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Abstract:Objective　Tostud ytheex pressionandsi gnificanceof p53, p16 proteininastroc ytomas. Methods　

Toassesstheex pressionof p53, p16of56astroc ytomaswithS 2Pmethodofimmunohistochemistr ycom paring

tothe placeboandatthesametimecom parewithinthe group. Results　Astherankrisin g, p53 proteinex 2
pressionincreased,com parisonbetweenthe groups,therearesi gnificantdifference ( P < 0.05 ) ,butthedele 2
tionof p16 proteinincreased,com parisonbetweenthe groups,therearealsosi gnificantdifference ( P <

0.05 ) . Conclusion　Overexpressionof p53 proteinanddeletionof p16 proteinma ybeoneofthema jorcauses

intheoccurrenceandbecomin gmali gnancyofastroc ytomas,and p53 proteinma ybeoneofthema joreventsin

themulti plesta gesoftumori genesisandmali gnant progressionofastroc ytomas,but p16ma ybetheke yrolein

theariseanddevelo pmentofastroc ytomas.
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摘 　要 :目的 　研究 p53 、p16 蛋白在星形细胞瘤中的表达及其意义。方法 　应用 S2P 法检测 56 例星形

细胞瘤 p53 及 p16 蛋白 ,并同时行组间对照。结果 　p53 蛋白随肿瘤级别增高表达明显增加 ,各级别间

差异性显著 ( P < 0.05 ) 。而 p16 蛋白则随级别增高其缺失率增加 ,各级别间差异性显著 ( P < 0.05 ) 。结

论 　p53 蛋白高表达和 p16 蛋白的缺失是星形细胞瘤发生和恶变的重要原因之一。p53 表达增高可能

是星形细胞瘤恶变的信号 ,但 p16 在星形细胞瘤的发生和恶性化的过程中可能起更重要的作用。
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0 　引言

星形细胞瘤是中枢神经系统最常见的肿瘤。因

手术不易完全切除 ,而且有的恶性程度高、易复发且

死亡率高日益受到重视 ;尽管采用了包括手术、放

疗、化疗、免疫治疗以及目前正在深入研究的基因治

疗在内的综合治疗 ,但效果仍然并不理想。近年来 ,

随着分子生物学实验技术的发展 ,认为 p53 和 p16

基因在星形细胞瘤的发生发展过程中起着重要的作

用。本实验采用免疫组织化学对星形细胞瘤 p53 蛋

白和 p16 蛋白进行测定和比较 ,并结合临床预后和

病理分级进行相关研究 ,全面、客观地反映 p53 蛋白

和 p16 蛋白在星形细胞瘤中的作用 ,为其诊断、分

级、分类及预后估价提供有价值的参考资料。

1 　材料与方法

1.1 　材料

56 例星形细胞瘤标本来源于 2001 年 1 月～

2003 年 3 月华中科技大学同济医学院附属同济医

院病理科石蜡切片 ,厚度为 4～5μm。其中男性 34

例 ,女性 22 例 ,年龄范围 14～72 岁 ,平均年龄47.5

岁。根据 1999 年 WHO 对星形细胞瘤的分级将其

分为 Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ级 ,并将级别较高的归于高级别

组。其中 Ⅰ级 14 例 , Ⅱ级 22 例 , Ⅲ～ Ⅳ级 20 例。

1.2 　方法及步骤

1.2.1 　试剂 　10% 山羊血清 ,S2P 生物素标记二抗

(工作浓度 1∶100) 为美国 Zymed 公司提供 ;p53 一

抗 (鼠单克隆抗体 ,工作浓度为 1∶50) 和 p16 一抗

(鼠单克隆抗体 ,工作浓度为 1∶50 ) 均购自美国

NEOMARKS 公司 ;DAB 为美国 DAKO 公司提供。

1.2.2 　免疫组织化学染色 　采用 S2P 法按常规步

骤进行染色 ,DAB 显色 ,苏木素复染 ,脱水透明 ,封

片。

1.2.3 　对照 　用 PBS 代替一抗作阴性对照 ,试剂
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盒内阳性片作阳性对照。

