
 
wcjd@wjgnet.com 

世界华人消化杂志 2008年5月8日; 16(13): 1407-1411
ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R

 临床研究 CLINICAL RESEARCH

错配修复基因hMLH1甲基化与胃癌的关系

吴安城, 刘希双, 杨 堃

吴安城, 刘希双, 青岛大学医学院附属医院内镜诊疗科 山东
省青岛市 266003
杨堃, 青岛大学医学院附属医院分子生物学实验室 山东省
青岛市 266003
吴安城, 2005级青岛大学医学院消化科在读硕士, 主要从事胃
癌方面的研究.
青岛市科技计划资助项目, No. 06-2-2-5-nsh-3
作者贡献分布: 此课题由刘希双和杨堃设计; 研究过程由吴安城
操作完成; 研究所用器材及分析工具由杨堃提供; 本论文写作及
数据统计分析由吴安城完成.
通讯作者: 刘希双, 266003, 山东省青岛市江苏路16号, 青岛大
学医学院附属医院内镜诊疗中心. liuxishuang1@sina.com
电话: 0532-82911525
收稿日期: 2008-01-02   修回日期: 2008-02-29

 
Relationship between 
mismatch repair gene hMLH1 
promoter methylation and 
gastric carcinoma

An-Cheng Wu, Xi-Shuang Liu, Kun Yang

An-Cheng Wu, Xi-Shuang Liu, Department of Endoscopic 
Diagnosis and Therapy, the Affiliated Hospital of Qingdao 
University Medical College, Qingdao 266003, Shandong 
Province, China
Kun Yang, Laboratory of Molecular Biology, the Affiliated 
Hospital of Qingdao University Medical College, Qingdao 
266003, Shandong Province, China
Supported by: the Science and Technology Program Foun-
dation of Qingdao, No. 06-2-2-5-nsh-3
Correspondence to: Dr. Xi-Shuang Liu, Department of 
Endoscope, the Affiliated Hospital of Qingdao University 
Medical College, 16 Jiangsu Road, Qingdao 266003, Shan-
dong Province, China. liuxishuang1@sina.com
Received: 2008-01-02    Revised: 2008-02-29 

Abstract
AIM: To detect the hypermethylation status of 
the 5’CpG island locating in the promoter region 
of hMLH1 (mismatch repair genes, MMR) 
gene, and to investigate the role of hMLH1 
methylation in gastric carcinogenesis.

METHODS: Methylation specific polymerase 
chain reaction (MS-PCR) was used to examine 
the methylation status of hMLH1 promoter in 60 
gastric carcinomas and 60 caner-adjacent normal 
tissues, and reverse transcription PCR (RT-PCR) 
was used to detect the mRNA expression of 
hMLH1 in the above tissues.

RESULTS: The expression of hMLH1 mRNA 

was significantly lower in cancer tissues than 
that in cancer adjacent tissues (t = 4.082, P < 0.01). 
The incidence of hMLH1 promoter methylation 
occurred in 30% (18/60) cases. No methylation 
of hMLH1 promoter was found in cancer-adja-
cent normal tissues. The methylation of hMLH1 
promoter did not correlate with the clinico-
pathological characteristics of gastric carcinoma. 
Seventeen of 21 (81%) hMLH1 mRNA-negative 
cases exhibited prominent methylation, but 1 of 
39 (2.5%) hMLH1 mRNA-positive cases showed 
methylation. There existed a significant correla-
tion between hMLH1 methylation and mRNA 
decrease (χ2 = 8.0182, P = 0.0046).

CONCLUSION: Promoter methylation of hMLH1 
is closely related to the expression loss of hMLH1 
mRNA, which is involved in gastric carcinogenesis.
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Methylation; hMLH1; Polymerase chain reaction

Wu AC, Liu XS, Yang K. Relationship between mismatch 
repair gene hMLH1 promoter methylation and gastric 
carcinoma. Shijie Huaren Xiaohua Zazhi  2008; 16(13): 
1407-1411

摘要
目的: 通过研究散发性胃癌中错配修复基因
hMLH1 mRNA的表达及其启动子区5'CpG岛
甲基化状态, 探讨hMLH1基因异常甲基化在
胃癌发生过程中的作用. 

