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p16 基因及产物在原发性肺癌中的表达
及其临床病理学意义

张莉 　李应珍

【摘要】　目的 　探讨 p16 基因及产物的异常表达与肺癌发生、发展的关系。方法 　应用免疫组化

检测 114 例原发性肺癌组织中 p16 蛋白的表达 ,应用 PCR 技术分析 62 例 p16 蛋白表达丢失的肺癌组织

中 p16 外显子 2 ( E2)的缺失情况 ,并以 14 例癌旁正常肺组织作对照。结果 　p16 蛋白阳性表达率在鳞

癌、腺癌和小细胞肺癌中分别为 43. 2 %、48. 5 %和 27. 0 % ,各组间无显著差异 ( P > 0. 05) ;p16 蛋白表达水

平与非小细胞肺癌 (NSCLC) 的组织学分级和淋巴结转移有密切关系。NSCLC 中 p16 E2 的缺失率为

45. 2 % ,缺失水平与淋巴结转移和组织学分级密切相关 ( P < 0. 05) 。小细胞肺癌 (SCLC)和癌旁正常肺组

织中无 p16 E2 的缺失。结论 　p16 基因及产物的异常表达与 NSCLC 的组织学分级和转移相关 ,它可能

参与 NSCLC的发生、发展和转移过程。
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【Abstract】　Objective 　To explore the relationship between p16 gene expression and oncogenesis , and devel2
opment of human lung cancer. Methods 　Immunohistochemistry was employed to detect the expression of p16 protein

in 114 paraffin2embedded primary lung cancer tissues. Loss of p16 INK 4 gene exon 2 ( E2) was analyzed using PCR

technique in 62 cancer samples with p16 protein2negative stain and 14 paracancerous lung tissues. Results 　The posi2
tive rates of p16 protein expression in squamous cell carcinoma , adenocarcinoma and small cell lung cancer (SCLC)

were 43. 3 % , 48. 2 % and 27. 0 % respectively , and no significant difference was found among them ( P > 0. 05) .

The expression level of p16 protein was closely correlated with histological grade and lymph node metastasis of lung

cancer. The deletion of p16 E2 was 45. 2 % in NSCLC and closely related to lymph node metastasis and histological

grade ( P < 0. 05) . No deletion was observed in 37 cases of SCLC and 14 paracancerous lung tissues. Conclusion 　

Alteration of p16 gene and protein is closely related to the histological grade and lymph node metastasis of NSCLC. It

may play an important role in the oncogenesis , development and lymph node metastasis of NSCLC.
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　　自 1993 年首次发现并报道了 p16 基因以来 ,人们

对其结构、功能以及与肿瘤关系的研究逐步深入 ,并取

得了一些突破性的进展[1～4 ]
,但是免疫组化联合 PCR

技术同时检测 p16 基因及产物的异常表达及其与临床

病理学联系的研究较少。我们应用以上两种技术同时

检测 114 例原发性肺癌癌组织中 p16 蛋白表达和 p16

外显子 ( E2)的缺失情况 ,以探讨 p16 基因及产物与肺

癌发生、发展的相关性 ,为临床判断预后及治疗提供分

子病理学依据。

1 　材料与方法

作者单位 :830054 　乌鲁木齐 ,新疆医科大学第一附属医院肺科

1. 1 　标本来源 　收集我院自 1990～1998 年经手术切

除和气管镜活检的肺癌组织石蜡包埋标本共 114 份 ,

患者均为原发性肺癌 ,术前未作放化疗。全组鳞癌 44

例 ,其中 Ⅰ级 (高分化) 23 例 , Ⅱ级 (中分化) 10 例 , Ⅲ级

(低分化) 11 例 ,伴淋巴结转移 20 例 ;腺癌 33 例 , Ⅰ级

8 例 , Ⅱ级 11 例 , Ⅲ级 14 例 ,伴淋巴结转移 8 例 ;小细

胞肺癌 37 例。取 14 例癌旁正常肺组织作对照。

1. 2 　LSAB - 免疫组化染色

1. 2. 1 　主要试剂 　抗 p16 蛋白多克隆抗体 (Santa Cruz

公司) ;生物素标记的羊抗兔抗体 (Dako 公司) ;SP 复合

物 (Dako 公司) 。

1. 2. 2 　LSAB 法 　将 4μm 厚的石蜡切片常规脱蜡 ,逐
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级水化。先经 0. 3 %H2O2 阻断内源性过氧化物酶 ,枸

