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Abstract
AIM: To investigate the role of mismatch 
repair genes human mutL homolog 1 (hMLH1) 
and human mutL homolog 2 (hMSH2) in the 
carcinogenesis of gastric cancer.

METHODS: A total of 40 gastric cancer patients 
who underwent surgical resection at our hospi-
tal were included in the study, of which 33 were 
pathologically diagnosed as adenocarcinoma, 
and 7 as mucinous adenocarcinoma. All the 
patients did not underwent preoperative chemo-
therapy or immunotherapy. The gastric cancer 
specimens, matched cancer-adjacent tissue speci-
mens, and 20 chronic gastritis mucosa specimens 
(10 diagnosed as chronic superficial gastritis 

by gastroscopic biopsy, and 10 as chronic atro-
phic gastritis) were collected. The expression of 
hMLH1 and hMSH2 proteins in these specimens 
was detected by Western blot. 

RESULTS: The positive rate of hMSH2 expres-
sion in cancer tissue was significantly higher 
than those in cancer-adjacent tissue and gastritis 
mucosa tissue (0.28 ± 0.10 vs 0.23 ± 0.07 and 0.11 
± 0.10, respectively; both P < 0.01). The positive 
rate of hMLH1 expression in cancer tissue was 
significantly lower than those in cancer-adjacent 
tissue and gastritis mucosa tissue (0.22 ± 0.06 vs 
0.28 ± 0.07, 0.26 ± 0.06, both P < 0.01). The posi-
tive rates of hMLH1 and hMSH2 expression 
were not correlated with various clinicopatho-
logical parameters in gastric cancer.

CONCLUSION: High hMSH2 expression and 
low hMLH1 expression may be potential mark-
ers for prediction of the development of gastric 
cancer. 

Key Words: Gastric cancer; hMLH1; hMSH2; West-
ern blot
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摘要
目的: 探讨错配修复基因hMLH1和hMSH2在
胃癌发生中的作用.

方法: 收集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, 经病理诊断腺癌
33例, 黏液腺癌7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. 胃镜活
检20例慢性胃炎黏膜组织(慢性浅表性胃炎10
例, 慢性萎缩性胃炎10例). 采用Western blot法
检测hMLH1和hMSH2蛋白在胃癌组织、癌旁
组织及胃炎组织中的表达. 

结果: 胃癌组织中hMSH2蛋白的表达显著高

®

■背景资料
DNA错配修复系
统首先在原核生
物中被发现, 随后
在酵母及更高等
的真核生物中亦
发现相似的MMR
活性. 自1993年由
Fishel et al分离克
隆到第一个人类
MMR基因hMSH2
后 ,  到目前为止 , 
从人体细胞中共
分离克隆到 9个
MMR基因 ,  其中
与大肠杆菌MutS
同 源 的 基 因 有
hMSH2、hMSH3、
hMSH4、hMSH5 
和hMSH6, 与大肠
杆菌MutL同源的
基因有hMLH1、
hMLH3、hPMS1
和hPMS2.

■同行评议者
郑鹏远, 教授, 郑
州大学第二附属
医院消化科
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于癌旁组织和胃炎组织(0.28±0.10 vs  0.23
±0.07, 0.11±0.10, 均P <0.01); hMLH1蛋白
在胃炎组织和癌旁组织中的表达显著高于
胃癌组织(0.28±0.07, 0.26±0.06 vs  0.22±
0.06, 均P <0.01); hMLH1和hMSH2在胃癌中
的表达与年龄、性别、肿瘤部位、肿瘤大
小、浸润深度、组织学类型、分化程度、
淋巴结转移、远处转移等无关, 差异均无显
著性.

结论: hMSH2高表达可能是胃癌发生的标志
之一, 而hMLH1则可能是胃癌预警组织的一
种标志物.  

关键词: 胃癌; hMLH1; hMSH2; 蛋白印迹法
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0  引言

胃癌是我国常见的恶性肿瘤之一, 每10万人口

的年死亡率为25.12, 在各种恶性肿瘤中占首

位. 肿瘤的发生需经过一个较长的、多步骤的

过程, 涉及多个癌基因的激活和抑癌基因的失

活. 近年来的研究表明, 错配修复基因(mismathc 
repair, MMR)的突变也参与肿瘤的发生. MMR
是人体细胞的一种能修复DNA碱基错配的安全

保障体系, 由一系列特异性修复DNA碱基错配

的酶分子组成, 能修复各种因素所致的DNA碱

基错配、小片段插入或缺失、小环形成等形式

的DNA损伤和基因结构异常, 在维持基因结构

稳定性、降低基因突变率、保证遗传信息稳定

性方面起重要作用. 在以往对遗传性非息肉性

大肠癌等遗传性肿瘤的研究中发现, MMR基因

中hMLH1和hMSH2的异常改变具有突出地位[1]. 
本研究采用Western blot法, 检测胃癌、癌旁和

胃炎组织中hMLH1和hMSH2基因的表达情况, 
探究胃癌发病的相关分子机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 标本取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25例, 女15例, 
年龄36.3-78.6(平均年龄58.2)岁, 男女比5∶3, 经
病理诊断腺癌33例, 黏液腺癌7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. 胃镜活

