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Abstract
AIM: To detect the role of methylation of the 5’
CpG island located in the promoter region of the 
human mutS homolog-2 (hMSH2) gene in the 
pathogenesis of gastric carcinoma.

METHODS: The methylation of the hMSH2 
promoter was examined by methylation-specific 
polymerase chain reaction (MSP) in 40 gastric 
carcinoma specimens, 40 matched cancer-adja-
cent mucosa specimens, 14 chronic atrophic gas-
tritis (CAG) specimens, and 6 chronic superficial 
gastritis (CSG) specimens.

RESULTS: The methylation of the hMSH2 pro-
moter was detected in 24 out of the 40 (60%) 

gastric cancer specimens, 15 out of the 40 (37.5%) 
cancer-adjacent mucosa specimens, and 5 out of 
the 14 (35.7%) CAG specimens. No methylation 
was detected in 6 CSG specimens. The rate of 
hMSH2 promoter methylation was significantly 
higher in gastric cancer tissue than in non-carci-
noma tissue (P < 0.05). No significant differences 
were detected in the rates of hMSH2 promoter 
methylation among cancer-adjacent mucosa 
specimens, CAG specimens and CSG specimens. 
The rate of hMSH2 promoter methylation is not 
correlated with the clinicopathological param-
eters of gastric cancer.

CONCLUSION: The hMSH2 promoter methyla-
tion may be a main mechanism responsible for 
mismatch repair (MMR) dysfunction that is in-
volved in the development, but not the progres-
sion, of gastric cancer.
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摘要
目的: 探讨hMSH2基因启动子区5'CpG岛高甲
基化在胃癌发生过程中的作用. 

方法: 应用甲基化特异性PCR(methylat ion 
specific PCR, MSP)方法检测胃癌及非癌组织
中hMSH2基因启动子区甲基化状态. 

结果: 40例胃癌中hMSH2基因启动子区高甲
基化24例(60%), 其癌旁黏膜组织中有15例
(37.5%)发生甲基化, 14例慢性萎缩性胃炎组
织中有5例(35.7%)发生甲基化, 6例慢性浅表
性胃炎组织中未见甲基化. 四组甲基化水平相
比, 差别有统计意义(P<0.05). 胃癌组甲基化水
平高于癌旁组, 差别有统计意义(P<0.05). 癌旁
组、慢性萎缩性胃炎组、慢性浅表性胃炎组
三组甲基化水平相比, 差别无统计意义. 胃癌
各临床病理参数组之间相比差别无统计意义.

®

■背景资料
细胞错配修复功
能缺陷, 不能及时
修复DNA复制时
的错误, 会导致肿
瘤相关基因基因
组DNA突变的累
积, 最终可导致肿
瘤发生. DNA错配
修复基因系统中
任何一种基因突
变, 都会引起错配
修复功能缺陷, 产
生遗传不稳定性, 
导致肿瘤易感. 近
来研究发现, 错配
修复基因表达缺
陷的原因不仅有
基因突变, 基因启
动子区的高甲基
化也是其主要原
因之一.

■同行评议者
陈卫昌, 教授, 苏
州大学附属第一
医院消化内科; 孙
学英, 教授, 哈尔
滨医科大学第一
附属医院黑龙江
省肝脾外科中心
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结论: 胃癌组织中hMSH2基因启动子区高甲
基化可能是导致其错配修复功能缺陷的重要
原因之一; 而错配修复功能缺陷在胃癌的发生
中起着重要作用, 但可能与其发展关系不大.

关键词: 胃癌; 错配修复基因; 甲基化; hMSH2
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0  引言

胃癌是消化系最常见的恶性肿瘤, 其发生是一个

多步骤, 多因素参与进行性发展的过程. 作为多

基因相关性肿瘤, 目前认为多种基因在不同阶段

参与了胃癌的发生, 已有研究发现, 肿瘤抑制基

因启动子区甲基化与肿瘤的发生密切相关[1,2]. 本
研究采用甲基化特异性PCR(methylation specific 
PCR, MSP)方法, 检测40例胃癌组织及其癌旁黏

膜组织和20例慢性胃炎组织中hMSH2基因启动

子区的甲基化状态, 探讨hMSH2基因启动区高

甲基化与胃癌发生的关系. 

