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１９号染色体微卫星杂合性缺失与原发性胃癌的临床关系
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［摘要］　目的：研究 １９号染色体短臂微卫星不稳定性（ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ，ＭＳＩ）及杂合性缺失

（ｌｏｓｓｏｆｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ，ＬＯＨ）与胃癌临床病理特征之间的关系，探讨 １９号染色体短臂微卫星 ＭＳＩ和 ＬＯＨ

的主要临床意义。方法：采用 ＰＣＲＳＳＬＰ银染方法扩增７９例原发性胃癌及正常组织标本中１９号染色体

短臂不同位置的 ７个点，ＰＣＲ产物经聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，运用 Ｇｅｎｅｓｃａｎ软件和 Ｇｅｎｏｔｙｐｅｒ软件分析

ＭＳＩ和 ＬＯＨ，然后进一步分析微卫星 ＬＯＨ与原发性胃癌的临床关系。结果：７９例胃癌患者中，至少有 １

种微卫星发生 ＬＯＨ，其频率为３１．１８％（２７／７９），在所有微卫星中，Ｄ１９Ｓ５９１和 Ｄ１９Ｓ５６５的 ＬＯＨ发生率

分别为 ６０．３２％（３８／６３）和 ４８．１５％（２６／５４），高于其他微卫星的 ＬＯＨ。ＬＯＨ高频率与原发性胃癌的

临床分期及远处转移相关，且随着恶性程度增加 ＬＯＨ频率也增加（Ｐ＜０．０５），而 ＭＳＩ与胃癌临床病理

之间相关性不大。结论：１９ｐ高频率的 ＬＯＨ与原发性胃癌的临床分期和远处转移相关，且 ＬＯＨ高频率

提示在该区域可能存在肿瘤抑癌基因，其与胃癌的发生及进展相关。
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　　遗传不稳定性主要表现为微卫星不稳定性
（ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ，ＭＳＩ）和杂合性缺失（ｌｏｓｓ
ｏｆｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ，ＬＯＨ），是肿瘤发生过程中一个重
要机制和标志。近期的研究表明，在胃癌组织中

存在高频率的微卫星不稳定性和杂合性缺失［１２］，

本实验选用１９ｐ上７个 ＭＳＩ标记，应用 ＰＣＲＳＳＬＰ
银染的方法，对胃癌组织中 １９ｐ的 ＭＳＩ和 ＬＯＨ发
生频率进行分析，并研究其与临床病理特征之间

的相关性，特别是 １９ｐ缺失关键区域的情况，为
预测肿瘤发病风险、早期诊断和治疗、预后监测积

累相关资料，以及为鉴定可能存在的胃癌相关抑

制基因提供线索。

１　材料与方法

１．１　标本资料　　收集我院、深圳市人民医院及
中南大学湘雅医院 ２００４年 ３月至 ２００６年 ３月间
的手术切除的胃癌组织及癌旁正常组织标本共７９
例，男性患者 ６４例，女性患者 １５例，其中管状腺
癌 １４例，低分化腺癌 １９例，印戒细胞癌 ２５例，未
分化腺癌 ２１例，患者最小年龄 ２４，最大年龄 ６９
（平均中位年龄 ５３．７）岁。标本在手术切除后 ３０
ｍｉｎ内采集，保存于液氮中备用。所有标本均经病
理科病理诊断证实。

１．２　基因组 ＤＮＡ提取　　应用哺乳动物基因组
ＤＮＡ提取试剂盒（（ＧｅｎＥｌｕｔｅＴＭ ＭａｍｍａｌｉａｎＧｅｎｏｍｉｃ
ＤＮＡＭｉｎｉｐｒｅｐＫｉｔｓ，Ｓｉｇｍａ公司）提取胃癌组织及对
应正常组织基因组 ＤＮＡ，按试剂盒操作说明进行，
紫外分光光度计检测提取 ＤＮＡ的浓度和纯度，
－７０℃保存备用。
１．３　微卫星位点的选取和 ＰＣＲ扩增　　选取
１９ｐ上的 ７对微卫星位点（Ｄ１９Ｓ４２４，Ｄ１９Ｓ２０９，
Ｄ１９Ｓ８９４， Ｄ１９Ｓ５９１， Ｄ１９Ｓ５６５， Ｄ１９Ｓ８８３ 和

