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$摘 要% 背景与目的#有研究报道基因启动子区 .9: 岛甲基化引起的钙粘蛋
白!;</+="%*#$#;</+="基因失活可能在胃癌的发生发展中起重要作用& 本研究拟

通过检测胃癌组织’ 癌前病变组织和正常对照组织中 ;</+= 基因启动子区 .9:
岛甲基化水平及其表达 #结合临床病理资料 #分析其与胃癌发生 ’发展的关系 &

方法#用甲基化特异性聚合酶链反应!>%?"@,+?#($<&9%/#-#/ A.B#CDA"检测 E5 例胃
癌组织’EF 例癌前病变组织和 8G 例正常对照组织中 ;</+= 基因启动子 HI.9: 岛
甲基化#将 A.B 扩增产物克隆并测序&应用免疫组化检测基因的蛋白表达&结果#
胃癌组织中 ;</+= 基因甲基化阳性率为 56JHK!G L E5"#癌前病变组织为 0MHK!4 L
EN"#而正常对照组织为 NMNK!N L 8G"#前组与后两组之间的差异均有统计学意义
!!ONMNH"& 胃癌组织中 ;</+= 蛋白阳性率为 2NM2K !06 L E4"# 癌前病变组织为
62MHK!86 L EN"#正常对照组织为 4NNMNK!8G L 8G"#前组与后两组之间的差异均有
统计学意义!!ONMNH"&低分化型胃癌组织的 ;</+= 基因甲基化阳性率明显高于高

钙粘蛋白基因高甲基化与胃癌发生&发展的关系
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刘文天!等! 钙粘蛋白基因高甲基化与胃癌发生"发展的关系

现认为胃癌的发病是许多基因异常表达的结

果 ! 基因的表达异常是包括基因序列即遗传学
""#$#%&’(#改变和基因表型遗传学 ")*&")$)%&’(#改
变 $+%&而表型遗传学是研究在 ,-. 序列没有改
变的情况下所发生的遗传性基因表达的改变!这
种基因表达的改变可通过 ,-. 甲基化来实现 !
钙粘蛋白 "/0’123)4&$&/0’12#基因是一种肿瘤转
移抑制基因&其表达的 /0’12 蛋白是一种依赖钙的
粘附分子& 在上皮细胞之间起着介导同质性粘附
及维持组织结构完整性的作用! /0’12 编码基因启
动子区域 5*6 岛发生甲基化是导致 /0’12 失活的
重要机制之一!它引起的 /0’12基因失活&使细胞间
接触抑制减弱以及细胞生长失控&因此可能在胃癌
的发生’发展过程中起重要作用$7%!目前对这些肿瘤
相关基因高甲基化与胃癌发病关系的研究还很少!
本 实 验 采 用 甲 基 化 特 异 性 聚 合 酶 链 反 应

"8)%39:1%&;$0(*)’&<&’ =>?&@A=# 及免疫组织化学方
法研究胃癌组织及癌前病变组织中 /0’12 基因启动
子区甲基化状况及其蛋白表达&旨在了解胃癌中 /0
’12 基因启动子区域甲基化与蛋白表达的关系&以
及甲基化与胃癌临床病理指标之间的关系&以认识
/0’12基因高甲基化与胃癌发生’发展的关系!

! 资料与方法

!"! 病例资料
标本取自天津医科大学总医院 7BBC 年 ++ 月

至 DBBE 年 F 月的胃镜活检标本! 胃癌 G+ 例&男性
DF 例&女性 +H 例&中位年龄 EC 岁"年龄范围 FHI
J7 岁#(高分化型"乳头状腺癌’管状腺癌#7E 例&
低分化型"粘液腺癌’印戒细胞癌#KL 例!癌前病变