橼酸缓冲液行抗原修复 ;然后依次加入正常小牛血清

(1∶100) ,一抗 (1∶40) ,二抗 (1∶400) ,三抗 (1∶400) ,以上

各步均经微波低中火孵育 5 min , PBS 冲洗 (除小牛血

清) 。最后 AEC显色 ,苏木素复染 ,甘油明胶封片。选

用已知阳性乳腺癌组织为阳性对照 ,用 PBS 代替一抗

作阴性对照。

1. 3 　PCR

1. 3. 1 　主要试剂 　琼脂糖 ;DNA 提取液 ;p16 E2 反应

液 (分子量为 244 bp) ; Taq 酶 ;正常模板 ;电泳指示剂

(以上由中山医科大学达安基因诊断中心提供) ; PCR

Marker 是 Dako 公司产品。

1. 3. 2 　标本处理 　将石蜡包埋的组织切成 4μm 厚 ,3

或 4 张装于小管中 ,然后用二甲苯、无水乙醇脱蜡。

68 ℃温箱干化 2 h ,加入 DNA 提取液 100μl ,于 37 ℃温

箱过夜 ,100 ℃加热 10 min 后离心。

1. 3. 3 　PCR 扩增 　取 p16 E2 反应液 26. 5μl ,依次加

入样本 DNA 2μl (或直接加 2μl 正常模板做正常对

照) ,Taq 酶 1. 5μl ,石蜡油 20μl ,按下列条件立即扩增 :

94 ℃3 min 预变性 ,然后 94 ℃45 s ϖ55 ℃45 s ϖ72 ℃

60 s ,共行 35 个循环。

1. 3. 4 　PCR 扩增产物电泳 　PCR 产物在 2 %琼脂糖凝

胶上电泳 ,以阳性模板为对照 ,观察结果。

1. 4 　p16 蛋白染色结果的判定 　每张切片选 5 个高倍

视野 ,每个视野计数 200 个肿瘤细胞 ,按胞核或胞质染

成棕红色的数目占计数细胞的百分比判定结果 : + , <

30 % ; 6 ,30 %～75 % ; 7 , > 75 % ; - ,无胞核或胞浆染

色。

1. 5 　数据处理 　用卡方检验或确切概率法行显著性

检验 , P < 0. 05 为有统计学意义。

2 　结果

2. 1 　阳性细胞和阳性反应带表达的特征 　图 1 示肺

腺癌 p16 蛋白免疫染色阳性 ,胞浆呈棕红色。图 2 示

SCLC p16 蛋白免疫染色 ,胞核着色。在紫外线检测

上 ,p16 E2 阳性反应带清晰、粗细均匀 ,为与正常对照

处于同一位置的橙黄色条带 ,在 Marker 的 150～300 bp

之间 (图 3) 。

2. 2 　p16 蛋白表达与肺癌相关指标的关系 　从表 1 可

见正常组织 p16 蛋白阳性表达率明显低于肺癌组织 ,

但各肺癌组织学类型组 p16 蛋白阳性表达率差别无显

著性 ( P > 0. 05) 。随着细胞分化程度的降低和淋巴结

转移 ,p16 表达水平亦下降 ( P < 0. 05) 。

图 1 　肺腺癌 p16 蛋白免疫染色 ,胞浆棕红色 (抗多克隆 p16 蛋白 1∶40 ,

LSAB 染色×400)

Fig 1 　Expression of p16 gene products was detected in adenocarcinoma of the

lung by immunohistochemical staining (Anti2p16 polyclonal antibody 1∶

40 , LSAB staining ×400. The cytoplasma was in brown2red. )

图 2 　肺小细胞肺癌 p16 蛋白免疫染色 ,胞核着色 (抗多克隆 p16 蛋白 1

∶40 ,LSAB 染色×400)

Fig 2 　Expression of p16 gene products was detected in small cell lung cancer by

immunohistochemical staining ( Anti2p16 polyclonal antibody 1 ∶40 ,

LSAB staining ×400. The nucleus was in brown. )