Ｄ１９Ｓ８８６），引物由上海博亚生物技术有限公司
合成（表 １）。ＰＣＲ总反应体积为 ５０μＬ，反应条
件：９５℃ ３ｍｉｎ，然后９４℃ ３０ｓ，５７℃ ９０ｓ，６８℃
ｍｉｎ，３５个循环，最后 ７２℃ １０ｍｉｎ。扩增产物经
２％琼脂糖凝胶电泳检测。

表１　１９ｐ不同微卫星ＰＣＲ扩增引物

Ｔａｂｌｅ１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＭＳＩｓａｔ１９ｐｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｃａｔｉｏｎｓ

ＭＳＩ 引物序列
扩增片段
大小（ｂｐ）

Ｄ１９Ｓ４２４ ５′ＡＧＣＴＧＧＴＴＡＴＣＴＴＧＡＧＧＧＡＧ３′ １４１～１６１

５′ＴＡＧＧＣＣＡＣＡＴＧＧＡＧＧＡＧＴ３′

Ｄ１９Ｓ２０９ ５′ＴＴＣＡＴＴＣＡＣＡＡＡＴＣＮＡＴＧＧＣ３′ ２６０～２７２

５′ＣＴＧＧＡＧＡＧＣＡＴＡＧＡＣＧＮＡＧＡ３′

Ｄ１９Ｓ８９４ ５′ＴＴＡＣＴＴＧＧＣＣＣＣＡＧＧＡＡＧＣ３′ １４４～１６８

５′ＧＴＴＡＡＧＣＣＡＴＡＡＡＣＡＴＧＧＡＡＴＧＡＣＣ３′

Ｄ１９Ｓ５９１ ５′ＴＴＣＣＡＧＣＣＴＡＧＧＴＡＧＣＡＧＴＧ３′ ９６～１１２

５′ＧＣＡＡＣＴＧＡＧＧＡＡＡＴＧＣＡＴＣＴ３′

Ｄ１９Ｓ５６５ ５′ＧＴＧＡＴＴＧＣＡＣＣＡＣＧＧＧ３′ １６８～２０２

５′ＴＣＡＡＧＴＣＡＴＴＧＧＧＴＴＧＧＣ３′

Ｄ１９Ｓ８８３ ５′ＡＡＧＣＣＡＣＴＧＴＡＣＴＣＣＡＧＣＣ３′ １５８～１７０

５′ＣＴＧＣＣＡＧＡＣＴＣＡＣＣＡＴＴＧ３′

Ｄ１９Ｓ８８６ ５′ＴＧＧＡＴＣＴＡＣＡＣＴＣＣＧＧＣ３′ １３４～１５８

５′ＡＴＴＴＴＡＣＴＧＧＣＴＧＧＣＡＣＴＴＧ３′

１．４　变性聚丙烯酰胺凝胶电泳　　ＰＣＲ产物经

９５℃加热变性 ｍｉｎ，上样于 ８％变性聚丙烯酰胺

凝胶（含 ７ｍｏｌ／Ｌ尿素）１×ＴＢＥ，室温恒压 ５００

Ｖ，功率 ４５Ｗ，电泳 ３．５ｈ左右。然后凝胶经固定

（１０％ 乙醇 ＋０．５％ 乙酸，１０ｍｉｎ），染色（０．２％

ＡｇＮＯ３，８ｍｉｎ），显色（１．５％ ＮａＯＨ ＋０．４％甲

醛）至清晰后，保存备用。

１．５　结果分析　　用 Ｇｅｎｅｓｃａｎ３．０和 Ｇｅｎｏｔｙｐｅｒ

２．０软件自动获取图像数据并分析［３］。将肿瘤组

织与其相应非瘤组织基因组 ＤＮＡ的 ＰＣＲ扩增结

果同时比较，若肿瘤的某一位点电泳条带增加、

等位带位移或带的密度增加，记为 ＭＳＩ；若等位基

因条带消失或相对密度减少 ５０％ 以上，则记为

ＬＯＨ。阳性者经再次 ＰＣＲ扩增证实，同一标本的

癌组织及相应正常组织的基因组 ＤＮＡ均成功扩

增，并呈杂合状态者，为信息个体［４］。

１．６　统计学处理　　样品在不同分类中的表达

率采用 χ２检验，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学

意义［５］。
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２　结　　果

