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食管胃交界部腺癌中MGMT基因启动子区
甲基化状态对预后的影响
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Abstract: Objective  To detect the methylation status of O6-methylguanine-DNA methyltransferase(MGMT) 
promoter and its protein expression in adenocarcinoma of esophagogastric junction(AEJ) tissues. The 
relationship of MGMT methylation status and its protein expression with clinical features and survival were 
also analyzed. Methods  The methylation status of MGMT promoter was detected by methylation specific 
polymerase chain reaction (MSP) in 107 AEJ cases. Immunohistochemistry staining was used to detect protein 
expression in the same group of specimen. Then, the relationship of MGMT methylation with clinical features 
and prognosis were analyzed. Results  The promoter methylation rate of MGMT in cancerous specimen was 
higher than that in adjacent normal group. However, the MGMT expression rate was opposite. A correlation 
between promoter methylation of MGMT and protein expression were established by Spearman correlation 
analysis. MGMT promoter methylation and its protein expression had significant correlation with lymph 
node metastasis and pTNM stage. The Cox multivariate regression analysis indicated that MGMT promoter 
methylation, MGMT protein expression and pTNM stage were significant risk factors. Conclusion  The 
promoter methylation of MGMT, MGMT protein expression and pTNM stage might be significant influence 
factors for 5 years survival time of AEJ patients.
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摘  要：目的  检测食管胃交界部腺癌组织中O6-甲基鸟嘌呤-DNA甲基转移酶（O6-methylguanine-
DNA methyltransferase, MGMT）基因启动子区甲基化状态以及蛋白表达情况，评价其与临床参数及预

后的关系。方法  选取107例食管胃交界部腺癌患者，应用甲基化特异性聚合酶链反应（methylmion 
specific PCR, MSP）检测MGMT基因甲基化情况，免疫组织化学法检测MGMT蛋白表达情况，分析两

者与临床特征及生存时间的关系。结果  癌组织中MGMT基因启动子区甲基化率显著高于癌旁正常

组织；癌组织中MGMT蛋白阳性率显著低于癌旁正常组织。Spearman等级相关分析表明MGMT基因

启动子区甲基化与MGMT蛋白表达呈负相关。MGMT基因启动子甲基化及蛋白表达与淋巴结转移、

pTNM分期之间具有相关性。多因素Cox回归分析，MGMT基因启动子区甲基化、MGMT蛋白表达及

pTNM分期是影响患者生存的独立预后因素。结论  MGMT基因启动子甲基化、MGMT蛋白表达与

pTNM分期是影响食管胃交界部腺癌患者预后的独立影响因素。
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0  引言
食管胃交界部腺癌（adenocarcinoma of esopha-

gogastric junction, AEJ）是临床常见的恶性肿瘤，

预后不良[1]。目前研究认为，外界致癌因子导致的

DNA损伤在恶性肿瘤发生、发展过程中起着关键

作用，因此，DNA损伤修复机制的研究日益受到
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关注。O6-甲基鸟嘌呤-DNA甲基转移酶（O6-meth-
ylguanine-DNA methyltransferase, MGMT）是细胞