1  材料和方法

1.1 材料 2008-01/2008-08自青岛大学医学院附

属医院普外科手术切除的胃癌组织40例, 男29
例, 女11例, 年龄31-81(中位年龄57)岁, 男女比

2.6∶1, 经病理诊断低分化腺癌32例, 中分化腺

癌6例, 印戒细胞癌2例. 患者术前均未接受放化

疗和免疫治疗, 每例均取相应癌旁组织, 即距离

癌组织边缘5 cm的组织, 经病理诊断慢性浅表

性胃炎13例, 慢性萎缩性胃炎伴肠上皮化生27
例. 胃镜普通活检钳取20例慢性胃炎胃窦中部

组织(慢性浅表性胃炎6例, 慢性萎缩性胃炎14
例)4块, 男4例, 女16例, 年龄26-59(中位年龄47)
岁. 组织取出立即置于液氮冻存, 迅速转移至

-70 ℃超低温冰箱冻存备用. 组织DNA提取使用

上海华舜生物有限公司的柱式小量组织/细胞基

因组DNA抽提试剂盒(W6501). 甲基化修饰使用

CHEMICON的CpGenomeTM DNA Modification 
kit S7820. 引物序列参考文献[3], 由上海生工生

物工程技术有限公司合成(表1).
1.2 方法 MSP检测hMSH2基因甲基化: 组织基

因组DNA的提取按照DNA抽提试剂盒说明操

作. 甲基化修饰严格按照试剂盒说明书进行. 处
理后DNA样本保存于-70 ℃超低温冰箱备用. 然
后用PCR仪扩增目的基因, 同一标本用甲基化

引物和非甲基化引物分别扩增, 引物序列、目

的片段大小见表1. 25 μL PCR反应体系: TaKaRa 
Taq HS(5 U/μL)0.125 μL, 10×PCR Buffer(Mg2+  

Plus)2.5 μL, dNTP Mixture(各2.5 mmol/L)2 μL, 
Forward Primer(6 μmol/L)1 μL, Reverse Primer  
(6 μmol/L)1 μL, 甲基化修饰后DNA 10 μL, dH2O 
8.375 μL. PCR扩增条件参考文献[4]并行梯度

PCR找出最佳条件: 94 ℃预变性3 min, 94 ℃ 
30 s, 60 ℃ 30 s, 72 ℃ 40 s, 共35个循环, 最后

72 ℃延伸10 min. 取PCR产物5 μL, 与1 μL 6×
Loading Buffer混合, 进行琼脂糖凝胶(浓度20 
g/L)电泳, 紫外光凝胶成像系统观察结果. 若启

动子区发生甲基化, 则甲基化特异性引物可扩

增出相应条带; 若未发生甲基化, 则非甲基化特

异性引物可扩增出相应大小目的条带.
统计学处理 采用SPSS13.0软件进行统计学

分析. 甲基化频率的差异及其与肿瘤临床病理

特征之间的关系采用χ2检验. 以P <0.05为差别有

统计学意义.

2  结果

2.1 各组织中hMSH2甲基化状态 胃癌组、癌旁

组、慢性萎缩性胃炎组、慢性浅表性胃炎组四

组甲基化水平相比, 差别有统计意义(χ2 = 9.946, 
P  = 0.019); 胃癌组甲基化水平高于癌旁组, 差别

有统计学意义(χ2 = 4.053, P  = 0.044); 癌旁组、

慢性萎缩性胃炎组、慢性浅表性胃炎组三组甲

基化水平相比, 差别无统计学意义(χ2 = 3.348, 
P  = 0.187); 慢性萎缩性胃炎组甲基化水平高于

慢性浅表性胃炎组, 但差别无统计学意义(P  = 
0.129, 表2). 各组织基因组DNA甲基化修饰行

MSP, 琼脂糖凝胶电泳结果见图1.
2.2 hMSH2基因启动子甲基化与胃癌临床病例

参数之间的关系 hMSH2基因启动子区甲基化状

态与胃癌患者的年龄、性别及肿瘤的部位、大

小、TNM临床分期之间无明显联系(表3).

3  讨论

错配修复基因(mismatch repair gene, MMR)是人

体内一组高度保守的管家基因, 具有修复DNA
碱基错配、增强DNA复制忠实性、维持基因

组稳定性和降低自发性突变的功能[5,6]. 目前人

类的MMR系统含有9个错配修复基因. MMR发
生异常, 则其错配修复功能发生缺陷无法修复

DNA复制中出现的碱基错配, 产生遗传不稳定

性, 导致肿瘤易感. 引起错配修复基因表达缺陷

的原因除基因突变外, 基因启动区的高甲基化

■研发前沿
DNA甲基化导致
错配修复缺陷是
胃癌发病机制中
一 个 重 要 途 径 . 
目前研究较多的
是 h M L H 1 基 因 , 
hMSH2基因也有
一 定 研 究 ,  但 研
究 结 果 不 一 致 , 
有研究说胃癌组
织中hMSH2的表
达 正 常 ,  亦 有 报
道其表达缺失或
减少.

