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Abstract
AIM:To explore methylation of hMLH1 and hMSH2 promoter
with microsatellite instability (MSI) in colorectal carcinomas.

METHODS:Methylation of hMLH1 and hMSH2 promoter was
measured with methylation-specific PCR;MSI was analyzed
by PCR-based methods.

RESULTS:No methylation of hMLH1 and hMSH2 promoter
was found in 10 normal colorectal mucosas. Seventy-six
cases of sporadic colorectal carcinoma were studied for
methylation of hMLH1 and hMSH2 promoter and MSI.
Methylation of hMLH1 promoter was detected in 8 (10.5 %)
colorectal carcinomas and none in hMSH2. Frequence of
hMLH1 methylation on right-sided colorectal cancer (23.1 %)
was significantly higher than that on left one (4.0 %, P <0.05).
MSI was detected in at least one locus in 26.3 %( 20/76) of
the tumors analyzed with five microsatellite markers.
Frequence of hMLH1 methylation in gastric cancer with MSI-H
(80.0 %)was significantly higher than that in gastric cancer
with MSI-L (20.0 %, P <0.01) and with MSS (10.7 %, P  <0.001).

CONCLUSION:Methylation of hMLH1 promoter is related to
right-sided colorectal cancer and involved in the MSI pathway.
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摘要
目的:探讨大肠癌组织微卫星 DNA 不稳与 hMLH1 和

hMSH2 基因启动子区甲基化状态的关系.

方法:采用 PCR 为基础的方法检测微卫星 DNA 不稳；采

用甲基化特异性 PCR 方法检测 hMLH1 和 hMSH2 基因启

动子区的甲基化状态.

结果:正常大肠黏膜未见 hMLH1 和 hMSH2 基因启动子区

的高甲基化. 76 例大肠癌中检出 hMLH1 高甲基化 8 例，

占 10.5 %，而且均为去甲基化和高甲基化并存，未见有

hMSH2 高甲基化者. 检出 MSI 20 例，检出率为 26.3 %.

将 MSI 分为高频率 MSI(MSI-H，≥ 2 个位点)10 例、低

频率 MSI(MSI-L)，仅为 1 个位点 10 例和 MSI 阴性(MSS)56

例三组，结果右侧大肠癌hMLH1高甲基化检出率(23.1 %)显

著高于左侧大肠癌(4.0 %，P <0.05). MSI-H 组 hMLH1 高

甲基化的检出率(8/10)显著高于MSI-L(2/10)和MSS组(6/56，

P <0.01-0.001).

结论:hMLH1 高甲基化与右侧大肠癌的发生有关，可能

参与了 MSI 病理途径，而 hMSH2 甲基化状态可能与 MSI

途径无关.
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0   引言

基因不稳在肿瘤的发生中起重要作用. 这种基因不稳可
以表现为两种不同的形式，亦即染色体不稳和微卫星
不稳(MSI)[1-8]. 微卫星不稳是错配修复基因缺陷(MMR)的
重要标记，研究发现 90 % 以上的遗传性非息肉性直
结肠癌(HNPCC)可检出 MSI，且多伴有错配修复基因
hMLH1 和 hMSH2基因的种系突变，而少有其他错配修
复基因的突变[9-15]. 业已发现，大肠癌发生过程中导致
错配修复基因失活的另一方式为 DNA 甲基化的改变，
这种改变常伴有错配修复基因表达的丢失[16-18]. 为探讨
大肠癌组织甲基化改变与微卫星不稳的关系，我们进
一步检测了大肠癌组织 hMLH1 和 hMSH2 基因启动子
区的甲基化状态.

