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　　摘　要：目的　分析人外周血白细胞ｈＭＳＨ２基因ｍＲＮＡ外显子１３缺失及ｈＭＳＨ２基因ＩＳＶ１２（６）Ｔ＞Ｃ多态性与散发性

结直肠癌的相关性。方法　应用ＲＴＰＣＲ技术及ＰＣＲ技术分别扩增ｈＭＳＨ２基因ｍＲＮＡ和ｈＭＳＨ２基因外显子１３，用ＤＮＡ测

序技术测定扩增的ｈＭＳＨ２ｃＤＮＡ序列、ＩＶＳ１２（６）Ｔ＞Ｃ多态性和外显子１３序列。结果　２３例结直肠癌样本ｈＭＳＨ２ｍＲＮＡ均

出现外显子１３缺失的转录本，３５例健康对照样本中３１例出现ｈＭＳＨ２ｍＲＮＡ外显子１３缺失转录本，频率分别为１００．０％和

８８．６％（犘＞０．０５）。２３例结直肠癌患者及３５例正常对照样本均未发现基因组ｈＭＳＨ２基因外显子１３缺失，１６例子结直肠癌样

本及１９例健康对照样本检出ＩＳＶ１２（６）Ｔ＞Ｃ位点突变，频率分别为６９．５％和５２．３％（犘＞０．０５）。结论　外周血白细胞ｈＭＳＨ２

基因ｍＲＮＡ外显子１３缺失及ＩＶＳ１２（６）Ｔ＞Ｃ多态性是人群中是常见的变异，与散发性结直肠癌无相关性，剪接位点ＩＳＶ１２（６）

Ｔ＞Ｃ变异不是导致ｈＭＳＨ２基因ｍＲＮＡ外显子１３缺失的原因。
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　　结直肠癌是最常见的人类恶性肿瘤之一，其发生率逐年增

高。研究表明，结直肠癌的发生除了与癌基因激活和抑癌基因

失活密切相关外，还与错配修复基因（ＭＭＲ）系统密切相关。

ＭＭＲ系统是一种重要的复制后修复系统，在维持ＤＮＡ复制

保真性和基因组的稳定性方面起着的作用。目前已发现至少

有９种 ＭＭＲ，包括 ｈＭＳＨ２、ｈＭＬＨ１、ｈＰＭＳ１、ｈＰＭＳ２、ｈＭ

ＳＨ３、和ｈＭＳＨ６等
［１］。研究表明，这些基因的遗传性突变是

导致遗传性非息肉性结直肠癌（ＨＮＰＣＣ）及部分散发性结直肠

癌的重要原因，其中大部分突变是ｈＭＳＨ２和ｈＭＬＨ１基因突

变［２４］。在白种人群中的研究发现，外周血白细胞ｈＭＳＨ２基

因ｍＲＮＡ外显子１３缺失在遗传性大肠癌患者和正常人群中

均为常见的缺失［５９］，但两个人群之间的频率无明显差异。而

ｈＭＳＨ２基因的ＩＶＳ１２（６）的剪接位点存在Ｔ＞Ｃ多态性均存

在于大肠癌和正常人群中［７９］，但大肠癌患者人群中ＩＶＳ１２（

６）Ｃ的频率高于正常人群
［７９］。为了了解海南人群中ｈＭＳＨ２

基因ｍＲＮＡ外显子１３缺失及ＩＶＳ１２（６）Ｔ＞Ｃ多态性的分布

特点及与散发性结直肠癌的关系，研究者分析了散发性结直肠

癌患者及正常对照样品中外周血白细胞ｈＭＳＨ２基因 ｍＲＮＡ

外显子１３缺失及ＩＶＳ１２（６）Ｔ＞Ｃ多态性，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１２年６月至２０１３年１月间海南医学

