
重庆医科大学学报 2009年第 34卷第 5期 (Journal of Chongqing Medical University 2009．VO1．34 NO．5) 一 525 一  

基础研究 文章编号：0253—3626(2009)05—0525—04 

喉癌动物模型中播散肿瘤细胞与突变型p53的研究 

左汶奇，胡国华，李忠万，张园园，蒋建国 

(重庆医科大学附属第一医院耳鼻咽喉科 ，重庆 400016) 

【摘 要】目的：建立喉癌裸鼠肿瘤模型，进行外周血播散肿瘤细胞(Disseminated tumor cell，DTC)和肿瘤组织突变型p53基因的 

检测，判断两者之间的相关性及早期预示肿瘤远处转移和预后的价值。方法：从 5O只裸鼠中随机选择 40只建立裸鼠喉癌肿瘤模 

型，其余 1O只为对照组 ，采用套式 PCR法，以 CK19 mRNA为标记物于肿瘤种植成功后第 10周检测肿瘤组及对照组裸鼠外周 

血中的 DTC；以 RT—PCR和免疫组化法检测肿瘤组织中突变型 p53蛋白表达情况。待裸鼠死亡后解剖肝 、肺及淋巴结，采用连 

续病理切片 HE染色证实是否发生转移。结果：肿瘤组 DTC阳性率为 50．0％(20／40)，对照组为阴性 ，差异有统计学意义(尸l<0．05)。 

肿瘤组织中突变型 p53阳性率为 55．0％(22／40)，p53的表达与 DTC呈正相关。1年内 DTC与突变型p53都为阳性组中位生存 

期为 34周，阴性组为43周，生存差异有统计学意义(P<0．05)；阳性组发生远处器官转移率为 38．9％(7／18)，阴性组转移率12．5％ 

(2／16)，差异有统计学意义(尸l<0．05)。结论 ：DTC联合突变型 p53蛋白阳性表达可以作为早期判断肿瘤转移的指标，是预后不 良 

的一组独立危险因素；DTC与突变型 p53蛋白表达存在正相关。 
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【Abstract】Objective：We established nude mouse model of laryngocareinoma and detect the disseminated tumor cell of peripheral blood 

and mutant p53 in tumour tissue，to research the correlation of DTC with variant p53 gene and their value of predicting cancer metastasis 

and prognosis in laryngoeareinoma．Methods：There are 40 nude mice in the experimental group which accepted hypodermic injection of 

laryngoearcinoma cell，10 in contro1．By the reverse transcription polymerase chain reaction and nested polymerase chain reaction 

(Nest—PCR)，we tested CK19mRNA in nude mouse’S peripheral blood，as a marker of disseminated cancer cell at the 10th weeks after 

tumor—planting．We also tested the expression of p53 gene in tumour tissue by RT-PCR and immunohistology．After the nude dead，we 

dissect lung，liver and lymph node and use continuous pathological dyeing confirm ed whether the transfer．Results：The positive rate of 

DTC was 50．0％(20／40)，but negative in the control group，the difference was significant(P<0．05)．In tumor tissue，the positive rate of 

mutant p53 gene was 55．0％(22／40)；The expression of DTC was positive correlation with p53．The mean one—year the mean survival time 

of DTC and p53 positive group was 34 weeks VS 43 weeks in negative group，the difference was significant(P<O．05)．The positive of group 

have distant metastasis(38．9％ )，but in negative group only(12．5％)，the difference was significant(P<O．05)．Conclusion：The 

expression of DTC associated with variant p53 protein could be used as an indicator of tumor metastasis，and it might be an independent 

risk factor for an unfavourable prognosis；DTC was positive correlation with variant p53 protein． 

【Key words】Laryngoeareinoma；Nude mouse；Disseminated tumor cell；p53 gene；Tumour metastasis and prognosis 

喉癌是头颈部常见肿瘤之一 ，手术是 目前常用 
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治疗方法，但术后复发和远处转移仍然是患者死亡 

的主要原因。探索其原因可能是由于在术前患者血 

液、骨髓及淋巴结中已经有散在的肿瘤细胞存在 ， 

这些潜在的肿瘤细胞成为日后肿瘤复发、转移的根 

源；而目前采用的肿瘤临床分期标准尚未将这些播 

散细胞包括在内，故往往低估了病情 ，影响肿瘤患 
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者的远期生存率『11。此外，喉鳞癌患者的p53突变发 

