
肿瘤学杂志
!"#$

年第
#%

卷第
&

期

'()*+,- (. /01+232 4+5(-(678!"9$8:(-;#%8<(;&

胃癌组织中 =#>基因甲基化状态及临床意义
吕 萍 98!

!凌志强 9

!

$

!余江流 9

!韩 静 9

!王 实 9

!王新宝 9

!余齐鸣 9

!方铣华 9

!

9;

浙江省肿瘤医院"浙江省肿瘤研究所"浙江 杭州
$9""!!

#

!;

舟山市人民医院"浙江 舟山

!"!?&9

#

$;

浙江省胸部肿瘤!肺$食管%诊治技术研究重点实验室"浙江 杭州
$9""!!

%

摘 要!&目的' 探讨胃癌患者癌组织$癌旁组织以及对照正常胃黏膜组织中
=9>

基因的甲基化状态"

及其与临床病理参数及预后的关系( &方法' 应用甲基化特异性实时荧光聚合酶链反应技术检测
%!

例胃癌患者癌组织及配对癌旁组织中
=9>

基因启动子区
&!"/=@

岛甲基化状态"分析
=9>

基因异常甲
基化与患者临床病理特征以及预后之间的关系) &结果' 胃腺癌患者癌组织中检测到

=9>

基因甲基化
A%

例
BC&;%DE

"癌旁组织
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例!
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%"胃炎患者组织
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例!

!F;CD

%"健康人未检测到甲基化)
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基因
甲基化与肿瘤大小$分化程度$是否淋巴管侵犯$

G

分期$有无淋巴结转移$有无远处转移$临床分期有
关!
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基因甲基化影响患者预后"但不是胃癌患者无病生存的独立预后因子) &结论' 胃腺
癌患者
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基因甲基化与肿瘤的生物学行为有关"提示肿瘤进展"恶性程度高"预后欠佳)
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胃癌的发生发展是多基因多阶段的过程" 与多

种抑癌基因的甲基化失活有关)
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基因又称多肿

瘤抑制基因
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近年来发现的一个重要抑癌基因" 在细胞周期中发

挥重要的调节作用 &

#

"
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"而
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甲基化失活后促进了

细胞的无限制生长进而促进肿瘤的发生和增殖) 因

此"本文探讨胃癌患者癌组织+癌旁组织以及对照正

常胃黏膜组织中
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基因的甲基化状态" 以及与临

床病理参数及预后的关系)
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资料与方法

010

一般资料

本研究标本取自浙江省肿瘤医院
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年
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月

至
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年
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月的
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例首诊为胃腺癌的患者"所有

病例均经术前胃镜活检病理确诊" 术后组织标本经

病理切片诊断证实为胃腺癌) 术前均未接受放$化

疗)其中男性
&$

例$女性
$%

例"年龄
$>#A$

岁"平均
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岁) 肿瘤位置胃底贲门
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例"胃体
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例"胃窦
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例# 肿瘤直径
I&5Z

者
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例"

!&5Z

者
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例) 高

中分化腺癌
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例"低分化腺癌
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例#肿瘤生长方式

膨胀型者
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例"浸润型者
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例)

b=

感染者
?!

例"

专
题
报
道

$$!



肿瘤学杂志
!"#$

年第
#%

卷第
&

期

'(

未感染者
&"
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指南
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期标准进行术后病理分期"
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期
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例#

"

期
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例$

#

期
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例$
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期
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例%全部患者均由专人跟踪随访$

具有完整的随访资料$ 随访至患者死亡或截止至研

究结束日!同期选取
//

例胃镜检查已排除恶性肿瘤

者作为对照组$其中
0"

名为健康者$男性
!0

名$女

性
)1

名&
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例为非萎缩性胃炎患者$男性
$"

例$女

性
)/

例%
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实验方法

)2!2#

获取实验的目标细胞

患者手术切除标本后$ 即由专人负责收集标本

组织% 癌组织标本取自癌灶$ 癌旁正常组织距肿瘤

边缘约
$!&34

%对照组为胃镜活检组织%切取后立即

置于
".1#

冰箱保存% 此后标本在室温下给予解冻$

光学显微镜下采用
!.5

号针从胃腺癌肿瘤组织中

挑取少许癌巢细胞$ 同时在癌旁正常组织中挑取少

许正常细胞% 分别获取
# 666!! 666

个细胞$将其置

入
7*8

提取液中%

#9!2!

