
• 研究快报 •

MDM2 基因扩增和蛋白表达与胃癌相关性的研究

孙利平, 李   岩, 张   宁, 姜乃佳, 付   伟, 薛一雪

孙利平, 国医科大学附属第二医院  辽宁省沈阳市  110003
李岩, 张宁, 中国医科大学附属第二医院消化内科  辽宁省沈阳市  110004
姜乃佳, 中国医科大学附属第一医院肿瘤外科  辽宁省沈阳市  110001
付伟, 薛一雪, 中国医科大学神经生物学教研室  辽宁省沈阳市  110001
项目负责人: 李岩, 110004, 辽宁省沈阳市和平区三好街 36 号, 中国医科大
学附属第二医院消化内科.
电话: 024-83956416
收稿日期: 2003-01-18    接受日期: 2003-03-28

摘要

目的: 研究癌基因mdm2在胃癌中的基因扩增和蛋白表达状

况 揭示 mdm2 与胃癌发生发展的相关性.

方法: 用RT-PCR和Westernblot方法对胃癌细胞在mRNA

蛋白质水平上进行检测.

结果: mdm2的基因扩增阳性率在胃癌组织中较高 其中低

分化 12.5 中分化 37.5 高分化 87.5 与正常组

织比较有显著性差异(P <0.05) 且与病理分级有关(P <0.05).

mdm2 的蛋白表达阳性率在胃癌组织中较高 其中低分化

25 中分化 37.5 高分化 62.5 与正常组织比

较有显著性差异(P <0.05) 与病理分级无关(P >0.05).

结论: mdm2 的基因扩增和蛋白过表达参与胃癌的发生发

展 检测胃癌mdm2基因扩增对估计该肿瘤的预后可能有

所帮助.

孙利平, 李岩, 张宁, 姜乃佳, 付伟, 薛一雪. MDM2 基因扩增和蛋白表达与胃

癌相关性的研究.  世界华人消化杂志  2003;11(11):1800-1801

http://www.wjgnet.com/1009-3079/11/1800.asp

0   引言

胃癌是危害人类健康的主要恶性肿瘤之一 基因异常

表达是肿瘤发生的重要原因. 我们收集不同病理分类的

胃癌标本 检测mdm2在胃癌组织中的基因水平和蛋白

表达 进而分析mdm2与胃癌发生 发展及预后的关系

为临床治疗胃癌提供分子生物学方面的依据.

1   材料和方法

1.1 材料  标本来源: 中国医科大学附属第二医院胃镜室

及一院肿瘤外科手术胃癌标本 取高分化 中分化

低分化各8例. 取6例正常胃窦组织为对照组. 主要试剂:

MDM2 抗体为美国 Neomarkers 公司产品; ECL (enhanced

chemiluminescence ECL)试剂盒为美国 Santa Cruz 公司

产品; RNA 提取试剂 TRIzol 购自 Invetrogen 公司; PCR 试

剂盒为TAKARA公司产品; RT-PCR 引物由上海生物工

程公司合成.

1.2 方法

1.2.1 Western 印迹杂交  提取组织蛋白 采用考马斯亮

蓝法测定样品中的蛋白质含量. 取等蛋白量的样品 电

泳分离 转印 加入抗体室温杂交 2 h 用 ECL 试

剂盒显色 X线片曝光 并通过相应蛋白带的相对灰度

值表示蛋白含量的变化.

1.2.2 RT-PCR 半定量测定  用 TRIzol 提取胃癌组织的

RNA 合成 cDNA 第一链. 应用 primer Premier5 软件设

计引物 取 3 µL cDNA 用于 PCR 扩增 扩增条件为:

建立 25 µL 反应体系 95 预变性 90 s 循环 28 次

循环条件为: 94 变性 30 s 58 退火 1 min 72 延

伸 1 min. 循环结束后 72 延伸 10 min. 取 10 µL PCR 产

物进行电泳 EB 染色 扫描分析. mdm2 基因拷贝数

mdm2 电泳带相对灰度值 / β-actin 电泳带相对灰度值.

        统计学处理  采用χ2 检验判断统计结果. P < 0.05具

有统计学意义.

2   结果

2.1 Western免疫印迹杂交结果  经检测在胃癌中表达的

MDM2 高于对照组 二者比较有显著性差异(P <0.05).

