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·实验研究·

错配修复基因hMLHl错义突变Val384Asp
与四种肿瘤遗传易感性的研究

张晓梅 李金田 朱明 吴晓柳 高萍 周平 王亚平

【摘要】 目的 了解中国人hMLHl基因val384凡p错义突变在四种肿瘤中的存在状况。方法

在中国汉族人群中分别提取233例大肠癌患者、273例胃癌患者、111例乳腺癌患者、90例食管癌患

者和268名健康人外周血细胞的基因组DNA；采用聚合酶链反应扩增hMLHl基因第12外显子的部

分DNA片段(217 bp)，变性高效相色谱检测，DNA测序验证，比较分析val384魅p基因型在四种肿瘤

中的分布。结果6．34％正常人群携带val384舡p，在大肠癌患者和胃癌患者中Val384魅p的检出率

与正常人群相比差异有统计学意义(P<0．05)，尤其在<45岁的大肠癌患者和<50岁的胃癌患者中，

val384Asp的检出率与正常人群相比差异有统计学意义(P<0．01)，而在乳腺癌患者和食管癌患者中

val384魅p的检出率与正常人的相同或相近。结论Val384赴p错义突变作为中国人hMLHl基因上

的一个多态位点，是大肠癌和胃癌遗传易感因素，可作为中国人胃肠道肿瘤，尤其是低龄胃肠道肿瘤

高危人群筛选的候选指标。

【关键词】 胃肠道肿瘤；食管肿瘤；乳腺肿瘤；基因

Study on the relatioⅡship betw代n genetic polymorphism Val384Asp in hMLHl gene and the risk of four
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GDrr巴咖咒出馏n“旃or：W4^临№一加29，Email：wangyapn@jlonline．com
【Abstract】 objective To inveStigate the asSociation of genetic斛ymorphism Val384A印in hMLHl

gene with the risk of coIorectal，gastric，esophageal and breast carcinomas． Methods A case—control study

was taken to investigate the role of val384趣p in hMLHl gene in developing theSe four carcinomas．233

cobrectal，273 gastric，90 esophageal and 1 1 1 breast cancer patients were included，as weU as 268 heathy

individual served as controls．Periph盯al white b100d cell DNA waS obtained from aU subjects．hMLHl gene

Val384砖p was analySed using a PCR-based DHPLC while the exist朗ce of val384Asp were verified by
DNA sequencing．R船ults 6．34％of the heathy individuals were identified as Val384Asp carrierS and

significant differences existing between colorectal cancer pati朗ts or gastreic cancer patients and controls，

especially between younge aged patients and controls．C∞clusion Determination of Val384Asp in hⅣ【LHl

gene Sin西e nucleotide p01)硼。印hism seemed to be sujtable for identifying individuals with increased risk of

gastrointestinal cancer in the Chinese population．

【Key words】(hstrointestinal neoplasms；ESophageal neoplasms；BreaSt neoplasms；Gene

遗传性非息肉型大肠癌(hereditary

nonpolyposis colorectal cancer，HNPCC)是一种常染

色体显性遗传性肿瘤，其发病相关基因是错配修复

基因。已知错配修复系统至少有5个基因组成，但

已检出的突变主要在MSH2和MLHl基因。存在

错配修复基因遗传性突变的家族，除大肠癌高发外，

基金项目：江苏省卫生厅重点研究项目资助(H9805)；江苏省重

点人才基金资助项目(RC2002070)

作者单位：210009南京，江苏省肿瘤防治研究所分子生物学研

究室

通讯作者：王亚平，Email：wangyapn@jlonline．com

子宫内膜癌、胃癌、乳腺癌、小细胞肺癌、淋巴细胞癌

等的发病率也明显高于一般人群u41。在HNPCC

家族检出的错配修复基因突变多为病理性突变，但

某些低度外显的突变或多态位点则可能参与散发性

肿瘤的发生b。7]。我们首先在大肠癌患者的体细胞

中发现了位于hMLHl基因第1151位碱基T—A的

杂合型颠换，导致其第384位编码氨基酸由缬氨酸

(Val)突变为天冬氨酸(ASp)，随后的研究结果表明，

Val384Asp作为东亚人hMLHl基因上的一个多态

位点。但在我国发病年龄<45岁的大肠癌患者、具

有癌症家族史的胃癌患者及其家属中，Val384Asp
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突变的检出率明显高于正常对照，显示出

Val384ASp的突变可在一定程度上影响hMLHl基

因的功能‘8’9o。为进一步探明hMLHl基因

Val384Asp的病因学作用，我们比较分析了

Val384Asp基因型在大肠癌、胃癌、食道癌三种消化

道肿瘤和乳腺肿瘤中的存在状况。

对象与方法

1．研究样本：病例组共入选707例癌症患者，其

中233例大肠癌患者，男139例、女94例，年龄23～

77岁，平均年龄(52．85±13．76)岁；273例胃癌患

者，男188例、女85例，年龄28～79岁，平均年龄

(57．03±10．08)岁；111例乳腺癌患者，男3例、女

108例，年龄28～78岁；90例食管癌患者，男51例、

女39例，年龄40～78岁，平均年龄(62．16±8．69)