生率则高达 95％，突变的p53失去监测作用，肿瘤 

细胞无限制增殖 。本试验检测 DTC和突变型 p53 

蛋 白。判断两者之 间的相关性及早期预示肿瘤远处 

转移、预后的价值。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．1．1 试验动物及分组 BALB~一nu裸鼠 5O只(重庆医科 

大学实验动物中心提供 )，6周龄，全部为雌性。体重 25 g左 

右。无菌条件饲养，保持一定温度、湿度。随机选择 10只为对 

照组，其余40只建立喉癌肿瘤模型实验组，两组分开饲养。 

1．1．2 试剂及仪器 RT—PCR(TakaRa)试剂盒购 自大连宝生 

物工程有限公司；p53兔抗人多克隆抗体和免疫组化试剂盒 

均购 自Dako公司产品；TRIZOL(invitrogen公司)；淋巴细胞 

分离液(FICOS液 )购 自杭州百通生物技术有限公司；日立 

7600全 自动生化分析仪(日本 日立公司)；Image—Pro Plus5．0 

图像分析系统。 

1．2 方法 

1．2．1 喉鳞状细胞癌(简称喉鳞癌 )Hep一2细胞悬液的制备 

喉鳞癌 Hep一2细胞株由重庆医科大学附属第一医院实验 

室常规保存。取对数生长期Hep一2细胞，由胰酶消化成单个 

细胞，RPMI1640液洗涤 ，吹打成细胞悬液 ，用 PBS液将细胞 

数调至 1×10 个 几备用。 

1．2．2 动 物模型 的建立 在裸 鼠右颈 部皮下接种喉癌 

Hep一2细胞悬液 0．2 ml。观察接种部位液体吸收、肿瘤生长过 

程及裸鼠状况 ，1周后即可确定是否种植成功；40只裸鼠成 

功建立为喉癌肿瘤模型，待肿瘤生长 10周 ，直径 >2．0 em时 

开始取血及切取肿瘤组织。 

1．2_3采血及切取肿瘤组织 乙醚麻醉后，在裸鼠心前区行 

0．5 em切口(避免皮肤污染)，用 2ml无菌注射器 自心脏采血 

约0．8 ml，注入装有足量抗凝剂的无菌试管中。切开裸鼠皮肤， 

切取适量肿瘤组织(约 1 g)后缝合皮肤。 

1．2．4 肿瘤细胞分离和肿瘤组织匀浆 将混有少量抗凝剂的 

裸鼠外周血加入装有等量的 1640液的离心管中震荡混匀 

后，再加入盛有 2 ml的淋巴细胞分离液(FICOS液)的离心管 

中，水平离心 2000 r×20min(室温)，分离出淋巴细胞和肿瘤 

细胞即有核细胞。将肿瘤组织用组织匀浆机匀浆后待用。 

1．2．5套式RT—PCR检测裸鼠外周血CK19 mRNA及肿瘤组 

织 p53 mRNA的表达 再按说明分别向上述二者中加入 1 

ml TRIZOL提取总 RNA，1％琼脂糖凝胶电泳证实 RNA的 

完整性，合成cDNA。PCR反应体系 25 l，模板 eDNA4 IXl， 

上下游引物各 1 l，2 X masterMix 12．5 l，以去离子水补足25 

l。CK19弓I物：上游：5’一GTGACATGCGAAGCCAATAT一3’， 

下游：3’一TCCTCATGGTCGCCGAGT一5’，CK19二次引物：上 

游：5’一CTTCAGGGTcTTGACA ITrGAGC一3’，下游：3’一TCCT— 

CATGGTCGCCGAGT一5’。p53 mRNA弓l物：上游 5’一TrCCT— 

GATAAA CTCGTCGTA一3’，下游：3’一CAGAAACTTGGGAAC— 

GAA一5’。p53 mRNA二次引物上游 5’一GTCTACCTCCCGC— 

CATAA一3’，下游 ：3’一TCCCTACAAACCCTCTAC一5’。内参基 

因 B—actin上游引物 ：5’一GGGACCTGACTGACTACCTC一3’ 

