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　　摘要：目的　研究 ｐ１６基因突变及蛋白表达异常在肝门部胆管癌发生及浸润转移中的作用。方

法　应用 ＰＣＲＳＳＣＰ及免疫组织化学技术分析 ３６例肝门部胆管癌的 ｐ１６基因的突变及蛋白表达情

况。结果　８例在 ｐ１６基因第 ２外显子部分存在纯合性缺失，１３例存在点突变，缺失及突变共占

５８．３％（２１／３６）。８例缺失标本呈现 ｐ１６蛋白表达阴性，１０例出现 ｐ１６蛋白表达下降，共占 ５０％

（１８／３６）。结论　 ｐ１６基因突变及蛋白表达异常，与肝门部胆管癌的发生、浸润转移临床分期有明

显的关系，且有助于判断胆管癌的恶性程度和患者的预后。
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　　 肝门部胆管癌是胆道系统常见的恶性肿瘤，

病因未完全明了，早期诊断困难，一旦发现多为晚

期，手术切除率低，预后差。近年来，由于诊断水平

　　收稿日期：２００３－０３－２９；　修订日期：２００３－１２－１１。

　　作者简介：高戈（１９６４－），男，湖北浠水人，卫生部北京医院副主任

医师，博士，主要从事肝胆胰疾病方面的研究。

的提高，病例数明显增多，为研究本病例提供了条

件。本研究采用多聚酶链反应 －单链构象多态

（ＰＣＲＳＳＰＣ）技术，分析肝门部胆管癌 ｐ１６基因的

突变情况；同时运用免疫组织化学（免疫组化）技

术检测 ｐ１６蛋白表达，以探讨它们与肝门部胆管癌

生物学行为的关系。
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１　材料和方法

１．１　标本采集及临床相关资料

收集武汉同济医院 １９９１年 １月 ～２０００年 １２

月间手术切除的肝门部胆管癌组织标本 ３６例。男

２３例，女 １３例；年龄 ２５～７５（平均 ４５）岁，大于 ５０

岁者 ２９例；有肝、胰、胆囊转移者 ９例；既往有乙肝

病史者 ４例。同时选择同期因胆胰管合流异常行

手术治疗的慢性炎症胆管壁 ６例。１０％福尔马林

液固定，常规石蜡包埋，４μｍ厚连续切片备用。４２

例标本均进行 ｐ１６基因的 ＰＣＲＳＳＣＰ分析，ｐ１６蛋

白免疫组化检测。

１．２　方法

１．２．１　ＤＮＡ模板的制备　基因组 ＤＮＡ提取按常

规酚／氯仿／异戊醇方法提取。石腊标本连续切片

４μｍ×１０片，脱腊、水化、再接酚／氯仿／异戊醇方

法提取。提取后分别用琼脂糖凝胶（含 ＥＢ）电泳，

定性检查有无降解，并用 ＤＵ７０紫外分光光度计进

行定量检测纯度，以 Ａ２６０／Ａ２８０值在 １．５～１．９

为较佳。

１．２．２　ＰＣＲＳＳＣＰ银染 ｐ１６基因第 ２外显子 ＰＣＲ

扩增 引 物 　 ５’ＡＣＡＡＧＣＴＴＣＣＴＴＴＣＣＧＴＣＡＴＧＣ３’５’

