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Abstract
AIM: To investigate the relationship between 
microsatellite instability (MSI) and the gastric 
cancer and its effect on carcinogenesis in 
Lanzhou province of China.

METHODS: Silver staining single strand confor-
mation polymorphis-polymerease chain reaction 
(PCR-SSCP) was used to screen MSI markers 
at 5 loci (Bat25, Bat26, D2S123, D5S346 and 
D17S250) in the DNA which were all extracted 
from gastric cancer (n = 43) and dysplasia (n = 
21) tissues with Phenol-Chloroform method, in 
the same way as corresponding normal gastric 

tissues. MSI was analyzed in the gastric cancer 
and dysplasia. 

RESULTS: MSI was detected in 28/43 cases of 
gastric cancer (65.1%) including 8 MSI-H (28.6%), 
and 20 MSI-L (71.4%). Six out of 21 cases were 
detected in dysplasia (28.6%), including 2 MSI-H 
(33.3%) and 4 MSI-L (66.7%).  

CONCLUSION: The incidence of MSI in HEXI 
gastric cancer is very higher, probably contrib-
utive to the multistep gastric carcinogenesis. 
MSI may be a relatively better marker of gas-
tric cancer. 

Key Words: Gastric cancer; Microsatellite instability; 
Silver staining single strand conformation polymor-
phis-polymerease chain reaction
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摘要
目的: 研究兰州地区胃癌与微卫星不稳定性
(microsatellite instability, MSI)的关系, 从基因
组不稳定的角度探讨河西地区胃癌高发可能
的发病机制. 

方法: 采用苯酚-氯仿法分别提取43例胃癌和
21例胃异型增生及相应对照组织DNA. 应用
银染PCR-SSCP检测技术检测Bat25、Bat26、
D2S123、D5S346及D17S250微卫星位点, 并
对胃癌及癌前病变组织中MSI进行分析.  

结果: 43例胃癌患者中MSI检出28例, 检出率
为65.1%. 其中MSI-H为8例, MSI-L 20例, 分别
为28.6%和71.4%; 21例胃异型增生组织中MSI
检出6例, 检出率为28.6%. 其中MSI-H 2例占
33.3%; MSI-L 4例占66.7%. 

结论: 兰州地区胃癌患者中MSI检出率很高, 
MSI可能是该地区胃癌高发的另一种分子致
癌机制, 并可以作为胃癌诊断的一个较为敏感
的指标. 
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■背景资料
多年来专家学者
对甘肃省河西胃
癌高发的病因做
了不少实验研究
和 大 量 调 研 ,  并
提出了多种可能
的 原 因 ,  但 胃 癌
高发的因素、分
子机制仍欠明确. 
近年来消化系肿
瘤中微卫星不稳
定性发生及其可
能的机制已成为
研 究 的 热 点 .  研
究兰州地区胃癌
与微卫星不稳定
性 的 关 系 ,  从 基
因组不稳定的角
度探讨河西地区
胃癌高发可能的
发 病 机 制 ,  对 消
化系肿瘤的诊断
和预后指导产生
积极的推动作用
有重要的意义. 

■同行评议者
田晓峰, 教授, 大连
医科大学附属第
二医院普通外科
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0  引言

现代分子生物学研究表明, 胃癌的发生发展是

一个多因素参与的多阶段多步骤过程. 他涉及

一系列分子遗传学改变, 包括癌基因的激活、

抑癌基因的失活、端粒酶活性改变等. 近年来

研究表明, 由DNA错配修复基因缺陷引起的微

卫星不稳定性(microsatellite instability, MSI)在
胃癌的发生发展中扮演重要角色, 是继发现癌

基因激活和抑癌基因失活之后的又一癌变机制. 
我们采用聚合酶链式反应-单链构象多态性分析

(PCR-SSCP)技术, 选择1998年由美国国家癌症

研究院(NIH)制定并推荐在所有肿瘤中应检测包

括2个单核苷酸重复序列(Bat25和Bat26)以及3个
二核苷酸重复序列(D2S123, D5S346和D17S250)
的5个微卫星位点[1], 对兰州地区64例胃癌及癌

