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　　摘　要：目的　检测胃癌脆性组氨酸三联体（ＦＨＩＴ）基因的微卫星不稳定（ＭＳＩ）、杂合性缺失（ＬＯＨ）以及甲基化状态，探讨

ＦＨＩＴ基因在胃癌发生、发展中的作用。方法　采用Ｄ３Ｓ１３００作为微卫星标记，应用聚合酶链反应（ＰＣＲ）以及非变性聚丙烯酰胺

凝胶电泳（ＮａｔｉｖｅＰＡＧＥ）检测胃癌组织和正常胃黏膜ＦＨＩＴ基因 ＭＳＩ和ＬＯＨ；应用甲基化特异性ＰＣＲ（ＭＳＰ）检测胃癌组织和

正常胃黏膜ＦＨＩＴ基因的甲基化状态。结果　胃癌组织中ＦＨＩＴ基因Ｄ３Ｓ１３００位点 ＭＳＩ和ＬＯＨ发生率分别为２３．７％和２８．

８％，ＭＳＩ和ＬＯＨ存在明显正相关（犘＜０．０５，狉＝０．７６）；胃癌组织中ＦＨＩＴ基因甲基化阳性率为５１．４％，ＦＨＩＴ基因ＭＳＩ、ＬＯＨ与

甲基化均与胃癌患者的年龄、性别、Ｌａｕｒｅｎ分型、Ｂｏｒｒｍａｎｎ分型、淋巴结转移以及ＴＮＭ 分期无关（犘＞０．０５），但ＬＯＨ与浸润程

度有关（犘＜０．０５），胃癌ＦＨＩＴ基因甲基化与 ＭＳＩ和ＬＯＨ均不存在明显正相关（犘＞０．０５，狉＝０．１２和０．１３）。结论　ＦＨＩＴ基因

ＭＳＩ、ＬＯＨ及甲基化修饰在胃癌发生、发展中均起重要作用。
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犓犲狔狑狅狉犱狊：ｇａｓｔｒｉｃｃａｒｃｉｎｏｍａ；ｆｒａｇｉｌｅｈｉｓｔｉｄｉｎｅｔｒｉａｄｇｅｎｅ；ＭＳＩ；ＬＯＨ；ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ

