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乳腺癌 ｐ１６，ｐ５３基因蛋白和 ｍＲＮＡ的表达及
其意义

阮永威，田兴松，侯连泽

（山东大学附属省立医院 普通外科，山东 济南 ２５００２１）

　　摘要：目的　探讨乳腺癌组织 ｐ１６和 ｐ５３基因蛋白及其 ｍＲＮＡ的表达及其意义。方法　采用免
疫组化法和 ＲＴＰＣＲ技术，检测乳腺癌组织和癌旁组织中 ｐ１６和 ｐ５３基因蛋白及其 ｍＲＮＡ的表达。分

析其表达与乳腺癌临床病理学特征之间的关系。结果　癌旁乳腺组织中 ｐ１６基因蛋白的表达率为

９０．０％（２７／３０），ｐ５３基因蛋白的表达率为 ６．６７％（２／３０）；乳腺癌组织中 ｐ１６基因蛋白表达率为

３８．３％（２３／６０），ｐ５３基因蛋白表达率为４８．３％（２９／６０）。癌旁乳腺组织的 ｐ１６ｍＲＮＡ显著高于乳腺

癌组织（Ｐ＝０．０２３），而在乳腺癌组织的 ｐ５３ｍＲＮＡ水平显著高于癌旁乳腺组织（Ｐ＝０．００１）。乳腺癌

细胞分化程度越高 ｐ１６蛋白表达率越高，而 ｐ５３表达蛋白正相反；有淋巴结和／或器官转移者 ｐ１６蛋

白表达率明显低于无淋巴结和／或器官转移者，而 ｐ５３蛋白的表达率则相反。ｐ１６ｍＲＮＡ在组织学Ⅰ级

的水平显著高于Ⅱ，Ⅲ级，而Ⅱ，Ⅲ级之间差异无显著性；ｐ５３ｍＲＮＡ在组织学Ⅰ级的水平显著低于Ⅲ

级。有淋巴结和／或器官转移的 ｐ１６ｍＲＮＡ和 ｐ５３ｍＲＮＡ表达明显低于和高于无淋巴结和／或器官转移

者。结论　ｐ１６和 ｐ５３基因的改变与乳腺癌的发生发展关系密切，可用于评估乳腺癌的预后。
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　　 乳腺癌约占女性全身恶性肿瘤的 ７％ ～
１０％。全球每年约 ４０万女性死于乳腺癌，近年
来其发病率持续上升。大量研究表明，癌基因、

肿瘤抑制基因／抗癌基因异常改变与乳腺癌的发
生、发展关系密切。ＣｃｅｒｂＢ２，ｐ１６，ｐ５３，Ｋｉ６７
及 ｐ２１等在乳腺癌组织中均表达异常。笔者应
用链酶菌抗生物素蛋白 －过氧化酶连接法（ＳＰ
法）、逆转录 －聚合酶联反应（ＲＴＰＣＲ）技术，检
测 ６０例乳腺癌组织和 ３０例癌旁乳腺组织中 ｐ１６
和 ｐ５３基因蛋白及 ｍＲＮＡ的表达。分析比较两种
组织的表达与乳腺癌临床病理学特征间的关系，

探讨其在乳腺癌发生发展中的作用，为乳腺癌的

预后评估和治疗提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　标本及其一般资料　收集本院乳腺甲状
腺外科 ２００４年 ８月—２００５年 ９月手术切除的原
发性乳腺癌新鲜标本 ６０例及其中的乳腺癌旁
（３～５ｃｍ）乳腺组织 ３０例。全部病例经手术前快
速冷冻病理检查和手术后常规病理证实为乳腺浸

润性导管癌。每例均有完整的临床资料。全部为

女性，年龄 ２４～５３（平均 ３９．４）岁，中位年龄为
４５岁。病理学分级Ⅰ级 １３例，Ⅱ级 ３１例，Ⅲ级
１６例；有淋巴结和／或器官转移 ３５例，无淋巴结
和／或器官转移 ２５例。
１．１．２　要试剂及仪器　ｐ１６，ｐ５３免疫组织化学
（免疫组化）检测所用单克隆抗体及免疫试剂盒