下游：3’一TcGTccTCATACTGCTCAGG一5’。CK19 mRNA PCR 

第一次循环：94'C 3 rain，94℃30 S，55℃30 s，72℃40 S，30个 

循环；72℃5 min。第二次循环：模板为第一次PCR产物 cD— 

NA 8 1，其他条件同上；B—aetin亦同前。p53 mRNA PCR第 

一 次循环：94~C 3 min，94℃30 S，55℃30 S，75℃15 s，30个循 

环 ；55℃5 min。第二次循环：模板为第一次 PCR产物产物 

eDNA 8 l，其他条件同上。产物电泳后经凝胶成像系统 

(Bio—Rad)成像。 

1．2．6 免疫组化法检测肿瘤组织 p53蛋白表达 采用免疫 

组化(sP)法操作步骤严格按照说明书进行。抗体稀释浓度为 

1：50，PBS代替一抗作阴性对照，公司提供的标准阳性片为阳 

性对照。结果判断，p53胞核呈棕黄色为阳性，按阳性细胞百 

分比法：阳性细胞 <1O％为阴性；>1O％为阳性。 

1．2．7 统计学方法 采用 SPSS10．0统计软件 ，进行 x 检验 

和Pearson相关性分析 ，生存时间采 Kaplan—Meier分析、l0g— 

rank比较 

2 结 果 

2．1 CK19 mRNA在裸鼠外周血中的表达 

当接种喉癌细胞 10周后．肿瘤生长直径>2．0 cm 

时，以CK19mRNA为标记物检测裸鼠外周血中的DTC， 

阳性率为 50．0％(20／40)，而对照组为阴性 ，差异有 

统计学意义(P<0．05)，说明裸鼠肿瘤模型外周血中 

存在着 DTC(图 1)。 

2．2 肿瘤组织中突变型D53蛋白的表达 

p53 mRNA在肿瘤组织中表达率为 55．0％(221 

40)(图 2)；免疫组化示 ，肿瘤组织 内 p53蛋 白在胞 

核上阳性表达，呈棕黄色，尤以癌巢周围明显(图 

3)。 

2-3 早期肿瘤转移淋巴结病理连续切片 HE染色 

早期转移淋巴结边缘窦上方可见核大深染的 

喉癌细胞簇即为 DTC，与边缘窦未接触(图4)。 

2．4 阳性组器官转移情况 

阳性组发生远处器官转移率为 39．9％(7／18)， 

其中淋巴结转移 4例，肝脏转移2例，肺转移 1例； 

DTC阴性组仅见 2例淋巴结转移，转移率 12．5％(2／ 

16)，差异有统计学意义(P<0．05)。 
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2 ． 5 肿 瘤 组 织 中 突 变 型 p 5 3 与 D T C 相 关 性 研 究

D T C 阳 性 组 中 ， p 5 3 也 为 阳 性 者 为 9 0 ． 0 ％ ( 1 8 ／

2 0 ) ；而 D T C 阴 性 组 中 ， p 5 3 蛋 白 阳 性 者 为 2 0 ． 0 ％ (4 ／

2 0 ) 。 通 过 独 立 性 检 验 p 5 3 与 D T C 的 表 达 之 问 存 在

M

5 0 0 b p

2 0 0 b p ■ 一 一 曼

5 1 6 b o

1 9 6 b p

( 1 9 6 b p ) M ． D L 2 0 0 0 M a r k e r ；13 -

a c t i n ． 5 1 6 b P

图 1 C K l 9 m R N A 的 R T — P C R 产 物 电泳

图 3 肿 瘤 组 织 内 p 5 3 在 胞 核 表 达 阳性 ， 呈 棕 黄

色 。 尤 以 癌 巢周 围 明 显

灞
i澜

图 5 晚期 肿 大 淋 巴 结 内可 见 喉癌 细 胞 浸 润 ( H E x 4 0 0 )

2 ． 6 生 存 分 析

以 1 年 ( 4 8 周 ) 为 观 察 期 ， 观 察 D T C 和 p 5 3 阳

性 组 与 阴 性 组 生 存 期 差 异 情 况 ； D T C 与 突 变 型 p 5 3

阳性 组 1 年 带 瘤 生 存率 2 2 ． 2 ％ (4 ／1 8 ) ， 阴性 组 为 4 3 ． 8 ％

( 7 ／1 6 ) ， 差 异 有 显 著 统 计 学 意 义 (P < 0 ． 0 5 ) 。 生 存 曲线

提 示 ： 阳 性 组 中 位 生 存 期 为 3 4 周 ( 9 5 ％ C I ：3 3 ． 0 ～

3 8 ． 0 ) ， 阴 性 组 中 位 生 存 期 为 4 3 周 ( 9 5 ％ C h 4 1 ． 0 ～

4 5 ． O ) ，
l o g

— r a n k 检 验 = 4 ． 5 6 ，
P = 0 ． 0 3 2 7 ， 差 异 有 统 计 学

意 义 ( P < 0 ． 0 5 ) 。

关 联 性 P < 0 ． 0 1 ． 相 关 系 数 r = 0 ． 5 7
， x

。
1 9 ． 8 ， P < 0 ． 0 1 。

D T C 和 p 5 3 蛋 白在 喉 癌 肿 瘤 模 型 的 表 达 存 在 相 关

性 ， 且 两 者 的 表 达 呈 正 相 关 ( 表 1 ) 。

( 3 14 b p )M ． D I ，2 0 0 0 M a r k e r ；13 -

a c t i n ． 5 1 6 b p

图 2 p 5 3 m R N A 的 R T — P C R 产 物 电泳

图 4 转 移 淋 巴 结 边 缘 窦 上 方 可 见 核 大 深 染 的 喉

癌 D T C ( H E x 4 0 0 )

