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Abstract
AIM: To investigate the etiological role of the 
missense mutation, Val384Asp, in the human 
mutL homolog 1 (hMLH1) gene in familial 
gastric cancer (FGC) based on a Chinese 

population in Jiangsu Province.

METHODS: A case-control study was conducted. 
One hundred newly diagnosed or suspected FGC 
patients and 180 healthy controls were included 
in the study. Peripheral white blood cells were 
obtained from all subjects for DNA extraction. 
The Val384Asp missense mutation was detected 
using PCR-based denaturing high-performance 
liquid chromatography (DHPLC) and verified 
by DNA sequencing. Bioinformatic software was 
then used to analyze the etiological mechanism of 
the Val384Asp missense mutation.

RESULTS: About 5% healthy individuals were 
Val384Asp carriers. Significant differences were 
noted for the following comparisons: patients 
with newly diagnosed or suspected FGC vs 
healthy controls (OR = 2.84, 95%CI: 1.07-7.81, P < 
0.05), patients with an onset age ≥ 50 vs healthy 
controls (P < 0.05), patients with precancerous 
disease history vs healthy controls (P < 0.01), 
and patients having a high-risk family history of 
GC vs healthy controls (P < 0.05). Bioinformatic 
analysis showed that the Val384Asp missense 
mutation might destroy the structure of hMLH1 
protein and impair its function. Besides, the con-
version of T→A may disrupt pre-mRNA splicing.

CONCLUSION: The Val384Asp missense muta-
tion may be associated with genetic susceptibil-
ity to FGC. Detection of the Val384Asp missense 
mutation may be able to help identify individu-
als with increased risk of FGC.
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摘要
目的: 了解hMLH1基因Val384Asp错义突变在
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■背景资料
目前可用于高危
人群筛查的家族
性胃癌相关的遗
传指标仍十分有
限 .  在 前 期 研 究
中 ,  本 课 题 组 曾
在 2 4 例 有 癌 症
家族史的胃癌患
者及其亲属中发
现 一 显 著 分 布
的 错 义 突 变 - 错
配 修 复 ( M M R )
基 因 h M L H 1 , 
Va l 3 8 4 A s p .  随
后 的 研 究 发 现 , 
Val384Asp是一个
具有东亚人特异
性的突变位点, 而
西方人群中未见
报道. 数位研究者
在多种肿瘤患者
中检出了该突变, 
并且证实该突变
与其中几种的发
病有密切关系. 但
Val384Asp与家族
性肿瘤的关系, 未
见进一步的报道.

■同行评议者
刘 改 芳 ,  主 任 医
师, 河北医科大学
第三医院消化内
科



家族性胃癌发病中的作用及Val384Asp可能的
致病分子机制. 

方法: 于江苏省淮安、泰兴及金坛三个肿瘤
高发地区行现场调查, 收集到100例2004年新
发家族性或疑似家族性胃癌患者、180例健康
人的外周血, 应用PCR-DHPLC和DNA序列分
析技术检测细胞的DNA, 分析hMLH1基因的
第12外显子, 检测Val384Asp错义突变. 生物信
息学方法进行蛋白三维模型构建以及结构和
功能学分析. 

结果: 家族性/疑似家族性胃癌患者Val384Asp
检出率显著高于正常对照(OR  = 2.84, 95%CI: 
1.07-7.81, P <0.05). 分组分析显示, Val384Asp
与胃癌相关癌前疾病有协同性(P <0.01), 并在
发病年龄≥50岁的患者中显著分布(P <0.05). 
此外 ,  对胃癌家系进行患病风险的评估后 , 
发 现 来 自 高 风 险 家 系 的 患 者 检 出 率 较 高
(P <0.05). 蛋白三维模型显示, Val384Asp可以
引起氢键的改变, 可能影响hMLH1蛋白局部
构象. 功能学分析显示, 降低蛋白功能和影响
剪切调控是Val384Asp可能的致病机制.

