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Abstract
AIM: To analyze human mutL homolog 1 
(hMLH1) and hMSH2 gene mutations in Chinese 
familial gastric cancer kindreds and sporadic 
gastric cancer patients.

METHODS: Blood samples from 16 gastric 
cancer patients and 114 healthy members with 
familial clustering of gastric cancer and 56 spo-
radic gastric cancer patients were collected. 
After DNA extraction, the fragments of exons 3, 
8, 12, 13 and 16 of the hMLH1 gene and exons 
5 and 7 of the hMSH2 gene were amplified by 
polymerase chain reaction (PCR), followed by 

single-stranded conformation polymorphism/
capillary electrophoresis (SSCP-CE) genotyping 
assay. The fragments suspected to harbor muta-
tions were sequenced. 

RESULTS: Mutations were detected in exon 8, 
12 and 16 of the hMLH1 gene, whereas no muta-
tion was detected in exons 5 and 7 of the hMSH2 
gene. In subjects with familial clustering of 
gastric cancer, the mutation frequency was 37% 
(6/16) in gastric cancer patients and 27% (31/114) 
in healthy members, both significantly higher 
than that in controls (5%; P = 0.001 and 0.000, re-
spectively). The mutation frequency was 11% in 
gastric patients without familial clustering, sig-
nificantly lower than that in subjects with famil-
ial clustering. The mutation at codon 219 in exon 
8 of the hMLH1 gene (A→G) results in a con-
version of Ile→Val (ATC→GTC), whereas the 
mutation at codon 384 in exon 12 of the hMLH1 
gene (T→A) results in a conversion of Asp→
Val (GTT→GAT). The mutation at codon 553 in 
exon 16 of the hMLH1 gene (T→G) results in a 
conversion of Ser→Arg (AGT→AGG), which 
represents a novel mutation of the hMLH1 gene 
that has not been reported before. 

CONCLUSION: Familial gastric cancer kin-
dreds may have similar hMLH1 gene mutations 
to those observed in hereditary nonpolyposis 
colorectal carcinoma. 
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摘要
目的: 分析中国北方地区胃癌家系人群及胃
癌散发患者hMLH1和hMSH2基因的突变.

方法: 收集胃癌家族史的胃癌患者16例及5个
家系健康人114例, 无胃癌家族史的胃癌患者
56例, 正常人群对照100例. 采取外周血, 用小
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■背景资料
错配修复基因是
DNA复制时保证
细胞基因组稳定
的 卫 士 ,  错 配 修
复基因突变或功
能 丧 失 后 ,  其 下
游的癌基因和抑
癌基因等多种基
因的突变因得不
到修复而逐渐积
累, 使细胞发生恶
变的危险性增高. 
欧美诸国多见的
HNPCC发病的主
要原因之一就是
错配修复基因的
突变. 已经检测到
的400多种错配修
复基因的突变中, 
MLH1约占50%, 
MSH2约占40%. 

■同行评议者
倪润洲, 教授, 南
通大学附属医院
消化内科



样本血液DNA提取试剂盒提取DNA. 分别扩
增hMLH1的外显子3、8、12、13和外显子16
以及hMSH2的外显子5和外显子7, 热变性后, 
用毛细管电泳进行单链构象多态性的分析, 对
可疑样本进行测序. 

结果: 突变出现在hMLH1基因第8、第12和
第16外显子, 而外显子3和外显子13没有检测
到突变, hMSH2基因的外显子5和外显子7也
没有检测到突变. 在有家族史的胃癌患者的
16例外周血标本中, 有6例出现突变, 突变率
37%; 无胃癌家族史的56例患者, 总计6例出现
突变, 突变率11%; 胃癌家系健康人群的114例
样本中, 31例出现突变, 突变率27%; 在100例
对照样本中, 5例出现突变, 突变率5%. 第8外
显子的突变点位于219位密码子的第一个碱
基(ATC→GTC); 第12外显子的突变点位于第
384位密码子的第二个碱基(GTT→GAT); 第
16外显子的突变点位于第553位密码子的第
二个碱基(AGT→AGG), 这三个突变都是碱基
置换. 但有家族史的胃癌患者和胃癌家系健
康成员的突变率明显高于对照组(P  = 0.001, 
0.000), 无家族史的胃癌患者突变率虽然略高
于对照组, 但差异不显著(P  = 0.204). 第16外
显子的突变是目前尚未见报道的新的突变.

结论:  胃癌家系人群体细胞存在与遗传性
非息肉性结肠癌(heredi tary nonpolyposis 
colorectal cancer, HNPCC)相似的基因突变.

