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　　Abstract:Objective 　Tostud ytherelationshi pbetweenthealterationsof p16 geneandtheoccurrenceand

developmentoftheendometrialcarcinoma. Methods 　Thealterationsof p16 genewerestudiedb y ploymerase

chainreaction 2singlestrandconformation polymorphism ( PCR2SSCP) andDNAse quencingin40endometrial

carcinomas. Results　Theexon2of p16 geneoccurred522b phomoz ygousdeletionin12cases.The pointmuta 2
tionsatthesamesiteweredetectedin10cases,andoneofmutatin gsiteswasGTC →AAT ( Val126Asn ) on

126thcodon,anothermutatin gsitewasGCA →GCG(A127A) on127thcodon.Theratioofalterationsof p16

genewas55%. Conclusion　Thealterationsof p16 genecorrelatewiththeoccurrenceofendometrialcarcinoma.

　　Keywords: 　p16 gene;Mutation;Endometrialcarcinoma

　　摘 　要 :目的 　研究 p16 基因的突变在子宫内膜癌发生、发展中的作用。方法 　应用 PCR2SSCP 及

DNA 测序对 40 例子宫内膜癌中 p16 基因第二外显子缺失及序列改变进行研究。结果 　40 例子宫内膜癌

中 12 例存在 p16 基因的第二外显子 522bp 的纯合缺失 ,10 例存在点突变 (突变位点相同) ,突变位点之一为

第 126 密码子硷基 GTC →AAT (错义突变) ,另一突变位点为第 127 密码子 GCA→GCG(同义突变) ,缺失及

突变共占 55% 。结论　p16 基因的突变与子宫内膜癌的发生有明显的相关性。
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0 　引言

　　p16 基因是第一个被证明是肿瘤抑制基因的细胞

周期调控机制的内在成分 ,p16 基因突变在人类恶性

肿瘤中相当普遍的存在 ,突变率为 30%～80%不等 ,主

要突变形式为缺失、点突变及甲基化 ,本实验应用从子

宫内膜癌组织及正常子宫内膜组织中提取的基因组

DNA为模板 ,扩增 p16 基因第二外显子 ,检测其缺失

和突变 ,探讨其与子宫内膜癌发生、发展的关系。

1 　材料与方法

1.1 　标本的取材及基因组 DNA 提取 　40 例子宫内

膜癌标本中有 26 例是新鲜手术标本 ,14 例为石蜡标

本 ;20 例正常子宫内膜均为新鲜手术标本。标本均

由内蒙古医学院第一附属医院提供。常规采用酚2氯
仿抽提法提取基因组 DNA 。

1.2 　PCR2SSCP 银染 　应用子宫内膜癌组织及正常

子宫内膜组织中提取的基因组 DNA 为模板 ,以β2
actin 作对照 ,PCR 扩增基因组 DNA 中 p16 基因第二

外显子。PCR 反应体系 :10 ×反应缓冲液 5μl,DM 2
SO2.5 μl,25mol/lM g2+ 1.5μl,10mol/ldNTP1 μl,

10 pmol 上下游引物各 4μl, 基因组 DNA0.3 μg,Ta g

DNA 聚合酶 2.5U, 总体积 50μl。95 ℃ 5min,95 ℃

30s,50 ℃30s,72 ℃75s,35 个循环 ,72 ℃延伸 10min 。

引物根据实验可设计 2 对第二外显子引物 (1 对外

侧 ,1 对 内 侧 ) , 外 侧 引 物 序 列 P1 :5 ’2TCT2
GAGCTTTGGAAGCTCTCA 23’,P 2 :5 ’2GAGAACT2
CAAGAAGGAAATTGG 23’。内侧引物序列 P1 :5 ’2
TGGACCTGGCTGAGGAG 23 ’,P 2 :5 ’2
CAAATTCTCAGATCATCAGTCCTC 23 ,。第一轮扩

