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p73 基因多态性与乳腺癌临床病理参数的关系

周鑫，吴诚义

( 重庆医科大学附属第一医院内分泌乳腺外科，重庆 400016)

[ 摘要 ] 目的： 研 究 p73 基 因 G4C14–A4T14 多 态 性 与 乳 腺 癌 临 床 病 理 参 数 的 关 系。 方法： 利 用 Sequenom 

MassArray®iPLEX GOLD 系 统， 对 170 例 原 发 性 乳 腺 癌 患 者 进 行 p73 基 因 G4C14–A4T14 多 态 性 检 测， 并 以 t 检

验分析不同基因型与乳腺癌患者年龄、原发灶大小的相关性；以 χ2 检验分析不同基因型与乳腺癌临床病理参

数的相关性；应用非条件 logistic 回归分析比较不同基因型与乳腺癌化学治疗疗效之间的关系。结果：p73 基

因多态性与乳腺癌患者的年龄、原发灶大小、绝经状况、TNM 分期、病理类型、腋窝淋巴结转移、雌激素受

体、 孕 激 素 受 体、 人 表 皮 生 长 因 子 受 体 2 以 及 p53 均 无 明 显 相 关 性 (P>0.05)； 三 阴 性 乳 腺 癌 ( 雌 激 素 受 体、

孕激素受体及人表皮生长因子受体 2 均阴性 ) 中 GC/GC 基因型频率明显高于非三阴性乳腺癌 (78.9% vs 57.6%, 

χ2=5.741, P=0.017)；p73 基 因 多 态 性 与 乳 腺 癌 对 蒽 环 类 药 物 的 化 学 治 疗 敏 感 性 无 明 显 关 系 (P>0.05)。 结 论：

p73 基 因 G4C14–A4T14 多 态 性 与 三 阴 性 乳 腺 癌 显 著 相 关， 携 带 GC/GC 基 因 型 的 乳 腺 癌 患 者 可 能 预 后 不 良。

[ 关键词 ]   三阴性乳腺癌；p73 基因；多态性；化学治疗敏感性
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ABSTRACT Objective: To evaluate the correlations between p73 G4C14–A4T14 polymorphisms and 
clinicopathologic characteristics of patients with breast cancer.  

 Methods: A total of 170 patients with breast cancer were genotyped for p73 G4C14–A4T14 
polymorphisms by Sequenom MassArray® iPLEX GOLD System. The correlations between 
polymorphisms and the age of patients with breast cancer, or tumor size were analyzed by t-test;the 
correlations between polymorphisms and clinicopathologic characteristics in patients with breast 
cancer were analyzed by χ2 test; and the relation between polymorphisms and the efficacy of 
chemotherapy for breast cancer was assessed by logistic regression.

 Results: There was negative correlation between p73 polymorphisms and ser veral 
clinicopathological characteristics, including age, tumor size, menopausal status, TNM classification, 
pathological type, axillary lymph node metastasis, estrogen receptor, progesterone receptor, human 
epidermal growth factor receptor 2, and p53(P>0.05). The frequency of GC/GC genotype in 
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p73 基 因 是 p53 的 家 族 成 员 之 一， 其 基 因 位

