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原发性膀胱移行细胞癌中p16基因状态的研究 
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【摘 要】目的：研究原发性膀胱移行细胞癌中p16基因的状态。方法：采用多重PCR分析法、SSCP分析法及以PCR为基础 · 

的甲基化分析法．分别对 40倒原发性膀胱移行细胞癌及其相应的癌旁组织中p16基因的缺失、突变及甲基化情况进行了检 

测 蛄果：40例肿瘤标本中，发现7例(17．5％)p16基因缺失，3例(7 5％)发生了突变，9例(22．5％)有甲基化存在。全部相 

应的癌旁组织中均未发现有p16基因缺失、突变或甲基化存在。结论：p16基因的异常改变在原发性膀胱移行细胞癌的发生 

与发展中可能起重要作用。 

【美键词】 膀胱癌；p16基因；缺失；突变；甲基化 

【中国图书分类法分类号】R737 9 【文献标识码】A 【收稿日期】2000—12—0l 

The status of p16 gene in primary transitional cell carcinoma of bladder 

XU B／ao．et n 

(Department of Laboratory Medicine，College 0f Clinical Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】 Objective：To investigate the status of p16 gene in primary transitional cell carcinoma of bhdder 

(TCCB)Methods：A total of 40 TCCB samples th correspondent tumor—adjacent specimens were screened 

for p16 gene deletions，mutations and hypermethylations by using multiplex polymerase chain reaction(PCR)， 

single strand conformatlonal polymorphism (SSCP)and PCR—based methylation analysis，respectively．Re- 

suits：Among 40 TGCB samples，7 deletions，3 mutations and 9 hyperrnethylations were detected ．and their 

rates were 17．5％ ，7 5％ and 22．5％，respectively．However，no deletions 。mutations or hypermethylations were 

found in all the tumor—adjaeent tissues．Conclusion：The abnormal alterations 0f p16 gane may pIay an impor． 

rant role in the carein ogenesis of TCCB． 
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p16基因，也称 MTS1／CDKN2／p16INK4，定位 

于人染色体 91'21区，基因编码蛋白为 p16，作为 

CDK4与CDK6的抑制因子，在细胞周期调控中起 

负性调节作用，防止细胞过度增殖。实验证实 p16 

基因在许多肿瘤细胞株和原发肿瘤组织中有缺失和 

点突变_l J。近来研究发现许多肿瘤中 p16基因 

5’CpG岛(富含 G、C的区域)常表现高度甲基化并 

伴随基因失活[4--6J。甲基化作为p16基因的另一失 

活方式已引起重视，有关原发性膀胱移行细胞癌 

(Transitional Cell Carcinoma  of Bladder，TCCB)中 

pI6基因的状态的报道较少见，本文对 40例TCCB 

标本及其癌旁组织中p16基因外显子1和外显子2 
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的缺失、突变及甲基化 隋况进行了检测，现报告如 

下。 

1 材料与方法 

1 1 标本来源 本院泌尿外科手术切除标本帅例．其中男 

性28例，女性 控例．年龄31～77岁，平均62岁。40倒标本 

均经病理证实为珊 者， 旁正常组织病理证实不古癌细 

胞。 

1 2 DNA提取 按常规方法将术中切除组织块研碎、匀 

浆．蛋白酶K消化，酚、氯仿抽提，乙醇沉淀 DNA，TE溶解 

后，测定0D瑚加D 比值在 1．8--2．0之间。 

1 3 PCR分析 用PCR法检测4O例TCCB肿瘤组织中基 

因外显子1及外显子2a、2b的缺失情况，以口一曲 基因作 

为内对照，全都引物均由北京赛百盛公司合成，其序列及所 

扩增 DNA片段大小如表 1。 
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*引物 p161A与 p16lB为外显子 1，引物 p16 2A与 p16 2C为外显子 2a 

