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肺癌是近年来发病率最高的恶性肿瘤 ，全世界每年肺癌 

新增病例约 120万⋯。在我国肺癌是发病率最高的癌症，目前 

我国人群肺癌死亡率正以每年 4．5％的速度递增 ，其中农村 

上升速度达 10％。据世界银行估计，到 2030年我国将有 170 

万中年人死于肺癌。由于大多数肺癌临床发现已到中晚期， 

其中 50％的病人已失去了手术的机会 。因此 ，肺癌的早期发 

现，早期诊断，早期治疗显得尤为重要。但传统肺癌的确诊方 

法主要是影像学和痰液脱落细胞学检查 ，而作为早期发现和 

早期诊断作用非常有限，并不能帮助降低肺癌的死亡率。随 

着分子生物学技术的迅速发展 ，细胞增殖周期及其调控机制 

的研究也有了很大的进步。对肺癌特异性的分子标记物检查 

研究，使得肺癌的早期诊断有可能变为现实。近期研究表明， 

在肺癌患者中基因发生 甲基化现象非常普遍，P16基因就是 

易于发生甲基化的一个基因。P16基因甲基化发生在肺癌形 

成的早期阶段[3-51，并且 P16基因甲基化在肺癌和正常肺组 

织中有明显差异 。 

1 P16基因基本结构和功能 

1．1 p16基因基本结构 

D16基因是 1993年由美国冷泉港实验室研究发现的新 

的抑癌基因，该基因在多种癌细胞中有缺陷，与癌的发生关 

系密切 ，因此又称为多种肿瘤抑制物 I(muhiple tumor sup— 

pressor 1，MTS1)基因[91。P16基因是肺癌中最易发生甲基化 

的抑癌基因。P16基因位于人类 9号染色体短臂的 9p21区， 

全长 8．5kb，由 2个内含子和间隔的 3个外显子构成，外显子 

1(E1)包 括 Elct(126bp)和 E18(180bp)；外 显子 2(E2)， 

307bp；外显子 3(E3)，1lbpE~Ol。p16基因的启动子长约 75bp， 

位于转录启始位点上游500处；另外，启动子和 E1，E2区含 

有多个可甲基化的5'-CpG岛。Elct的 mRNA可直接翻译成 

有活性的 p16；E113的 mRNA在活体细胞中不能翻译。Ell3 

含有与 Elct相同的外显子 2和外显子 3，但外显子 1不相 

同。E18外显子 1位于 Elct外显子 1上游的 20kb，其结构 

特征如下⋯1：03E113外显子 1片段长为269kb，具有高度的保 
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守性。②18外显子 1上游有一个 GT富集区，为 GT盒启动 