1   材料和方法

1.1 材料  76 例大肠癌及相应正常组织均为外科手术切



除标本， 标本切除后立即置 -80 ℃冻存备用.每例组织
行冰冻切片 HE 染色，以确定肿瘤细胞的丰度. DNA 提
取采用蛋白酶 K 消化，酚 / 氯仿提取法. 76 例大肠癌
中，男 48 例，女 28 例，年龄 32-88(平均 58.6)岁. 所
有患者均无肿瘤家族史，亦未接受过放疗和化疗.
1.2  方法

1.2.1 甲基化特异 PCR(MSP)  hMLH1 和 hMSH2 基因
CpG 岛 DNA 甲基化类型参照文献采用甲基化特异性
PCR (MSP)方法进行检测[19]. 用于 hMLH1 去甲基化反应
的引物序列为 5’-TTTTGA TGTAGATGTTTTATTAG
GGTTGT-3’(正义)，5’-ACCA CCTCATCATAACTA
CCCACA-3’ (反义) ;用于甲基化反应所用引物序列为
5’-ACGTAG ACGTTTTATTAGGGTCGC-3’(正义); 5’-
CCTCATCGTAACTACCCGCG-3’ (反义);用于 hMSH2 去甲
基化反应的引物序列为 5’-GGTTGTTGTGGTTGGATGTT
GTTT -3’(正义)，5’-CAACTACAACATCTCCTTCA
ACTACACCA-3’(反义) ;用于甲基化反应所用的引物序列
为 5’-TCGTGGTCGGACGTCG TTC-3 ’(正义)，
CAACGTCTCCTTCGACTACACCG-3’ (反义). MSP 的检测
步骤、PCR 的反应条件和电泳方法见文献[8].
1.2.2 微卫星不稳(MSI)的检测  包括 5 个微卫星位点:
BAT25，BAT26，BAT40，D2S123，和 D5S346. 检
测方法、步骤见前文[1]. 与正常组织相比，若肿瘤组
织出现泳动的条带即判断为 MSI.根据每例肿瘤组织突
变型微卫星位点的多少，将其分为高频率 MSI(MSI-
H，≥ 2 个位点)、低频率 MSI(MSI-L，仅为 1 个位
点)和 MSI 阴性(MSS)3 组(图 1).
         统计学处理  采用 χ2 检验，P  <0.05 为有显著差别.

2   结果

2.1大肠癌hMLH1甲基化状态  为检测hMLH1和hMSH2
基因启动子区甲基化状态，我们采用甲基化特异性 PCR
检测了hMLH1 和hMSH2基因5’ CpG甲基化状态. 所扩增
的 hMLH1 区域为 CpG 岛最密集区域[19]. 正常大肠黏膜未
见 hMLH1 和 hMSH2 启动子区甲基化现象，76 例大肠癌
中发现高甲基化8例，占10.5 %，而且均为去甲基化和高
甲基化并存(图1). 68例大肠癌均有hMSH2基因 5’ CpG岛
去甲基化，未发现有甲基化现象. hMLH1甲基化与临床病
理参数的关系见表1.由表1可见，右侧大肠癌甲基化的检
出率显著高于左侧大肠癌(P <0.05). 76 例大肠癌中至少有
1 个位点检出 MSI 者 20 例(26.3 %)，右侧大肠癌 MSI 的检
出率显著高于左侧大肠癌(P  <0.05， 表 1).

N:正常组织;T:肿瘤组织
图 1 大肠癌微卫星不稳定性检测结果.

表 1  hMLH1 突变和 MSI 与临床病理参数的关系

 病理参数  n          MLH1 甲基化(%) MSI(%)

 肿瘤大小 <5 cm      48              5(10.4) 12(25.0)

>5 cm      28              3(10.7)   8(28.6)

 肿瘤部位 右侧        26              6(23.1)a 11(42.3) a

左侧        50                2(4.0)   9(18.0)

 分化程度 高            22                2(9.1)   6(27.3)

中            34              4(11.8)   8(23.5)

低            12              1( 8.3)   4(33.3)

         黏液腺癌       8              1(12.5)   2(25.0)

 浆膜浸润 无  42                4(9.5) 12(28.6)

有           34               4(11.8)   8(23.5)

 淋巴结转移        无           43               5(11.7) 11(25.6)

               有           33               3(9.1)   9(27.3)

 临床分期     Ⅰ、Ⅱ期     46              4(8.7) 12(26.1)

        Ⅲ 、Ⅳ期    38              4(10.5)   8(17.4)

aP <0.05，vs 左侧大肠癌.

