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摘 要：目的 研究p53幕因突变对子宫内膜腺痛临床病理特点及转归的影响。方法 运用免疫组化染色和聚台酶联反应 

一 单链构象多态性分析 (PCR-SSCP)，检测子宫内膜腺癌患者P53的蛋白表达与基因突变。结果 子宫内膜腺痛患者P53蛋白 

表达阳性率为34．15％ 阳性者5年存活率明显低于阴性者 (P=0．037) 棱过表达仅与组织分化相关，而与患者年龄、分期、 

浸肌程度、淋巴结转移、附件转移均无关 (P>0．05)；肿瘸患者 3突变率23．08％，且集中在外显子7、5、6：两法的一致率 

高 (7 92％)。结论 P53突变与子宫内膜癌组织分化有关，与临床预后有关。 
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P53 overexpression and mutation in endometrial carcinoma 
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(Department of Gynecology，College ofClinical Medicine，Chongqing Medical University，400016) 

Abstract：Objeetive To investigate p53 gene mutations in endometrial carcinoma(Ec)，and their correlation 
"；vith clinical features and prognosis．Methods Using immunohistochemical staining (IMH)and polymarase 

chain reaction·single strand conformation polymorphism (PCR-SSCP)methods，examine the protein expression 

an d gene mutation of p53 in EC．Results The general positive rate ofP53 protein was 34．1 5％．The expression  

ofp53 was not correlated with age，clinical stage，myometrial invasion，lymph node or ovarian metastasis(P 

>O．05)，but the pathologie grade (P(0．05)．Survival cuwes determined by Kaplan·Meier method showed that 

p53 overexprassion was associated witl1 a poor prognosis in EC (P(0．05) ．The positive rates of p53 gene 

mutation was 23．O8％ in EC．an d the mutation were located on exon 5。 6。 and 7 The concordance rate ofIMH 

and PCR—SSCP was 76．92％．Conclusion 11 mutation of p53 gane were associated with the pathologic grade 

and poor progn osis in EC． 
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子宫内膜癌是常见的妇科恶性肿瘤之一，且发 

瘸率早上升趋势，但是有关其癌变的分子机制尚不 

清楚。作为人类肿瘤中最常见的抑癌基因p53在l了 

宫内膜癌中的作用迄今为止国外报道观点不一，且 

国内报道甚少，主要限于P53蛋白的研究。_奉文 旨 

在进一步探讨P53蛋白与基因突变对予宫内膜腺癌 

临床病理特点及转归的影响。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

1．I．I 临床资料 收集本院1991～1998年收治的子宫内膜腺 

癌患者41例，平均年龄55 58岁，五年存活率63．42％。所有 

基量疆目：美国中华医学舍奖学盒项日 (北医奖学盘第022号) 

作着舟蝈：何 畏 (1970- )．女．主治医师，博士生 

病例均按FIGO1989年手术病理分期标准核实：I期18例、II 

期9倒、1II期IO侧、ivy4例：o 1 8例、0 14例、09例。38 

例为手术标本 (扩大或广泛子宫+取附件切除术+盆腹腔淋 巴 

结消除术：术前来经治疗、术后孕激素治疗结合放疗和／或化 

疗 )．另3例为诊断性刮宫标本 (仅行孕激素治疗结台放疗 

和／或化{}，)。随访时间6～84月 取20倒妇科 良性肿瘤患者 

(子宫肌瘤和卵巢囊肿各10例)的子宫内膜作对照。 

1．1 2 主要试剂：P53(AB-6)单克隆抗体 (ONCOGENE公 

利产品)．SP试剂盒 (DAKO公司产品)，TaqDNA多聚酶 

(SANGO)z~司产品)。 

P53引物在军科院微生物所台成，序列如下 

外显子5：JE义链5’TTCCACTTCCTGCAGTACTC--3’ 

反义链5’GCAAA 

#b,~-T-6：正义链5’AGTTGCAAACCAGAccTcAG—3 

反义链5’ACCATGAGCGCTGCTCAGAT--3 

外显子7：正义链5 G'I'GTTGCI"CCTAGGT'fC,47~ 3 

反义链5 
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外显子8：II 义链5’CCTACCCTGAGTAGI'GGTAA·3’ 

