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通过检测胃癌癌旁距离原发灶不同距离组织及胃癌原发灶
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基因启动子区甲基化状态的差异!分析

正常胃组织(癌前病变及癌组织中该基因甲基化的动态变化以及
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基因甲基化与胃癌原发灶病理生物学行为的关系!探

讨
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基因启动子区甲基化在胃癌阶段性发生及进展中的作用及临床意义&方法
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胃组织至胃癌原发灶组
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动子区甲基化发生率在正常胃组织(癌前病变组织及胃癌原发灶中分别为
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基因甲基化发生率在胃癌患者透浆膜组显著高于未透浆膜组"
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%!与胃癌胃壁浸润深度(转移淋巴结数相关!在不同大体类型(生长方式(分化程度(性别及

年龄胃癌患者间差异无统计学意义"
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基因启动子区异常甲基化可能与胃癌的阶段性发生及临床进

展相关&
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胃癌是一种严重威胁人类健康的恶性肿瘤#国内外大量研

究显示#表遗传学机制在胃癌的发生及进展中起重要作用(
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肿瘤抑制基因$
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&功能丧失可通过

多种途径#现已证实
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甲基化是基因突变及缺失之外
?RM

0/.!

重庆医学
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失活的第
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种机制#而且在某些情况下是其失活的惟一机
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&是已经确认的抑癌基因#与细胞周

期调控*微管的稳定性*细胞的黏附和运动性以及细胞凋亡相

关#可以通过多种途径抑制细胞生长*促进细胞凋亡和衰

老(
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'有研究表明#
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基因启动子区发生甲基化可

以引起表达缺失#进而导致肿瘤的发生#这在胃癌中已有报
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'但是#
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基因启动子区
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甲基化在胃癌阶

段性发生及进展中的作用有待探讨'本研究通过检测癌旁距

离胃癌原发灶不同距离组织及胃癌原发癌灶本身
P*RRL!*

基因异 常 甲 基 化 的 差 异#结 合 病 理 学 角 度 分 析#探 讨
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基因启动子区甲基化在胃癌阶段性发生及进展中

的作用#为胃癌浸润扩散范围的评估提供新的分子标志物'
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资料与方法
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一般资料
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选取
#''.

年
!

月
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/

月在中国医科大学肿

瘤研究所手术治疗胃癌患者
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例#每例患者分别采取距胃癌

原发灶边缘
&

*

"

*

!F4

组织及胃癌原发灶组织'标本取材两

份#一份液氮中速冻后放入
S='T

冰箱冻存#另一份用甲醛固

定*石蜡包埋后保存'

$'

例患者#其中男
"'

例#女
!'

例#男女

比例为
"f!

%年龄最大者
=/

岁#最小者
#0

岁#平均$

.!%&[
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&岁'病例按
a8((

新
?b7

分期标准*日本胃癌处理规

约及中国医科大学肿瘤研究所胃癌外科分型进行分期*分型#

术后经病理诊断证实#术前均未经放疗及化疗'组织病理学检

查!将
$'

例胃癌患者术后距离癌灶边缘
&

*
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*

!F4

处及胃癌原

发灶取材的
!.'

枚组织块标本制作为石蜡切片#由
#

位病理医

师按
a8((

新
?b7

分期标准*日本胃癌处理规约及中国医科

大学肿瘤研究所胃癌外科分型标准读片报告'
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甲基化特异性
V(P
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组织
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提取!常规酚
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异戊

醇法提取组织
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#紫外分光光度法检测
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浓度和纯度'
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修饰及纯化!氰醌$
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公司'按文献方法进行
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修饰及纯化(
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)

'甲基化特

异
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反应!反应体系
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#

5

#包括样品
b̂*#

#
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#

!'hV(P

缓冲液
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#
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#引物各
'%&

#

5

#
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蒸水
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'反应条件!

0&T

预变性
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0$T

变性
"'-

#

&/T

退火
$&-

#

=#T

延伸
"'-

#

$'

个循环%

=#T

延伸
!'4;2

#

退火温度依据不同基因而定'以甲基转移酶
R--

&

处理和未

处理的健康人外周血细胞
b̂*

作为阳性对照和阴性对照#以

双蒸水作为空白对照'
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作为相对分子质量标

记'引物序列#甲基化引物!上游引物
&g>M?M ??* *(M

(M??M(M?* ?(>"g

#下游引物
&g>**((((M(M **(

?*****(M*>"g

#扩增产物
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%非甲基化引物!上游引

物
&g>???MM??MM*M?M?M??**?M?M>"g

#下游引

物
&g>(***((((*(***(?*****(**>"g

#扩增产

物
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'电泳!取
V(P

产物
&

#

5

#应用
#1

琼脂糖凝胶电

泳#电压
!''d

#电泳时间
$'4;2

#结果经激光密度扫描仪

$

VC+D4+F;+5Z6aBAD:-F+2

&照相进行分析'
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!

