
■背景资料
人 巨 细 胞 病
毒 ( h u m a n 
cytomegalovirus, 
HCMV)是人群普
遍感染的一种疱
疹病毒 ,  且以潜
伏感染为主而长
期携带病毒 .  研
究表明 ,  HCMV
感染与某些恶性
肿瘤有关 ,  如脑
肿瘤、乳腺癌、
结肠癌、前列腺
癌及横纹肌肉瘤
等. HCMV与结肠
癌的关系研究目
前大多局限于结
肠癌组织HCMV
的检出率 ,  缺乏
HCMV感染后不
同基因表达与临
床病理特征关系
的比较研究.

何云, 叶梦思, 周羽翙, 林豪, 杨守醒, 薛战雄, 薛向阳, 蔡
振寨, 温州医科大学附属第二医院消化内科 浙江省温州
市 325027

何云, 住院医师, 在读硕士, 主要从事大肠癌基础与临床方面
研究. 

浙江省自然科学基金资助项目, No. LY15H160059
浙江省医药卫生科技基金资助项目, No. 2016KYB192
温州市科技计划项目, No. Y20140691

作者贡献分布: 蔡振寨、薛战雄及薛向阳负责课题设计及指
导; 何云负责课题实施、数据分析及论文写作; 叶梦思、周羽
翙、杨守醒及林豪协助标本收集、负责试剂提供及参与部分
实验内容.

通讯作者: 蔡振寨, 副教授, 副主任医师, 硕士生导师, 325027, 
浙江省温州市鹿城区学院西路109号, 温州医科大学附属第二
医院消化内科. czz77@sina.com
电话: 0577-88002715

收稿日期: 2015-12-28 
修回日期: 2016-01-18
接受日期: 2016-01-23 
在线出版日期: 2016-03-08

Clinical significance of 
expression of human 
cytomegalovirus genes in 
colorectal cancer

Yun He, Meng-Si Ye, Yu-Hui Zhou, Hao Lin, 
Shou-Xing Yang, Zhan-Xiong Xue, Xiang-Yang Xue, 
Zhen-Zhai Cai

Yun He, Meng-Si Ye, Yu-Hui Zhou, Hao Lin, Shou-
Xing Yang, Zhan-Xiong Xue, Xiang-Yang Xue, Zhen-
Zhai Cai, Department of Gastroenterology, the Second 
Affiliated Hospital of Wenzhou Medical University, 
Wenzhou 325027, Zhejiang Province, China

Supported by: Zhejiang Provincial Natural Science 
Foundation of China, No. LY15H160059; Zhejiang 
Provincial Medical and Health Science and Technology 
Project, No. 2016KYB192; Wenzhou Municipal Science 
and Technology Bureau, No. Y20140691

Correspondence to: Zhen-Zhai Cai, Associate 
Professor, Associate Chief Physician, Department of 
Gastroenterology, the Second Affiliated Hospital of 
Wenzhou Medical University, 109 Xueyuan West Road, 
Lucheng District, Wenzhou 325027, Zhejiang Province, 
China. czz77@sina.com 

Received: 2015-12-28
Revised: 2016-01-18
Accepted: 2016-01-23
Published online: 2016-03-08 

Abstract
AIM: To detect the expression of human 
cytomegalovirus (HCMV) infection related 
genes in colorectal cancer tissues and their 
relationship with clinicopathological features 
of colorectal cancer. 

METHODS: HCMV UL135, UL136, US28 and 
IE1 gene expression in colorectal cancer tissues 
and corresponding adjacent normal samples 
was determined by nested PCR. The accuracy 
of nested PCR results was confirmed by SDS-
PAGE and DNA sequencing analysis. The 
relationship between HCMV gene expression 
and clinicopathological features of patients 
with colorectal cancer was also analyzed. 
Statistical methods included Chi-square test 
or Fisher exact probability test and logistic 
regression model analysis. 