子单元。③在第 75核苷酸 AUG处有共同的 KOZAK序列。④ 

E18外显子 1下游有一个长的微卫星(cA)n重复序列。氨基 

酸序列分析表明成熟的 D16分子量为 15．84ku单链多肽 ，含 

有一个由 148个氨基酸组成的开放阅读框架 ，具有 4个 

ankyrin序列组成(回钩状重叠的空间构型的蛋白结构 )，这一 

构型为维持其活性所必须，参与蛋白与蛋白之间的作用㈣。 

1．2 P16基 因的功能【ml 

真核细胞的分裂通过G1一s转换开始 DNA合成，通过 

G2一M转换开始有丝分裂。CDK4在这些转换过程中起重要 

作用，可能通过调节诸种重要底物(如 Rb)的磷酸化促使 G 1一 

S和G2一M转换，导致细胞增殖。p16蛋白作用于细胞周期的 

G1一s期的转移过程，其通过与 cyclinD(细胞周期素 D)竞争 

结合 CDK4，特异性抑制 CDK4的活性 ，使之不能解除 Rb 

基因对转录因子(TF)的抑制，从而阻止细胞从 G1期进入 S 

期，抑制细胞增殖 ，阻止细胞生长。Jin等将野生型 p16基 

因通过腺病毒载体导人无 p16产物表达的肺癌细胞中，发 

现肿瘤细胞被阻滞在 G1期 ，无法进入 s期 ，肿瘤细胞在体 

内、外的生长受到抑制。他们也研究将p16基因导人无p16 

表达的肺癌细胞中，在离体或活体中不仅能阻止肿瘤细胞在 

s期，而且还能抑制肿瘤增殖。但当cyclinD 同CDK4结合 

时，刺激细胞生长分裂。正常情况下二者保持平衡，使细胞的 

增长，分化协调进行。当p16由于其基因突变不能正常表达 

时，cyclinD与CDK4的结合占优势，过度刺激细胞分裂从而 

使细胞失去控制，向癌变发展。此外 ，研究证实，D16基因功 

能产物发挥的细胞生长抑制功能与其作为一种 CDK4抑制 

及与野生型 Rb(pRb)之间的相互调节作用密切相关。 

2 p16基因甲基化与肺癌 

2．1 p16基因甲基化在不同类型肺癌中的表达异常 

目前 ，有关 p16基因异常与肺癌之间的关系主要集中在 

对各型肺癌之间及癌组织与正常组织之间。D16基因甲基化 

在肺癌组织中的发生率为 24．5％ 80％，而在非恶性病变组织 

中几乎没有发生。Kim等【-71研究发现 p16甲基化在鳞癌中的 

发生率(41％)比腺癌(22％)高；在 I期腺癌中。p16基因甲基 
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化是较其他因素(如 K—ms突变 )具有显著预测术后生存率 

的一个指标(尸=0．03)，在对 58例 I期肺癌五年生存追踪 中， 

D16基因甲基化和较差的预后有显著相关(尸=0．04)。Yana~a 

等㈣对 NscLC(非小细胞肺癌)癌组织和非肿瘤肺组织的多 

种肿瘤相关基因的启动子进行了研究，发现 p16启动子甲基 

化在 NscLC癌组织中发生率为 31％，而非肿瘤组织中为 0， 

并且 p16基因甲基化在鳞癌中的发生率较腺癌中常见 (P< 

0．05)．彭猛青㈣等检测 50例肺癌组织和 54例正常肺组织中 

Dl6基因第 1外显子 5 端启动子区域CpG岛甲基化及第 2 

外显子缺失情况 ，其结果显示 pl6基因在非小细胞肺癌组织 

中甲基化率为 32．0(16／50)，缺失率为 28．0(14／50)；54例正 

常肺组织甲基化率为3．7(2，54)，缺失率为0，二组比较，甲基 

化率(Fisher’s exact=o．0001)及缺失率(Fisher’s exact~．0001) 

