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摘要 　目的 :探讨错配修复基因 hMSH2 在口腔鳞癌发生发展中的作用。方法 :应用 PCR- SSCP 法检测 30 例口腔粘

膜鳞状细胞癌组织标本中 hMSH2 外显子 5、6、7、8、9、12 的突变情况。结果 :在 30 例口腔鳞癌中 ,hMSH2 六个外显子

PCR 均扩增到目的DNA 片段 ;SSCP检测未检出 hMSH2 六个外显子发生突变。结论 :口腔鳞癌 hMSH2 外显子结构改

变模式与遗传性肿瘤不同 ;错配修复基因在口腔鳞癌发生发展中的作用值得探讨。
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Abstract
Objective :The purpose of this study was to detect the exon mutation of mismatch repair gene hMSH2 in tissues of oral squa2

mous cell carcinoma (OSCC) and investigate the role of hMSH2 in the pathogenesis of OSCC.Methods :The mutations of hMSH2

exon 5 , 6 , 7 , 8 , 9 and 12 in the tissues of 30 human OSCC cases were analyzed using PCR- SSCP. Results : The six exons of

hMSH2 were amplified successfully by using PCR technique , while no mutations in these exons were identified by using

PCR- SSCP. Conclusion :The structure changes of hMSH2 exons in OSCC may be different from that in hereditary non-polyposis

colorectal carcinoma (HNPCC) ; the role of hMSH2 in carcinogenesis of OSCC needs to be evaluated further.
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　　目前研究1 ,2 表明 ,癌基因、抑癌基因、DNA 修

复基因这 3 类基因在肿瘤发生发展中起重要的作

用。错配修复基因结构和功能的异常是遗传性非

息肉性结直肠癌 ( hereditary non-polyposis colorectal

carcinoma ,HNPCC) 的主要发病机制。据报道 3 ,在

HNPCC 错配修复基因的突变中 , 50 %～ 60 %为

hMSH2外显子突变 ; hMSH2 基因 16 个外显子均发

现病理性突变 ,但主要集中于外显子 12、7、6、5。目

前错配修复基因在非遗传性肿瘤发生发展中所起

的作用尚无明确的结论。本研究拟检测口腔鳞癌

组织中 hMSH2 基因外显子 5、6、7、8、9、12 的突变 ,

初步探讨 hMSH2 在口腔鳞癌发生发展中的作用。

1 　材料和方法

1. 1 　标本收集和基因组 DNA 提取

收集 30 例经病理确诊为口腔粘膜鳞状细胞癌组织标

本 ,30 例中男性 26 例 ,平均年龄 5318 岁 ;女性 4 例 ,平均年

龄 55 岁。其中 19 例为中山大学光华口腔医院 1996 年至

2000 年存档石蜡标本 ,11 例为 2001 年 3 月至 8 月期间手术

切除后液氮保存标本 ;以 2 例液氮保存的整形手术后正常

口腔粘膜组织作为对照。每例石蜡标本连续切片 ,取 3～5

张 5μm切片于消毒 115 ml EP管内 ;冷冻标本每例取约 100

mg ,分别用经典的酚Π氯仿提取法提取组织基因组 DNA。

1. 2 　PCR 扩增

根据 Genbank(ACCESSION 11430758) hMSH2 基因序列和

有关文献的引物序列 4 ,应用 Primer 510 软件设计 hMSH2 外

显子 5、6、7、8、9、12 的引物 ,由大连宝生公司合成。引物序

列如下。

Exon5 　240 bp 　5′-CCAGTGGTATAGAAATCTTCG-3′
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5′-CCAATCAACATTTTTAACCC-3′