方法: 应用甲基化特异性PCR(methy lat ion 
specific PCR, MSP)检测60例胃癌组织及其癌
旁黏膜组织中hMLH1基因启动子区的甲基化
状态, 逆转录PCR(RT-PCR)检测两种组织中
hMLH1 mRNA表达情况. 

结果: 胃癌组织hMLH1 mRNA表达水平明显
低于癌旁组织(t  = 4.082, P <0.01), hMLH1基因
启动子区高甲基化18例(30%), 其癌旁黏膜组
织中未发现有甲基化. hMLH1基因启动子区
甲基化与胃癌的临床病理参数之间无明显的
相关性. hMLH1 mRNA表达阴性的21例病例
中, 17例(81%)发生甲基化, 而hMLH1 mRNA
表达阳性的39例中仅有1例(2.5%)发生甲基化, 
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■背景资料
hMLH1是一种重
要的错配修复基
因, 其功能缺陷与
多种肿瘤的发生
密切相关. 错配修
复基因启动子区
的甲基化是肿瘤
抑癌基因失活的
主要途径, 也可能
是错配修复基因
功能丧失的主要
原因 .  本研究通
过研究散发性胃
癌中错配修复基
因hMLH1 mRNA
的表达及其启动
子区5 ' C p G岛甲
基化状态 ,  探讨
hMLH1基因异常
甲基化在胃癌发
生过程中的作用.

■同行评议者
王小众, 教授, 福
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hMLH1 mRNA表达降低与甲基化之间存在明
显的相关性(χ2 = 8.0182, P  = 0.0046).

结论: 胃癌组织中h M L H1基因启动子区甲
基化与其mRNA表达缺失密切相关, 是导致
hMLH1基因错配修复功能缺陷的重要原因
之一.

关键词: 胃肿瘤; 错配修复基因; 甲基化; hMLH1; 
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0  引言

消化系肿瘤是我国常见的恶性肿瘤, 以胃癌最

为常见. 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, 但发病

机制仍不明确. 已有研究发现, 错配修复基因

hMLH1的甲基化与胃癌有密切的关系[1], 但目

前的研究多集中在已建立的胃癌细胞系或遗传

家系上, 而对散发性肿瘤的相关研究相对较少. 
为了弄清楚散发性胃癌中基因甲基化状态的改

变及其与hMLH1 mRNA表达的关系, 本研究应

用甲基化特异性PCR(methylation specific PCR, 
MSP)方法和逆转录PCR(reverse transcripition 
PCR, RT-PCR)方法, 检测60例胃癌组织及其癌

旁黏膜组织中hMLH1基因启动子区的甲基化状

态及mRNA表达情况, 探讨hMLH1基因异常甲

基化在胃癌发生、发展过程中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 自2005年青岛大学医学院附属医院普

外科胃癌手术切除标本60例, 其中, 男42例, 女
18例, 男女比2.3∶1, 年龄35-80(平均62)岁. 经病

理诊断低分化腺癌56例, 中分化腺癌2例, 印戒

细胞癌2例. 患者术前均未接受放化疗和免疫治

疗. 标本离体后, 在无菌条件下30 min内分别切

取肿瘤实质部位及肿瘤远端(距癌组织3-5 cm)相
对正常的癌旁胃组织各一份, 迅速放入液氮速

冻并转至-80℃超低温冰箱冻存. DNA抽提试剂

盒购自上海华舜生物工程有限公司. PCR试剂盒

及RT-PCR试剂盒购自大连宝生生物工程有限公

司. 10 mmol/L的氢醌(Sigma公司产品)和3 mol/L 
pH5.0的亚硫酸氢钠自制. Wizard DNA纯化柱购

自Promega公司(Madison, WI, USA). 引物由上海

生工生物工程技术服务有限公司合成(表1).
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1.2 方法 
1.2.1 MSP检测hMLH1基因甲基化: 组织基因