购自福州迈新生物技术开发公司，其他试剂由本

院病理科提供。ＴａｑＤＮＡ聚合酶、ＭＭＬＶ逆转录
酶、Ｏｌｉｇ（ｄＴ）及 ｄＮＴＰ为 Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品。ＥＤ
ＴＡ，溴 化 乙 锭，ｐ１６ｍＲＮＡ和 ｐ５３ｍＲＮＡ引 物 及
Ｍａｒｋｅｒ为上海搏亚生物公司产品。ＤＥＰＣ和琼脂
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糖为 Ｓｉｇｍａ公司产品。ＰＣＲ反应仪为 ＴＰｅｒｓｏｎａｌ
Ｂｉｏｍｅｔｒａｌｌ公司产品。紫外透射反射检测分析仪为
上海复生生物工程研究所生产。Ａｌｐｈａｌｍａｇｅｒ２２００
凝胶电泳扫描仪为 ＡｌｐｈａＩｎｎｏｔｅｃｈ公司产品。
１．２　实验方法
１．２．１　免疫组化 ＳＰ法检测 ｐ１６及 ｐ５３基因表
达蛋白　活体标本在 ２ｈ内取材，１０％中性缓冲
甲醛溶液固定。玻片应用防脱片剂。石蜡制片，

切片厚度 ３～５μｍ。染色前将切片置于含有
０．１％胰蛋白酶（ｔｒｙｐｓｉｎ）溶液的湿盒内，３７℃下消
化 ２０ｍｉｎ后进行染色（ＳＰ法）。每种标本取 ３张
用于 ＨＥ染色（１张）和免疫组化染色（２张）。严
格按照试剂盒说明书要求操作。用已知阳性切片

作为阳性对照，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）作为一抗进
行阴性对照。

１．２．２　ＲＴＰＣＲ技术检测 ｐ１６ｍＲＮＡ和 ｐ５３ｍＲＮＡ
的表达　用 Ｔｒｉｚｏｌ方法抽提组织总 ＲＮＡ：取组织
块 ５０～１００，将其在液氮中研磨成粉末；移入玻
璃匀浆器中加入 １ｍＬＴｒｉｚｏｌ抽打匀浆后，移入
１．５ｍＬ新离心管中，用 ５ｍＬ针头抽打；冰上孵育
５ｍｉｎ，４℃离心（１２０００ｇ）５ｍｉｎ。取上清液移入
１．５ｍＬ新离心管，加 ０．２ｍＬ氯仿，震荡，冰上孵
育 ５ｍｉｎ，４℃离心 １１２００ｒ／ｍｉｎ（＜１２０００ｇ）
１０ｍｉｎ；取 上 层 液 移 入 １．５ｍＬ新 离 心 管；加
０．５ｍＬ异丙醇，震荡，冰上孵育 ５ｍｉｎ，４℃离心 ＜
１１２００ｒ／ｍｉｎ（＜１２０００ｇ）５ｍｉｎ；弃去上清液，加
入 １ｍＬ７５％乙醇，震荡，４℃离心 ＜８８００ｒ／ｍｉｎ
（＜７５００ｇ）５ｍｉｎ；弃去上清液，室温下使之变透
明；加入 ＤＥＰＣ处理水 １０～３５μＬ溶解 ＲＮＡ。
ＲＮＡ变性电泳观察 １８ｓ，２８ｓ条带。分光光度计
检测 ２６０／２８０吸光度值，计算 ＲＮＡ浓度，２６０／２８０
吸光度值≥１．８表明 ＲＮＡ样品纯净。

ＲＴ反应体系：ＲＮＡ抽提物 ５μＬ，Ｒａｄｏｍｅ引物
２μＬ，ＲＮＡｓｉｎ０．５μＬ，６５℃下反应 １５ｍｉｎ后立即
放入冰溶。ＲＮＡｓｉｎ０．５μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ１μＬ，

５×ＲＴ缓冲液 ４μＬ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２４μＬ，ＭＭＬＶ
逆转 录 酶 ３ μＬ，３７ ℃ 孵 育 １．５ ｈ，９４ ℃
５～１０ｍｉｎ。