关键词: 胃癌; 家系; 错配修复; 基因突变

李建华, 吕申, 石先哲, 刘敏, 王彦. hMLH1和hMSH2基因在

胃癌易感人群中的突变.  世界华人消化杂志  2010; 18(11): 

1121-1126

http://www.wjgnet.com/1009-3079/18/1121.asp

0  引言

胃癌在我国是发病率较高的恶性肿瘤, 其发病

与结肠癌相似, 具有一定的家族积聚现象, 这两

种肿瘤的发生除了与环境因素有关, 遗传因素

也相当重要. 已有大量的研究证实, 结肠癌的

发生与错配修复基因的突变有关[1-3], 错配修复

基因是DNA复制时保证细胞基因组稳定的卫

士, 错配修复基因突变或功能丧失后, 其下游的

癌基因和抑癌基因等多种基因的突变因得不到

修复而逐渐积累, 使细胞发生恶变的危险性增

高[4-6]. 除了遗传性非息肉性结肠癌(hereditary 
nonpolyposis colorectal cancer, HNPCC), 在散发

性结肠癌也检测到了错配修复基因的突变, 尤
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其是作为错配修复起始因子的hMLH1和hMSH2
基因, 突变更为常见[7,8], 然而在胃癌有关这两种

基因突变的报道却很少. 虽然有学者曾经按照

HNPCC的标准定义过遗传性胃癌, 但对胃癌基

因背景的研究并不多. 至于胃癌的发生为什么

有家族积聚性, 更很少有研究对这一现象进行

解释. 通过临床及流行病学调查, 我们掌握了5
个胃癌家系, 这些家系的特点是: 每个家系均有

3例以上、连续2代发病, 其中至少2例为直系亲

属, 这些特点与HNPCC相似, 并且近些年来, 这
些家系的人群中结肠癌的发病率有增高的趋势. 
另外, 在HNPCC也常有胃癌的发生[9,10]. 既然胃

癌和结肠癌的组织结构和临床发病特点如此相

似, 我们推测他们基因遗传背景可能有相同之

处. 本研究中, 我们在胃癌易感人群体细胞检测

HNPCC常出现的突变位点, 并与HNPCC相比较, 
以获取我国胃癌高发人群的基因背景资料.

1  材料和方法

1.1 材料 无胃癌家族史的胃癌患者的56份外周

血采自我国东北地区的胃癌患者, 具有胃癌家

族史的胃癌患者的16份外周血和胃癌家系健

康成员的114份外周血样采自中国辽宁省南部

地区, 这5个胃癌家系均满足以下条件: 每个家

系有3例以上、连续2代发病, 其中2例为一级亲

属. 男64例, 年龄8-75(中位年龄38)岁, 女50例, 
年龄14-68(中位年龄40)岁. 正常对照的100份血

样采自大连地区的志愿者, 其直系亲属无胃癌

患者. 无家族史胃癌患者是指一、二级亲属中

未发现胃癌或结肠癌, 有家族史胃癌患者是指

一级亲属中有胃癌患者, 胃癌家系健康者是指

在进行调查和采血时未发现患有肿瘤. Perkin-
Elemer Model 2700 PCR扩增仪(美国ABI公司); 
P/ACE MDQ型毛细管电泳(美国Beckman公司); 
ABI Prism 310基因分析仪(美国ABI公司). 血液

DNA提取纯化试剂盒(上海华舜生物工程有限

公司)、丙烯酰胺、四甲基乙二胺(TEMED)、
过硫酸铵(APS)、γ-甲基丙烯酰基-三(甲氧基)硅
烷、TBE电泳缓冲液(Sigma公司, 美国), PCR反
应试剂、引物(宝生物工程公司, 中国), 其他试

剂均为国产分析纯.
1.2 方法 
1.2.1 血液DNA的提取: 用试剂盒提取血液有核

细胞DNA.
1.2.2 聚合酶链反应: PCR引物设计见表1. 以提

取的基因组DNA为模板, 扩增 hMLH1和hMSH2

www.wjgnet.com

■研发前沿
错配修复基因突
变是否也与中国
北方发病率很高
且有一定遗传倾
向的胃癌发病相
关, 迄今为止尚未
见报道.
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基因的外显子. PCR反应条件相同, PCR反应体

积25 μL, 其中模板DNA 100 ng, 4×dNTPs终浓

度各0.2 mmol/L, MgCl2浓度1.5 mmol/L, Taq酶1.5 
U, 上下游引物各0.15 μmol/L. 循环条件: 94 ℃
预变性5 min后, 94 ℃ 40 s, 55 ℃ 40 s, 72 ℃ 60 s, 
35个循环周期, 最后72 ℃延长10 min. 
1.2.3 SSCP-CE分析: 取2 μL PCR产物用纯水稀