RESULTS: The results of nested PCR were 
confirmed to be reliable. The positive expression 
rates of UL135, UL136 and US28 genes in the 
colorectal cancer tissues were 35.0%, 15.0% and 
60.0%, respectively; and they were 16.7%, 1.7% 
and 18.3% in corresponding normal tissues. The 
positive expression rates of UL135, UL136 and 
US28 genes in the colorectal cancer tissues were 
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■研发前沿
H C M V 感 染 后
相 关 基 因 在 大
肠癌组织及癌旁
正常组织表达是
否有差异及是否
与大肠癌的发生
发展相关? 目前
研究较少 .  本研
究使用巢式PCR
研究病毒潜伏相
关基因UL135 、
U L 1 3 6 、U S 2 8
及病毒复制相关
基因I E 1 在大肠
癌的表达及其与
临床病理特征的
关 系 , 为 深 入 研
究HCMV相关基
因功能提供临床
依据.

significantly higher than those in corresponding 
normal tissues (P < 0.05 for all). There was no 
significant difference in the positive expression 
rate of IE1 between colorectal cancer tissues 
(13.3%) and corresponding normal tissues (10%). 
The expression of UL135, UL136 and IE1 genes 
had no significant association with gender, age, 
tumor size, histological differentiation, metastasis 
or Dukes stage. The expression of US28 had 
a significant association with lymph node 
metastasis and Dukes stage, but not with age, 
gender, tumor size or histological differentiation. 

CONCLUSION: UL135, UL136 and US28 gene 
expression is more often found in colorectal 
cancer tissues than in corresponding normal 
tissues, among which US28 has a significant 
association with lymph node metastasis and 
Dukes stage of colorectal cancer. Our findings 
suggest that some HCMV genes may play a 
role in the occurrence and development of 
colorectal cancer. 

© 2016 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的:  初 步 探 讨 人 巨 细 胞 病 毒 ( h u m a n 
cytomegalovirus, HCMV)感染相关基因在
大肠癌的表达及与大肠癌临床病理特征的
关系.  

方法:  巢式P C R方法检测60例大肠癌患
者的肿瘤及癌旁正常肠黏膜组织H C M V 
UL135、UL136、US28 及IE1 基因; SDS-
PA G E凝胶电泳分析结合基因测序方法
验证巢式P C R结果的准确性, 用卡方检验
或F i s h e r确切概率法比较两组间阳性率 , 
Logistic回归分析HCMV感染与大肠癌患者
临床病理特征的关系. 

结果: SDS-PAGE凝胶电泳分析结合基因
测序方法验证了巢式P C R结果的准确性 . 
U L135 、U L136 及U S28 基因在大肠癌组

织表达的阳性率分别为35.0%、15.0%及
60.0%, 在癌旁正常肠组织的表达阳性率分
别为16.7%、1.7%及18.3%, 两组具有显著性
差异(均P <0.05); IE1在大肠癌组织表达的阳
性率(13.3%)与癌旁组织表达阳性率(10%)差
异无显著意义. Logistic回归分析HCMV基因
与大肠癌患者临床病理特征的关系, 结果发
现UL135、UL136 及IE1 基因表达与患者性
别、年龄、肿瘤大小、病理分化程度、淋
巴结转移及Dukes分期无关, 而US28基因表
达与淋巴结转移及Dukes分期相关, 但和性
别、年龄、肿块大小及病理分化程度无关. 

结论: 大肠癌组织中UL135、UL136及US28
基因表达较癌旁正常组织显著升高, 其中
US28阳性表达与大肠癌淋巴结转移及Dukes
分期相关, 提示HCMV某些基因表达可能参
与大肠癌的发展. 