基因蛋白的表达与癌组织分化程度有一定关系图 1. 高

中分化癌 MDM2 阳性率较高 在低分化癌中阳性率较

低 但组间无显著性差异(P >0.05). 表达阳性率见表 1.

图 1  Western 免疫印迹杂交检测: 正常和胃癌组织中 MDM2 表达量的
变化. 1: 正常胃组织; 2: 低分化胃癌; 3 4: 中分化胃癌; 5: 高分化胃癌.

表 1  正常组织和胃癌组织中 MDM2 蛋白表达的阳性率

正常 低分化胃癌 中分化胃癌 高分化胃癌

阳性     0           2           3            5

阴性     6           6           5            3

阳性率(%)    0               25     37.5      62.5

P <0.05 vs 正常组织.

2.2 RT-PCR 半定量测定结果  在胃癌组织中 mdm2 基因

扩增量明显高于对照组 二者比较有显著性差异(P <0.05).

基因的扩增与癌组织分化程度相关(图 2). 高 中分化癌

呈现出较高的扩增率 在低分化癌中扩增率较低 组间

有显著性差异(P <0.05). 扩增阳性率见表 2.

       1       2       3      4        5
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图 2  RT PCR 检测: 正常和胃癌组织中 mdm2 mRNA 扩增量的变
化. 1: 正常胃组织; 2: 低分化胃癌; 3 4: 中分化胃癌; 5: 高分化胃癌.

表 2  正常组织和胃癌组织中 mdm2 mRNA 扩增的阳性率

正常 低分化胃癌 中分化胃癌 高分化胃癌

阳性     0           1           3            7

阴性     6           7           5            1

阳性率(%)    0           12.5     37.5      87.5

P <0.05 vs 正常组织.

3   讨论

mdm2 是近年来发现的癌基因 位于染色体 12q13-14

mdm2 体内最重要的作用是抑制野生型 p53 的激活转录

功能和抗肿瘤活性. 研究发现MDM2蛋白的过度表达导

致同时表达的 P53 蛋白量减少 突变引起的 MDM2 作

用障碍导致 P53 的集聚和活化[1]. mdm2 可因野生型 p53

诱导而转录增强 其表达产物 MDM2 蛋白又转而可与

P53 蛋白形成复合物 封闭其转录活性 此即所谓 P53/

MDM2负反馈调节环. 此外 P53蛋白只在核内发挥作用

其向核外转运可能以 MDM2 蛋白依赖的方式进行[2] 通

过这两种机制 MDM2蛋白将野生型P53蛋白控制较低

的无活性水平. Meltzer [3]提出 MDM2 蛋白过表达和

p53 基因突变相似 均可使 p53 基因功能丧失. mdm2 除

抑制抑癌基因p53产生 其本身也有致癌作用. mdm2在

细胞转化过程中起癌基因作用的证据很多[4] 部分肿

瘤既有 mdm2 的过度表达又有 p53 的突变 此类患者的

预后比仅有两种变化之一的患者差很多 另外在哺乳

期mdm2转基因小鼠的乳房上皮中有其过度表达 使得

细胞癌变也是证据.

        有关胃癌相关基因扩增及表达的研究较多[5-13] 而

在胃癌中 mdm2 的表达鲜有报道. 本实验经 Westernblot

方法检测 MDM2蛋白表达的阳性率在胃癌中较高 与

正常组织相比有统计学意义 提示 MDM2 蛋白表达异

常在胃癌中的作用也是不容忽视的 同时也进一步说

明 MDM2-P53 功能异常是肿瘤发生中较为常见的分子

机制. 本实验经 RT-PCR 方法检测表明 mdm2 基因的

扩增与胃癌组织的分化程度有相关性 这一现象提示

mdm2 的基因扩增可能与胃癌的恶性程度及预后有关.

另外 本实验结果可提示: 通过阻断 P53-MDM2 二者

的相互作用或者降低 MDM2 含量 或者将 MDM2 滞留

于核内将会激活 P53 的肿瘤抑制功能 同样可以增强

P53 的功能. 这种假设已在人类肿瘤得到证实 即恶性

胶质瘤 人类颈部肿瘤[14, 15] 国内亦有学者在肺癌细

胞中得到证实[16] 但胃癌方面的治疗作用还是空白

有待进一步探索研究.
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