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原发性肝癌染色体 17P微卫星不稳定性及突变型 P53蛋白的表达

吴　凯 ,房殿春 ,罗元辉 , 刘为纹 　　(第三军医大学西南医院全军消化内科中心 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　探讨微卫星不稳定性(microsatellite instability , MSI)及突变型P53蛋白在原发性肝癌(hepatocellular carci-

noma , HCC)发生中的作用。方法　采用 PCR为基础的方法及免疫组织化学技术检测了 48 例手术切除肝癌标本染色体

17P的MSI及突变型 P53 蛋白的表达。结果　肝癌 MSI总阳性率为 8.3%(4/48), 突变型 P53 蛋白表达阳性率为 39.6%

(19/48),MSI在肝癌的不同发病年龄 、性别 , 是否伴有肝硬化 、血清 HBsAg 和 AFP 是否阳性及是否存在突变型 P53 蛋白的

表达组无显著差异(P>0.05),但 AFP阳性肝癌突变型 P53 蛋白的表达阳性率明显高于 AFP阴性肝癌(P<0.01)。结论　

MSI与大多数 HCC 发生无关 ,HCC 中 p53 基因突变的致癌机制不是通过MSI病理途径。
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Microsatellite instability of chromosome 17p and mutant P53 protein expression in hep-
atocellular carcinoma
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cal University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To evaluate the effects of microsatellite instability (MSI)andmutant P53 protein expres-

sion on the carcinogenesis of hepatocellular carcinoma(HCC).Methods　MSI and mutant P53 protein expression in

48 surgical specimens of HCC were detected by using PCR-based method and immunohistochemical method.Results

　MSI was detected in 4(8.3%)specimens of HCC.Of the 48 specimens of HCC , 19(39.6%)were positive for

mutant P53.MSI was not associated with sex , age , liver cirrhosis , HBsAg , AFP of HCC , and mutant P53 protein

expression(P >0.05).However , P53 positive rate in AFP-positive HCC was significantly higher than that in AFP-

negative HCC (P <0.01).Conclusion　MSI may not be involved in the genesis of HCC , and the carcinogenic

mechanism of p53 gene mutation in most of the HCCs may not be realized through the pathological pathway of MSI.
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　　基因不稳在胃肠道肿瘤的发生中起重要作用 。这

种基因不稳可分为两种不同的形式 , 即染色体不稳

(chromosome instability),亦称肿瘤抑制途径(suppressor

pathway)和微卫星不稳(microsatillite instability , MSI),

也称MSI途径 (MSI pathway)[ 1 ,2] 。我们过去对胃癌的

研究表明 ,多数胃癌的发生系通过肿瘤抑制途径 ,涉及

APC/MCC 、DCC 和 p53 基因等抑癌基因的杂合缺失

(loss of heterozygosity , LOH);而少数胃癌系通过MSI途

径 ,由于错配修复基因异常 ,导致了 TGFβRⅡ 、BAX 、

hMSH6等基因单核苷酸水平突变率的增加[ 3 ,4] 。现有
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研究表明 ,多数原发性细胞肝癌(HCC)的发生是通过

肿瘤抑制途径 ,涉及到多条染色体片段的丢失
[ 5 ,6]
,而

MSI途径是否参与了 HCC 的发生尚无定论[ 7 , 8] 。p53

基因突变在 HCC的发生中起重要作用[ 9] ,已有研究表

明 ,HCC组织 MSI与 p53突变似无相关性[ 10] ,但与 p53

表达的关系尚缺乏深入研究。为了研究MSI及突变型

P53蛋白的表达在 HCC 发生中的作用及两者的关系 ,

本研究采用 PCR为基础的方法及免疫组织化学技术

检测了肝癌组织的MSI 及突变型 P53蛋白的表达。

1　资料与方法

1.1　组织标本
　　48例肝癌及正常肝组织均为我院1992 年 11月至 1997 年3

月手术切除标本 ,手术切下肿瘤后立即收集癌及切缘处正常组

织 ,剔除出血坏死组织后 , 立即置-80 ℃冰箱保存备用。
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1.2　DNA提取
　　将正常及癌组织连续冷冻切片 20 张(5μm), 取其中一张