CB 例中慢性萎缩性胃炎伴中0重度肠上皮化生 7H
例&慢性萎缩性胃炎伴中0重度不典型增生 7C 例&
慢性萎缩性胃炎伴中0重度肠上皮化生及中0重度
不典型增生 K7 例(其中男性 77 例&女性 KH 例&中
位年龄 EF 岁"年龄范围 FHILC 岁#(对照组"正常
胃粘膜及慢性浅表性胃炎#FH 例& 男性 7K 例&女
性 KJ 例& 中位年龄 EF 岁 "年龄范围 CCILH 岁#!
将组织标本一部分立即置液氮&然后放入MJBN的
低温冰箱中保存&以做 @A= 检测甲基化! 另一部
分标本用 KBO甲醛固定&做常规病理及免疫组化
检测!
!"# 方法
P!D!P 试剂来源 氯仿0异戊醇为上海生物工程有
限公司产品&氢醌和亚硫酸氢钠为天津市化学试剂
二厂产品 &Q&R142 ?)(&$ 为 =4;8)"1 公司产品 &
2-S=’!"# TU<<)4 和 !"# ,-. 聚合酶为天为时代公
司产品! 羊抗兔 V"6购自北京中山生物技术有限公
司&,.W显色液购自武汉博士德生物有限公司!
KXDXD ,-. 的提取及 ,-. 亚硫酸氢盐修饰和纯
化 用氯仿0异戊醇提取组织 ,-.& 将抽提好的
,-. 置于YDZN冰箱中保存! P !" ,-. 加入 EZ !:
总体积中 & 加 D 8;: [ \ -1]^ 使其终浓度为 ZXD
8;: [ \&FJN变性处理 PZ 8&$& 加新鲜配制 PZ
88;: [ \ 氢醌 ". 液 # 及 F 8;: [ \ 亚硫酸氢钠 "W
液#&并调 *^ 值为 EXZ&向变性后的样品中加入 DZ
!: . 液&溶液颜色变黄后&加入 EDZ !: W 液&混匀
离心后& 上盖矿物油于 EZN水浴 PL 3! 用 Q&R142
?)(&$ 提纯!
PXDXF @A= /0’12 基因甲基化"@#和非甲基化
"_# 序列的特异性引物由上海生物工程有限公司
合成&其序列如下)/0’12"@# ‘= 为 Ea66S6..SSS
SS.6SS..SS.6>66S.>&?=为 Fa>.S..>S..>>
6....>6>>6& 扩增片段长度为 DZC T*(/0’12
"_#‘= 为 Ea66S.66S6..SSSSS.6SS..SS.6S6
6S.&?= 为 Fa.>>>.S..>S..>>.....>.>>.&
扩增片段长度为 DPP T*!

=>? 反应体系为二甲基亚砜",@A] #Z!J !:&
2-S=混合物 D!Z !: "终浓度 DZZ !8;: b \#&PZc!"#
TU<<)4 D!E !:&!"# ,-. 聚合酶 Z!L !: "P!D _#&引
物 Z!J !:&,-. P!Z !:"Z!D !"#&加纯水至 DE !:!
循环条件)dCN E 8&$&"dCN FZ (&ECN FZ (#FZ 个
循环&JDN J 8&$!琼脂糖凝胶电泳判定 =>? 产物!
随机选取甲基化特异和非甲基化特异 =>? 扩增产
物进行克隆测序&以验证 =>? 扩增的准确性!由天

分化型"CF!HO e(! C!ZO#"$fZXZE#! 有淋巴结转移的胃癌
组织中 /0’12 基因甲基化阳性率与无转移组的差异有统
计学意义"FFXFO e(X EXZO#"$fZXZE#! 浸润深达浆膜层的
胃癌组织中甲基化阳性率与未达浆膜层组的差异有统计

学意义"FEXZO e(X CXHO#"$fZXZE#! 胃癌组织中&/0’12 基
因甲基化阳性组的蛋白阳性率显著低于甲基化阴性组

"ZXZO e(X HJXdO#"$fZXZE#! 结论!胃癌组织中存在 /0’12
基因启动子 Ea>*6 岛高甲基化 (从胃癌前病变 ’低度恶性

到高度恶性的胃癌 &/0’12 基因的高甲基化水平呈不断增
加的趋势!