　　脆性组氨酸三联体（ｆｒａｇｉｌｅｈｉｓｔｉｄｉｎｅｔｒｉａｄ，ＦＨＩＴ）基因是

抑癌基因，位于人类染色体３ｐ１４．２上，其ｃＤＮＡ由１０个外显

子组成，外显子５～９组成一长约５００ｂｐ的开放性阅读框，编

码一个由１４７个氨基酸组成的相对分子质量为１６．８ｋｄ的蛋

白质。该基因表达蛋白参与一系列的细胞进程，包括对细胞周

期调控、细胞凋亡和微管活动的调节以及二腺苷三磷酸

（ＡＰ３Ａ）的水解等
［１］。该基因内含ＦＲＡ３Ｂ脆性位点，易断裂，

断裂后使该基因失活，引起细胞异常增生，最终导致肿瘤的发

生。本研究对胃癌ＦＨＩＴ基因遗传学和表观遗传学的改变进

行检测，探讨ＦＨＩＴ基因的异常改变在胃癌的发生和发展中的

作用。

１　资料与方法

１．１　一般资料　２００６年１月至２００９年１０月本院腔镜中心胃

镜检查并经病理证实为胃癌的患者７４例，男４６例，女２８例，

年龄３６～８７岁，平均５８．５岁；所有患者均取病变组织和正常

胃黏膜组织各一份，样本离体后３０ｍｉｎ内均迅速放置于－８０

℃冰箱中。临床病理学分期采用国际抗癌联盟１９９７修订的

ＴＮＭ分期标准，其中Ⅰ期１９例，Ⅱ期１３例，Ⅲ期２２例，Ⅳ期

２０例。Ｌａｕｒｅｎ分型：肠型２８例，弥漫型３３例，混合型１３例。

１．２　研究方法

１．２．１　基因组ＤＮＡ提取　 参照大连ＴａＫａＲａ公司试剂盒说

明书进行，提取产物用美国ＢｉｏＲａｄ公司ＳｍａｒｔＳｐｅｃｐｌｕｓ核酸

测定仪检测ＤＮＡ的浓度和纯度，如 ＯＤ２６０／ＯＤ２８０在１．６～

１．８则置于－２０℃的冰箱备用。

１．２．２　ＦＨＩＴ基因微卫星不稳定（ＭＳＩ）和杂合性缺失（ＬＯＨ）

分析　利用聚合酶链反应（ＰＣＲ）扩增微卫星标记 Ｄ３Ｓ１３００，

Ｄ３Ｓ１３００引物和扩增参数见表１。ＰＣＲ反应体系的构成：Ｔａｑ

酶０．５μＬ，模板ＤＮＡ２．５ｎｇ，上游引物（２０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，下

８５２２ 重庆医学２０１０年９月第３９卷第１７期

 基金项目：广西壮族自治区卫生厅科研基金资助项目（Ｚ２００８３３５，Ｚ２００９２２５）。



表１　　ＦＨＩＴ基因引物和扩增参数

引物名称 引物序列 退火温度（℃） 产物长度（ｂｐ）

Ｄ３Ｓ１３００
５′ＡＧＣＴＣＡＣＡＴＴＣＴＡＧＴＣＡＧＣＣＴ３′，

５′ＧＣＣＡＡＴＴＣＣＣＣＡＧＡＴＧ３′
５８ ２１７～２４１

ＦＨＩＴＭ ５′ＴＴＧＧＧＧＣＧＣＧＧＧＴＴＴＧＧＧＴＴＴＴＴＡＣＧＣ３′，

５′ＣＧＴＡＡＡＣＧＡＣＧＣＣＧＡＣＣＣＣＡＣＴＡ３′
６４ ７４　　

ＦＨＩＴＵ ５′ＴＴＧＧＧＧＴＧＴＧＧＧＴＴＴＧＧＧＴＴＴＴＴＡＴＧ３′，

５′ＣＡＴＡＡＡＣＡＡＣＡＣＣＡＡＣＣＣＣＡＣＴＡ３′
６４ ７４　　

表２　　ＦＨＩＴ基因 ＭＳＩ和ＬＯＨ及甲基化修饰与胃癌临床指标的关系

临床指标 狀
ＭＳＩ和ＬＯＨ分析

信息个体数 ＭＳＩ［狀（％）］ 犘 ＬＯＨ［狀（％）］ 犘

甲基化分析

阳性个体［狀（％）］ 犘

性别

　男 ４６ ３６ ９（２５．０） ０．７７ １１（３０．６） ０．７１ ２５（５４．３） ０．５１

　女 ２８ ２３ ５（２７．１） ６（２６．１） １３（４６．４）

年龄（岁）

　≥４５ ５２ ４０ ８（２０．０） ０．３３ １２（３０．０） ０．７７ ２６（５０．０） ０．７２

　＜４５ ２２ １９ ６（３１．６） ５（２６．３） １２（５４．５）

Ｌａｕｒｅｎ分型

　肠型 ２８ ２１ ６（２８．６） ０．６０ ７（３３．３） ０．８１ １５（５３．６） ０．５９

　弥漫型 ３３ ２８ ５（１７．９） ７（２５．０） １５（４５．５）

　混合型 １３ １０ ３（３０．０） ３（３０．０） ８（６１．５）

Ｂｏｒｒｍａｎｎ分型

　Ⅰ ＋Ⅱ ２５ １８ ５（２７．８） ０．９１ ７（３８．９） ０．２６ １３（５２．０） ０．９４

　Ⅲ＋Ⅳ ４９ ４１ １２（２９．３） １０（２４．４） ２５（５１．０）

浸润程度

　Ｔ１＋Ｔ２ ４７ ３８ ７（１８．４） ０．２０ ６（１５．８） ０．００ ２５（５３．２） ０．６８

　Ｔ３＋Ｔ４ ２７ ２１ ７（３３．３） １１（５２．４） １３（４８．１）

淋巴节转移

　有 ４９ ３９ ８（２０．５） ０．４２ ９（２３．１） ０．１６ ２７（５５．１） ０．４１

　无 ２５ ２０ ６（３０．０） ８（４０．０） １１（４４．０）

ＴＮＭ分期

　 Ⅰ＋Ⅱ ３２ ２５ ６（２４．０） ０．９７ ６（２４．０） ０．４８ １４（４３．８） ０．２５

　Ⅲ＋Ⅳ ４２ ３４ ８（３３．５） １１（３２．４） ２４（５７．１）

游引物（２０μｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，ＧＣＢｕｆｆｅｒＩ２５ｕＬ，ｄＮＴＰ （含