院附属医院肿瘤外科散发性结直肠血液标本２３例，所有病例

均经病理检查证实为结直肠癌患者。其中男性１６例，女性７

例，年龄２７～７５岁，中位年龄５６岁。健康对照３５例，为无结

直肠癌及其他肿瘤家族史的健康人，其中男性２４例，女性１１

例，平均年龄２２岁。

１．２　ＤＮＡ及ＲＮＡ样本　取患者及健康对照外周静脉血５

ｍＬ（ＥＤＴＡ抗凝），用ＴＲｚｉｏｌ（ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品）法提取全血

样本总ＲＮＡ和常规酚／氯仿法提取基因组ＤＮＡ。

１．３　ＰＣＲ引物　ＲＴＰＣＲ扩增ｈＭＳＨ２ｍＲＮＡ外显子１３引

物：上游引物为５′ＣＣＴＧＴＴＣＣＡＴＡＴＧＴＡＣＧＡＣ３′，下游

引物５′ＡＡＡＡＴＧＧＧＴＴＧＣＡＡＡＣＡＴＧＣ３′；扩增基因组
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ＤＮＡ外显子１３的上游引物５′ＡＴＴＴＡＴＴＡＧＴＡＧＣＡＧ

ＡＡＡＧＡＡＧＴＴ３′和下游引物５′ＧＡＣＡＧＡＧＡＣＡＴＡＣＡＴ

ＴＴＣＴＡＴ３′。引物由上海生工生物工程技术服务有限公司

合成。

１．４　ＲＴＰＣＲ扩增及序列测定　采用ＴａＫａＲａＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎ

ｓｃｒｉｐｔａｓｅＭＭＬＶ 进行逆转录，合成ｃＤＮＡ，反应体系如下：

ＲＮＡ１ｇ、５倍逆转录缓冲液２μＬ、ＯｌｉｇｏｄＴ１μＬ、２ｍｍｏｌ／Ｌ

ｄＮＴＰ０．５μＬ、ＲＮＡ酶抑制剂５Ｕ、ＡＭＶ逆转录酶３Ｕ，最后

用ＤＥＰＣ处理过的无菌水补足终体积至１０μＬ，混匀后置Ａｇｉ

ｌｅｎｔＳｕｒｅＣｙｃｌｅｒ８８００梯度ＰＣＲ仪扩增，扩增的参数为：４２℃

３０ｍｉｎ，９９℃５ｍｉｎ，２０℃５ｍｉｎ，合成ｃＤＮＡ第一链后再进行

ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ扩增ｃＤＮＡ，反应体系如下：取逆转录反应物

ｃＤＮＡ１μＬ，１×ｂｕｆｆｅｒ（含 ＭｇＣｌ２）、Ｐｒｉｍｅｒ１和Ｐｒｉｍｅｒ２终浓度

为０．４ｍｏｌ／Ｌ、ｄＮＴＰ终浓度为０．２ｍｍｏｌ／Ｌ、ＴａｑＤＮＡ聚合酶

１Ｕ、无菌水调终体积至２５μＬ，混匀后置９６梯度ＰＣＲ仪中扩

增，扩增的循环参数为：９４℃５０ｓ，５６℃５０ｓ，７２℃１ｍｉｎ３０

ｓ，重复循环４０次，将ＰＣＲ产物在２％琼脂糖凝胶上电泳鉴定。

ＰＣＲ产物由上海生工生物工程技术服务有限公司进行序列

测定。

１．５　ｈＭＳＨ２基因外显子１３的ＰＣＲ扩增及序列测定　ＰＣＲ

反应体系如下：基因组 ＤＮＡ０．５ｇ，１×ＬＡＰＣＲｂｕｆｆｅｒ（含

ＭｇＣｌ２），Ｐｒｉｍｅｒ３和Ｐｒｉｍｅｒ４终浓度为０．２ｍｏｌ／Ｌ、ｄＮＴＰ终

浓度为０．２ｍｍｏｌ／Ｌ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶１Ｕ，反应条件：９４℃

５０ｓ，６０℃５０ｓ，７２℃１．５ｍｉｎ，重复循环３１次，将ＰＣＲ产物

在２％琼脂糖凝胶上电泳鉴定。ＰＣＲ产物由上海生工生物工

程技术服务有限公司进行序列测定。

１．６　统计学处理　所得数据采用Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法分析。

２　结　　果

２．１　ＲＴＰＣＲ扩增及序列分析结果　在分析的２３例结直肠