中一种高效的DNA烷基化损伤修复酶，能将6-氧-
甲基鸟嘌呤分子上的甲基转移到自身的半胱氨酸

残基上，修复鸟嘌呤损伤，从而修复损伤的DNA
序列。然而MGMT基因启动子区CpG岛的过甲基

化会影响基因的转录，导致其蛋白的表达缺失，

从而诱发肿瘤[2]。已有研究证实，MGMT表达减少

或缺失可能与胸腺瘤[2]、宫颈癌[3]、食管癌[4]、恶

性胶质瘤[5]、结直肠癌[6]等多种肿瘤的发生相关，

但是对于食管胃交接部腺癌的研究很少。

本研究通过用甲基化特异性PCR法检测食管胃

交界部腺癌和癌旁正常组织MGMT基因启动子区

甲基化状态，用免疫组织化学SP法分析MGMT蛋

白表达情况，以探讨MGMT基因甲基化及蛋白表

达与食管胃交界部腺癌临床特征及预后的关系。

1  资料与方法
1.1  临床资料

选择2011年1月至2011年12月河北医科大学第

四医院胸外科住院的107例食管胃交界部腺癌患者

进行研究，全部经病理确诊并具有可以保证研究

需要的石蜡保存标本。癌组织和癌旁组织均取自

本组患者的石蜡切片。排除标准：（1）术前行放

化疗的患者；（2）蜡块组织少无法满足实验需要

者；（3）临床数据及随访资料不全者；（4）其

他情况无法参与该研究者。

选取食管胃交界部腺癌患者中，男74例、女

33例；年龄50~75岁，平均年龄（63.40±6.64）
岁；肿瘤大小<5 cm者53例，≥5 cm者54例；残端

阴性104例、阳性3例；无淋巴结转移28例、1~5枚
淋巴结转移43例、6~10枚淋巴结转移35例、>10枚
淋巴结转移1例；pTNM分期0期2例、Ⅰ期8例、Ⅱ

期33例、Ⅲ期64例，见表1。
1.2  检测方法

1.2.1  DNA的提取与DNA亚硫酸盐修饰  严格按

照石蜡包埋组织DNA快速提取试剂盒（离心柱）

（北京天根生化科技公司货号：DP330-02）的说

明书进行操作。DNA浓度的测量采用核酸检测仪

进行检测，并记录检测结果。DNA亚硫酸盐修饰

严格按照DNA重亚硫酸盐转化试剂盒（离心柱

形）（北京天根生化科技公司货号：DP215-02）
说明书进行操作。在200 μl离心管中配制重亚硫

酸盐反应体系，将反应体系置于PCR仪中，进行

重亚硫酸盐转化，具体程序如下：95℃ 10 min，

64℃ 30 min，4℃保持。

1.2.2  修饰后的DNA进行PCR扩增  MGMT引物

序列，产物大小及退火温度，见表2。PCR反应体

系为20 μl：包括Primer 1（上游引物）1 μl，Primer 
2（下游引物）1 μl，dNTPs 1.6 μl，MSP DNA 
Polymerase 1 μl，10×MSP PCR Buffer 2 μl，ddH2O
补至20 μl。PCR发生环境预定为95℃，预变性10 
min，95℃变性45 s，甲基化58℃/非甲基化63℃，

退火45 s，72℃延伸50 s，共35个循环，末次循环

后于72℃终延伸7 min，4℃保存。琼脂糖凝胶电泳

法分离扩增产物。

1.2.3  MSP反应的对照选择   抽取健康者外周

血，提取DNA后经SssⅠ甲基化酶处理作为甲基化

的阳性对照，用未经SssⅠ甲基化酶处理的健康者

外周血DNA作为非甲基化的阴性对照，灭菌双蒸

水取代反应体系中的DNA模板作为空白对照。

1.2.4  甲基化结果判定  经SssⅠ甲基化酶处理过

的DNA用甲基化特异引物（M）可扩增出目的条

带，而空白对照用甲基化特异引物（M）无目的

条带，则表示所用试剂与引物正确可信。

1.3  免疫组织化学IHC检测

1.3.1  采用SP法进行免疫组织化学染色   一抗

表1  MGMT基因启动子区甲基化和MGMT蛋白表达与临
床特征的相关性
Table1  Relationship of MGMT methylation and its 
expression with clinical features
Clinical 
 features N MGMT methylation MGMT expression

+ - P + - P
Gender
  Male 74 36 38 0.238 37 37 0.885
  Female 33 12 21 16 17
Age(years)
  <65 58 23 35 0.239 30 28 0.622
  ≥65 49 25 24 23 26
Residual 
 carcinoma
  Positive 3 2 1 0.441 2 1 0.547
  Negative 104 46 58 51 53
Tumor size(cm)
  <5 53 20 33 0.142 30 23 0.147
  ≥5 54 28 26 23 31
Lymph node
  metastasis
  0 28 8 20 19 9
  1-5 43 17 26 0.025 23 20 0.011
  6-10 35 22 13 10 25
  >10 1 1 0 1 0
pTNM
   0 2 0 2 1 1
 Ⅰ   8 2 6 0.028 6 2 0.022
 Ⅱ 33 10 23 22 11
 Ⅲ 64 36 28 24 40
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（购自英国Abcam公司）工作浓度为1:350，其余

试剂均购于北京中杉金桥生物科技公司，并根据

说明书严格执行相关操作。

1.3.2  免疫组织化学结果判定   MGMT阳性表

达部位主要在腺体细胞的胞浆中，采用半定量

积分法判断结果，阳性细胞百分比<5%为0分，

5%~25%为1分，25%~50%为2分，50%~75%为3
分，≥75%为4分；免疫组织化学显色强度以多数

细胞呈色反应为准，淡黄色记为1分，棕黄色记

为2分，棕褐色记为3分。将两积分相乘，0分为

阴性（-），1~4分为弱阳性（+），5~8分为阳性

（++），9~12分为强阳性（+++），将阴性与弱阳

性视为阴性表达，阳性与强阳性视为阳性表达。

1.4  查阅病例和患者随访   查阅患者的病历资

料，记录其性别、年龄、术后病理、肿瘤大小、

阳性淋巴结数及长、下残性质等数据。通过电

话、书信及门诊调查问卷等方式对患者进行随

访，随访时间截至为2016年12月。

1.5  统计学方法

应用SPSS21.0软件进行统计学分析，两样

本率的比较采用χ2检验和Wilcoxon符号秩检验，

相关性分析用Spearman相关分析，采用Kaplan-
Meier法计算患者生存曲线，组间比较用Log rank
检验，多因素采用Cox回归分析法，P<0.05为差异