检20例慢性胃炎黏膜组织(慢性浅表性胃炎10

例, 慢性萎缩性胃炎10例), 男9例, 女11例, 年龄

21-67(平均年龄46.3)岁. 新鲜标本取出后置于

-70℃冰箱保存备用. 抗hMSH2小鼠mAb(Santa 
Cruz B io techno logy, 稀释比例1∶100), 抗
hMLH1小鼠mAb(Santa Cruz Biotechnology, 稀释

比例1∶200), 内参GAPDH(联科生物, 原产美国, 
稀释比例1∶500), 辣根过氧化物酶标记山羊抗小

鼠IgG(联科生物, 原产美国, 稀释比例1∶2000). 
1.2 方法 
1.2.1 蛋白样品制备: 分别取胃癌组织、癌旁组

织及胃炎组织各100 mg加入200 μL裂解液(50 
mmol/L Tris-HCl, pH8.0; 1 mmol/L EDTA, pH8.0; 
5 mmol/L DTT; 2% SDS), 置冰上用研磨棒研磨组

织, 并加入蛋白酶抑制剂(与裂解液1∶100比例

配制)提取组织总蛋白, 13 000 r/min离心15 min, 
吸取含蛋白的上清液. BCA法测定蛋白浓度. 
1.2.2 Western blot: 取50 μg蛋白在10% SDS-
PAGE胶上100 V恒压电泳分离2 h, 转移至PVDF
膜上. 1%的脱脂奶粉室温封闭2 h, 一抗置杂交

袋中与膜杂交4℃孵育过夜, GAPDH作为内参. 
取出膜TTBS洗4次×10 min, 再与辣根过氧化

物酶标记的二抗室温孵育2 h, TTBS洗3次×10 
min. 最后用将PVDF膜用ECL发光液充分润湿

后作用1 min, 保鲜膜覆盖, 置暗盒中曝光3 min. 
显影、水洗、定影后观察结果.
1.2.3 结果分析: 应用BIO-RAD图像分析软件对

Western blot杂交条带进行密度扫描, 以hMSH2
及hMLH1条带灰度值与GAPDH条带灰度值比

值表示各组织中hMSH2及hMLH1的表达水平

(灰度值为条带密度值及面积值的乘积, 设空白

对照相对密度值为0).
统计学处理 用SPSS11.5统计软件对相关数

据行方差分析.

2  结果

2.1 胃癌、癌旁及胃炎黏膜组织中hMSH2表达 
hMSH2蛋白在10例浅表性胃炎黏膜组织10例
全失表达, 失表达率为100%, 10例萎缩性胃炎

黏膜组织4例失表达, 失表达率为40%. 胃癌组

hMSH2蛋白表达明显高于癌旁组(F  = 8.798, P = 
0.004), 胃癌组与胃炎组比较hMSH2蛋白表达明

显增多(F  = 33.969, P <0.01), 癌旁组与胃炎组比

较差别有统计学意义(F  = 28.590, P <0.01), 具体), 具体, 具体

结果见表1, 部分组织标本Western blot检测结果

见图1. 
2.2胃癌、癌旁及胃炎黏膜中hMLH1表达 胃炎

■相关报道
Flelsher et al在对
65例胃癌的研究
中发现了MS I、
启动予甲基化和
Hml-H1基因沉默
这三者之间的密
切相关. Fleisher 
e t  a l发现MS I胃
癌组织中hMLH1
表达减少 ,  并证
实hMLH1基因的
过甲基化与胃癌
MSI有关.
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黏膜组织及癌旁组织中hMLH1蛋白的表达明显

高于胃癌组织((F  = 9.798, 9.056, P  = 0.003); 胃炎

组与癌旁组比较差别无统计学意义(F  = 1.244, P  
= 0.281); 胃炎组中浅表性胃炎与萎缩性胃炎比

较差别无统计学意义(F  = 2.885, P  = 0.107), 具体

结果见表1, 部分组织标本Western blot检测结果

见图1. 
2.3 hMSH2及hMLH1蛋白表达与患者临床病理

特征之间的关系 hMSH2及hMLH1蛋白表达在

患者不同年龄组、性别、肿瘤部位、肿瘤大

小、浸润深度、组织学类型、分化程度、淋

巴结转移及临床分期等比较, 差异均无显著性

(P >0.05, 表2).