结果判断
!

$

!

&甲基化!甲基化特异引物$

7

&扩增出目的

条带#而非甲基化特异引物$

a

&无条带扩出%$

#

&非甲基化!非

甲基化特异性引物$

a

&扩增出目的条带#而甲基化引物$

7

&无

条带扩出%$
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&半甲基化!两对引物均扩增出目的条带#统计分

析结果时将甲基化与半甲基化均计为甲基化阳性'
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统计学处理
!

采用
RVRR!!%&

统计软件进行分析'各组

甲基化频率进行比较采用
(

# 检验和
L;-C@D

精确概率法#以
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为差异有统计学意义'
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结
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果
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胃癌癌旁不同距离组织及原发癌灶中
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基因甲

基化差异
!

在距胃癌原发灶边缘
&

*

"

*

!F4

组织及原发灶中的

P*RRL!*

基因甲基化阳性率分别为
&%'1

*

=%&1

*

##%&1

及

$#%&1

#在距原发灶边缘
&

*

"F4

组织的阳性率均显著低于原

发灶中$

(

#

\!&%&"

#
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%

'%'&

%

(

#

\!"%'.

#

H
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&%距原发灶

边缘
!F4

组织的
P*RRL!*

基因甲基化阳性率为低于原发灶

中阳性率#但差异无统计学意义$

(

#

\"%'&

#

H\'%'&.

&'距原

发灶边缘
&F4

组织中阳性率显著低于原发灶边缘
!F4

组织

中$

(

#

\&%!.

#

H\'%'#"

&%距原发灶边缘
"F4

组织中阳性率

低于距原发灶边缘
!F4

组织的阳性率#但差异无统计学差异

$

H

&

'%'&

&'由距原发灶边缘
&

*

"

*

!F4

组织至胃癌原发灶#

随距癌灶边缘距离的减少#

P*RRL!*

基因启动子区甲基化阳

性率呈增高趋势#差异有统计学意义$
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见图
!

*表
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b̂*

标准参照物
5̂#'''
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!甲基化反应#

a

!非甲基化

反应%

V

!甲基化阳性对照%
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!胃癌原发灶组织%

?!

*

?"

*

?&

!距胃癌原

发灶边缘
!

*

"

*

&F4

组织%

?'

*

?!

*

?"

甲基化阳性#

0$,

K

%

?&

甲基化阴

性#

!'/,

K

%病理检测#

?'

*

?!

!胃腺癌%

?"

!慢性胃炎%

?&

!正常胃组织'

图
!

!!

不同胃组织
P*RRL!*

基因启动子区甲基化检测图

表
!

!!

距胃癌原发灶边缘
&

'

"

'

!F4

组织及原发癌灶中

!!

P*RRL!*

基因甲基化的差异

组织来源
#

P*RRL!*

7e

$

1

&

(

#

H

(& $' #

$

&%'

&

##%/&

%

'%'!

($ $' "

$

=%&

&

(! $' 0

$

##%&

&

(' $' !=

$

$#%&

&

!!

('

!胃癌原发灶组织%

(!

!距胃癌原发灶边缘
!F4

组织%

("

!距胃

癌原发灶边缘
"F4

组织%

(&

!距胃癌原发灶边缘
&F4

组织%

7e

!甲基

化阳性'

?%?

!

胃癌癌灶旁正常胃组织*癌前病变组织及胃癌原发灶中

P*RRL!*

基因甲基化差异
!

