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摘要

目的: 探讨6-氧-甲基鸟嘌呤-DNA甲基转移酶基因启动

子甲基化状况在胃癌发生 发展中的作用.

方法: 用甲基特异性聚合酶扩增链式反应检测20例正常胃

黏膜组织 38例胃癌组织及癌旁正常组织DNA中MGMT

基因启动子的甲基化状况 用免疫组化方法检测 MGMT

蛋白的表达情况.

结果: 19.1%(9/47)的肿瘤组织和10.6%(5/47)的癌旁正常组

织存在 MGMT 基因启动子甲基化 正常胃黏膜组织均不

存在甲基化. 免疫组化发现有 21.3%(10/47)的肿瘤组织

MGMT 蛋白失表达 其中 7 例(70.0%)存在启动子甲基化.

胃癌中MGMT基因启动子高甲基化与MGMT蛋白表达缺

失存在显著联系(P <0.001).

结论: 胃癌组织中存在一定程度的MGMT基因启动子高甲

基化和MGMT蛋白表达缺失. 胃癌发生过程中MGMT基因

高甲基化可导致 MGMT 蛋白表达缺失 可能是胃癌发生

的重要途径之一.
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0   引言

6-氧-甲基鸟嘌呤-DNA甲基转移酶(O6-methylguanine-

DNA methyltransferase MGMT)是一种普遍存在的 DNA

修复酶 可将烷化剂使 DNA 鸟嘌呤 O6 位发生烷基化

而形成 O6- 鸟嘌呤加合物从 DNA 上移除 使细胞免受

烷化剂的损伤 并抑制随后的细胞反应 使存在 DNA

损伤的细胞不再增生 从而保持基因组的完整性 [ 1 ] .

MGMT 基因启动子区域含有一个 CpG 岛 若其 CpG 岛

发生甲基化导致 MGMT 蛋白表达缺失或减少 则烷化

剂造成的损伤不能被及时修复 在转录过程中会导致

G C 配对转换为 A T 配对(G A 转换) 使细胞发

生癌性转化[2-6]. 我们检测了正常胃黏膜组织 20 例 胃

癌组织47例及癌旁正常组织DNA中MGMT基因启动子

甲基化状况和蛋白表达情况 分析他们之间是否存在

联系 从而探讨 MGMT 基因启动子高甲基化在胃癌发

生 发展中的作用.

1   材料和方法

1.1 材料  胃癌组织 47 例及相应的癌旁正常组织来自武

汉大学中南医院外科手术患者 男 26 例 女 21 例 年

龄 31-68(平均 54.8 岁). 癌旁组织为距肿瘤 5 cm 的正常

组织 经病理证实不存在不典型增生. 正常胃黏膜组织

20 名来自门诊的健康志愿者. 所有标本均取 2 份 1 份

立即放入 -70 冰箱保存 1 份用甲醛固定 石蜡包

埋后保存. 所有患者术前均未接受过放化疗.

1.2 方法  以传统的酚 - 氯仿方法从上述各种组织中提

取 DNA. 按 James et al (Proc Natl Acad Sci USA 1996

93:9821) [7]描述的方法用亚硫酸氢钠可对DNA进行化学

修饰 并用 Wizard DNA 纯化试剂盒(promega 公司)纯

化 分别以 MGMT 基因甲基化和非甲基化引物进行扩

增. 甲基化的引物序列上游为 5 -TTT CGA CGT TCG

TAG GTT TTC GC-3 下游为 5 -GCA CTC TTC

CGA AAA CGA AAC G-3 ; 非甲基化的引物序列上游

为 5 -TTT GTG TTT TGA TGT TTG TAG GTT TTT GT-

3 下游为 5 -AAC TCC ACA CTC TTC CAA AAA

CAA AAC A-3 [8]. 反应条件为 95 预变性 360 s 然

后 94  45 s 59  45 s 72  60 s 35 个循环后

72 延伸 600 s[6, 8]. PCR 产物用 8 g/L 的聚丙烯酰胺凝

胶电泳 硝酸银染色观察结果.  组织标本用甲醛固

定 石蜡包埋 制成 4 µm 厚切片 进行 HE 染色以确

定其是否为肿瘤组织或正常组织及其病理类型和分期.

免疫组化使用鼠抗 MGMT 单克隆抗体和 SP 试剂盒(北

京中山公司). 以表达率大于 10% 为阳性结果.

        统计学处理  用 SPSS 11.0 软件 Pearson χ2 检验

Fisher 确切概率法 P <0.05 认为有统计学意义.

2   结果

MSP 结果显示 正常胃黏膜组织均未显示甲基化条带

19.1%(9/47)的胃癌组织和 10.6%(5/47)的癌旁正常组织存在

启动子甲基化. 5例甲基化的癌旁正常组织中有1例癌组织

同时存在甲基化 其余 4 例癌组织无甲基化(图 1). 统计学

分析显示 胃癌组织中MGMT基因启动子甲基化率与癌旁

正常组织之间的差异无显著性(χ2= 1.343 P =0.247) 而

与正常胃黏膜(0/20)之间有差异(P =0.049).