释20倍, 95℃变性5 min后迅速冰浴冷却, 待测. 
电泳时由毛细管电泳仪压力系统自动填充聚合

物溶液到毛细管(总长40 cm, 有效长度30 cm, 内
径75 μm)中, 采用电动进样和反极性恒压电泳模

式分离. 激光诱导荧光检测器检测DNA片段, 激
发波长488 nm, 发射波长520 nm. MDQ数据处理

软件采集数据. 与正常对照相比, 出现异常峰为

可疑突变. 
1.2.4 DNA序列分析: SSCP-CE分析出现异常的

PCR产物, 按照ABI PRISM 310基因分析手册中

的方法用乙酸钠和乙醇进行纯化. 取纯化的双

链DNA2ng作为模板, 相应的非荧光标记的PCR
引物为测序引物(3 pmol), 用ABI公司的Big Dye 
terminator cycle sequencing ready reaction kit, 在
ABI PRISM 310型全自动DNA测序分析仪上进

行PCR产物的直接测序.

2  结果

突变位点出现在hMLH1基因的第8、第12和第

16外显子, 外显子3和外显子13没有检测到突变, 
hMSH2基因的外显子5和外显子7也没有检测

到突变. 有胃癌家族史的16例患者, 总计6例出

现突变, 突变率37%, hMLH1基因第8、第12和
第16外显子突变分别有2例、2例和3例, 其中1
例出现了第8和第12外显子的同时突变. 无胃癌

家族史的56例患者, 总计6例出现突变, 突变率

11%, hMLH1基因第8、第12和第16外显子突变

分别有2例、2例和2例. 家系114例健康者样本

中, 总计31例出现突变, 突变率27%, hMLH1基
因第8、第12和第16外显子突变分别有12例、7
例和13例, 其中1例出现第8和第16外显子的同

时突变. 在100例对照样本中, 总计5例出现突变, 
突变率5%, 第8、第12和第16外显子突变分别有

2例、2例和1例. 由于每个家系单个外显子的突

变例数较少, 因此, 合计各外显子进行统计见表

2. 第8外显子的突变点位于219位密码子的第一

个碱基(ATC→GTC, Ile→Val)(图1, 2); 第12外显图1, 2); 第12外显); 第12外显

子的突变点位于第384位密码子的第二个碱基

(GTT→GAT, Val→Asp)(图3, 4); 第16外显子的图3, 4); 第16外显子的); 第16外显子的

突变点位于第553位密码子的第三个碱基(GTC

表  1  PCR扩增的引物序列

     
基因	 位点		  引物序列			                  温度(℃)	 长度(bp)

hMSH2	 外显子5	   5'-FAM-ACTGTCTGCGGTAATCAAGT		   58	   131

		    5'-FAM-AAAGGTTAAGGGCTCTGACT		

	 外显子7	   5'-FAM-CAAGCAGCAAAGTTAGAAGA	   56	   176 

		    5'-FAM-ACCACCACCAACTTTATGAG			

hMLH1	 外显子3	   5'-FAM-AGAGATTTGGAAAATGAGTAAC	   50	   208 

		    5'-FAM-ACAATGTCATCACAGGAGG		

	 外显子8	   5'-FAM-CTCAGCCATGAGACAATAAATCC	   50	   217 

		    5'-FAM-GGTTCCCAAATAATGTGATGG		

	 外显子12	   5'-FAM-ACAGACTTTGCTACCAGGACTTG	   55	   216 

		    5'-FAM-TGTCTTATCCTCTGTGACAATGG		

	 外显子13	   5'-FAM-TGCAACCCACAAAATTTGGC		   55	   292 

		    5'-FAM-CTTTCTCCATTTCCAAAACC		

	 外显子16	   5'-FAM-CATTTGGATGCTCCGTTAAAGC	   55	   276 

		    5'-FAM-CACCCGGCTGGAAATTTTATTTG		

		    5'-FAM-CTATTGTTGGATCATATTCGTCC		

表  2  胃癌易感人群hMLH1基因突变的情况

     
分组            n 

         	      hMLH1突变(n )	           
突变率(%)

	      外显子8 外显子12 外显子16  总计	

FGC          16      2            2            3          6            37b

NFGC       56      2            2            2          6            11b

FGC-H   114    12            7          13         31           27b

对照组    100      2            2            1          5               5

FGC: 家系胃癌患者; NFGC: 非家系胃癌患者; FGC-H: 家系健

康者. bP<0.01 vs  对照组.

■创新盘点
本研究通过对胃
癌家系人群、胃
癌患者及正常对
照 人 群 错 配 修
复基因 M L H 1 和 
M S H 2 的 突 变 位
点的分析, 在胃癌
家系人群检测到
较高频率的突变, 
并发现了新的突
变位点. 
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→GGC, Ser→Arg)(图5, 6).图5, 6).).