对实验所取标本进行组织病理

学检查#

$'

例胃癌癌旁
&F4

取材标本中正常胃组织
#$

例#距

胃癌原发灶边缘
&

*

"

*

!F4

组织中癌前病变类型组织$如慢性

胃炎及萎缩性胃炎等&

#"

例'以距胃癌原发灶边缘
&F4

病理

检测的
#$

例正常胃组织作为胃正常组织组#以病理检测确定

的癌前病变组织$如慢性胃炎及萎缩性胃炎等&

#"

例作为癌前

病变组#以胃癌原发癌灶
$'

例作为胃癌组#

"

组
P*RRL!*

基

因甲基化阳性率分别为
'1

*

!=%"01

*

$#%&1

#正常胃组织组

P*RRL!*

基因甲基化显著低于癌前病变组及胃癌组$

(

#

\$%

&.

#

H

%

'%'&

%

(

#

\!"%"0

#

H

%

'%'&

&#癌前病变组
P*RRL!*

基

因甲基化显著低于胃癌组$

(

#

\$%!$

#

H

%

'%'&

&'

"

组之间差

异具有统计学意义$

H

%

'%'!

&#见表
#

'

'0.!

重庆医学
#'!#

年
.

月第
$!

卷第
!=

期
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!

P*RRL!*

基因启动子区甲基化与胃癌临床病理学特征

的关系
!

见表
"

'

表
#

!!

病理确定的胃正常组织'胃癌癌前病变组织及

!

胃癌原发灶中
P*RRL!*

基因甲基化差异

组织来源
#

P*RRL!*

7e

$

1

&

(

#

H

(' $' !=

$

$#%&'

&

#$%!=

%

'%'!

_ #" $

$

!=%$'

&

b #$ '

$

'%''

&

!!

('

!胃癌组织%

_

!胃癌癌前病变组织%

b

!胃正常组织'

表
"

!!

胃癌原发灶
P*RRL!*

基因启动子区甲基化与

!!

临床病理因素的关系

临床病理因素
P*RRL!*

基因

#

甲基化阳性$

1

&

(

#

H

组织学分化程度

!

分化
!. &

$

"!%#&

&

!%"/

&

'%'&

!

未分化
#$ !#

$

&'%''

&

大体类型

!

限局型
. #

$

""%"'

&

'%/#

"

&

'%'&

!

浸润型
"" !$

$

$#%$'

&

生长方式

!

团块状"巢状
!. &

$

"!%"'

&

!%"/

&

'%'&

!

弥漫状
#$ !#

$

&'%''

&

浸润深度

!

未透浆膜
#. $

$

!&%$'

&

!.%"'

"

%

'%'&

!

透浆膜
!$ !"

$

0"%/'

&

转移淋巴结数

!

' !# .

$

##%#'

&

!!%&'

"

%

'%'&

!&

'

!

= !&

!&

=

!

!& = !!

$

/$%.'

&

!&

!& .

年龄$岁&

!%

.' !$ &

$

"&%='

&

'%$!

&

'%'&

!'

.' #. !#

$

$.%#'

&

性别

!

男
"' !#

$

$'%''

&

'%"!

&

'%'&

!

女
!' &

$

&'%''

&

!!

"

!

L;-C@D

精确概率法'

@

!

讨
!!

论

胃癌的发生是表遗传学和遗传学两大类机制共同作用的

过程(

!

)

#

b̂*

甲基化是表遗传学机制最常见的形式#基因启动

子区异常甲基化可抑制基因表达而使其功能丧失#最终导致肿

瘤的发生#

b̂*

异常甲基化与胃癌的发生及发展密切相关'

研究发现#

P*RRL!*

基因启动子区异常甲基化可以引起表达

缺失#进而导致肿瘤的发生#这在包括乳腺癌和肺癌在内的多

种人类肿瘤中已被证实(

!#>!"

)

#

P*RRL!*

基因启动子区异常甲

基化与胃癌的发生相关(

0>!'

)

#在胃癌原发灶组织*正常组织*转

移灶组织及癌前病变组织中启动子区
(

K

M

岛异常甲基化已有

报道'但是#正常胃组织以及与距胃癌原发灶边缘不同距离的

胃组织中
P*RRL!*

基因启动子区甲基化状态及与胃癌癌灶

之间距离的关系还没有相关报道'

本研究从胃癌患者距癌灶边缘不同距离组织及与胃癌原

发癌灶进行比较的角度分析了
P*RRL!*

基因启动子区甲基

化情况'结果显示#随着从癌旁组织到胃癌癌灶距离的减少#

P*RRL!*

基因启动子区甲基化阳性率呈现上升趋势#且不同

距离组织中
P*RRL!*

基因甲基化阳性率差异显著#表明

P*RRL!*

基因甲基化从距癌灶边缘
&

*

"

*

!F4

组织至胃癌癌

灶中呈现逐渐升高的动态变化#这种变化趋势与胃癌患者从癌

旁组织到癌灶本身临床病变变化趋势相一致#距胃癌癌灶越近

的组织中异常甲基化率越高#并且在胃癌癌灶中呈现高甲基化

状态#这说明
P*RRL!*

基因启动子区甲基化与胃癌的发生密

切相关#参与了胃癌的阶段性发生'

6

I

H2

等(

0

)与
@̀

等(

!'