前病变组织中MSI进行检测并加以分析研究, 进
一步探讨胃癌发病机制, 为早期诊断、预后及

预防和提供理论依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 64例胃癌及胃异型增生新鲜组织全部

来源于兰州大学第一附属医院. 入选患者及健康

对照人均长期生活在兰州地区达20年或以上. 其
中43例胃癌来自2006-03/2006-11病理科胃癌术

后活检标本, 21例胃异型增生组织来自同期在消

化科胃镜室行胃镜检查并取活检的部分组织, 全
部病例均经本院病理科确诊无误. 胃癌对照组取

自对应患者癌组织边缘5 cm以外并由病理医生

在显微镜下观察无癌细胞的组织; 异型增生对照

组取自相应患者正常胃黏膜组织. 肿瘤分型依据

WHO新分类标准(1990). PCR扩增引物由上海生

工公司订购合成, PCR试剂盒购于北京天为时代

公司. PCR扩增仪(美国产, PTC-220)、垂直电泳

槽(北京产, DYCZ-24D)、凝胶照相分析仪(英国

产, SRNGENE-RQ2.04).
1.2 方法 
1.2.1 D N A提取: 采用苯酚-氯仿法分别提取

43例胃癌和21例胃异型增生及相应对照组织. 
PCR扩增25 μL反应体系组分: 2×Master Mix 
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12.5 μL, DNA模板1 μL, 引物1 1 μL, 引物2 1 
μL, 双蒸水9.5 μL. 反应条件: 94℃预热3 min; 
94℃变性30 s; 48℃-55℃退; 30 s 72℃延伸1 
min; 循环35次; 72℃ 5 min. 琼脂糖凝胶预电泳, 
以明确PCR是否成功.  
1.2.2 SSCP: 取上述PCR产物10 μL加入10 μL
变性上样缓冲液(980 mL/L去离子甲酰胺, 20 
mmol/L EDTA, 0.1 g/L溴酚蓝, 0.1 g/L二甲苯青), 
30 μL石蜡油, 煮沸10 min, 取出立即包埋于碎冰

中2 min以上, 再将水相全部上样于80 g/L非变性

聚丙烯酰胺凝胶板(含50 g/L甘油, 丙烯酰胺与

亚甲基双丙烯酰胺之比为29∶1)加样孔中. 电泳

条件: 室温即在20℃-25℃, 电压为80 V, 时间约

3 h左右. 银染, 照相. 肿瘤组织和对应正常组织

DNA在同一条件下进行PCR 扩增, 电泳, 银染. 
1.2.3 MSI阳性判断标准: 病例组与对照组相比, 
电泳后出现异常条带或条带迁移为MSI阳性. 高
频MSI(MSI-H), 即在所检测的位点中30%-40%
以上不稳定; 低频MSI(MSI-L), 即在所检测的位

点中30%-40%以下不稳定; 稳定性肿瘤(MSS)为
无微卫星不稳定性. 

统计学处理 应用SPSS10.0统计软件. 检出

率分析采用χ2检验, P <0.05认为差异有显著性. 

2  结果

2.1 胃癌组织中MSI检出 检测的5个微卫星位点

(表1), MSI阳性PAG见图1. 43例胃癌中表现为

MSI共检出28例, 检出率为65.12%. 其中MSI-H
为8例, 检出率为18.60%, 占胃癌M S I检出的

28.6%; MSI-L 27例, 检出率为46.51%, 占胃癌

MSI检出的71.4%. 在胃癌中表现为MSS的为15
例, 检出率为34.88%(表2). 
2.2 胃异型增生组织中MSI检出 21例胃异型增

生组织中MSI检出6例, 检出率为28.6%. 其中

MSI-H 2例, 检出率为9.5%; MSI-L 4例, 为19.1%. 
MSS为15例, 占为异型增生组织的71.4%. 
2.3 MSI与胃癌部位、分期和病理分型 肿瘤部

位: MSI-L较MSI-H更多的位于胃窦部, 二者间

的差别无统计学意义(P >0.05). 分化程度: MSI-L
与MSI-H相比, 似乎MSI-L较MSI-H更趋于低

分化腺癌. 淋巴结转移: 尽管MSI-L胃癌患者较

MSI-H患者淋巴结转移例数较多, 但二者统计学

无显著性差异(P >0.05, 表2). 
2.4 胃癌与胃异型增生组织DNA中MSI检出 43
例胃癌中MSI-H检出为8例(18.6%), MSI-L为
20例(46.5%); 异型增生中分别为2例(9.5%)和

www.wjgnet.com

■相关报道
现代分子生物学
研 究 表 明 ,  胃 癌
的发生发展是一
个多因素参与的
多阶段多步骤过
程 .  他 涉 及 一 系
列分子遗传学改
变, 包括癌基因的
激活、抑癌基因
的失活、端粒酶
活性改变等. 近年
来 研 究 表 明 ,  由
DNA错配修复基
因缺陷引起的微
卫星不稳定性在
胃癌的发生发展
中扮演重要角色, 
是继发现癌基因
激活和抑癌基因
失活之后的又一
癌变机制. 