于人类染色体 1p36.33。其编码的蛋白质在结构、

功能上与 p53 相似，具有通过转录激活 p21WAF1/

CIP1 等 p53 靶基因，抑制正常和转化细胞的生长，

促进凋亡的功能 [1]。因此 p73 基因被认为是一种候

选抑癌基因。研究 [2–3] 显示 p73 基因与多种肿瘤的

发生、发展和预后有一定相关性。p73 基因第 2 外

显子的第 4 和第 14 位上，存在两个自然关联的由

鸟嘌呤与腺嘌呤 (G–A) 以及胞嘧啶与胸腺嘧啶 (C–

T) 双核苷酸相互置换的多态性 (G4C14–A4T14)，

它们在启始密码子 AUG 的上游形成一个茎环结构，

影 响 p73 基 因 表 达 [1]。 目 前 研 究 [4–6] 显 示 p73 基

因 G4C14–A4T14 多态性与肿瘤易感性相关，但存

在种族和肿瘤类型的差别。p73 基因多态性与乳腺

癌发病风险和预后的报道很少 [7–8]。目前国内尚未

检索到 p73 基因 G4C14–A4T14 多态性与乳腺癌生

物学特性的相关报道。笔者拟通过研究 p73 基因

G4C14–A4T14 多态性与乳腺癌临床病理参数的相

关性，旨在探讨该多态性在乳腺癌预后中的价值。

1  材料与方法

1.1  材料

1.1.1��一般资料

170 例乳腺癌患者均为重庆医科大学附属第一

医院内分泌乳腺外科和重庆市肿瘤研究所乳腺中心

2010 年 1 月至 12 月间收治的患者，均为重庆地区

汉族女性，年龄 31~80( 平均 50.1) 岁。患者均为新

发肿瘤，均经病理证实，入组前均未接受任何抗癌

治疗。将母系家族中一级直系亲属患有乳腺癌者定

义为有乳腺癌家族史。患者的临床资料均有可靠、

完善的记录，肿瘤的分期根据 AJCC 分期所定。肿

瘤原发灶直径 1~12( 平均 4.7) ㎝。病理类型包括浸

润性导管癌 128 例，其他类型 42 例。 TNM 分期：

Ⅰ期 10 例 (5.9%)，Ⅱ期 98 例 (57.6%)，Ⅲ期 62 例

(36.5%)。120 例乳腺癌患者接受含蒽环类药物 ( 表

阿霉素 80~100 mg/m2) 的术前新辅助化学治疗 ( 化

疗 )，其中 CEF 方案 22 例，TEC 方案 98 例，全部

药物经静脉滴注，化疗方案每 3 周重复，2~3 周期

后评价疗效。

1.1.2��主要试剂和仪器

DNA 提 取 试 剂 盒 系 美 国 Omega 公 司 产 品；

SpectroCHIP 芯 片、 自 动 点 样 仪 (Nanodispenser 

RSl000 v1.2.1) 以及 MALDI-TOF-MS 系美国 Sequenom

公司产品。

1.2  方法

1.2.1��标本采集和 DNA 提取

在获得患者书面知情同意后，抽取乳腺癌患者

清晨空腹外周静脉血 2 mL，并置于酸性枸橼酸葡萄

糖抗凝管中，-40 ℃保存；应用 DNA 提取试剂盒提

取 DNA( 按说明书操作 )，DNA 保存于 -70 ℃备用。

1.2.2��引物设计与合成

根据基因的目标序列和所选择的多态性位点，

利 用 Sequenom MassARRAY® Assay Design 3.1 软

件 ( 美 国 Sequenom 公 司 ) 设 计 多 重 PCR 特 异 性

扩增引物和单碱基延伸引物，上海英骏生物公司

(Invitrogen) 负 责 引 物 合 成。 其 中 针 对 p73 G4A 的

特异性扩增引物为 5'-ACGTTGGATGGGTGGACTG-

GGCCATCTTC-3' 和 5'-ACGTTGGATGTGCTCAGG-

TGTCATTCCTTC-3'， 扩 增 片 段 长 度 为 98 bp; 单 碱

基 延 伸 引 物 为 5'-CCTCCTTCCTGCAGAGC-3'。 延

伸引物的分子质量为 5082.3 D；若延伸单碱基 A，

则 分 子 质 量 为 5353.5 D； 若 延 伸 单 碱 基 G， 则 分

子质量为 5369.5 D。针对 p73 C14T 的特异性扩增

引 物 为 5'-ACGTTGGATGAAACGTGGTGCCCCCATC-

AG-3' 和 5'-ACGTTGGATGATTCCTTCCTTCCTGCAG-

AG-3'，扩增片段长度为 116 bp；单碱基延伸的引物

为 5'-ATTCATGCAGAGCGAGCTGCCCT-3'。 延 伸 引

物的分子质量为 7024.6 D；若延伸单碱基 C，则分

子质量为 7271.8 D；若延伸单碱基 T，则分子质量

为 7351.7 D。

patients with “triple negative” breast cancer (estrogen receptor -negative, progesterone receptor-
negative, and human epidermal growth factor receptor 2-negative) was higher than that of patients 
with non-triple negative breast cancer (78.9% vs 57.6%, χ2=5.741, P=0.017). P73 polymorphism 
was negatively correlated with chemosensitivity for anthracycline-based chemotherapy (P>0.05).

