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突变型 P5 3和肿瘤易感基因 1 0 1在 

肺癌组织中的表达及意义 

郭 康 ，范文艳 

(新乡 医学院 a．第三附属医 院肿瘤科 ；b．形态学实验室 ，河南 新 乡 453003) 

摘 要 ：探讨了P53基因突变对肺癌组织中TSG101基因的影响，结果是：TSG101在正常组织中呈强阳性表 

达 100 (30／30)，在高分化肺癌(包括肺鳞癌和肺腺癌)组织、低分化肺癌组织、淋 巴结转移组织的表达分别为 

77．97 (92／I18)、25．37 (17／67)、18．95 (18／95)；P53的表达则相反 ，在正常组织 、高分化肺 癌组织 、低 分化肺癌 

组织、淋巴结转移组织的表达分别为 6．67 (2／3o)、67．80 (80／118)、86．57 (58／67)、94．63 (90／95)；P53基因 

PCR-SSCP分析谱检测 P53第 5--8外显子阴性 56例占3O．27％，阳性 129例占69．73 ，总突变率为 69．73 (127／ 

180)；P53与 TSG101呈现负相关．这些结果提示 P53和 TSGIO1可能共同参与了肺癌的发生、发展和转移． 
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肺癌是世界恶性肿瘤死亡的主要原 因之一．它的发生发展是一个复杂 的、多步骤渐进演变的生物学过 

程，并由多种因素参与．其根本原因在于细胞核内DNA的损伤而激活或过表达癌基因、抑癌基因的丢失或 

其产物的失活，导致了细胞周期的失控，使细胞无限制生长而最终形成肺癌．肺癌的演变是一系列分子变异 

的过程，其中 P53基因突变是肺癌发生的关键因素之一l1]．但 P53基 因和 TSG101在肺癌发生发展 中的相 

互作用如何，尚不清楚．本文采用免疫组织化学和分子生物学技术检测了抑癌基因P53和 TSG101基因在 

非小细胞肺癌(nonsmall—cell lung cancer NSCLS)发生发展中的表达关系，试图为肺癌的临床诊断和可能的 

基因治疗提供科学的理论依据和新的思路． 

1 材料和方法 

1．1 标本收集 

收集 2005年至 2014年新乡第一、第三附属医院、郑州大学第一附院石蜡包埋标本及冰冻新鲜组织标本 

共 185例 ，其中包括 102例肺鳞癌组织标本 ，80例肺腺癌组织标本 ，30例肺慢性炎症组织标本。所有标本均 

为住院患者手术切除并经病理确诊 的病例． 

1．2 主要试剂和仪器设备 

鼠抗人 TSG101单克隆抗体(c一2，SC一7964)购自美国 Santa Cruz公司；鼠抗人 P53单克隆抗体(DO一7)购 

自福州迈新生物技术开发有限公司；SABC二抗试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公司．德国Leica公司 

生产的 RMZB5型切片机 ；日本 NIKON一200显微照相系统． 

1．3 方法 

1．3．1 用 HE染色法进行肺癌的类型及分期的对照诊断． 

1．3．2 免疫组化方法 

石蜡切片脱蜡至水，微波高温修复 20 min，3 H () 10 min以阻断内源性过氧化物酶，血清封闭2O min， 
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分别滴加 1：100的兔抗人 TSG101和鼠抗人 P53抗体，4℃冰箱过夜后取出恢复室温，磷酸盐缓冲液 

