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胃癌组织 hMLH1和 hMSH2基因启动子区甲基化状态研究

房殿春 ,罗元辉 ,刘为纹　　(第三军医大学附属西南医院全军消化专科中心 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　探讨 hMLH1 和 hMSH2 基因启动子区的甲基化状态与微卫星 DNA不稳的关系。方法　采用甲基化特异性 PCR

方法检测 hMLH1 和 hMSH2基因启动子区的甲基化状态 ,采用 PCR为基础的方法检测微卫星 DNA 不稳。结果　正常胃粘膜未见
hMLH1 和 hMSH2 基因启动子区的高甲基化。68 例胃癌中检出 hMLH1 高甲基化 11 例 , 占 16.2%, 而且均为去甲基化和高甲基化并
存 ,未见有 hMSH2高甲基化者。将 MSI分为高频率 MSI(MSI-H , ≥2 个位点)8 例 、低频率 MSI(MSI-L , 仅为 1 个位点)9 例和 MSI阴性

(MSS)51 例 3组 , 结果MSI-H 组 hMLH1高甲基化的检出率显著高于 MSI-L和 MSS 组(P <0.01)。结论　hMLH1高甲基化可能参与

了MSI病理途径 ,而 hMSH2甲基化状态可能与 MSI途径无关。
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Methylation status of hMLH1 and hMSH2 promoter in gastric cancer
FANG Dian-chun , LUO Yuan-hui , LIU Wei-wen(Department of Gastroenterology , Southwest Hospital , ThirdMilitary Medical Universi ty , Chongqing 400038, China)

　　Abstract:Objective　To correlate the methylation status of hMLH1 and hMSH2 promoter with microsatellite instability in gastric carcinomas.
Methods　Methylation of hMLH1 and hMSH2 promoter was measured with methylation-specific PCR;MSIwas analyzed by PCR-based methods.Re-
sults　No methylation of hMLH1 and hMSH2 promoter was found in 10 cases of normal gastric mucosa.Sixty-eight cases of sporadic gastric carcino-
ma were studied for methylation of hMLH1 and hMSH2 promoter and MSI.Methylation of hMLH1 promoter was detected in 11(16.2%)gastric can-
cer.By using five microsatellite markers , MSI in at least one locus was detected in 17 of 68(25%)of the tumors analyzed.Methylation frequence
of hMLH1 in MSI-H (≥2 loci , n=8)was significantly higher than that in MSI-L(only one locus , n=9)or MSS(tumor lacking MSI or stable ,
n=51)(P<0.01～ 0.001), but no difference was found betweenMSI-L and MSS groups(P>0.05).Conclusion　Methylation of hMLH1 pro-
moter is involved in the MSI pathway but not related to the LOH pathway in gastric carcinogenesis.
　　Key words:gastric carcinoma;methylation of hMLH1 and hMSH2 promoter;microsatellite instability

　　错配修复为细胞准确复制增殖所必须 ,若错配修
复系统异常 ,细胞突变频率可增加 100倍以上[ 1] 。微
卫星不稳(Microsatellite instability , MSI)是错配修复
(Mismatch repair ,MMR)基因缺陷的重要标记 ,研究发
现 90%以上的遗传性非息肉性直结肠癌(HNPCC)可
检出MSI ,且多伴有错配修复基因 hMLH1和 hMSH2基

因的胚系突变 ,而少有其它错配修复基因的突变[ 2] 。
我们的研究发现 ,胃癌hMLH1突变均发生在 MSI阳性

癌组织 , 但相当一部分 MSI 阳性胃癌组织并未发现
hMLH1基因突变 ,猜测可能有其它机制参与了这种缺
陷。业已发现 ,癌发生过程中导致错配修复基因失活
的另一方式为 DNA甲基化的改变 ,这种改变常伴有错
配修复基因表达的丢失[ 3] 。为探讨胃癌组织甲基化改
变与微卫星不稳的关系 ,我们进一步检测了胃癌组织
hMLH1 和 hMSH2基因启动子区的甲基化状态 。