图 3 　PCR 扩增产物琼脂糖凝胶电泳

M:PCR Marker ;A :正常模板 ;B ,C ,D :NSCLC组织样本 ;B 样本中 E2 丢失

Fig 3 　Amplification product of p16 gene product was detected in exon 2 by PCR

technique

M:PCR marker ; A :Normal template ; B ,C ,D :NSCLC tissues samples ; Deletion

of p16 E2 in sample B
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2. 3 　PCR 扩增产物电泳结果 　NSCLC 中 p16 E2 的缺

失率为 45. 2 % ,20 例 SCLC和 14 例癌旁正常肺组织中

无 E2 缺失。高、中分化肺癌组织中 E2 的缺失率

(31 %)显著低于低分化的缺失率 (76. 9 %) ( P < 0. 05) 。

有淋巴结转移组的缺失率显著高于无淋巴结转移组

( P < 0. 01) (表 2) 。

表 1 　p16 蛋白表达与肺癌病理生理特征的关系

Tab 1 　Relationship between p16 protein expression and pathophysiological characteristics of lung cancer

Characteristics
Total cases

( N)

Positive cases

( n)

Positive rate

( %)

Histological types

　Paracancerous lung tissue 14 2 14. 3

　Squamous cell carcinoma 44 19 43. 2

　Adenocarcinoma 33 16 48. 5

　Small cell lung cancer 37 10 27. 0

Histological grades

　Ⅰ+ Ⅱ 52 29 55. 8

　Ⅲ 25 6 24

Lymph node metastasis

　+ 28 6 21. 4

　- 49 29 59. 2

表 2 　p16 E2 缺失与肺癌病理生理特征的关系

Tab 2 　Relationship between deletion of p16 E2 and pathophysilogical characteristics of lung cancer

Characteristics
Total cases

( N)

Positive cases

( n)

Positive rate

( %)

Histological types

　Paracancerous lung tissue 14 0 0

　Non2small cell lung cancer 42 19 45. 2

　Small cell lung cancer 20 0 0

Histological grades

　Ⅰ+ Ⅱ 29 9 31. 0

　Ⅲ 13 10 76. 9

Lymph node metastasis

　+ 14 11 78. 6

　- 24 8 33. 3

3 　讨论

人 p16 基因又称 MTS1 或 CDK4 Ⅰ,位于 9p21 ,由 3

个外显子和 2 个内含子组成 ,编码分子量 15. 845 ×

10
3

u的蛋白质[5 ] 。p16 是细胞周期素依赖性激酶

(CDK)的抑制蛋白 ,它和细胞周期素 (cyclin) 竞争与

CDK4 结合组成一个反馈调节圈 ,直接参与细胞周期调

控 ,控制细胞由 G1 期进入 S 期 ,对细胞的生长呈负性

调节作用[6 ] 。它与许多恶性肿瘤的发生、发展相关[1 ] 。

我们的研究结果显示 ,p16 蛋白的表达与肺癌的

组织学类型无关 ,SCLC 中也有部分表达。14 例正常

癌旁肺组织只有 2 例 p16 蛋白阳性 ,该结果与 Shapiro

等[6 ]的结果相近。产生此现象的原因可能是 :分化的

正常肺组织中 p16 蛋白不表达或很低的表达 ;或正常

组织中 Rb 基因抑制了 p16 蛋白的表达。由此可见 ,

p16 蛋白的表达调控较复杂。p16 蛋白丢失主是由于

p16 外显子缺失所致 ,其中以 E2 最多见[7 ] ,本组中 p16

E2 的缺失率为 45. 2 % ,该结果高于文献报道的 30 %

左右缺失率[8 ]
,这可能与石蜡包埋的组织中提取的

DNA 含量相对低 ,或正常细胞对 p16 基因缺失的污染

有关。SCLC中无 p16 E2 的缺失表达可能是它与 SCLC

的形成无关 ,或由于 Rb 基因对 p16 的拮抗作用[9 ] 。

在所检测的 NSCLC中 ,伴有淋巴结转移的肺癌组

织 p16 蛋白阳性表达率 (21. 4 %) 显著低于无转移的

59. 2 % ( P < 0. 05) ,p16 E2 的缺失率以前者为高。淋

巴结转移在临床上多属晚期。综上 ,我们认为 p16 失

活参与 NSCLC的发展过程 ,但它是 NSCLC发展过程中

的一个继发事件 ,还是一个恒定的事件 ,这有待于进一

步研究。本资料结果还显示 ,p16 基因及产物状态与

NSCLC的肺癌细胞分化程度相关 ,因此 ,它可以作为临
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床判断 NSCLC患者预后的参考指标。
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·病例报告·