Ｍｇ
２＋）８μＬ，灭菌蒸馏水加至５０μＬ。ＰＣＲ产物行３％琼脂糖

电泳（８０Ｖ，１２０ｍｉｎ），结果经美国 ＢｉｏＲａｄ公司 ＧｅｌＤｏｃＴ

ＭＸＲ凝胶成像系统进行分析。非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳

（ＮａｔｉｖｅＰＡＧＥ）采用美国ＢｉｏＲａｄ公司 ＭｉｎｉＰ４垂直凝胶电

泳系统。配制８％聚丙烯酰胺凝胶：３０％的丙烯酰胺４ｍＬ、５

×ＴＢＥ３ｍＬ、１０％过硫酸胺０．１１ｍＬ、ＴＥＭＥＤ１０μＬ，加

ｄｄＨ２Ｏ至总体积１５ｍＬ。灌胶并插好梳子，待胶凝固移去样

品梳后，加入１×ＴＢＥ于上下两电泳槽内，用１×ＴＢＥ冲洗加

样孔，样品点样（１０μＬ扩增产物与２μＬ６×ＤＮＡＬｏａｄｉｎｇ

Ｂｕｆｆｅｒ混合），６０Ｖ电压进行电泳，观察溴酚蓝完全泳出凝胶

时结束。将凝胶小心剥入０．５μｇ／ｍＬＥＢ溶液中，室温染色３０

ｍｉｎ，用ｄｄＨ２Ｏ冲洗凝胶２次，将凝胶移至ＢｉｏＲａｄ凝胶成像

仪下照相，保存。结果判断：选择基因组ＤＮＡ等位片段表现

为杂合子者进行ＬＯＨ分析，纯合子则为无信息个体。与正常

胃黏膜组织相比，癌组织ＰＣＲ扩增产物出现等位基因条带的

增多或位置的移动判定为 ＭＳＩ，条带消失或相对密度减少

５０％以上判定为ＬＯＨ。

１．２．３　甲基化特异性ＰＣＲ（ＭＳＰＰＣＲ）　甲基化修饰参照美

国Ｅｐｉｇｅｎｔｅｋ公司产品说明书进行；将已修饰的ＤＮＡ分别用

甲基化特异性引物和非甲基化特异性引物进行 ＰＣＲ扩增。

ＦＨＩＴ基因引物设计参照文献［２］，引物和扩增参数见表１。

ＰＣＲ反应体系构成、产物电泳及成像同１．２．２。将经电泳鉴定

存在单一明亮目的条带的未纯化 ＰＣＲ产物各取５０μＬ，即

ＦＨＩＴＭ 和ＦＨＩＴＵ为引物的ＰＣＲ产物各１管，送广西医科

大学医学科学实验中心进行序列测定。
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１．３　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１３．０统计分析软件进行χ
２ 检

验或者Ｆｉｓｈｅｒ精确检验，相关性分析采用Ｓｐｅａｒｍａｎ检验，以

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＦＨＩＴ基因 ＭＳＩ和ＬＯＨ　７４例胃癌患者中，５９例为提

