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Abstract
AIM: To determine the methylat ion and 
expression status of mismatch repair genes 
hMLH1, hMSH2 and hMLH3 and explore the 
role of mismatch repair defect in pancreatic 
cancer. 

METHODS: Methylation status of hMLH1, 
hMSH2 and hMLH3 was detected by methyla-
tion-specific polymerase chain reaction (MSP), 
and the expression of hMLH1, hMSH2 and 
hMLH3 were determined by reverse-transcrip-
tion PCR (RT-PCR). 

RESULTS: The frequencies of methylation for 
hMLH1, hMSH2 and hMSH3 were 28.6%, 46.4% 
and 39.3%, respectively in pancreatic cancer tis-
sues, and 3.6%, 10.7% and 12.5% in cancer-adja-
cent normal tissues, and there were significant 
differences between cancer and normal tissues 
(hMLH1: χ2 = 12.97, P < 0.01; hMSH2: χ2 = 17.50, 
P < 0.01; hMLH3: χ2 = 10.47, P < 0.01). The fre-
quencies of expression loss for hMLH1, hMSH2 
and hMSH3 were 25.0%, 50.0% and 33.9%, re-
spectively in pancreatic cancer tissues, and 7.1%, 
8.9% and 16.1% in cancer-adjacent normal tissues, 
and there were also marked differences between 
cancer and normal tissues (hMLH1: χ2 = 6.62, P < 
0.05; hMSH2: χ2 = 22.73, P < 0.01; hMLH3: χ2 = 4.76, 
P < 0.05). Methylations of hMLH1, hMSH2 and 
hMLH3 were found in PANC-1, PC-3 and CF-
PAC-1 cell lines, while expression loss of hMLH1 
was observed in PANC-1 and CFPAC-1 cell lines, 
that of hMSH2 in PC-3 cell line and hMLH3 was 
observed in PC-3 and PANC-1 cell lines. 

CONCLUSION: Mismatch repair defect is com-
mon in pancreatic cancer and plays a role in 
pancreatic carcinogenesis. 

Key Words: Pancreatic cancer; Methylation; Mis-
match repair gene; Polymerase chain reaction; Ex-
pression loss
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摘要
目的: 检测错配修复基因hMLH1、hMSH2和
hMLH3在胰腺癌中的甲基化和表达状态, 探
讨错配修复缺陷在胰腺癌发病中的作用. 

方法:  采用甲基化特异性P C R(M S P)检测
hMLH1、hMSH2和hMLH3的甲基化状态, 逆
转录PCR(RT-PCR)检测hMLH1、hMSH2和
hMLH3的表达状态.  

结果: 在胰腺癌组织中hMLH1、hMSH2和

®

■背景资料
DNA错配修复基
因能够识别并及
时纠正DNA复制
过程中错配的碱
基对, 以保证复制
的正确性和基因
的稳定性 .  DNA
错配修复缺陷常
导致DNA复制过
程中出现的错误
无法得到纠正, 使
整个基因组变得
不稳定而诱导肿
瘤发生. 

■同行评议者
李淑德 ,  主任医
师, 中国人民解放
军第二军医大学
长海医院消化内
科 ;周国雄 ,  主任
医师, 南通大学附
属医院消化内科
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hMLH3的甲基化频率分别为28.6%、46.4%
和39.3%; 在癌旁正常组织中分别为3.6%、

10.7%和12.5%, 上述各基因在胰腺癌中的甲
基化频率均显著高于癌旁正常组织(hMLH1: 
χ2 = 12.97, P <0.01; hMSH2: χ2 = 17.50, P <0.01; 
hMLH3: χ2 = 10.47, P <0.01)．在胰腺癌组织
中分别有25.0%、50.0%和33.9%没有检出
hMLH1、hMSH2和hMLH3表达. 在癌旁正常
组织中分别有7.1%、8.9%和16.1%, 各基因在
胰腺癌中的表达缺失频率均显著高于癌旁正
常组织(hMLH1: χ2 = 6.62, P <0.05; hMSH2: χ2 
= 22.73, P<0.01; hMLH3: χ2 = 4.76, P <0.05)．
hMLH1在胰腺癌细胞系PANC-1和CFPAC-1
检出甲基化和表达消失. hMSH2在PC-3检出
甲基化和表达消失. hMLH3在PC-3和PANC-1
检出甲基化和表达亦消失. 

结论: 在胰腺癌错配修复基因缺陷较普遍参
与了部分胰腺癌的发病过程. 