均有显著性差异。Belinskv等I 研 究发现，在肺鳞癌的发生发 

展中，从细胞的过度增生 、鳞状化生到原位癌的不同阶段抑 

癌基因 D16甲基化的发生率分别达 17％、14％和 50％，p16 

基因甲基化在肿瘤组织和癌前病灶均有发生，提示检测 D16 

基因甲基化对肺癌早期诊断有较大意义。 

2．2 p16基因甲基化在肺癌脱落细胞中的表达异常 

肺癌脱落细胞 p16基因甲基化的检出率 21％～94％，在 

肺癌组织阳性患者中的检出率达 60％。肺癌脱落细胞主要来 

自痰液 ，且标本易获得 。张文等【2lJ应用甲基化特异性 PCR 

(methylation-specific PCR，MSP)对 50例周围型肺结节患者 

及20例正常人痰脱落细胞 p16基因甲基化改变进行检查， 

其结果周围型肺癌痰脱细胞 p16MSP阳性率(61．4％)明显高 

于良性周围型肺结节(16．7％)及正常人(15．0％)，良性周围型 

肺结节 p16MSP阳性率与正常人无显著差异 =0．136，P> 

0．05)。Palmisano等 l用 MSP法对 21例磷癌研究发现，10例 

确诊为磷癌，其中 8例肺癌组织和痰液均有 p16基因甲基 

化 ，2例无改变；另 11例在临床诊断肺癌前 5～35个月随访 

过程中，患者的痰脱落细胞中就可检测出p16基因异常甲基 

化；10o％的肺鳞癌患者痰液可在l临床诊断前 3年内检测出 

p16基因的甲基化。Ahrendt等吨 研究肺癌脱落细胞的分子 

标记物时发现 NSCLCp16基因甲基化发生率为 38％。Belin— 

sky等 用敏感的 PCR检测痰液发现 p16基因甲基化在肺 

癌高危的吸烟者人群中发生率为 19％，且在肺癌人群发生率 

为43％；并且他们的研究发现，D16基因的 CpG岛甲基化和 

早期 NSCLC密切相关。因此 ，肺癌脱落细胞 中p16基因甲基 

化状态的改变可作为l}缶床最具前景的肺癌早期诊断的指标。 

2I3 p16基因甲基化在肺癌患者血液中的表达异常 

对肺癌患者血液中p16基因甲基化研究较少，有研究结 

果示其发生率为 13％一77．8％。林勃等 应用甲基化特异性 

PCR检测 65例 NSCLC患者血清 p16基因启动子区域甲基 

化情况，p16基因甲基化检测率为 43．1％(28m5)，而正常对 

照和良性肺部疾病组未检测出。姚群峰等 匡用巢式甲基化 

特异性 PCR方法，检测 53例 NSCLC患者血清 p16基因甲基 

化和 CYF~ 21—1的情况 ，38例 p16基因出现异常甲基化， 

CYFRA21—1阳性 34例 ，这两项指标单独检测 NSCLC的敏 

感性分别为 71．70％和 64．20％，特异性分别为 77．80％和 

88．90％，而联合法检测敏感性为89．80％。18例肺部良性病变 

患者中未检测到p16基因的异常甲基化，具有较高的特异性。 

Lill等咖研究发现，p16基因甲基化血液中发生率为 75．7％，肿 

瘤组织中为 80．2％，痰液中为74．7％。他们最近研究提示凡在 

肺癌组织中 p16基因甲基化阳性的病例，其血液和(或)痰液 

标本也阳性；而在肿瘤组织中p16基因甲基化阴性的病例， 

其血液和(或)痰液标本也阴性。将血液和痰液标本与痰细胞 

学检查相结合来判断，则 92．2％肿瘤中可发现他们的异常改 

变。 

2．4 p16基因甲基化的诊断方法 

随着人们对 p16基因甲基化在肺癌早期诊断中的作用 

不断深入的认识，其检测基因甲基化方法也得到不断改进。 

① 目前甲基化特异性 PCR(Methylmion Specific PCR，MSP)~ 

及其改进方法 --，是检测 D16基因甲基化的经典方法．该方 

法进行 PCR扩增后，再利用琼脂糖凝胶电泳进行检测 ，但由 

于琼脂糖凝胶电泳检测的灵敏度有限，对于一些血浆中脱落 

肿瘤细胞少的患者，检测结果容易造成假阴性。其中巢式 

MSP(Nested Methvlation Specific PCR，nMSP)进一步提高了 

方法的特异性和灵敏度。MSP法的原理是首先用亚硫酸氢钠 

修饰处理基因组DNA，所有未发生甲基化的胞嘧啶都被转化 

为尿嘧啶，而甲基化的胞嘧啶则不变。然后设计针对甲基化 

和非甲基化序列的引物并进行聚合酶链反应(P—CR)扩增 ， 

最后通过凝胶电泳分析，确定与引物互补的 DNA序列的甲 

基化状态。MSP法灵敏度较高，应用范围广 ，特别是巢式 MSP 

(nMSP)法进一步提高了方法的特异性和灵敏度 ，更适于检 

测血清，血浆等标本中肿瘤细胞释放的微量 DNA的异常甲 

基化。②微流控芯片p 是目前分析化学研究的热点之一，利 

用该方法检测肺癌患者肿瘤及血浆中的 D16基因异常甲基 

化的方法不但比传统的方法大大提高了灵敏度，并同时具有 

较高的特异性。其体积小 、成本低、分析过程自动化、分析速 

度快、所需样品和试剂少等特点。③错配杂交化学发光【33J是 

检测 p16基因启动子区过甲基化的定量分析方法。方法用亚 

硫酸氢钠修饰基因组 DNA，所有未甲基化的胞嘧啶都被转变 

为尿嘧啶，而甲基化的胞嘧啶则不发生变化。设计合成 1对 

不含 CpG位点 的引物 ，同时扩增甲基化或非甲基化 目的 

DNA片段，用 2条分别与甲基化及非甲基化 CpG位点互补 

的寡核苷酸探针与扩增产物进行杂交及化学发光检测，通过 

探针杂交信号强度比确定样品 DNA中甲基化的 D16基因的 

比例。 

2．5 结束语 

目前大量实验证实，p16基因的甲基化发生在肺癌形成 

的早期阶段。随着对 p16基因甲基化深入认识，其在肺癌的 

早期发现 ，早期诊断，疗效观察及预后判断提供了非常有价 

值的信息。随着基因工程技术的飞速发展 ，使由于基因异常 

而导致的疾病的早期诊断及基因治疗成为可能。在临床上通 
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过检测 pl6基因的失活，可提高诊断率 ，获得肿瘤恶性程度 

的信息 ，对估计预后有重要意义。但仍有许多问题尚需解决。 

如：pl6基因甲基化检测技术不成熟；p16基因甲基化发生具 

体机制不清楚 ，它在肿瘤的发生、发展中起了什么作用? 如 

何应用 pl6基因甲基化作为肿瘤患者的早期发现 、早期诊 

断 、早期治疗及预后判断的常规指标?p16基因甲基化如何 

协同其它肿瘤抑制基因；肿瘤细胞株与实体肿瘤之间基因异 

常的差异等问题仍有待进一步阐明。这些问题的圆满解决势 

必强有力地推动肺癌分子诊断有一个质的飞跃。 
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