■相关报道
大部分的研究表
明胃癌患者存在
h M L H 1 启 动 子
甲 基 化 及 其 表
达 消 失 ,  亦 有 学
者 对 h M S H 2 的
表达情况进行了
检 测 .  L e u n g 等
在对MSI-H胃癌
患者研究中发现
hMLH1表达消失, 
而hMSH2的表达
却正常 .  Ha l l ing
等在MSI胃癌中
却观察到hMSH2
表达消失. Zhang
等 发 现 h M S H 2 
mRNA表达减少. 
Grogg等在对17例
MSI检测中却发
现hMSH2均正常
表达.
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也是其主要原因之一[7]. 肿瘤抑制基因CpG岛甲

基化导致其转录失活, 是肿瘤发生高度一致的

特征[8]. 
hMSH2定位于染色体2p22-21或2p16-15, 基

因组DNA全长(不包括启动子)为73 kb, 含16个
外显子, cDNA全长为3 116 bp, 其中开放阅读框

架为2 727 bp, 编码909个氨基酸序列, 与966个氨

基酸序列的酿酒酵母菌性MSH2蛋白有41%同

源性, 且高度保守片段的同源性达85%, 位于密

码子573-764处[9,10]. hMSH2与hMSH6或hMSH3
形成二聚体复合物, hMSH2与hMSH6形成的二

聚体复合物与单个碱基或一个碱基的缺失/插入

错配位置结合, hMSH2与hMSH3形成的二聚体

复合物与2-4个碱基的缺失/插入错配位置结合. 
由此可见, 与错配结合有关的hMSH2是必须的, 
而hMSH6和hMSH3则有一定的互补性. 因此, 研
究了解hMSH2表达失活的机制及其与胃癌发

生的关系有十分重要的临床意义. 本实验应用

MSP技术对胃癌组织, 癌旁组织和慢性胃炎组

织中的hMSH2启动子甲基化情况进行检测. 

有研究发现 ,  启动子甲基化是h M L H1和
hMSH2表达下调的主要机制[11]. 本研究结果显

示, 40例胃癌组织中有24例(60%)hMSH2启动子

区发生甲基化, 甲基化的比例明显高于非癌组

织, 差别有统计学意义(P <0.05). 支持hMSH2基
因由于启动子区髙甲基化导致其基因沉默, 引
起表达下调, 不能发挥其应有错配修复功能, 从
而引起肿瘤易感发生的机制假设. 亦有研究显

示, hMLH1和hMSH2启动子髙甲基化参与了口

腔鳞状细胞癌和葡萄胎的发生[12,13], 同样也有

研究发现原发性乳癌患者中有16% hMSH2启
动子区高甲基化[14]. 上述事实可从另一方面补

充说明由于启动子区甲基化导致肿瘤发生的机

制. 实验结果中, 40例胃癌癌旁组织中, 有15例
(37.5%)hMSH2启动子区发生甲基化, 低于胃癌

组织启动子区甲基化水平, 差别有统计学意义

(P <0.05). 癌旁组织细胞与癌细胞处于同一内外

环境中, 并具有相同的遗传物质, 因此被认为是

肿瘤的易发组织[15]. 本实验显示, 癌旁组织启动

子区hMSH2甲基化水平介于胃癌组和慢性浅表

表  1  引物序列及扩增条件

     
hMSH2引物			       引物序列(5'-3')		            产物长度(bp)	      温度(℃)

甲基化(M)	 正义	 TCGTGGTCGGACGTCGTTC			   132	          60

		  反义	 CAACGTCTCCTTCGACTACACCG

非甲基化(U)	 正义	 GGTTGTTGTGGTTGGATGTTGTTT		  137	          60

		  反义	 CAACTACAACATCTCCTTCAACTACACCA

表  2  各组织中hMSH2甲基化状态

     
分组			   n          hMSH2甲基化 n (%)

胃癌组		                40	   24(60.0)

癌旁组		                40	   15(37.5)

慢性萎缩性胃炎组	               14	     5(35.7)

慢性浅表性胃炎组	                 6	     0(0)

10A        13C        11C          S4

600

300
200
100

bp Marker M    U    M    U     M    U      M    U

图   1   部 分 胃 癌 组 织 和 相 应 癌 旁 组 织 及 慢 性 胃 炎 组 织
中hMSH2启动子区MSP检测结果图. 10A: 胃癌组织标本; 

11C、13C: 胃癌癌旁组织标本; S4: 慢性浅表性胃炎组织标

本. Marker: 100 bp DNA ladder; M: 甲基化引物扩增; U: 非

甲基化引物扩增. 