ＰＣＲ反应：２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２２μＬ，１０×ＰＣＲ缓
冲液 ５μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ１μＬ，上 下 游 引 物
１０ｐｍｏｌ／μＬ２．５ｕＬ×２，ｃＤＮＡ模板 ２．５μＬ，ｄｄ
Ｈ２Ｏ３４μＬ，Ｔａｑ酶 ０．５μＬ，轻质石蜡油 ５０μＬ，共
１００μＬ。第一步一个循环 ９４℃ ２ｍｉｎ，５５℃
１ｍｉｎ，７２℃ ２ｍｉｎ；第二步 ３０个循环，９４℃ ４５ｓ
５５℃ ４０Ｓ７２℃ １ｍｉｎ。最后 ７２℃延伸 １０ｍｉｎ，
取出 ５ｍｉｎ后 ４℃下进行琼脂糖凝胶电泳。凝胶
成像分析系统检测目的基因与 βａｃｔｉｎ的吸光度

ＰＣＲ引物：ｐ１６：Ｓ为 ５′ＴＴＣＣＴＧ ＧＡＣＡＣＧ
ＣＴＧＧＴＡＧＴ３′，ＡＳ为 ５′ＴＣＴＧＡＧＣＴＴＴＧＧＡＡＧ
ＣＴＣＴＣＡ Ｇ３′；ｐ５３：Ｓ为 ５′ＴＣＴＧＴＧ ＡＣＴＴＧＣ
ＡＣＧＴＡＣＴＣ３′，ｐ５３ＡＳ为 ５′ＣＡＣＧＧＡＴＣＴＧＡＡ
ＧＧＧＴＧＡ ＡＡ３′；βａｃｔｉｎ：Ｓ为 ５′ＡＴＣＡＴＧ ＴＴＴ
ＧＡＧＡＣＣＴＴＣＡＡＣＡ３′，ＡＳ为 ５′ＣＡＴＣＴＣＴＴＧ
ＣＴＣＧＡＡＧＴＣＣＡ３。
１．３　结果判断
１．３．１　免疫组化　细胞浆或细胞核有明确的黄
色或棕黄色颗粒为 ｐ１６蛋白阳性表达。细胞核
有明确的黄色或棕黄色颗粒或团块状沉淀为 ｐ５３
蛋白阳性表达。无阳性细胞或阳性细胞 ＜１０％
为（－），阳性细胞数 １０％ ～３０％（＋），３１％ ～
７０％（＋＋），＞７０％（＋＋＋）（图 １－２）。
１．３．２　ＲＴＰＣＲ产物　电泳后应用光密度扫描
仪测定电泳带积分光密度 Ａ，计算 ｐ１６ｍＲＮＡ／
βａｃｔｉｎｍＲＮＡ和 ｐ５３ｍＲＮＡ／βａｃｔｉｎｍＲＮＡ的值，计
算出 ｐ５３ｍＲＮＡ和 ｐ１６ｍＲＮＡ相对值，进行半定
量分析。

１．４　统计学处理
数值 以均数 ±标准 差 （ｘ±ｓ）表 示。应 用

ＳＰＳＳ１１．０统计软件包对数据进行方差分析、卡方和
ｔ检验。α＝０．０５，Ｐ＜０．０５为差异有显著性意义。

图１　乳腺浸润导管癌免疫组化ｐ１６蛋白阳性　
　　　　　　Ａ：（×２００）；Ｂ：（×４００）

图２　乳腺浸润导管癌免疫组化ｐ５３蛋白阳性　
　　　　　　Ａ：（×２００）；Ｂ（×４００）

８９４
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２　结　果

２．１　ｐ１６和 ｐ５３基因蛋白在乳腺癌及癌旁乳腺
组织中的表达

乳腺 癌 组 织 中 ｐ１６基 因 蛋 白 表 达 率 为
（３８．３％）明显低于癌旁组织表达率（９０．０％）
（Ｐ＜０．００１）；而乳腺癌组织中的 ｐ５３蛋白表达率
（４８．３％）明显高于癌旁组织表达率（６．７％）
（Ｐ＜０．０１）（表 １）。

