
 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2006年4月8日; 14(10): 1004-1007
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床经验 CLINICAL PRACTICE 

胃癌多基因甲基化状态分析

赵成海, 张 宁, 卜献民, 李 岩, 张海鹏

赵成海, 张宁, 张海鹏, 中国医科大学病理生理教研室 辽宁
省沈阳市 110001
卜献民, 中国医科大学附属二院普通外科 辽宁省沈阳市 
110004
李岩, 中国医科大学附属二院消化内科 辽宁省沈阳市 110004
通讯作者: 张海鹏, 110001, 沈阳市和平区北二马路92号, 中国
医科大学病理生理教研室. zhanghp@hotmail.com
电话: 024-23256666-5291
收稿日期: 2006-02-13    接受日期: 2006-03-07

Detection of multiple gene 
methylation in gastric cancer

Cheng-Hai Zhao, Ning Zhang, Xian-Min Bu, Yan Li, 
Hai-Peng Zhang

Cheng-Hai Zhao, Ning Zhang, Hai-Peng Zhang, De-
partment of Pathophysiology, China Medical University, 
Shenyang 110001, Liaoning Province, China
Xian-Min Bu, Department of General Surgery, the Second 
Affiliated Hospital, China Medical University, Shenyang 
110004, Liaoning Province, China
Yan Li, Department of Gastroenterology, the Second Affili-
ated Hospital, China Medical University, Shenyang 110004, 
Liaoning Province, China
Correspondence to: Hai-Peng Zhang, Department of 
Pathophysiology, China Medical University, Bei’er Road, 
Heping District, Shenyang 110001, Liaoning Province, 
China. zhanghp@hotmail.com
Received: 2006-02-13    Accepted: 2006-03-07 

Abstract
AIM: To determine the methylation status of 
p16, hMLH1, E-cadherin and RUNX3 genes in 
gastric cancer.

METHODS: DNA in gastric cancer, cancer-
adjacent tissues and normal gastric mucosa was 
extracted by saturated sodium chloride (NaCl) 
solution. The methylation status of p16, hMLH1, 
E-cadherin and RUNX3 genes were detected by 
methylation-specific polymerase chain reaction 
(MSP).

RESULTS: Methylations of E-cadherin and 
RUNX3 were found in 38.9% and 16.7% nor-
mal gastric mucosa, respectively. Methylations 
of p16 and hMLH1 were not observed in any 
normal gastric mucosa. The frequencies of p16, 
hMLH1, E-cadherin and RUNX3 methylations 
were 8.3%, 4.2%, 54.2% and 29.2%, respectively, 

in cancer-adjacent tissues, and 33.3%, 20.8%, 
70.8% and 54.2%, respectively, in gastric cancer. 
Methylations of two or more genes were found 
in 66.7% gastric cancer, which was significantly 
higher than that in cancer-adjacent tissues (37.5%, 
χ2 = 4.09, P < 0.05) and normal gastric mucosa 
(5.6%, χ2 = 15.94, P < 0.01). Methylations were 
also significantly different between cancer-adja-
cent tissues and normal gastric mucosa (χ2 = 4.16, 
P < 0.05). None of the above gene mythylation 
was detected in 5 gastric cancer tissues.

CONCLUSION: Multiple gene methylation is an 
early event in some gastric cancers and it plays 
an important role in the development of these 
gastric cancers.
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摘要
目 的 :  检 测 胃 癌 组 织 中 p 1 6 ,  h M L H 1 , 
E-cadherin和RUNX3基因甲基化状态, 探讨多
基因甲基化在胃癌发病中的作用. 

方法: 采用饱和氯化钠法提取肿瘤组织、瘤
旁组织及正常胃黏膜组织DNA. 采用甲基化
特异PCR对上述基因甲基化状态进行分析. 