组DNA的提取按照DNA抽提试剂盒的说明操

作. 甲基化修饰步骤为将2 μg DNA溶于50 μL双
蒸水中, 加入2 mol/L NaOH 5.5 μL, 37℃水浴10 
min, 再加入33 μL的10 mmol/L氢醌(对苯二酚)
和520 μL的3 mol/L亚硫酸氢钠, 50℃水浴过夜

16 h. 去除DNA杂质, 经Wizard DNA纯化柱过滤, 
80 g/L异丙醇2 mL冲洗, 离心后向纯化柱内加入

50 μL预热双蒸水(85℃), 放置1 min, 离心后保留

洗脱液. 醋酸钠和纯乙醇沉淀DNA, 适量70%的

冰乙醇洗脱1次, 空气干燥后加20 μL双蒸水溶

解, 置-80℃冰箱保存备用. 然后运用巢式PCR扩
增目的基因, 同一标本以甲基化引物和非甲基

化引物分别扩增, 各基因的引物序列及PCR产物

片段的大小见表1. PCR反应体系为50 μL, 其中: 
10×PCR缓冲液5 μL, 2.5 mmol/L dNTP 4 μL, 甲
基化上下游引物和去甲基化上下游引物分别为

1 μL, 甲基化模板DNA5 μL, Taq酶0.25 μL, 加
水至总体积50 μL. 反应条件: 95℃预变性1 min, 
95℃ 30 s, 55℃ 30 s, 72℃ 1 min共35个循环, 最
后72℃延伸5 min. 以水作为阴性对照. 取PCR产
物5 μL, 与1 μL上样缓冲液混合, 进行20 g/L琼
脂糖凝胶电泳检测, 紫外光凝胶成像系统观察

结果. 若基因启动子区发生甲基化, 则用甲基化

特异性引物可扩增出相应大小的条带; 若未发

生甲基化, 则用非甲基化特异性引物可扩增出

相应大小的条带.
1.2.2 RT-PCR检测hMLH1 mRNA表达: 按TRIzol
试剂盒说明提取总RNA, 用紫外分光度仪测定

A 260/A 280在1.9-2.0之间, 计算RNA含量. 经逆转录

后再以cDNA为模板扩增. hMLH1 PCR反应条件: 
94℃ 3 min, 以94℃ 30 s, 58℃ 30 s, 72℃ 60 s循环

36次, 72℃延伸10 min; GAPDH PCR反应条件: 
94℃ 3 min, 以94℃ 40 s, 58℃ 30 s, 72℃60 s循环

32次, 72℃延伸10 min. 20 g/L琼脂糖凝胶电泳, 
凝胶成像系统拍照并检测吸光度值, 将hMLH1
与GAPDH吸光度比值作为其mRNA水平的相对

值(相对值<1者定为hMLH1基因mRNA阴性表

达; 其他为阳性表达), 重复实验2次, 取均值.
统计学处理 用SPSS12.0进行统计学分析. 

hMLH1 mRNA表达水平的差异用t检验, 甲基化

频率的差异及甲基化频率与肿瘤临床病理特征

之间的关系用χ2检验.

