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肺癌中细胞凋亡水平和 p73基因的转录表达的研究

何　勇 , 范士志 , 陈建明 , 蒋耀光 , 李志平　　(第三军医大学附属大坪医院野战外科研究所胸心外科 ,重庆 400042)

　　提　要:目的　通过观察肺癌癌组织 、对应癌旁组织和远癌肺组织中细胞凋亡及 p73基因转录表达水平的变化 , 探讨细胞凋亡
及 p73 基因转录表达水平与肺癌发生 、发展的关系。方法　采用 TUNEL 及 RT-PCR技术检测 32例非小细胞肺癌癌组织 、癌旁组织

和 7例肺良性病变组织 , 以及对应正常肺组织细胞凋亡和 p73 mRNA的表达水平 ,并结合临床病理学资料进行统计学分析。结果　
①肺癌组织中的凋亡指数明显高于癌旁肺组织和远癌肺组织(P<0.01), 细胞凋亡水平与肺癌组织学类型 、分化程度和 P-TNM分期

无明显关系(P>0.05);②肺癌组织中 p73 mRNA表达水平和表达率明显高于癌旁肺组织 、远癌肺组织和肺良性病变组织(P <
0.01);③组织中凋亡指数的升高和 p73 基因转录表达水平的增加呈显著的正相关(P <0.01)。结论　肺癌组织中存在细胞凋亡水

平的升高和 p73 基因的过度转录表达。
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Apoptosis level and p73 gene expression in human non-small cell lung cancer tissues
HE Yong , FAN Shi-zhi , CHEN Jian-ming , JIANG Yao-guang , LI Zhi-ping(Department of Thoracic Surgery , Daping Hospital , Third Mi litary Medical Uni-

versity , Chongqing 400042 , China)

　　Abstract:Objective　To explore the relationship of the p73 gene transcript expression and the apoptosis level in cancerous tissues with the in-
cidence and development of human non-small cell lung cancer(NSCLC).Methods　The expression of p73 mRNA and the apoptotic index(AI)was

detected in 32 human NSCLC tissues , 32 para-cancer tissues , 7 lung benign lesion tissues and matched non-cancer lung tissues with RT-PCR and

TUNEL technique.All data were treated with statistical analysis.Results　①The AI was significantly higher in the lung cancer tissues than in the

para-cancer tissues and normal lung tissues(P<0.01).No correlation was found between apoptosis level and the types , differentiation and P-TNM
stages of NSCLC.② p73 was over-expressed in 28/ 32 NSCLC tissues.The expression level of the p73 mRNA was significantly higher in the cancer

tissues than in the para-cancer tissues and benign lesion tissues(P<0.01).③The expression of p73 gene was positively correlated with the AI of

tissue(P<0.01).Conclusion　 There is an over-expression of p73 mRNA and increase of apoptosis level in NSCLC tissues.
　　Key words:apoptosis;p73;lung cancer;gene expression;PCR;TUNEL

　　细胞凋亡是一种由凋亡相关基因调控的细胞自身
程序化死亡的过程 。研究表明 ,此过程的异常与肿瘤
的发生和发展密切相关。通常认为肿瘤的发生 、发展
不仅是由于细胞增殖速度升高 ,而且与细胞凋亡过程
受抑有关 。抑癌基因 p53 能调控靶基因引起细胞周期

停滞及细胞凋亡 ,是在人类肿瘤中发生变异频率最高
的基因之一 ,并且与肺癌尤为相关 。p73 是近来发现

的p53基因家族的新成员 ,其产物与 p53蛋白具有非

常相似的结构和功能 [ 1]。目前对肺癌组织中细胞凋亡
与 p73基因的转录表达关系的研究 ,国内外均未见报
道。本研究应用 TUNEL和 RT-PCR技术对非小细胞肺

癌(Non-small cell lung cancer , NSCLC)癌组织 、癌旁组
织 、远癌肺组织和良性病变肺组织的细胞凋亡及 p73

mRNA表达水平进行检测 ,以探讨不同肺组织中细胞
凋亡和 p73基因的转录表达水平的变化及二者间的关

系 ,分析细胞凋亡与肺癌临床病理特征的关系 ,p73基
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因转录表达水平改变在肺癌发生 、发展中的作用和