1.3 　结果判断及半定量方法

p53 、p16 均为胞核表达 ,阳性细胞染色呈棕黄

色。高倍显微镜下 ( ×400)观察 10 个视野计数。按

阳性细胞所占比例分为 + (阳性细胞 <25% ) 、++

(阳性细胞 <50% ) 、+++ (阳性细胞 >50% ) 。

1.4 　统计分析方法 　应用χ2 检验进行分析。

2 　结果

p53 、p16 蛋白在 56 例星形细胞瘤 Ⅰ～ Ⅳ级中

的表达见表 1、2, 两者的表达关系 ,见表 3。

表 1 　星形细胞瘤 p53 蛋白表达

病理分级 例数
阴性
例数

阳性例数

+ ++ +++

阳性率
%

Ⅰ级 14 14 0 0 0 0

Ⅱ级 22 18 1 3 0 18.2

Ⅲ～ Ⅳ级 20 10 2 3 5 50.0

总计 56 42 3 6 5

　　结果表明 : Ⅰ级星形细胞瘤与 Ⅱ级组阳性率比较 , Ⅰ级
组与 Ⅲ～ Ⅳ组阳性率比较 , Ⅱ级组与 Ⅲ～ Ⅳ组比较均有显著
性差异 ( P < 0.01 )

