
食管癌组织中hMSH2基因的表达  

    癌基因、抑癌基因、DNA修复基因这3种基因在肿瘤的发生发展中起重要作用[1][2]。DNA错配修复基因在遗传性非息肉性结肠癌

(HNPCC)中的研究比较深入[2]，在其他许多肿瘤中也存在错配修复基因的缺失和突变[4][5]。中国是世界上食管癌发病率和死亡率最

高的国家，每年全世界新诊断的30万食管癌患者有一半发生在中国，而河南林县及其相邻的辉县、安阳等地是我国，也是世界上食管癌

发病率和死亡率最高的地区[6][7]。hMSH2是发现最早的DNA错配修复基因[3]。为了解食管癌组织中hMSH2的表达情况，作者利用原位

杂交方法，检测了食管癌、癌旁及正常食管组织中错配修复基因hMSH2的mRNA表达情况，并结合患者的临床病理资料进行分析。 

    

1  材料和方法 

    1.1  材料 

    32例食管癌患者均为2002年10月~2003年5月间郑州大学第一、二附属医院胸外科住院的手术患者。患者术前均未接受放疗、化疗

等其他治疗。全部手术切除标本均经2位以上病理学专家诊断证实。其中鳞癌25例、腺癌5例、腺鳞癌2例；男19例、女13例；年龄

50~78岁，平均(62.8±7.4)岁；组织学Ⅰ~Ⅱ级22例、Ⅲ~Ⅳ级10例；无淋巴结转移23例、有淋巴结转移9例；肿瘤位于上段4例、中段

16例、下段12例；肿瘤最大直径<5 cm者17例，≥5 cm者15例；浸润至粘膜1例，浸润至肌层18例，浸润至全层13例。32例标本均在切

除后0.5 h内分别在癌灶、癌旁及正常残端取1 cm×1 cm×1 cm大小的组织块，40 g/L多聚甲醛固定，石蜡包埋。 

    1.2  实验方法 

    原位杂交试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公司，所有操作均按原位杂交试剂盒操作说明书进行。(1)玻片经20 g/L的氨烷基硅

烷(APES)处理。(2)石蜡切片厚度为6~8 μm，经常规脱蜡至水，体积分数30% H2O2 1份加蒸馏水10份混合，室温5~10 min以灭活内源

性酶，蒸馏水洗3次。(3)切片上滴加柠檬酸新鲜稀释的胃蛋白酶(1 ml 30 g/L柠檬酸加2滴浓缩型胃蛋白酶)，混匀，37 ℃消化25 

min，PBS洗3×5 min，蒸馏水洗1次。(4)后固定：10 g/L多聚甲醛/0.1 mol/L PBS(pH 7.2~7.6)，含有1 g/L DEPC，室温固定10 

min，蒸馏水洗3次。(5)预杂交：杂交盒底部加体积分数20%甘油20 ml以保持湿度，每张切片加预杂交液20 μl，恒温箱40 ℃ 3 h，

吸去多余的液体。(6)杂交：每张切片滴加20 μl杂交液(含探针)，加原位杂交专用盖玻片，恒温箱40 ℃过夜。(7)杂交后洗涤：去掉

盖玻片，2×SSC洗涤37 ℃ 2×5 min；0.5×SSC洗涤37 ℃ 1×15 min；0.2×SSC洗涤37 ℃ 1×15 min。(8)滴加封闭液37 ℃ 30 

min，甩去多余的液体；滴加生物素化鼠抗地高辛，37 ℃ 60 min，PBS洗4×5 min；滴加SABC，37 ℃ 20 min，PBS洗5 min 3次；

滴加生物素化过氧化物酶，37 ℃ 20 min，PBS洗4×5 min。(10)DAB显色：使用DAB显色试剂盒，1 ml蒸馏水加显色剂A、B、C各1

滴，加至标本上，显色20 min，充分水洗。(10)酒精脱水，二甲苯透明，封片。以PBS代替杂交液为阴性对照。 

    1.3  结果判定 

    DAB试剂盒进行最终的反应后，镜下观察，以细胞胞质有棕色颗粒出现为阳性表达，胞质无着色为阴性表达。以PBS代替探针的切

片作为阴性对照。 

    1.4   统计学处理 

    组间比较计量资料采用t检验，计数资料采用χ2检验或Fisher's exact test。 

    

