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胃癌和肠化上皮组织微卫星不稳定性及 bc l
一
2

、

er b B
一
2 和 p 53 蛋 白表达的

比较研究
`

周晓 东” 房殿春 王 东旭 罗元辉 刘为纹 (第三军医 大学附属西南医院消化 内科 ) 重庆
,

4 0 0 0 3 8

提 要 目的
:

研究 微卫星不稳 定性 ( M S )I 在 胃癌发生 中的作用及其与 b c卜 2
、

er b B
一
2 和 突变型 5P 3 蛋

白表达的关系
。

方法
:

采 用 P C R
一

S S L P 和免疫组织化学技术检测了 50 例手术切除 胃癌和 15 例肠化组织标本

的 M SI 和 bc l一
、

er b B
一
2 及 突变型 5P 3 蛋 白表达

。

结果
:

胃癌 M SI 发 生率 为 5 4 %
,

肠化组 织 M SI 发 生率 为

2 0%
,

胃癌组织 bd
一
2

、
e
br B

、

及 p 53 蛋 白阳性率分别为 60 %
、

22 % 和 38 %
,

肠化生组 织 b d
一
2 蛋 白表达 阳性率

为 5 3
.

3 %
,

而 p 53 和 er bB
一
2 均为 阴性

。

高中分化腺癌 M SI 发生 率 (8 6
.

7 % )显著高于低 分化腺癌 ( 38
.

7% )

( P < 0
.

0 5 )
,

肠型 胃癌 M SI 发生率 ( 77
.

8% )显著高于 胃型胃癌 (4 O% )( P < 0
.

05 )
;
M SI 与 胃癌患者年龄

、

性

别
、

肿 瘤的部位
、

大小
、

淋巴结转移
、

浆膜浸润
、

临床分期及 bc 卜2
、

e
br B

一
2 和突变型 p 5 3 蛋 白表达无显著相关

。

结论
:

M SI 在 胃癌 的发生 中可能起重要作用
,

可能是 胃癌发 生过程 中的一 个早期 分子改变
,

其致癌 机制不 同

于 b e
l
一
2

、
e r bB

一
2 及 p 5 3

。
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胃癌是常见的消化道恶性肿瘤
,

其发生机制颇为

复杂
,

涉及到一系列遗传学改变
,

包括癌基因的激活及

抑癌基因 的失活等
。

肿瘤遗传学研究表明
,

基因组的不

稳定性可导致肿瘤的发生
,

而导致基因组不稳定性的

主要原因之一就是微卫星不稳定性 (M i c or s a et ill et i n
-

s t a b i l i t y
,

M S I )
,

近期研究显 示
,

M S I 在 胃癌的发生 中

起重要作用 .l[
2 〕

。

为了研究 M SI 在胃癌发生 中的作用
,

本研究采用 P c R
一

5 5 1
才

P ( s im p l e s e q u e n e e l e n g t h p o l y
-

m or p hi s m ) 技术检测 了 胃癌及肠化组织 的 M SI
,

并对

其与突变型 p 5 3
、

bc 卜 2
、

er b B
一

2 蛋白表达的关系进行了

分析
。

1 材料与方法

1
.

1 标本

收集我院 1 9 9 4 年 1 月至 1 9 9 6 年 1 月手术切除新鲜胃癌标

本 5 0 例及肠 上皮化生标 本 15 例
,

每例同时 收集 正常 胃粘膜
,

置一 7 o C 冰箱保存备用
。

1
.

2 基 因组 D N A 的提取

采用 显微解剖技 术 3j[ 收集正常
、

肠化 及癌组织
,

确 保癌组

织中癌细胞和肠化 中肠上皮化生细胞至少 占 70 % 以上
,

正 常组

织 中无癌细胞及肠化细胞
。

采用蛋 白酶 K 消化
,

苯酚 /氯仿抽提

法提取基 因组 D N A
。

1
.

3 M S I 分析

由上海 细胞生 物研究 所合 成用 于扩增 D 1 7 5 2 6 1
、

D 1 8 5 3 4
、

T C F
一
2

、
D s s 4 o g 及 D 5 s 8 2 位 点 D N A 的 特 异性 引 物 [ 4

, 5 〕 ,

采 用

2 4 0 0 型 P C R 仪扩增微 卫星 D N 八
,

反应 总体积 20 111
,

内含 10 义

B u
f f l

e r Z 拜l沮 火 d N T P 0
.

Z n : n l o
l / L

、

引物各 1 0 p m
o
l

、

T a o l D N A

聚合酶 2拼
,

基 因组 D N A I O O n g
,

3 5 个循环
,

循环参数 9 4 C 4 o s ,

5 6 C 4 0 s ,
7 2℃ 4 0 5 ,

最后 一个循环后 置 7 2 ℃继续 反应 1 0 m in
。

扩增产物 在 1
.