关键词: 胰腺癌; 甲基化; 错配修复基因; 聚合酶链

反应; 表达缺失
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0  引言

D N A错配修复基因是一类重要的看门基因

(caretaker gene), 能够识别并及时纠正DNA复制

过程中错配的碱基对, 以保证复制的正确性和

基因的稳定性. 目前已发现的错配修复基因包

括MutS家族的hMSH2及MutL家族的hMLH1和
hMLH3等. 这些基因在DNA聚合酶的协助下, 可
将错配的碱基切除并修复. DNA错配修复缺陷

常导致DNA复制过程中出现的错误无法得到纠

正, 使整个基因组变得不稳定而出现微卫星不

稳定(microsatellite instability, MSI)现象, 最终诱

导肿瘤发生. 
胰腺癌是一种恶性程度高、预后差的消化

系统肿瘤. 越来越多的研究证明, 胰腺癌的发病

是一个多阶段、多基因参与的过程. Kondo et al [1]

和Yamamoto et al [2]均在研究中发现部分胰腺癌患

者存在MSI, 提示错配修复缺陷参与了这些肿瘤

的发病过程. 我们对hMLH1、hMSH2和hMLH3
等多个错配修复基因在胰腺癌中的表达情况及

甲基化状态进行研究, 以探讨错配修复缺陷在胰

腺癌发病中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 中国医科大学附属盛京医院胰腺癌及

相应的癌旁正常组织标本各56例. 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, 癌旁正常组织没有肿瘤细胞浸润及正常

胰腺组织没有炎性细胞浸润. 人类胰腺癌细胞

系PC-3、PANC-1和CFPAC-1购自于南京凯基

(KeyGen)生物科技发展公司. 人类胰腺癌细胞

系PC-3、PANC-1和CFPAC-1细胞培养于RPMI 
1640培养基中, 其中含有100 mL/L胎牛血清, 青
霉素(100 kU/L)及链霉素(100 mg/L) , 于37℃下

置于含有50 mL/L CO2的培养箱中. 
1.2 方法 采用饱和氯化钠法进行DNA提取. 采
用RNAiso试剂(TaKaRa公司)进行RNA提取, 具
体步骤参照其说明书进行. 逆转录PCR反应(RT-
PCR): 采用随机9引物和AMV逆转录酶进行逆

转录反应. 反应体系共10 μL, 逆转录反应条件: 
30℃, 10 min; 42℃, 25 min; 99℃, 5 min; 5℃, 5 
min, 共1个循环. PCR总反应体系40 μL, 反应

条件为: 94℃, 2 min, 1个循环. 94℃, 30 s; 60℃, 
30 s; 72℃, 2 min, 共30个循环. 各基因引物序列

参见文献[3]. 甲基化特异性PCR反应(MSP): 采
用genmed基因甲基化检测试剂盒进行hMLH1, 
hMSH2和hMSH3基因甲基化状态检测. 具体步

骤包括转化实验和甲基化特异性PCR检测. PCR
反应条件为: 95℃, 5 min, 1个循环. 95℃, 30 s; 
60℃, 30 s; 72℃, 30 s, 共35个循环. 甲基化检测

包括检测甲基化反应(M)和未甲基化反应(U)两
方面. 各基因引物序列参见文献[2]. 
统计学处理 肿瘤组织与瘤旁正常组织之间

比较采用χ2检验, P <0.05为有统计学意义. 

2  结果

2.1 胰腺癌组织 在56例胰腺癌组织标本中, 有
16例(28.6%)检出hMLH1甲基化, 26例(46.4%)检
出hMSH2甲基化, 22例(39.3%)检出hMLH3甲基

化. 在其相应的癌旁组织中, 分别有2例(3.6%)、
6例(10.7%)和7例(12.5%)检出hMLH1、hMSH2
和hMLH3甲基化. 上述各基因在肿瘤标本中的

甲基化频率均显著高于癌旁正常组织(hMLH1: 
χ2 = 12.97, P <0.01; hMSH2: χ2 = 17.50, P <0.01; 
hMLH3: χ2 = 10.47, P <0.01). 在胰腺癌组织标

本中, 分别有14例(25.0%)、28例(50.0%)和19
例(33.9%)没有检出hMLH1、hMSH2和hMLH3
表达. 在其相应的癌旁正常组织标本中分别有

■创新盘点
本研究对hMLH1、
hMSH2和hMLH3等
多个错配修复基
因在胰腺癌中的
表达情况及甲基
化状态进行了综
合研究, 以探讨错
配修复缺陷在胰
腺癌发病中的作
用. 
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4例(7.1%)、5例(8.9%)和9例(16.1%)没有检出

hMLH1、hMSH2和hMLH3表达. 上述各基因在

肿瘤标本中的表达缺失频率均显著高于癌旁正

常组织(hMLH1: χ2 = 6.62, P <0.05; hMSH2: χ2 = 
22.73, P <0.01; hMLH3: χ2 = 4.76, P <0.05). 
2.2 胰腺癌细胞 hMLH1在PANC-1和CFPAC-1检
出甲基化, 表达消失, 在PC-3中未检出甲基化, 
同时检出表达(图1A). hMSH2在PC-3检出甲基

化和表达消失, 而在PANC-1和CFPAC-1未检出

甲基化, 同时检出表达(图1B). hMLH3在PC-3和
PANC-1检出甲基化和表达亦消失, 在CFPAC-1
中未检出甲基化, 同时检出表达(图1C). 