岁。每例均取外周血样本，常规提取DNA。癌症标

本选自江苏省北部地区淮安、邳洲两地当年新发患

者血样及在我医院标本库中随机选取的近年住院病

例血样；对照组选自当地相同年龄组、性别配对、无

癌症病史人群，各例之间无血缘关系。

2．聚合酶链反应(PCR)：引物序列：上游5’．aca

gac ttt gct acc agg act tg一3’，下游5’一tgt ctt atc ctc

tgt gac aat gg一3’。扩增产物位于hMLHl基因第12

外显子上游一4位碱基至第12外显子内编码基因的

第1251位碱基，长度217 bp。25扯l 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肛mol／L，2 U Taq DNA聚合酶。

PT一200梯度扩增仪循环条件：94℃预变性5 min，

94℃20 s，57℃20 s，72℃30 s，35个循环，72℃延长

10 min，94℃变性4 min，按0．1℃／s的梯度下降温度

至25℃，4℃保存。1．5％琼脂糖凝胶电泳检测。

3．变性高效液相色谱(DHPLC)分析：PCR产物

上样于核酸分析柱，DHPLC(wAVE系统，

Transgenomic)分析；单次进样量58 pl，柱温59．2℃，

流动相为0．1 mol／L N一三乙基乙酰胺(TE从，分析
纯)和不同浓度梯度的乙晴，流速0．9 ml／min，

260 nm紫外检测。

4．DNA序列分析：DHPLC分析中出现特定异

常带型病例的PCR产物直接测序。

5．统计学分析：各组之间hMLHl基因

val384ASp基因型和等位基因型频率的比较，采用

Epi Info 6．0软件，Mantel—Haenszel x2检测和风险度

分析。

结 果

1．DHPLC和DNA序列分析：分析结果表明，

268名正常对照中17名出现特定的异常峰型，相同

的峰型见于27／233例的大肠癌患者、33／273的胃癌

患者、7／111的乳腺癌患者及8／90例的食道癌患者

(图1、表1)。DNA序列分析表明，这一异常峰型的

出现是由于hMLHl基因第1151位碱基存在遗传

性的碱基颠换(T—A)(杂合型)，使得该碱基所处的

第384位密码子发生缬氨酸(Val)到天冬氨酸(Asp)

的错义突变(GTT—GAT，Val384ASp)。

S
要

蛩t
螫

洗脱时间(min)

a图为突变型DHPLC图谱，与b图野生型DHPLC图谱相比，在

6．02 min出现的主峰之前，5．66 min处出现一提前的异常洗脱峰

图l hMLHl基因第12外显子DⅧ，LC图谱

表1 四种肿瘤患者组中hMLHl基因Val384A印基因型

频率与对照组的比较

删葫妻嵩筹酱P值∞卸s％a，
对照组 268 17(6．34)

大肠癌患者233 27(11．6)

胃癌患者 273 33(12．1)

食道癌患者90 8(8．89)

乳腺癌患者111 7(6．31)

*P<0．05；括号外数据为基因型例数，括号内数据为构成

比(％)

2．统计学分析结果：

(1)各肿瘤患者组和正常对照的均衡性检测：四
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种肿瘤患者组及正常对照组经检测除乳腺癌组的性

别组成外，各组之间在性别、年龄分布上差异无统计

学意义。各组Val384ASp基因型分布频率见表1，

经计算各组基因型个体数的观察值与理论值之间均

无差异，表明该等位基因在各组的分布均符合

Hardy—Weinberg平衡，各组样品具有群体代表性。

(2)四种肿瘤患者Val384Asp基因型频率与正

常对照的比较：结果表明在大肠癌患者和胃癌患者

中，Val384ASp基因型频率都高于对照人群，两者差

异存在统计学意义(P<0．05)；在食道癌患者中，

Val384Asp基因型频率虽高于正常人群，但无统计

学意义；而乳腺癌患者Val384Asp基因型频率与对

照人群无差异。

(3)胃肠道肿瘤患者分组后的组间比较：比较

以45岁分组的大肠癌和以50岁分组的胃癌患者

中，低龄和非低龄之间Val384ASp基因型频率。结

果显示胃肠道肿瘤患者分组后，低龄组Val384Asp

基因型频率高于非低龄组，两者之间差异存在统计

学意义(P<0．05)(表2)。

表2 分组后胃肠道肿瘤患者hMLHl基因Val384A5p

基因型频率的组间比较

删葫妻嵩等等P值∞卸s％cD

*P<0．05；括号外数据为基因型例数，括号内数据为构成

比(％)