供信息的杂合子个体，其中 ＭＳＩ有１４例，占２３．７％；ＬＯＨ 的

有１７例，占２８．８％，二者总和为３１例，占５２．５％（图１）。

ＦＨＩＴ基因 ＭＳＩ和ＬＯＨ均与胃癌患者年龄、性别、Ｌａｕｒｅｎ分

型、Ｂｏｒｒｍａｎｎ分型、淋巴结转移以及 ＴＮＭ 分期无关（犘＞

０．０５），但ＬＯＨ与浸润程度存在正相关（犘＜０．０５），见表２。

２．２　ＦＨＩＴ基因的甲基化特异性 ＰＣＲ（ＭＳＰ）扩增结果　

ＦＨＩＴ基因行 ＭＳＰ扩增后，产物经琼脂糖凝胶电泳得到约７９

ｂｐ特征性片段，与预期的ＦＨＩＴＭ 和ＦＨＩＴＵ为引物的目的

片段大小相符，见图２。

２．３　ＦＨＩＴ基因的 ＭＳＰ扩增后的测序结果　甲基化片段所

有ＣｐＧ位点保持不变，非甲基化片段所有Ｃ变成Ｔ。两结果

对比证实，有ＣｐＧ二核苷酸存在于序列中则为甲基化的ＣｐＧ，

而在对应位置为ＴｐＧ则为非甲基化的ＣｐＧ。

２．４　ＦＨＩＴ基因甲基化状态　正常胃黏膜组织均为ＦＨＩＴ基

因非甲基化，７４例胃癌组织中ＦＨＩＴ基因甲基化阳性为３８

例，检出率为５１．４％，其中完全甲基化９例。ＦＨＩＴ基因甲基

化率在正常胃黏膜组织和胃癌组织中差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。ＦＨＩＴ基因甲基化与胃癌患者年龄、性别、Ｌａｕｒｅｎ分