结论: 中国家族性胃癌家系中的Val384Asp携
带者可能有更高的胃癌发病风险.

关键词: 家族性胃癌; hMLH1基因; Val384Asp
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0  引言

胃癌是人类常见的疾病, 发病率在全部恶性肿瘤

中位居第4位, 致死率高居第2位[1]. 大多数胃癌

为散发性, 但约10%的胃癌呈家族聚集性[2]. 病理

类型为弥漫型胃癌的家族聚集现象较肠型胃癌

更为常见, 弥漫型胃癌患者亲属的患病风险增

加达7倍, 远高于肠型的1.4倍[3]. 我国胃癌发病率

仍处于上升期, 上述风险性的增加不容忽视, 但
目前可用于高危人群筛查的家族性胃癌相关的

遗传指标仍十分有限[4]. 在前期研究中, 我们曾

在24例有癌症家族史的胃癌患者及其亲属中发

现一显著分布的错义突变-错配修复(mismatch 
repair, MMR)基因hMLH1, Val384Asp[5]. 随后的

研究发现, Val384Asp是一个具有东亚人特异性

的突变位点, 而西方人群中未见报道[6-9]. 数位研

究者在多种肿瘤患者中检出了该突变, 并且证

实该突变与其中几种的发病有密切关系[10-12]. 但
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Val384Asp与家族性肿瘤的关系, 未见进一步的

报道. 在此, 我们通过广泛地收集家族性或疑似

家族性胃癌样本, 对Val384Asp可能的病因学作

用作一研究. 

1  材料和方法

1.1 材料 选择分处于江苏省北部、中部和南部

的淮安、泰州和金坛三个肿瘤高发地区, 基于

当地疾控中心的肿瘤登记制度, 按如下标准筛

选研究对象: 家族性胃癌的临床诊断标准[13]: (1)
胃癌患者数≥3例, 且为一级亲属者≥1例; (2)至
少连续两代发病; (3)发病年龄<50岁者≥1例. 有
胃癌或胃癌相关肿瘤家族史但不符合上述标准

的为疑似家族性胃癌患者[14]. 7例家族性、93例
疑似家族性2004年新发、仍生存且同意采血的

胃癌患者入选. 参考大肠癌及HNPCC家系的发

病风险预测标准分成两个级别[15]: (1)高风险家

系来源45例, 即符合以下任一项: 家系中胃癌或

胃癌相关肿瘤患者数≥3例; 一个直系亲属或2
级亲属患有≥2种胃癌相关肿瘤; 一个直系亲属

的发病年龄<50岁; (2)其余55例不符合上述条

件但有明确家族史, 为中等风险家系来源. 此外, 
胃溃疡、萎缩性胃炎、残胃炎及胃息肉为公认

的胃癌相关癌前疾病[16,17], 本研究有癌前疾病史

的患者55例. 正常对照为同一地区的健康人, 无
胃癌相关癌前疾病, 各例之间无血缘关系, 其一

级亲属中无明确的癌症患者, 男126例, 女54例, 
年龄16-70岁.
1.2 方法 
1.2.1 基因型分析: PCR引物序列: 5'-ACAGACT
TTGCTACCAGGACTTG23'(上游), 5'-TGTCTT
ATCCTCTGTGACAATGG23'(下游). 扩增产物