3  讨论

MMR基因是一组高度保守的管家基因, 具有修

表  2  hMSH2及hMLH1蛋白表达与患者临床病理特征之间的相关性 (mean±SD)

     
病理特征             	   n          hMSH2蛋白表达	   F 值	   P 值	 hMLH1蛋白表达	   F 值	   P 值

年龄(岁)

    ≤50		  28	 0.28±0.10	 0.324	 0.573	   0.21±0.06	 1.275	 0.266

    >50		  12	 0.30±0.10			     0.24±0.07		

性别

    男		  25	 0.28±0.11	 0.021	 0.886	   0.22±0.06	 0.199	 0.658

    女		  15	 0.28±0.05			     0.22±0.07		

肿瘤部位

    胃窦		  25	 0.29±0.08	 0.034	 0.856	   0.22±0.07	 0.046	 0.831

    胃体底		 15	 0.28±0.10			     0.22±0.06		

肿瘤最大径(cm)

    ≤5		  23	 0.30±0.07	 2.086	 0.157	   0.23±0.06	 1.595	 0.214

    >5		  17	 0.26±0.10			     0.20±0.07		

组织学类型

    腺癌		  33	 0.29±0.09	 0.417	 0.522	   0.22±0.06	 0.044	 0.835

    黏液腺癌	   7	 0.26±0.11			     0.21±0.07		

浸润深度

    黏膜下层	   6	 0.32±0.08	 0.504	 0.465	   0.21±0.06	 0.975	 0.415

    肌层		    9	 0.27±0.05			     0.20±0.06		

    浆膜层		 14	 0.27±0.09			     0.24±0.05		

    浆膜外层	 11	 0.28±0.12			     0.21±0.07		

淋巴结转移

    有		  29	 0.28±0.10	 0.545	 0.465	   0.21±0.06	 2.231	 0.144

    无		  11	 0.30±0.08			     0.24±0.06		

远处转移

    有		    9	 0.27±0.05	 0.141	 0.709	 0.21±0.07	 0.529	 0.472

    无		  31	 0.29±0.10			   0.22±0.06		

H pylori感染 

    -		  26	 0.28±0.10	 0.459	 0.502	 0.22±0.07	 0.017	 0.897

    +		  14	 0.27±0.06			   0.22±0.06		

表  1  胃癌和相应癌旁以及胃炎组织中hMSH2和hMLH1
蛋白的表达 (mean±SD)

     
                     胃癌组	      癌旁组

	                     胃炎组

		                              萎缩性          浅表性

hMSH2   0.28±0.09b	 0.23±0.07   0.11±0.10   0

hMLH1   0.22±0.06b  0.26±0.06   0.25±0.08   0.30±0.05

bP<0.01 vs  胃炎组.

25A      25C     28A    28C       1

hMSH2

hMLH1

GAPDH

kDa
100 

85 

36 

图  1  Western blot检测部分标本hMSH2、hMLH1及GAPDH
蛋白表达.

■应用要点
本 研 究 发 现 , 
hMLH1和hMSH2
参与胃癌的发生、
发展 ;  hMSH2高
表达可能是胃癌
发生的标志之一, 
而hMLH1则可能
是胃癌预警组织
的一种标志物. 为
胃癌的病因研究
及早期诊断预后
等方面提供依据.
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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[2-3]. 
近年来分子生物学的研究表明, 基因的不稳定

性是人类癌症多步骤发生过程中最重要的环

节, 能增加正常突变速率及致癌基因及抑癌基

因的突变, 基因组的稳定性有赖于高度保真的

D N A复制 ,  内外环境的各种因素都可能造成

DNA损伤. MMR在修复DNA复制过程中的错

误和内源性、外源性因素造成的损伤中具有重

要作用[4], 纠正DNA合成和复制所产生的错误, 
为MMR能诱导DNA受到严重损伤细胞的程序

性凋亡. DNA错配修复基因缺陷可致细胞突变

频率增加而形成突变子表型(mutato phenotype), 
这些突变子表型的存在使得基因突变的事件不

断放大、积累, 导致肿瘤发生. hMSH2和hMLH1
是最先发现的2个错配修复基因, 与肿瘤关系密

切[5]. hMSH2蛋白与hMSH6、hMSH3蛋白分别

形成异二聚体hMutS-α和hMutS-β, 可识别错配

位点, 并与错配位点结合形成复合物. hPMS2
蛋白的氨基末段片断具有与DNA结合的活性, 
和hMLH1蛋白形成hMutL-α二聚体, 与结合到

DNA链上的hMutS形成一种暂时性的复合物, 从
而启动错配修复[6]. 