癌患者及３５例健康对照样品中，研究者发现了２３例结直肠癌

患者及３１例健康对照样品的ＲＴＰＣＲ产物中，除了出现预期

的５０７ｂｐ扩增区带外，还出现了３０２ｂｐ小分子的扩增片段，但

所占比例少于５０７ｂｐ片段，结果见图１。ＤＮＡ序列测定结果

表明，３０２ｂｐ小分子的扩增片段是由于外显子１３缺失所致，测

序结果见图２（见《国际检验医学杂志》网站主页“论文附件”）。

结直肠癌患者及健康对照ｈＭＳＨ２基因１３外显子缺失阳性率

分别为１００．０％和８８．６％。

　　Ｍ：ＤＬ１０００ＤＮＡ标记物（ＴａＫａＲａ公司产品）；１０：空白对照；１～

５，７～９：ｈＭＳＨ２基因外显子１３缺失样本；６：无ｈＭＳＨ２基因外显子１３

缺失样本。

图１　　ｈＭＳＨ２基因外显子１３的ＲＴＰＣＲ扩增结果

２．２　基因组ＤＮＡｈＭＳＨ２基因外显子１３的ＰＣＲ扩增及序列

分析结果　在分析的２３例结直肠癌患者及３５例健康对照样

品中，均出现预期的３１２ｂｐ扩增区带，结果见图３。ＤＮＡ序列

测定结果表明，所有样本均未出现外显子１３缺失。序列分析

发现，部分标本存在ＩＶＳ１２（６）Ｔ＞Ｃ位点突变，结果见图４。

２３例结直肠癌样本中有１９例存在ＩＶＳ１２（６）Ｔ＞Ｃ突变；３５

例健康对照样本中有１９例存在突变，突变率分别为６９．５％和

５２．３％。

　　Ｍ：ＤＬ１０００ＤＮＡ标记物；１：空白对照；２～１１：ｈＭＳＨ２基因外显

子１３扩增结果。

图３　　ｈＭＳＨ２基因外显子１３的基因组ＤＮＡＰＣＲ扩增结果

２．３　统计学分析结果　结直肠癌患者与健康对照ｈＭＳＨ２基

因外显子１３缺失情况分析及ＩＶＳ１２（６）Ｔ＞Ｃ突变情况分析，

见表１。结直肠癌患者与健康对照ｈＭＳＨ２１３外显子缺失率

比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结直肠癌患者与健康对

照ＩＶＳ１２（６）Ｔ＞Ｃ突变比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

表１　　结直肠癌患者与正常对照样本ｈＭＳＨ２基因外显子

１３缺失情况分析及ＩＶＳ１２（６）Ｔ＞Ｃ突变情况分析

组别

ＲＴＰＣＲ外显子１３缺失

总例数

（狀）

缺失例数

（狀）

频率

（％）

ＩＶＳ１２（６）Ｔ＞Ｃ

突变例数

（狀）

频率

（％）

结直肠癌组 ２３ ２３ １００．０ １６ ６９．５

健康对照组 ３５ ３１ ８８．６ １９ ５２．３

３　讨　　论

ｈＭＳＨ２基因是１９９３年Ｆｉｓｈｅｌ等
［５］研究人类 ＨＮＰＣＣ时

分离克隆到的第１个人类 ＭＭＲ基因。该基因定位于２ｐ２１

２２，含有１６个外显子，ｃＤＮＡ全长３１１１ｂｐ，编码９０９个氨基酸

组成的蛋白。ｈＭＳＨ２是进化过程中的保守基因，具有修复

ＤＮＡ碱基错配、维持基因组的稳定性和降低自发突变率的

功能。

研究表明，ｈＭＳＨ２基因突变与 ＨＮＰＣＣ及散发性结直肠

癌密切相关。与 ＨＮＰＣＣ及散发性结直肠癌相关的ｈＭＳＨ２

基因突变包括错义突变、无义突变、缺失突变及剪接位点突

变［２４］。剪接位点突变可产生截短 ｍＲＮＡ及合成截短的蛋白

质，通过ＲＴＰＣＲ和蛋白质表达实验可以发现截短 ｍＲＮＡ及

截短的蛋白质［５１１］。１９９３年有学者报道在 ＨＮＰＣＣ患者外周

血白细胞中发现ｈＭＳＨ２基因 ｍＲＮＡ外显子１３缺失的转录

本，提示该缺失与 ＨＮＰＣＣ相关
［５７］。但是，Ｘｉａ等