ＧＣＡＣＣＡＣＣＡＧＣＣＴＧＴＣＣＡＣＣ３’由华美公司合成，引物

稀释成 １０ｐｍｏｌ／μｌ。反应体系为 １０×反应缓冲液

５μｌ，ＤＭＳＤ２．５μｌ，２５ｍｏｌ／ＬＭｇ２＋１．５μｌ，１０ｍｏｌ／Ｌ

ｄＮＴＰ１μｌ，１０ｐｍｏｌ上下游引物各 ４μｌ，基因组 ＤＮＡ

０．３μｇ（６μｌ），ＴａｑＤＮＡ聚合酶 ２．５Ｕ，总体积 ５０μｌ。

循环 参 数：９５℃ ５ｍｉｎ，９５℃ ３０ｓ，５０℃３０ｓ，７２℃

７５ｓ；３５个循环，７２℃延伸 １０ｍｉｎ。取 １２μｌ的 ＰＣＲ

扩增产物，２％琼脂糖凝胶电泳，以 １００ｂｐＤＮＡｌａｄｅｒ

ｍａｒｋｅｒ作标记，检测 ＰＣＲ扩增产物的浓度及纯度，

有无出现缺失。取未发生缺失的 ＰＣＲ产物变性后

经７．５％的非变性聚丙烯酰胺凝胶恒压 ５００Ｖ，温度

１５℃电泳 ５ｈ，银染分析。

１．２．３　免疫组化　采用 ＳＡＢＣ法，ｐ１６多克隆抗

体购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈ公司及博士德公司。石腊

包埋组织作 ４μｍ厚的切片，常规脱腊水化。３６例

肝门部胆管癌标本及 ６例慢性炎症胆管壁组织进

行 ｐ１６蛋白的免疫组织化学分析。以已知乳腺癌

阳性片作阳性对照，以 ＰＢＳ代替一抗作阴性对照。

胞浆或核内染成棕色为阳性判断标准，阳性细胞数

≥１０％为 ｐ１６（＋），无阳性细胞或阳性细胞数 ＜

１０％为 ｐ１６（－）。

１．３　统计分析

计数资料根据四格表精确概率法进行处理，根

据 ＦＩ值决定 Ｐ值大小。

２　结　果

２．１　ｐ１６基因 ＰＣＲＳＳＣＰ银染筛查结果

３６例肝门部胆管癌标本行 ＰＣＲ扩增，有 ８例标

本缺失（图 １）。对未发现缺失的 ＰＣＲ产物行 ＳＳＣＰ

银染筛查，有 １３例出现单链 ＤＮＡ泳动速度的变化

（图 ２）。总变异率为 ５８．３％。

２．２　免疫组化结果

３６例肝门部胆管癌标本中 ８例 ｐ１６基因缺失

标本显现 ｐ１６蛋白表达阴性，有 １０例 ｐ１６蛋白表

达下 降，阳 性 率 ５０．０％ （１８／３６），蛋 白 丢 失 率

５０．０％（图 ３）。

Ｍ：标记物 Ｎ：癌旁正常组织 Ｔ：癌组织

图１　 ｐ１６基因外显子２缺失 图２　ｐ１６基因外显子２ＳＳＣＰ结果 图３　ｐ１６蛋白阳性表达（ＡＢＣ×２００）

９９
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２．３　ｐ１６基因变异及蛋白表达与人肝门部胆管癌

的关系

统计分析表明 ｐ１６基因突变与肝门部胆管癌

患者性别年龄无关，而与临床类型、分化程度、浸润

程度及淋巴结转移有明显的关系（附表）。

附表　肝门胆管癌生物学行为与 ｐ１６基因突变及蛋

白表达的关系（ｎ）

生物学行为
ｐ１６基因

突变 未突变

ｐ１６蛋白

表达下降 表达正常

Ｂｉｓｍｕｔｈ分型

　Ⅰ型 ２ ３ ２ ３

　Ⅱ型 ４ ６ ４ ６

　Ⅲａ＋ｂ型 ６ ３ ４ ５

　Ⅳ型 ９ ３ ８ ４

分化程度

　高 ６ ６ ５ ７

　中 ４６ ５ ３ ６

　低 １１ ４ １０ ５

浸润程度

　累及肝脏 １３ ６ １２ ７

　未累及肝脏 ８ ９ ６ １１

淋巴结转移

　有 １１ ６ １０ ７

　无 １０ ９ ８ １１

　　注：：与同一生物学行为的其他组比较，Ｐ＜０．０５

３　讨　论

ｐ１６基因的抑癌机制与细胞周期调控密切相

关，在许多人类恶性肿瘤中存在变异，如神经胶质

瘤、白血病、黑色素瘤、间皮瘤、肺癌、膀胱癌等。各

种原发瘤 ｐ１６的变异频率为 ２０．７％（２０６／９９４），

而细胞株为 ５６．４％（８３／１４７）；细胞株中 ｐ１６变异

频率明显高于原发瘤，故 ｐ１６变异曾被认为是体外

建株选择的结果［１］。但许多研究已初步证实 ｐ１６

基因变异是多种原发肿瘤中的频发事件［２］。ｐ１６

变异的主要形式为纯合性缺失，另有杂合性缺失、

点突变等。Ｙｏｓｈｉｄａ等［３］发现在 ２株胆管癌的细胞

株中均有 ｐ１６基因缺失，２５例原发性胆道癌手术

标本中 ６３％肝门部胆管癌有 ｐ１６基因突变，而 ｐ１５

基因和 Ｋｒａｓ及 ｐ５３基因的突变率很低［４，５］。因

此，推测 ｐ１６基因失活在肝门部胆管癌的发生中起

主导作用。本组资料结果显示在 ６例慢性炎症胆

管壁中未发现 ｐ１６基因变异及蛋白丢失，而在 ３６

例肝门部胆管癌中，ｐ１６基因的总变异率为５８．３％。

ｐ１６蛋白（１５６个氨基致）主要由 ４个锚蛋白重

复系列（ａｎｋｙｒｉｎｒｅｐｅａｔ）构成，重复序列在抑制作用

中占主要地位。体外实验［６］同样证明，在锚蛋白重

复序列以外区域发生 ｐ１６基因的变异对 ｐ１６蛋白

功能没有影响［６］，此说明锚蛋白重复系列决定 ｐ１６

蛋白的功能。本研究中第 １２６位密码子突变和外

显子缺失刚好在重复区域范围内，从而影响 ｐ１６蛋

白功能。笔者用 ＳＡＢＣ法检测 ３６例肝 门胆管癌

ｐ１６蛋白的表达，ｐ１６蛋白表达丢失率达 ５０．０％，

因而不能抑制肿瘤的生长和转移。其中 ２例 ｐ１６

蛋白表达下降，但并未发现基因突变。可能有两种

原因：（１）ｐ１６外显子 １或 ３发生改变；（２）ｐ１６基

因除缺失突变外，有其他机制如甲基化的参与［７］。

本研究结果显示，ｐ１６基因变异频率和 ｐ１６蛋

白丢失率的符合率为 ９３％，表明肝门胆管癌中 ｐ１６

基因与蛋白表达的协同性，证实了 ｐ１６基因突变参

与胆管癌的发生。一般认为胆管癌分化程度低，浸

润广泛的患者预后较差。本资料表明，ｐ１６基因的

突变及蛋白表达异常与胆管癌患者性别、年龄无明

确关系，而与 Ｂｉｓｍｕｔｈ分型、分化程度、浸润程度及

淋巴转移有明确关系。但 ｐ１６基因的检测对人肝

门胆管癌的诊断及预后判断的临床意义尚待随访

后进一步探讨。
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