2  结果 

    hMSH2基因mRNA阳性表达细胞主要是食管癌、癌旁及正常粘膜腺体的腺细胞，偶尔在细胞间质中有散在阳性表达，阳性表达均在细

胞胞质，而在肌组织中未见有阳性表达。不同组织间hMSH2基因mRNA的阳性表达率见表1。不同组织hMSH2基因mRNA的阳性表达情况见图

1~3。不同食管癌组织病理学类型间hMSH2基因mRNA表达情况见表2。 
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    图1  不同食管癌组织中hMSH2基因mRNA表达(原位杂交，原放大倍数：×100) 
    Fig.1  Expression of hMSH2 mRNA in different tissues of esophageal cancer

    (In situ hybridization, original magnification:×100) 
    A: Cancer tissues; B: Adjacent tissues; C: Normal tissues

    

3  讨论 

    人类错配修复基因不同于癌基因和抑癌基因，是一类新的肿瘤相关基因，其存在能消除DNA生物合成中的错误，增加DNA复制的可

信度，并在防止自由突变方面起重要作用；其缺陷可导致复制错误的大量增加，导致肿瘤微卫星不稳定，并使一系列重要的表达基因产

生移码突变而失活，故在肿瘤的发生发展中起重要作用，被认为是肿瘤发生的一种可能机制[8]。人类错配修复基因最早是在细菌中被

发现，这些基因最早被命名为mut基因，即产生突变子之意。在大肠杆菌中发现4个mut基因，分别被命名为MutS、MutL、MutH和

MutU。不久，在酵母菌中也发现了6个同源基因，分别被命名为MSH1~6。在人类至今已发现6个同源基因，分别是hMSH2、hMSH3、

hMSH6、hMLH1、hPMS1和hPMS2[9]，其中hMSH2是发现最早的DNA错配修复基因[3]，其在肿瘤发病中的作用也研究较多。动物实验已经

发现hMSH2基因失活的小鼠，在出生后不久几乎均发生了包含有DNA微卫星不稳定的淋巴瘤，这是人类错配基因失活与肿瘤发生相关最

直接的证据[10][11][12]。在HNPCC等遗传性肿瘤和胃癌、肺癌等散发性肿瘤错配修复基因异常改变中，hMSH2的突变居首位[13]

[14]。Rass等[15]研究黑色素瘤中mRNA的表达情况，认为hMSH2在恶性黑色素瘤的基因稳定、肿瘤起源和侵袭性方面有重要作用。李

华川等[16]采用RT-PCR方法研究发现hMSH2基因在食管癌组织中的表达明显降低，占22.6%。作者应用原位杂交方法研究发现食管癌组

织hMSH2在癌组织和癌旁组织中阳性表达率分别为46.9%和53.3%，正常食管组织中阳性率为86.7%，食管癌与癌旁组织中比较，阳性率

差异无统计学意义(P>0.05)，而两者与正常食管组织hMSH2阳性率比较差异均有统计学意义(P<0.05)。进一步与临床病理资料联系研

究发现，hMSH2阳性表达率与年龄、性别、肿瘤大小、肿瘤位置、病理类型、组织学分级、淋巴结转移、浸润深度等均无明显相关性

(P>0.05)，提示hMSH2的缺失是食管癌发生的早期事件。 

    hMSH2阳性表达细胞主要是食管粘膜腺体的腺细胞，在细胞间质中有散在阳性表达，阳性表达均在细胞胞质，而在肌组织中未见有

阳性表达。从图1~3可以看出，正常食管组织阳性表达时腺体细胞几乎全部表达，而食管癌及癌旁组织阳性表达时仅部分腺体细胞阳性

表达，说明其阳性强度也弱于正常组织，这与张钦宪等[17]所报道的在正常胃粘膜组织中的表达强度高于胃癌和癌旁组织有相似之处。

hMSH2可能通过下列途径参与肿瘤的发生和发展[18]：(1)增加癌基因和/或抑癌基因突变率；(2)使一些重要的功能基因发生遗传不稳

定；(3)通过化学物质使细胞损伤。由此可见，对hMSH2基因的研究和检测有助于了解肿瘤的发生发展机制，但是仍有许多问题有待解

决。hMSH2如何引起肿瘤及在哪些水平起作用? hMSH2的突变在引起肿瘤及其发生发展中起多大作用？有些学者选择免疫组化检测错配

修复蛋白的表达情况，有些学者选择多普勒PCR或/和原位杂交检测错配修复基因mRNA的表达等，也有学者采用测序法研究，究竟哪种

方法更加有效且简便还有待进一步探讨。hMSH2与其他几种错配修复基因如何互相作用也有待进一步明确。 
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