表 1 喉 鳞 癌 肿瘤 动 物 模 型 中 Drr C 与 突 变 型

p 5 3 表 达 的 相 关 性

图 6 D T C 和 p 5 3 阳 性 组 与 阴 性 组 生 存 曲线
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3 讨 论 

近年来，国内外很多学者认为：肿瘤血液、骨髓 

及淋巴结的微小转移与基因突变存在关联，Ho1． 

comb等嘲认为，基因变异的DTC能够增加肿瘤转移 

潜能，它是通过降低肿瘤细胞间的粘附力和变更机 

体对肿瘤细胞的监测能力来促进远处播散和继发 

二次肿瘤。突变基因尤以p53最常见约占 35％～ 

45％．并有学者认为这可能是大约 30％的 T 期患 

者术后亦有肿瘤复发、转移的原因l1】。目前喉癌模型 

中联合 p53与 DTC的研究国内外报道尚少。 

1999年国际抗癌联盟对播散肿瘤细胞做出了明 

确的定义：即单个肿瘤细胞或小的细胞簇[41。这些潜 

伏下来的肿瘤细胞进入血管与血小板凝集成团形 

成不易被机体消灭以及被化疗药物杀灭的癌栓，并 

粘附在血管内皮细胞表面，通过肿瘤细胞自身的阿 

米巴运动穿过血管内皮和基底膜，到达机体其他器 

官，形成新的转移灶口1。目前病理学尚未正式将 DTC 

纳入临床分期，因此漏检率相当高。临床上 T N。和 

T2N。期患者一般仅手术治疗，但手术仅切除实体 

肿瘤组织，而此时外周血和淋巴结中很可能已经有 

DTC细胞潜伏，当然这些潜伏的肿瘤细胞不一定都 

形成转移灶 ，但当机体免疫力下降、环境因素的影 

响，尤其是患者本身存在 p53基因突变的情况下， 

机体对肿瘤细胞失去监测作用，导致肿瘤复发转移 

的可能性大大增加 ，因此对突变型 p53和 DTC的检 

测有必要。本试验裸 鼠外周血 DTC的检测采用的是 

巢式 PCR，它较常规PCR更灵敏，其灵敏度为 1／1O ， 

尤其适合外周血 DTC的检测 ；CK19是国内外公认 

的、最常见的上皮组织特异性标记物之一，存在于 

正常上皮组织以及上皮来源的肿瘤组织中，尤其在 

头颈部鳞状细胞癌组织中高表达，因此 CK19 mR— 

NA可以作为外周血 中播散癌细胞 的有效生物标志 

物[71。野生型 p53基 因半衰期短 ，不易检测 ，突变型 

p53蛋白由于构像改变，半衰期长，在细胞内的稳定 

性增加能够被检测到[8j。 

本试验建立喉癌裸鼠肿瘤模型发现：在喉癌肿 

瘤模型中DTC和p53的表达呈正相关，突变的p53 

基因能够增加肿瘤细胞的增值活力：并且能够增加 

肿瘤细胞微毛细血管和微毛细淋巴管的侵袭力，因 

此能够促使肿瘤细胞迁徙转移最终形成转移灶。 

Kaplan Meier生存曲线，提示 DTC和 p53蛋白阳性 

组中位生存期为 34周，阴性组中位生存期为43周， 

经 log—rank检验发现阳性组和阴性组生存差异明 

显 。 

因此，喉癌裸鼠肿瘤模型中联合外周血 DTC和 

肿瘤组织突变型 p53蛋白的检测，能够有效预测肿 

瘤远处转移和预后；可能是我们提前洞察到肿瘤转 

移及复发重要步骤，并能指导临床分期，为临床进 
一 步治疗提供理论依据，使临床治疗更具科学性和 

合理性。对临床上肿瘤组织突变型p53蛋白阳性表 

达者 ，尤其是 T N。和 T2N。期患者应加强外周血及前 

哨淋巴结 DTC的检测，而并不是简单的手术治疗，同 

时应加强临床随访。 
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