© 2016年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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临床病理特征

核心提示: 多数研究表明人巨细胞病毒(human 
cytomegalovirus, HCMV)感染与大肠癌关系密

切, 但H C M V感染后是否促进大肠癌的发展

缺少临床证据, 本研究采用巢式PCR技术检测

HCMV相关基因在肠癌中的表达及与临床病理

特征的关系, 为HCMV在大肠癌发展中的作用

提供临床证据. 
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0  引言

人巨细胞病毒(human cytomegalovirus, HCMV)
是人群普遍感染的一种疱疹病毒 [1],  且多以

潜伏感染使人群长期携带病毒. 已有研究报

道HCMV感染与大肠癌密切相关[2-4], HCMV
基因组约含200个开放阅读框(open reading 
frame, ORF)[5,6], 编码至少22条microRNA[7-10]及

一些长链非编码RNA(long non-coding RNAs, 
lncRNA)[11], 这些基因在大肠癌组织及癌旁

正常组织表达是否有差异及是否与大肠癌的

发生发展相关? 目前研究较少. 本研究使用
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巢式聚合酶链反应(nested polymerase chain 
reaction, PCR)研究病毒潜伏相关基因UL135、
UL136、US28及病毒复制相关基因IE1在大肠

癌的表达及其与临床病理特征的关系. 为深入

研究HCMV相关基因功能提供临床依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 60例大肠癌标本来自于2013-12/2015-
05经内镜活检提示肠癌并在温州医科大学附属

第二医院行手术切除者, 60例配对标本取自癌

旁正常肠黏膜组织(距肿瘤组织5 cm以上), 所有

患者手术前均未行化疗或放射性治疗. 其中男

32例, 女28例, 年龄34-84岁, 平均61.1岁±11.5岁. 
标本于离体后30 min内保存在液氮中备用, 所
有肿瘤病理分化程度判定由两位高年资病理科

医师确定, 患者均签署知情同意书, 本课题由温

州医科大学附属第二医院伦理委员会通过. 组
织基因组DNA提取试剂盒、 琼脂糖凝胶DNA
回收试剂盒购自天根生化科技有限公司; KOD-
plus试剂盒购自日本Toyobo公司, pMD19-T连接

试剂盒购自TaKaRa公司; E. coli  DH 5α菌株由本

实验室保存; PCR引物由本实验室设计并委托上

海生工生物工程有限公司合成. 
1.2 方法

1.2.1 大肠癌组织DNA提取: 标本DNA提取步

骤参照组织基因组DNA提取试剂盒说明书. 所
有提取的组织DNA经分光光度计测浓度后保

存于-20 ℃备用. 
1.2.2 巢式PCR检测大肠癌组织及癌旁正常肠

组织HCMV基因表达: 根据我们实验室前期的

研究, 选取UL135、UL136、US28及IE1基因

作为检测的靶基因, 将提取的组织DNA进行巢

式PCR鉴定. 第一轮PCR反应体系为: DNA模

板1.0 μL, Kod-plus酶0.5 μL, 10×buffer 2.5 μL, 
2.5 mmol/L dNTPs 2.5 μL, 25 mmol/L MgSO4 
1.0 μL, 20 μmol/L外引物各1.0 μL, ddH2O 15.5 
μL, 引物系列及反应条件如表1. 第二轮PCR
反应体系为: 第一轮PCR产物1.0 μL, Kod-plus 
0.5 μL, 10×buffer 2.5 μL, 2.5 mmol/L dNTP 
2.5 μL, 25 mmol/L MgSO4 1.0 μL, 20 μmol/L内
引物各1.0 μL, ddH2O 15.5 μL, 反应条件同第

一轮PCR, 反应结束后0.1 mg/mL EB染色, 260 
nm紫外成像. 并将扩增目的片段进行琼脂糖凝

胶DNA回收, 步骤参照试剂盒说明书. 回收后

连于pMD19-T载体, 并转化至E. coli  DH 5α感

受态细胞内, 挑取阳性单克隆并用M13通用引

物鉴定后, 送上海生工生物工程有限公司测序

鉴定. 
统计学处理 采用SPSS22.0统计学软件进行

统计学处理. 2组之间阳性率比较采用卡方检验

或者Fisher确切概率法, 基因表达与临床病理学

特征的关系用Logistic回归分析. P<0.05为差异

有统计学意义. 

