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胃癌亚甲基四氢叶酸还原酶基因多态性
及其与微卫星不稳的关系

司佩任房殿春张浩扬柳芹 罗元辉廖化禹

·实验研究·

【摘要】 目的探讨胃癌亚甲基四氢叶酸还原酶(MT}Ⅱ’R)基因多态性与微卫星不稳的关系。

方法 采用聚合酶链反应一限制性片段长度多态性技术检测122例胃癌和101名正常对照的MTHFR

基因C677T和A1298c多态性；采用PCR为基础的方法检测微卫星不稳定性(MSI)。结果

MTHFR G677T多态性可分为677cC、677CT和677TT三种类型。胃癌组3种基因型频率分别为

47 5％、39．3％和13 1％；对照组分别为48 5％、42 6％和8 9％，两组相比差异无统计学意义(P>

O 05)。以677cc基因型做为参考，胃贲门癌677cT基因型oR值为0．38，95％cf：0】5～0 98；TT

基因型oR值为0，26，95％a：0 03～2 18；677cT+TT基因型oR值为0 36，95％凹：O 07～O．98。

胃体癌677TT基因型oR值为3 03，95％a：1．07～8 65。MTHFRAl298c多态性可分为1298AA、

1298Ac和12980c 3种类型。胃癌组3种基因型频率分别为59 8％、36 1％和4．1％；对照组分别为

57 4％，37 6％和5 0％，两组相比差异无统计学意义(P>o 05)。以L298AA基因型的oR值为

】OO，胃窦癌Ac基因型的QR值为0|87，95％c』：O 42～l，82，cc基周型的()R值为0 41，95％凹：

0 05～3 72。MTHFR 677TT基因型胃癌与微卫星不稳显著相关(P<O 05)，而MTHFRAl298c多

态性与微卫星不稳无关(P>0 05)。结论 重庆地区人群中MTHFR c677T多态性是胃贲门癌的保

护因素，是胃体癌的危险因素；MTHFRAl298c多态性可能是胃窦癌的保护因素；677TT基因型胃癌

的发生可能涉及到MsI途径。

【关键词l 胃肿瘤；亚甲基四氢叶酸还原酶；微卫星不稳
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f。ld，95％cf：O 03—2 18，O．05—3 72)when c。mpari“g with th∞e havillg 1298AA genotype Patients

with MST+gast血cancer had an increased frequency of the MT盯R 677TT genotype wh朗cdmpa五ng

with those suffenng from MsI—gastdc cancer(P=0．009)and with oont州led subjects(P=0．008)

There was no曲舭mcant association found between MT珈FR A1298c pcdymorphl锄and MSI(P>0 05)

C叩cI瑚i叫PdymorphisⅡl of MTHFR C677T was associated with lrlcreased dsk on gastric∞rpus ca眦er

and reduced nsk 0n gast五c cardia cancer The polyInorphi锄of MTHFR A1298C was assodate(1 with

red唧d打sk如r gastdc antrum canc盯while MSI pathway wa5 possibly inv01ved in the development of

鼬st—c can婵J·wj【h MTHFR 677TT 2曲otype，

【Key w盯ds】Gastric neoplasm；MethyIenetetrahydrofolace reductase；Microsatdlite ins诅biii‘y