型、Ｂｏｒｒｍａｎｎ分型、浸润程度、淋巴结转移以及ＴＮＭ 分期无

关（犘＞０．０５），见表２。

　　Ｎ：配对正常胃组织；Ｔ：胃癌组织；Ｌ：等位基因条带的ＬＯＨ；Ｍ：

ＭＳＩ等位基因条带的位置改变。

图１　　Ｄ３Ｓ１３００位点 ＭＳＩ和ＬＯＨ

　　１；胃癌组织（部分甲基化）；２：配对正常胃组织；Ｍ：甲基化特异性

扩增；Ｕ：非甲基化特异性扩增。

图２　　胃癌组织ＦＨＩＴ基因的 ＭＳＰ分析

２．５　胃癌ＦＨＩＴ基因甲基化与 ＭＳＩ和ＬＯＨ之间的关系　５９

例杂合子中共有２７例发生甲基化，２７例甲基化样品中８例

ＭＳＩ和９例 ＬＯＨ，３２例未甲基化样品中６例 ＭＳＩ和７例

ＬＯＨ，甲基化与 ＭＳＩ和ＬＯＨ均不存在明显相关性（犘＞０．０５，

狉＝０．１２和０．１３）。

３　讨　　论

ＤＮＡ错配修复系统（ＭＭＲ）是指存在人类细胞中的一种

修复ＤＮＡ碱基错配的保障体系，其主要功能是修复ＤＮＡ复

制过程中产生的单碱基错配和２个以上的插入／缺失（ＩＤＬｓ）错

配。当 ＭＭＲ出现不稳定性变化或功能缺陷时，与其连锁或相

关的微卫星位点易发生 ＭＳＩ导致 ＤＮＡ 序列的微妙变化和

（或）ＬＯＨ导致的染色体不稳定性，在胃癌组织中存在高频率

的 ＭＳＩ和ＬＯＨ，ＦＨＩＴ基因所在的染色体３ｐ１４．２区域的遗传

改变频繁表达于胃癌和其他肿瘤［３］。有研究表明，ＦＨＩＴ基因

启动子区ＣｐＧ岛异常甲基化可导致表观遗传学沉默（ｅｐｉｇｅ

ｎｅｔｉｃｓｉｌｅｎｃｉｎｇ），也是其主要失活方式之一，从而直接参与胃癌

的发生［４］。

微卫星是具有高度多态性的短串联重复核苷酸序列，与同

一个体正常组织相比，ＭＳＩ是指在肿瘤组织基因组中微卫星简

单重复序列的增加或丢失；ＬＯＨ则是肿瘤组织的某个等位基

因消失。有研究表明，抑癌基因 ＭＳＩ与ＬＯＨ在肿瘤的多步骤

发生过程中起着重要的作用［５］。作为ＦＨＩＴ基因的分子标志，

微卫星标记Ｄ３Ｓ１３００被认为是检测ＦＨＩＴ基因 ＭＳＩ和ＬＯＨ

的候选位点。Ｈｕｉｐｉｎｇ等
［６］的研究显示，ＦＨＩＴ 基因该位点

ＭＳＩ发生率为２７．１％（１３／４８）；Ｌｅｅ等
［７］报道ＦＨＩＴ基因该位

点ＬＯＨ发生率为２１．２％（７／３３）；肖玉平等
［８］检测了３８例胃

癌组织ＦＨＩＴ基因表达，结果在Ｄ３Ｓ１３００位点 ＭＳＩ发生率为

３６．８％（１４／３８），ＬＯＨ发生率为２６．３％（１０／３８）。本研究显示，

５９例胃癌在 Ｄ３Ｓ１３００位点的 ＭＳＩ发生率２３．７％（１４／５９），

ＬＯＨ发生率为２８．８％（１７／５９），ＭＳＩ发生率与肖玉平等的研

究结果有一定差异，但其ＬＯＨ发生率与及其他学者的研究结

果较为接近。有学者对胃癌发生机制的研究时提出 ＭＳＩ和

ＬＯＨ是胃癌发生早期事件
［９１０］；Ｃａｓｔａｇｎａｒｏ等

［１１］对ＦＨＩＴ基

因与肿瘤的关系研究中发现，ＦＨＩＩ基因 ＭＳＩ多发生在预后较

好的临床早期癌组织中，并认为 ＭＳＩ可作为早期分子诊断的

标志。本文对ＦＨＩＴ基因的研究结果显示，ＭＳＩ和ＬＯＨ与胃

癌患者年龄、性别、Ｌａｕｒｅｎ分型、Ｂｏｒｒｍａｎｎ分型、淋巴结转移以

及ＴＮＭ分期无关，亦提示ＦＨＩＴ基因 ＭＳＩ可能用于胃癌的早

期诊断；但随着胃癌逐渐向胃壁深部的浸润，ＦＨＩＴ基因ＬＯＨ

发生率增加，提示Ｄ３Ｓ１３００位点ＬＯＨ多发生于胃癌晚期，并

有促进浸润和远处转移的作用。因此，ＦＨＩＴ基因ＬＯＨ 检测

可作为胃癌恶性程度、转移和预后判断的重要指标。

由ＦＨＩＴ基因启动子区高甲基化导致的表达静默被认为

是引起胃癌发生的分子机制之一，并且已经在胃癌组织中得到

了证实［４］。本研究的 ＭＳＰ结果显示，ＦＨＩＴ基因在正常胃黏

膜组织均未出现甲基化阳性片段，但在７４例胃癌组织中有３８

例发生甲基化，甲基化率为５１．４％，与Ｌｅａｌ等
［１２］的研究结果

５３．９％比较接近，但与文献［１３１４］报道的ＦＨＩＴ基因６２％和

４０％有一定差异，其原因可能与患者的遗传背景和实验方法的

差异有关。甲基化与胃癌患者年龄、性别、Ｌａｕｒｅｎ分型、Ｂｏｒ

ｒｍａｎｎ分型、浸润程度、淋巴结转移以及ＴＮＭ 分期无关，提示

ＦＨＩＴ基因甲基化可能是胃癌发生的早期事件。本研究还对

胃癌ＦＨＩＴ基因甲基化和 ＭＳＩ及ＬＯＨ进行相关性分析，结果

显示甲基化与后两者之间均无明显相关性，提示甲基化与后两

者可能是通过不同的途径对胃癌的发生、发展起作用，而相互

之间并无明显影响。

总之，ＦＨＩＴ基因失活机制除了以上三个方面，还可能涉

及其他方面：染色体不稳定、基因转录异常致蛋白表达降低或

缺失、纯合缺失、基因突变、表观遗传学的其他改变（如组蛋白

乙酰化）等，ＦＨＩＴ基因结构或表达过程中的变化势必引起其

功能的改变。因此进一步研究ＦＨＩＴ基因在胃癌组织中的其

他变化，对确定ＦＨＩＴ基因与胃癌发生、发展的关系有着重要

０６２２ 重庆医学２０１０年９月第３９卷第１７期



的意义。
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关系，本研究在体外研究了肺腺癌细胞中 ＥＲＫ信号通路与

ＭＭＰ９蛋白表达的关系。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示，ＰＤ９８０５９

以浓度依赖方式降低肺腺癌ＳＰＣＡ１细胞 ＭＭＰ９蛋白表达，

表明肺腺癌细胞 ＭＭＰ９蛋白表达可能通过ＥＲＫ信号通路来

调控。

综上所述，ＥＲＫ信号通路通过上调ＭＭＰ９的表达促进肺

腺癌的恶性进展及侵袭、转移，但其确切机制有待进一步研究。

本试验结果可为ＥＲＫ信号通路作为肺腺癌治疗的靶点提供

理论依据。
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