        在 20 正常胃黏膜中 MGMT 蛋白在绝大多数实质细

胞和间质细胞的胞核 胞质均有表达. 10 例胃癌组织

MGMT 失表达 其中 7 例存在 MGMT 启动子甲基化
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癌旁正常组织蛋白表达均为阳性 但有 7 例为弱阳性表

达 其中 4 例存在甲基化(图 2). 统计学分析显示胃癌组

织 MGMT 蛋白表达缺失率 21.3%(10/47)与癌旁正常组织

(0/47) 正常胃黏膜组织(0/20)之间的差异均有显著性

(P =0.001 P =0.027). 并且MGMT启动子高甲基化与MGMT

蛋白表达缺失存在显著联系(表 1 χ2=17.249 P <0.001).

表 1  胃癌组织 MGMT 甲基化及蛋白表达情况

          MSP
免疫组化

非甲基化 甲基化 合计

+       35      2    37

         3      7    10

合计       38      9    47

P <0.001.

图 1  A: 癌组织(Ca)同时显示甲基化(M)和非甲基化条带(U), 正常胃黏膜
(N)无甲基化条带, 体外甲基化的 DNA(IVD)作为阳性对照; B: 36 号癌组
织和癌旁正常组织(P)都存在甲基化, 27号只有癌旁正常组织存在甲基化.

图 2 免疫组化检测组织标本中 MGMT 的表达. A: 正常胃黏膜组织
MGMT 强阳性表达; B: 甲基化的癌旁正常组织中 MGMT 表达减弱; C:
胃癌组织中 MGMT 表达缺失.

3   讨论

N- 亚硝基化合物可能是引起胃癌的主要化学致癌物

可以在人胃中由其前体合成 最终活性形式烷基正离

子可使 DNA 发生烷基化. 鸟嘌呤 O6 位甲基化可以影响

碱基配对 且修复缓慢 因而对致突变和致癌十分重

要. MGMT 是惟一能将 O6-鸟嘌呤加合物从 DNA上移除

的蛋白 若其表达减少或缺失 则不能有效地修复该损

伤 使细胞失去了对烷化剂等突变原的保护性. 人类基

因组中约有 29 000 个 CpG 岛 几乎总是存在于基因启

动子和(或)外显子周围 除了印迹基因和女性失活的 X

染色体上的几个基因外 CpG 双核苷酸在正常情况下

都是非甲基化的 而大多数 CpG 岛以外的 CpG 双核苷

酸则是甲基化的[9-10]. 许多肿瘤抑制基因启动子区域的

CpG 岛在正常情况下是非甲基化的 而在肿瘤组织中

被高度甲基化[11-13]. 本组中 有 19.1%(9/47)的胃癌组织

存在 MGMT 基因启动子甲基化 而在正常胃黏膜组织

中均未检测到甲基化 与国外文献[8, 14]报道相近. 提示

在胃癌中存在较高频率的MGMT基因启动子甲基化. 启

动子高甲基化能抑制基因转录 导致蛋白表达缺失或

减少. 我们同时用免疫组化方法检测了标本中MGMT蛋

白的表达情况 结果显示: 47 例胃癌组织中有 10 例

MGMT 表达缺失 而癌旁正常组织和正常胃黏膜组织

中均无 MGMT 表达缺失 表明 MGMT 在胃癌中表达缺

失. 9 例存在 MGMT 基因启动子甲基化的胃癌组织中有

7例蛋白表达缺失 表明MGMT基因启动子高甲基化与

MGMT蛋白表达缺失有显著联系. 本研究中胃癌组织的甲

基化率 19.1%(9/47)和相应的癌旁正常组织 10.6%(5/47)并

无差异. 由于 MSP 是一种敏感性非常高的检测方法 只

要样本中有很微量的甲基化 DNA 就可以观察到甲基化

条带. 一种可能是在取组织时癌旁正常组织被癌细胞污

染 若癌细胞存在甲基化 则被污染的癌旁正常组织

也出现甲基化条带. 另一种可能是这些癌旁正常组织细

胞 DNA 中已存在一定程度的甲基化 但尚未引起细胞

癌变 36 号癌组织和癌旁正常组织都存在甲基化 但

都表达 MGMT 蛋白 癌旁组织甲基化条带更浓 与

电泳点样量有关. 本组中5例存在甲基化的癌旁正常组

A

B

C

MK   M    U    M   U   M    U   M   U
         39Ca    46Ca      IN      IVD

 90 bp
76 bp

 91 bp
83 bp

MK   M    U    M   U   M    U   M   U

          36Ca      36p    27Ca    27p

 90 bp
76 bp

 91 bp
83 bp



织中有 4 例免疫组化表现为弱阳性 表明这些组织中

MGMT 蛋白表达减少 一个 MGMT 分子只能修复一处

烷基化损伤 MGMT 蛋白表达减少将使细胞的修复能

力降低 提示 MGMT 基因甲基化改变可能很早就已经

出现 可能是胃癌发生过程中的早期分子事件 其后

续变化可能在胃癌的发生 发展过程中起重要作用.

        启动子甲基化抑制基因转录的机制尚不清楚 但

已有多项研究表明蛋白表达缺失或减少与基因启动子

甲基化有关[15-19]. 我们的研究表明胃癌中存在一定程度

的 MGMT 基因启动子高甲基化和 MGMT 蛋白表达缺

失 MGMT 基因表达缺失多由 MGMT 基因启动子高甲

基化引起 可能是胃癌发生过程中的早期分子事件. 胃

癌在我国常见也是表现出高频率甲基化的肿瘤之一

p16INK4a p14ARF hMLH1 APC 等基因在胃癌中均

存在一定程度的甲基化[14, 20-25] 因此联合检测 MGMT

基因和其他肿瘤相关基因的甲基化状况 可能作为早

期发现胃癌的分子标志物.
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