2  结果

2.1 hMLH1基因mRNA表达 60例胃癌标本39例
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■研发前沿
错配修复基因启
动子区甲基化成
为近来研究抑癌
基因失活的热点. 
检测hMLH1异常
甲基化有可能成
为判断胃癌发生
的一项新指标.
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(65%)hMLH1 mRNA正常表达, 21例(35%)表达

明显降低, 60例癌旁组织hMLH1 mRNA均正常

表达. 胃癌组织hMLH1 mRNA表达水平明显低

于癌旁组织(t  = 4.082, P <0.01). 胃癌及癌旁组织

hMLH1基因mRNA表达见图1.
2.2 胃癌hMLH1甲基化状态 60例癌旁组织未见

hMLH1基因启动子区甲基化现象, 所有癌旁组织

hMLH1-U(hMLH1基因非甲基化)扩增均为阳性, 
hMLH1-M(hMLH1基因甲基化)扩增都为阴性; 60
例胃癌中发现高甲基化18例, 占30%, 而且均为甲

基化和非甲基化并存, 即hMLH1-U和hMLH1-M
扩增都为阳性. 胃癌组织和癌旁组织甲基化修饰

DNA MSP产物的琼脂糖凝胶电泳结果见图2.
2.3 hMLH1基因mRNA表达与启动子区甲基化
的关系 hMLH1基因mRNA表达阴性的21例病

例中, 17例(81%)发生了甲基化, 而hMLH1基
因mRNA表达阳性的39例仅有1例发生甲基化

(2.5%), hMLH1基因mRNA表达降低与甲基化之

间存在明显的相关性(χ2 = 8.0182, P  = 0.0046). 
如图1所示, 其中前4例即第3、5、25、60号肿

瘤组织标本均发现hMLH1基因启动子区存在甲

基化, 其mRNA表达比第5号癌旁正常组织(n5)
明显降低.
2.4 hMLH1基因启动子区甲基化与胃癌临床病
理参数间的关系 hMLH1基因启动子区甲基化

与胃癌临床病理参数(肿瘤大小、癌肿部位、

TNM分期和淋巴结转移)以及与年龄和性别间

无明显相关性(表2).

3  讨论

错配修复基因MMR是一组高度保守的看家基

因, 已发现的人类错配修复基因有9种, hMLH1
基因是研究较广泛的一种, 在多种组织中均有

表达. 70%的hMLH1基因突变可形成终止密码, 
导致翻译过早终止而产生不完全的hMLH1蛋白, 
致使错配修复基因的表达在人类各种肿瘤细胞

中的不同, 最终导致肿瘤的发生[2]. DNA甲基化

作为一种生化修饰过程, 主要指在DNA甲基化

转移酶作用下, 胞嘧啶第五位碳原子上被加上

一个甲基基团. 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. 

近年来, 在一些肿瘤及细胞系研究中发现, 
hMLH1启动子区甲基化与蛋白表达缺失直接

相关, hMLH1基因启动子继发转录缺失是许多

人类散发性肿瘤发生的一个重要事件, 与该基

因启动子区甲基化密切相关[3-4]. Herman et al [5]

用MSP法对37个结肠癌细胞株研究发现, 8株
出现hMLH1基因甲基化, 占21.6%; 在34例原发

性结肠癌中, 甲基化占32.4%; 39例对照组织(正

表  1  引物序列及扩增条件

     
hMLH1引物		     引物序列(5'-3')		   产物长度(bp)   温度(℃)

甲基化(M)      正义	 ACGTAGACGTTTTATTAGGGTCGC	        115	            55

甲基化(M)      反义	 CCTCATCGTAACTACCCGCG		         115	            55

非甲基化(U)   正义	 TTTTGATGTAGATGTTTTATTAGGGTTGT	       124	            55

非甲基化(U)   反义	 ACCACCTCATCATAACTACCCACA	        124	            55

RT-PCR         正义	 GACAGAGGAAGATGGTCCCAAAG	        396	            58

RT-PCR         反义	 AGAATGTGTGAGCGCAAGGC		        396	            58

GAPDH         正义	 TCATGGGTGTGAACCATGAGAA	        146	            58

GAPDH          反义	 GGCATGGACTGTGGTCATGAG	        146	            58

1     2       3      4       5        6       7     8600
400
300
200
100

图  1  肿瘤组织mRNA表达降低与癌旁正常表达组织对照. 
1-6: 第3、5、25、60、53、35、28号肿瘤组织标本; 7: 癌旁

正常组织第5号标本.