增外侧 522bp 的片段 ,第二轮扩增 140bp 片段。取 12μl

的 PCR 扩增引物 ,2% 琼脂糖凝胶电泳 ,以 100bp 的

DNAladdermarker 作标记 ,出现 180bp 条带而未出现

522bp 条带为缺失 ,取未发生缺失的 PCR 产物变性后

经 8%的非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳 4h, 银染分析。

1.3 　DNA 测序 　对有异常的 140bp 片段重新进行
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PCR 扩增 (反应体系同前) ,将 PCR 扩增产物纯化后

寄大连宝生物技术公司在 DNA 测序装置 (Bio2Rad

公司)中进行 DNA 测序。

2 　结果

2.1 　p16 基因第二外显子缺失 　以 522bp 的外侧引

物对 40 例子宫内膜癌标本进行 PCR 扩增 ,其中 12

例标本出现缺失 ,实验中以β2actin 引物 (扩增片段

180bp)进行内对照 ,并以 100bpladder 的 marker 为

标记。缺失率 30.0%, 如图 1 所示 ,肿瘤标本未出现

522bp 条带 ,但出现 180bp 的对照条带 ;正常子宫内

膜标本同时出现 180bp 和 522bp 的条带。

2.2 　SSCP银染检查　取 140bp 的扩增片段进行 SSCP

银染检查 ,发现有 10 例子宫内膜癌标本出现单链 DNA

泳动速度发生变化 ,出现3 条带或2 条带 ,而正常子宫内

膜标本均出现 4 条带 ,阳性率为 25%, 见图 2。

图 1 　p16 基因外显子 2 却失情况

图 2 　子宫内膜癌组织 p16 基因第二外显子

140bp 扩增片段 SSCP 结果

2.3 　DNA测序结果　在对 10 例出现单链 DNA泳动

速度发生变化的子宫内膜癌标本的 DNA测序时均发现

了二个突变位点 ,其突变位点是 126密码子硷基 GTC→

AAT为错义突变 ,另外一突变位点是 127 密码子硷基

GCA→GCG为同义突变 ,突变率为 25%, 见图 3,图 4。

图 3 　正常内膜组织标本 DNA 测序结果

图 4 　肿瘤组织 DNA 测序结果

3 　讨论

　　p16 基因是第一个表达产生细胞固有成分的抑

癌基因 ,其定位于 9P21区 ,长约 8.5Kb, 由两个内含子

组成的间隔顺序分为三个外显子 ,p16 基因缺失或突

变造成 p16 蛋白表达下降 ,p16 蛋白是细胞周期素依

赖激酶 4 ( CDK4) 的抑制蛋白 ,而过度 CDK4 的作用

可导致细胞的非正常增生而发生肿瘤。

　　p16 基因突变在人类恶性肿瘤中相当普遍地存

在 ,突变率 30% ～80% 不等 ,主要突变方式有缺失

(主要为纯合缺失) 、点突变、甲基化等。Peiffer 等[1]

发现在 34 例子宫内膜癌中 3 例有 9P21区缺失 ,2 例

点突变 ,表明 p16 基因异常与子宫内膜癌的发生有

关 ;Shiozawa 等[2] 认为 CDK4 的过量表达和 p16 表达

的缺失与子宫内膜癌的亚型 (组织学分型)发生有关。

但 Hatta 等[3] 认为 p16 基因的突变与子宫内膜癌无

明显相关性 ,他应用 SSCP 和 Southern 杂交技术检测

15 例子宫内膜癌 ,未发现在子宫内膜癌组织中有 p16

基因的缺失和重排 ,这可能与其选择的病例和组织学

类型的不同有关。本研究 40 例子宫内膜癌中有 12

例发生 p16 基因缺失 ,缺失率为 28.6%, 这与其他妇

科肿瘤的 p16 基因缺失率如卵巢癌 22.8% 相接近 ;

但高于全身各种原发肿瘤中 p16 基因的平均缺失率

(20.7% ) [4] ;在不同的恶性肿瘤中 p16 基因的纯合性

缺失频率差异较大[5] ,这说明 p16 基因尚有其他使之

失活的机理。实验中有 10 例子宫内膜癌标本 p16 基

因第二外显子发生点突变 ,点突变发生率 25%, 由于

目前尚未见到有关子宫内膜癌 p16 基因突变率的报

道 ,所以本研究的 p16 基因第二外显子点突变率无法

进行比较 , 但与 Hayashi [6] 报道的非小细胞肺癌

(NSCLC)中 p16 基因点突变率 29.6% 相接近。

　　目前通过 DNA 序列测定的突变比较多 ,主要有

移码突变 ,错义突变和无义突变等[7] 。本研究 10 例

子宫内膜癌标本出现两个突变位点 ,其一由于错义突

变使 126 密码子 GTC →AAT, 由颉氨酸变成天冬氨

酸 ,使 p16 蛋白表达下降 ;另一突变位点上 127 密码

子 GCA→GCG为同义突变 ,同义突变可使偏爱密码

子变成非偏爱密码子 ,从而导致相应的 tRNA 由多数

型转为少数型 ,结果使该密码子的表达明显减低 ,影

响蛋白质的合成 ,造成了蛋白表达的下降。p16 蛋白

的抑制功能区主要位于锚蛋白重复序列 ,而第 126 密

码子突变和外显子缺失正发生于重复区域范围内 ,从

而影响 p16 蛋白的功能 ,导致细胞增殖失控而发生肿

瘤。我们应用 PCR2SSCP 和 DNA 测序技术对 40 例

子宫内膜癌及正常子宫内膜组织中 p16 基因第二外

显子进行检测 ,总变异率为 55%, 明显高于正常子宫

内膜组织 ,说明 p16 基因突变 (缺失和点突变)参与了

子宫内膜癌的发生。由于本研究未能得到 5 年生存

率资料 ,故无法将 p16 基因突变与 5 年生存率进行相
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关性研究 ,这有待于以后做进一步研究、探索 ,使 p16