２．２　ｐ１６ｍＲＮＡ及 ｐ５３ｍＲＮＡ在乳腺癌及癌旁
乳腺组织中的表达

ｐ１６ｍＲＮＡ，ｐ５３ｍＲＮＡ及 βａｃｔｉｎＲＴＰＣＲ产物
分别为 ６４０ｂｐ，２４１ｂｐ和 ３１８ｂｐ（图 ３－４）。乳
腺 癌 组 织 的 ｐ１６ｍＲＮＡ 显 著 低 于 癌 旁 组 织
（Ｐ＝０．０２３），而 ｐ５３ｍＲＮＡ在乳腺癌组织的水平
显著高于癌旁乳腺组织（Ｐ＝０．００１）（表 ２）。

表１　ｐ１６和ｐ５３基因蛋白的表达

组织 ｎ
ｐ１６蛋白阳性

（＋） （＋＋） （＋＋＋） ％

ｐ５３蛋白阳性

（＋） （＋＋） （＋＋＋） ％

癌旁乳腺 ３０ ６ ８ １３ ９０．０ ２ ０ ０ ６．７
乳腺癌　 ６０ ３ ６ １４ ３８．３ ２ ４ ２３ ４８．３
Ｐ值 ０．００１ ０．０１

! " # " $ % & % ' % ( % ) % * " + " , ! " - " $ " & " ' " ( " ) " * " + " ,

图３　癌旁乳腺组织及乳腺癌组织 ｐ１６ｍＲＮＡ的表达　

Ｍ：ｍａｒｋｅｒ；１～４：癌旁乳腺组织；５～８：乳腺癌组织；

９：βａｃｔｉｎ

图４　癌旁乳腺组织及乳腺癌组织 ｐ５３ｍＲＮＡ的表达　Ｍ：

ｍａｒｋｅｒ；１～４：癌旁乳腺组织；５～８：乳腺癌组织；９：β

ａｃｔｉｎ

表２　ｐ１６ｍＲＮＡ和ｐ５３ｍＲＮＡ的表达（ｘ±ｓ）

表达产物 癌旁乳腺组织（３０例）乳腺癌组织（６０例） Ｐ值

ｐ１６ｍＲＮＡ ０．７６±０．１２ ０．３８±０．２３ ０．０２３

ｐ５３ｍＲＮＡ ０．４５±０．２１ ０．８６±０．１５ ０．００１

２．３　ｐ１６和 ｐ５３蛋白及其 ｍＲＮＡ水平与乳腺癌
部分临床病理特征的关系

ｐ１６和 ｐ５３蛋白表达与乳腺癌组织学分级、
淋巴结和／或器官转移有关。乳腺癌细胞分化程
度越高 ｐ１６蛋白表达率越高，而 ｐ５３表达蛋白则
相反；有淋巴结和／或器官转移的病例 ｐ１６蛋白
的表达率明显低于无淋巴结和／或器官转移者，
而 ｐ５３蛋白的表达率则显著增加（表 ３）。

ｐ１６ｍＲＮＡ在组织学Ⅰ级的水平显著高于Ⅱ，
Ⅲ级，而Ⅱ，Ⅲ级之间差异无显著性；ｐ５３ｍＲＮＡ
在组织学Ⅰ级的水平显著低于Ⅲ级的水平。有

淋巴结和／或器官转移的 ｐ１６ｍＲＮＡ和 ｐ５３ｍＲＮＡ
表达明显低于和高于无淋巴结和／或器官转移者
（表４）。

表３　ｐ５３和ｐ１６蛋白表达与临床特征的关系

临床病理特征 ｎ
ｐ１６蛋白阳性表达

ｎ （％）

ｐ５３蛋白阳性表达

ｎ （％）

细胞学分级

　Ⅰ １３ ８ （６１．５） ３ （２１．３）
　Ⅱ ３１ １２ （３８．７） １５ （４８．４）
　Ⅲ １６ ３ （１８．８） １１ （６８．８）
　χ２ ９．８００ ５．９９１
　Ｐ ０．００８ ０．０４７
淋巴结和／
或器官转移

