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!"#$%&位点’()*$#+,、’(+&-.基因变异与

胃癌发生的关系
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【摘要】 目的 探讨’()*$#+,和’(+&-.基因变异与胃癌发生的关系。方法 应用聚合酶链反应

（/!-）、/!-0单链构象多态性（11!/）、/!-甲基化分析法和-20/!-分别检测+3例胃癌及癌旁组织

中’()*$#+,和’(+&-.基因纯合性缺失、突变、!’4岛甲基化及5-$&表达状况。结果 （(）胃癌组织

’()*$#+,和’(+&-.基因总缺失率为678+9（(:／+3），癌旁组织均未见纯合性缺失。（%）6(例无纯合性缺

失的胃癌及癌旁组织均未见’()*$#+,和’(+&-.基因点突变。（6）胃癌组织’()*$#+,和’(+&-.基因总甲

基化率为+:8;9（%6／+3），癌旁组织仅%例甲基化，两者差异有显著性（!!<8<(）。（+）胃癌组织

’()*$#+,5-$&缺失率为+:8;9（%6／+3），其中=(!和=%共甲基化者’()*$#+,5-$&缺失率（(<<9，

)／)）明显高于其他类型甲基化者（((839，%／(:）（!!<8<(）；胃癌组织’(+&-.5-$&缺失率为+7839
（%%／+3），其中=("和=%共甲基化者’(+&-.5-$&缺失率（(<<9，6／6）明显高于其他类型甲基化者

（(79，6／%<）（!!<8<7）。（7）低未分化癌组’()*$#+,和’(+&-.5-$&共同缺失率（6)8:9，((／6<）明

显高于高中分化癌组（78)9，(／(3）（!!<8<7）。结论 胃癌中’()*$#+,和’(+&-.基因失活多由纯合

性缺失和7’!’4岛甲基化所致，其表达缺失与胃癌的发生密切相关。
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人!"#$%&基因位点定位于染色体’(%)，它

编码两种结构不同的抑癌蛋白()*+$#,-和(),&./

（小鼠为()’&./），分别通过(.0和(12途径参与细

胞周期负调控。()*+$#,-和(),&./具有不同的编码

外显子3)（前者为3)!，后者为3)"），却共用3%和

32［)，%］。研 究 表 明，!"#$%&基 因 位 点 纯 合 性 缺

失、突变和1’!(4岛甲基化变异引起()*+$#,-和／或

(),&./蛋白表达缺失与人类多种肿瘤发生密切相

关［%51］，但有关胃癌中变异国内外报道甚少。我们

通过观察胃癌中()*+$#,-和(),&./基因变异，探讨

其与胃癌发生的关系及意义。

材料与方法

)6标本：,7例胃癌及相应癌旁组织（距癌灶肉

眼边缘1#*89）标本，其中男性胃癌患者2:例，女

性)7例，年龄)7#*’岁，平均年龄,%67岁。所有标

本均经病理组织学诊断，其中高中分化腺癌)7例、

低分化腺癌)1例、黏液腺癌):例、未分化癌,例、

髓样癌)例。手术切除标本迅速置;7:<冰箱中冻

存备用。用于"$&提取的癌组织癌细胞百分比为

7:=#’:=，最大限度减少间质细胞的污染。

%6方法：

（)）"$&提取：采用常规酚5氯仿抽提法。

（%）聚 合 酶 链 反 应（>!.）：$引 物 设 计 及 合

成［*57］：由 4+?!@?.A公 司 合 成，!"#$%&3)!
（2,*0(）为1’54&&4&&&4&44&4444!B45
2’及1’54!4!B&!!B4&BB!!&&BB!52’；3)"

（,2’0(）为1’5B!!!&4B!B4!&4BB&&445
2’及1’54B!B&&4B!4BB4B&&!!!452’；3%

（2210(）为1’544&&&BB44&&&!B44&&
4!52’及1’5B&!!4B4!4&!&B!4!4&B52’；

内对照"5CDE0FG（%*70(）为1’5!&&!BB!&B!!&
!4BB!&!!52’及1’54&&4&4!!&&44&!&
44B&!52’。%>!. 反 应：含%199ED／A HC!D%
)67&D，):I>!.0JKKLM26:&D，%6199ED／AN$B>O
%6:&D，1:(9ED／&D引 物 各:61&D，"$&模 板:6)#
)6:&C，高保真>KJ"$&聚合酶)P，加双蒸水至总