■研发前沿
日本和西方国家
的检出率与国内
报 道 的 不 尽 相
同. 造成MSI检出        
率各不相同的原
因主要是由于肿
瘤组织MSI的诊
断目前尚无统一
标准, 不同研究者
所选微卫星位点
的种类和数目、

样本数量、MSI 
阳性的判断标准
不同. 另外, MSI
的阳性率还与遗
传背景以及地理
区域等有关. 
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4例(19.1%),  经显著性检验, MSI-H和MSI-L
在胃癌和异型增生中差异无显著性(P >0.05). 
M S I在胃癌和胃异型增生中检出分别为28例
(65.1%)和6例(28.6%), 经检验, 二者间差异有

显著性(P <0.05). 

3  讨论

微卫星(MS)是散布在人类基因组中小于10个
核苷酸的简单重复序列, 又称短串连重复(short 
tandem repeat, STR), 一般为2-6碱基重复, 如
(CA)n、(GT)n、(CAG)n等, 尤以(CA)n重复序列

最为常见, 其中n为10-60, 其长度由重复单位的

拷贝数决定, 是一类呈高度多态性的遗传标志. 
目前普遍认为, MS是基因重组的热点, 是基因重

排和变异的来源. MS通过改变DNA结构或通过

与特异性蛋白质结合而发挥基因调控作用. MSI

是指由于D N A复制错误引起的简单重复序列

的增加或丢失. 研究表明, 胃癌的发生涉及2条
不同的基因病理途径: 其一为经典的肿瘤抑制

病理途径; 另一为MSI途径. 前者包括MSI2L和
MSS的多数胃癌, APC/ MCC、DCC和p53基因

等抑癌基因的LOH和突变在其发生和发展中起

重要作用, 而后者则包括少数MSI-H胃癌, 由于

错配修复基因异常, 导致了TGFβRⅡ、BAX、

hMSH6等基因单核苷酸水平突变率的增加和广

泛的MSI[2-3]. 
本次检测中胃癌患者M S I检出率高达

65.1%, 高于国内报道的30%-41.5%[4-6]和国外报

道的16%-59%[7-8]. 国外报道MSI阳性检出率个

别达到76.7%[9]. 在异型增生组织中MSI检出率

为28.6%, 与国内同等研究条件下的报道基本一

致[4-6]. 造成MSI检出率各不相同的原因主要是

表  1  实验选用微卫星引物序列

     
微卫星位点		  引物序列				    扩增片段大小(bp)

Bat-25		  5'-TCGCCTCCAAGAATGTAAGT-3'		                 -90

		  5'-TCTGCATTTTAACTATGGCTC-3'	   

Bat-26		  5'-TGACTACTTTTGACTTCAGCC-3'		           80-100

		  5'-AACCATTCAACATTTTTAACCC-3'		          

D5S346		  5'-ACTCACTCTAGTGATAAATCG-3'		           96-122

		  5'-AGCAGATAAGACAGTATTACTAGTT-3'	         

D17S250		  5'-GGAAGAATCAAATAGACAA-3'		               -150

		  5'-GCTGGCCATATATATATTTAAACC-3'	             

D2S123		  5'-AAACAGGATGCCTGCCTTTA-3'		         197-227

		  5'-GGACTTTCCACCTATGGGAC-3'		        

图  1  5个微卫星位点MSI阳性PAG电泳图. A: Bat25位点; B: Bat26位点; C: D5S346位点; D: D17S250位点; E: D2S123位点; 左

侧为原图, 右侧为放大图.
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■应用要点
研究胃癌和癌前
病变组织MSI的
存在情况, 可以从
基因组不稳定的
角度探讨胃癌可
能的发生机制. 甘
肃地区胃癌患者
MSI阳性检出率
很高. 提示MSI参
与了胃癌多步骤
多阶段过程, 可能
是甘肃地区胃癌
高发的分子机制
之一, 并可作为胃
癌遗传不稳定性
的一个较为敏感
的检测指标. 