结果: 在正常胃黏膜组织中 ,  38 .9%存在
E-cadherin甲基化, 16.7%存在RUNX3甲基化, 
没有发现p16和hMLH1甲基化; 在癌旁组织中, 
p16、hMLH1、E-cadherin和RUNX3甲基化
频率分别为8.3%, 4.2%, 54.2%和29.2%; 在胃
癌组织中, 上述基因甲基化频率分别为33.3%, 
20.8%, 0.8%和54.2%. 66.7%胃癌被检出存在2
个或2个以上基因甲基化, 明显高于癌旁组织
(37.5%, χ2 = 4.09, P <0.05)和正常胃黏膜组织
(5.6%, χ2 = 15.94, P <0.01), 而癌旁组织则高于
正常胃黏膜组织(χ2 = 4.16, P <0.05). 有5例胃
癌没有检出任何一种基因甲基化.
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■背景资料
近年来, 遗传表型
改变在胃癌发病
机制中的作用日
益受到重视. 众多
研究发现, 抑癌基
因启动子内出现
甲基化导致该基
因表达沉默是部
分胃癌发病的重
要途径之一.
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结论: 多基因甲基化是部分胃癌发展过程中
一种早期事件, 提示多基因甲基化在这部分胃
癌的发病中起重要作用.
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0  引言

抑癌基因启动子内CpG岛出现异常甲基化常导

致其表达丧失或减少, 从而诱导肿瘤发生. 作为

一种临床常见肿瘤, 部分胃癌的发病机制亦与

此有关. 早期的研究多集中在孤立的单一基因

上[1-3], 随着更多基因异常甲基化不断被报道出

来, 提示胃癌中存在多种基因甲基化现象. 在
此, 我们同时对基因p16, hMLH1, E-cadherin和
RUNX3在胃癌中的甲基化状态进行研究, 以探

讨多基因甲基化在胃癌发病机制中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 胃癌及相应的癌旁组织各24例, 胃正常

组织18例, 均来自于中国医科大学附属第一及

第二医院. 癌旁组织在肿瘤中心5 cm以外获取. 
标本获取后即冷冻于液氮之中, 并保存在-80℃
条件下备用. 采用HE染色确定肿瘤标本主要由

肿瘤组织构成, 有肿瘤细胞浸润的癌旁组织和

有炎性反应的胃正常组织标本均被排除于研究

之外. 
1.2 方法 采用饱和氯化钠法提取肿瘤组织、瘤

旁组织及正常胃黏膜组织DNA. 采用GENMED
基因甲基化检测试剂盒(上海杰美公司)对p16, 
hMLH1, E-cadherin和RUNX3进行甲基化特异性

PCR(MSP)检测. 实验步骤主要包括转化实验(将
未甲基化的胞嘧啶转变成尿嘧啶)和甲基化特异

性PCR两个步骤, 具体参见其产品说明书. 各基

因MSP分析引物序列: p16: 5'-TTATTAGAGGG
TGGGGCGGATVGC-3'(正义), 5'-GACCCCGA
ACCGCGACCGTAA-3'(反义); hMLH1: 5'-TATA
TCGTTCGTAGTATTCGTGT-3'(正义), 5'-TCCG
ACCCGAATAAACCCAA-3'(反义); E-cadherin: 
5'-TTAGGTTAGAGGGTTATCGCGT-3'(正义), 
5'-TAACTAAAAATTCACCTACCGAC-3'(反义); 
RUNX3: 5'-TTACGAGGGGCGGTCGTACGCG
GG-3'(正义), 5'-AAAACGACCGACGCGAACG

CCTCC-3'(反义).
统计学处理  采用χ 2检验进行数据分析 , 

P <0.05为差异显著.

2  结果

只有E-cadher in和RUNX3在正常胃组织中被

检出存在甲基化现象, 分别为7例(38.9%)和3
例(16.7%); 在癌旁组织中, p16, hMLH1, E-cad-
herin和RUNX3甲基化频率依次为8.3%, 4.2%, 
54.2%和29.2%; 在胃癌组织中上述基因甲基

化频率依次为33.3%, 20.8%, 70.8%和54.2%. 
66.7%(16/24), 胃癌被检出存在2个或2个以上基

因甲基化, 明显高于癌旁组织(9/24, 37.5%, χ2 = 
4.09, P<0.05)和正常胃黏膜组织(1/18, 5.6%, χ2 = 
15.94, P <0.01), 而癌旁组织则高于正常胃黏膜组

织(χ2 = 4.16, P <0.05). 5例胃癌没有检出任何一

种基因甲基化(表1).

