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Abstract
AIM: To analyze aberrant promoter methylation 
of the p16 and O-6-methylguanine-DNA 
methyltransferase (MGMT) genes in serum DNA 
samples from patients with gastric carcinoma. 

METHODS: Nested methylation-specific poly-
merase chain reaction (nMSP) was adopted to 
detect the promoter methylation of the p16 and 
MGMT genes in serum DNA samples from 69 
patients with gastric carcinoma. Serum DNA 
samples from 16 healthy individuals were used 
as normal controls.  

RESULTS: The frequencies of p16 and MGMT 
promoter methylation in patients with gastric 

carcinoma were 30.4% and 17.4%, respectively. 
In contrast, no p16 and MGMT promoter meth-
ylation was detected in normal controls. The 
frequencies of p16 and MGMT promoter meth-
ylation were significantly higher in patients with 
gastric carcinoma than in normal controls (both 
P < 0.05). 

CONCLUSION: Detection of p16 and MGMT 
promoter methylation in serum DNA samples 
can provide valuable information for molecular 
diagnosis of early gastric carcinoma. 

Key Words: p16 ; MGMT; Methylation; Gastric carci-
noma; Nested methylation-specific PCR
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摘要
目的: 探讨胃癌患者血浆p16 和MGMT基因启
动子区甲基化状态. 

方法: 采用巢式甲基化特异性PCR法(nested 
methylation-specific PCR, nMSP)对69例胃癌患
者血浆中p16和MGMT基因启动子区甲基化状
态进行研究. 同时以16例健康体检作为对照.  

结果: 在受检的69例胃癌患者中, p16、MGMT
基因启动子区甲基化率分别为30.4%(21/69)、
17.4%(12/69). 对照组未见p16、MGMT基因
启动子区甲基化. 胃癌患者血浆中存在p16 和
MGMT基因启动子区甲基化, 其中p16 基因启
动子区甲基化与对照组相比差异显著, 具有统
计学意义.

结论: 检测血浆循环DNA中p16、MGMT基
因启动子区的甲基化状态, 可为胃癌的早期
分子诊断提供了有用信息.

关键词: p16 ; MGMT; 甲基化; 胃癌; 巢式甲基化特

异性PCR法
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■背景资料
p16 基因是目前甲
基化研究较多的
肿瘤抑制基因, 已
有研究显示胃癌
组织中存在p16 基
因启动子区甲基
化, 相比之下, 对
胃癌患者MGMT
基因启动子甲基
化状态的研究较
少. 在恶性肿瘤患
者血清或血浆中
存在外周血循环
DNA, 这种细胞外
游离DNA来源于
肿瘤细胞, 已有研
究证实肿瘤患者
血清或血浆DNA
与原发灶组织存
在一致的基因改
变, 为应用外周血
进行分子诊断提
供了可能.

■同行评议者
崔立红 ,  副教授 , 
中国人民解放军
海军总医院消化
内科
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0  引言

p16基因是机体重要的抑癌基因, 通过抑制细胞

周期蛋白依赖性激酶(cyclin dependent kinases 
4/6, CDK4/6)活性, 使细胞周期停滞于G1/S期, 
对细胞周期起着负性调控作用 .  M G M T基因

编码的O6-甲基鸟嘌呤-D N A甲基转移酶(O6-
methylguanine-DNA methyltransferase, MGMT)是
一种高效的DNA直接修复酶, 可修复由烷化剂引

起的DNA损伤, 在DNA修复中发挥重要作用. 启
动子区高甲基化是引起基因沉默的主要机制之

一, 可能影响基因功能的正常发挥[1]. p16基因是

目前甲基化研究较多的肿瘤抑制基因, 已有研究

显示胃癌组织中存在p16基因启动子区甲基化[2], 
相比之下, 对胃癌患者MGMT基因启动子甲基化

状态的研究较少. 在恶性肿瘤患者血清或血浆中

存在外周血循环DNA, 这种细胞外游离DNA来

源于肿瘤细胞[3], 已有研究证实肿瘤患者血清或

血浆DNA与原发灶组织存在一致的基因改变, 为
应用外周血进行分子诊断提供了可能. 为了解胃

癌患者外周血中p16和MGMT基因启动子区甲

基化状态, 本研究采用巢式甲基化特异性PCR法
(nested methylation-specific PCR, nMSP)对胃癌患

者进行血浆p16、MGMT基因启动子区甲基化状

态研究, 现报道如下.