　有 ３５ １０ （２８．６） ２３ （６５．７）
　无 ２５ １７ （６８．０） ６ （２４．０）
　χ２ ９．１６ １０．１６
　Ｐ ０．００２ ０．００１

９９４
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表４　ｐ１６ｍＲＮＡ，ｐ５３ｍＲＮＡ与临床特征的关系

表达产物
乳腺癌细胞组织学分级

Ⅰ（１３例） Ⅱ（３１例） Ⅲ（１６例）

淋巴结和／或器官转移

有（３５例） 无（２５例）

ｐ１６ｍＲＮＡ ０．６３±０．１８ ０．３８±０．２１１） ０．２９±０．１３１） ０．２４±０．１１３） ０．５５±０．２１

ｐ５３ｍＲＮＡ ０．３８±０．２８ ０．４６±０．１９ ０．７６±０．１９２） ０．６９±０．１８３） ０．３５±０．１４

　　注：与Ⅰ期比较，１）Ｐ＜０．０５，２）Ｐ＜０．０１；３）与无转移组比较Ｐ＜０．０１

３　讨　论

目前尚不明了基因突变和／或失调发生于肿
瘤进展的哪个阶段。体内外研究提示，基因变化

的相互作用，尤其是叠加作用，是乳腺发生癌变

的重要分子生物学基础。

ｐ１６基因突变和缺失广泛存在于各种肿瘤
中，其中以胶质细胞瘤最高，达 ７１％，乳腺癌为
２３％［１］。王本忠等［２］在乳腺癌组织标本和纯化的

乳腺癌细胞的比较研究中发现，２７例乳腺癌石蜡
包埋切片中，仅有 ２例出现 ｐ１６基因纯合性缺
失；１４例新鲜未纯化乳腺癌标本中，１例未发现
ｅｘｏｎ１，１例 ｅｘｏｎ３相应的扩增片断；１４例纯化乳
腺癌标本中，有 １例 ｅｘｏｎ１～３均未见扩增片断，
２例未见 ｅｘｏｎ１～２扩增片断，２例未见 ｅｘｏｎ３扩增
片断；说明纯化乳腺癌细胞可提高 ｐ１６基因突变
的检出率。曹新等［１］研究发现，３９例乳腺癌标本
中有６例出现 ｐ１６基因扩增阴性，其中单纯 ｅｘｏｎ１
缺失 ２例，单纯 ｅｘｏｎ２缺失 ３例，ｅｘｏｎ１和 ｅｘｏｎ２同
时缺失１例；而１０例乳腺良性疾病组织标本未发
现有纯合性缺失。说明乳腺癌组织中可发生 ｐ１６
基因缺失，而正常乳腺和良性乳腺病不发生或极

少发生 ｐ１６基因缺失。
但也有报道称，乳腺癌组织中未发现或极少

出现 ｐ１６基因的纯合性缺失［３］。分析其原因有：

（１）聚合酶链式反应 －单链构象多态性分析
（ＰＣＲＳＳＣＰ）检测新鲜或冷冻组织匀浆标本，标本
不可避免地被正常细胞污染，降低基因缺失的检

出几率；（２）ＤＮＡ过度甲基化，导致基因沉默，
ＰＣＲＳＳＣＰ很难进行有效的鉴定；（３）ｐ１６基因的
密码序列将近７５％是由 Ｇ或 Ｃ组成，导致检测更
加复杂化。

ｐ１６基因在乳腺癌中有多种形式的结构异
常。其基因表达障碍主要由于 ｐ１６基因高甲基
化，而 ｐ１６基因纯合缺失、突变仅为次要原因。
乳腺癌中 ｐ１６基因高甲基化是 ｐ１６ｍＲＮＡ和蛋白

失 表 达 的 主 要 原 因［４］。 本 研 究 结 果 显 示

ｐ１６ｍＲＮＡ高表达与细胞分化程度和有无淋巴结
和／或转移有关；乳腺癌组织细胞分化程度高、无
转移的 ｐ１６ｍＲＮＡ高表达率明显高于细胞分化
差、有转移者。提示 ｐ１６基因纯合性缺失、高甲
基化与乳腺癌的发生发展、恶性程度、癌细胞的