关键词!胃肿瘤 b病因学( 癌前病变( ,-. 甲基化( 钙粘蛋

白基因

中图分类号!?EJF 文献标识码!.
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津华生公司采用 !"#$%% 测序仪对克隆质粒进行
双向测序!测序结果与 &’()*(+ 比对" 若 ,-. 序
列 !& 中的 ! 未发生甲基化! 经亚硫酸盐修饰后!
则 !&!/&#若已发生甲基化!则经亚硫酸盐修饰
后 !&!!&"
01213 免疫组化法检测 采用链霉素4抗生物素
蛋白过氧化物酶连结法 $56 法%& 切片浸入 %1%7
89: ; < 枸橼酸盐缓冲液$=> ?1%%!微波炉加热!使
之在 @2A@$B维持 7C 8D(! 室温冷却 2% 8D(!%17
89: ; < 6)5 洗 2 次& 滴加正常山羊血清封闭液!室
温 2% 8D(!甩去多余液体!加 7ECF 稀释的一抗!以
正常山羊血清代替一抗做阴性对照!GHI孵育 2 J
后!室温恢复 2F 8D(!置 3I冰箱中过夜& 取出切
片! 室温恢复 2F 8D(!F10 89: ; < 6)5 洗 2 8D(K G
次 ! 加生物素化羊抗兔 LM&!GHI孵育 F1C J!F17
89: ; < 6)5 洗 2 8D(K G 次& 滴加 56 试剂!GHI孵
育 F1C J!F17 89: ; < 6)5 洗 C 8D(KG 次& 滴加 ,.)
显色液!室温下显色!镜下控制显色时间!蒸馏水
洗& 苏木精复染!脱水!透明!中性树胶封片!镜下
观察结果& "4N*O 蛋白在粘膜上皮细胞膜着色呈棕
黄色!胞质也有很弱的着色!为阳性表达& 取 C 个
高倍视野计算阳性细胞占总细胞数的百分率作为

阳性比例&
!"# 统计学分析方法
用 5655 0F1F 统计软件处理!各组间率的比较

采用 !2检验!! P F1FC 为差异有统计学意义&

$ 结 果

$"! %&’() 基因甲基化检测结果
由胃癌组织’癌前病变组织和正常对照组织

中 "4N*O 基因 Q56 扩增结果可见!胃癌与癌前病
变组织中用甲基化特异性引物扩增出 2F3 R= 的
片段!而正常对照组织中用非甲基化特异性引物
扩增出 200 R= 的片段(图 0%&非甲基化或甲基化
"4N*O 6!S 产物克隆测序结果与 &’()*(+ 比对 !
与目的片段相吻合(图 2%&

图 0 胃癌组织!癌前病变组织和正常胃组织中
"4N*O 的 Q56 扩增结果

TDMUV’ 7 "4N*OJ’VD( !=& 8’WJX:*WD9( YW*WUY D( M*YWVDN
WDYYU’Y O’W’NW’O RX 8’WJX:*WD9(4Y=’NDZDN 6!S

Q) 8’WJX:*WD9(# /) U(8’WJX:*WD9(# !) M*YWVDN N*(N’V#

6) =V’8*:DM(*(W M*YWVDN :’YD9(# -) (9V8*: M*YWVDN WDYYU’1

图 2 "4N*O 基因启动子区 !=& 岛序列
TDMUV’ 2 !=& Y’[U’(N’ 9Z WJ’ =V989W’V 9Z "4N*OJ’VD( M’(’
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表 ! "#$%&’()*+ 基因高甲基化及蛋白表达与
胃癌临床病理特征的关系

,%-.( ! /0))(.%1*0+ 02 "#$%&’()*+ ’34()5(1’3.%1*0+ %+&
(64)(77*0+ 10 $.*+*$04%1’0.08*$ 2(%19)(7 02 8%71)*$ $%+$()

(! XB QBE % <+ Q 9&0’()-*2(2, *(+,&-. )0+-%2+ (2; 2%&’() ,-++/0+ &
>!XBQBE% .%’9(&-+%2+ >0,Y002 &0)(,-<0 +/>*&%/9+Q

图 P 胃粘膜组织中的 SV.(; 基因表达!=1 ZDNN"
[-*/&0 P ST9&0++-%2 %5 SV.(;:0&-2 9&%,0-2 -2 *(+,&-. ,-++/0+ !=1 ZDNN"
!’ SV.(;:0&-2 -+ +,&%2*)8 0T9&0++0; !-2 >&%Y2" -2 .8,%9)(+’ -2 2%&’() *(+,&-. ,-++/0Q
"’ SV.(;:0&-2 -+ +,&%2*)8 0T9&0++0; !-2 >&%Y2" -2 .8,%9)(+’ -2 9&0’()-*2(2, )0+-%2Q
#’ SV.(;:0&-2 -+ Y0(\)8 0T9&0++0; !-2 >&%Y2" -2 .8,%9)(+’ -2 *(+,&-. .(2.0& ,-++/0Q