1　材料和方法

1.1　组织标本
　　68 例胃癌及相应正常组织均为我院外科手术切除标本。
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标本切除后立即置-80 ℃冻存备用。每例组织行冰冻切片 HE

染色 ,以确定肿瘤细胞的丰度。 10 例正常胃粘膜取自因消化性

溃疡或幽门梗阻手术切除患者。 DNA提取采用蛋白酶K 消化 ,
酚/氯仿提取法。 68 例胃癌中 , 男 45 例 ,女 23 例 , 年龄 30 ～ 76
岁 ,平均 56.2岁。所有病人均无肿瘤家族史 , 亦未接受过放疗

和化疗。

1.2　甲基化特异 PCR(MSP)
　　hMLH1 和 hMSH2 基因 CpG 岛 DNA 甲基化类型参照文献

[ 4] 采用甲基化特异性 PCR(MSP)方法进行检测 。用于 hMLH1

去甲基化反应的引物序列为5′-TTTTGATGTAGATGTTTTATTAG-
GGTTGT-3′(正义), 5′-ACCACCTCATCATAACTACCCACA-3′(反
义);用于甲基化反应所用引物序列为5′-ACGTAGACGTTTTATT-

AGGGTCGC-3′(正义);5′-CCTCATCGTAACTACCCGCG-3′(反义);
用于 hMSH2 去甲基化反应的引物序列为5′-GGTTGTTGTGGTTG-

GATGTTGTTT-3′(正义), 5′-CAACTACAACATCTCCTTCAACTACACCA-
3′(反义);用于甲基化反应所用的引物序列为 5′-TCGTGGTCG-
GACGTCGTTC-3′(正义), CAACGTCTCCTTCGACTACACCG-3′(反义)。

MSP的检测步骤 、PCR的反应条件和电泳方法见文献[ 4] 。

1.3　微卫星不稳(MSI)的检测
　　包括 5 个微卫星位点:BAT25、BAT26、BAT40、D2S123、和
D5S346。检测方法 、步骤见文献[ 5] 。与正常组织相比 , 若肿瘤

组织出现泳动的条带即判断为MSI。根据每例肿瘤组织突变型
微卫星位点的多少 ,将其分为高频率 MSI(MSI-H , ≥2 个位点)、
低频率MSI(MSI-L ,仅为 1 个位点)和 MSI阴性(MSS)3组。

1.4　统计学分析
　　采用χ2 检验。
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2　结果

2.1　胃癌 hMLH1甲基化状态

　　为检测 hMLH1 和 hMSH2 启动子区甲基化状态 , 我们采用
甲基化特异性 PCR检测 hMLH1 和 hMSH2 基因 5' CpG 甲基化状
态。所扩增的 hMLH1 区域为 CpG 岛最密集区域[ 3] 。正常胃粘
膜未见 hMLH1 和 hMSH2 启动子区甲基化现象 , 68 例胃癌中发
现高甲基化 11例 , 占 16.2%,而且均为去甲基化和高甲基化并
存 ,见图 1。 68 例胃癌均有 hMSH2 基因 5′CpG 岛去甲基化 , 未
发现有甲基化现象。

图 1　胃癌 hMLH1和 hMSH2甲基化检测结果

Fig 1　Methylation of hMLH1 and hMSH2 in gastric cancer

A:No methylation was found in normal mucosa;B:Methylation of

hMLH1 in MSI-H gastric cancer.Cases 1, 2, 4 , 5 and 6 showed both

hypermethylation and unmethylation;C:Methylation of hMLH1 inMSI-

H gastric cancer;D:Methylation of hMLH1 in MSI-L gastric cancer;

U:Unmethylation;M:Methylation

2.2　hMLH1与 MSI的关系

　　68 例胃癌中至少有 1 个位点检出 MSI者 17 例(25%), 其
中属 MSI-H 8 例(11.8%)、MSI-L 9 例(13.2%)和 MSS 51 例