3  讨论

错配修复基因的主要功能是修复DNA复制时出

现的错配, 维持基因组的稳定性[11,12]. 当错配修

复基因本身发生了改变或错配修复功能降低时, 
DNA复制时出现的错配得不到及时纠正, 使基

因组中的突变增多[13,14]. 癌基因和抑癌基因突变

时, 细胞发生恶性转化的危险性随之增高[15,16]. 
欧美诸国多见的HNPCC发病的主要原因之一就

是错配修复基因的突变[17,18]. 到目前为止, 已经

检测到400多种错配修复基因的突变, MLH1约
占50%, MSH2约占40%[19,20]. 突变形式多为引起

短缩蛋白的移码突变以及错义突变. 据统计, 有
37.4%的HNPCC患者发病是由hMLH1基因突变

引起的[21,22]. 错配修复基因突变是否也与中国北

方发病率很高且有一定遗传倾向的胃癌发病相

关, 迄今为止尚未见报道. 
我们对胃癌患者和5个胃癌家系非肿瘤人

群的体细胞hMLH1和hMSH2基因突变进行了

检测, 结果在hMLH1的第8和第12外显子发现了

与HNPCC患者相同的外显子突变位点: 第8外显

子的突变点位于219位密码子的第1个碱基(ATC
→GTC), 第12外显子的突变点位于第384位密

码子的第2个碱基(GTT→GAT), 虽然这两种突

变在散发性大肠癌和胃癌中也见有报道, 但却

是偶发事件. 第12外显子的突变(GTT→GAT, 
Val384Asp)曾被认为是非功能性突变[23], 因为

Val384Asp不处于hMLH1基因的高度保守区内, 
其存在不会导致hMLH1基因功能的完全丧失. 
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图  2  hMLH1 外显子8的DNA测序部分谱图.

图  1  hMLH1基因外显子8的SSCP-CE电泳谱图. A: 正常样

品; B: 突变样品.
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图  4  hMLH1 外显子12的DNA测序部分谱图.
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图  3  hMLH1基因外显子12的SSCP-CE电泳谱图. A: 正常样

品; B: 突变样品.
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图  5  hMLH1基因外显子16的SSCP-CE电泳谱图. A: 正常样

品; B: 突变样品.

图  6  hMLH1 外显子16的DNA测序部分谱图.
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■应用要点
对于胃癌家系人
群中错配修复基
因的携带者进行
预警、干预, 防治
肿瘤的发生, 或者
早发现 ,  早治疗 , 
提高治愈率. 
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然而第384位氨基酸残基是hMLH1基因相对可

变区内的一个保守位点, 在电中性的缬氨酸被

带负电荷的天冬氨酸替代时, 可能会使基因产

物的结构发生某种变化. 这种杂合性突变可能

会提高宿主罹患消化系肿瘤的危险性, 在环境

因素给予二次打击时, 易导致肿瘤发生. 第16外
显子的突变点位于第553位密码子的第3个碱基

(AGT→AGG), 该突变到目前为止尚未见报道. 
该突变是否能引起蛋白质功能性变化, 还有待

于探讨. 胃癌患者和胃癌家系健康者的体细胞

hMLH1基因出现的突变位点相同, 但有家族史

的胃癌患者和胃癌家系健康成员的突变率明显

高于对照组, 无家族史的胃癌患者突变率虽然

略高于对照组, 但差异不显著. 胃癌家系非肿瘤

人群体细胞基因组也出现了HNPCC常有的外显

子的突变, 且每个家系的基因突变率均明显高

于对照人群. 这一现象提示: 有胃癌家族史的人

群可能有着与HNPCC相似的遗传背景, 即错配

修复基因突变. 我国北方地区人们的饮食习惯

与欧美国家有很大的差异, 比如常食用酸菜, 饮
食中粗纤维含量高和高温、高盐饮食等. 在相

同的基因遗传背景条件下, 肿瘤好发部位的不

同是否是由于饮食习惯等流行病学原因所引起, 
还有待于进一步的分子流行病学的研究. 

无家族史的胃癌患者体内hMLH1基因的突

变率与正常对照相似, 明显低于家系人群. 尽管

该56例胃癌组织中, 我们曾经在14例(25%)检测

到MSI-H, 但体细胞检测到MMR突变的只有2例
(14%)[24], 基因突变可能不是这些胃癌错配修复

功能的缺陷的主要原因, 家族性胃癌和散发性

胃癌的发病机制和途径可能不同.
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■同行评价
本文通过对中国
北方地区胃癌家
系人群及胃癌散
发患者hMLH1和
hMSH2基因突变
的 分 析 ,  来 探 索
hMLH1和hMSH2
基因突变与胃癌
的关联, 是一篇质
量较高的研究型
论文.
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