3  讨论

DNA甲基化作为一种生化修饰过程, 主要指在

DNA甲基化转移酶(DNMT1, DNMT2, DNMT3)
作用下, 胞嘧啶第五位碳原子上被加上一个甲基

基团[4]. 通常情况下, DNA甲基化发生在CpG重

复序列中. DNA甲基化常导致基因转录抑制, 其
机制可能与以下两个因素有关: (1)胞嘧啶甲基

化可能阻止转录因子与他们识别部位中的CpG
序列结合; (2)这种转录抑制可能与两种蛋白质

复合体(MeCP1和MeCP2)有关. 这两种蛋白质复

合体能够特异性地与发生甲基化的CpG序列结

合, 从而阻止转录因子与后者结合[5]. 近年来, 遗
传表型改变在肿瘤发病机制中的作用日益受到

重视. 抑癌基因启动子内CpG岛甲基化而导致该

基因表达改变已成为肿瘤发病机制一条重要途

径. 胃癌作为一种常见的肿瘤, 亦被发现存在抑

癌基因启动子甲基化现象. 其中发现较早, 比较

重要的基因有p16[6], hMLH1[7]及E-cadherin[8]. 作

■创新盘点
本文探讨多种抑
癌基因同时甲基
化在胃癌发病中
的作用. 结果提示
胃癌发病是多种
基因发生改变共
同作用的结果.

    

表  1  胃癌组织中多基因甲基化状态

编号          p16        hMLH1       E-cadherin       RUNX3      n

1                －           －               －                 －         5                    

2                －           －               ＋                 ＋         7

3                ＋           －               ＋                 ＋         2    

4                －           －               ＋                 －         2

5                －           ＋               －                 ＋         2

6                ＋           －               ＋                 －         3

7                ＋           ＋               ＋                 ＋         3  
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为一种CDK的抑制物, p16基因表达改变参与了

多数肿瘤的发病过程. 但与其他肿瘤不同的是, 
在胃癌中p16表达改变并不是由于基因突变或

缺失引起[9], 而主要由于启动子甲基化导致[1,6]. 
错配修复基因hMLH1生殖系突变在遗传性非息

肉病性结直肠癌(HNPCC)发病中起到重要作

用[10], 但类似于p16, 在胃癌组织中该基因的突

变频率很低. 众多的研究显示, hMLH1启动子甲

基化导致其表达改变及微卫星不稳定(MSI)现象

是部分胃癌一个重要的特征[2,7]. E-cadherin则与

前述两种基因不同, 其突变和甲基化在胃癌中

都比较常见. 但其突变主要限于弥散型胃癌, 在
其他组织类型的胃癌中则较为少见[11]. 此后一

系列基因在胃癌组织中被探测出存在甲基化现

象, 包括APC[12], MGMT[13], RUNX3[14], CHFR[15], 
HRK[16]等. 这些证据表明, 胃癌是一种易发甲基

化的肿瘤, 多种基因甲基化参与了胃癌的发病

过程. 因此单一基因的研究显然无法全面、准

确地分析抑癌基因启动子甲基化在胃癌发病机

制中的作用. 
基于一些结直肠癌的研究, 学者提出了CpG

岛甲基化表型(CIMP)这一概念[17], 指出在部分

结直肠癌中, 多基因甲基化是其发病的重要机

制. 在我们所检测的4种基因中, 66.7%的患者存

在两个或两个以上基因甲基化现象, 此结果提

示CIMP亦可能是胃癌重要的发病途径之一. 值
得注意的是, 在研究中我们同时发现有5例患者

没有检出甲基化现象, 提示CIMP没有参与这部

分胃癌的发病过程. 研究结果显示, 胃癌组织中

多基因甲基化频率显著高于癌旁组织及正常胃

黏膜组织, 而癌旁组织又高于正常胃黏膜组织, 
提示基因甲基化是胃癌形成过程中的一个早期

事件, 其对于胃癌的早期诊断具有重要意义. 当
然, 要分析CIMP在胃癌发病机制中的作用, 需对

更多基因进行研究和筛选. 同时对CIMP阳性胃

癌的临床特征进行分析, 以探讨多基因甲基化

研究在胃癌早期诊断、治疗及预后等方面的

作用. 
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第二届全国小肠疾病学术会议
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