位于hMLH1基因第12外显子上游24位碱基至第

12外显子内编码基因的第1 251位碱基, 长度216 
bp. 25 μL PCR反应体系, 内含50-100 ng基因组

DNA, 0.2 mmol/L dNTP, 上下游引物各0.5 μmol/L, 
2 U Taq DNA聚合酶. PT2200梯度扩增循环条

件: 94 ℃预变性5 min, 94 ℃ 20 s, 59 ℃ 20 s, 
72 ℃ 30 s, 35 个循环, 72 ℃延长5 min, 94 ℃变

性4 min, 按0.1 ℃/s的梯度下降温度至25 ℃, 4 ℃
保存. 1.2%琼脂糖凝胶电泳检测. PCR产物上

DHPLC仪(WAVE系统, Transgenomic)分析. 单次

进样5-8 μL, 柱温62 ℃, 流动相为0.1 mol/L N -三
乙基乙酰胺(TEAA, 分析纯)和不同浓度梯度的

乙腈, 流速0.9 mL/min, 260 nm紫外检测. 对AA
纯合变异基因型的筛选: 通过测序得到一部分

www.wjgnet.com

■研发前沿
M M R 基 因 与 中
国家族性胃癌可
能存在密切关系, 
但目前相关研究
甚少 .  MMR基因
变异位点的功能
学研究是目前的
热点.
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TT野生型PCR产物, 大量扩增后与DHPLC图谱

中未出现异常洗脱峰的PCR产物两两混合(各取

5-10 μL), 94 ℃变性4 min, 按0.1 ℃/s的梯度下

降温度至25 ℃后得到杂交产物, 原AA型杂交为

AT, 原TT型不变, 以上述方式上DHPLC仪分析. 
对DHPLC图谱中出现异常洗脱峰的DNA样品作

为检测重点, 重新进行PCR扩增并纯化产物后测

序. 对于基因分型结果, 再随机挑选10%的样本

重复实验. 
1 .2 .2  蛋白模型建立及结构与功能分析 :  在
Protein Data Bank(PDB)和SWISS-MODEL的模

板数据库搜索结构模板, 在SWISS-MODEL中
以alignment mode模式进行构建, 并进行质量评

价, 方法详见参考文献[18]. 进一步在Modbase[19]

中搜索, 与已有的模型进行比对, 在S W I S S-
MODEL专用软件DeepView中进行优化. 含
Val384Asp的模型通过DeepView中的Mutation
命令获得, 并通过能量最小化等处理后与正常

结构进行对比 .  功能学分析使用的软件包括: 
(1)ClustalW软件[20]对比不同物种间hMLH1同
源基因序列, 分析第384位氨基酸是否为一保

守位点; (2)SIFT(Sort intolerant from tolerant)及
PolyPhen(Polymorphism Phenotype)软件[21,22]预

测点突变对蛋白二级结构, 链间反应以及功能

位点的影响; (3)ESEfinder3.0软件[23]寻找外显子

剪切增强子(exonic splicing enhancers, ESEs)基
序, 分析基因变异对剪切调控的影响.

统计学处理 采用Stata9.0软件, Fisher exact 
χ2检测和风险度分析, P <0.05为有统计学差异.

2  结果

2.1 DHPLC和DNA序列分析 在正常对照中有

9例出现一致的DHPLC异常峰型, 相同的峰型

见于13例家族性/疑似家族性胃癌患者(图1). 
DNA序列分析表明这一异常峰型的出现是由于

hMLH1基因第1 151位碱基存在遗传性的T→A
的颠换(杂合型, 图2), 使得该碱基所处的第384
位密码子发生撷氨酸(Val)到天冬氨酸(Asp)的错

义突变.
2.2 病例组与正常对照中Val384Asp检出率的比

较 家族性/疑似家族性胃癌患者中Val384Asp检
出率高于正常对照, 差异有统计学意义(P <0.05). 
风险度分析显示, 携有Val384Asp错义突变的

个体患病风险显著升高, 增加值为184%(OR  = 
2.84, 95%CI: 1.07-7.81, 表1).
2.3 病例组及对照组中Val384Asp分布的分层

分析 组间比较表明, 有癌前疾病史的患者中

Val384Asp检出率高于无癌前疾病史的患者, 差
异有统计学意义(P <0.05, 表2). 本研究仅检出1
例纯合型突变. 我们以等位基因概念比较各组

■创新盘点
本 研 究 了
Val384Asp与中
国 家 族 性 / 疑 似
家族性胃癌患者
发 病 的 关 系 ,  并
通过生物信息学
方法初步探索了
Val384Asp可能的
致病机制.