2  结果

2.1 巢式PCR结果分析 本实验通过巢式PCR对
大肠癌及其癌旁正常组织中的HCMVUL135、
UL136、IE1及US28进行扩增, 可见部分组织

DNA经两轮PCR后在2%琼脂糖凝胶中可出现

特异性条带(图1A), 结果显示得到目的条带, 送
上海生工生物工程有限公司的测序结果亦证实

基因产物的准确性. 
2.2 HCMV 基因在大肠癌组织和癌旁正常肠

组织中的表达 巢式PCR法检测4个HCMV基

因在大肠癌及癌旁正常肠组织表达的阳性率

结果显示US28在大肠癌组织中的表达阳性率

(36/60, 60.0%)最高, 而IE1在大肠癌组织表达

的阳性率(8/60, 13.3%)最低. 而在癌旁正常肠

组织中US28表达阳性率(11/60, 18.3%)也是最

高, 而UL136在癌旁正常肠组织中几乎不表达, 
仅1.7%. UL135、UL136及US28在癌组织的

检出率均明显高于在癌旁正常组织的检出率

(P <0.05). 而IE1在癌组织及癌旁正常组织的检

出率无明显差别(图1B). 
2.3 HCMV基因表达与临床病理特征关系 进一

步分析HCMV基因表达与患者临床病理资料

发现, UL135、UL136及IE1基因表达与性别、

年龄、肿瘤大小、病理分化程度、淋巴转移

及Dukes分期无关, 而US28表达则与肿瘤淋巴

转移及Dukes分期相关, 而与性别、年龄、肿

瘤大小及肿瘤分化程度无关(表2). 

3  讨论

肿瘤的发生是一个多因素参与的复杂过程, 是
环境因素和遗传因素共同作用的结果, 环境因

素或生活方式决定了绝大多数肿瘤的发病, 已
经得到公认[12]. 随着人乳头瘤病毒疫苗预防宫

颈癌的成功, 感染作为肿瘤的诱因引起了研究

者的极大关注, 并成为目前肿瘤病因和发生机

制研究的热点. 据统计, 2008年全球约有16.1%

■创新盘点
以 H C M V 潜
伏 感 染 相 关
基 因U L 1 3 5 、
UL136、US28 及
病毒复制相关基
因I E 1 为靶基因
检测其在大肠癌
组织及癌旁正常
肠组织的表达差
异并结合临床病
理特征分析 ,  有
助 进 一 步 明 确
HCMV感染在大
肠癌发生、发展
中的作用 ,  相关
报道较少.
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的肿瘤归因于感染因素, 而发展中国家则约

22.9%的肿瘤与感染有关[13]. 越来越多研究表

明[14-17], HCMV感染与某些恶性肿瘤有关, 如脑

肿瘤, 乳腺癌, 前列腺癌,横纹肌肉瘤. 多个文献

报道[2-4,18], 结肠癌组织HCMV DNA阳性率明显

高于癌旁正常组织, HCMV感染与结肠癌密切

相关, HCMV可能作为一种促癌因素存在. 本

研究检测4个HCMV基因发现HCMV潜伏感染

相关基因UL135、UL136及US28在大肠癌组

织表达阳性率明显高于癌旁正常肠黏膜组织, 
进一步验证了HCMV感染与大肠癌相关. 

在HCMV潜伏感染期间, 病毒基因组在宿

主体内持续存在, 缺乏病毒显性感染的表现, 
仅有少部分基因组表达[19,20]. 目前关于HCMV

■应用要点
研 究 H C M V 感
染后哪些基因在
大肠癌组织表达
及其与临床病理
特征的关系 ,  有
助于进一步明确
HCMV在大肠癌
发生、发展中的
作用 ,  也为大肠
癌的防治提供理
论依据.