1  材料和方法

1.1 材料 2008-06/2009-09贵阳医学院附属医院

收治的经确诊的胃癌患者69例, 其中男49例, 女
20例, 年龄23-72(平均年龄51)岁, 所有患者诊

断标准参照《实用内科学》[4]. 同时以16例体

检者为对照, 其中男7例, 女5例, 年龄24-57(平
均年龄41)岁. 亚硫酸氢钠(Sigma)、对苯二酚

(Sigma)、矿物油(Sigma)、Wizard DNA Clean-Up 
System(Promega公司)、CpG甲基转移酶M.SssⅠ
(New England Biolabs)、琼脂糖(西班牙分装)、
Taq酶(TaKaRa)、100 bp DNA Marker(天根)、Tris
饱和酚(天津灏洋生物制品有限责任公司)、蛋白

酶K(德国Merck). DSHZ-300多用途水浴恒温振荡

器(江苏太仓市实验设备厂)、TU-1810紫外可见

分光光度计(北京普析通用仪器有限责任公司)、
梯度PCR扩增仪(德国Eppendorf 5330型)、DNA
成像分析仪(美国Bio-Rad公司). 引物合成参照文

献[5-7], 由上海捷瑞生物工程有限公司合成(表1).

1.2 方法 
1.2.1 标本收集: 采集受检者外周血2 mL, 经
EDTA抗凝, 分离血浆, -80 ℃保存备用. 
1.2.2 常规酚-氯仿法提取血浆D N A: 提取的

血浆D N A经紫外可见分光光度计定量 ,  选择

A 260/280>1.7的DNA样本进行后续试验, DNA样本

保存于-20 ℃. 
1.2.3 nMSP法检测胃癌患者p16、MGMT基因

启动子区甲基化状态: (1)基因组DNA的亚硫

酸盐修饰: 参考Herman等[8]的方法, 取约1.5 μg 
DNA, 加入超纯水至50 μL; 加入5.5 μL新鲜配

制的3 mol/L NaOH, 37 ℃水浴30 min后加入30 
μL 10 mmol/L氢醌和520 μL 3 mol/L亚硫酸氢

钠(pH5.0), 轻柔混匀后加入100 μL石蜡油覆盖

液面, 55 ℃避光水浴16 h; 次日取出样本, 按照

Promega Wizard Cleanup System说明进行DNA
纯化, 收集50洗脱液, 加入5.5 μL新鲜配制的

3 mol/L NaOH, 室温放置15 min, 加入33 μL 10 
mol/L乙酸铵、1 μL 10 g/L糖原及165 μL冰无水

乙醇沉淀DNA, -20 ℃过夜; 次日取出后离心弃

上清, 再用100 μL 700 mL/L乙醇洗涤2次, 离心弃

上清, 室温干燥后, 加入35 μL超纯水溶解, -20 ℃
保存备用. (2)n-MSP法检测p16、MGMT基因启

动子甲基化状态: 以亚硫酸盐修饰后的DNA样

本为模板, 分别以p16启动子区引物(p16-ff、p16-
fr)和MGMT启动子区引物(MGMT-ff、MGMT-
fr)进行第1轮PCR, 扩增p16、MGMT基因启动子

区, 反应体系: 10×PCR缓冲液2.5 μL、2 mmol/L 
Mg2+、200 μmol/L dNTPs、引物10 pmol、Taq 
DNA聚合酶1 U、硫化处理DNA 3 μL, 用ddH2O
补齐25 μL. 扩增程序: 95 ℃预变性5 min; 95 ℃ 
45 s, 退火45 s(p16基因60 ℃、MGMT基因52 ℃), 
72 ℃ 45 s, 扩增35个循环; 再经72 ℃延伸10 min. 
以第1轮PCR扩增出p16、MGMT基因启动子区