浸润和转移密切相关。

有学者发现，ｐ１６蛋白表达与淋巴结转移与
否、临床病理分期有关，而与乳腺癌的预后关系

不明显［５］。郭洪斌等［６］的结果表明在肿瘤大小、

雌激素受体（ＥＲ）和孕激素受体（ＰＲ）的表达中
ｐ１６蛋白阳性表达差异无显著性，而在 ＴＮＭ分期
（Ⅰ ～Ⅱ期和Ⅲ ～Ⅳ期）、有无淋巴结转移中表达
差异有显著性；随着 ＴＮＭ分期的进展、淋巴结发
生转移，ｐ１６蛋白表达逐渐下降。陈进武等［７］报

道 ｐ１６基因蛋白表达与病理类型、淋巴结转移有
关，而与肿瘤大小、５年生存率无明显关系。本文
结果显示，乳腺癌分化程度高、淋巴结无转移者

ｐ１６蛋白表达率高，反之，则表达率低。
据报道，用免疫组化法检测乳腺癌 ｐ１６基因

蛋白的表达率为 ２４％ ～６０％ ［３，７］，正常乳腺组织

为 １００％［３］，癌旁乳腺组织为 ９２．８％，乳腺纤维
瘤为８５％，乳腺上皮增生活跃为５０％［７］。本研究

结果乳腺癌组织中 ｐ１６蛋白表达率为 ４５．１％。
鉴于 ｐ１６基因的丢失、突变和甲基化与乳腺

癌的发生发展关系密切，可将 ｐ１６基因的检测用
于肿瘤的辅助诊断；与肿瘤组织学分级相结合，

可用于评估乳腺癌患者的预后。由于 ｐ１６基因
突变率高，它可成为乳腺癌治疗的极好靶基因。

ｐ５３基因突变、缺失或失活是多种肿瘤发生
的原因之一，主要是 ｐ５３基因突变。

ｐ５３抑癌基因突变和蛋白过度表达可见于乳
腺癌 癌 前 阶 段，是 乳 腺 癌 发 生 的 早 期 事 件。

Ｓｃｈｍｉｔｔ等［８］发现，乳腺导管单纯上皮增生、非典

型增生和导管内癌的突变型 ｐ５３蛋白阳性率分
别为 ４．５％，１６．６％和 ２６．０％；认为一旦发生

００５
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ｐ５３基因突变，细胞便不可能圆满修复损伤的
ＤＮＡ，不稳定的染色体将导致细胞无限增殖而发
生癌变。有学者［９］推测 ｐ５３基因突变与表达在乳
腺癌早期阶段已发生。且随着分级的提高，突变

型 ｐ５３蛋白的表达量也增加。与 ＳＰＦ（Ｓｐｈａｓｅ
ｆｒａｃｔｉｏｎ）相关，突变型 ｐ５３蛋白表达阳性 Ｓ期细胞
明显高于表达阴性者，表明突变型 ｐ５３蛋白可以
反映乳腺癌的生物学行为。

突变型 ｐ５３与乳腺癌的预后有关，乳腺癌组
织中表达率越高，其预后越差［１０］。有研究表明，

ｐ５３在Ⅰ，Ⅱ级浸润性导管癌中的表达有显著性
差异［１１］。笔者也发现 ｐ５３表达者的新辅助化疗
效果较阴性表达者差［１２］。因此，ｐ５３基因可作为
判断乳腺癌患者预后的有效指标，作为肿瘤标志

物也具有较高的应用价值。笔者发现 ｐ５３蛋白
阳性表达率为 ４８．３％（２９／６０），ｐ５３ｍＲＮＡ及蛋
白阳性表达与组织学分级和转移有显著相关。

但是，有学者［１３］认为 ｐ５３蛋白与手术后腋窝淋巴
结转移密切相关，与病理类型和组织学分级无

关。也有人［１４］认为 ｐ５３蛋白阳性表达与病理分
级和淋巴结转移无显著关系。

综合国内外文献，同时结合本研究结果，认为

ｐ５３蛋白高表达的乳腺癌具有较强的侵袭力和转
移力，与淋巴结转移密切相关，能提示预后不良，

可作为乳腺癌评估预后的一个重要指标。
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