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胃癌组织幽门螺杆菌感染与微卫星不稳定性研究
`

论著

房殿春 ” 周晓东 罗元辉 鲁 荣 刘 为纹 (第三军 医大学附属西南医 院消化 内科 ) 重庆
,
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提 要 目的
:

通过分析 胃癌组织 幽门螺杆菌 ( H )P 感染与微卫星 D N A 不 稳定性 ( M S D 的关系
,

探 讨幽

门螺杆菌在胃癌发生中的作用
。

方法
:

采用 P C R 为基础的方法对 49 例胃癌组织 中 H p 尿素酶 A ( H p A )和 B

( H p B )基 因 以及 6 个微卫 星位点 ( D 1 7 s 2 6 1
,

D 1 7 s 7 9 9
,
T C -F 2

,

D 1 8 s 3 4
,

D 5 s 4 0 9 和 D 5s 8 2 ) 进行检 测
,

对 H p 感

染与微卫星不稳定性间的关 系进行分析
。

结果
:

胃癌组织 H p D N A 的检 出率为 40
.

8 % ( 2 0 / 4 9 )
,

其 D 1 7 s
26 1

,

D 1 7 s 7 9 9
,

T C F
一
2

,

D 1 8 s 3 4
,

D 5 s 4 0 9 和 D 5 s 8 2 位 点 M S I 的检 出 率分别 为 2 2
.

4 % ( 1 1 / 4 9 )
,

2 2
.

4% ( 1 1 / 4 9 )
,

1 8
.

4 % ( 9 / 4 9 )
,

2 8
.

6% ( 1 4 / 4 9 )
,
1 4

.

3环 ( 7 / 4 9 )和 2 0
.

4% ( 1 0 / 4 9 )
。

H p 阳性组 各位点 M S I 检出率与 H p 阴性组

比较无显著差异 ( p > 0
.

0 5 )
。

结论
:

H p 感染 与 M SI 无显著相关
,

在 胃癌的发生 中可能不起直接作用
。
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2 文献标识码
:

A

流行病学研究资料提示
,

幽门螺杆菌 ( lI el i` o b ac
-

ot :

yP lo
,
一

i
,

H p )
,

特别是含细 胞毒相关 A 蛋 白 ( C y .ot
-

t o x i n
一 a s s o e i a t e d g 。 n e A p r o t e i n

,

C a g A )基因的 H p 感

染与胃癌之间存在因果关系 lj[
。

体外实验证实 H p 培

养滤液可诱导 胃粘膜细胞 D N A 损伤田
,

分子生物学

方面研究亦提示 H p 感染与 r a s 基因活化有关川
。

为从

分子水平揭示 H p 的致癌机制
,

本文采用 P C R 技术对

胃癌组织 H p 进行检测
,

并对 H p 感染与 胃癌组织微卫

星不稳定性 (M i e r o s a t e l l i t e i n s t a b i l i t y
,

M S I )之间的关

系进行分析
。

琼脂糖 (北京中山生物公 司 ) 上电泳
,

澳乙 锭染 色
,

紫外光 下观

察
。

各微卫 星位 点的检测经证实无杂带后
,

以首 次扩增 产物为

模板
,

另加 。
.

8 川
a 一 32 P d N T P ( 10 U /川 )进行第 2 次扩增

,

取扩

增产物 5 川 与等量上样缓冲液 (9 8
一

% 甲酞胺
,

0
.

025 % 二甲苯蓝

和澳 酚蓝
,

10 m mo l/ L E D T A N a
刃混合

,

95
O

C 变性 3 m in 后 快

速冷却
,

在 10 % 的变性聚丙烯酞胺凝胶 (含 7 m ol / L 尿素 ) 电泳

(恒功率 55 W )2 一 4 h
,

凝胶干燥
,

放射 自显影
,

洗片观察结果
。

表 i 徽卫星位点及 H p A 和 H p B 基因引物序列
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1 标本

4 9 例 胃癌为我 院 1 9 9 4 年 1 月至 1 9 9 6 年 7 月手术切除标

本
,

手术切下肿 瘤后立 即收集癌 及切缘处正 常组织
,

剔除 出血

坏死部分后置 一 8 0o C 冰箱保存备用
。

采用 蛋白酶 K 消化
、

酚 /

氯仿法提取 基因组 D N A
,

冰 冻切片染色证实所 检测癌 组织肿

瘤细胞数均在 5 0% 以 上
。

1
.

