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摘　要:【目的】探讨多肿瘤抑制基因(multiple tumor suppressor gene 1 , MTS1)5′端 CpG岛异常甲基化与原发性胃癌发

病机制之间的关系。【方法】PCR-甲基化检测法研究 31 例胃癌标本和 19 例正常胃组织中 MTS1 基因 5′端 CpG 岛异常甲基

化情况。【结果】有 35.5%(11/ 31)的胃癌标本和 5.3%(1/ 19)正常胃组织出现M TS1 基因 5′端 CpG 岛异常甲基化 ,两者之间

有显著性差异(P <0.05)。【结论】MTS1 基因 5′端 CpG 岛异常甲基化是其在原发性胃癌中的主要灭活机制 ,与胃癌的发生

发展密切相关。
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Abstract:【Objective】To study the 5′CpG islands methy lation of the multiple tumor suppressor gene 1

(MTS1)gene in human primary gast ric cancer.【Methods】A PCR assay relying on the inability of some rest ric-

tion enzymes to cut methy lated sequences was used to analyze the methylation of the M TS1 gene.【Results】de

novo methylation of the M TS1 gene was observed in 11 of 31(35.5%)primary gastric cancer cases and in 1 of

19(5.3%)normal gastric mucosa , and there is a signif icant correlation(P <0.05)betw een them .【Conclu-

sion】Our results suggest that de novo methylation are prodominant inactivation mechanisms of the M TS1 gene

and may be associated with pathogenesis of human primary gast ric cancinoma.
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　　胃癌的发生发展是一个多基因参与的多阶段

