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ＤＣＣ与 ＨＥＲ２ｍＲＮＡ在人胃癌组织的表达
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　　摘　要　目的　探讨胃癌组织中ＤＣＣ及ＨＥＲ２ｍＲＮＡ的转录水平与胃癌发生、发展及临床病理特征的关
系。方法　采集５２例胃癌患者的胃癌组织及癌旁正常组织，应用ＲＴＰＣＲ的方法检测其中ＤＣＣｍＲＮＡ与ＨＥＲ
２ｍＲＮＡ的转录水平，并分析其与胃癌发生、发展、转移的关系。结果　胃癌组织ＤＣＣｍＲＮＡ、ＨＥＲ２ｍＲＮＡ检出
率为８４．６％、２８．８４％。淋巴结转移阳性患者的 ＤＣＣｍＲＮＡ转录水平明显低于淋巴结转移阴性者；ＤＣＣｍＲＮＡ
在ＩＩＩ期、Ⅳ期患者的转录水平明显低于Ｉ期、ＩＩ期者；高分化及中分化胃癌患者 ＤＣＣｍＲＮＡ转录水平明显高于
低分化（未分化）者 （Ｐ＜０．０５）。淋巴结转移阳性患者的ＨＥＲ２ｍＲＮＡ转录水平明显高于淋巴结转移阴性者；
ＨＥＲ２ｍＲＮＡ在癌组织有浆膜浸润患者的转录水平明显高于无浸润浆膜者（Ｐ＜０．０５）。结论　胃癌的浸润和
转移与ＨＥＲ２和ＤＣＣ的表达密切相关。ＤＣＣ及ＨＥＲ２基因联合检测对胃癌的基因治疗及预后提供重要依据。

关键词　胃癌；结直肠癌缺失基因；人表皮生长因子受体２；逆转录聚合酶链反应
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　　胃癌是常见的恶性肿瘤之一，发病率居第 ４
位、死亡率居第２位［１］。胃癌与遗传、体质等内在

因素以及生活习惯等外界因素有关。现已明确与

胃癌发生、发展关系密切的基因有癌基因人表皮生

长因子受体２（ＨＥＲ２）、抑癌基因结直肠癌缺失基
因（ｄｅｌｅｔｅｄｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＤＣＣ）等。目前发
现ＤＣＣ基因是最长的抑癌基因，是一种信号传递
受体［２］。目前研究表明，ＤＣＣ基因在结直肠癌等
组织表达明显减少或缺失［３］，但在胃癌中的表达

情况还未见报道。ＨＥＲ２基因是表皮生长因子受
体家族成员，在肿瘤发生、发展中起重要作用。胃

的癌变是一个多因素、多步骤、多阶段发展过程，涉

及癌基因、抑癌基因、凋亡相关基因等。本文研究

了胃癌与癌旁正常组织中 ＤＣＣ及 ＨＥＲ２ｍＲＮＡ
的转录水平，并与患者临床及病理特征进行相关性

分析。

１　资料与方法

１．１　一般资料
选取２０１６年１月至２０１６年６月期间于山东

省肿瘤医院、济宁市兖州区人民医院胃肠外科经病

理诊断确诊的胃癌患者，共５２例。其中年龄为３２
～７９岁；其中年龄≥６０岁２６例，＜６０岁２６例；女
１８例，男３４例。ＴＮＭ分期参见《胃癌临床实践指
南》（２０１３年 第２版）：Ⅰ期１２例、Ⅱ期６例、Ⅲ期
２２例、Ⅳ期１２例。标本均取癌旁组织及癌组织，
癌旁组织取距肿瘤边缘５ｃｍ以上，癌组织标本取
自病灶中央且为非坏死组织。将标本置液氮中速

冻后，迅速移入－８０°Ｃ冰箱保存。
１．２　方法
１．２．１　试剂　ＲＮＡ提取试剂盒购自 ＯＭＥＧＡ公
司；引物由上海生工生物工程股份有限公司合成；

逆转录ＰＣＲ试剂盒购自美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＥｘＴａｑ
酶及附带缓冲液、ｄＮＴＰＭｉｘ、ＮｕｃｌｅａｓｅＦｒｅｅＷａｔｅｒ、
ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ、ｐＭＤ１９Ｔ载体为宝生物工程
（大连）有限公司产品。