)的

研究表明
P*RRL!*

基因启动子区异常甲基化及导致的表达

下降与胃癌的发生相关'

在组织病理学检查的基础上#本研究系统分析了正常胃组

织*癌旁慢性胃炎*萎缩性胃炎等胃癌前病变组织及胃癌组织

中
P*RRL!*

基因启动子区甲基化率的差异'结果显示#

P*RRL!*

基因甲基化率在正常胃组织*癌旁胃癌前病变及胃

癌组织
"

者之间差异显著#进一步说明了
P*RRL!*

基因的异

常甲基化参与了由正常胃组织发展为癌前病变组织以及进一

步癌变的过程#是胃癌形成和演变过程中的重要事件#表明

P*RRL!*

基因启动子区甲基化与胃癌的阶段性发生相关'

本研究显示#

P*RRL!*

基因在胃癌患者的正常胃组织中呈非

甲基化状态#在癌灶中呈现肿瘤特异性的甲基化改变#并且在

癌前病变阶段出现#参与胃癌前病变发生#提示
P*RRL!*

基

因异常甲基化可能用于胃癌早期诊断及临床筛查'

?:

等(

!$

)

的研究
P*RRL!*

基因异常甲基化率在胃癌组织及胃肠型化

生组织中分别为
#&%/1

及
!!%!1

#支持
P*RRL!*

基因异常

甲基化参与胃癌癌前病变发生'

本研究进一步分析
P*RRL!*

基因启动子区甲基化与胃

癌患者临床生物学特征的关系#结果表明
P*RRL!*

基因甲基

化与胃癌患者胃壁浸润深度及淋巴结转移程度相关#因而可能

与胃癌患者的临床进展及转移相关'有研究表明
P*RRL!*

可通过降低
XbZ

与
F>XH2

的磷酸化水平及下调细胞周期素
!

阻断
XbZ

通路#从而抑制肿瘤细胞的生长及浸润转移(

&

)

'这

提示
P*RRL!*

基因启动子区甲基化不仅与胃癌的阶段性发

生相关#而且可能与临床进展相关'但是#

P*RRL!*

基因启

动子区甲基化与胃癌患者癌灶的大体类型*生长方式*分化程

度*患者的性别及年龄无关'

6

I

H2

等(

0

)分析
P*RRL!

基因在

0'

例早期胃癌中的表达#结果
&"%"1

的胃癌患者有
P*RRL!*

和$或&

P*RRL!6

表达缺失或降低#且
P*RRL!*

表达缺失或

异常降低在进展期胃癌显著高于早期癌#在低分化癌中比高分

化或中分化胃癌中更常见'但是#

P*RRL!*

甲基化改变和胃

癌的病理类型及扩散无关#揭示
P*RRL!*

甲基化改变在胃癌

癌变过程中常见#可能促进恶变进程#并可能与胃癌的临床期

别及病理学分级密切相关'

本研究与其他研究者胃癌原发癌灶中
P*RRL!*

基因甲

基化阳性率相近(

!&>!.

)

#但胃癌癌前病变组织中阳性率略高于

其他学者研究结果'可能是标本取材来源不同#其他研究中所

取癌前病变组织多是胃镜下所取单纯的胃癌癌前病变组

织(

!$

)

#

P*RRL!*

基因呈现一定程度的异常甲基化%本研究中

!0.!

重庆医学
#'!#

年
.

月第
$!

卷第
!=

期



所取标本为胃癌患者癌灶旁组织#这体现出
P*RRL!*

基因异

常甲基化是这些癌前病变组织演变为癌的重要因素'同时#本

研究所取癌前病变组织与胃癌原发癌灶距离较近#可能受原发

癌灶直接侵袭*淋巴及血行侵袭等因素影响'另外#由于取材

胃癌人群地方及种族差异*实验方法和实验条件差异也可能影

响实验结果'
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