 Conclusion: P73 G4C14–A4T14 polymorphisms are positively correlated with triple negative 
breast cancer, and the patients with breast cancer who carry GC/GC genotype may have bad 
prognosis.

KEY WORDS triple negative breast cancer; p73 gene; polymorphism; chemosensitivity
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1.2.3��基因分型分析

提 取 纯 化 后 的 基 因 组 DNA 样 品 定 量 稀 释 至

100  ng/μL，按设计顺序每孔加 1 μL 样品于 384 孔

板上，然后添加 PCR 扩增体系使反应物的终浓度

如下：0.1 U 的 Taq 聚合酶，100 ng 基因组 DNA，

各 2.5 pmol 的 PCR 引 物，25 mmol 的 dNTP。PCR 

反应条件为：95℃ 15 min，然后 95 ℃ 20 s，56 ℃ 

30 s，72 ℃ 30 s， 循环 45 次，72 ℃ 5 min。添加

0.3 U 的虾碱性磷酸酶 (shrimp alkaline phosphatase, 

SAP) 去除剩余的 dNTP。单碱基延伸反应通过添加

5.4  pmol 的 各 延 伸 引 物，50 μmol 的 dNTP/ddNTP 

混合物，0.5 U 的 Thermosequenase DNA 聚合酶，

反应条件为 94 ℃ 2 min，然后 40 个循环的 94 ℃ 5 s，

52℃ 5 s，80℃ 5 s。反应产物用树脂脱盐 20 min 后

经自动点样仪点样于 SpectroCHIP (Sequenom) 芯片。

点样后的芯片用基质辅助激光解吸附电离飞行时间

质谱 (SpectroREADER, Sequenom) 检测。

1.2.4��化疗疗效评价

根 据 实 体 瘤 疗 效 反 应 评 价 标 准 (Response 

Evaluation Criteria in Solid Tumors, RECIST) [9] 进行疗

效评价，分为完全缓解 (complete remission, CR)、部

分 缓 解 (partial remission, PR)、 稳 定 (stable disease, 

SD) 和疾病进展 (progressive disease, PD),CR+PR 为总

有效率。手术标本中原发病灶和淋巴结均无肿瘤病

灶残留或仅有导管原位癌残留则判定为病理完全缓

解 (pathologic complete remission, pCR)。

1.3  统计学处理

应用 SPSS18.0 统计软件对数据进行统计学处

理。以 χ2 检验确定其是否符合 Hardy-Weinberg 平衡，

以 t 检验分析不同基因型与乳腺癌患者年龄、原发

灶大小的相关性；以 χ2 检验分析不同基因型与乳腺

癌临床病理参数的相关性；应用非条件 logistic 回

归分析计算比值比 (odds ratios, OR) 和 95% 可信区

间 (confidence interval, CI) 以分析和比较不同基因

型与乳腺癌化疗疗效之间的关系，并排除年龄、绝

经状况、乳腺癌家族史及化疗方案等混杂因素的影

响。以 P<0.05 为差异有统计学意义。

2  结  果

2.1  p73 基因型和等位基因在乳腺癌中的分布

170 例 乳 腺 癌 中 有 AT/AT，GC/AT 和 GC/GC

三 种 基 因 型， 其 特 征 质 谱 图 如 图 1，2 所 示；p73

基 因 AT/AT，GC/AT 和 GC/GC 基 因 型 频 率 分 别 为

2.9%，34.7% 和 62.4%；AT 和 GC 等位基因频率分

别为 20.3% 和 79.7%。170 例乳腺癌中 p73 基因型

分布频率符合 Hardy-Weinberg 遗传平衡 (χ2=0.492, 

P=0.782)。