各样品基因组 ＤＮＡ经 ＰＣＲ扩增后，均获得满
意的目的片段。经２％琼脂糖凝胶电泳鉴定，特异
性好（图 １），可以进行 ＳＳＬＰ分析。
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图１　ＰＣＲ扩增１９ｐ不同微卫星不稳定性位点凝胶电泳结果
Ｆｉｇ．１ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｔｈｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＭＳＩｓａｔ１９ｐｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｓｉｔｅｓ

２．１　原发性胃癌中 ＭＳＩ与 ＬＯＨ分析　　１９ｐ中
的 ７个微卫星的 ＬＯＨ和 ＭＳＩ频率检测结果如表 ２
所示，不同的位点其 ＬＯＨ频率不同，平均频率为
５２．５２％，至少有 １个微卫星发生 ＬＯＨ，其频率为
３１．１８％（２７／７９）。其中 Ｄ１９Ｓ５９１位点 ＬＯＨ发生
频率最高，为 ６０．３２％（３８／６３）（图 ２Ａ），其次是
Ｄ１９Ｓ５６５，ＬＯＨ频率为 ４８．１５％。在 ７９例原发性
胃癌 中，ＭＳＩ的 发 生 率 平 均 为 ３５．３３％，其 中
Ｄ１９Ｓ５９１位点的 ＭＳＩ频率最高，为 ４６．０３％（２９／
６３）（图 ２Ｂ），电泳发现有 ２３（２９．１１％）例原发性
胃癌组织 ２个或者 ３个以上的微卫星。

表２　７个微卫星在原发性胃癌中的ＭＳＩ和ＬＯＨ的百分比
Ｔａｂｌｅ２　Ｐｅｒｃｅｎｔｏｆ７ＭＳＩａｎｄＬＯＨａｔ

ｐｒｉｍａｒｙｇａｓｔｒｉｃｃａｒｃｉｎｏｍａ

ＭＳＭ ｎ ＡＩＴ例数（％） ＭＳＩ例数（％） ＬＯＨ例数（％）
Ｄ１９Ｓ４２４ ７９ ３４（４３．０３） １０（２９．４１） １３（３８．２４）
Ｄ１９Ｓ２０９ ７９ ２８（３５．４４） ７（２５．００） ５（１７．８６）
Ｄ１９Ｓ８９４ ７９ ３１（３９．２４） ６（１９．３５） ７（２２．５８）
Ｄ１９Ｓ５９１ ７９ ６３（７９．７５） ２９（４６．０３） ３８（６０．３２）
Ｄ１９Ｓ５６５ ７９ ５４（６８．３５） ２３（４２．５９） ２６（４８．１５）
Ｄ１９Ｓ８８３ ７９ ３２（４０．５１） １２（３７．５０） １１（３４．３８）
Ｄ１９Ｓ８８６ ７９ ４６（５８．２３） １４（３０．４３） １３（２８．２６）
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图２　Ｄ１９Ｓ５９１ＰＣＲ产物聚丙烯凝胶电泳结果
Ｆｉｇ．２ＰｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＤ１９Ｓ５９１ｌｏｃｕｓａｔｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅ　Ａ：ＭＳＩｗａｓｐｏｓｉｔｉｖｅａｓａｎａｄｄｅｄａｌｌｅｌｅｂａｎｄ（Ｔ１ａｎｄＴ２）