有统计学意义。

2  结果
2.1  随访情况

107例入组患者，9例失访，失访率为8.4%。

2.2  MGMT基因启动子区甲基化和表达

MSP及IHC结果见图1、2。107例癌组织中，48
例出现甲基化、59例为非甲基化；癌旁组织中，18
例出现甲基化、89例为非甲基化。107例癌组织中

53例出现阳性表达、54例阴性表达；癌旁组织中87
例出现阳性表达、20例阴性表达。癌组织MGMT
基因启动子区甲基化率为44.8%（48/107）显著高

于癌旁组织中该基因甲基化率16.8%（18/107），

差异有统计学意义（Z=-4.022, P<0.01）；癌组织

MGMT蛋白阳性率为49.5%（53/107），显著低于

癌旁组织中该蛋白阳性率81.3%（87/107），差异

有统计学意义（Z=-4.627, P<0.01）。

2.3  MGMT基因启动子区甲基化状态与MGMT蛋

白表达的相关性

48例MGMT基因启动子区出现甲基化的腺

癌组织中14例（29.2%）MGMT蛋白表达，59例
MGMT基因启动子区非甲基化的腺癌组织中39例
（66.1%）MGMT蛋白表达，两组对比差异有统计

学意义（P<0.01），见表3。
2.4  MGMT基因启动子甲基化与表达与临床参数

的关系

MGMT基因启动子甲基化与性别（χ2=1.392, 

表2  MGMT引物序列、产物大小及退火温度
Table2  Primer sequence, product size and annealing temperature of MGMT
Gene                                              Primer sequence  Product size Annealing temperature
MGMT(M) Upstream 5’-TTTCGACGTTCGTAGGTTTTCGC-3’       81 bp             58℃

Downstream5’-GCACTCTTCCGAAAACGAAACG-3’
MGMT(U) Upstream5’-TTTGTGTTTTGATGTTTGTAGGTTTTTGT-3’       92 bp             63℃

Downstream5’-AACTCCACACTCTTCCAAAAACAAAACA-3’
Notes; MGMT: O6-methylguanine-DNA methyltransferase; M: methylated; U: unmethylated

PC: positive control; BC: blank control

图1  食管胃交界部腺癌组织中MGMT启动子甲基化
Figure1  Methylation status of MGMT promoter in 
adenocarcinoma of esophagogastric junction

A: adjacent normal tissues; B: cancerous tissues

图2  食管胃交界部腺癌组织中MGMT蛋白表达 (SP×400)
Figure2  The expression of MGMT protein in adenocar 
cinoma of esophagogastric junction tissues (SP×400)
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P=0.238）、年龄（χ2=1.387, P=0.239）、上下

残（χ2=0.593, P=0.441）、肿瘤大小（χ2=2.155, 
P=0.142）差异均无统计学意义。MGMT基因启

动子甲基化与淋巴结转移（χ2=9.308, P=0.025）、

pTNM分期（χ2=9.086, P=0.028）差异存有统计学

意义，且阳性淋巴结数越多、pTNM分期越晚，甲

基化所占比例程度越高，见表1。
M G M T蛋白与性别（P = 0 . 8 8 5）、年龄

（P=0.622）、上下残（P=0.547）、肿瘤大小

（P=0.147）差异无统计学意义。MGMT蛋白与淋

巴结转移（P=0.011）、pTNM分期（P=0.022）差

异有统计学意义，且阳性淋巴结数越多、pTNM分

期越晚，蛋白失表达所占比例程度越高，见表1。
2.5  影响食管胃交界部腺癌术后患者5年生存时间

的相关分析

入组患者中位生存时间44月，MGMT基因启

动子区甲基化患者中位生存时间29月（95%CI : 
23.527~34.473），明显低于未甲基化组患者的44
月（95%CI: 38.195~49.805），差异有统计学意义