2.2 hMLH1甲基化与MSI状态的关系  根据 MSI 检出位
点的多少，将 76 例大肠癌中分为 MSI-H 10 例(13.2 %)、
MSI-L 10 例(13.2 %)、MSS 56 例(73.7 %). 10 例 MSI-H
组中有 8 例为 hMLH1 启动子区高甲基化，与 MSI-L 组
(2/10)和 MSS 组(6/56)相比差别非常显著(P ＜ 0.01-0.001)，
而 MSI-L 与 MSS 组相比差别则无显著意义(P ＞ 0.05).

A:正常大肠黏膜未见高甲基化; B:MSI-H 大肠癌 hMLH1 甲基化状态,例
1、3 表现高甲基化和去甲基化并存; C:MSI-L 大肠癌 hMLH1 甲基化状
态,例 3 表现为高甲基化和去甲基化并存;U:意指未甲基化;M 意指甲基化
图 2  大肠癌 hMLH1 和 hMSH2 甲基化检测结果.
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3   讨论

我们采用甲基化特异PCR检测了大肠癌组织hMLH1和
hMSH2 的甲基化状态， 76 例大肠癌检出 hMLH1 高甲
基化 10 例，检出率为 10.5 %，hMSH2 未发现有高甲
基化者，此结果与文献[20-22]报告的检测结果相一致.
文献报告 MSI-H 胃癌与 hMLH1 启动子区高甲基化有
关，而与 hMLH1 基因突变无关[23] ；还有文献报告，MSI-
L 胃癌虽然在临床表型方面与 MSI-H 胃癌有明显不
同，但在 hMLH1 甲基化改变方面具有与 MSI-H 胃癌相
似的特点[24]. 从本文大肠癌资料来看，10 例 MSI-H 大
肠癌中有8例(80.0 %)表现为hMLH1启动子区的高甲基
化，提示 hMLH1 启动子区高甲基化与 MSI-H大肠癌密
切相关. 但 MSI-H 大肠癌高甲基化的检出率显著高于
MSI-L 和 MSS 大肠癌，而 MSI-L 大肠癌 hMLH1 启动子
区高甲基化的检出率与 MSS 大肠癌相比无显著差异，提
示 MSI-H 大肠癌在 hMLH1 启动子区高甲基化方面与
MSI-L 和 MSS 大肠癌有明显不同，而 MSI-L 大肠癌可能
涉及到一条与 MSS 大肠癌相似的分子途径，此与我们对
不同 MSI 状态胃癌发生分子途径的研究结果相一致[25-28].
        现已明确大肠癌可分为高频率 MSI(MSI-H)，低频
率 MSI(MSI-L)和无 MSI(MSS)3 种类型，不同 MSI 类型
大肠癌临床病理特点也不尽相同.Hawkins et al [21]检测
426 例散发性大肠癌 CpG 岛甲基化状态，发现 CpG 岛
甲基化与右侧大肠癌、女性、老年患者、高分化或黏液
性肿瘤、肿瘤组织有较多淋巴细胞浸润、野生型p53和
K-ras突变、微卫星不稳有关，预后较好.本研究发现呈
高甲基化状态大肠癌多以右侧多见，与文献[29-31]报
告的结果一致. 但未发现 hMLH1 基因甲基化状态与组
织学类型、肿瘤浸润深度、有无淋巴结转移和临床病
理分期有明确相关关系，提示大肠癌 hMLH1 甲基化状
态对预测患者预后的价值有限. 有作者检测MSI+大肠癌
细胞株 hMLH1 的甲基化状态发现，肿瘤细胞均表现
为高甲基化类型，而无去甲基化现象[32]，而本文原发
MSI+大肠癌却表现为hMLH1启动子区的甲基化和去甲
基化并存现象. 肿瘤组织中的非甲基化部分可能与原发
肿瘤中存在非肿瘤细胞成分，如间质细胞、炎细胞和
血管细胞等有关，这些细胞普遍存在原发肿瘤中，而
不存在于培养的细胞株中，由此导致了肿瘤细胞株仅
表现为高甲基化，而大肠癌组织中却表现为高甲基化
和去甲基化共存现象.
         基因不稳在大肠癌的发生中起重要作用. 这种基因
不稳可以分为二种不同的形式，即染色体不稳和微卫
星不稳. 前者包括MSS和MSI-L组的多数大肠癌，APC/
MCC、DCC 和 p53 抑癌基因的丢失在其发生发展中起
重要作用；而后者包括少数 MSI-H 大肠癌，由于错配
修复基因突变导致了广泛的 MSI. 我们进一步分析了
hMLH1和hMSH2 启动子区甲基化与两条病理途径的关
系，发现 hMLH1 启动子高甲基化通常发生在 MSI-H
大肠癌，提示 hMLH1 启动子高甲基化与微卫星不稳

