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胃癌患者的犆犇１犇基因甲基化异化及其临床意义
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　　【摘要】　目的　研究犆犇１犇基因在胃癌组织及胃液中的甲基化异化情况，探讨其

对胃癌诊断及患者预后评估的价值。方法　选择２０１７年１月至２０１８年８月海南省肿瘤

医院内镜中心诊治的７７例胃癌及慢性胃炎患者。胃癌组３７例，包含早期胃癌１５例和进

展期胃癌２２例。胃炎患者４０例，分为慢性非萎缩性胃炎组（２０例）和慢性萎缩性胃炎组

（２０例）。所有研究对象在行胃镜检查时收集胃液并取病理组织标本［胃癌患者取胃癌组

织及癌旁组织（距离肿瘤边缘＞５ｃｍ）］。通过甲基化特异性ＰＣＲ（ＭＳＰ）法检测各组的

犆犇１犇基因甲基化水平，并分析犆犇１犇基因甲基化异化与胃癌患者临床病理特征的关

系。结果　胃癌组的胃癌组织中犆犇１犇基因甲基化异化率为８６．５％，与慢性非萎缩性胃

炎组、慢性萎缩性胃炎组及癌旁组（２５．０％、３５．０％、５６．８％）相比，差异均有统计学意义

（犘均＜０．０１）。胃癌患者胃液中犆犇１犇基因甲基化异化率为５４．１％，与慢性非萎缩性胃

炎组及慢性萎缩性胃炎组（０、５．０％）相比，差异均有统计学意义（犘均＜０．０１）。早期胃

癌和进展期胃癌患者的胃癌组织中犆犇１犇基因甲基化异化率分别为６６．７％、１００．０％，两

者胃液中犆犇１犇基因甲基化异化率分别为３３．３％、６８．２％，差异均有统计学意义（犘均＜

０．０５）。犆犇１犇基因甲基化异化与胃癌患者的临床分期显著相关（犘＜０．０５）。结论　

犆犇１犇基因甲基化异化在胃癌早期即有发生，可作为潜在的胃癌分子诊断靶标及预后评

估指标。胃液可用作犆犇１犇基因甲基化异化检测标本。
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　　胃癌在中国恶性肿瘤发病率中居第２位，病死