表 2 　星形细胞瘤 p16 蛋白表达

病理分级 例数
阴性
例数

阳性例数

+ ++ +++

阳性率
%

Ⅰ级 14 2 4 4 4 85.7

Ⅱ级 22 8 5 4 5 63.6

Ⅲ～ Ⅳ级 20 14 0 2 4 30.0

总计 56 24 9 10 13

　　结果表明 :p16 蛋白在不同级别的星形细胞瘤中表达有
显著性差异

表 3 　星形细胞瘤 p53 和 p16 蛋白表达

病理分级
p53 p16

+ - + -

Ⅰ级 0 14 12 2

Ⅱ级 4 18 14 8

Ⅲ～ Ⅳ级 10 10 6 14

总计 14 42 32 24

　　结果表明 :p53 蛋白和 p16 蛋白在不同级别的星形细胞
瘤中表达有显著性差异

3 　讨论

肿瘤抑癌基因的突变是许多人类神经源性肿瘤

常有的特点 ,目前 ,许多研究证明这些野生型抑癌基

因的产物在肿瘤的细胞增殖和肿瘤形成过程中起负

调节作用。p53 和 p16 被认为是在这些基因中能调

控 pRb 蛋白最重要的群体之一 ,并得到广泛的研

究。

1979 年 ,Lane 等发现在用 SV40 转化的鼠

NIH3T3 细胞核中存在一种分子量为 53KD 的磷酸

化蛋白 ,称为 p53 蛋白。编码 p53 蛋白的基因称为

p53 基因。p53 与细胞分化和抑制非正常细胞增殖

的几条关键途径相关[1] 。p53 通过 p21 对 DNA 损

伤作出反应从而控制 DNA 复制 ,促进其分化。起

初人们认为该基因是一种原癌基因 ,后来的实验研

究证明 p53 基因是一种抑癌基因。p53 基因位于人

类 17p 染色体上。正常组织中 p53 蛋白含量极低 ,

且半衰期极短 ,常规的免疫组化方法不能将其检测

出来 ,而突变型的则相反 ,容易用免疫组化 ,ELISA

和流式细胞术检出 ,从而间接反映 p53 基因突变的

发生。本文采用免疫组化方法对 p53 蛋白进行检

测 ,发现在 Ⅰ级星形细胞瘤中没有发现 p53 蛋白阳

性表达 ,在 Ⅱ级中有18.2% 的阳性表达 ,在 Ⅲ～ Ⅳ级

中有50.0% 的阳性表达 ,各组间存在显著性差异 ( P

< 0.01 ) 。这表明 p53 蛋白的表达水平与星形细胞

瘤的恶性程度有很明显的相关性 ,与其组织学分级

相一致。提示 p53 蛋白可以作为星形细胞瘤恶性程

度和病理分级的重要参考指标。

抑癌基因 p16 是近几年来发现的与细胞周期调

控和癌变密切相关基因。p16 基因属于 INK4 (in2
hibitorsofCDK4 ) 家族成员 ,其定位于人类染色体

9p21 位置 ,全长8.5kb ,由两个内含子和三个外显子

组成 ,三个外显子共同编码一种已知的细胞周期依

赖性激酶 (CDK4) 的抑制蛋白。p16 被认为是细胞

周期依赖性激酶抑制因子 (CDKIs) ,它能够证明 Rb

蛋白的磷酸化能力 ,因为 p16 和 D 族细胞周期素

(CyclinD )竞争性地与 CDK4 结合 ,防止形成 Cyclin

D2CDK4 复合物 ,从而阻止细胞从 G1 期进入 S 期。

因此 ,p16 被认为是细胞增殖的负调控因子。分子

生物学资料及 p16 基因图的研究已经证明它们两者

或其中的某一调控系统的破坏对大多数肿瘤的发生

起重要作用[2] 。p16 既是细胞周期的有效调控者 ,

又是抑制肿瘤细胞生长的关键因子。当 p16 基因变

异而不能正常表达时 ,cyclinD 则与 CDK4 优势结

合 ,使细胞生长失去控制 ,细胞表型产生变化[3] 。

Costello[4] 发现约 50% 的胶质瘤细胞中 p16 基因没

有转录或表达。免疫组织化学方法测定实体瘤组织

中 p16 蛋白表达缺失率 :恶性肿瘤高于良性肿瘤 ,恶

性程度越高或组织分化越差 ,其 p16 蛋白缺失率越

高[5] 。本实验中 ,p16 蛋白在 Ⅰ级星形细胞瘤中缺

失率为14.3% , Ⅱ级为36.4% , Ⅲ～ Ⅳ级为70.0% ,

提示 p16 亦可以作为星形细胞瘤恶性程度和病理分

级的指标。

目前 ,p53 基因和 p16 基因与星形细胞瘤基因

治疗的研究尚处于实验研究阶段 ,还未见到临床实
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践的报道。有关 p53 基因与星形细胞瘤的基因治疗

的实验研究比较少 ,其原因可能是 : ①p53 基因的分

子量大约是 p16 的 4 倍 ,用于基因治疗不便于操作 ;

②从 p53 基因和 p16 基因对细胞周期的调控来看 ,

p16 要比 p53 更为直接。因此 ,就两者用于基因治

疗的前景而言 ,p16 基因则要优越得多。有学者曾

将 p16 基因的 cDNA 片段引入胶质瘤细胞 ,发现原

来 p16 基因纯合缺失的瘤细胞的生长受到明显的抑

制。随后的进一步研究发现原来没有 p16 蛋白表达

的胶质瘤细胞在转入 p16 基因后有 p16 蛋白表达 ,

且大多数胶质瘤细胞滞留于 G0/G 1 期
[6] 。这为 p16

基因用于星形细胞瘤的基因治疗奠定了理论基础。

同时有学者对 p53 与星形细胞瘤的放疗及化疗

敏感性进行了研究 ,发现如果是 p53 突变率高 ,则其

对于放疗或化疗敏感度大大增加[7] 。我们的实验

结果提示 ,随肿瘤级别的增加 p53 表达增加 ,那么这

意味着高级别的星形细胞瘤对于放疗或化疗的敏感

性要高得多。也有研究表明 p16 与星形细胞瘤的化

疗敏感性相关 ,并且其相关性与药物密切相关[8] 。

就这一点而言 ,对于临床选用合适的化疗药物有重

要的指导意义。

长期以来 ,关于星形细胞瘤中 p53, p16 蛋白表

达与预后的关系 ,也一直是人们所关注的问题 ,有学

者对一千多例组织学标本进行了回顾性的研究分

析 ,发现 40% 以上的恶性肿瘤组织可以见到 p53 阳

性染色细胞 ,进一步研究发现肿瘤组织中 p53 高度

表达的患者 ,其预后常常不良[9] 。Tihan [10] 认为如

果 p53 标记指数大于 15% 则往往提示预后不良。

Hilton 等[11] 认为星形细胞瘤中 p16 蛋白缺失率越

高 ,预示患者的存活期越短。Wang 等[12] 在另外一

项实验研究中发现 p16 抑制星形细胞瘤细胞生长的

能力比 p53 要强得多 ,这说明 p16 在星形细胞瘤的

发生发展中起的作用要比 p53 大得多。本实验同样

证实在星形细胞瘤中 ,p16 的缺失率要高得多 ,提示

p16 对星形细胞瘤的发生 ,发展及预后起更重要的

作用。

总而言之 ,p53 和 p16 的缺失、变异是星形细胞

瘤发生和恶性变的主要原因之一。但是 ,对 p53 和

p16 表达调控 ,缺失或变异的机制 ,对临床分期 ,疗

效判断 ,基因诊断以及如何利用其特点进行基因治

疗是一个还有待进一步深入探讨的问题。
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