流行病学和临床研究表明，低叶酸饮食摄入可

增加肿瘤发生的易感性⋯。叶酸的重要生物学功能

是提供甲基基团，用于细胞内的甲基化反应，特别是

DNA甲基化和胸腺嘧啶的起始合成。叶酸缺乏可

扰乱正常DNA甲基化、DNA合成和修复。亚甲基

四氢叶酸还原酶(MTHFR)是叶酸代谢的关键酶，

能催化5，10一亚甲基四氯叶酸不可逆地转变成5一甲

基四氢叶酸，在叶酸代谢转变成甲基供体过程中起

关键作用。MTEER基因有两个单核苷酸多态性位

点，即C677T和A1298c，这两个碱基突变使其编码

的MTEER蛋白活性和血浆叶酸水平显著降低，所

以MTEER基因变异可能是肿瘤的遗传易感性因

素”’3]。我们过去的研究表明，胃癌的发生涉及到

hMLHl基因的甲基化异常，而hMu{1基因的甲基

化异常又与微卫星不稳有密切的联系”1。胃癌

MTEER基因多态性与微卫星不稳的关系国内外尚

未见文献报道，为此我们检测了胃癌组织、MTEER

基因c677T和A1298c的多态性和BAT26位点的

微卫星不稳定性。

材料与方法

l研究对象：122例胃癌为西南医院2001年1

月至2003年5月收治的胃癌患者，均经组织病理学

确诊；101名对照组为同期查体并行胃镜检查的健

康人，全部检查对象均抽静脉血5 ml，分离淋巴细

胞，一70℃冰箱冻存备用。胃癌组男性90例，女性

32例，年龄30～84岁，平均年龄55．2岁；对照组男

74名，女性27名，年龄29～79岁，平均54 6岁。两

组均无肿瘤家族史，吸烟和饮酒率差异无统计学意

义。胃癌组同时取癌及手术切缘正常组织立即置于

70℃冰箱冻存备用，用于微卫星不稳检测。采用

常规酚：氯仿：异戊醇抽取法提取外周血和胃癌组织

DNA。

2．MTHFR基因的多态性检测：采用PCR—

RFLP法。MTHFR基因c677T多态性引物序列为

795

TGAA(；GAGAAGGTGTCTGCGGGA (exonic)；

AGGACGGTGCGGTGAGAGTG(intronic)”o。PCR

反应体系总体积20 p1，包括10×buffer 2“l，4×

dNTP各200扯mol／L，引物各50 ng，Taq DNA聚合

酶1，25 u，DNA模板100 ng。PCR扩增条件：94℃

预变性2 min；94℃1 min、62℃1 min、68℃45 s，共

40个循环；最后68℃延伸5 min。PcR扩增反应完

成后，取5Ⅱl PcR扩增产物，2％琼脂糖凝胶电泳观

察扩增情况。若出现198 bp的清晰条带，则进行

Hinf I内切酶酶切分析。MTHFR A1298C多态性

引物序列为 cTTTGGGGAGCTGAAGGACTA

cTAC(上游引物)；cAcTTTGTGACo、TTCC

GGlv兀、G一3’(下游引物)“1。PcR反应体系同上。

PcR扩增条件：92℃预变性4 min；92℃1 min、5l℃

1min、74℃40 s，共35个循环；74℃延伸5min。

PCR扩增反应完成后，取5“1 PcR扩增产物，2％琼

脂糖凝胶电泳观察扩增情况。若出现163 bp的清晰

条带，则进行Mb。Ⅱ内切酶酶切分析。酶切产物分

别在12％和20％非变性聚丙烯酰胺凝胶上电泳，电

压120 v，时间3．5 h，溴化乙锭(EB)染色，紫外灯下

观察并照相。

3．BAT26微卫星不稳的检测：采用PCR方法。

参照文献合成引物”1，上游引物：5’一TGAcTA

cTTTTGACTTCAGCC3’；下游引物：5’一AAccAT

TCAAcATTr兀、AAcCC3’，产物长度120 bp。

PcR反应体积20 pl，包括10 mmol／L Tris_Hcl(pH

8 3)，50mrnDVLKa，1 5mnloⅣL^压g口2，200}m矗／L

dNTP，上下游引物各O．5弘mol／L，0．75 U Taq DNA

多聚酶(Perkin_ElHler，usA)，100 ng基因组DNA，

0．5肛l Ci[那p]dATP。PcR反应条件为94℃l min、

55℃l miⅡ、72℃】min，35个循环；最后72℃延伸

10 min。PcR产物在5％变性聚丙烯酰胺电泳分

离，放射自显影观察。与正常组织相比，若肿瘤组织

出现异常泳动条带，即判定为该位点MsI阳性。

4．统计学分析：胃癌病例组和对照组的
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MTHFR基因型频率差异用x2检验确定，P<0．05