做HE染色 , 在显微镜下区分癌及正常组织 , 对照该片从未染色

切片上刮取正常及肝癌标本 , 确保肝癌标本中癌细胞至少占

70%,正常组织中无癌细胞 , 采用蛋白酶 K 消化 , 酚/氯仿抽提

法提取基因组 DNA。

1.3　MSI分析

　　选用 D17S799 和 D17S261 两个微卫星位点分析胃癌 MSI。

引物由上海细胞生物研究所合成 , 序列见表 1。 采用 PCR 仪

(480)型扩增微卫星 DNA。PCR 反应体积为 10 μl , 含 1×Buffer

(MgCl2 15 mmol/L)1 μl , 引物各 0.5 μmol/ L , 4×dNTP 各 0.2

mmol/ L , Taq DNA聚合酶 1U, 基因组 DNA 100 ng , α-[ 32P] dCTP 5

μl(37×10
4
Bq)。循环参数为 93 ℃40 s、56 ℃ 40 s、72 ℃ 60 s ,

35 个循环后置 72 ℃继续反应10 min , 取扩增产物 5μl加等量上

样缓冲液(98%去离子甲酰胺 , 0.025%二甲苯蓝 , 0.025%溴酚

蓝 , 10 mmol/ L EDTA)在 95 ℃条件下变性 5 min 后快速冷却 , 在

9%变性聚丙烯酰胺凝胶(含 7 mmol/ L尿素)上电泳 30 W 3 h 后

采用柯达 X线片于-80 ℃进行放射自显影 24 ～ 72 h(凝胶用干

胶机干燥), 观察结果。

表 1　引物序列

Tab 1　Primer sequence used in this study

MSI locus Primer sequence

D17S261 5′-CAGGTTCTGTCATAGGACTA-3′

5′-TTCTGGAAACCTACTCCTGA-3′

D17S799 5′-ATTGCCAGCCGTCAGTT-3′

5′-GACCAGCATATCATTATAGACAA-3′

1.4　免疫组织化学染色
　　p53抗体及 SABC 试剂盒均购自中山生物制品公司 ,以 PBS

作为空白对照 ,正常血清作为替代对照 , 正常肝组织作为正常

对照。

1.5　结果分析
　　与正常组织比较 , 肝癌组织有额外的 DNA 片段或出现电

泳带的移位即可判断为MSI。细胞核及核周出现棕黄色颗粒为

阳性。

1.6　统计学分析
　　以χ2 检验和四格表确切概率法对相关数据进行统计处

理。

2　结果

2.1　肝癌MSI检出率及突变型P53蛋白的表达

　　2 个微卫星位点经 PCR扩增 ,MSI 电泳变化见图 1。2 个微

卫星位点 MSI 检出率分别为:D17S261 4.2%(2/ 48)、D17S799

4.2%(2/ 48)。将 2 个位点综合分析 ,共检出 MSI 4 例 , 阳性率

为 8.3%(4/ 48)。 48 例肝癌突变型 P53 蛋白阳性率为 39.6%

(19/48), 见图 2。

2.2　MSI及突变型P53蛋白表达与临床参数的关系

　　将 48 例肝癌按年龄 、性别 、肝硬化情况 、HBsAg阳性 、AFP

阳性情况进行分组 ,由表 2 可见 ,MSI与肝癌的发病年龄 、性别 、

有无肝硬化 、HBsAg 及 AFP阳性情况无显著性差异(P >0.05)。

突变型 P53 蛋白表达在不同发病年龄 、性别 、是否伴有肝硬化

及HbsAg是否阳性组无显著性差异(P >0.05), 但 AFP 阳性肝

癌突变型 P53 蛋白的表达阳性率明显高于 AFP阴性肝癌(P <

0.01)。

N:Normal tissue;T:Tumor tissue

图 1　肝癌微卫星 DNA不稳

Fig 1　Microsatell ite instability in hepatocellular carcinoma

图 2　肝癌组织突变型 P53蛋白表达　(SABC×200)

Fig 2　Mutant P53 protein expression in hepatocellular carcinoma

(SABC×200)