１．２．２　引物设计和合成　根据 ＤＣＣ及 ＨＥＲ２基
因ｍＲＮＡ序列，利用软件ＰｒｉｍｅｒＢＬＡＳＴ（ＮＣＢＩ）设
计ＰＣＲ引物如下：ＤＣＣｍＲＮＡ上游引物 ５’ＣＡＣＴ
ＧＣＧＣＴＴＣＣＴＣＴＣＡＧＡＡ３’，下游引物５’ＣＴＧＧＣＴ
ＴＧＴＧＧＴＧＴＣＴＧＧＡＡ３’，扩 增 片 段 的 长 度 为
２１５ｂｐ；ＨＥＲ２ｍＲＮＡ上游引物序列为５’ＧＣＣＣＴ
ＣＡＴＣＣＡＣＣＡＴＡＡＣＡＣ３’，下游引物序列为 ５’

ＴＴＣＣＴＣＣＡＣＧＣＡＣＴＣＣＴＧ３’，扩增片段的长度为
２３４ｂｐ；内参甘油醛３磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）引物
参考文献［４］，上游引物 ５’ＣＣＡＣＣＣＡＴＧＧＣＡＡＡＴ
ＴＣＣＡＴＧＧＣＡ３’，下游引物 ５’ＴＣＴＡＧＡＣＧＧＣＡＧ
ＧＴＣＡＧＧＴＣＣＡＣ３’，扩增片段的长度为５８９ｂｐ。
１．２．３　ＲＴＰＣＲ反应　提取标本总ＲＮＡ，合成ｃＤ
ＮＡ；ＰＣＲ反应体系为 １０×Ｂｕｆｆｅｒ２．５μｌ，ｄＮＴＰ
２０μｌ，上游引物０．５μｌ，下游引物０．５μｌ，ＥｘＴａｑ酶
０．１２５μｌ，ｃＤＮＡ模板３μｌ，ＮｕｃｌｅａｓｅＦｒｅｅＷａｔｅｒ定容
至２５μｌ；ＰＣＲ反应条件为９５℃预变性 ５ｍｉｎ，ＤＣＣ：
（９４℃ ３０ｓ，５４℃ ３０ｓ，７２℃ ９０ｓ）×３２个循环，７２℃
终延伸 １０ｍｉｎ；ＨＥＲ２：（９４℃ ３０ｓ，６６℃ ３０ｓ，７２℃
４５ｓ）×３２个循环，７２℃终延伸１０ｍｉｎ。
１．２．４琼脂糖凝胶电泳　将 ＰＣＲ产物进行琼脂糖
凝胶电泳，紫外透射反射仪观察目的条带，凝胶图

像分析仪拍照分析。

１．３　ＤＣＣ及ＨＥＲ２ｍＲＮＡ分析
１．３．１　采用凝胶图像分析软件 ＡｌｐｈａＶｉｅｗＳＡ对
图像进行分析处理　分别得到目的基因和ＧＡＰＤＨ
的积分密度值，扣除背景，得到净光密度值，然后按

照下列公式分别计算目的基因 ｍＲＮＡ含量。目的
基因 ｍＲＮＡ含量 ＝（目的基因净光密度值）／
（ＧＡＰＤＨ净光密度值）
１．３．２　基因定性分析　表达阳性为目的基因扩增
产物与Ｍａｒｋ相对应位置出现一条亮带，反之为阴
性表达。

１．４　统计学方法
采用ＳＰＳＳ２０．０统计软件进行数据分析。

２　结果

２．１　目的基因扩增结果
由图所见，在２１５ｂｐ、２３４ｂｐ和５８９ｂｐ处各显示

电泳条带，结果证实为ＤＣＣ、ＨＥＲ和ＧＡＰＤＨ基因。
见图１、２。

注：Ｍ，ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１，３，５：肿瘤组织；

　２，４，６：癌旁组织

图１　ＤＣＣｍＲＮＡＲＴＰＣＲ扩增产物琼脂糖凝胶电泳
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注：Ｍ：ＤＬ２０００ＤＮＡＭａｒｋｅｒ；１，３，５：肿瘤组织；