表  1  家族性/疑似家族性胃癌患者中Val384Asp的检出及与正常对照的比较

     
分组

		             Val384Asp检测人数n (%)		   
P 值	 OR (95%CI)

	              携带者               非携带者	 合计

正常对照	             9(5.0)	    171(95.0)	 180	 0.021	 2.84(1.07-7.81)

病例组	           13(13.0)	      87(87.0)	 100

图  1  hMLH1基因第12外显子DHPLC图谱. 三峰为杂合子(突

变); 双峰为纯合子(正常).
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图  2  hMLH1基因第12外显子序列分析, 测序结果显示第
1 151位点发生T→A的颠换.

表  2  分组后Val384Asp检出率的组间比较

     
分组

	                       Val384Asp检测人数n (%)         
P 值

	                     携带者       非携带者    合计

有癌前疾病史 	 11(20.0)	     44(80.0)     55     0.034

无癌前疾病史	   2(4.4)	     43(95.6)     45

高风险家系 	   8(17.8)	     37(82.2)     45     0.240

中等风险家系 	   5(9.1)	     50(90.9)     55

<50岁		    2(9.1)	     20(90.9)     22     0.727

≥50岁		  11(14.1)	     67(85.9)     78
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患者中Val384Asp等位基因频率与正常人群的差

异, 见表3. 结果表明, Val384Asp在有癌前疾病史

的患者中有特别高的检出率(P <0.01); 并在来自

高风险家系的患者及发病年龄≥50岁患者中的

检出率均显著高于正常人群, 差异有统计学意

义(P <0.05, 表3). 
2.4 生物信息学方法发现的可能的致病机制 蛋
白模型表明, 第384位的Val由Asp所替代, 将使

hMLH1蛋白三维结构中的氢键(H-bond)发生改

变, 表现为氢键VAL384C…THR386H(2.76Å)改变

为ASP384CG…THR386N(3.06Å); 并出现额外的

氢键ASP384CG…ARG385N(2.42Å), 见图3. Clust-
alW软件对比不同物种间hMLH1基因序列发现, 
第384位的Val还存在于小鼠或家鼠、果蝇(Dro-
sophila)、斑马鱼(zebrafish)等生物中, 可能是

物种进化中的一个保守位点(输出结果未显示); 
SIFT及PolyPhen均显示该位点中撷氨酸(Val)到
天冬氨酸(Asp)的替换可能影响hMLH1蛋白功

能, 影响评价分别为“intolerant”、“probably 
damaging”[21,22](输出结果未显示); ESEfinder3.0
软件分析该处碱基T→A的颠换对剪切调控的影

响, 发现突变碱基A可能改变作为剪切调控元件

的外显子剪切增强子的活性(图4). 

3  讨论

家族性胃癌发病的遗传学基础因地区和人种不

同而存在差异, 表现为欧洲家系以钙黏附素基

因(E-cadherin gene, CDH1)突变常见, 但日本和

韩国等东亚家系较少发现相关CDH1突变, 而在

MET, TP-53等基因中检出了大量胚系突变[24-34]. 
中国的家族性胃癌还存在大量MMR基因胚系突

变或多态位点[14,35]. 
MMR基因介导的错配修复是机体内DNA

修复的一种重要机制, 对维护基因组稳定起着

关键作用[36]. MMR基因异常与肿瘤的相关性已

得到广泛证实, 但其与家族性胃癌的关系仍存

争议[13]. 有人认为家族性胃癌中MMR基因的异

常主要表现为启动子序列的高甲基化, 而基因

变异较少见[37]. 但是, 中国家族性胃癌相关的

MMR基因变异可能是一经常性事件, 因为中国

以MMR基因变异为主要病因的遗传性非息肉

病性结直肠癌(hereditary nonpolyposis colorectal 
cancer, HNPCC)家系中, 胃癌的发生率远高于西

■应用要点
本研究是对中国
家族性胃癌遗传
背 景 研 究 的 有
效 补 充 ,  发 现 了
Val384Asp可作为
中国家族性/疑似
家族性胃癌高危
人群的候选筛查
指标. 进一步扩大
样本量并在各家
系中展开纵向研
究以及体内外的
功能学研究是必
要的.