3  讨论

胰腺癌的发生是一个复杂的过程, 其中涉及到

一系列遗传和表观遗传(epigenetic)的改变, 导致

细胞失控性生长. 基因突变在胰腺癌中比较常

见, 其常通过激活癌基因或沉默抑癌基因而诱

导肿瘤的发生发展. 除了基因突变以外, 表观遗

传改变, 例如异常甲基化, 是导致基因表达沉默

的另一种重要途径. 现在越来越多的基因在胰

腺癌中被发现存在启动子甲基化及其所致的表

达沉默[4-10]. 这些基因在胰腺癌中甲基化频率往

往明显高于癌旁正常组织和胰腺良性肿瘤, 提
示基因甲基化不是胰腺细胞恶性转变的结果, 
而相反可能是细胞出现恶性转变的原因. 

D N A错配修复基因能够识别并及时纠正

D N A复制过程中错配的碱基对 ,  以保证复制

的正确性和基因的稳定性. 目前已发现的错配

修复基因包括MutS家族的hMSH2、hMSH3
及hMSH6和MutL家族的hMLH1、hPMS1、
hPMS2和hMLH3. 这些基因通过互相配合能够

识别并结合错配的DNA序列, 在DNA聚合酶的

协助下, 将错配的碱基切除并修复. 由基因突变

或过甲基化引起的D N A错配修复缺陷常导致

DNA复制过程中出现的错误无法得到纠正而不

断积累, 使整个基因组变得不稳定, 一些癌基因

和抑癌基因突变频率不断增加, 最终诱导肿瘤发

生. 目前已发现错配修复缺陷参与了人类多种肿

瘤的发病过程, 包括结直肠癌[11-12]、胃癌[13-14]、

乳腺癌[15-16]、子宫内膜癌[17-18]及卵巢癌[19-20]. 一
些研究显示, hMLH1启动子过甲基化及其导致

的表达减少或消失存在于15%-30%的胃癌患者

中, 提示错配修复基因启动子过甲基化及其导

致的失活与胃癌等肿瘤的发病有关. 由于在错

配修复基因存在缺陷的情况下, DNA聚合酶复

制错误引起的DNA序列微卫星长度异常变化和

基因组的不稳定性常得不到修复, 因此错配修

复缺陷参与的肿瘤通常具有MSI这一表型特征. 
Yamamoto et al在研究中发现MSI阳性与hMLH1
启动子甲基化相关. 但Kondo et al对7例高微卫

星不稳定胰腺癌的研究却显示hMLH1表达正常, 
并不存在hMLH1甲基化现象. 这些研究提示胰

腺癌MSI阳性可能与其他的错配修复缺陷参与

有关, 或者是多个错配修复基因缺陷综合作用

的结果. 
我们的研究发现28.6%胰腺癌组织标本

检出hMLH1甲基化, 46.4%胰腺癌组织标本检

出hMSH2甲基化, 39.3%胰腺癌组织标本检出

h M L H3甲基化. 上述各基因在肿瘤标本中的

甲基化频率均显著高于癌旁正常组织. 同时发

现25.0%胰腺癌组织标本没有检出h M L H1表
达, 50.0%胰腺癌组织标本没有检出hMSH2表
达, 33.9%没有检出hMLH3表达. 上述3种基因

在肿瘤标本中的表达缺失频率亦均显著高于癌

旁正常组织. 在对胰腺癌细胞系的研究中发现, 
hMLH1在PANC-1和CFPAC-1检出甲基化, 表
达消失. hMSH2在PC-3检出甲基化, 表达消失. 
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图  1  错配修复基因hMLH1、hMSH2和hMLH3在胰腺癌细
胞系PC-3, PANC-1和CFPAC-1中的甲基化和表达状态. A: 
hMLH1; B: hMSH2; C: hMLH3; 1: PC-3; 2: PANC-1; 3:

CFPAC-1; M: 甲基化; U: 无甲基化.

■应用要点
去甲基化治疗将
成为胰腺癌治疗 
的一种潜在方法. 
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hMLH3在PC-3和PANC-1检出甲基化, 表达亦消

失. 以上结果显示, 错配修复基因缺陷在胰腺癌

是一种较为普遍的现象, 同时错配修复基因缺

陷参与了部分胰腺癌的发病过程. 
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■同行评价
本研究方法成熟, 
统计正确, 数据可
靠, 结果明确, 讨
论客观, 对临床工
作有较大的指导
价值. 