率居第１位
［１］。目前尚无有效的早期诊断方法，诊

断金标准仍是胃镜检查，由于胃镜检查的依从性、

可行性及社会经济效益比不理想，故不能作为胃癌

筛查及早期诊断的有效方法［２］。目前亟需寻找到新

的无创性且敏感度和特异度较高的胃癌诊断方法。

近年来肿瘤特异的ＤＮＡ甲基化分子靶标成为研究

的热点，美国ＦＤＡ在２０１４年已批准结肠癌特异性

的甲基化诊断试剂盒应用于临床，取得了较好的诊

断效果［３］。然而，胃癌特异性的甲基化分子靶标方

面的研究不多，尚未发现可用于临床的甲基化分子

靶标［４５］，近年来研究通过甲基化基因芯片筛查发

现，犆犇１犇基因在胃癌患者中呈高甲基化状态
［６］，但

其能否作为胃癌诊断的分子靶标尚未见文献报道。

本文针对胃癌、慢性非萎缩性胃炎及慢性萎缩性胃

炎患者的病理组织及胃液中犆犇１犇基因甲基化水

平进行研究，旨在探讨犆犇１犇基因甲基化异化作为

胃癌诊断分子靶标的可能性，以及胃液能否作为其

检测标本，以期为胃癌的早期诊断及预后评估提供

策略。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　病例入组及标本取材　本研究选择２０１７年

１月至２０１８年８月海南省肿瘤医院内镜中心诊治

的７７例胃癌及慢性胃炎患者，其中男性４０例，女性

３７例，年龄３５～７５岁，平均年龄（５６．２８±１３．８５）

岁。胃癌组３７例，包含早期胃癌１５例和进展期胃

癌２２例。慢性胃炎患者４０例，分为慢性非萎缩性

胃炎组（２０例）和慢性萎缩性胃炎组（２０例）。胃癌

的诊断标准参照《中国临床肿瘤学会（ＣＳＣＯ）原发

性胃癌诊疗指南（２０１７．Ｖ１）》
［７］，胃炎的诊断标准参

照《中国慢性胃炎共识意见（２０１７年，上海）》
［８］。所

有患者在入组前均未接受放射治疗、化学治疗及生

物免疫治疗，并排除患有其他系统肿瘤、其他胃肠

疾病及其他器官衰竭的患者。入组患者胃镜活组

织检查标本及胃液标本的留取及保存参照既往文

献［９］，胃癌患者取胃癌组织及癌旁组织标本（距离肿

瘤边缘＞５ｃｍ）。本研究经医院医学伦理委员会批

准，患者均知情同意。患者的一般资料见表１，各组

年龄、性别之间差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

表１　患者的一般情况比较

项目 慢性非萎缩性胃炎 慢性萎缩性胃炎 早期胃癌 进展期胃癌

男性／例 １０ １０ ８ １２

女性／例 １０ １０ ７ １０

平均年龄／岁 ５５．２±１３．５ ５７．７±１４．７ ５６．５±１３．６ ５５．７±１４．６
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１．１．２　仪器和试剂　ＬＧ１６ＷＡ型离心机（北京京