　２，４，６：癌旁组织

图２　ＨＥＲ２ｍＲＮＡＲＴＰＣＲ扩增产物琼脂糖凝胶电泳

２．２癌旁组织和胃癌组织 ＤＣＣｍＲＮＡ及 ＨＥＲ２
ｍＲＮＡ的表达

两者在胃癌及癌旁组织中表达差异有统计学

意义（Ｐ＜０．０５）。见表１；ＤＣＣｍＲＮＡ、ＨＥＲ２ｍＲ
ＮＡ在胃癌组织转录水平分别为０．５５５±０．０８７、０．

９５０±０．０２５。
２．３　胃癌组织中 ＤＣＣｍＲＮＡ与 ＨＥＲ２ｍＲＮＡ的
转录水平与临床病理特征的关系

同一位患者以正常组织中ＤＣＣｍＲＮＡ表达量
为１，计算肿瘤组织中ＤＣＣｍＲＮＡ相对表达量。详
见表２。

表１　胃癌组织及癌旁组织中ＤＣＣｍＲＮＡ、
ＨＥＲ２ｍＲＮＡ的表达比较

组织类型 ｎ
ＤＣＣｍＲＮＡ

阳性 阴性

阳性率

／％

ＨＥＲ２ｍＲＮＡ

阳性 阴性

阳性率

／％

胃癌组织 ５２ ４４ ８ ８４．６ １５ ３７ ２８．８４

癌旁组织 ５２ ５２ ０ １００．０ ０ ５２ ０

χ２ ６．６３５ －

Ｐ ０．００６ ０．０００

表２　胃癌组织中ＤＣＣｍＲＮＡ及ＨＥＲ２ｍＲＮＡ表达与临床病理特征的关系（珋ｘ±ｓ）

临床病理资料 ｎ ＤＣＣｍＲＮＡ相对含量 ｔ Ｐ ＨＥＲ２ｍＲＮＡ平均表达量 ｔ Ｐ

性别

　　男
　　女

３４
１８

０．７９±０．１２
０．８１±０．１０

２．７４６ ０．０８９
０．９８±０．０５
０．９１±０．０４

１．８９４ ０．１３１

年龄

　　＜６０岁
　　≥６０岁

２６
２６

０．７５±０．１５
０．８４±０．０９

０．８９１ ０．６３６
０．９８±０．０６
０．９０±０．０４

１．９２２ ０．１２７

分化程度

　　高分化＋中分化
　　低分化＋未分化

２４
２８

１．０５±０．１０
０．５８±０．０５

７．２８１ ０．０１７
０．８２±０．１１
１．０１±０．０９

２．３１５ ０．０８２

病理分期

　　Ⅰ＋Ⅱ
　　Ⅲ＋Ⅳ

１８
３４

１．２１±０．１１
０．５７±０．０８

８．１５０ ０．００１
０．８４±０．１２
１．０８±０．１０

２．６６１ ０．０５６

淋巴结转移情况

　　无
　　有

２２
３０

１．０７±０．１０
０．５９±０．０８

６．４９２ ０．０１６
０．７９±０．０５
１．０７±０．０７

５．６３８ ０．００５

浆膜浸润

　　有
　　无

３２
２０

０．７８±０．１０
０．８５±０．１３

０．７３９ ０．５０１
１．０４±０．０６
０．５８±０．０４

１１．０４９ ０．００１

　　注：Ｐ＜０．０５

３　讨论

Ｃａｓｔｅｔｓ等［５］研究发现ＤＣＣ蛋白可通过诱导癌
细胞凋亡来抑制结、直肠恶性肿瘤的发展，从而起

到预防和治疗癌症的效果。Ｍｅｌｅｎ等［６］研究表明，

ＤＣＣ蛋白在配体缺乏的环境中具有诱导细胞凋亡
的作用，但在配体Ｎｅｔｏｒｉｎ１存在时，ＤＣＣ蛋白则具
有抗细胞凋亡作用。如果 ＤＣＣ基因缺失，不能编
码ＤＣＣ蛋白，细胞生长和分化发生障碍，细胞有可

能发生恶变［７］。ＤＣＣ基因在结、直肠肿瘤细胞中
表达下调，其失活的主要机制是启动子甲基化和等

位基因缺失［８］。有报道显示，在结、直肠肿瘤组织

中用 ＰＣＲ直接扩增 ＤＣＣ基因某区域检测缺失率
只有２９％［９］。翟保平等［１０］发现 ＤＣＣ基因在乳腺
癌组织中的阳性表达率为３８．２％，而在有淋巴结
转移的乳腺癌组织中阳性表达率为２３．３％，认为
ＤＣＣ基因表达下调与乳腺癌的发生和侵袭有关。
本文结果显示５２例胃癌患者中，ＤＣＣｍＲＮＡ检出