■创新盘点
本研究采用聚合
酶链式反应-单链
构象多态性分析
技术, 对兰州地区
胃癌及癌前病变
组织中MSI进行
检测并加以分析
研究, 进一步探讨
了胃癌发病机制. 
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由于肿瘤组织MSI的诊断目前尚无统一标准, 不
同研究者所选微卫星位点的种类和数目、样本

数量、MSI阳性的判断标准不同. 另外, MSI的
阳性率还与遗传背景以及地理区域等有关[10]. 

MSI阳性胃癌与临床病理的关系目前尚未

明确. 国内外均有学者[11-13]报道, 认为MSI-H与

MSI-L的胃癌具有不同的临床病理特征. MSI-H 
胃癌多发生在胃窦部, 淋巴转移少, 预后较好. 
而Wirtz et al [14]研究表明, MSI 与性别、年龄、

肿瘤浸润深度、细胞分化程度、淋巴结转移、

Lauren分型以及预后无关. 本研究中, 虽然在数

据上看似胃癌组中MSI-L患者较早倾向于淋巴

结转移, 预后较MSI-H和MSS患者差; 在分化程

度上MSI-L患者较MSI-H患者更多倾向于低分

化; 但经过统计检验表明, MSI-H和MSI-L与胃

癌患者细胞分化程度、淋巴结转移差异无显著

性. 同样, 在本研究中未得出MSI-H胃癌多发生

在胃窦部, 淋巴转移少, 预后较好的结论. 我们

认为主要原因有二: 其一与本研究的样本较小

有关; 其二MSI发生频率可能与地理背景有关, 
即我们所取材的甘肃地区MSI发生频率可能与

文献报道的其他地区存在一定的差异, 表明甘

肃地区多数胃癌表现为MSI-L和MSS型, 少数则

为MSI-H. 胃黏膜肠上皮化生和异型增生被认为

是胃癌的癌前病变, 部分胃癌的发生可能是癌

前病变过程中一系列基因变异累积的结果. 从
肠上皮化生到胃癌的发展过程中也发现了基因

不稳定的证据, 文献报道肠上皮化生组织MSI 

发生率为30%-44.15%[4-6]. 由于本组资料中缺少

肠上皮化生病例, 所得到的结果有限, 尚需更多

样本的研究加以证实. 国外有人研究MSI与胃癌

治疗及预后的关系, 认为MSI阳性率高的患者对

顺铂化疗更为敏感, 而p53突变率与MSI阳性率

对顺铂治疗效果差异无显著性[15]. 
MSI在胃癌癌前病变组织中均有相当比例

的存在, 提示在癌前病变阶段已出现基因的不

稳定现象, 这是胃癌发生前的分子异常事件, 可
能会成为胃癌多步骤发生过程中的起点. Piao 
et al [16]研究发现, 在散发性胃癌中重要的抑癌基

因RIZ的MSI阳性率很高. Kashiwagi et al [17]对6
例MSI的高分化型胃癌或胃腺瘤标本作回顾性

研究, 取其1-7年前的标本, 结果发现该6例标本

在慢性胃炎阶段就已经表现为MSI. 作者同时

报道1例肠上皮化生伴MSI的患者, 经过3年随

访, 在与肠上皮化生相同的部位发现高分化腺

癌. 这些结果均提示MSI的出现在胃癌发生过程

中发挥了重要作用, 是胃癌发生因素中的重要

环节. 因此, 胃黏膜癌前病变组织MSI的分析将

有助于胃癌发生危险性的预测, 对伴有MSI的患

者进行定期随访, 可能有助于发现早期胃癌. 研
究胃癌和癌前病变组织MSI的存在情况, 可以从

基因组不稳定的角度探讨胃癌可能的发生机制. 
兰州地区胃癌患者MSI阳性检出率很高. 提示

MSI参与了胃癌多步骤多阶段过程, 可能是甘肃

地区胃癌高发的分子机制之一, 并可作为胃癌

遗传不稳定性的一个较为敏感的检测指标. 
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■同行评价
本实验方法先进, 
数据科学准确, 处
理得当, 逻辑层次
清晰, 从基因组不
稳定的角度探讨
了兰州地区胃癌
高发可能的发病
机制. 