为差异有统计学意义。胃癌与MTHFR基因多态

性相关性的评价用比值比(oR)和95％可信区间

(95％a)表示。所有统计分析均使用sPss 10 0统

计软件处理。

结 果

1．胃癌MTHFR基因c677T多态性：经PcR—

RFLP法检测，野生型(677cc)只有l条带，长度为

198 bp；杂合型(677CT)则产生3条带，分别为198、

175和23 bp；纯合型(677TT)产生2条带，分别为

175和23 bp，其中23 bp的条带泳出胶外(图1)。胃

癌及健康对照组MTl{]?R基因多态性见表1，差异

无统计学意义(P=0 558)。

我们以677cc基因型的oR值为1．00，则cT、

TT、cT+TT基因型的OR值分别为0．94、1．50、

1 04，差异均无统计学意义(P值分别为0 838、

0 374和0．885)。

我们把胃癌按癌发生部位分为胃贲门癌、胃体

癌和胃窦癌，与对照组进行比较，结果见表2。可

见，以贲门癌Cc基因型的oR值为1 00，CT基因

型危险性较cc基因型有显著下降，经统计学分析

差异有统计学意义(P=0．041)；TT基因型危险性

与cc基因型虽然差异无显著性意义(P=0．185)，

但OR值下降较明显；而cT+TT基因型的危险性

与Cc基因型相比差异有统计学意义(P=0．023)。

以胃体癌cc基因型OR值为1 00，TT基因型O尺

值是cc基因型的3．03倍，差异有统计学意义(P=

0．034)，cT基因型和cT+TT基因型差异无统计学

意义(P值分别为O 541和O．207)。以胃窦癌cC基

因型的()R值为1．00，cT基因型、TT基因型、

CT+1vr基因型差异无统计学意义(尸值分别为

0．543、O．560和0．482)。

M：分子量标L己；l、6：677cT基斟型；2～5、8：677cc基周型

7：677TT基囚型

圈1 胃癌MT}ⅢR c677T基因多态性酶切图

表1 MTHFR 677基因型分布和等位基因频率与

胃癌危险性的关系

2．胃癌MTHFR 1298Ac基因多态性：经PCR

扩增，野生型MTHFR可见163 bp电泳条带(图2)。

经限制性酶切可分为3个基因型，野生型1298AA

可见56、3l、30、28和18 bp 5个片段；杂合型

1298AC产生84、56、31、30、28和18 bp 6个片段；而

纯合型1298cc则产生84、31、30和18 bp 4个片

段。因18 bp的片段泳出胶外，所以野生型1298AA

只能见56、31、30、28 bp 4条带；杂台型1298AC只

能见84、56、31、30、285 bp 5条带；而纯合型

1298cc则只能见84、31、30 bp 3条带(图3)。

表2 Mn{FR 677基因型分布和胃贲门癌、胃体癌厦胃窦癌危险性的关系

注：括号外数据为倒数}括号内数据为构成比(％)
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M：分子量标记}1～3：肿瘤患者DNA

囤2 MTHFR A1298C基因多态性酶切图

1～3：1298AA基因型；4、5：1298Ac基因犁；6：1298Cc基因型

圈3 胃癌组织MTHFR 1298多态性酶切结果

胃癌及健康对照组MTHFR A1298c基因多态

性见表3。差异无统计学意义(P=0．683)。我们以

1298从基因型的()R为1．00，Ac基因型、cc基因
型、Ac+cc基因型差异无统计学意义(P值分别为

0 768、O 726和0 716)。

我们把胃癌按部位分为胃贲门癌、胃体癌和胃

窦癌，与对照组进行比较，结果见表4，以AA基因型

的oR值为1．00，责门癌和胃体癌Ac基因型、cc

基因型、Ac+cc基因型差异均无统计学意义(P>

0 05)。胃窦癌Ac基因型、Cc基因型、Ac+cc的

oR值分别为O 87、0 4l、0．82，随着变异等位基因

797

的增加，OR值明显下降，特别是cc基因型与AA

基因型相比(P值O．716、O 418和0 586)，虽统计学

差异不显著，亦提示MTHFR A1298c多态性可能是

胃窦癌的保护因素。

3．微卫星不稳与MTHFR基因多态性的关系：

122例胃癌检出BAT26位点MSI 22例(图4)，阳性

率为18．0％。MTHFR c677T和A1298C多态性与

MsI的关系见表5。由表5可知，MsI+胃癌677TT

基凶型的频率显著高于对照组(8 9％)和MsI胃癌

组(10．0％)(Y2分别为6 806和7．022；P值分别为

O．009和O 008)。而Cc和TT基因型在各组中的频

率则无显著差异(P>0 05)。A1298c三种基因型

1298从、1298Ac和1298cc在各组中的频率差异均
无统计学意义(P>O 05)。

表3 MTHFR A1298c基因型分布和等位基因频率与

胃癌危险性的关系

肿瘤4出现异常泳动；T：肿瘤；N：正常对照

图4 BAT26微卫星不稳变性聚丙烯酰胺电泳图

表4 MTHFR A1298c基因型分布和胃贲门癌、胃体癌及胃窦癌危险性的关系

注：括号外数据为例数；括号内数据为构成比(％)
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表5 MTHFR c677T多态性与MsI的关系