bp
Marker  M   U      M    U     M     U    M     U

N5         T28         T5         H2O

600

300
200
100

bp

图  2  MSP法检测胃癌及癌旁正常组织hMLM1启动子区甲
基化的电泳图. T5: 第5号肿瘤组织标本; T28: 第28号肿瘤组
织标本; N5: 第5号正常标本; H2O: 阴性对照; M: 甲基化引物

扩增(产物为115 bp); U: 非甲基化引物扩增(产物为124 bp).

■相关报道
国内外已有研究
表 明 胃 癌 中 存
在 h M L H 1基因
甲基化 ,  且发生
hMLH1基因甲基
化的胃癌仅表达
少量的hMLH1蛋
白, 而未发生甲基
化的胃癌表达丰
富的hMLH1蛋白.
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常黏膜、淋巴结和痰细胞)无甲基化, 提示在结

肠癌中hMLH1常见5'CpG岛的过度甲基化与癌

症的发生有着密切的关系. Fleisher et al [6]检测

了65例胃癌, 发现29例存在hMLH1异常甲基化, 
发生hMLH1基因甲基化的胃癌仅表达少量的

hMLH1蛋白, 而未发生甲基化的胃癌表达丰富

的hMLH1蛋白. 故认为在胃癌中通常有hMLH1
蛋白表达缺失, 且主要与hMLH1启动子区CpG
岛甲基化有关. 本研究对60例胃癌组织检测发

现有18例存在hMLH1启动子区甲基化, 甲基化

发生率为30%, 而60例癌旁组织中未发现有甲

基化, 两者存在显著性差异(P <0.01). 国内也开

展了对肿瘤组织中hMLH1启动子区甲基化状

态的一系列研究. 陈国安 e t a l [7]对肺癌组织中

hMLH1启动子区甲基化状态及其与蛋白表达

的关系进行分析, 在50例肺癌组织中甲基化发

生率为32%, 14例hMLH1蛋白表达阴性者中, 有
11例(78.6%)甲基化, 认为甲基化与hMLH1蛋白

不表达有明显的相关性, 可能是导致hMLH1蛋
白不表达的重要机制. 这充分表明甲基化在癌

症的发生中扮演极为重要的角色. 在正常状态

下基因启动子区一般是非甲基化的, 当其发生

甲基化时, 常导致基因转录沉默, 使重要基因如

DNA错配修复基因等功能丧失, 从而导致损伤

的DNA不能被及时修复, 这与多种肿瘤的形成

相关. 有研究发现甲基化与饮食[8]、年龄[9]、吸

烟[10]和环境等[11]因素有关, 荷兰的一项队列研究

表明, 叶酸摄入过低可导致甲基化状态紊乱, 这
种变化可被过量饮酒所加剧. 陈国安 et al [7]统计

了hMLH1启动子区甲基化与性别、吸烟状态、

临床病理间的关系, 未发现有明显的相关性. 本

研究也统计了甲基化与肿瘤大小、癌肿部位、

淋巴转移和TNM分期等临床病理间的关系, 也
未发现有明显的统计学意义. 这提示hMLH1启
动子区甲基化可能是胃癌发生过程中的早期分

子事件, 可望成为胃癌早期诊断的指标之一[12-14]. 
Nakajima et al [9]研究发现hMLH1甲基化频率随

着年龄的增长而显著增高, 认为hMLH1甲基化

在老年胃癌患者发病机制中起重要作用. 本文

亦研究了甲基化频率与年龄的关系, 但未发现

有明显的相关性, 可能与样本例数过少有关.          
我们研究发现: 60例胃癌组织中hMLH1基

因mRNA阴性表达21例, 60例癌旁组织中未发

现有mRNA表达缺失. 在21例表达缺失的胃癌

中有17例检测出甲基化(占81%), 而hMLH1基因

mRNA表达无缺失的39例中仅有1例发生甲基化

(占2.5%), 两者差异有显著性, 这与国内外研究

结果相符[15-16]. 这提示hMLH1基因启动子区CpG
高甲基化可使hMLH1基因沉默, 导致其mRNA
表达缺失, 因此不能表达错配修复蛋白, 使其错

配修复基因功能丧失, 最终导致胃癌的发生和

发展. CpG岛高甲基化可能通过抑制CBF转录

因子结合到相应的CCAATbox使hMLH1基因沉

默. Veigl et al [17]人用去甲基化制剂5'氮杂胞嘧啶