ｏｒｂａｎｄｓｍｏｂｉｌｅｄ（Ｔ３）；Ｂ：ＬＯＨｗａｓｐｏｓｉｔｉｖｅａｓｂａｎｄｓｄｅｃｒｅａｓｅｄ（Ｔ１ａｎｄＴ３）ｏｒｌａｃｋｅｄａｎａｌｌｅｌｅｂａｎｄｉｎｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅ（Ｔ２）

表３　１９ｐ微卫星不稳定性和杂合性丢失与原发性胃癌的临床关系
Ｔａｂｌｅ３　ＲｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｆｒｅｑｕｅｎｃｉｅｓａｎｄｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｙｏｆＭＳＩａｎｄＬＯＨｉｎｐｒｉｍａｒｙｇａｓｔｒｉｃｃａｒｃｉｎｏｍａｓ

临床资料 ｎ ＭＳＩ频率（％） χ２ Ｐ ＬＯＨ频率（％） χ２ Ｐ
性别 男 ６４ ２６．５６（１７／６４）

０．１０ ＞０．０５
３２．８１（２１／６４）

０．２８ ＞０．０５
女 １５ ２６．６７（４／１５） ４０．００（６／１５）

年龄 ≤５３ ３７ ２４．３２（９／３７）
０．１８ ＞０．０５

２９．７３（１１／３７）
０．６１ ＞０．０５

＞５３ ４２ ２８．５７（１２／４２） ３８．１０（１６／４２）
临床分期 ⅠⅡ ２３ １３．０４（３／２３）

４．４８ ＞０．０５
１７．４０（４／２３）

６．４６ ＜０．０５
Ⅲ ３１ ２５．８１（８／３１） ３２．２６（１０／３１）
Ⅳ ２５ ４０．００（１０／２５） ５２．００（１３／２５）
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续表

临床资料 ｎ ＭＳＩ频率（％） χ２ Ｐ ＬＯＨ频率（％） χ２ Ｐ
ＴＮＭ分期 Ｔ１２ ２７ １８．５２（５／２７）

１．３７ ＞０．０５
２９．６３（８／２７）

０．３８ ＞０．０５
Ｔ３４ ５２ ３０．７７（１６／５２） ３６．５４（１９／５２）

淋巴结转移 ＋ ５７ ２８．０７（１６／５７）
０．２３ ＞０．０５

３８．６０（２２／５７）
１．７８ ＞０．０５

－ ２２ ２２．７３（５／２２） ２２．７３（５／２２）
远处转移 ＋ ２１ ２８．５７（６／２１）

０．０６ ＞０．０５
５７．１４（１２／２１）

６．７１ ＜０．０５
－ ５８ ２５．８６（１５／５８） ２５．８６（１５／５８）

组织病理类型 管状腺癌 １９ １５．７９（３／１９）
５．２４ ＞０．０５

２６．３２（５／１９）
４．１５ ＞０．０５

低分化腺癌 ２５ ２４．００（６／２５） ３２．００（８／２５）
印戒细胞癌 ２１ ２３．８１（５／２１） ２８．５７（６／２１）
未分化腺癌 １４ ５０．００（７／１４） ５７．１４（８／１４）

２．２　胃癌患者 ＭＳＩ和 ＬＯＨ频率与临床病理特征
的关系　　如表 ３所示，本组病例中 ＭＳＩ阳性个
体与阴性个体之间并没有差异，但发现与临床分

期相关，随着临床分期增加，ＭＳＩ的发生率也随之
增加。本组病例中 ＬＯＨ阳性个体与阴性个体在性
别、年龄病理组织类型等方面没有差别 （Ｐ＞
０．０５），而发现 ＬＯＨ与原发性胃癌的临床分期和其
远处转移显著性相关（Ｐ＜０．０５），ＬＯＨ在不同临
床分期之间也存在显著性差异（Ｐ＜０．０５）。