体积为2:&D。扩增参数为：’,<变性11O，*)<退火

11O，Q%<延伸11O，循环%7个周期后，取扩增"$&
样品1&D在)61=#%6:=琼脂糖凝胶电泳:61#)R，

紫外透射仪下观察结果。

（2）>!.5单链构象多态性（SS!>）分析：取扩增

的3)!、3)"、3%>!.阳性产物1&D，加):&D甲酰胺

变性上样液，混匀，’:<水浴19FG，冰浴后，上样至

1=中性聚丙烯酰胺凝胶，2::T电泳)61#2R。标

准硝酸银法染色，干燥凝胶并摄片。

（,）>!.甲基化检测：$)&C基因组"$&加入

):P甲基化敏感酶U(-’及!KE(或甲基化非敏感

酶HO((消化%R，前者不能切割识别序列中被甲基

化修饰的位点，后者则可。为排除不完全消化可能

性，所有标本均用酶消化%次。%酶切后的"$&
分别进行!"#$%&3)!、3)"、3%>!.扩增，引物序

列、扩增条件和循环参数同前。扩增前用HO((消

化基因组"$&作为限制性内切酶消化对照，未用

限制性内切酶消化的"$&作为>!.扩增阳性对

照。为了保证结果的可重复性，每个>!.扩增至少

重复%次。取扩增产物1&D在%=琼脂糖凝胶上电

泳:61R，紫外透射仪下观察结果。)结果判断：3)!
有%个!KE(和)个U(-’位点，3)"有Q个!KE(
和)个U(-’位点，3%有Q个!KE(和,个U(-’
位点［’］。应用!KE(、U(-’消化后扩增结果为阴

性，表明检测的酶切位点至少有一个未被甲基化修

饰；如扩增结果为阳性，则表明所有检测的酶切位点

均被甲基化。

（1）逆 转 录>!.（.B5>!.）分 析：$组 织 总

.$&提取按照试剂盒说明进行。%.B5>!.扩增

反应：反应体系及扩增条件参见文献［):］。()*+$#,-

（%1:0(）上游引物为1’5!&!44!!4!44!!!4
444B!52’，(),&./（%210(）上 游 引 物 为1’54!!
&44 44! 4!! !4! !4! B452’，()*+$#,-和

(),&./共 用 下 游 引 物 为1’544!!!44B4!&4
!&!!&!!&52’［):］。反应完毕，取扩增产物1&D在

%=琼脂糖凝胶电泳:61R，紫外透射仪下观察结果。

内对照"5CDE0FG的扩增条件同前。

26统 计 学 分 析：所 有 资 料 及 数 据 采 用S>SS
):6:软件进行*%检验处理，!!:6:1为差异有统计

学意义。

结 果

)6()*+$#,-和(),&./纯合性缺失检测：,7例胃

癌中，()*+$#,-和(),&./纯合性缺失共计)Q例，总缺

失率为216,=。其中，单纯3)!缺失%例，单纯3)"
缺失,例，单纯3%缺失2例，3)!和3)"共同缺失

2例，3)!和3%共同缺失%例，3)"和3%共同缺失

2例。,7例癌旁组织3)!、3)"、3%均未见纯合性缺

失，所有胃癌和癌旁组织的内对照"5CDE0FG>!.扩
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增均为阳性。

!"#$%&’()*和#$)+,-点突变银染./,011/.检

测：2$例无纯合性缺失的胃癌及癌旁组织分别进行

#$%&’()*和#$)+,-银染./,011/.对比分析，无一例

发生点突变。

2"./,甲基化检测：)3例胃癌中，#$%&’()*和

#$)+,-甲基化共计!2例，总甲基化率为)4"56。其

中，单纯7!甲基化$8例，7$!和7!共同甲基化8
例，7$"和7!共同甲基化!例，7$!、7$"、7!三者共

同甲基化$例（图$、!）。)3例相应癌旁组织仅!例

（均为7!）甲基化，与癌组织相比，差异有显著性（表

$，!!9"9$）。

:：79939:*;<=;；$：#$%&’()*7$!无甲基化；!：:>##消化对照；

2$8：#$%&’()*7$!甲基化（2)%?#）；%：阳性对照

图! 胃癌组织#$%&’()*7$!./,甲基化分析

:：@A!999:*;<=;；$：:>##消化对照；!、2：#$)+,-7$"无甲

基化；)：#$)+,-7$"甲基化（)25?#）；8：阳性对照

图" 胃癌组织#$)+,-7$"./,甲基化分析

表! )3例胃癌和癌旁组织#$%&’()*和#$)+,-甲基化结果

#$%&’()*和
#$)+,-外显子

胃癌甲基化

例数 发生率（6）

癌旁甲基化

例数 发生率（6）

单纯7! $8 2$"!8 ! )"$4
7$!B7! 8 $9")! 9 9"99
7$"B7! ! )"$4 9 9"99
7$!B7$"B7! $ !"93 9 9"99

合 计 !2 )4"59" ! )"$4"