表  3  分组后与正常对照间Val384Asp等位基因频率的比较

     
分组

			                          密码子(%)		     
P 值	              OR (95%CI)

		             384GAT    	       384GTT                合计

正常对照		              9(2.5)	    351(97.5)   	 360		        1.00

有癌前疾病史	           12(10.9)n             98(89.1)	 110	   0.001	       4.78(1.78-13.18)

无癌前疾病史	             2(2.2)       	      88(97.8)	   90	   1.000	       0.89(0.09-4.39)

高风险家系	             8(8.9)    	      82(91.1)  	   90	   0.010	       3.80(1.23-11.45)

中等风险家系	             6(5.5)n    	    104(94.5) 	 110	   0.129	       2.25(0.64-7.25)

<50岁		              2(4.5)   	      42(95.5)   	   44	   0.341	       1.86(0.19-9.39)

≥50岁		            12(7.7)n  	    144(92.3)  	 156	   0.013	       3.25(1.22-8.92)

n包含1例纯合子.

图  3  hMLH1蛋白三维结构(局部放大). A: 野生型; B: 含

Val384Asp的突变型. 第384位的Val由Asp所替代, 使氢

键VAL384C…THR386H(2.76Å )改变为ASP384CG…

THR386N(3 .06Å ) ;  并出现额外的氢键ASP384CG…

ARG385N(2.42Å) .