2.2  p73 基因多态性与乳腺癌患者年龄、原发灶

大小的关系

5 例携带 p73 基因 AT/AT 基因型的乳腺癌患

者平均 49.2 岁，原发灶平均直径 5.0 ㎝；59 例携

图 1   p73 基因 G4A 多态位点 AA，GA 和 GG 基因型的特征质谱图。

Figure 1  Schematic diagram of the AA , GA , and GG polymorphism of G4A in p73.

图 2   p73 基因 C14T 多态位点 CC，CT 和 TT 基因型的特征质谱图。

Figure 2  Schematic diagram of the CC, CT, and TT polymorphism of C14T in p73.
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带 GC/AT 基因型的乳腺癌患者平均 50.8 岁，原发

灶 平 均 直 径 4.7 ㎝；106 例 携 带 GC/GC 基 因 型 的

乳腺癌患者平均 49.7 岁，原发灶平均直径 4.8 ㎝；

3 组间年龄、原发灶大小比较差异无统计学意义

(P>0.05)。

2.3  p73 基因多态性与乳腺癌临床病理参数关系

p73 基因 G4C14–A4T14 多态性与乳腺癌患者

的绝经状况、TNM 分期、病理类型、腋窝淋巴结

转 移、 雌 激 素 受 体 (estrogen receptor, ER)、 孕 激

素受体 (progesterone receptor, PR)、人表皮生长因

子受体 2(human epidermal growth factor receptor 2, 

HER2)、p53 均 无 明 显 相 关 性 (P>0.05， 表 1)。 三

阴 性 乳 腺 癌 中 GC/GC 和 GC/AT+AT/AT 基 因 型 频

率分别为 78.9%(30/38) 和 21.1%(8/38)；非三阴性

乳 腺 癌 中 GC/GC 和 GC/AT+AT/AT 基 因 型 频 率 分

别 为 57.6%(76/132) 和 42.4%(56/132)， 三 阴 性 乳

腺癌组和非三阴性乳腺癌组间差异有统计学意义

(χ2=5.741, P=0.017，表 1)。

2.4  p73 基因多态性与乳腺癌对蒽环类化疗敏感性

的关系

120 例 乳 腺 癌 中 化 疗 敏 感 组 (CR+PR)AT/

AT+GC/AT 和 GC/GC 基因型频率分别为 36.8% 和

表 1  p73 基因多态性与乳腺癌临床病理参数的关系 / 例 (%)

Table 1  Correlation between p73 polymorphism and clinicopathologic characteristics in breast cancer/No. (%)

临床病理参数 n
基因型

χ2 P
GC/GC GC/AT+AT/AT

临床分期 0.593 0.441

Ⅰ + Ⅱ 108 65(61.3) 43(67.2)

Ⅲ 62 41(38.7) 21(32.8)

病理类型 1.065 0.302

浸润性导管癌 128 77(72.6) 51(79.7)

其他 42 29(27.4) 13(20.3)

腋窝淋巴结转移

有 99 63(59.4) 36(56.3) 0.166 0.683

无 71 43(40.6) 28(43.7)

绝经状况 1.102 0.294

绝经前 99 65(61.3) 34(53.1)

绝经后 71 41(38.7) 30(46.9)

ER

阳性 101 65(61.3) 36(56.3) 0.426 0.514

阴性 69 41(38.7) 28(43.7)

PR

阳性 79 49(46.2) 30(46.9) 0.007 0.935

阴性 91 57(53.8) 34(53.1)

HER2

阳性 54 32(30.2) 22(34.4) 0.323 0.570

阴性 116 74(69.8) 42(65.6)

p53

阳性 75 51(48.1) 24(37.5) 1.823 0.177

阴性 95 55(51.9) 40(62.5)