过程 ,其分子生物学水平的发病机制尚不完全清

楚。有关近年发现的多肿瘤抑制基因(multiple tu-

mor suppressor gene 1)MTS1与原发性胃癌的关系

有待研究。我们在检测了 MTS1基因在原发性胃

癌中突变缺失的基础上 ,进一步研究了胃癌组织中

MTS1基因 CpG岛(启动子区富含 C 、G的序列)甲

基化的情况。

1　材料与方法

1.1　组织标本

31例原发性胃癌和 19 例正常胃的组织标本

是收集1997年 6月 ～ 1998年 3月期间湖北医科大

学附属第一 、第二医院手术切除的标本。切除标本

在 1h内放入液氮或-70℃中保存 。所有病例均经

病理证实 。
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1.2　PCR-SSCP分析

常规提取组织 DNA 后 ,用光密度测量法测量

DNA含量 , PCR扩增 MTS1 基因α、β 型外显子 1

(E1α、E1β)和外显子 2(E2),引物序列和扩增条件

按文献[ 1 , 2] 。扩增产物经甲酰胺变性后 , 5%(v/

v)聚丙烯酰胺凝胶电泳 300 V ,1.5 h ,乙醇固定 、硝

酸脱色 ,硝酸银染色 ,在干胶仪上干胶后保存 。

1.3　PCR-甲基化检测法

1 μg 组织 DNA 用 40 U 甲基化敏感酶(Hpa

Ⅱ 37 ℃和 Sma Ⅰ 30 ℃)完全消化 2 h ,同时用 40

U甲基化非敏感酶(Msp Ⅰ 37 ℃)消化 2 h 作为

对照。消化后的 DNA进行 MTS1基因α、β型外显

子 1(E1α、E1β)的 PCR扩增 ,扩增引物和循环条件

参见有关文献 ,产物经 EB 染色 , 20 g/L 琼脂糖电

泳 ,荧光灯下观察结果。统计学分析采用 χ2 检验 。

2　结　果

2.1　MTS1基因的 PCR-SSCP分析

对所有 PCR扩增结果阳性的标本作 SSCP 分

析 ,发现无 1例标本的 MTS1基因外显子 1(E1α、

E1β)和外显子 2(E2)有异常电泳带 ,提示胃癌组织

中未见有该基因的微小突变。

2.2　MTS1基因异常甲基化情况

MTS1基因发生异常甲基化的标本 ,MTS1序

列不能被甲基化敏感酶切割 , PCR扩增 MTS1 基

因外显子 ,产物为阳性 ,而甲基化非敏感酶则可以

切开此序列 , PCR扩增无产物;MTS1基因没有被

异常甲基化的标本用甲基化敏感酶和甲基化非敏

感酶均可切割 , PCR扩增 MTS1 基因外显子则均

无产物。

2.3　胃癌组织异常甲基化分析

31例胃癌组织中有 11例(35.5%)发生 MTS1

基因外显子 1甲基化 ,其中 5 例(16.1%)在 Sma

Ⅰ位点发生异常甲基化 ,另外 6(19.4%)例在 Sma

Ⅰ和 Hpa Ⅱ位点均有异常甲基化(图 1);19 例正

常胃粘膜组织中只有 1 例发生 Sma Ⅰ位点甲基

化 ,胃癌与正常组织之间比较有显著性差异(P <

0.05)(表 1)。

3　讨　论

3.1　启动子区 CpG岛异常甲基化与mRNA转录

抑制

图 1　胃癌组织 MTS1 基因 PCR-甲基化检测

Fig.1　PCR-based methylation assay results of MTS1 gene

in gastric cancer tissues

M :Marker

1 , 3 , 5 ～ 9 , 16 have no de novo methylation of MTS1 gene , so

that PCR-based Methylat ion Assay show ed negative PCR productions

2 , 4 , 10 ～ 15 , 17 have hypermethylation of MTS1 gene so that

PCR-based Methylation Assay show ed posit ive PCR product ions

表 1　原发性胃癌与正常胃粘膜中 MTS1 基因

异常甲基化的比较

Table 1　de nove methy lation of M TS1 gene in primary

gastric cancer and normal tissues n(%)

MTS1

Methylation
Gastric Cancer Control χ2 P

+ 　 11(35.5) 　　1(5.3)

- 20(64.5) 18(94.7) 4.36 <0.05

Total 31 19

肿瘤组织 DNA 常常有异常甲基化的作用 ,包

括与细胞增殖周期密切相关的癌基因低甲基化和

抑癌基因高甲基化改变 ,这些异常甲基化改变一方

面可激活癌基因 ,另一方面可使抑癌基因由于 5′端

启动子调控区 CpG岛异常高甲基化而抑制 mRNA

转录作用[ 3 , 4] ,导致该基因的失活。

3.2　MTS1基因 CpG岛异常甲基化是其在胃癌中

的主要灭活机制

多肿瘤抑制基因 MTS1在人的众多类型的恶

性肿瘤中有高频率的变异 ,包括突变 、缺失甲基

化[ 5 ,6] 、染色体易位等 ,这些变异导致该基因的正

常抑制细胞增殖的功能丧失(即灭活或失活)与癌

的发生发展密切相关。但 MTS1基因在原发性胃

癌中的变异情况却报道较少 ,并且缺失率较低 ,没

有发现突变的存在 ,提示可能 MTS1基因在胃癌组

织中有其他的失活机制[ 7] 。为探讨抑癌基因

MTS1与原发性胃癌的关系及其在胃癌中的灭活

机制 ,我们在用 PCR-SSCP 法研究了胃癌组织中

MTS1基因突变缺失的基础上 ,首次检测了胃癌和
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正常胃粘膜组织中 MTS1基因 5′端 CpG 岛异常甲

基化的情况 。CpG岛为启动子区一段富含 C 和 G

的序列 ,该序列的甲基化状态与其转录水平密切相

关。CpG岛的高甲基化可抑制该基因的转录 。抑

癌基因启动子区 CpG 岛如存在异常高甲基化 ,则

可由于该基因的转录抑制而导致功能失活。本检

测结果发现 35.5%的原发性胃癌有 MTS1基因 5′

端CpG岛异常甲基化现象 ,与正常胃组织相比有

显著性差异(P <0.05),说明胃癌中有 MTS1 基

因的变异 ,5′端 CpG岛异常甲基化是其在胃癌中的

主要灭活机制。

3.3　PCR-甲基化检测法的影响因素

PCR-甲基化检测法[ 8]的原理是根据一些限制

性内切酶的识别位点都包含 CG ,如果 C 被甲基化

后 ,切割作用则不能产生。PCR扩增这一序列 ,未

被切割的为扩增阳性 ,反之则为阴性。甲基化敏感

酶 Hpa Ⅱ和 Sma Ⅰ只能切割 CCGG 和 CCCGGG

序列 ,而不能切割 CmCGG 和 CCmCGGG 序列;甲

基化非敏感酶 Mps Ⅰ则可切割 CCGG 和 CmCGG

序列而作为对照 。此法检测序列 5′端 CpG岛异常

甲基化现象灵敏度高 ,但可能由于酶切不完全而出

现假阳性。本研究用过量的酶量(每 1 μg DNA 加

40 U酶)完全消化组织 DNA以避免出现假阳性结

果。实验结果表明在胃癌中 MTS1基因甲基化的

序列主要在CmCGG和 CCmCGGG。

本实验:①首次检测了原发性胃癌和正常胃粘

膜组织中 MTS1基因 5′端CpG岛异常甲基化的情

况;②首次发现 35.5%的胃癌有 MTS1 基因异常

甲基化 ,与正常胃组织相比有显著性差异(P <

0.05),认为 MTS1基因甲基化与原发性胃癌的发

生发展密切相关 ,CpG 岛异常甲基化是 MTS1 基

因在胃癌中的主要失活机制;③胃癌中 MTS1基因

甲基化的序列主要为 CmCGG和 CCmCGGG。
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