"!!9"9$

)",C0./,检测：

（$）#$%&’()*转录子：胃癌组织#$%&’()*D,’+
缺失率为)4"56（!2／)3），其中$2例表现为7$!、7!
纯合性缺失，3例见于7$!、7!/#E岛甲基化，!例

@’+水平检测无异常。%例7$!和7!共甲基化者

,C0./,结果均为阴性（%／%，$996），余下$4例其

他类型甲基化者仅!例为阴性（!／$4，$$"36），两者

差异有显著性（!!9"9$，图2）。

:：79939:*;<=;；2、%：#$%&’()*D,’+表达缺失；$、!、)、8、4：

#$%&’()*D,’+阳性扩增（!89?#）

图# 胃癌组织#$%&’()*转录子,C0./,电泳分析

（!）#$)+,-转录子：胃癌组织#$)+,-D,’+缺

失率为)8"36（!!／)3），其中$8例表现为7$"、7!
纯合性缺失，%例见于7$"、7!/#E岛甲基化，$例

@’+水平检测无异常。2例7$"和7!共甲基化者

,C0./,结果均为阴性（2／2，$996），其余!9例其

他类型甲基化者仅2例为阴性（2／!9，$86），两者差

异有显著性（!!9"98，图)）。

所有病例"0FGH?IJ内对照,C0./,结果均为阳性。

8"#$%&’()*和#$)+,-D,’+表达缺失与胃癌分

化程度的关系：)3例胃癌中，高中分化癌组（"K$3）

与低未分化癌组（"K29）#$%&’()*和#$)+,-D,’+
共同无表达分别为$例（8"%6）和$$例（2%"46），

两者差异有显著性（表!，!!9"98）。

:：@A!999:*;<=;；$、!：#$)+,-D,’+表达缺失；2$8：#$)+,-

D,’+阳性扩增（!28?#）

图$ 胃癌组织#$)+,-转录子,C0./,电泳分析
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表! !"#$%&’(和!"’)*+,*%)共同缺失与

胃癌分化程度的关系

分化程度 例数 !"#$%&’(和!"’)*+,*%)共同无表达（-）

高中分化癌 ". "（/0#）!

低未分化癌 12 ""（1#03）!