5 %琼脂糖 上 电泳证实无杂带后
,

以首次扩增产

物为模板
,

另加
a 一 3 2 P dC T P ( 脱氧胞 核昔酸 ) 0

.

8拜 ( 8 “ C i )进行第

二 次扩增
。

取 第二次扩增 产物 5川 与等体积上样 缓冲液 (9 8%

甲酞胺
、 。

.

0 25 %二 甲苯蓝和澳 酚蓝
、

10 m m ol / L E D T A N a Z )混

合
,

95 C 变性 s m in 后快 速 冷却
,

在 10 % 聚丙烯 酞胺凝 胶 (7 M

尿素 )上 电泳 ( 5 5W ) Z h一 3 h 后行 放射 自显影
,

2 4 h一 7 2 h 后洗

片观察结 果
。

和正 常组 织 相 比
,

肿 瘤 及 肠 化组 织 出现 额外 的

D N A 等位片段或有泳动现象 即为 M SI
。

1
.

4 免疫组化染色

组 织 切片 经 微 波 炉 抗 原 修 复后 以 S P 方 法 进 行 bd
一
2

、

e
rb B

一
2 和 突变 型 p 53 蛋 白免疫组化染色

,

3 种抗 体及 SP T M 试

剂盒购 自中山公 司
,

以 P B S 代替一抗作为空 白对照
,

正常 胃粘

膜作为正常对照
,

细胞染成棕色为阳性判断标准
,

bc l
一
2 为胞浆

着 色
,

p 5 3 为胞 核 着 色
, e

br B
一
2 主 要 为 胞膜 着 色

,

亦 有 胞浆

着色
。

1
.

5 统计学方法

采用 丫
、

四格表确切 概率法及 t 检验对 相关数据进 行统计

学处理
。

2 结果

2
.

1 胃癌及肠 化组织 M SI 检 出率

5 0 例 胃癌 中各 位点 M SI
,

检 出率分 别 为
:
D 1 7 s 2 61 2 4%
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2
.

3 MS I和c bl
一

2及 突 变型
,

5P 3 蛋 白表 达与 胃癌临

床病理参数的关 系
,

见表 1

高中分化腺癌 M SI 发生率 ( 8 6
.

7% )显著 高于低分化腺癌

( 3 8
.

7% ) ( P < 0
.

0 5 )
,

肠型 胃癌 M S I 发 生率 ( 7 7
.

8% ) 显著高

于 胃型 胃癌 ( 4 0
.

2% ) ( I
)

< 0
.

0 5 )
。

M S I 与 胃癌发 生年龄
、

性 别
、

部位
、

大小
、

淋 巴结转移
、

临床分期
、

浸润深度无 显著相关 ( 尸 >

0
.

0 5 )
。

b
e卜2

、
e r

b B
一
2 及突变型 p 5 3 蛋白的表达与 胃癌 各临床病

理参数亦无 显著 相关 ( P > 。
.

0 5 )
。

T a b

表 1 M sl 和 bl c- 2
、

er b B
一
2

、

突变型 p 53 蛋白的表达与胃癌 临床病理参数的关系

T h e r e l a t i o n s h i P b e t w e e n
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

, e x p r e s s io n o f b e l
一
2

, e r b B
一
2

,

P 5 3 a n d e l i n ic a l P a r a
m

e t e r s

b e l
一

2

P
a r a m e t e r s

e r b B
一

2

P o s i t i v e N e g a t i v e P
o s i t l v e N e g a t l v e

P
o s 一t i v e N e g a t i v e

P 5 3

P o s i t i v e N e 盯 a t lv e

:;
ù卜,q J

了

],土几卜éLó刁

5 i z e

二 5 e m

> 5 c m

D if f e r e n t i a t l o n

W e l l / m o d
e r a t e

P o ( ) r

M
u e i一l o u s

I y m p h n o d e m e t a s t a s l s

P r e s e n t

A b
s e n t

S e r o s a l i ll v a s i o n

P
r e s e n t

A b
s e n t

C l i n i e a l
s t a g i n g

::

l

方 {; ;: {:

{: {; {;

9

1 1

1 l

9

5

14

5 2 0

6 1 9

5 2 5

6 1 4

5 1 9

6 2 0

{;

12巧15121314犷蛇1

S t a g e s l 一 l

S t a g e s l 一 W }; {{ ::
L a u y e n ` 5 e l a s s

i f ie
a t lo n

In t e s t i n a l

G a s t r i e

M i x e d

{; ;: ::

` :
P < 0

.

0 5 别 5 p o o r
l y d i f fe r e n t ia t e

d
; △

:
P < 0

.

0 5 刀* g a s t r ie t y p e

2
.

4 胃癌 M SI 与 b d
一

2
、 e rb B

一

2 和突 变型 p 53 蛋白表

达的关 系
,

见表 2

将 5 0 例 胃癌分 为 M SI 阳性与 M SI 阴性两组
,

两组间 b
c l

-

2
、

e r bB
一
2 和 突 变 p 53 蛋 白的 阳性 检 出率 差 异不 显 著 ( 尸 >

0
.