基因组
7*8

提取

采用经典苯酚' 氯仿方法按
-:;:<=>

试剂盒说

明书提取基因组
7*8

$并置于
"!6$

保存!

#9!9$ 7*8

亚硫酸氢盐修饰

修饰前先用紫外分光光度计测定
7*8

浓度及纯

度$吸光度值
8

!16

?8
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比值大于或等于
)2/

的
7*8
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合格样本! 基因组
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亚硫酸氢盐修饰及纯化按
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G=:;AH

)说明书进行操作%
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实时定量
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分析标本甲基化状态

根据
(#1

基因序列设计其因
&%&+(5

岛特异的

甲基化和非甲基化引物如下"
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公司合成%
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反应体

系为
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$在
8<U .&66 J+QL

美国
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公司生产
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仪

上进行实时荧光
-IJ

分析% 反应条件"
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预变性
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%&$

变性
)&C

$

16$

退火
)4=H

$

.!$

延伸
)4=H

$

共
06

个循环&
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% 检测启动子区域
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位点是否处于甲基化状态%每个样本的甲基化'

非甲基化引物进行定量分析$ 根据所测
+,

值通过

标准曲线计算各样本
7*8

甲基化的拷贝数%甲基化

百分率计算公式如下"甲基化百分率(

-X

)

Y

甲基化

7*8

拷贝数
Z

甲基化与非甲基化
7*8

拷贝数之和%

甲基化
7*8

拷贝数
[

非甲基化
7*8

拷贝数
Y

靶基

因
7*8

总拷贝数%

-X!!"\6X

为
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分$
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为
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分 $
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为
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分 $
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为
$

分$
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为
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分
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分定义为

非甲基化'

)`$

分为部分甲基化$

0

分为完全甲基化%

J+Q

反应结束后由溶解曲线判定扩增结果% 用在体

外经
ICCU

甲基转移酶处理过的人类基因组
7*8

L*@<

公司
R

作为阳性对照' 未处理的正常人外周血

7*8

作为阴性对照$蒸馏水代替模板作为空白对照%

!"$

统计学处理

应用
IJII)/\"

统计软件进行数据分析$计数资

料各组间率的比较用
&

! 检验'似然比
&

! 检验或
M=CaAW

确切概率法%生存曲线绘制用
b:(E:H&-A=AW

法$终点

事件为肿瘤恶化或患者死亡$观察无进展生存期%生存

曲线比较用
c>;&Q:Hd

法$采用
+>e

比例风险模型进行

多因素生存分析%

J]"\"&

为差异有统计学意义%

!

结 果

#"! ()1

基因甲基化发生率

%!

例胃腺癌癌组织及其配对癌旁组织'

0/

例非

萎缩性胃炎患者组织及
0"

名健康志愿者胃黏膜中

()1

基因启动子区域
+(5

岛甲基化发生率分别为

/&\%XL.%?%!R

'
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(

))?%!
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)和
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% 将

胃炎和健康人同记为对照 $

()1

基因甲基化率为

)!\&X

$癌组织与癌旁组织及对照组
()1

基因甲基化

率有显著差异(

J

均
]"\"""

)$癌旁组织和对照组
()1

基因甲基化水平无差异(

JY"\0$&

)(

M=;DWA )

)%

#"# ()1

基因甲基化与胃腺癌临床病理特征的关系

()1

基因启动子区域的甲基化状态与肿瘤大

小'分化程度'是否有淋巴管侵犯'