组别例数
C677T A1298C

“1 cT TT 从 Ac

MSI+ 22 6 10 6 11 9

(27 3)(45 5)(27 3)(50 0)(40．9)

MSl 100 52 38 10 62 35

(52 0)(38 0)(10 0)‘(62 O)(35 0)

对照组【01 49 43 9 58 38

(48 5)(42 6)(8 9)。(57 4)(37 6)

C(、

2

f9 1)

3
(3．0)

5

(5 O)

注：括号外数据为例数；括号内数据为构成比(％)

讨 论

M，11HFR在调节叶酸代谢和甲基供体生成及核

苷酸重新合成过程中发挥关键作用，MT印7R

c677T基因型变异将导致MTHFR活性下降，使

DNA甲基化、DNA合成和修复过程发生障碍”1。

已有研究表明，MTHFR基因多态性与多种肿瘤的

危险性增加有关。本研究分析了MTHFR基因多

态性对胃癌危险性的影响，发现重庆地区胃癌患者

和健康人群MTHFR c677T基因频率分布并无显

著差异。但将不同部位胃癌的MTHFR基因多态

性进行分析发现，677TT纯合子胃贲门癌的危险性

明显降低，而纯合子677TT胃体癌危险性为对照的

3倍，提示重庆地区人群中MTHFR c677T多态性

与胃癌发生的危险性有关。

不同部位胃癌的遗传易感性不尽相同。shen

等”1报告江苏MT盯R多态性与胃贲门癌发生的
关系更为密切，本研究则提示MTHFR基因677c1、

多态性是胃体癌发生的危险因素和贲门癌的保护因

素。其原因可能与地区和致癌因素的不同有关。江

苏中部是胃癌高发区，胃贲门癌占胃癌总数的

43．9％，本组重庆地区122例胃癌中贲门癌为29

例，仅占23．8％．也支持重庆地区MTHFR 677cT

基因多态性对胃贲门癌具有保护作用的观点。因

此，有理由认为，MTHFR 677cT基因多态性对胃贲

门癌具有保护作用，可能是重庆地区胃癌低发的遗

传学因素之一。中国人群中MTHFR基因多态性，

特别是677T等位基因非常普遍，因此应重视

MTHFR基因多态性对胃癌的遗传易感性的影响。

MTHFR A1298C多态性与肿瘤发病的关系研

究较少。shen等”1的研究没有发现MTHFR

A1298C多态性与胃癌发生的危险性相关。本研究

分析了MTHFR基因多态性对胃癌危险性的影响，

发现重庆地区胃癌患者和健康人群MTHFR

A1298c基因频率分布并无显著差异。，但将不同部

位胃癌的MTHFR基因多态性进行分析发现，

1298cc纯合子胃窦癌的危险性有59％的下降，提

示该基因型对重庆地区人群胃窦癌的发生可能起保

护作用。

我们过去的研究提示，胃癌发生至少涉及二种

不同的基因不稳方式，即染色体不稳(LoH途径)和

微卫星不稳(MsI途径)“⋯。MSI+胃癌多表现为

hMLHl表达的丢失和hMLHl启动子区高甲基化，

MsI—L和Mss肿瘤则少有甲基化，提示hMLHl

启动子区甲基化可能是引起MsI+胃癌的主要机

制”“。我们采用甲基化特异PcR方法检测胃癌

hMLHl启动子区甲基化，正常胃黏膜未见启动子

区高甲基化，胃癌常见hMLHl基因高甲基化，

MsI+胃癌组hMLHl启动子区高甲基化的检出率

显著高于MsI一组，提示hMLHl高甲基化参与了

MSI途径”2；。本研究发现，MSI+胃癌677TT基因

型的频率显著高于MsI胃癌和对照组，提示

MTHFR 677TT与MSI密切相关，表现为677TT

基因型胃癌的发生可能涉及到MsI途径。深入研

究MTHFR的多态性与MSI的关系，有助于进一步

阐明MTHFR变化导致胃癌发生的分子机制。
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山东省潍坊市三个肾综合征出血热重点管理县