ARG425 NH1 VAL384

2.76

THR386     H

C

VAL384

VAL384

MET383 C

N

CA

CB

CD

1.78

2.71

VAL384

GLU390

CDGLN346

2.52

A

ARG425 NH1 ARG385
2.42

3.06

N
CASP384

N

ASP384

THR386

1.78

CG

GLN346 CD

2.52

CDGLN390

2.71NASP384

MET383 CB



www.wjgnet.com

王德强, 等. Val384Asp错义突变在家族性胃癌患者中的检出及其致病分子机制				              1673

方, 是中国HNPCC最常见的肠外肿瘤, 常形成胃

癌的家族聚集现象[38,39], 提示MMR基因与中国

家族性胃癌的密切关系. 
Val384Asp位于MMR基因之一的hMLH1第

12外显子上, 该错义突变具有种族特异性, 在中

国、日本和韩国人群中均有分布, 突变碱基A的

频率在3%-6%间, 但在德国及美国人群中尚无

发现[6-9]. Val384Asp与肿瘤的关系已得到广泛证

实. Wang等首先于胃癌、大肠癌中发现了该突

变, 并证实其为二者中低龄散发患者的遗传易

感因素[5,10]. 随后的研究发现, Val384Asp与非小

细胞肺癌的发病也存在密切关系, 但却可能是

前列腺癌的保护因素, 而与食管癌及乳腺癌的

发病无显著关系[10-12]. 但这些研究均局限于散发

性肿瘤患者, 而Val384Asp在遗传影响度更高的

家族性患者中是否有类似作用, 尚未见报道. 
本研究显示, 在家族性及疑似家族性胃癌患

者中, Val384Asp仍存在显著分布(P <0.05), 使携

带者的患病风险大为增加. 但通过对年龄的分

层分析后发现, 与散发性胃癌中该多态主要分

布于低龄患者的现象相反[5,10], 其仅在高龄家族

性(疑似)胃癌患者中较对照有显著差异, 差异的

具体原因尚不清楚, 但不能排除源于小样本相

关偏倚的可能. 
分析还显示Val384Asp与癌前疾病有协同作

用. 胃癌的癌前疾病是指与胃癌相关的胃良性

疾病, 有发生胃癌的危险性, 常是幽门螺杆菌感

染相关的[40]. 研究表明, 幽门螺杆菌对hMLH1, 
hMSH2等错配修复基因正常表达的抑制可能

是其致癌的重要机制之一[41]. Val384Asp则可

能进一步加重这一状况 .  因为既往研究认为 , 
Val384Asp可能削弱hMLH1蛋白的功能, 导致

DNA错配修复能力下降, 产生基因组的不稳定

性. 这可能使癌前疾病中已有癌变倾向的上皮

细胞对环境因素更易感, 基因突变频率增加. 
另外, 流行病学研究证明, 影响肿瘤家族聚

集性最重要的临床因素是一等亲中患病的人数

和发病年龄. 以大肠癌为例, 一等亲中如有一人

患大肠癌, 则罹患该病的危险比普通人群增加

2-4倍; 如一等亲中有2人患大肠癌, 则罹患该病

的危险比普通人群增加3-6倍; 如果某一等亲在

<50岁时被诊断为大肠癌, 则与前述情况具有相

似的危险; 而二等亲或三等亲患大肠癌, 罹患该

病的危险比普通人群仅增加30%-50%[42-44]. 与之

类似, 胃癌家系之间因一等亲中患病的人数和

发病年龄的差异, 其家系成员也应有不同的患

病风险. 因此, 我们借鉴了大肠癌及HNPCC家

系的发病风险预测标准对本研究的患者进行评

估, 发现高风险家系来源的患者中有更显著的

Val384Asp分布, 提示Val384Asp可协助家系危险

性的评价. 
Val384Asp的结构和功能学研究尚缺如, 本

研究用生物信息学方法对此进行了分析. 生物

信息学是一门新兴的交叉学科, 包含了大量权

威机构精心设计的分析软件及各种数据库汇聚

所得的巨量实用信息, 已成为生物学研究的得

力辅助工具. 我们发现Val384可能是一个保守位

点, 研究表明MMR蛋白保守区域中能够使氨基

酸残基发生改变的变异常是致病性的[45,46]. 三维

结构模型显示Val384Asp将引起氢键的改变, 而
氢键是蛋白结构特别是二级结构的重要组成, 
提示相关改变可能影响蛋白功能. 其余软件的

分析也进一步表明Val384Asp可能削弱hMLH1
蛋白的功能, 并且MMR基因中类似变异对相应

蛋白功能的下调已得到证实[47]. 此外, 我们还发

现Val384Asp的另一可能的致病机制, 即突变碱

基对剪切调控的影响. 事实上, UniProt蛋白数

图  4  Val384Asp与剪切调控(ESEfinder3.0输出结果). 黑色

箭头所指为变异的碱基, 红色箭头见两个可能的外显子剪切

增强子活性降低甚至完全丧失.
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本研究选题新颖, 
层次和表达清晰, 
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定的流行病学和
临床价值.
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据库将Val384Asp定义为“不能分类的变异”

(unclassified variants, Uvs), 而Uvs的致病机制正

与剪切调控有关[48,49]. 这种影响在一定条件下可

能使相应外显子在转录后剪切修饰过程中部分

或全部失落(skipping), 导致编码蛋白的功能严

重缺陷[50]. 上述发现有利于对Val384Asp病因学

的解释, 但仍需体内外研究的确认. 
总之, Val384Asp与我国家族性/疑似家族性

胃癌患者的发病有一定的关联, 现有证据表明

其可能是一低度外显、条件性致病的遗传风险

因素, 是对我国家族性胃癌遗传背景研究的有

效补充. 进一步扩大样本量并在各家系中展开

纵向研究以及体内外的功能学研究是必要的.
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