0 5 )
。

表 2 胃癌 M S I 与 b e一 2
、 e r b B

一
2 和突变型 p s 3 表达的关 系

T a b 2 T h e r e l a t io n s h i P b e t w e e n m i e r o s a te l l i t e i n s t a b i li t y

a n d t h e e x P r e s s i o n o f b e l
一
2

, e r b B
一
2 a n d P 5 3

M S I
, ,

b e l
一

2 (写 ) e r
b B

一 2 (% ) p 5 3 (% )

M 于 ,
+ 2 7 14 ( 5 1

.

9% ) 5 ( 1 8
.

5% ) 1 0 ( 3 7
.

0 % )

M
`

瓦 2 3 1 6 ( 6 9
.

9 % ) 6 ( 2 6
,

o % ) 9 ( 3 9
.

0写 )

3 讨论

微卫星是由 2一 6 个核昔酸组成
,

具有高度多态性

的简单 串联式核昔酸重复序列
。

广泛存在于原核及真

核细胞 的基因组中
。

M SI 是指 由于 复制错误引起的简

单重复序列的改变
。

肿瘤遗传学研究表明
,

细胞恶性转

化与遗传物质的不稳定性有关
,

而遗传物质的不稳定

性系错配修复基 因的改变所致
,

由于错配修复基因的

突 变造成 D N A 频发 的复 制错 误
,

导致 细胞 微卫 星

D N A 发生改变
。

国外报道
,

胃癌 M SI 发生率在 18 % ~

39 %之间 .l[
2 ,

,

本研究显示
,

胃癌 M SI 发生率为 54 %
,

造成这种差异的原因 可能与受检者种族
、

地理环境及

检测位点不同有关
。

此外
,

本研究发现
,

3 例早期 胃癌

M SI 均为阳性
,

进展期 胃癌 M SI 阳性率为 51 %
,

提示

M SI 是 胃癌发生过程 中的常见改变
,

可能参与 了 胃癌

的发生及发展
。

有关肠化组织 M SI 的研究国外仅见 1

篇报道
,

S e m b a 等困研究发现肠化组织 M SI 发生率为

33 %
,

本研究显 示 肠化组织 M SI 发生率为 20 %
,

提示

在 胃癌发生的早期阶段即有 M SI 的发生
,

M SI 可能是

胃癌发生过程 中的一种 早期分子标志
。

N a k a S }l i n l a 等 [ 7 〕报道
,

无淋 巴结转移胃癌 M S I 发

生 率 显 著 高 于 有 淋 巴 结 转 移 者
,

S二 uc a 等困 报 道

81
.

8% 的 M S I 发生于 胃窦部癌
。

本研究显示 M SI 与

胃癌淋巴结转移及部位无显著关系
,

亦未能发现 M SI

与 胃癌发生年龄
、

大小
、

浸润深度及 临床分期有关
,

但

本研究显示 肠 型 胃癌 M SI 发生率显著高于 胃型 胃癌
,

与国外报道一 致田
,

提示 M SI 可能在肠型 胃癌的发生

中起重要作用
。
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,

等
.

胃癌和 肠化上皮组织微卫 星不稳定性 及 b d
一
2

、
e
rb B

一
2 和 5P 3 蛋白表达的 比较研 究 2 9 5

M SI 与 胃癌分 化程 度 的关 系文献 报道 不尽 一

致 .2[
6」

,

本研究发现高分化腺癌 M SI 发 生 率 ( 86
.

7% )

显著高于低分化腺癌 ( 38
.

7% )
,

这与 S e
m b a 等困 的研

究结果相一致
,

提示 M SI 阳性 胃癌恶性程 度可能较

低
,

但 H a n 等团研究结果却与之相 反
,

看来要得 出明

确结论
,

还需大样本多位点检测
。

M SI 是 否 引起其他基 因改变而导致 胃癌发 生 是

目前 国内外研究的热点囚
,

我们 同时检测 了抑癌基 因

p 53 蛋 白
,

癌基因 er b B
一

2 及凋亡抑制基因 bc l
一

2 蛋 白

的表达
,

发现三 者在 胃癌 中 阳性 表达 分别 为 38 %
、

2 2%及 60 %
。

肠化组织 中 bc l
一

2 表达占 5 3
.

3 %
,

提示这

些基因异常可能参与了胃癌的发生 或发展
。

仔细分析

M S I 与各基因蛋 白表达关系
,

发现 M S I 与 p 5 3
、

b e l
一

2
、

er b B
一

2 的表达并无显 著相关性
,

,

这提示 M SI 与 p 5 3
、

c r b B
一

2 参与 胃癌发生的机制可 能有所不同
。

本研究提示
,

M SI 是 胃癌发 生过程度 中的一 个早

期事件
,

可能是 胃癌发生 的一种新机制
。
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