(4)胃肠道肿瘤患者分组后与对照组

Val384ASp等位基因频率的比较：以年龄为界，分组

比较胃肠道肿瘤患者与对照组Val384Asp等位基因

频率的差异。结果显示，在<45岁的低龄大肠癌

和<50岁的低龄胃癌患者中，Val384ASp等位基因

频率与对照组相比，差异有统计学意义(P<0．01)，

而在≥45岁的大肠癌和≥50岁的胃癌患者中，

Val384Asp等位基因频率与对照组相比差异无统计

学意义(P>0．05)(表3)。

讨 论

肿瘤的发生受到外界的环境、生活习惯、饮食结

构等多种因素的影响，其中遗传因素在肿瘤的发生、

发展过程中，尤其在受遗传因素影响更大的低龄肿

瘤患者中所发挥的作用日益得到重视，本文拟就此

展开讨论。

表3 分组后胃肠道肿瘤患者hMLHl基因Val384Asp

等位基因频率与正常对照的比较

*考虑到个体基因型由遗传而来，在其生命过程中其基因型并

不改变。因此作为基因型比较的对照组，可以忽略年龄因素，因此将

肿瘤患者各组分别与合并对照进行比较；P<0．01

DHPLC是近年兴起的一项用于基因突变筛查

的技术。在PCR反应后经变性复性过程产生的异

源双链，如基因存在突变，则在其中形成错配的碱

基。当处于一定的变性温度下时，此处错配的碱基

附近的序列会优先发生解链，形成部分单链结构，在

有离子对成分的缓冲液作用下，从结合柱上提前洗

脱下来，在DHPLC图谱上形成一异常洗脱峰。比

较各样品洗脱图谱的不同，即可筛选突变的基因。

与传统的突变筛查技术如RFLP、SSCP、CSGE等技

术相比，DHPLc技术在检测范围，样品通量，自动化

程度，重复性和敏感性等方面都有较大的改进，从而

在基因筛查工作中具有更广泛的应用范围u0。121。

遗传物质的突变是导致肿瘤发生的主要原因，

不同类型的DNA损伤是造成遗传物质突变的直接

诱因，其中DNA双链分子碱基错配是导致遗传物

质发生突变的主要DNA损伤类型之一。在体内存

在的错配修复系统(DNA mismatch repair system，

MMR)可特异性地修复错配的DNA分子，保证遗

传物质的完整性和稳定性，避免遗传突变的产生。

hMLHl基因作为体内错配修复系统的重要组成部

分，它的突变在主要引起大肠癌发病的同时，亦可使

突变携带者多种其他肿瘤的发病率提高[3，引。

不同物种hMLHl基因序列对比显示，384位的

缬氨酸是位于基因相对可变区的一个保守位点，它

的突变可能不会使基因的功能完全失活。但电中性

的缬氨酸被带负电的天冬氨酸所取代导致的这种错

义突变，可能会使基因产物的空间结构发生某种改
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变，从而影响到基因的部分功能，使机体对环境的适

应能力降低，患病的风险增大，成为条件致病因

素n3，“1。为明确hMLHl基因Val384Asp的病因学

作用，我们扩大了检测范围和病例，比较分析了

val384Asp基因型在四种肿瘤中的存在状况。

在对照组人群中，我们检测到Val384Asp的存

在，其等位基因频率约为3％，即约6％的个体携带

杂合型Val384Asp。但在胃肠道肿瘤患者中

Val384Asp的检出率与对照组人群之间差异存在统

计学意义(P<0．05)，尤其在<45岁的低龄大肠癌

和<50岁的低龄胃癌患者中，Val384Asp的检出率

与对照组人群之间差异存在统计学意义(P<

0．01)；而在≥45岁的大肠癌和≥50岁的胃癌患者

中，Val384Asp的检出率与对照组人群相比无差异

(P>0．05)。统计学分析还显示出在以45岁分组

的大肠癌之间和以50岁分组的胃癌患者之间，

Val384Asp的基因型频率差异亦存在统计学意义

(P<0．05)。

虽然受饮食结构、生活习惯等因素的影响，我国

大肠癌总体发病率低于欧美发达国家，但我国大肠

癌的流行病学具有一个非常显著的特点，即发病年

龄较欧美人群提前，尤其是受遗传因素影响更大的

低龄大肠癌比欧美多见。大量文献资料表明，国内

大肠癌高发年龄为40～55岁，35岁以下患者占

12％，而欧美发达国家高发年龄为55～70岁，35岁

以下患者在6％以下。已有资料显示错配修复系统

突变携带者的大肠癌发病年龄提前，我们前期在样

本量较大的德国人群中的研究未检出Val384Asp的

突变№’9]，结合目前的研究结果我们认为，存在于中

国人中的Val384ASp突变可能在一定程度上影响到

我国胃肠癌的发病年龄。

在食道癌患者中，Val384Asp的突变率虽高于

正常对照，但无统计学意义，而在乳腺癌患者中，其

检出率与正常对照相比无差异。与内胚层起源的消

化道细胞不同，乳腺细胞起源于间介中胚层。已知

绝大多数的胃肠肿瘤属于腺癌，而食道癌多以磷状

上皮为主。细胞起源和类型的不同可能是在食道癌

和乳腺癌患者中Val384ASp的突变率未见增高的原

因。

Val384Asp错义突变作为东亚人hMLHl基因

上的一个多态位点，是中国人大肠癌和胃癌的一个

遗传易感因素，可成为中国人低龄胃肠道肿瘤高危

人群筛选的候选指标。
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