立离心机有限公司），ＤＹＹ６Ｃ型凝胶电泳仪（北京

六一仪器厂），ＭＧ９６＋型ＰＣＲ扩增仪（杭州郎基科

学仪器有限公司），ＳＣ８０５型凝胶成像仪（上海山富

科学仪器有限公司）。ＤＮＡ甲基化亚硫酸盐修饰试

剂盒：ＥＺＤＮＡＭｅｔｈｙｌａｔｉｏｎＧｏｌｄＴＭＫｉｔ（美国Ｚｙｍｏ

Ｒｅｓｅａｒｃｈ公司，ＣａｔａｌｏｇＮｏｓ．Ｄ５００５）；ＤＮＡ甲基化

ＰＣＲ扩增试剂盒：ＺｙｍｏＴａｑＰｒｅＭｉｘ（美国Ｚｙｍｏ

Ｒｅｓｅａｒｃｈ公司，ＣａｔａｌｏｇＮｏｓ．Ｅ２００３）；快速ＤＮＡ提

取试剂盒：ＱｕｉｃｋＤＮＡＴＭ ＵｎｉｖｅｒｓａｌＫｉｔ（美国Ｚｙｍｏ

Ｒｅｓｅａｒｃｈ公司，ＣａｔａｌｏｇＮｏｓ．Ｄ４０６８）。

１．２　方法

１．２．１　各组胃组织及胃液ＤＮＡ的提取　将各组

胃活组织样本保存在ＤＮＡ保护剂中，提取ＤＮＡ。

将各组胃液于４℃离心１０ｍｉｎ（１０００ｒ／ｍｉｎ），取上

清液再次于４℃离心２０ｍｉｎ（１００００ｒ／ｍｉｎ），留取

沉淀物用于ＤＮＡ抽提。采用快速ＤＮＡ提取试剂

盒，操作步骤严格按照说明书进行。ＤＮＡ纯度分析

采用核酸蛋白分析仪，采用凝胶电泳进行质量检测。

１．２．２　ＤＮＡ的亚硫酸盐修饰　将各组胃组织及胃

液ＤＮＡ进行亚硫酸盐修饰，采用ＤＮＡ甲基化亚硫

酸盐修饰试剂盒，操作步骤严格按照说明书进行。针

对修饰前后的序列差异，采用ＭｅｔｈＰｒｉｍｅｒ软件设计

甲基化及非甲基化ＰＣＲ扩增引物，引物序列见表２。

１．２．３　甲基化特异性ＰＣＲ　将修饰后的各组

ＤＮＡ进行甲基化特异性ＰＣＲ（ＭＳＰ）扩增。ＰＣＲ反

应采用ＤＮＡ甲基化ＰＣＲ扩增试剂盒，反应体系为

２５μＬ，反应条件为：９５℃，预变性５ｍｉｎ，循环体系

９４℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共

进行４０个循环，之后７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。

采用双蒸水作为空白对照。ＰＣＲ产物经琼脂糖凝

胶电泳检测。

表２　引物序列

引物名称 序列

ＣＤ１ＤＭ
正向：５′ＧＡＡＧＴＧＡＧＣＧＧＣＧＧＣＧＴＴＡＧＧＡ３′

反向：５′ＧＣＧＧＣＧＣＧＴＡＧＣＧＧＣＧＴＴＴＣＧＣＧＡＧ３′

ＣＤ１ＤＵ
正向：５′ＧＡＡＧＴＧＡＧＴＧＧＴＧＧＴＧＴＴＡＧＧＡ３′

反向：５′ＧＴＧＧＴＧＴＧＴＡＧＴＧＧＴＧＴＴＴＴＧＴＧＡ３′

１．３　统计学处理

采用ＳＰＳＳ２２软件进行统计学分析，计量资料以

均数±标准差表示，采用狋检验；计数资料以例（％）

表示，采用卡方检验、ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ检验及Ｆｉｓｈｅｒ′ｓ

精确检验，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　各组病理组织中犆犇１犇基因甲基化水平比较

各组病理组织中犆犇１犇基因ＭＳＰ电泳结果见

图１。慢性非萎缩性胃炎组、慢性萎缩性胃炎组、胃

癌组及癌旁组犆犇１犇 基因甲基化异化率分别为

２５．０％（５／２０）、３５．０％（７／２０）、８６．５％（３２／３７）、

５６．８％（２１／３７）。胃癌组的病理组织中犆犇１犇基因

甲基化异化率与慢性非萎缩性胃炎组、慢性萎缩性

胃炎组、癌旁组之间的差异有统计学意义（犘＜

０．０１），慢性非萎缩性胃炎组与萎缩性胃炎组之间

差异无统计学意义（犘＞０．０５）。早期胃癌与进展期

胃癌患者的胃癌组织中犆犇１犇基因甲基化异化率

分别为６６．７％（１０／１５）、１００．０％（２２／２２），两者之间

的差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

图１　各组胃组织中犆犇１犇基因ＭＳＰ电泳结果　犃　慢性非萎缩性胃炎组　犅　慢性萎缩性胃炎组　犆　胃癌组　犇　癌

旁组

２．２　各组胃液中犆犇１犇基因甲基化水平比较

各组胃液中犆犇１犇基因ＭＳＰ电泳结果见图２。

慢性非萎缩性胃炎组、慢性萎缩性胃炎组、胃癌组

的胃液ＤＮＡ中犆犇１犇基因甲基化异化率分别为
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０（０／２０）、５．０％（１／２０）、５４．１％（２０／３７），胃癌组较

前两者升高，差异有统计学意义（犘＜０．０１），慢性非

萎缩性胃炎组与慢性萎缩性胃炎组之间差异无统

计学意义（犘＞０．０５）。早期胃癌与进展期胃癌患者

的胃液中犆犇１犇基因甲基化异化率分别为３３．３％

（５／１５）、６８．２％（１５／２２），两者之间的差异有统计学

意义（犘＜０．０５）。

图２　各组胃液中犆犇１犇基因ＭＳＰ电泳结果　犃　慢性非萎缩性胃炎组　犅　慢性萎缩性胃炎组　犆　胃癌组

２．３　胃癌组织中犆犇１犇基因甲基化异化与临床病

理特征的关系

相关性分析显示，胃癌患者的胃癌组织中

犆犇１犇基因甲基化异化与胃癌临床分期显著相关

（犘＜０．０５），与胃癌患者的年龄、性别、肿瘤发生部

位及淋巴结转移无显著相关性（犘＞０．０５）。见表３。

表３　胃癌组织中犆犇１犇基因甲基化异化与临床病理特征的关系

项目 例数（狀＝３７）
犆犇１犇基因

高甲基化（狀＝３２） 非甲基化（狀＝５）
犘值

平均年龄／岁 ５６．３±１４．１ ５７．５±１３．７ ５２．６±１３．６ ０．８９５

性别／例（％）

　男 ２０（５４．１） １７（５３．１） ３（６０．０） ０．６７５

　女 １７（４５．９） １５（４６．９） ２（４０．０）

肿瘤分期 ０．０１５

　早期胃癌 １５（４０．５） １０（３１．３） ５（１００．０）

　进展期胃癌 ２２（５９．５） ２２（６８．７） 　０

肿瘤发生部位 １．０００

　胃窦 ２０（５４．１） １７（５３．１） ３（６０．０）

　胃体 １７（４５．９） １５（４６．９） ２（４０．０）

淋巴结转移 ０．０７９

　有 ２７（７３．０） ２３（７１．９） ４（８０．０）

　无 １０（２７．０） ９（２８．１） １（２０．０）
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３　讨论