三阴性乳腺癌

是 38 30(28.3) 8(12.5) 5.741 0.017

否 132 76(71.7) 56(87.5)
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63.2%，化疗不敏感组 (SD+PD) 的基因型频率分别

为 36.4% 和 63.6%；pCR 组 AT/AT+GC/AT 和 GC/

GC 基因型频率分别为 35.5% 和 64.5%，非 pCR 组

基因型频率分别为 37.1% 和 62.9%；敏感组和不

敏感组，pCR 组和非 pCR 组间差异无统计学意义

(χ2=0.002, P=0.966；χ2=0.025, P=0.874)。携带 GC/

GC 基因型的乳腺癌与携带 AT/AT 和 GC/AT 基因

型的乳腺癌比较，两者间化疗敏感性差异无统计

学意义（表 2）。

表 2  p73 基因多态性与乳腺癌化疗敏感性的关系 / 例 (%)

Table 2  Correlation between p73 polymorphism and chemosensitivity in breast cancer /No.(%)

基因型 n
临床评价 OR

(95% CI)
P

病理评价 OR

(95% CI)
P

CR+PR SD+PD pCR 非 pCR

GC/GC 76 55（63.2） 21（63.6） 1 20（64.5） 56（62.9） 1

AT/AT+GC/AT 44 32（36.8） 12（36.4） 1.009 0.984 11（35.5） 33（37.1） 0.970 0.950

(0.414-2.461) (0.372-2.527)

3  讨  论

p73 基因由于特殊的染色体定位，并且其所编

码的蛋白质在结构和功能上都与 p53 蛋白极其相似，

因而有人认为它是一个极有希望的候选抑癌基因。

但 p73 基因不是经典的肿瘤抑制基因，p73-/- 小鼠并

无肿瘤易患现象的发生 [10]；尽管先前的报道 [11] 显

示 p73 有肿瘤相关性缺失，但后来的研究 [12] 未发

现 p73 基因的突变，相反却发现 p73 基因在多种肿

瘤中表达上调。

研 究 显 示 p73 基 因 G4C14–A4T14 多 态 性 与

肿瘤发病风险相关。Wang 等 [4] 对 26 项独立研究

( 包含 8148 例肿瘤患者和 8150 例健康对照 ) 进行

meta 分 析， 发 现 p73 基 因 G4C14–A4T14 多 态 AT

等位基因携带者患宫颈癌、结直肠癌及头颈部肿瘤

等多种肿瘤的危险性显著增加；分层分析发现 p73

基因 G4C14–A4T14 多态与白种人的肿瘤易感性相

关。Yu 等 [5] 对 23 项研究 ( 包含 6635 例肿瘤患者

和 7378 例健康对照 ) 进行 meta 分析，发现 p73 基

因 G4C14–A4T14 多态与亚洲人种和白种人的结直

肠癌发病风险密切相关；Liu 等 [6] 对 27 项独立研

究 ( 包 含 8017 例 肿 瘤 患 者 和 11610 例 健 康 对 照 )