刘文天!等Q 钙粘蛋白基因高甲基化与胃癌发生"发展的关系

胃癌组织( 癌前病变组织和正常对照组织中
SV.(; 甲基化阳性率分别为 CLQEW(DQEW及 NQNW%
胃癌组与正常对照组及癌前病变组比较甲基化阳

性率差异有统计学意义 !!XNQNE"% 癌前病变组与
正常对照组比较甲基化阳性率差异无统计学意义

!!]NQNE"!表 C")
低分化型胃癌甲基化阳性率 !MPQKW"较高分

化型!MW"增高%且两组间比较差异有统计学意义
!!XNQNE"* 伴淋巴结转移的胃癌甲基化阳性率
PPQPW% 与不伴淋巴结转移的甲基化阳性率 EQNW
比较差异有统计学意义 !!XNQNE"* 浸润深达浆膜
层的胃癌甲基化阳性率为 PEQNW%与未达浆膜层的
甲基化阳性率 MQKW比较差异有统计学意义 !!X
NQNE"!表 C"*
!"! #$%&’ 基因的蛋白表达
胃癌组+癌前病变组及正常对照组 SV.(; 基因

的蛋白表达见图 P%其阳性率分别为 RNQRW(LRQEW
和 CNNW*胃癌组与正常对照组及癌前病变组比
较 SV.(; 蛋白阳性率差异有统计学意义 !! X
NQNE"% 癌前病变组与正常对照组比较 SV.(; 蛋白
阳性率差异无统计学意义!!]NQNE"* 胃癌中 SV.(;

基因甲基化阳性组的 SV.(; 蛋白阳性率为 NQNW%
SV.(; 基 因 甲 基 化 阴 性 组 SV.(; 蛋 白 阳 性 率
KRQLW%两组间比较差异有统计学意义!表 C"*

( 讨 论

胃癌是常见的消化系统恶性肿瘤之一%多种
癌基因的活化和 ^或多种抑癌基因的失活及多种
外源致癌物的刺激因素的作用导致了胃癌的发

生 #P$* 基因的表达不仅仅取决于 4$! 上碱基排列

顺序的改变% 还受 4$! 序列以外的机制所调节*
4$! 甲基化主要是由 4$! 甲基转移酶 !4H_"催
化%=V腺苷蛋氨酸!=!H"提供甲基给胞嘧啶%形成
EV甲基胞嘧啶* EV甲基胞嘧啶是真核细胞中唯一存
在的天然修饰方式%占整个胞嘧啶的 PW‘MW* 启
动子区富含 #93 序列%故易发生甲基化*基因启动

!"#"
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子区甲基化可以在转录水平抑制基因表达! 在正
常细胞中抑癌基因启动子区保持非甲基化状态"
基因可以正常转录#表达"而在肿瘤细胞中"抑癌
基因启动子区甲基化"转录受到抑制"基因不能表
达! 在肿瘤组织中常常有与 !"# 损伤修复#细胞
周期等有关的肿瘤抑制基因失活" 从而导致恶性
肿瘤的发生和发展! 迄今已发现许多恶性肿瘤存
在一个或多个肿瘤抑制基因 $%& 岛甲基化! 肿瘤
抑制基因 ’%& 岛甲基化是当今肿瘤分子生物学研
究的热点 $()*%!

+,,- 年 &./01234 等 $5 %在新西兰发现 6 个伴
有 7)894 基因生殖系突变的胃癌家系" 引起了许
多胃癌研究者的注意" 但研究者发现在散发性胃
癌中 7)894 基因突变率并不很高" 认为散发性胃
癌与 7)894 甲基化的关系更为密切! 7)894 作为上
皮细胞极性形成及相互联结的分子基础" 在正常
上皮组织中表达良好! 来源于粘膜上皮的癌细胞
在发生#发展过程中"7)894 的表达常下降或消失!
:;/<2等 $-%用免疫组化技术分析了 =>= 例胃癌组织
的 7)894 表达" 发现非肿瘤胃粘膜无一例外地均
阳性表达"而胃癌组织有 ?>@>A不能正常表达&B-
例表达下调和 == 例表达缺失’! 本研究的结果发
现 7)894 表达阳性率仅 5C@5A"即有 B,@?A未正常
表达"与文献$-%结果基本一致! D9E.39 等 $,%研究