目的条带的PCR产物经30倍稀释后取2 μL为模

板, 用p16基因甲基化引物(p16 -mf、p16 -mr)和
非甲基化引物(p16 -uf、p16 -ur)以及MGMT基因

甲基化引物(MGMT-mf、MGMT-mr)和非甲基

化引物(MGMT-uf、MGMT-ur)进行第2轮PCR, 
反应体系同第1轮PCR, 扩增程序: 95 ℃预变性5 
min; 95 ℃, 15 s, 退火15 s(p16基因甲基化引物为

65 ℃, 非甲基化引物为62 ℃; MGMT基因甲基化

引物、非甲基化引物为66 ℃), 72 ℃, 15 s, 扩增

28个循环; 再经72 ℃延伸10 min. 扩增产物经2%
琼脂糖凝胶电泳检测, 紫外成像仪下观察结果并

拍照. 每批标本均同时扩增甲基化酶SssⅠ修饰

■研发前沿
p16和MGMT基因
高甲基化与其表
达的相关性及在
临床上的运用价
值尚需深入研究.
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的胎盘DNA作为甲基化阳性对照, 以去离子水为

模板的反应体系作为阴性对照.
统计学处理 采用SPSS统计学软件进行χ2检验.

2  结果

2.1 结果判断 以甲基化处理的胎盘DNA为阳性

对照经甲基化引物扩增后出现相应片段, 双蒸水

作空白对照经甲基化引物扩增无相应片段出现, 
同时甲基化引物与非甲基化引物扩增必出现任

一条或两条均扩增出相应条带时, 满足以上条件

时判为结果有效. 仅非甲基化引物扩增出相应片

段为甲基化阴性. 仅有甲基化引物扩增出相应片

段即为完全甲基化, 甲基化引物与非甲基化引物

均扩增出相应片段为不完全甲基化, 完全甲基化

和不完全甲基化均计为甲基化检测阳性. 
2.2 p16、MGMT基因nMSP扩增结果 结果显示, 在
受检的69例胃癌患者中, p16、MGMT基因启动

子区甲基化率分别为30.4%(21/69)、17.4%(12/69). 
对照组未见p16、MGMT基因启动子区甲基化. 差
异显著, 具有统计学意义(图1, 表2).图1, 表2).).

3  讨论

DNA甲基化可通过不改变基因序列而引起基因

表达失活, 是肿瘤形成过程中基因沉默的重要

机制之一[1]. DNA甲基化状态改变往往出现在细

胞恶性增殖早期, 并随恶性肿瘤的发生、发展

而变化. 循环DNA存在于血液(血清或血浆)、滑

膜液等体液中[3]. 应用血清或血浆进行人类肿瘤

某些抑癌基因甲基化状态的研究报道已见于胶

质瘤[9]、乳腺癌[10]、胃癌[11,12]等. 由于外周血循

环DNA的水平较肿瘤组织中相应DNA水平低, 
且基因组DNA在进行硫化处理过程中存在降解, 
因此本研究中采用较普通较甲基化特异性PCR
法(MSP)具有更高灵敏度的巢式甲基化特异性

PCR法(nMSP)进行相关研究[13]. 结果显示胃癌

患者血浆样本中存在p16和MGMT基因启动子

区高甲基化改变. 
p16基因作为机体重要的抑癌基因, 其启动

表  1  p16 和MGMT基因的n-MSP引物

     
名称			   引物序列				    产物大小(bp)   退火温度(℃)

p16-ff		  5'-GAAGAAAGAGGAGGGGTTGG-3'		         280		  60

p16-fr		  5'-CTACAAACCCTCTACCCACC-3'		

p16-mf		  5'-TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC-3'	        150		  67

p16-mr		  5'-GACCCCGAACCGCGACCGTAA-3'		

p16-uf		  5'-TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT-3'	        151		  62

p16-ur		  5'-CAACCCCAAACCACAACCATAA-3'		

MGMT-ff		 5'-GGATATGTTGGGATAGTT-3'		         289		  52

MGMT-fr		 5'-CCAAAAACCCCAAACCC-3'		

MGMT-mf	 5'-TTTCGACGTTCGTAGGTTTTCGC-3'		           81		  66

MGMT-mr	 5'-GCACTCTTCCGAAAACGAAACG-3'		

MGMT-uf	 5'-TTTGTGTTTTGATGTTTGTAGGTTTTTGT-3'	          93		  66

MGMT-ur	 5'-AACTCCACACTCTTCCAAAAACAAAACA-3'		

表  2  nMSP检测胃癌患者p16、MGMT基因甲基化结果 %(n)

     
分组              n                 p16 基因                      MGMT基因

对照组	   16	     0.0(0/0)		       0.0(0/0)

病例组	   69	   30.4(21/69)a	     17.4(12/69)a

aP<0.05 vs  对照组.