途径有关. 文献报告 hMLH1 启动子区甲基化与 hMLH1
基因 mRNA 和蛋白表达的减少有关，而 hMLH1 启动子
去甲基化可以导致肿瘤细胞 hMLH1 蛋白的再表达，进
而恢复 MMR 活性. 由于 DNA 甲基化状态可被逆转，因
此针对基因甲基化的靶向治疗已引起人们的重视.通过
恢复未发生突变或丢失，而仅仅被抑制的生长调控基
因的表达而恢复细胞正常生长调控功能，从而可达到
治疗的目的.
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中国科技期刊走向世界的步伐正在加快
        截止到 2002 年 7 月，中国被著名检索系统 SCI 收录的科技期刊数从 63 种增加到了 67 种.从制作 SCI 的美国 ISI（美国科学情

报所）发布的 JCR（期刊引证报告）上的数据看，有指标数据的 59 种我国科技期刊中，80% 以上的期刊影响因子呈上升趋势；

约 90% 的总被引频次都提高了.

                     在 2001 年的 JCR 中，总被引频次超过 1000 次的中国科技期刊有 4 个，他们是《高等学校化学学报》（中文版）（1959 次），

《科学通报》（1628 次），《物理学报》（中文版）（1227 次），《中国物理快报》（1215 次）.

首次有两个中国科技期刊的影响因子超过 1，他们是《细胞研究》（2.102）和《世界胃肠病学杂志》（1.445）,这两种期刊均为中国英

文版科技期刊.

     从期刊影响因子在本学科的排位看，进入 SCIE 的我国科技期刊，有 8 个期刊排在本学科的中上水平，他们是《力学学报》,

《高等学校化学学报》（中文版）,《中国物理》,《中国物理快报》,《科学通报》,《中国科学 B 》,《中国科学 E 》,《中国有色金属

学 报 》.

     在本学科国际期刊中, 我国有 10 个期刊被引频次位于中上水平的.他们是：《科学通报》,《高等学校化学学报》（中文版）,《中

国科学 A 》,《物理学报》（中文版）,《中华医学杂志》,《化学学报》( 中文版) ,《中国物理快报》,《中国有色金属学报》（英文

版）,《中国科学 B 》,《中国药理学报》.

     在 SCI 网络版收录的中国科技期刊中，有 25 个期刊是由中国科学出版社出版的，其中在 JCR 中有指标的期刊有 18 个.

      另外，除 SCI 系统外，中国科技期刊被其他几个重要国际检索系统收录的数量也呈上升趋势.例如，在反映工程技术论文的历

史超百年的检索系统《EI》（工程索引）中，中国被收录的科技期刊从最少时的 40 种，增加到了 2000 年的 104 种.这也直接反

映了我国科技期刊被国际认可的程度.

      国家科技部中国科技信息研究所，每年对我国科技期刊在国内的情况做出统计分析，定期出版《中国科技期刊引证报告》.以

2000 年数据看，我国科技期刊的平均影响因子由上一年的 0.208 上升到 0.240，其中影响因子超过 1 的有 20 个；总被引频次的平

均值达到了 192.2 次，总被引频次超过 1000 次的期刊有 25 个，其中《科学通报》的总被引频次达到了 2979 次.

     目前，我国科技期刊数量已达到 4600 余种，已经形成了一定的规模，而且门类相对齐全，为我国基础研究的发展和科研成

果转化为生产力做出了重要的贡献，但我们承认中国的科技期刊发展水平与世界发达国家之间存在较大的差距.随着中国加入

WTO，对于中国的科技期刊，既是机遇又是挑战.我们相信，通过我国学术界和编辑部门的共同努力，一定会在不远的将来产

生一批具有国际水准的科技期刊.      (2002-11-08)