(Phosphate Buffered Saline，PBS)冲洗后分别滴加相应的生物素化酶和辣根过氧化物酶标记的多聚体．二 

氨基联苯胺(Diaminobenzidine，DAB)显色 5 min，自来水终止反应，苏木素复染、脱水、透明后封片．对照组 

用 PBS代替一抗工作液． 

免疫组化结果判定：P53表达产物定位于细胞核 细胞核出现棕黄色颗粒为阳性结果；TSG101表达产 

物定位于胞质和(或)胞核，阳性细胞表现在胞质和(或)胞核出现棕黄色颗粒．每张切片在显微镜 400倍下， 

选定 10个视野，每视野计数 100个细胞，按着色强度将无、弱、中、强分别记为 0～3分；按阳性细胞数<5 

为阴性(0分)，6％～25 为弱阳性(1分)，26 ～5o 为中等强度阳性(2分)，>51 为强阳性(3分)，两者 

相加后分 4级 ：0～2分为(一)，2～3分为(十)，3～4分为(++)，≥ 5分为(+++)． 

1．3．3 DNA制备 

采用酚一氯仿提取法．切取 10 m厚石蜡包埋组织 5～10片，分别放人 1．5 mL离心管中，脱蜡及脱水后 

加入 400／aL Lysis buffer，8ul 20 mg／mL蛋白酶 K，37℃彻底消化 ，12 000 r／min离心10 min．吸上清于另一 

离心管中，加等体积酚或氯仿(1：1)混匀，12 000 r／min离心 10 min．吸上清于另一离心管中后再加入氯仿 

或异戊醇(24：1)混匀，12 000 r／rain离心 10 rain．吸上清于另一离心管中，加入 1／5体积3 mol醋酸钠(pH 

5．2)和 2倍体积 的无水乙醇，混匀后一2O℃过夜．12 000 r／min离心 5 min，弃上清 ，加入 300 L 7O 乙醇 ， 

12 000 r／min离心 5 min弃上清，室温干燥 15 min后 ，加入 100 L TE溶解 DNA，用紫外分光光度仪测 OD 

值 ，以了解所提 DNA的纯度和浓度． 

1．3．4 PCR—SSCP检测 PCR扩增 P53基因5～8外显子应用 4对引物(由北京医科大学病理系分子生物 

室合成)，其序列如下： 

Exon 5：5 TACTCCCCTGCCCTCAACAAGA3 

5 CGCTATCTGAGCAGCGCTCAT3 

Exon 6：5 GATTGCTCTTAGGTCTGGCCCCT3 

5 CAGACCTCAGGCGGCTCATAGG3 

Exon 7：5 CTGGGTTGGCTCTGACTGTACCA3 

5 TGACCTGGAGTCTTCCAGTGTG3 

Exon 8：5 GTAGTGGTAATCTACTGGGACGGA3 

5 CTCGCTTAGTGCTCCCTGGGGGC3 

PCR扩增反应条件 ：95℃ 2 min，95℃，40 S，55℃，40 S，72 oC，30 S，30个循环 ，72℃延伸 5 min． 

1．3．5 PCR—SSCP分析 

取 5 L PCR扩增产物 ，加入 5 L SSCP上样液 ，100℃水浴 10 min，立即上样于垂直电泳槽 中的 SSCP 

胶孔中，5O V恒压、15℃恒温 ，电泳液为 0．5TBE约 800 mL，电泳的肿瘤标本与正常的相 比较 出现条带增 

多、减少或位置变动，即说明该样品存在基因突变． 

1．4 统计学分析 

数据处理应用 SPSS17．0统计软件， 2检验分析各组计数资料，P53与 TSG101表达关系采用 

Spearman等级相关分析．P％0．05有统计学意义． 

2 结果 

2．1 免疫组化表达结果 

2．1．1 P53蛋白的表达情况 

185例肺癌组织中P53蛋白++以上表达率45．41％ (84／185)，P53蛋白在非癌变肺组织、淋巴结转移 

组、低分化组、高分化组、肺癌组中的++以上表达率分别为 3．33 (图 1)、84．21 、8O．60 、25．42 、45． 

41 (图 2)．肺癌组和非癌变肺组织比较，P53蛋白阳性表达差异有显著性 (P<o．o5)；淋巴结转移组与非 

癌变肺组织比较，P53蛋白阳性表达差异有显著性 (P<O．05)，见表 1． 
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表 1 不同性质肺癌组织中 P53的表达比较 