进 行 meta 分 析， 发 现 p73 基 因 G4C14–A4T14 多

态 AT/AT 基因型携带者多种肿瘤的发病风险显著

增加；按种族进行分层分析发现 AT/AT 基因型显

著增加白种人和亚洲人种的肿瘤发病风险，特别

是美国人和日本人；按肿瘤类型进行分层分析发

现 AT/AT 基因型显著增加结直肠癌、头颈部肿瘤

和其他肿瘤的发病风险。

p73 基因多态性与乳腺癌发病风险和预后的

报道很少，Huang 等 [7] 对日本 200 例乳腺癌和 282

例 健 康 对 照 人 群 的 p53 基 因 Arg72Prop 和 p73 基

因 G4C14–A4T14 单 核 苷 酸 多 态 性 进 行 检 测， 发

现 两 组 之 间 p73 基 因 G4C14–A4T14 基 因 型 分 布

频率差异无统计学意义，因此作者认为 p73 基因

G4C14–A4T14 单核苷酸多态性与日本人群的乳腺

癌风险无明显关系。Li 等 [8] 对 526 例乳腺癌患者 ( 中

位 随 访 期 为 7.3 年 ) 进 行 p73 基 因 G4C14–A4T14

单核苷酸多态性检测，发现 4% 的乳腺癌患者的基

因 型 为 AT/AT，39% 为 GC/AT，57% 为 GC/GC；

携带 GC/GC 基因型的乳腺癌 5 年总生存率和无病

生存率分别为 78.9% 和 74.2%，与携带 AT/AT 或

GC/AT 基因型的乳腺癌相比，差异具有统计学意

义，GC/GC 基因型是乳腺癌总生存和无病生存的

独立预后因子；作者认为 p73 基因 G4C14–A4T14

多态的 GC/GC 基因型与乳腺癌较差的预后明显相

关。三阴性乳腺癌复发转移率较高，预后较差，

目 前 尚 无 针 对 性 的 治 疗 方 案 [13]， 本 组 资 料 显 示

p73 基因 G4C14–A4T14 多态性与三阴性乳腺癌显

著相关，三阴性乳腺癌中 GC/GC 基因型频率明显

高于非三阴性乳腺癌，携带 GC/GC 基因型的乳腺

癌患者可能预后不良，与 Li 等 [8] 的研究结果一致。

p73 基因 G4C14–A4T14 多态性与肿瘤化疗敏

感性关系的报道结果不一，袁芃等 [14] 对 165 例以

顺铂 (DDP) 或卡铂 (CBP) 为主进行化疗的晚期非小

细胞肺癌患者进行 p53 第 72 密码子 Arg-Pro 多态

和 p73 第 2 外 显 子 G4Cl4-A4Tl4 多 态 的 检 测， 发

现 p53 和 p73 基因遗传多态与晚期非小细胞肺癌

患者对以铂类药物为主的化疗敏感性有关。Chen

等 [15] 研 究 发 现 p73 基 因 G4C14–A4T14 多 态 性 可

以帮助预测胰腺癌患者对吉西他滨化疗的敏感性。

而 Liu 等 [16] 在体外实验中利用顺铂处理人肺腺癌

细胞株 A549 和 P15，同时对两种细胞株进行 p73

第 2 外 显 子 G4Cl4-A4Tl4 多 态 的 检 测， 发 现 人 肺

腺 癌 细 胞 株 A549 和 P15 的 基 因 型 分 别 为 AT/AT 

和 GC/GC，两种细胞株均发现了由顺铂诱导的细
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表 2  p73 基因多态性与乳腺癌化疗敏感性的关系 / 例 (%)

Table 2  Correlation between p73 polymorphism and chemosensitivity in breast cancer /No.(%)

基因型 n
临床评价 OR

(95% CI)
P

病理评价 OR

(95% CI)
P

CR+PR SD+PD pCR 非 pCR

GC/GC 76 55（63.2） 21（63.6） 1 20（64.5） 56（62.9） 1

AT/AT+GC/AT 44 32（36.8） 12（36.4） 1.009 0.984 11（35.5） 33（37.1） 0.970 0.950

(0.414-2.461) (0.372-2.527)

胞凋亡，但两者之间的细胞克隆形成率、半抑制

浓度差异无统计学意义；作者认为 p73 第 2 外显

子 G4Cl4-A4Tl4 多态与人肺腺癌细胞株对含铂类

药物的化疗方案的敏感性无明显关系。本组资料

也 未 能 显 示 p73 基 因 G4Cl4-A4Tl4 多 态 与 乳 腺 癌

对蒽环类药物的化疗敏感性相关。以上研究结果

的差异可能与 p73 基因多态性在不同肿瘤中存在

差异有关。

综 上 所 述， 本 研 究 表 明 p73 基 因 G4C14–

A4T14 多态性与三阴性乳腺癌显著相关，携带 GC/

GC 基因型的乳腺癌患者可能预后不良；但此结论

尚须扩大样本量进行随访进一步验证。
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