2 引物

参照文献 [ 4 ~ 8〕合成 D 1 7 s 2 6 1
、
D 1 7 s 7 9 9

、
T C F

一
2

、

D 1 8 s 3 4
、

D s s 4 o g 及 D 5 s 8 2 6 个微 卫星 位点 和 H p 尿 素酶 A ( H p A )和 B

(H p B )基因引物
,

引物序列见表 1
。
D 1 7 s 7 9 9 和 T C F

一
2 引物序列

由 G a r d e n
博士提供

。

1
.

3 P C R 扩增

采用 2 4 0 0 型 P C R 仪 ( P
e r k in E lm e r

C
e t u s

)扩增 微卫星及

H p A 和 H p B 基因 D N A
,

循环参数为 9 4
o

C 3 0 5 ,

5 6
0

C 4 0 5 ,

7 2
o

C

3 0 5 ,

3 2 个循环后置 7 2
O

C 继续反应 1 0 m i n
,

反应总体积为 2 0 拜l

(含 1 0 又 B
u f f le Z 拌 l

,

引物各 2 0 p m o
l

,
4 x d N T P 各 0

.

2 m m o
l / L

,

T a 〔 I D N A 聚合酶 Z U
,

基因组 D N A l o o n g )
,

扩增产物在 1
.
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一

3 `
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一

3 `

5 ` 一 C T C C T T A A T T G T T T T T A C
一

3 ,

5 ` 一 T G G G A T T A G C G A GT A T G T
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4 结果分析

与正常组织 比 较
,

胃癌组 织有额外 的 D N A 等 位片段 或出

现等位片段泳动
,

即可判 断为 M SI
。

经 1
.

5 %琼脂糖 电泳
,

H p A

可见 4 l l b P 片段
,

H P B 则可见 1 3 2 b p 片段
。
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若将 以 上位点综合分析
,

则总检 出率为 5 3
.

1%
,

提示

M SI 在 胃癌的发生中起重要作用
,

可 能是胃癌发生的

一种新机制
。

但通过分析 H p 阳性与阴性组的 M SI
,

并

未发现 H p 感染与 M SI 有密切相关关系
,

提示 H p 并

非通过引起 M SI 导致胃癌发生
。

近 年来对 H p 感染与 胃癌关 系的临床研究逐渐增

多
,

但大多为对胃癌患者 H p 感染率的流行病学调查
,

其结果各家报道不一
。

从本文资料看
,

胃癌组织 H p 的

检出率仅为 40
.

8 %
,

明显低于 以往报告的慢性 胃炎和

溃疡病检出率
,

其原 因考虑为由于胃癌形成后
,

造成胃

粘膜组织结构和微环境的改变
,

不适宜 H p 的生存
,

导

致 H p 的
“

丢失
”

所致 ll[ 〕 。

但晚近流行病学资料表明
,

在

某些 H p 感染率高的地区
,

胃癌的发生率并不高 lz[ 〕
,

且

胃癌可 以发生在无 H p 感染者
。

因此作者认为
,

H p 感

染不是 胃癌发生所必须或直接的致病因素
。

胃癌的发

生是多 因素作用 的结果
,

若将 胃癌发病研究的主流限

于 H p
,

则有可能会误导或减慢我们对胃癌复杂发病机

制的研究
。

因此
,

我们应客观评价 H p 在 胃癌发生中的

作用
。

参考文献

1 P a r s o n n e t J
,

F r i e d m
a n

G D
,

O
r e n t r e i e h N

,
尸 z a l

.

R i s k f o r

g a s t r i e e a , l e e r i n p e o p l e w i t }、 C a g A p o s l t iv e o r C a g A n e g a -

t i v e H e l泌o b a e t e r P y lo r i in f e e t i o n
.