     

表  1  UL135 、UL136 、US28 及IE1 基因引物系列及巢式PCR反应主要条件

基因
                                   引物(5'-3') PCR条件

              正向               反向 退火温度(℃) 退火时间(s) 循环 目标片段大小(bp)

UL135 ATGGTGTGGCTGTG TCAGGTCATCTGCA 65 30 35 927

GCTCGGCGTCGGGC TTGACTCGGCGTCC

TCCTCG1 TTCATG1

GGATGGTCTGCCGA   CGCTGGCCGAGGAC 57 30 35 143

TAGATAAACCCG2 GACAAAGA2

UL136 ATGTCAGTCAAGGG TTACGTAGCGGGAG 60 30 35 723

CGTGGAGATGC1 ATACGGCGTTC1

GCGGTGTTTCACGT ATGGCTCGCCGTCT 65 30 35 191

TATCTGTGC2 GCTTCT2

US28 TCGCGCCACAAAGG GACGCGACACACCT 60 30 33 390

TCGCAT CGTCGG

IE1 AGCCTTCCCTAAGA CATAGCAGCACAGC 60 30 32 290

CCACCAAT ACCCGACA

1第一阶段引物; 2第二阶段引物.

     

表  2  巢式PCR检测大肠癌标本US28、UL135、UL136及IE1表达与临床病理特征的相关性分析

临床参数
US28 UL135 UL136 IE1

阳性 阴性 P 值 阳性 阴性 P 值 阳性 阴性 P 值 阳性 阴性 P 值

性别 0.92 0.91 0.83 0.86

  男 19 13 11 21 5 27 5 27

  女 17 11 10 18 4 24 3 25

年龄(岁) 0.75 0.55 0.77 0.98

  <60 15 11   8 18 3 23 4 22

  ≥60 21 13 13 21 6 28 4 30

肿瘤大小(cm) 0.29 0.42 0.15 1.00

  <5 16 14 12 18 2 28 4 26

  ≥5 20 10   9 21 7 23 4 26

分化程度 0.29 0.34 0.85 0.59

  高中分化 19 16 14 21 6 29 6 29

  低分化 17   8   7 18 3 22 2 23

淋巴转移 0.03 0.43 0.74 0.94

  有 24   9 13 20 5 28 5 28

  无 12 15   8 19 4 23 3 24

Dukes分期 0.03 0.43 0.74 0.94

  A-B 12 15   8 19 4 23 3 24

  C-D 24      9　 　     13　     20　 5     28　 　     5　 28 　
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感染状态与肿瘤组织关系的研究少有报道 . 
Jin等[21]报道胃癌肿瘤上皮组织和正常上皮组