反义链5 CCAAGACTTAGTACCTGAAG-3、 

1．2 方法 

1．2．1 免疫组化染色 (SP法)：根据试剂盒说明完成染色。 

光镜下观察肿瘤细胞核内出现棕黄色颗粒或团块为阳性，0 

～ 2 为 (+)、25％～50~,6为 (++)、50~．／0以 卜为 (++ 

+)。 (++)以上为核强染，癌细胞核内无染色为阴件。实 

验同时设簧阳性和阴性对照。 

1．2．2 聚台酶链反应 (PCR)：从4l例rf]任选26例子宫内膜 

腺癌标本 (I期9例、lI期6例 、III期7例 、lV期4侧；0】l4 

例、Ca7例、G巧例)，取6微 片的子宫内膜腺痛石蜡切片5 

～ 10片，常规法提取DNA，按50 l体系加入反应物 (弓I 

物、dNTP、TeqDNA多聚酶、缓冲液、M 、三蒸水)，反 

应条件为94'C预变性lOmin，g4"C变性50s，55"C复性50s，72 

℃延伸30s。35次循环后再延伸7rain。扩增产物保存在4'C。 

同法另取5例正常内膜组织作为对照。 

1．2．3 聚合酶链反麻-单链构象多态性分析 (PCR-SSCP)： 

墩PCR产物lO lr与卜样缓冲液混台煮沸后，于冰浴中快速 卜 

样于8％非变性聚丙烯酰胺凝胶，恒压200V电泳2h。电泳完 

毕后卸胶下平皿，依次加入10％己醇、1％硝酸、染色液、最 

色液，灯下观察显色程度，待条带清晰后加l0％己陵终止反 

应，观察分析单链构象。每次电泳以 哺 内膜的扩增产物做 

对照，若同时电泳的肿瘤组织 -~iJ-常相比显示条带增多或减 

少、或位置移动说明该肿瘤标本存在基因突变 (每 一样本均 

多狄重复)。 

1．3 统计学处理 

采用计数资料的精确 ‘检验、率检验 ，并行Kaptan- 

Meier生存曲线分析及时序检验。以烈侧0-05作为显著性挽验 

标准。 

2 结 果 

2．1 P53蛋白的免疫组化检测 

2O例正常子宫内膜无一例P53染色 (阴性)； 

41例子宫内膜腺癌组织的P53阳性率为34 l5％ (14／ 

41)，其中核强染lO侧。核过表达率与患者年龄、 

分期、浸肌程度、淋巴结转移、附件转移均无关 ( 

尸>0．05)；仅与组织分化相关。在高分化 (GI) 

的肿瘤中P53阳性率明显低于中低分化肿瘤 (Gm) 

。 见表。 

2．2 p53基因突变的检澜 

PCR—SSCP法检测5例正常内膜均来发现突变， 

而子宫内膜 腺癌组织的p53突变率为23．08％ (6／ 

26)，其中外显子5突变2例，外显子6突变l例，外 

显子7突变3例、外显子8未发现突变；l期、I1期、 

表 4l倒于宫内膜黼 P53蕾白的结果 

lII期、lV期的突变率分别为l，9、1／6、3／7、1／4；GI 

、 G：、G3的突变率分别为3／14、2／7、1／5；淋巴结转 

移的4例中1例早示突变，附件转移f。 刮中未发现 
有突变。见图1。 

l 2 3 4 5 6 7 8 9 l0 

圈1 PCR-SSCP：~测P53基因纂7井显子的圈象 

2、7号标本可见异常泳动带 

2．3 P53免疫组化与PCR-SSCP的比较 

两者的一致率为76．92％ (20／26)，差异率为 

23．08％ (6／26)。两法在子宫内膜腺癌的突变检测 

中有明显相关性 (P=0．004)。所有PCR-SSCP阳性 

标本均为P53蛋白组化显示核强染 PCR—SSCP阴性 

标_奉中P53组化阳性有6例，其中核强染2例。 

2．4 生存率的比较 

P53蛋白阳性者5年生存率为59．26％；而P53蛋 

白阴性者5年生存率为81．49％。两者差异显著 (卢 

0．037)。见图2。 
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图2 于宫内麒脯 P53阳性患者与阴性患者的生存曲线 

3 讨 论 

人类p53基冈定位于染色体17p13，含11个外显 

子和10个内含了，其正常基阁产物 (野生型)位于 

核内，是一种转录因子，通过生长抑制、诱导细胞 

调亡、促进细胞终末分化达到抑制肿瘤的作用 此 

外，它还在维持机体基因组稳定性中发挥重要作 

用。 p53发生基因突变后，其蛋白产物不仅丧失 

特有的抻瘤作用，而且具有致瘤作用。因此，它与 

肿瘤的关系一直是研究的焦点。许多人类和动物肿 

瘤中部有p53基冈丢失和／或突变，其突变多集中于 

第5．8外显予。本研究运用的p53(AB-6)抗体可同 

时识别野生型和突变型P53蛋白．出于野生型蛋白 

半衰期短且量少，难以测景，故文中免疫组化法测 

得阳性结果应代表突变型蛋白。PCR·sscP法利用 

P53热点突变集中在外显子5-8，检测p53突变的敏 

感率可商达95％ ，但相对方法繁琐。本文结果表明 

子宫内膜腺癌P53蛋白阳性率为34．15％，基因突变 

率为23．07％与Schneider、Enomoto等撒道类似一 ， 

同时还发现P53的榜过表达率仅与组织分化相关， 

这一结果与Enomoto等、Soong等 人的报道不完全 
一

致．可能与病理类型 同、所用P53单抗不同有 

关。实验未检出p53第8外显子突变，问接证实了予 

宫内膜癌p53的第8外显子突变多发生在浆液性、透 

明细胞癌等类型 ”。此外．由于在 同分期的肿瘤 

中p53检出率无差异．尚不能推断它与肿瘤发生密 

切相关，但突变P53的持续表达对肿瘤细胞有利 。 

P53蛋白阳性患者3年、5年生存率明显低于P53 

阴性者．说明它对预后的提示有重要作用。这一结 

果与文献相似⋯ 原因可能包括：P53突变和等位 

基因丢失更易产生耐 化疗药物耐受和放疗的不敏 

感，从而影响临床治疗；其二野生型P53是一些肿 

瘤放、化疗时嗣亡反应必需的，突变后肿瘤细胞凋 

亡机制出现障碍。田此，建议临床上以P53作为常 

规指标用于_了宫内膜癌的预后预测和高危患者的筛 

选。 

由于野生型p53稳定性增高时也可被显色 (假 

阳性j，免疫组化的结果是否反应真实突变呢?本 

研究表明对于子宫内膜腺癌，P53蛋白免疫组化法 

与PCR·SSCP检测突变的结果有 良好的一致性，临 

床上运用快速、简便的免疫组化技术检测是可行 

的。 
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