显示 7)894 基因启动子的甲基化可导致其表达降
低"而且发生于胃癌的早期! 因此探讨 7)894 表达
异常与基因甲基化关系" 对于明确 7)894 基因在
胃癌发病中的作用具有十分重要的意义! 本研究
通过对 7)894 基因甲基化的检测发现 " 胃癌中
7)894 启 动 子 区 FG $%& 岛 甲 基 化 阳 性 率 为
=,@F=A" 较胃癌前病变及正常对照明显增高! 此
外"7)894 基因甲基化的阳性率与胃癌的临床病理
分期有密切的关系"在低分化#伴有淋巴结转移和
浸润达浆膜的胃癌中 7)894 启动子区 FG$%& 岛高
甲基化阳性率明显增高" 因此提示 7)894 甲基化
水平对于预示肿瘤恶性程度具有重要的意义! 在
同时对 7)894 表达的检测发现"胃癌中 7)894 表达
较癌前病变组和正常对照组明显降低" 胃癌的 7)

894 高甲基化组的 7)894 蛋白阳性率为 CA" 说明
7)894 启动子区甲基化与其蛋白阳性率缺失有密
切关系"7)894 启动子区 $%& 岛发生甲基化"引起
的 7)894 基因失活" 使细胞间接触抑制减弱以及
细胞生长失控"因此可能在胃癌的发生#发展过程
中起重要作用! 本研究中胃癌前病变的 7)894 基
因甲基化水平及基因表达的水平有异常转化的趋

势"但与正常对照相比没有显著的改变! 因此"以
$%& 岛高甲基化作为肿瘤标志物动态的监测胃癌
前病变的患者" 在胃癌早期预防和治疗上均有重
要的应用价值!

!参 考 文 献"
H9I0/< : H" JK3E9< L &@ !"M ;I%K3EKN;I09N/2< /<
N.E23/OK<KP/P( K%/OK<KN/8P Q2/<P OK<KN/8P $L%@ D3K<4 &K<KN"

BCCC"=R&S’(=R-T=5S@
U3/VK< W J" HK;3K<P L" :98;P X" KN 90@ 7)’! EK4/9NK4 8K00)
8K00 94;KP/2< %3KYK<NP /<Y9P/2<P 21 ;.E9< 89<8K3 8K00P $L%@ L
’K00 H/20" =,,="==?&=’(=5?@
张维铭"刘文天"徐 垚" 等@ 应用荧光差异显示法对胃癌及
癌前病变相关基因的研究 $L%@ 癌症" BCC("B?&?’(BR(TBR-@
7PNK00K3 X" ’23< Z &" H9I0/< : H" KN 90@ M OK<K
;I%K3EKN;I09N/2< %321/0K 21 ;.E9< 89<8K3 $L%@ $9<8K3 [KP"

BCC="R=&-’(?BBFT?BB,@
\K.<O ] ^" _. L" "O 7 ^" KN 90@ ’2<8.33K<N ;I%K3EKN;I09N/2<
21 E.0N/%0K N.E23)3K09NK4 OK<KP /< O9PN3/8 8938/<2E9 9<4
94Q98K<N <23E90 N/PP.KP $L%@ ’9<8K3" BCC=",= &=B’(BB,S T
B6C=@
[2.<N3KK X [" H98;E9< ^ 7" JK3E9< L &" KN 90@ !"M
EKN;I09N/2<" 8;32E9N/< /<;K3/N9<8K" 9<4 89<8K3 $L%@ ‘<82OK<K"

BCC="BC&BS’(6=FRT6=RF@
&./01234 Z" J2%a/<P L" J9339b9I L" KN 90@ 7)894;K3/< OK3E0/<K
E.N9N/2<P /< 19E/0/90 O9PN3/8 89<8K3 $L%@ "9N.3K" =,,-"6,B
&RR5S’(SCBTSCF@
:;/<2 _" ]9N9<9cK M" _9E949 _" KN 90@ ’0/</82%9N;202O/8
KY90.9N/2< 21 /EEE.<2;/PN28;KE/890 7)894;K3/< KV%3KPP/2< /<
;.E9< O9PN3/8 8938/<2E9P $L%@ ’9<8K3" =,,F"5R &==’(B=,6T
BBC=@
D9E.39 &" _/< L" ]9<O :" KN 90@ 7)894;K3/< OK<K %32E2NK3
;I%K3EKN;I09N/2< /< %3/E93I ;.E9< O9PN3/8 8938/<2E9P $L%@ L
"9N0 ’9<8K3 d<PN" BCCC",B&5’(FR,TF56@

!编辑及校对#甘可建"

$=%

$B%

$6%

$S%

$F%

$R%

$5%

$-%

$,%

刘文天!等@ 钙粘蛋白基因高甲基化与胃癌发生"发展的关系 !"#$

C M Y K