,

分期'有无淋巴

结转移'临床分期'有无远处转移有关(

J]"\"&

)$与

患者的年龄'性别'肿瘤生长部位'生长方式'是否静脉

侵犯及是否幽门螺杆菌感染无关(

J^"\"&

)(

,:SEA )
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胃腺癌组织中
()1

基因甲基化状态与患者预

后的关系

b:(E:H&-A=AW

法分析胃癌组织
()1

基因甲基化

单因素与胃癌预后的关系$ 结果表明
()1

基因未甲
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有差异!
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"# 对于
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基因异常甲基化的这部分胃炎患

者$特别是有胃癌高危因素者$需加强随访$定期复查胃镜$

指导改变不良生活习惯#

?#@

基因的甲基化检测有助于胃癌

的早期诊断# 以往研究也有类似发现$

?#@

基因甲基化的发

生从正常%癌前病变到胃癌有逐渐增加的趋势# 因此$
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基

因甲基化可能是胃癌形成的早期事件&

$
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基因甲基化状

态改变通常在组织恶变之前发生$有助于肿瘤的早期诊断&

A

'

#

?#@

为抑癌基因$
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基因启动子区
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岛异常甲基

化使基因失活$促进了肿瘤的增殖# 从本研究中分析
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肿瘤学杂志
!"#$

年第
#%

卷第
&

期

!"#$% & '())%$"*+(, #%*-%%, .$+,+.(/"*0($(1+. 2%"*3)%4

",5 5+4%"4%!2)%% 43)6+6"$

床分期等有关!

'(")*&

"# 而与性别$年龄$

+,

感染状

况以及肿瘤部位$生长方式$是否静脉侵犯等无关!

'!

*-"&

"#

,./

基因甲基化提示肿瘤恶性程度高%病情进

展%无进展生存期较短%应加强术后随访%早期发现转

移能及早治疗#

,#/

基因甲基化与是否静脉侵犯无关% 我们可

以推测
,#/

基因甲基化的胃癌以淋巴结转移为主%

与远处转移无关#既往研究也有类似发现%

0123

等&

&

'

研究发现有转移的与无转移的胃癌
,./

基因甲基化

率相比较无显著性差异% 提示
,./

基因甲基化与胃

癌的转移无关%

,./

基因甲基化可能发生在转移之

前#

单因素分析表明
,./

基因甲基化影响胃癌患者

的术后无病生存期% 但
456

模型分析%

,./

不能作为

独立的预后因素% 需结合其他抑癌基因如
789'"$

$

4:+.

$

;<=

等制定甲基化谱% 用于分析胃癌的预后%

必定也是将来对胃癌患者进行生存分析的方向之一%

可联合众多胃癌相关抑癌基因做进一步研究分析#

有研究表明用去甲基化药物如
&>?1"@4

逆转

,#/

基因甲基化控制肿瘤增长甚至达到治愈的目

的%获得外源性
,#/

基因表达的癌细胞%出现
A

#

期

阻滞%即细胞周期中
A

#

期细胞比例明显增加%而
;

期细胞比例下降#同时%获得外源性
,#/

基因表达的

癌细胞%其对放化疗的敏感性也得到提高%这将有助

于联合
,#/

基因治疗和其他综合治疗手段% 进一步

提高肿瘤的治疗效果&

/

'

#

综上所述% 检测胃黏膜组织
,#/

甲基化状态可

用于胃癌的早期诊断% 检测胃癌组织的
,#/

甲基化

状态可提示肿瘤局部增殖速度%反映疾病进展程度%

远处转移机率# 通过抑制
,#/

基因的甲基化是否能

抑制或减缓肿瘤进展%进行肿瘤的基因治疗%把
,#/

基因尽快地应用于临床实践中正是我们致力于
,#/

基因研究的方向和目的#
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