(n) +(n) ++(n) +++(n) 合计／ 阳性率／ 

肺癌组 36 

高分化 26 

低分化 1O 

淋巴结转移 5 

对照组 28 

注 ：VS对照组 #*P<O．05 

2．1．2 TSG101蛋白的表达情况 

免疫组织化学表达结果显示，TSG101在非癌变中强表达率为 100 (30／30)(图 1B)，TSG101蛋白+ 

+以上表达率 18．38％ (34／185)。，在高分化肺鳞癌和高分化肺腺癌中++以上表达率 25．42 (30／118)(图 

1D)，在低分化肺鳞癌和肺腺癌中++以上表达率仅为 5．97 (4／67)，在淋巴结转移中表达率为 18．95 

(18／95)、++以上表达率仅为 5．26 (5／95)．由此可见，TsG101在非癌变组织中表达明显，而在癌变组织 

中呈低水平表达，而且分化程度越低其表达越低，临床分期越晚其表达水平越低．与对照组相比，TSG101的 

表达与肺癌组织的分化程度和淋巴结转移有关(P<O．05)见表 2． 

表 2 TSG101在 肺癌 组和对 照组中的表达情况 

+(n) +-4-(”) +++( ) 合计／n 阳性率／％ 

注 ：VS对 照 组 一 Pd0．05． 

2．2 mtp53 PCR-SSCP结果 

P53基因PCR—SSCP分析谱显示肺癌组织中呈强阳性表达．突变率的出现情况为：185例肺癌(104例鳞 

状细胞癌，81例腺癌)中，检测 P53第 5～8外显子，阴性 56例(30．27 )，阳性 129例，5～8外显子，突变率 

分别为 37．21 (48／129)；23．26 9／6(30／129)；24．81 (32／129)；14．73 (19／129)，总突变率 为 69．73 

(129／185)，见图 2． 

2．3 相关性分析 

依据突变型P53蛋白的表达情况将肺癌组分为 p53阳性组(P53+组)和 P53阴性组(P53-组)，比较两 

组中TSG101的关系(表 3)．可以看出，P53和 TSG101表达同为阳性者为 58例，P53表达阳性而 TGS101 

表达阴性者 72例；P53和TSG101表达同为阴性者为 4例，P53表达阴性而TGS101表达阳性者 51例．Per— 

SOrt’S相关系数分析 P<O．05． ． 

3 讨论 

表 3 P53与 TSG101的相关性表达 

Person’S r一 0．616。x2— 41．362，P=0．000 

P53基因是目前肿瘤界研究最多的抑癌基因之一，分为野生型和突变型两种．因野生型 P53蛋白极不稳 

定，半衰期仅数分钟．我们检测到的均是蛋白生物半衰期延长，稳定性增加并可在组织细胞中堆积的突变型 

P53，所以P53过表达通常提示有 P53基因突变 ．突变型 P53不但失去抑癌作用，同时还具有促进正常 

细胞恶性转化的作用，促进肿瘤的发生[4-s]，有研究显示，P53基因在 5o 以上的肺癌中存在突变而失去抑 

∞ ” O 

移 
组 化 化 转 组 
癌 分 分 结 照 

肺 高 低 巴 对 
淋 





142 河南师 范大 学学报(自然科 学版) 2O15年 

认为 ]，TSG101可能作为一个蛋白降解的调控因子去影响其他肿瘤抑制因子和细胞周期调控因子的半衰 

期而发挥显性负性调节作用．研究表明 TSG101参与泛化素调节、胞内体的运输、细胞迁移、转录调节、抗凋 

亡、细胞间信号传导、细胞增殖等活动，在任何一种活动中 TSG101与 P53都有可能存在着某种通路调控的 

影响，如 TSG101可减少 P53的信号口 ．通过活化 P53能引起存活素下调，而维持 Mdm2／存活素水平，对肺 

癌细胞寿命发挥显著作用口 ．说明 TSG101和 P53相互作用可能对肺癌的发生和演进具有一定的内在联 

系，从而导致了肺癌的发生和发展． 
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Expressions of M utant P5 3 and Tumor Susceptibility Gene 1 0 1 in Lung Cancer 

GUO Kang ，FAN W enyan 

(a．Tumor Department of Third Affiliated Hospital；b．Morphologival Laboratory，Xinxiang Medical University，Xinxiang 453003，China) 

Abstract：T0 investigate the effect of P53 gene mutation affecting on TSG101 gene in lung cancer tissues．Resuls： 

TSG101 expression was strongly positive in normal tissue，expression rate of 100 (30／30)；In high differentiated lung cancer 

(including lung squamous cell carcinoma and adenocarcinoma of the lung tissue)，low differentiated lung cancer tissue，lymph 

node expression of metastasis tissues were 77．97 (92／118)，25．37 (17／67)，18．95 (18／95)．On the contrary，the ex— 

pression of P5 3 is different．Expression in normal tissue，differentiated lung cancer tissue，low differentiated lung cancer tis— 

sue，metastatic lymph node tissues were 6．67 (2／30)，67．8O (80／118)，86．57 (58／67)，94．63 (90／95)．P53 gene 

PCR-SSCP analysis spectya revealed that P53 exons 5— 8 were negative in 56 cases(30．27 )and positive in 129 cases 

(69．73 )．The total mutation rate was 69．73 (127／180)．P53 is negatively correlated with TSG101．These results suggest 

that P53 and TSG101 could be participated in the occurrence，development and metastasis of lung cancer 

Keywords：TSG101；P53；immunohistochemistry；PCR—SSCP；lung cancer 