引物p16 2B与 p16 2D为外显子2b 

将用于扩增p16基因外显子 1与外显子2a、2b的引物分 

别与作为内对照的B—actin的引物混合加入 PCR反应体系 

中同时扩增，PCR产物经2％琼脂糖凝胶电泳分离后，用 Bio 
— Rad公司的GS一250 Mole~ax Irr崤e Sysmn使电泳带在 

计算机上显象并作分析。 

1．4 单链构象多态性分析(SSCP) 取 10t~[基因PCR扩增 

产物进行变性，行8％非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳(PAGE)。 

电泳结柬后，银染并作分析。 

1 5 以PCR为基础的甲基化分析 此法参照文献[6-9 J分析 

位于5’cpG岛内的p16基因外显子 1的甲基化情况．采用在 

p16基因外显子 1序列内有酶切位点的甲基敏感的限{圄性内 

切酶srna I作为基因组DNA的消化酶，以不舍s雠 I位点的 

染色体9P标记点多态性双棱苷酸序列，13一ac'dn作为内对 

照。扩增所用的 p16基因外显子 1与 13一actln的引物均同 

前。取 1 基因组DNA，以10U s衄 l 25℃消化8h后，再以 

10U s雠 I消化过夜．以此消化好的 DNA作为模板，同时扩 

增 p16基因外显子1与 13一actln。若出现p16基因外显子 l 

的扩增产物，月 提示有甲基化存在。 

2 结 果 

2．1 p16基因缺失情况 经 PCR扩增后发现TC- 

CB肿瘤组织中7例有 p16基因缺失，其中外显子 l 

为2例，外显子2a为3例，外显子2b为2例。说明 

这些肿瘤组织中存在较大片段的 p16基因外显子 l、 

外显子2共三个目的基因扩增片段的丢失或在引物 

位置的小片段缺失，缺失率为 17．5％(7／40)。 

2．2 p16基因突变情况 用sSCP对外显子 l、外 

显子2a及外显子 2b三个 目的基因的PCR扩增片 

段进行分析，仅在外显子2a片段中检测到3例(3／ 

40，7．5％)异常移动电泳带，而相应的3例癌旁组织 

外显子2a未出现异常移动电泳带，故判断这3例有 

突变存在。 

2 3 p16基因甲基化情况 用 PCR为基础的甲基 

化分析法在 40例 TCCB肿瘤组织中检出9例(9／ 

40，22 5％)p16基因 5’CpG岛甲基化，而全部癌旁 

组织中均未发现有p16的甲基化存在。 

3 讨 论 

p16基因是近年来发现的最为广泛的抑癌基因 

之一，参与多种肿瘤的发生与发展。p16基因的失 

活机制包括 p16基因的缺失、突变及5’ G的异常 

甲基化。有关p16基因在TCCB中状态的研究报道 

较少，且结果差异较大。我们在40例TCCB肿瘤标 

本中发现 7例(17．5 96)有 p16基因缺失．3例(7． 

5％)有突变，相应的癌旁组织中则均未发现有缺失 

和突变，提示 p16基因的缺失与突变在 TCCB的发 

生、发展中可能起一定的作用。而文献[9-n J所报道 

的p16基因在人类肿瘤中的缺失与突变的结果存在 

较大差异的原因可能有：(1)p16基因改变的频率随 

组织类型不同而异；(2)p16失活的机制不同，如缺 
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失导致p16蛋白表达缺失，点突变导致 p16蛋白异 

常表达，DNA甲基化改变基因表达的效率；(3)p16 

基因在肿瘤晚期被灭活；(4)p16基因与体夕}培养和 

细胞衰老有关；(5)p16基因突变被肿瘤组织中非癌 

细胞粘染所掩盖；(6)可能有其它抑癌基 因在 9P21 

位点上。 

近年研究 p16基因另一重要失活机制，即 5’ 

CpG高甲基化，在多种肿瘤的发生与发展中起重要 

作用 ，特别是在一些过去未发现有 p16基因缺失与 

突变的肿瘤或突变、缺失率较低的肿瘤 中，如：结肠 

癌、前列腺癌中也发现 p16基因甲基化而引起的基 

因失活且频率较高。我们用 PCR为基础的甲基化 

分析法，对本组标本中pl6基因外显子 l内的 Sam 

I位点的甲基化情况作了检测，结果发现有 9例 

(22 5％)肿瘤组织有 p16基因甲基化存在，而全部 

癌旁正常组织则未检出有甲基化存在。提示p16基 

因的甲基化在 TCCB的发生与发展中可能起重要作 

用。进一步研究 p16基 因的各种异常改变对 TCCB 

的治疗作用具有重要意义。 
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