基因的检测不但具有诊断意义 ,而且还具有判断预后

的重要意义。
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　　大肠癌的治疗以手术为主 ,但术后

患者半数以上死于复发和转移。故对它

的控制及治疗是提高大肠癌术后生存率

的关键。我们自 1992 年 1 月～2001 年

1 月对收治的 38 例进展期大肠癌术后

患者采用术后早期 MPHLF 方案行双路

腹腔温热化疗并全身化疗进行治疗 ,取

得了较好疗效 ,现报告如下。

1 　材料与方法

　　所选 38 例大肠癌术后患者均为我

院 1992 年元月至 2001 年元月收治的

Duke’s 中国改良分期 C 期患者。平均

年龄 52.8 岁。其中男 29 例 ,女 9 例。

均经病理诊断并分期。其中大多数为管

状腺癌 ,乳头状腺癌 III4 例 ,粘液腺癌

III2 例。Kps 计分 85～100 分 ;所有病

人均于术后 1 月内接受 MPHLF 方案双

路腹腔温热化疗并全身化疗。

　　双路腹腔温热化疗 :化疗的第 1 天

持续灌注 44.5 ℃的 0.9% 生理盐水注射

液 2500ml ～ 3500ml+ 顺 铂 80mg ～

120mg/m 2 + 地塞米松 10mg+ 丝裂霉素

20mg 的混合液。在向腹腔灌注药物时

即按顺铂与硫代硫酸钠 1:200 的比例静

脉滴注硫代硫酸钠 ,维持 12h 。次日硫

代硫酸钠的剂量减半静脉滴注 ,维持

12h 。4 周重复 1 次 ,2 次为 1 疗程 ;共进

行 2 疗程。顺铂剂量每次增加 20mg。

但最大剂量不超过 120mg/m 2 。

　　全身化疗 :CF200mgivdri p, 在 CF 静

脉滴注半量时 ,从另一静脉通道滴注 52
Fu0.5/m 2 ,维持 6～8h,CF 余量维持 4～

6h, 第 1～5d,4 周重复 ,共 6 周期。羟基

喜树碱 10mg静脉滴注 ,第 1～5d,4 周重

复 ,共 6 周期。于第 7d 开始应用 G2CSF

或 GM2CSF 皮下注射 ,直至白细胞大于

5.0 ×109/L, 血小板 >100 ×109/L 停药。

　　在化疗前 3 天开始记 24h 出入量和

尿量。水化、利尿按常规进行。止吐治

疗按如下方法进行 :每日化疗前 15min,

给地塞米松 10mg 静推 ,枢丹注射液 8mg

静推 ;化疗开始即给地塞米松片 3.75m g

口服 ,6h1 次 ,4 次/ 日。每周期化疗开始

前查血常规 ,每周 2 次 ;肝肾功能 ,腹部及

盆腔 B 超 ,心电图 ,

每 2 周 1 次。

　　疗效评价 :38

例患者全部随访完

全。每年体检 3～4

次。根据主诉、体征、CEA、胸部 X 线平

片、腹部及盆腔 B 超、CT 等结果判断是

否有肝肺腹腔和盆腔等复发或转移。客

观疗效和毒副作用按 WHO 的标准评

价。

2 　结果

　　疗效 :1 、3、5 年生存率分别是

100% 、94.7% 、89% 。毒副作用主要是

骨髓抑制、恶心、呕吐、肠麻痹等。但未

见吻合口瘘 ,肠穿孔等。毒副作用经治

疗后均在 1 周内恢复正常。

3 　讨论

　　由于腹腔局部和区域复发以及肝转

移是结直肠癌术后最主要的致死因素。因

此 ,大肠癌术后防止和治疗腹腔复发转移

和肝转移是改善大肠癌预后和提高生存率

的关键。腹腔化疗时 ,腹腔内药物浓度高 ,

维持时间长。有利于杀灭腹腔内游离的癌

细胞、术后残存的微小癌灶以及转移至肝

脏的癌细胞。我们知道 ,热疗可有效杀灭

癌细胞。而热损伤肿瘤细胞的分解产物刺

激免疫系统 ,增加机体的免疫反应 ,可使转

移的肿瘤细胞得到抑制。同时 ,加热可加

快顺铂、丝裂霉素等化疗药物与癌细胞的

结合 ,并可改变癌细胞的通透性 ,使它们有

效地渗入癌细胞内 ,增强药物活性 ,充分发

挥抗癌作用。另外 ,腹腔内化疗虽然使腹

腔内药物浓度高 ,但全身剂量低 ,故其疗效

受到影响 ,而同时全身化疗可弥补腹腔内

用药局部浓度高但全身剂量低的不足。毒

副作用主要为胃肠道反应及骨髓抑制。

(贺 　文校对)
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