［８］发现报道

了ｈＭＳＨ２外显子１３缺失的 ｍＲＮＡ转录本在 ＨＮＰＣＣ、散发

性结直肠癌及健康对照外周血白细胞中均有表达情况，发生率

为９０％。研究者检测了２３例散发性结直肠癌及３５例健康对

照血液样白细胞ｈＭＳＨ２基因ｍＲＮＡ外显子１３的缺失情况，

发现２３例结直肠癌样本均出现外显子１３缺失的ｈＭＳＨ２ｍＲ

ＮＡ转录本，３５例健康对照样本检出了３１例外显子１３缺失的

ｈＭＳＨ２ｍＲＮＡ转录本，两组出现外显子１３缺失的ｈＭＳＨ２

ｍＲＮＡ转录本的阳性率分别为１００．０％和８８．６％，与Ｘｉａ等
［８］

报道的相近，提示外显子１３缺失的ｈＭＳＨ２ｍＲＮＡ转录本在

人外周血中是一种常见的剪接变异体，可能与大肠癌的发生没

有相关性。但是白细胞中ｈＭＳＨ２基因的表达并不一定代表

其他组织（如大肠上皮细胞、大肠癌细胞）的表达情况，该剪接

转录本在大肠上皮细胞及大肠癌细胞中的表（下转第１９８３页）

·０８９１· 国际检验医学杂志２０１４年８月第３５卷第１５期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ａｕｇｕｓｔ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１５



作用仍需对其分子发病机制进行研究，尤其需对整个青春发育

期进行深入的纵向研究。
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达情况及对细胞功能的影响目前尚未清楚。

在ｈＭＳＨ２基因中存在ＩＶＳ１２（６）Ｔ＞Ｃ多态性，该多态性

位于ｈＭＳＨ２基因１３外显子５′端剪接位点，该位点在不同的

肿瘤中可能存在不同的作用［１２］。有些研究提示，该位点与

ｈＭＳＨ２基因ｍＲＮＡ外显子１３的异常剪接及大肠癌的发生相

关［５７］。但是一些研究结果并不支持该位点与ｈＭＳＨ２基因

ｍＲＮＡ外显子１３的异常剪接及大肠癌的发生相关
［８１０］。研究

者还对散发性结直肠癌及健康对照样本基因组中的ｈＭＳＨ２

基因外显子１３及其侧翼的区域进行扩增及ＤＮＡ序列分析，

结果显示散发性结直肠癌及健康对照样本均未发现基因组

ｈＭＳＨ２基因外显子１３缺失，提示该缺失是转录或转录后加工

发生的。分析外显子１３两侧的序列发现，散发性结直肠癌及

健康对照样本存在ＩＶＳ１２（６）Ｔ＞Ｃ突变，频率分别为６９．５％

和５２．３％，该多态性的频率低于 ｍＲＮＡ外显子１３缺失的频

率，两者之间并不完全一致，提示ＩＶＳ１２（６）Ｔ＞Ｃ突变可能不

是导致ｈＭＳＨ２基因ｍＲＮＡ外显子１３缺失的原因。

总之，本研究表明，外周血白细胞ｈＭＳＨ２基因 ｍＲＮＡ外

显子１３缺失及ＩＶＳ１２（６）Ｔ＞Ｃ多态性是人群中常见的变异，

与散发性结直肠癌无相关性；ＩＶＳ１２（６）Ｔ＞Ｃ多态性不影响外

周血白细胞ｈＭＳＨ２基因ｍＲＮＡ外显子１３异常剪接。
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［５］ ＦｉｓｈｅｌＲ，ＬｅｓｃｏｅＭＫ，ＲａｏＭＲ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｈｕｍａｎｍｕｔａｔｏｒｇｅｎｅ

ｈｏｍｏｌｏｇＭＳＨ２ａｎｄｉｔｓａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｗｉｔｈｈｅｒｅｄｉｔａｒｙｎｏｎｐｏｌｙｐｏｓｉｓ

ｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，１９９３，７５（５）：１０２７１０３８．

［６］ＺａｈａｒｙＭＮ，ＫａｕｒＧ，ＡｂｕＨａｓｓａｎＭＲ，ｅｔａｌ．Ｇｅｒｍｌｉｎｅｍｕｔａｔｉｏｎａ

ｎａｌｙｓｉｓｏｆＭＬＨ１ａｎｄＭＳＨ２ｉｎＭａｌａｙｓｉａｎＬｙｎｃｈｓｙｎｄｒｏｍｅｐａ

ｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．ＷｏｒｌｄＪＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ，２０１２，１８（８）：８１４８２０．

［７］ ＬｕｃｅＭＣ，ＭａｒｒａＧ，ＣｈａｕｈａｎＤＰ，ｅｔａｌ．Ｉｎｖｉｔｒｏｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ／

ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｓｓａｙｆｏｒｔｈｅｓｃｒｅｅｎｉｎｇｏｆｈＭＬＨｌａｎｄｈＭＳＨ２ｍｕｔａ

ｔｉｏｎｓｉｎｆａｍｉｌｉａｌｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ，１９９５，１０９（４）：

１３６８１３７４．

［８］ ＸｉａＬ，ＳｈｅｎＷ，ＲｉｔａｃｃａＦ，ｅｔａｌ．ＡＴｒｕｎｃａｔｅｄｈＭＳＨ２ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ

ｏｃｃｕｒｓａｓａｃｏｍｍｏｎｖａｒｉａｎｔｉｎｔｈｅｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ：ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｆｏｒｇｅ

ｎｅｔｉｃｄｉａｇｎｏｓｉｓ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，１９９６，５６（１０）：２２８９２２９２．

［９］ ＧｏｅｓｓｌＣ，ＰｌａｓｃｈｋｅＪ，ＰｉｓｔｏｒｉｕｓＳ，ｅｔａｌ．Ａｎｉｎｔｒｏｎｉｃｇｅｒｍｌｉｎｅｔｒａｎ

ｓｉｔｉｏｎｉｎｔｈｅＨＮＰＣＣｇｅｎｅｈＭＳＨ２ｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｓｐｏｒａｄｉｃ

ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＥｕｒＪＣａｎｃｅｒ，１９９７，３３（１１）：１８６９１８７４．

［１０］ＰａｌｉｃｉｏＭ，ＢｌａｎｃｏＩ，ＴóｒｔｏｌａＳ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｒｏｎｓｐｌｉｃｅａｃｃｅｐｔｏｒｓｉｔｅ

ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｉｎｔｈｅｈＭＳＨ２ｇｅｎｅｉｎｓｐｏｒａｄｉｃａｎｄｆａｍｉｌｉａｌｃｏｌｏｒ

ｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＢｒＪＣａｎｃｅｒ，２０００，８２（３）：５３５５３７．

［１１］ＰａｇｅｎｓｔｅｃｈｅｒＣ，ＷｅｈｎｅｒＭ，ＦｒｉｅｄｌＷ，ｅｔａｌ．Ａｂｅｒｒａｎｔｓｐｌｉｃｉｎｇｉｎ

ＭＬＨ１ａｎｄＭＳＨ２ｄｕｅｔｏｅｘｏｎｉｃａｎｄｉｎｔｒｏｎｉｃｖａｒｉａｎｔｓ［Ｊ］．Ｈｕｍ

Ｇｅｎｅｔ，２００６，１１９（１／２）：９２２．

［１２］ＷｕＳ，ＣｈｅｎＪ，ＪｉＹ，ｅｔａｌ．ＡｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｈＭＳＨ２ＩＶＳ１２

６Ｔ＞Ｃｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍａｎｄｃａｎｃｅｒｒｉｓｋ：ａｍｅｔａａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．ＥｘｐＴ

ｈｅｒＭｅｄ，２０１１，２（６）：１１９３１１９８．

（收稿日期：２０１４０１２８）

·３８９１·国际检验医学杂志２０１４年８月第３５卷第１５期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ａｕｇｕｓｔ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１５