M    U   M   U    M   U   M   P    B   M   U    M   U
1          2         3                         4          5

M  P   B   M  U   M   U  M   U   M  U   M   U
1        2        3        4        5

A

B

bp
500
400
300
200
100
80
60

图  1  nMSP检测p16 和MGMT基因启动子区甲基化. A: p16 ; 

B: MGMT; M: DNA Marker(DNA MarkerⅠ、20 bp DNA 

Ladder Marker); P: 阳性对照; B: 空白对照; M: 甲基化引物扩

增; U: 非甲基化引物扩增; 1-5: 部分检测样本.

■相关报道
在本课题组前期
对胃癌患者外周
血p16 基因的相关
研 究 中 ,  结 果 显
示p16 基因第1、2
外显子缺失率为
8.7%(6/69), 所有
检测样本未见点
突变.
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子区甲基化已被证实存在于多种人类肿瘤中. 以
往研究认为基因纯合性缺失或点突变是基因表

达失活的主要机制, 在本课题组前期对胃癌患

者外周血p16基因的相关研究中, 结果显示p16基
因第1、2外显子缺失率为8.7%(6/69), 所有检测

样本未见点突变. 本研究对69例胃癌患者外周血

基因组p16基因启动子区甲基化状态进行检测, 
结果显示p16基因启动子区存在甲基化, 甲基化

率为30.4%, 与对照组相比差异具有统计学意义. 
Ikoma等[12]采用MSP法检测到48%(52/109)的胃

癌患者外周血中存在包括p16基因在内的至少一

个基因高甲基化异常. 以上研究结果表明p16基
因启动子区甲基化是胃癌中p16基因失活的主要

机制. 由于p16基因启动子甲基可能引起表达失

活, 失去对细胞周期正常的负性调控作用, 致细

胞过度增殖, 细胞周期加速, 使未修复的DNA过

早进入S期, 从而导致肿瘤的发生. 
MGMT是机体重要的DNA修复基因. 国内

段家华等[14]和雷晓华等[15]分别应用加强型原位

杂交三相寡核苷酸探针高效标记技术和免疫组

织化学法检测胃癌组织中MGMT基因和蛋白表

达, 结果显示胃癌组织中MGMT低表达或表达不

足. 本研究对69例胃癌患者血浆中MGMT基因启

动子区甲基化状态研究, 结果显示甲基化发生率

为17.4%(12/69). 以上研究提示胃癌中MGMT基
因低表达不足可能与MGMT基因高甲基化有关. 

肿瘤发生过程较为复杂, 往往涉及多种基

因[16,17]的异常改变. 本研究证实胃癌患者血浆中

p16和MGMT基因存在启动子区高甲基化表现, 
其中p16基因甲基化率与Ksiaa等[16]采用胃癌组

织进行研究所得甲基化率相似(29.4%). 本研究

中MGMT基因甲基化率(17.4%)低于Ksiaa等报

道(36.8%), 但Zhao等[17]研究也显示胃癌组织中

较低的MGMT甲基化率(6.9%), 以上研究结果不

一致与所用受检样本及检测方法有关, 因此尚

需进一步研究以证实胃癌患者中MGMT基因甲

基化状态. 
基因表达的调控机制较为复杂, 本研究成

功运用nMSP法对胃癌患者外周血p16和MGMT
基因甲基化状态研究, 但p16和MGMT基因高甲

基化与其表达的相关性及在临床上的运用价值

尚需深入研究.
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■同行评价
本研究用nMSP法
对胃癌患者外周
血p 1 6 和M G M T
基因甲基化状态
进行观察, 发现了
一些倾向, 但基因
表达的调控机制
较为复杂, p16 和
MGMT基因高甲
基化与其表达的
相关性及在临床
上的运用价值尚
需深入研究. 本文
有一定研究价值, 
可增加例数继续
观察总结, 但不宜
过早下结论.