·４２３·
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率在癌组织中为８４．６％，正常组织中为１００％，正
常组织明显高于胃癌组织（Ｐ＜０．０５），与上述报
道基本一致。说明胃癌的形成过程中出现了 ＤＣＣ
基因表达缺失。

原癌基因 ＨＥＲ２通过基因扩增与过表达，通
过一定的信号转导通路，影响细胞增殖、分化、凋

亡，使得细胞增殖加速、恶性趋强，并有抗凋亡现

象［１１］。研究发现，在乳腺、胃、食管等恶性肿瘤组

织中均检测出ＨＥＲ２基因的过量表达。本文结果
显示 ＨＥＲ２ｍＲＮＡ在５２例胃癌患者肿瘤组织检
出率为２８．８％，与上述报道基本一致。说明胃癌
的形成过程中出现了 ＨＥＲ２基因过度表达，应用
ＲＴＰＣＲ的检测方法提高了基因检测的阳性率，有
望为胃癌的诊断提供依据。

ＤＣＣ基因ｍＲＮＡ在淋巴结转移阳性的转录水
平明显低于淋巴结转移阴性，ＨＥＲ２基因 ｍＲＮＡ
在有淋巴结转移及浸润浆膜胃癌组织中的转录水

平高于无淋巴结转移及浸润浆膜；结果提示ＨＥＲ２
基因ｍＲＮＡ的过表达与 ＤＣＣ基因 ｍＲＮＡ的表达
下调可能促进了胃癌细胞的浸润和转移。ＴＮＭ分
期的ＩＩＩ期、Ⅳ期胃癌患者中ＤＣＣ基因ｍＲＮＡ转录
水平明显低于Ｉ期、ＩＩ期患者 （Ｐ＜０．００５）。在低
分化（未分化）胃癌患者 ＤＣＣ基因 ｍＲＮＡ的转录
水平明显低于高分化及中分化胃癌患者（Ｐ＜
００５），而ＨＥＲ２基因 ｍＲＮＡ表达无相关性，提示
随着肿瘤分化程度降低、分期越晚，ＤＣＣ基因 ｍＲ
ＮＡ表达下调越明显。我们推测，ＨＥＲ２的过表达
与ＤＣＣｍＲＮＡ表达下调是胃癌恶性程度增高的标
志，但两者的相关性还有待进一步研究；同时，增强

ＤＣＣ基因在细胞中的表达，有可能成为胃癌基因
治疗的措施之一。人源化的ＨＥＲ２单克隆抗体已
成功用于治疗晚期乳腺癌。因此，ＤＣＣ及 ＨＥＲ２
双基因联合检测在胃癌中的研究，可以为胃癌的基

因治疗提供重要依据．

参考文献：

［１］　ＺｈａｎｇＸ，ＸｕｅＹＷ．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨｅｒ２ｉｎｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ
ａｎｄｔａｒｇｅｔｅｄｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．ＰｒａｃｔｉｃａｌＯｎｃｏｌｏｇｙＪｏｕｒｎａｌ，
２０１４，２８（２）：１７７１８１．

［２］　田小英，孙雷，王波，等．ＤＣＣ和ＣｅｒｂＢ２在子宫颈癌
中的表达及临床意义［Ｊ］．中国妇幼保健，２００９，２４
（３２）：４５９２４５９６．

［３］　ＤｅｒｋｓＳ，ＢｏｓｃｈＬＪ，ＮｉｅｓｓｅｎＨＥ，ｅｔａｌ．ＰｒｏｍｏｔｅｒＣｐＧｉｓ
ｌａｎｄｈｙｐｅｒｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎａｎｄＨ３Ｋ９ｍｅ３ａｎｄＨ３Ｋ２７ｍｅ３
ｍｅｄｉａｔｅｄｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃｓｉｌｅｎｃｉｎｇｔａｒｇｅｔｓｔｈｅｄｅｌｅｔｅｄｉｎｃｏｌｏｎ
ｃａｎｃｅｒ（ＤＣＣ）ｇｅｎｅｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓｗｉｔｈｏｕｔ
ａｆｆｅｃｔｉｎｇｎｅｉｇｈｂｏｒｉｎｇｇｅｎｅｓｏｎ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍａｌｒｅｇｉｏｎ
１８ｑ２１［Ｊ］．Ｃａｒｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ，２００９，３０（６）：１０４１１０４８．
ＤＯＩ：１０．１０９３／ｃａｒｃｉｎ／ｂｇｐ０７３．