G u t ,

1 9 9 7
,

4 0 ( 3 )
;
2 9 7

2 梁后杰
,

刘为纹
,

房殿春
,

等
.

幽门螺杆菌 培养滤液诱 导 胃粘

膜细胞 D N A 损 伤
.

中华 消化 杂志
,

1 99 5
,

l 5( 增 刊 )
:

21

3 于 君
,

张锦坤
.

应用分子 生物学技术研究 幽门螺杆菌感染

与胃癌 变的关 系
.

中华消化 杂志
,

1 9 9 5
,

1 5 ( 增刊 )
:

28

4 w
e b e r J L

,

M a y P E
.

D i n u e I e o t i d
e r e p e a t p o

ly m o r p h i s
m

a t

t h e D 1 8 s 3 4 lo e u s
.

N u e l e i e A e i ( 15 R e s ,

1 9 9 0
,

1 8 ( 1 1 )
:
3 4 3 1

5 W
a d a C

,

S h io n o y a
S

.

F u iin o Y
,

e t a l
.

G
e n e t ie in 、 t a b ili t y o f

m ie r o s a t e l li t e r e P e a t s a n d i t s a s s o e i a t io n w i t h t h e e v o
l
u t io n

o f e h r o n ie m y e lo g e n o u s l e u
k

e n l ia
.

B lo o d
,

1 9 9 4
,

8 3 ( 1 2 )
:
3 4 4 9

6 T a
m

u r a G
,

S
a
k

a t a K
,

M a e s a w a
C

, e t a l
.

M ie r o s a t e
l li t

e a
l
-

t e r a t i o n s in a d e n o n l a a n d d if f
e r e n t ia t e d a

d
e n o e a r e i n o n l a o

f

t h e s t o m
a e h

.

C
a n e e r

R
e s ,

1 9 9 5
,

5 5 ( 9 )
:
1 9 3 3

7 B r e u
k

e
l C

,

T
o p C

,

V
a n l e e u w e n C

, e z a l
.

C A r e p e a t p o
l y

-

m o r p h i 、 n z a t D 5 s 8 2 l o e u s , p r o x i m
a l t o A P C

.

N u e l e ie A e i d s

R e s ,

1 9 9 1
,

1 9 ( 2 0 )
:
5 8 0 4

8 C l
a y t o n

C L
,

K le ; 、 n t h o u s
H

,

C
o u t e s P J

, e t a l
.

S
e n s it iv e

d e t e e t io n o
f h e l l e o ]。 a e t e r p y l

o r i b y u s in g p o
l y m

e r a s e e
h

a in

r e a e t io n
.

J C lin M i e r o
b i

o
l

,

1 9 9 2
,

3 0 ( l )
:
1 9 2

9 P a r s o n n e t J
.

H
e li e o b a e t e r p y lo r i a n e l g a s t r i e e a n e e r

.

G : ,。 -

t r o e n t e r o
l C li

, 1 N o r t h A n i ,

1 9 9 3
,

2 2 ( 1 )
:
8 9

1 0 S t r i e k l e r J G
,

Z h
e n g J

,

S h
u Q

, e z a l
.

P 5 3 m u t a t io n s a n
d

m i e r o s a t e l la t e in s t a
b il it y in 、 p o r a

d i
e g a s t r ie e a n e e r :

Wh
e n

g u a r
d ia n s

f
a il

.

C
a n e e r

R
e s ,

1 9 9 4
,

5 4 ( 1 7 )
:
魂7 5 0

1 1 K a r n e s 矶 z E
,

S a n 飞l o f f I M
,

S i u r a l a
M

,
e z a l

.

P o s i t i v e

s e r t 一m a n t i b
o d y a ll d l: e g a t iv e t i s s u e s t a l n in g f

o r H
.

p y l o r i

i n s u b」e e t s w l t l、 a t r o p h l e b o d y g a s t r l t [ 5
.