Exon6 　251 bp 　5′- GTTTTCACTAATGAGCTTGCC-3′

5′- GTGGTATAATCATGTGGG-3′

Exon7 　326 bp 　5′- GACTTACGTGCTTAGTTG-3′

5′- GTATATATTGTATGAGTTGAAGG-3′

Exon8 　222 bp 　5′- GATTTGTATTCTGTAAAATGAGATC-3′

5′- GGCCTTTGCTTTTTAAAAATAAC-3′

Exon9 　217 bp 　5′- GTCTTTACCCATTATTTATAGG-3′

5′- GTATAGACAAAAGAATTATTCC-3′

Exon12 　327 bp 　5′-ATTCAGTATTCCTGTGTAC-3′

5′-CGTTACCCCCACAAAGC-3′

PCR 总反应体积 25μl ,其中基因组 DNA 25 ng ,引物 018

μmolΠL ,dNTPs 012 mmolΠL ,10 ×PCR 缓冲液 215μl ,MgCl2 115

或 210 mmolΠL ,Taq 酶 1125 U。PCR 循环参数为 :95 ℃预变性

5 min ,94 ℃变性 30 s ,55 ℃复性 30 s ,72 ℃延伸 30 s ,35 个循

环 ;72 ℃保温 7 min ,4 ℃保存。扩增产物进行 2 %琼脂糖凝

胶电泳检查。

113 　SSCP

取 1μl PCR产物加变性液 100 ℃水浴变性 5 min、12 %非

变性丙烯酰胺凝胶上样、200 V 恒压电泳 15～21 h。电泳结

束后凝胶 10 %乙醇浸泡 20 min、1 %硝酸浸泡 5 min、012 %硝

酸银浸泡 20 min ,双蒸水充分淋洗 ,以 0125 molΠL Na2 CO3 溶

液与 01019 %甲醛配成的显色液显色 ,10 %乙酸浸泡 10 min。

2 　结 　　果

各标本基因组 DNA 的 OD260 nmΠOD280 nm 值为

1170～1180 ,表明所提取的 DNA 可用于 PCR 反应。

各标本的 hMSH2 外显子 5、6、7、8、9、12 PCR 反

应均扩增到目的 DNA 片段 ;SSCP 银染检测结果均

未发现异常泳动带型 ,表明 30 例口腔鳞癌组织中

hMSH2 外显子 5、6、7、8、9、12 均未出现突变 ,结果

见图 1、2。

图 1 　口腔鳞癌组织 hMSH2 外显子 12 PCR 扩增电泳结果

M:DNA分子标记物DL2000 ,T1、T2 :口腔鳞癌组织 ,N :正常口腔粘膜

图 2 　口腔鳞癌组织 hMSH2 外显子 12 PCR 扩增产物 SSCP 银染结果

M:DNA 分子标记物 DL 2000 ,N1 :正常口腔粘膜 ,未变性产物 ,指示

正常双链位置 ,T1～T9 :口腔鳞癌组织 ,变性产物 ,N2 :正常口腔粘

膜 ,变性产物 ,指示正常单链位置

3 　讨 　　论

研究表明 ,错配修复基因的缺陷是 HNPCC 发

病的遗传学基础 ,并与 HNPCC 患者的化疗效果和

预后相关。但错配修复基因在非遗传性肿瘤中的

作用仍无明确的结论。与 HNPCC 相比 ,散发性结

肠癌中错配修复基因异常主要是 hMLH1 ,hMSH2 等

位基因缺失、外显子突变等异常的发生率远低于

hMLH1 ,而且只发生在微卫星不稳定性 (microsatel2
lite instability ,MSI) 阳性肿瘤患者 5 ,6 。散发性膀胱

癌、子宫内膜癌、胃癌等肿瘤的相关研究也有类似

的发现 7 ～10 。

研究11 ,12 发现 ,7 %～30 %的口腔粘膜癌前损

害和鳞癌出现微卫星不稳定性 ,提示在口腔鳞癌发

生发展过程中 ,可能发生 DNA 损伤修复缺陷。但

目前有关口腔鳞癌与 hMSH2 等突变的关系报道很

少。本研究初步观察到 ,30 例口腔鳞癌样本 hMSH2

外显子 5、6、7、8、9、12 未发生突变。Wang 等13 在

57 例头颈部鳞癌患者中也未发现 hMSH2 和 hMLH1

外显子的突变 ,并与 MIS 状态无关。由此可见 ,本

研究与其它研究结果均说明 ,口腔鳞癌等非遗传性

肿瘤的 hMSH2 外显子突变热点、突变率等基因结

构异常模式与 HNPCC 有明显的差异 ;在非遗传性

肿瘤中进行 hMSH3、hMSH6 等其他错配修复基因、

hMSH2其他外显子的相关研究 ,以及 hMSH2 的转

录、hMSH2 蛋白组学的研究十分必要。
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癌血管生成 ,导致肿瘤组织缺乏必要的血供和营

养 ,而使肿瘤生长受到明显抑制。

此外 ,本研究中还首次在光镜下观察到 , E11给

药后颊癌组织同时还存在血栓形成及血管壁崩解

破坏等血管系统结构受破坏的改变。与此相对应 ,

血管系统的超微结构也存在着异常改变 ,如血管内

皮细胞肿胀变性、血管壁受破坏而呈绒毛状突起及

血栓形成等。究其原因 ,这是由于 VEGF 除可促进

肿瘤的血管生成 ,且还有维持肿瘤血管的形态和结

构的作用 7
,所以当抗人 VEGF 单抗阻断 VEGF 作

用后 ,肿瘤血管系统缺乏 VEGF 重要的维持作用 ,

导致其形态和结构受到明显破坏。这一发现提示

抗人 VEGF 单抗不仅可以抑制肿瘤新生血管的增

生 ,而且可以破坏肿瘤原有血管系统的结构。这对

于抗人 VEGF 单抗的广泛应用具有重要的指导意

义。因此 ,本研究结果为开展应用该单抗进行以血

管为靶的导向疗法来治疗口腔颌面部乃至其它部

位的癌瘤提供了重要的理论依据。
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