［４］　ＷａｎｇＤＸ，ＦａｎｇＤＣ，ＬｕｏＹＨ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｓｔｕｄｙｏｎｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎｏｆＤＣＣｇｅｎｅｉｎｇａｓｔｒｉｃｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｉ
ｃａｌＪｏｕｒｎａｌ，１９９６，１２（３）：４０４２．

［５］　ＣａｓｔｅｔｓＭ，ＢｒｏｕｔｉｅｒＬ，ＭｏｌｉｎＹ，ｅｔａｌ．ＤＣＣｃｏｎｓｔｒａｉｎｓ
ｔｕｍｏｕｒｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｖｉａｉｔｓｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅｒｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖｉｔｙ
［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２０１１，４８２（７３８６）：５３４５３７．ＤＯＩ：１０．
１０３８／ｎａｔｕｒｅ１０７０８．

［６］　ＭｅｈｌｅｎＰ，ＦｅａｒｏｎＥＲ．Ｒｏｌｅｏｆｔｈｅｄｅｐｅｎｄｅｎｃｅｒｅｃｅｐｔｏｒ
ＤＣＣｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＯｎ
ｃｏｌ，２００４，２２（１６）：３４２０３４２８．ＤＯＩ：１０．１２００／ＪＣＯ．
２００４．０２．０１９．

［７］　熊慧，张阿伟，范贵民，等．ＫＲＡＳ和 ＤＣＣ在直结肠
癌中的表达及意义［Ｊ］．黑龙江医药科学，２０１４，３７
（２）：５３５４．

［８］　ＷａｎｇＸＪ，ＬｕＲＺ，ＺｈａｎｇＸＪ，ｅｔａｌ．Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｏｆｍｕｌｔｉ
ｐｌｅｇｅｎｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｄｅｔｅｃｔｉｏｎｉｎｅａｒｌｙｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆｃｏｌｏ
ｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＣｈｉｎＪＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌＨｅｐａｔｏｌ，２０１３，２２
（１２）：１２２８１２３０．

［９］　ＣａｗｋｗｅｌｌＬ，ＬｅｗｉｓＦＡ，ＱｕｉｒｋｅＰ．Ｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆａｌｌｅｌｅ
ｌｏｓｓｏｆＤＣＣ，ｐ５３，ＲＢＩ，ＷＴ１，ＮＦ１，ＮＭ２３ａｎｄＡＰＣ／
ＭＣＣｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒａｓｓａｙｅｄｂｙｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｍｕｌｔｉ
ｐｌｅｘｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＢｒＪＣａｎｃｅｒ，１９９４，
７０（５）：８１３８１８．

［１０］ＨｏＫＹ，ＫａｌｌｅＷＨ，ＬｏＴＨ，ｅｔａｌ．Ｒｅｄｕｃｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ＡＰＣａｎｄＤＣＣｇｅｎｅｐｒｏｔｅｉｎｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｈｉｓｔｏ
ｐａｔｈｏｌｏｇｙ，１９９９，３５（３）：２４９２５６．

［１１］ ＭéｎａｒｄＳ，ＴａｇｌｉａｂｕｅＥ，ＣａｍｐｉｇｌｉｏＭ，ｅｔａｌ．Ｒｏｌｅｏｆ
ＨＥＲ２ｇｅｎｅｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｂｒｅａｓｔｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．Ｊ
ＣｅｌｌＰｈｙｓｉｏｌ，２０００，１８２（２）：１５０１６２．ＤＯＩ：１０．１００２／
（ＳＩＣＩ）１０９７４６５２（２００００２）１８２：２〈１５０：：ＡＩＤＪＣＰ３〉
３．０．ＣＯ；２Ｅ．

（收稿日期　２０１８０４１０）
（本文编辑：甘慧敏）

·５２３·