防治措施及效果分析

徐兆云周健迟镜庆

雌坊市自1974年发生首例肾综合征出血热(}Ⅱ碾S)病

例后．疫区不断扩大，至1984年后发病率～直维持在20／

10万左右，成为山东省几个高发病区之一，特别是西部的青

州、I临朐、昌乐3个县(市)自1997年后发病率均在30／lo万

以上，2001年被山东省卫生厅列为全省12个HFRs重点管

理县。为此3个县(市)严格按照山东省重点管理县工作实

施技术要求，贯彻落实各项防治措施，近年来HFRs发病率

显著下降。

1．疫情监测：春秋两季灭鼠前分别在每个县(市)的1个

乡镇2个村做固定监测点，每点布夹100个，捕鼠50只左右

进行鼠肺带病毒率监测(表1)。各级医院发现HFRs疑似患

者后在做到及时治疗的基础上，采血进行}Ⅱ÷Rs IgM抗体的

早期诊断，不能做此诊断的及时向县级综合医院或疾病控制

机构送检，诊断后及时上报疫情，并由县级疾病控制机构抽

查复核30％的血清。3个县(市)在做好大规模宣传发动的

基础上．在重点人群中开展了HFRs疫苗的预防接种，疫苗

由省卫生厅免费供给和本地政府出资购买，全部免收成本费

注射，2001 2003年3个县(市)分别共接种疫苗64 390、

64 200和66 500人份，形成丁较好的免疫屏障。

衰l 2000 2003年山东省潍坊市3个县(市)鼠密度

及鼠带病毒率监测

年份 垦堡壁!塾! 垦堂堕童兰!兰!⋯
春季(室内) 秋季(室外) 春季(室内)秋季(室外)

注：括号内教据分母为布夹个数或检测只数，分子为捕获(阳性)

只数

2．主要防治措施：3个县(市)被列入重点管理后，市、县

两级政府高度重视防治工作，成立领导小组与技术小组，负

责组织协调与技术指导．由政府召开专题会议，下发专门文

作者单位：26104l山东省潍坊市卫生防疫站

通讯作者：周健

·天元科技园地·

件部署防治工作，签订责任状，明确职责，把防治工作层层分

解到有关领导、单位和个人，市、县两级财政每年都有专门的

防治经费，确保各项措施的落实。市、县两级电视台、广播电

台制作了专题片、稿件每周不少于2次定时播出，并在报纸

E开辟}Ⅱ?Rs防治专题栏目，卫生、宣传部门密切配合运用

宣传车走街串户进行科普宣传，印发宣传明白纸发放到群众

手中，每个村卫生室、学校教室都张贴宣传画，2001—2003年

共印发宣传材料100万余份，电视台、广播电台分别播放

(出)专题片、稿件421次、394次，出动宣传车635(天)次，张

贴宣传画3万余张。2003年10月对HFRs防治知识进行了

入户调查，知晓率达96 23％。市、县、乡每年至少举办1次

以上有关专业人员防治知识培训班，培训到乡村医生，中小

学生健康教育课亦增加此方面的内容。

3．防治效果：3个县(市)2000年硼?Rs发病率均在30／

10万以上，且临胸、昌乐县各死亡l例，自2001年实行重点

管理后，当年发病率开始f降，年均下降在10％以上，3年来

无一例死亡病例(表2)。

表2 2000一2003年山东省潍坊市3县(市)

HFRS发病统计

由于市、县两级政府高度重视，从人力、物力、财力及政

策上给予倾斜与支持，卫生、宣传等多部门密切配合，保证了

各项防治措施的落实，使HFRs发病显著下降，2004年5月

经山东省卫生厅中期考核各项指标达到了实行重点管理的

目的与要求，说明对耶Rs高发病区实行重点管理意义重
大、成效显著，亦为其他传染病防治提供了参考。

(收稿日期：2004．12．09)

(本文编辑：张林东)

 