ＤＮＡ甲基化异化在肿瘤的发生、发展中起着重

要作用，目前在部分肿瘤的诊断及预后评估中具有

较高的临床价值［１０］。ＤＮＡ甲基化在胃癌中的相关

研究较多［１１１４］，但目前尚未见明确可靠的甲基化分

子靶标用于胃癌诊断的文献报道。犆犇１犇 基因是

ＣＤｌ家族中的成员，在Ｂ细胞亚群、胸腺细胞、树突

状细胞亚群中表达丰富，ＣＤｌ分子是独立于主要组

织相容性复合体（ＭＨＣ）分子之外的一类特殊的抗

原递呈分子［１５］，它递呈的抗原主要为脂质分子，供

ＮＫＴ细胞识别，在免疫调节、ＮＫＴ细胞发育、感染

性疾病、自身免疫性疾病及肿瘤的发生、发展中起

着重要作用［１６２０］。２０１８年Ａｎｄｅｒｓｏｎ等
［６］的研究通

过两个中心全基因组甲基化基因芯片筛查及胃癌

蜡块组织验证，发现犆犇１犇基因在胃癌中呈高甲基

化状态，两个中心诊断胃癌的 ＡＵＣ分别为０．９４

（９５％犆犐：０．８８～０．９９）、０．９１（９５％犆犐：０．８４～

０．９８），敏感度分别为８９％（９５％犆犐：０．７３～０．９７）、

８６％（９５％犆犐：０．７３～０．９４）。但因其验证的病理组

织样本量较小，两个中心的胃癌蜡块组织分别为３５

例、３６例，未在真实病例中进行研究，故该研究结果

仍需进一步研究证实。此外，犆犇１犇基因在食管癌

中的甲基化异化情况尚未见文献报道［２１］，其是否具

有胃癌特异性仍需进一步研究明确。

胃液中含有大量胃黏膜脱落细胞及其ＤＮＡ，易

于获取，是进行胃癌分子诊断的良好标本，通过胃

管法获取胃液进行胃癌分子靶标的检测，对于人群

的胃癌筛查具有更高的依从性和社会经济效益比。

２０１６年Ｙａｍａｍｏｔｏ等
［２２］的研究显示，胃液可用作

胃癌甲基化异化分子靶标的检测标本。

本研究探讨了犆犇１犇基因在胃癌患者的胃癌和

癌旁组织，慢性非萎缩性胃炎、慢性萎缩性胃炎患者

的病理组织，以及３类患者的胃液中的甲基化异化情

况，并分析了犆犇１犇基因甲基化异化与胃癌患者临床

病理特征的关系。本研究结果表明，胃癌患者的胃癌

组织及胃液ＤＮＡ中犆犇１犇基因启动子区均呈高甲

基化状态，有较高的一致性，犆犇１犇基因甲基化异化

在胃癌早期即有发生。在慢性非萎缩性和慢性萎缩

性胃炎患者中有少量犆犇１犇基因甲基化异化发生，两

组均与胃癌组差异显著。在胃癌组织中犆犇１犇基因

甲基化异化率高达８６．５％，癌旁组织中的甲基化异

化率也较高（５６．８％），发生甲基化异化的机制尚不清

楚。本研究结果提示犆犇１犇基因甲基化异化具有潜

在的作为胃癌诊断的分子靶标的可能。犆犇１犇基因

在萎缩性胃炎患者病理组织中的甲基化异化率为

３５％，提示犆犇１犇甲基化异化可能对胃癌的发生有一

定的预警作用。本研究的相关性分析显示，胃癌患者

胃癌组织中犆犇１犇基因启动子区甲基化异化与肿瘤的

分期相关，分期越晚则甲基化异化率越高，而与年龄、

性别、肿瘤发生部位及淋巴结转移等无显著相关性。

综上所述，犆犇１犇基因在胃癌组织中呈高甲基

化状态，并且在早癌胃癌中即有较高的甲基化异化

率，检测胃液中犆犇１犇基因甲基化异化情况有助于

胃癌风险的预测及早期诊断，犆犇１犇基因甲基化异

化具有潜在的成为胃癌诊断分子靶标的可能，但仍

需进一步研究验证并建立特异性的高效检测方法。
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