肺瘢痕癌三例报告

田辉 　范月波 　王善政

　　1985 年 3 月至 1996 年 5 月我们先后

收治了 3 例肺瘢痕癌 ,现报告如下。

例 1 　男 ,56 岁。因刺激性咳嗽伴痰

中带血 1 个月入院。胸部 X 线片示右肺

上叶 3 cm ×3 cm 肿块 ,胸部 CT 示右上肺

癌。既往无结核病史。1989 年 3 月全麻

下行右肺上叶切除术。术中见右肺上叶

尖后段 4 cm ×4 cm灰白色肿块 ,质硬 ,肺门

淋巴结肿大。最后病理诊断 :肺瘢痕癌

(鳞癌型) 。

例 2 　男 ,48 岁。因胸闷憋气 20 天入

院。胸部 X 线片示右肺下叶 8 cm ×6 cm

肿块 ,胸部 CT 示右下肺癌伴胸腔积液。

既往无结核病史。1995 年 12 月全麻下行

剖胸探查术。术中见右肺下叶背段 3 cm ×

3 cm灰白色肿块 ,质硬 ,右肺门固定 ,肺门

转移灶 8cm ×8cm。行原发病灶切除。最

后病理诊断 :肺瘢痕癌 (腺癌型) 。

例 3 　女 ,62 岁。因咳嗽、左胸痛 2 个

月入院。胸部 X 线片示左肺下叶 6cm ×5

作者单位 :250012 　济南 ,山东医科大学附属医

院胸外科 (田辉、王善政) ;日照市东港区人民医

院胸外科 (范月波)

cm肿块 ,胸部 CT示左下肺癌。30 年前曾

患肺结核 ,已治愈。1996 年 5 月全麻下行

左肺下叶切除术。术中见左肺下叶背段

与后基底段交界处肿块 7cm ×6cm ,灰白

色 ,质硬 ,肺门淋巴结肿大。最后病理诊

断 :肺瘢痕癌 (鳞癌型) 。

讨论 　肺瘢痕癌 (pulmonary scar can2
cer ,PSC) 是在肺结核、肺梗死和肺部慢性

炎症等病变所致肺瘢痕的基础上 ,瘢痕组

织内及其周围的细支气管 - 肺泡上皮异

型增生和癌变的一种特殊类型的周围型

肺癌。本病临床上很少见 ,文献报道其发

生率为 0. 19 %[1 ] 。

本病术前诊断困难 ,主要依靠术后病

理确诊。在放射学方面以下特点有助于

诊断 [2 ] : ①胸部 X线片中发现上叶肺周边

较小块影时 ,注意胸膜凹陷征、集束征、尾

巴征或兔耳征 ; ②陈旧结核病灶出现模糊

影时 ,勿简单断定结核复发 ,应警惕瘢痕

癌 ; ③断层片发现血管影伸入肿块内时 ,

肺瘢痕癌的可能性大。

一般文献认为肺瘢痕癌多位于肺上

叶的周边部 [1 ] 。本组 3 例均为周围型 ,1

例位于肺上叶。肺瘢痕癌一般较小 ,灰白

色 ,较硬 ,常紧靠胸膜。肿瘤表面的胸膜

增厚 ,并与之紧密粘连。中央为瘢痕组织

收缩引起的脐样凹陷。肿瘤中央为黑色

碳末的硬性瘢痕 ,周围为放射状排列的瘤

组织。光镜下观察 [3 ] ,见由致密结缔组织

构成大小不等的瘢痕结节 ,内有异常弹力

纤维增生 ,大量碳末沉着 ,致密胶原纤维 ,

闭塞或机化的血管 ;瘢痕结节内或其周围

可见到细支气管上皮细胞或肺泡细胞发

生异常增生或癌变。肿瘤组织学分型以

腺癌为主 ,鳞癌少见 ,小细胞癌罕见。本

组 3 例中 ,2 例鳞癌 ,1 例腺癌。

肺瘢痕癌对化疗和放疗不敏感 ,首选

手术治疗 ,但预后较差。
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