表 2　肝癌组织 MSI和突变型 P53蛋白表达与临床参数关系

Tab 2　Relationship of MSI and P53 protein expression with

clinicopathological parameters

Parameter n MSI+ Mutant P53 expression

Age
>40 36 2 15

<40 12 2 4

Sex
Male 39 4 15

Female 9 0 4

Cirrhosis
Positive 36 3 16

Negative 12 1 3

HBsAg
Positive 35 3 14

Negative 13 1 4

AFP
Positive 24 2 15＊

Negative 24 2 4

＊:P<0.01, vs AFP-negative HCC
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2.3　MSI与突变型P53蛋白表达的关系

　　将 48 例肝癌分为 MSI阳性及阴性两组 , 由表 3 可以看出 ,

MSI阳性肝癌组织突变型 P53 蛋白阳性率为25%与MSI 阴性肝

癌组(40.9%)相比 , 差异无显著性意义(P>0.05)。

表 3　MSI与突变型 P53蛋白表达的关系

Tab 3　Relationship between MSI and mutant P53 expression

n Mutant P53 expression(%)

MSI positive 4 1(25.0)

MSI negative 44 18(40.9)

3　讨论

　　微卫星是由 1 ～ 6核苷酸组成的散布于整个基因

组中的短小串联重复的 DNA 序列。MSI 是指由于复

制错误引起的简单重复序列的增加或丢失。肿瘤遗传

学表明 ,细胞恶性转化与基因组的不稳定性有关 ,而基

因组不稳定性是由错配修复基因缺陷引起的 MSI 所

致。关于MSI与肝癌发病之间的关系 ,国外[ 4 ～ 6]文

献报道 MSI的检出率为 6%～ 40%。本研究 MSI检出

率为 8.3%,且 MSI 与肝癌的发病年龄 、性别 、是否伴

肝硬化 、是否携带 HBsAg 及 AFP 是否阳性无关 。MSI

在HCC中检测结果相差较大 ,结合文献及作者的工

作 ,考虑有以下几个原因:①可能与种族差异有关;②

与选择的检测位点及数目不同有关;③与病例选择标

准 ,如是否有肝硬化及是否有肝炎病毒感染有关;④与

各家采用判断MSI 的标准不尽一致有关。总之 ,本研

究结果说明 ,MSI在大多数 HCC的发生中并不起重要

作用 。

　　p53 基因突变与 HCC 的发生有密切的关系 ,是

HCC发生发展过程中的重要基因改变[ 6] 。p53在正常

组织表达量低 ,半衰期短 ,很难被检测到 ,故免疫组化

检测出的均为突变型 P53蛋白。突变型 P53蛋白不但

丧失了抑癌活性 , 反而具有了恶性转化能力 。文献

[ 11] 报道 HCC 突变型 P53 蛋白表达的阳性率为

48.9%, 本组的阳性率为 39.6%。此外 ,我们还发现

突变型P53蛋白与肝癌患者的发病年龄 、性别 、是否伴

有肝硬化及HBsAg 是否阳性无显著相关性 ,但 AFP 阳

性肝癌突变型 P53 蛋白的表达阳性率明显高于 AFP

阴性肝癌 ,与文献[ 12]报道的检测结果相一致。

　　不同HCC 中突变 p53基因的表达也有明显不同 ,

这种不同可能与致癌因素密切相关 。本研究结果并未

发现突变型P53蛋白表达与 HBsAg 有相关关系 ,提示

突变型 P53蛋白表达与 HBV 感染可能无关 。晚近有

研究报道指出 ,HCC发生 p53突变与黄曲霉毒素 B1致

癌因素有关 ,但本组突变型 P53蛋白表达是否与黄曲

霉毒素 B1有关
[ 13 ,14]

,尚需进一步研究 。

　　p53基因位于染色体 17p13.1 ,Kazachkov 等[ 10]研

究HCC组织 p53基因突变与 MSI 的关系 ,结果提示在

多数HCC中 p53基因突变与 MSI并无相关性。本研

究检测了 48 例手术切除肝癌标本染色体 17P 的 MSI

并分析了其与突变型 P53蛋白表达的关系 ,MSI 阳性

组肝癌突变型 P53蛋白的阳性率为 25%,MSI阴性组

阳性率为 40.9%,差异无显著性。由此推断 , p53基因

突变不是由17P 微卫星位点 MSI所致。
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