３　讨　　论

微卫星是指基因组中具有高度多态性的简单

重复序列，ＭＳＩ是指由于 ＤＮＡ复制错误引起的简
单重复序列的增加或丢失，是遗传不稳定性的一

种形式。ＬＯＨ即 １个位点上 ２个多态性的等位基
因中的 １个出现表达下降或缺失。杂合性缺失在
肿瘤细胞中是一种非常常见的 ＤＮＡ变异，是肿瘤
细胞中染色体缺失的结果，提示所检查 ＤＮＡ多态
标记附近存在抑癌基因。因此，肿瘤组织 ＬＯＨ分
析为定位和发现抑癌基因的有效手段。

大量细胞遗传学研究报道，原发性胃癌在

１ｑ，２ｑ，６ｑ，７ｑ，８ｑ，１７ｑ和 ２０ｑ存在高频率的
基因扩增，而在 １ｐ，１ｑ，２ｐ，３ｐ，４ｑ，５ｑ，６ｐ，
７ｑ，９ｐ，１１ｐ，１１ｑ，１２ｑ，１５ｑ，１７ｐ，１７ｑ，１８ｑ，
１９ｐ，和 ２１ｑ出现基因缺失［６９］。已有研究表明，

１９ｐ号染色体上存在多个与肿瘤发生密切相关的
基因［８９］，１９ｐ的 ＬＯＨ在胃癌患者及其他多种恶性
肿瘤中均有发生，发现并确定了多个侯选肿瘤抑

制基因存在的关键区域［１０１３］。本研究选取了１９号
染色体短臂中的 Ｄ１９Ｓ４２４，Ｄ１９Ｓ２０９，Ｄ１９Ｓ８９４，
Ｄ１９Ｓ５９１，Ｄ１９Ｓ５６５，Ｄ１９Ｓ８８３和 Ｄ１９Ｓ８８６等 ７
个微卫星点，间距１０ｃＭ，同时检测了胃癌患者 ＭＳＩ
和 ＬＯＨ，平均 ＭＳＩ频率为 ３５．３３％，ＬＯＨ频率为

５２．５２％，Ｄ１９Ｓ５９１区 和 Ｄ１９Ｓ５６５区 的 ＭＳＩ和
ＬＯＨ明显高于其它 ５个微卫星点，其中 Ｄ１９Ｓ５９１
区的 ＭＳＩ和 ＬＯＨ分别为 ６０．３２％和 ４６．０３％，表
现出 ＭＳＩ和 ＬＯＨ频发的趋势，表明我国胃癌人群
在 １９ｐ上有较高的突变频率。

作者进行统计学分析发现，选取的 １９ｐ上的 ７
个微卫星的 ＭＳＩ和 ＬＯＨ虽然与年龄、性别、组织分
化程度、肿瘤大小以及淋巴结转移等临床指标无

明显相关，但 １９ｐ的 ＬＯＨ与胃癌患者的临床分期
和远处转移显著相关，有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。
同时，胃 癌 临 床 分 期 为 ＩＩＩ时 的 ＬＯＨ 频 率 为
１７．４０％，ＩＩＩ为３２．２６％，而到了临床 ＩＶ时，ＬＯＨ频
率达到了 ５２．００％，且各个分期之间差异具有统
计学意义（Ｐ＜０．０５），提示 ＬＯＨ与原发性胃癌的
临床分期相关，且随着临床分期越来越高，其 ＬＯＨ
频率变化越大，提示在 １９号染色体短臂上存在与
胃癌转移相关的基因。

胃癌中发现的这些常见扩增和缺失区存在与

胃癌发生相关的癌基因和肿瘤抑制基因，故有必

要对其在胃癌中 ＤＮＡ水平存在状况、表达情况、
功能等进行进一步研究。为寻找胃癌相关基因提

供线索，这些区域也是进一步克隆人类胃癌相关

基因的候选染色体区域。
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