(5-azacytidine)处理因甲基化导致hMLH1失活的

肿瘤细胞系, 成功地恢复了hMLH1的表达, 其表

达水平取决于药物的剂量. 相反, 对hMLH1启动

子未甲基化及由体细胞突变或生殖细胞缺陷引

起的hMLH1表达缺失却无复活作用. 由此可见

hMLH1启动子甲基化是基因表达关闭的主要原

因, 进一步证实了异常甲基化与基因表达抑制

和肿瘤的发生有着密切的关系. 

表  2  hMLH1基因启动子区甲基化与胃癌的临床病理参数间的关系

     
病理参数          分组	                     n            hMLM1甲基化n (%)	    χ2                     P

年龄(岁)	        >60		  30                10(33)	               0.3175	    0.5731

	        <60		  30                  8(27)		

肿瘤大小(cm)  >5		  29                12(41)	               3.4610	    0.0628

	        <5		  31                  6(19)		

性别	        男		  42                11(26)	               0.9675	    0.3253

	        女		  18                  7(39)		

癌肿部位	        胃窦		  26                  6(23)	               1.0472	    0.3062

	        胃体及贲门	 34                12(35)		

淋巴结转移     有		    9                  4(44)	               1.0520	    0.3051

	        无		  51                14(27)		

TNM分期	      ⅠⅡ期	 22                  5(23)	               0.8749	    0.3496

	       ⅢⅣ期	 38                13(34)		

■应用要点
通过对hMLH1基
因蛋白表达及甲
基化的检测判断
胃癌的发生与否, 
有助于胃癌的早
期诊断.
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在本试验中还发现1例CpG存在甲基化而

mRNA表达却正常, 考虑可能原因是在同一胃癌

组织中的部分癌细胞存在甲基化, 而另外一部分

未被甲基化, 未甲基化部分表达正常的mRNA. 
研究中还发现, 不论hMLH1基因的表达低下抑或

缺失, 一个样本中非甲基化条带常与甲基化条带

同时出现, 这与既往研究的结果一致[18-19]. 由于没

有通过微切割取组织细胞, 因此癌肿组织中可能

存在正常组织或者是肠化组织, 加之MSP方法极

度敏感, 导致1例样本同时扩增出甲基化和非甲

基化条带. Bai et al [20]认为这种现象是由于CpG岛

甲基化在等位基因内的异质性, 或者是等位基因

之间甲基化的差异所致, 可能提示hMLH1基因部

分甲基化已足以使该基因转录沉默. 
总之, 我们初步证实了hMLH1 mRNA在胃

癌组织中表达减少或缺失, 并与启动子高度甲

基化显著相关. 由于DNA甲基化状态可被逆转, 
同样hMLH1启动子去甲基化可以恢复肿瘤细胞

hMLH1 mRNA的再表达, 进而恢复MMR活性[21], 
从而达到治疗的目的. 因此针对基因甲基化的

靶向治疗已引起人们的重视. 
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■同行评价
本文应用MSP及
RT-PCR法检测60
例胃癌及癌旁黏
膜中hMLH1甲基
化状态 ,  对探讨
hMLH1基因甲基
化在胃癌发生, 发
展中的作用有一
定科学价值.