合 计 ’. "4

!!"202/

讨 论

"056&%4)基因位点结构及其表达产物功能：

56&%4)基因位点又称为$%&’(／)*+，可转录生

成两种不同的,*%)，分别编码!"#$%&’(和)*+蛋

白（人鼠分别称为!"’)*+和!"7)*+）。两种,*%)
差别仅在于其编码区第"外显子不同，前者为8"!，

后者为8""，而84和81则完全相同［"，4］。8""位于

8"!上游429:处，长约4#.:!，富含5!;岛，有高度

保守性。虽然!"#$%&’(和)*+具有相同的84和

81，但开放读码框（<*+）完全不同［3，"2，""］。

正常情况下，!"#$%&’(通过抑制56&’／#介导的

!*:蛋白磷酸化，阻止细胞通过;"#=调控点滞留

在;"期，抑制细胞增殖［"4，"1］。)*+也是一种细胞

周期调控子，作用于;"#=和;4#>调控点，阻止细

胞周期进展。目前认为，)*+与,?,4直接相互作

用，阻止,?,4诱导!/1快速降解，使!/1更趋稳

定，并上调其活性。最近发现，)*+还可通过!/1
非依赖途径调节肿瘤血管生成而发挥抑癌作用。除

此 以 外，这 两 种 蛋 白 还 参 与 细 胞 凋 亡 过

程［’，"4，"’，"/］。

40胃癌中!"#$%&’(和!"’)*+基因纯合性缺失、

突变与表达失活的关系：研究发现，在肝癌、结肠癌、

口腔癌、黑色素瘤等多种人类肿瘤中，56&%4)位

点8"!、8""、84存在纯合性缺失、突变，同时*@A
B5*或 免 疫 组 化 显 示!"#$%&’(和!"’)*+表 达 失

活［4A/］。$C?(等［"#］研 究 证 实，在 人 胃 癌 细 胞 系，

!"’)*+,*%)表达失活多由纯合性缺失所致。本

组资料显示，胃癌组织8"!、8""、84总 缺 失 率 为

1/0’-（"3／’.），而相应癌旁组织未发现纯合性缺

失。在 所 有 纯 合 性 缺 失 患 者 中，!"#$%&’(和／或

!"’)*+,*%)无表达，提示纯合性缺失是其表达失

活机制之一，并与人类胃癌的发生发展关系密切。

1"例无纯合性缺失的胃癌及癌旁组织均未见8"!、

8""、84点突变，而且,*%)表达均正常，提示胃癌

中8"!、8""、84不产生或很少产生点突变，对两种

转录子表达及胃癌发生无明显影响。

10胃癌中!"#$%&’(、!"’)*+基因5!;岛甲基化

对表 达 的 影 响：研 究 证 实，在 人 类 多 种 肿 瘤 中，

56&%4)位点/’5!;岛存在异常甲基化，并且是

其表达失活机制之一［4，1，7］。$C?(等［"#］报道，!"’)*+

启动子区甲基化多见于弥散型胃癌，而且异常甲基

化病例其,*%)表达缺失。本组资料显示，胃癌组

织8"!、8""、84总甲基化率为’307-（41／’.），而相

应癌旁组织仅4例甲基化，两者差异有显著性（!"
202"），提示胃癌组织!"#$%&’(、!"’)*+存在高甲基化

现象。研究同时发现，#例8"!和84共甲基化者

!"#$%&’(,*%)均无表达，"3例其他类型甲基化者

仅4例无表达，两者差异有显著性（!"202"）；1例

8""和84共甲基化者!"’)*+,*%)均无表达，42
例其他类型甲基化者仅1例无表达，两者差异有显

著性（!"202/）。这些结果提示56&%4)/’5!;
岛（8"!、8""）甲基化可分别导致!"#$%&’(和!"’)*+

,*%)表达缺失，而其他外显子甲基化与基因转录

失活无明显相关性。另有4例和"例患者!"#$%&’(

与!"’)*+,*%)分别表达缺失，而相应8"!、8""、

84未检测到变异，提示两种转录子表达失活除了与

外显子缺失、突变、异常甲基化有关外，还有其他机

制参与，有待进一步研究阐明。

’0两种转录子表达缺失对胃癌分化程度的影响

及意 义：本 组 资 料 显 示，低 未 分 化 癌!"#$%&’(和

!"’)*+,*%)共 同 缺 失 率 明 显 高 于 高 中 分 化 癌

（!"202/），提示两种,*%)共同缺失与胃癌的恶

性程度呈正相关，对胃癌细胞的恶性进展具有协同

作用，使其向分化差的病理类型发展，导致患者预后

欠佳。因此，两者共同缺失可作为判断胃癌恶性程

度的指标之一。

总之，本研究提示，胃癌组织!"#$%&’(和!"’)*+

基因变异是一个较常见事件，其变异方式主要表现

为8"!、8""、84纯合性缺失及/’5!;岛甲基化，导

致两种,*%)表达缺失，使!"#$%&’(和!"’)*+蛋白

不表达，从而加速细胞通过;"#=和;4#>调控点，

使细胞呈无限制增殖生长，最终导致胃癌的形成和

发展。
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·疾病控制·

以急腹症就诊的艾滋病病毒感染一例报告

王国荣 胡超峰

患者女性，!D岁，无业，小学文化，未婚。!DD>年H月EP
日!D时就急诊，自诉持续性下腹疼痛!天，畏寒发热E天，

晨起腹痛加剧，下午进行性加重。末次月经!DD>年H月H
日。

查体：急性病容，体温>S2=̂ ，脉搏EDD次／?/$，呼吸EP
次／?/$，心肺听诊无异常发现，全身浅表淋巴结未及肿大，下

腹部压痛、反跳痛!。妇科检查：外阴已婚未产式，外阴及阴

道黏膜充血明显，黏膜完整，见泡沫状黄色白带，量中等，宫

颈略肥大，光滑，充血明显。子宫后位压痛、双侧附件压痛!。

实验 室 检 查：白 细 胞!2E_EDH／0，中 性H62S‘，血 红 蛋 白

HSC／0；白带脓球!，以急性盆腔腹膜炎转入妇科病房。入院

作者单位：>EPEDD浙江省舟山市普陀区疾病预防控制中心（王

国荣）；舟山市普陀区人民医院妇产科（胡超峰）

检查：宫颈分泌物培养衣原体阳性，淋球菌、支原体、梅毒血

清试验均阴性。M3[抗体检测阳性，经浙江省疾病预防控制

中心确证试验结果为M3[E型抗体阳性。患者经住院治疗

后病情好转，于H月!D日自动出院，出院诊断：急性盆腔炎；

M3[感染；衣原体性宫颈炎。

经流行病学调查，患者系河南省上蔡县人，!年前在广东

省某宾馆当服务员，本次入院前>个月曾在美容院工作，有

多个异性性伙伴，偶尔使用安全套，无卖血、吸毒史。本地区

艾滋病感染者以往曾在出国劳务输出渔民、静脉吸毒者及性

病患者中检出，该病例提示在临床实践中，思路应宽，对艾滋

病高发地区来的流动人口要结合病史、流行病学史做出正确

诊断。

（收稿日期：!DD>7E!7ES）

（本文编辑：张林东）
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