表  3  hMSH2基因启动子甲基化与胃癌临床病例参数之
间的关系

     
病理参数	               n 	  hMSH2甲基化n (%)	 χ2值	 P 值

年龄(岁)

    ≥60	            18         11(61)             0.017       0.897

    <60	            22         13(59)		

性别

    男	            29         17(59)             0.000       1.000

    女	            11           7(64)		

癌肿部位

    胃窦	            22         15(68)             1.364       0.243

    胃体底	           18           9(50)		

肿瘤大小(cm)

    ≥5	            23         11(48)             3.342       0.068

    ＜5	            17         13(76)		

临床分期

    Ⅰ、Ⅱ期         11           6(55)             0.188       0.665

    Ⅲ、Ⅳ期         29         18(62)		

■创新盘点
本文测定从慢性
胃炎到胃癌发生
过 程 中 的 几 个
重 要 阶 段 中 的
hMSH2启动子区
甲基化水平, 发现
hMSH2启动子区
甲基化水平有逐
渐升高的趋势, 推
测hMSH2启动子
区高甲基化与胃
癌发生有一定的
关系.

■应用要点
胃癌缺乏特异的
诊 断 手 段 ,  大 部
分发现时已是晚
期 ,  因 此 早 期 诊
断是治疗的前提. 
本文发现慢性萎
缩性胃炎组织中
hMSH2启动子区
已出现一定水平
的甲基化, 胃癌组
织则出现高水平
的甲基化, 推测慢
性萎缩性胃炎有
进一步发展至胃
癌的可能, 为胃癌
的早期诊断提供
一个思路 .  同时 , 
推测对于已发生
甲基化的DNA组
织进行去甲基化
治疗有可能阻断
其向胃癌的发展, 
为基因治疗提供
一定的帮助.
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性胃炎组之间, 说明癌旁组织处于胃癌组织与

慢性浅表性胃炎组织之间的一种中间状态, 从
而推断hMSH2甲基化程度逐渐累积至一定水平

可导致基因表达的改变即基因沉默, 促使组织

向肿瘤的转变. 
癌旁组甲基化水平虽高于慢性萎缩性胃

炎组, 但差别无统计意义. 5例慢性萎缩性胃炎

(35.7%)hMSH2启动子区发生甲基化, 慢性浅表

性胃炎hMSH2启动子区未见甲基化, 前者甲基

化水平高于后者, 但差别无统计意义. 上述结果

说明慢性萎缩性胃炎hMSH2启动子区甲基化水

平已接近癌旁组水平, 两者在向胃癌的转化几

率方面已无太大差别. 慢性萎缩性胃炎组织中

hMSH2启动子区出现低水平的甲基化, 从另一

层面说明慢性萎缩性胃炎作为胃癌的癌前疾病, 
其基因层面已经出现一定的改变, 但该结论尚

需大样本研究资料证实. 
总之, 慢性浅表性胃炎hMSH2启动子区尚

未见甲基化, 慢性萎缩性胃炎(35.7%)和胃癌癌

旁组织(37.5%)已出现一定水平的甲基化, 胃
癌组织出现较高水平的甲基化(60%), 说明异

常基因的积累最终导致肿瘤的发生, 因此检测

hMSH2启动子区甲基化的水平对于胃癌的预防

有一定的临床意义. 但hMSH2启动子区甲基化

水平与患者的年龄、性别以及肿瘤的部位、大

小、临床分期无关, 提示hMSH2启动子区甲基

化水平可能只与胃癌的发生有关, 而与其发展

关系不大. 
胃癌的发生是一个多因素, 多步骤, 多阶段

发展的过程, 亦是一个多基因参与的复杂过程, 
其中包括癌基因的激活、抑癌基因的失活、错

配修复基因的表达异常. 就错配修复基因发生

启动区甲基化而言, 已涉及众多基因, 虽然其中

研究较多较为透彻的有hMLH1基因, hMSH2基
因也有一定研究, 但其具体作用机制十分复杂

尚需进一步研究论证. 同时亦需大样本研究证

实其特异性和敏感性.
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■同行评价
本研究设计合理, 
结果可靠, 有一定
的可读性.