G a s t r o e n t e r o lo g y ,

1 9 9 1
,

10 1 ( 1 )
:
1 6 7

1 2 l i n J T
,

W
: , n g l

一
Y

,

W
a n g J T

, e t a l
.

E e o lo g ie a l s t u d y o f

a s s o e ia t io n
b

e t w e e n
H

e li e o b a e t e r p y lo r i in f e e t io n a n r l g : l 、 -

t r ie e a n e e r in T a lw a n ,

I ) 19 D is S
e i

.

1 9 9 5
,

4 0 ( 2 )
:
3 8 5

( 收稿
:
1 9 9 9

一
0 2

一
1 0 ;
修 回

:
1 9 9 9

一
0 8

一 0 6 )

( 编辑 冷怀明 )

T h e r e l a t i o n s h i P o f H e l i c o b a e t e r

s t a b i l i t y i n g a s t r i e e a n e e r
`

l o r i i n f e e t i o n w i t h m i C r o s a t e l l i a t e I n 一

F a n g D i a n e h u n ,

Z ll o u X i a o d o n g
,

I
J u o Y u a n l飞u i

,

H o s p i t
a
l

,

T h i r
d M il it

a r y M
e
d ie a

l U
n iv e r s it y

,

C h
o n g ( l in g

,

I
矛 u R o n g

,

I
,

i u W e i w e n ( D
e p a r t m e n t o

f G
a s t r o e n t e r o

l
o g y ,

S
o u t hw

e s t

4 0 0 0 3 8 )

A b s t r a c t

e e r
.

M e h to d S

O b le e t iv e :

T
o e v a

l
u a t e t h e r o l

e o
f H

e l i c o
b’l e t o r

yP lo r j ( H p ) i n t h
e

d
e v e

l
o p m e n t o f g a s t r ie e a n -

:
T h e u r e a s e

D 1 7 5 7 9 9
,

T C F
一
2

,

D 1 8 s 3 4

g e n e s

D 5 s 4 0 9

A
a n

d B o
f H p a n d rn ie r o s a t e l li t

e in s t a b il it y ( M S I ) a t l
o e i D 1 7 s 2 6 1

,

a n d D 5 s 8 2 w e r e e x a n 飞 i n e
d w i t h P C R

一

b
a s e d t e e h n io l u e

.

T h e r e la t i o n s
h iP o

f

H p in f e e t i o n w it h M S I 、 勺 a s w a s
f
o u n

d in 4 0
.

8% ( 2 0 / 4 9 )
o
f t h

e e a s e s o f g a s t r ie

C奋I n C e r
a n d M S I d e t e e t e d in

a n a l y z e
d

.

R e s u lt s
:

H p D N A

2 2
.

4 % ( 1 1 / 4 9 ) a t D 1 7 s 2 6 1
,

2 2

a n 〔1 2 8
.

6% ( 1 4 / 4 9 )

t iv e a n d H P n e g a t iv e

e r t in d i
r e e t e

f f
e e t o n

a t D 5 s 8 2
.

N o s i g n if i
e a n t d if f

e r e n e e w a 、

4 % ( 1 1 / 4 9 ) : 、 t D 1 7。 7 9 9
,

18
.

4 % ( 9 / 4 9 ) a t T C F
一
2

f
o u n

d i n t h
e

f
r e (一u e

cn y o
f M S I b

e t w e e n H p p o s i
-

e a s e s
( P 》 0

.

0 5 )
.

C o n e lu s io n :
H p i n f e e t i o n s

h
o w e

d
n o a s s o e ia t io n w i t h M S I a n d m a y e x -

t h
e

d
e v e

lo p rn
e n t o

f g a s t r ie e a n e e r
.

K e y w o r d s g a s t r i e e a n e e r
/

e t io lo g y ; H
.

p y l
o r i ; m ie r o s a t e

ll it
e i n s t a

b i li t y

T h is p r o
i
e e t w a s s u p p o r t e

d b y t h
e N a t i o n a

l N
a t u r a

l S
e i e n e e F o u n

d
a t io : 、 o

f C h in a ,

N
o

.

3 9 6 7 0 3 4 7