（P<0.05）。MGMT蛋白表达组中位生存时间46月
（95%CI: 29.209~62.791），高于未甲基化组患者的

28月（95%CI: 23.130~32.870），差异有统计学意义

（P<0.05）。

多 因 素 C o x 回 归 分 析 结 果 显 示 ：性 别

（P = 0 . 7 0 7 )、年龄（P = 0 . 6 5 2）、肿瘤大小

（P=0.259）不能影响食管胃交界部腺癌术后患

者5年生存时间，而MGMT基因启动子区甲基化

（P=0.027）、MGMT蛋白表达（P=0.046）及pTNM
分期（P=0.016）均可影响患者生存时间，见表4。

3  讨论
食管胃交界部腺癌是常见的消化系统恶性肿

瘤之一，其病因迄今尚未完全阐明。近年来研究

发现，表观遗传学在基因表达调控中发挥着重要

的作用，特别是DNA甲基化。目前关于基因甲基

化的研究主要集中于抑癌基因，抑癌基因甲基化

可导致抑癌基因转录沉默而失去抑癌功能[7]。

MGMT基因属于抑癌基因，是迄今发现的人

类细胞中的唯一修复O6-mG（O6-methylguanine）
烷基化损伤的甲基转移酶。它定位于人类染色体

10q26，全长约170 kb，含有5个外显子和4个内含

子，作为一种高效的DNA直接修复酶，MGMT能

够在不借助任何辅助因子的情况下特异修复DNA
序列中的O6-烷基鸟嘌呤受损的烷基，维持基因

组的精确性和完整性，从而防止烷基化合物诱导

的致癌作用。因此，MGMT蛋白表达的缺失导致

O6-甲基鸟嘌呤蓄积，与胸腺嘧啶错配，发生G:C
→A:T突变，导致癌基因激活，若进一步发展则

可产生肿瘤[8-11]。

本研究结果显示，MGMT基因启动子区甲

基化有可能是其编码蛋白表达缺失的机制之一，

MGMT基因启动子区甲基化及MGMT蛋白参与

了食管胃交界部腺癌的发生发展。Kitajima等[12]

采集135例不同分期的胃癌组织，用免疫组织

化学SP法对不同分期胃癌患者MGMT蛋白进行

检测，指出在早期胃癌和进展期胃癌中MGMT
蛋白缺失均与预后相关，进展期胃癌MGMT蛋

白失表达率（91.3%）显著高于早期（37.5%）

（P=0.0004）。Yousuf等[13]实验的结果也支持这一

结论。本研究在MGMT基因启动子区甲基化组织

中同样检测到了MGMT蛋白的表达，原因可能是

MGMT蛋白的表达与其基因甲基化程度有关。有

研究指出，只有甲基化的比例大于60%时，DNA
的表达才会受到抑制，而甲基化比例小于60%时

DNA的转录、表达则会降低[14]。

本研究显示，MGMT基因启动子区甲基化、

MGMT蛋白表达及pTNM分期均可影响患者生存

时间。提示它们可能参与食管胃交界部腺癌的发

生发展的过程，与食管胃交界部腺癌的侵袭性、

恶性程度有关，其原因可能为MGMT启动子区

表4  影响食管胃交界部腺癌术后患者预后的相关分析           
Table4  Prognosis-related factors in patients with 
adenocarcinoma of esophagogastric junction
Variable OR 95%CI P
Gender(M/F) -0.101 0.532-1.535 0.707
Age(<65/≥65years) -0.118 0.532-1.484 0.652
Chemotherapy(no/yes) -0.578 0.339-0.929 0.025
Residual carcinoma(-/+) 0.259 0.292-5.742 0.734
Tumor size(<5cm/≥5cm) -0.279 0.465-1.229 0.259
pTNM(0/Ⅰ/Ⅱ/Ⅲ) 0.539 1.104-2.661 0.016
MGMT methylation(-/+) 0.607 1.072-3.144 0.027
MGMT expression(-/+) -0.548 0.338-0.990 0.046

表3  MGMT基因启动子区甲基化状态与MGMT蛋白表达
的相关性 (n)
Table3  Correlation between promoter methylation of 
MGMT and MGMT protein expression (n)

MGMT methylation MGMT expression
r P+ -

Cancer tissues
  + 14 34 -0.367 <0.01
  - 39 20
Adiacent tissues
  +   5 13 -0.618 <0.01
  - 82  7
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甲基化导致其蛋白表达下降或失表达，MGMT
蛋白表达下降或失表达致使其修复烷基化损伤的

能力减弱甚至消失。若人体细胞内MGMT基因

启动子区甲基化蓄积，则会导致肿瘤的形成。研

究中还发现，MGMT基因启动子区甲基化患者

中位生存时间为29月，明显低于未甲基化组患

者中位生存时间44月。MGMT蛋白表达患者中

位生存时间44月，高于蛋白失表达患者中位生存

时间26月。淋巴结转移虽与MGMT基因启动子

区甲基化及蛋白表达存在相关性，但不能单独作

为判断患者预后的因素。残端阳性患者样本量较

少（3/107）是残端性质与预后不相关的主要原

因，若增加残端阳性患者样本量后可能会找出残

端性质与预后的联系。

本研究提示，MGMT基因启动子区甲基化及

蛋白表达与食管胃交界部腺癌侵袭性和恶性程度

有关，并影响患者的生存时间。MGMT基因启动

子区甲基化状态和蛋白的表达有望成为食管胃交

界部腺癌诊断和预后分析方面的候选基因。
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