(75%)。8 例MSI-H 胃癌中有 7例(87.5%)为甲基化类型 , 9 例
MSI-L有 1例(11.1%), 51 例 MSS 组有 3 例(5.9%)呈高甲基
化。MSI-H 组高甲基化的发生率与MSI-L和 MSS 组相比差别非

常显著(P <0.01), 而 MSI-L 与 MSS 组相比差别不显著(P >

0.05)。

3　讨论

　　本研究采用甲基化特异 PCR检测了胃癌组织

hMLH1 和 hMSH2 的甲基化状态 , 68 例胃癌检出
hMLH1高甲基化 11例 ,检出率为 16.2%,hMSH2未发
现有高甲基化者 ,此结果与文献报道的检测结果相一
致。文献[ 6]报道MSI-H 胃癌与 hMLH1启动子区高甲

基化有关 ,而与 hMLH1基因突变无关;亦有文献报道
MSI-L胃癌虽然在临床表型方面与 MSI-H 胃癌有明显
不同 ,但在 hMLH1甲基化改变方面具有与MSI-H胃癌
相似的特点[ 7] 。从本组资料来看 , 8例 MSI-H 胃癌中
有7例(87.5%)表现为 hMLH1启动子区的高甲基化 ,
提示 hMLH1启动子区高甲基化与 MSI-H 胃癌密切相
关。但 MSI-H胃癌高甲基化的检出率显著高于 MSI-L
和MSS胃癌 ,而MSI-L 胃癌 hMLH1启动子区高甲基化

的检出率与MSS胃癌相比差异不显著 ,提示 MSI-H 胃
癌在 hMLH1启动子区高甲基化方面与 MSI-L 和 MSS

胃癌有明显不同 , 而 MSI-L 胃癌可能涉及到一条与
MSS胃癌相似的分子途径 ,此与我们过去对不同 MSI

状态胃癌发生分子途径的研究结果相一致[ 8] 。
　　有作者检测MSI+肿瘤细胞株 hMLH1的甲基化状
态发现 ,肿瘤细胞均表现为高甲基化类型 ,而无去甲基
化现象

[ 9]
,而本组原发 MSI+胃癌却表现为 hMLH1启

动子区的甲基化和去甲基化并存现象。肿瘤组织中的
非甲基化部分可能与原发肿瘤中存在非肿瘤细胞成
分 ,如间质细胞 、炎细胞和血管细胞等有关 ,这些细胞
普遍存在原发肿瘤中 ,而不存在于培养的细胞株中 ,由
此导致了肿瘤细胞株仅表现为高甲基化 ,而胃癌组织
中却表现为高甲基化和去甲基化共存现象。
　　我们过去的研究表明 ,基因不稳在胃癌的发生中
起重要作用 。这种基因不稳可以分为二种不同的形
式 ,即染色体不稳和微卫星不稳。前者包括 MSS 和

MSI-L组的多数胃癌 ,APC/MCC 、DCC和 p53 抑癌基因
的丢失在其发生发展中起重要作用;而后者包括少数
MSI-H 胃癌 , 由于错配修复基因突变导致了广泛的
MSI 。本研究进一步分析了 hMLH1和 hMSH2 启动子

区甲基化与两条病理途径的关系 ,发现 hMLH1启动子
高甲基化通常发生在 MSI-H 胃癌 ,提示 hMLH1 启动子

高甲基化与微卫星不稳途径有关。有报道 hMLH1启
动子区甲基化与 hMLH1基因 mRNA 和蛋白表达的减
少有关[ 3] ,而 hMLH1启动子去甲基化可以导致肿瘤细

胞hMLH1 蛋白的再表达 ,进而恢复MMR活性 。由于
DNA甲基化状态可被逆转 ,因此针对基因甲基化的靶
向治疗已引起人们的重视 。通过恢复未发生突变或丢
失 ,而仅仅被抑制的生长调控基因的表达而恢复细胞
正常生长调控功能 ,从而可达到治疗的目的。
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