胃癌发生是一个多病因、多阶段的连续

过程. 从慢性胃炎经萎缩性胃炎、肠上皮化生

和不典型增生, 最后发展为胃癌[7]. 本研究发现, 
hMSH2蛋白在胃癌中的表达显著高于癌旁和胃

炎黏膜(P <0.01), 癌旁组织hMSH2的表达较胃炎

组明显增多(P <0.01), 在浅表性胃炎及部分萎缩

性胃炎中表达缺失, 说明癌细胞旺盛的增殖活

动使hMSH2基因表达上调, 远离肿瘤组织的癌

旁组hMSH2表达降低, 而hMSH2在浅表性胃炎

组中有失表达的现象(失表达率100%), 在萎缩

性胃炎中有部分失表达(失表达率40%). hMSH2
蛋白在胃癌中高表达的原因可能是在某些因素

的不断刺激下, 一些增殖活跃的细胞容易出现

基因的多点突变和DNA复制错误, 使hMSH2基
因表达代偿性上调, 但增多的基因产物仍不足

以修复已发生损伤的基因, 使细胞恶性转化, 也
不排除hMSH2基因自身可能发生突变, 编码有

缺陷的产物增加, 促进肿瘤的发生. 如现已发现

某些抑癌基因(如p53 )发生突变从而促进了肿瘤

的发生. Leach et al [8]在对膀胱癌的研究中发现, 
原发性膀胱癌患者的膀胱冲洗液中具有hMSH2
的表达, 且在治疗后转为阴性, 无膀胱癌的患者

则无此基因的表达. 这些结果说明, hMSH2基

因的高表达间接反映了肿瘤存在的情况. 但也

有相反的报道: 在宫颈鳞状细胞癌、前列腺癌

等肿瘤中的hMSH2基因表达减少或缺失[9-10], 而
hMSH2表达下调或缺失的肿瘤通常伴有微卫星

不稳定性的发生. 微卫星的不稳定性反应了错

配修复系统的缺陷. 
由试验结果可见, 胃癌中hMSH2基因的高

表达与患者年龄、性别、肿瘤部位、肿瘤大

小、浸润深度、组织学类型、分化程度、淋

巴结转移及临床分期及幽门螺旋杆菌感染等

均无关, 与肿瘤的恶性程度无关. 本研究认为,  
hMSH2基因表达增高与胃癌的发生有关. 

本研究中 ,  h M L H1基因在癌组织中的表

达明显少于癌旁及胃炎组织(P <0.01), 癌旁组

hMLH1表达较胃炎组少, 差别没有统计学意义

(P >0.05), 胃炎组中浅表性胃炎组较萎缩性胃

炎组hMLH1表达稍多, 但差别没有统计学意义

(P >0.05), 这与Kakar e t a l [11]在大肠癌中的发

现基本相似, 说明h M L H1的高表达在一定程

度上可能会抑制DNA突变或损伤所造成的细

胞恶变趋势, 进而抑制恶性肿瘤的发生. Baek 
e t a l [12]在对胃癌的研究中发现, 在8%的MSI阳
性腺瘤与88%的癌中可见hMLH1表达缺失或

减少, 在子宫内膜癌亦可见hMLH1表达缺失[13], 
hMLH1表达下调的原因, 可能是基因突变引起

的表达缺失, 而更多的则是因为启动子区域甲

基化. 慢性萎缩性胃炎是胃癌发生发展中的一

个过程, hMLH1表达的减少, 但与浅表性胃炎

组比较差别无统计学意义, 但也从一定程度上

预示胃癌发生的可能, hMLH1表达下调导致错

配修复效率下调, 造成突变的累积及肿瘤的发

生. Kruschewski et al [14]在研究直肠癌中MMR
基因表达与肿瘤生物学行为关系时发现MMR
基因h M L H1的表达与患者的年龄、性别、

肿瘤部位、组织学类型、浸润深度、分化程

度、临床分期和淋巴结转移均无关, 与本实验

结果相符.
以上研究表明, hMLH1基因与hMSH2基

因有所不同, 在某种程度上反映了h M L H1与
hMSH2基因功能上的差异, hMSH2基因表达

异常与胃癌相关, 该基因的高表达可能是胃癌

发生的标志. hMLH1表达减少则可能预示胃癌

的发生, hMLH1蛋白可能作为预警胃癌发生的

组织学标志物. 随着M M R基因研究的深入及

分子生物学技术的发展, 人们将更进一步了解

hMLH1和hMSH2基因与胃癌的关系, 为胃癌的

■同行评价
本文研究错配修
复基因hMLH1和
hMSH2在胃癌组
织中的表达及其
意义 ,  有一定的
理论意义和临床
价值.
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病因研究及早期诊断预后等方面提供依据.
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