织中表达IE1基因和UL133-UL138基因, 其中

UL133、UL135、UL136在肿瘤组织和正常组

织中表达有显著性差异, 但IE1基因表达无显

著性差异. IE1基因在HCMV病毒DNA复制、

病毒再激活及单核巨噬细胞分化中起重要作

用 [22,23]. 本研究结果表明潜伏感染相关基因

UL135、UL136及US28在大肠癌组织和癌旁

正常组织中表达存在显著差异, 而代表显性感

染的IE1基因在大肠癌及癌旁正常组织表达无

差异, 说明HCMV潜伏感染表达的基因与大肠

癌的发生、发展关系密切, 未来可更加侧重研

究HCMV潜伏感染相关基因在大肠癌发生、

发展中的作用. 
目前尚无正常组织感染HCMV病毒后直

接发生癌变的现象, 因此目前无关键证据证明

病毒感染与肿瘤发生直接相关[24,25], 但越来越

多证据均显示, HCMV感染可作为一种促癌因

素参与肿瘤的发生、发展. HCMV感染后可

能通过以下途径促进肿瘤的发展: (1)诱导染

色体断裂: HCMV感染时, 在细胞的DNA合成

期(S期)会出现特殊的1号染色体断裂[26], 这种

染色体不完整性联合其他细胞毒性因子会明

显弱化宿主基因组稳定性, 阻断DNA修复途

径, 被认为是主要的促癌条件[27,28]; (2)激活癌

基因: HCMV编码的病毒调控蛋白和病毒非编

码RNA可直接激活癌基因、下调抑癌基因的

表达, 影响细胞增殖、凋亡、分化、迁移等功

能, 促使正常受感染细胞向恶性表型的转变和

多种肿瘤的进展[29-31]; (3)激活磷脂酰肌醇-3-
激酶(phosphatidyl inositol 3-kinase, PI3K)/Akt
等信号通路: 在神经胶质瘤中, Cobbs等[32]发

现H C M V的I E1 基因和I E2 基因可引诱激活

PI3K/Akt致癌信号通路, 利用氧化磷酸化抑制

Rb蛋白功能, 降低p53蛋白家族的表达; 病毒

的糖蛋白B能够结合多种细胞表面的血小板

衍生生长因子(platelet-derived growth factor, 
PDGF)受体由PI3K通路激活AKT来影响核因

子-κB(nuclear factor-κB, NF-κB)信号, 也可通

过Ras/Raf/MEK/ERK/丝裂原活化蛋白激酶

(mitogen-activated protein kinase, MAPK)通路

改变凋亡反应和肿瘤细胞的性能[24]. HCMV编

码的US28蛋白可促进肿瘤表型细胞的复制周

期和周期素D1的表达[25]; (4)抑制肿瘤细胞凋

亡: HCMV可通过PI3K/AKT和Ras/Raf/MEK/
ERK/MAPK信号通路抑制肿瘤细胞凋亡, 而病

毒的立早基因可通过肿瘤坏死因子-α(tumor 
necrosis factor α, TNF-α)、p53依赖或非p53依
赖的机制也能发挥其抗肿瘤凋亡作用[33]; (5)
改变肿瘤微环境: HCMV基因本身不但编码

人白介素-10(interleukin-10, IL-10)的同源物

(LAvIL-10)抑制宿主免疫[34-36], 而且HCMV感

染的细胞可分泌多种细胞因子[如IL-10及转

化生长因子-β(transforming growth factor beta, 
TGF-β)]、细胞外基质蛋白及血管生成因子改

变肿瘤微环境[37-42]. 本研究进一步分析HCMV
基因表达与临床病理特征发现 ,  U L135 、

UL136及IE1基因表达与临床病理特征无显著

相关, 而US28与大肠癌转移及Dukes分期显著

相关, 有趣的是, Soroceanu等[24,30]亦报道US28
基因在脑胶质瘤的表达可以促进转移及血管

生成作用, 以上结果表明US28可能具有促进大

肠癌发展的作用. 
总之, 本研究结果提示HCMV潜伏感染相

关基因UL135、UL136及US28在大肠癌及癌

旁正常组织表达存在显著差异, 说明HCMV潜

■名词解释
巢式PCR: 是一
种变异的聚合酶
链反应(PCR), 使
用两对PCR引物
扩增完整的片段. 
巢式PCR的好处
在于 ,  如果第一
次扩增产生了错
误片段 ,  则第二
次能在错误片段
上进行引物配对
并扩增的概率极
低 .  因 此 ,  巢 式
PCR的扩增非常
特异、有效.
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图  1  UL135 、UL136 、IE1 及US28 基因巢式PCR结果. A: 

PCR产物经琼脂电泳分析, 均得到目的基因片段; B: 

US28 、UL135 、UL136 及IE1 基因在大肠癌组织及癌旁正

常肠组织的表达情况. aP<0.05 vs  癌旁正常组织. M: DNA 

marker; T: 肿瘤组织; N: 癌旁正常组织.
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伏感染与大肠癌密切相关. 进一步分析HCMV
基因与大肠癌临床病理特征结果显示US28与
大肠癌淋巴转移及Dukes分期显著相关, 说明

US28可能在大肠癌的发展中具有促进作用, 其
机制值得深入研究. 
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