关报道
K a l i m u t h o 等在
82例结直肠癌中, 
97.5%的病例显示
miR34b/c甲基化, 
并发现75%的血
浆DNA miR34b/c
甲基化. 75%的阳
性率对于结直肠
癌早期具有重要
的诊断价值.

表  1  miR34b/c基因的甲基化特异性PCR引物序列

     基因                           引物序列 退火温度(℃) 片段大小(bp)

miR34b/c-UF 5'-TGGTTTGTGGGGTTTTAAGG-3'        59       147

miR34b/c-UR 5'-TCCCAACCCCAAACCCTA-3' 

miR34b/c-MF 5'-ATTCGTTTCGTTTCGCGTTCGTTTC-3'        59       128

miR34b/c-MR 5'-CTAAAACTAACTCTCTCGACCCCG-3'

P1      P2     T1    T2     S1    M-P    U-P      C

150
  50

 bpm  u   m u  m  u  m  u  m  u   m  u  m  u   m  u  M

S2          S3         S4         S5        S6
m    u    m    u    m    u    m    u    m    u     M

图  1  MDA-MSP技术检测结直肠癌组织和粪便miR34b/c基
因的甲基化. P: 癌旁正常组织; T: 肿瘤组织; S: 粪便DNA; u: 

未甲基化; m: 甲基化; M-P: 甲基化阳性对照; U-P: 未甲基

化阳性对照; C: 空白对照; M: 标准分子量.

150
  50

 bp
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■创新盘点
目前尚无报道粪
便中miR34b/c甲
基化用于结直肠
癌 早 期 诊 断 .  本
文利用检测粪便
miR34b/c甲基化, 
同 时 采 用 M D A -
MSP技术, 大大提
高了miR34b/c甲
基化的检出率. 

2008年Toyota等[5]发现miR34b/c在结直肠癌中

存在高频率的高甲基化, 100%(9/9)的结肠癌细

胞系被甲基化, 90%(101/111)的结肠癌组织被

甲基化, 采用DNA甲基转移酶抑制剂5-脱氧杂

氮胞苷可通过去甲基化作用诱导结肠癌细胞株

miR34b/c的表达, 证实了miR34b/c甲基化和其低

表达的因果关系. 2011年Kalimutho等[7]进一步

证实了Toyota的发现, 在82例结直肠癌中, 97.5%
的病例显示miR34b/c甲基化, 并发现75%的粪便

DNA miR34b/c甲基化. 该研究表明: 尽管粪便

DNA miR34b/c的甲基化的检出率明显低于组织

的甲基化检出率, 但75%的阳性率仍可作为结直

肠癌早期筛查分子标志物. 粪便DNA甲基化检

出率较低的原因主要是模板DNA含量较低, 尤
其是经亚硫酸氢盐处理后, 模板DNA含量更低

和粪便中存在的PCR反应抑制因子. 因此, 如何

进一步提高粪便靶DNA含量和减少粪便中的抑

制因子是提高肿瘤基因的检出率的关键. 近几

年发展起来的MDA技术是专门用于低含量DNA
的扩增, 他是基于环状滚动扩增(strand displace-
ment amplification, SDA)方法创建的链置换扩增

技术. 该技术利用phi29DNA聚合酶和6聚体随机

引物在30 ℃恒温下对基因组进行大量扩增, 是
一种扩增效率高, 保真性能好的新兴的全基因组

扩增技术, 在单基因遗传病研究领域发挥了重要

作用[12-14]. 近几年也用于亚硫酸氢盐处理的DNA

全基因组扩增, 取得了非常理想的效果[7]. 此外, 
粪便要新鲜, 放置不能过长, 采用粪便DNA提

取专用试剂盒也有利于高质量粪便D N A的提

取. 本文采用敏感的MDA技术联合MSP技术发

现95.2%的结肠癌组织存在miR34b/c基因甲基

化, 与Kalimutho等[7]报道结果一致. 但粪便的阳

性率(90.2%)却明显高于Kalimutho报道的75%的

阳性率. 分析其原因可能是本实验除了采用增

加模板DNA的MDA技术外, 更重要的是在本实

验中新鲜粪便标本的取材到DNA的提取时间短, 
DNA破坏少, 可获得更多的粪便DNA. 此外, 在
本研究中, 远端结肠癌, 尤其是直肠癌病例较多, 
是否会影响miR34b/c检出结果, 尚需进一步研

究. 尽管我们采用了高敏感的MDA技术, 但特异

性并没有受到影响. 尽管有文献报道: 老年人正

常细胞的甲基化水平较高, 尤其是右半结肠低

分化黏液癌的发生与微卫星不稳定和甲基化异

常有关. 但是, 在本实验中, 我们未发现miR34b/c
甲基化与年龄、性别、临床分期、病理分级和

癌位置有相关性. 总之, 优化甲基化检测的各个

环节, 将显著提高miR34b/c甲基化的检出率. 粪
便miR34b/c甲基化将成为新的结直肠癌早期诊

断的生物标志物. 
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