意义 。

1　材料与方法

1.1　研究对象
　　全部标本取自本科和重庆医科大学附一院胸心外科 1999

年1 月至 4 月住院患者行手术切除的肺组织 , 并经病理学检查

确诊。肺癌患者 32例 , 肺良性疾病患者 7 例。肺癌病例中 , 男

23 例 ,女 9 例 ,年龄 41 ～ 72岁 , 平均 57.5 岁;其中鳞癌 17 例 , 腺

癌 13例 , 腺鳞癌 2例;病理分期采用 1997 年 UICC 肺癌国际分

期标准 , Ⅰ期 10 例 , Ⅱ期 13 例 , Ⅲ a～ Ⅲb 期 9 例。肺良性疾病

中炎性假瘤 5 例 , 结核 2 例 , 其中男 3 例 , 女 4 例 , 年龄 48 ～ 62

岁 ,平均 53.7岁。

1.2　主要试剂
　　Tripure 分离试剂 、TUNEL试剂盒购于 Boehringer Mannheim

公司;AMV-Rtase、Oligo(dT)15 引物购于 Promega公司;Taq DNA

聚合酶 、核糖核酸酶抑制剂(Rnasin)、dNTP 和 PCR Marker 购于

Perkin-Elmer公司;p73引物由美国 Mayo研究所Wanguo Liu 教授

合成后惠赠;β-actin 引物购自英国 Stratagene公司。

1.3　实验方法
　　全部标本均在手术时收集。肿瘤均在原发灶取材 , 癌旁组
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织取自相应肿块旁 2 cm , 远癌肺组织取自距肿块 5 cm 以上之

肺组织 ,在采集癌旁组织和远癌肺组织时特别注意防止被癌组

织污染。组织标本一部分常规 10%福尔马林固定做病理切片;

另一部分标本取材后速冻保贮于液氮直至提取组织中的 RNA。

冷冻组织按 Tripure 分离试剂盒说明书操作提取组织中的总

RNA , 行 RT-PCR, 电泳分析 p73 表达情况[ 2] 。病理切片行

TUNEL法原位细胞凋亡染色并计算出每张切片上的凋亡指数

(Apoptotic index , AI)[ 3] 。

1.4　统计学处理
　　实验数据采用 χ2检验 、t 检验 、F 检验和相关分析 , SPSS 统

计软件处理。

2　结果

2.1　不同肺组织中的凋亡水平
　　肺癌组织中 TUNEL AI 值(15.25%)明显高于癌旁肺组织

(10.58%)和正常肺组织(9.84%)的 TUNEL AI值 , 经 F 检验三

组间差异显著(P<0.01)。 两两比较:肺癌组织与癌旁组织和

正常肺组织组间差异显著(P<0.01), 癌旁组织与正常肺组织

组间差异不显著(P>0.05),见表 1。细胞凋亡水平与肺癌临床

TNM分期 、组织学类型 、细胞分化程度的关系均不显著(P >

0.05)。肺癌细胞凋亡水平与临床 TNM 分期 、组织学类型 、细胞

分化程度均无明显关系(P>0.05),见表 2。

表 1　不同肺组织中细胞凋亡水平的比较

Tab 1　Comparison of AI in the different kinds of pulmonary tissues

Groupe n AI(%)

Lung cancer tissues 32 15.25±4.2

Lung tissues adjacent to cancer 32 10.58±2.5＊＊

Normal lung tissues 32 9.84±3.9＊＊

＊＊:P<0.01 vs lung cancer ti ssues

表 2　人 NSCLC细胞凋亡水平与临床病理生理特征的关系

Tab 2　Relationship of AI and clinical pathophysiological

characteristics of human NSCLC

Groupe n AI(%) P

P-TNM

　　Ⅰ 10 15.33±3.7

　　Ⅱ 13 14.85±4.1 P>0.05
　　Ⅲ 9 15.07±4.6

Cell differentiation

　　Poor 10 14.35±3.1
　　Moderate 14 14.97±3.6 P>0.05

　　Well 8 15.58±2.5

Histology

　　Squamous cell carcinoma 17 15.02±4.5 P>0.05
　　Adenocarcinoma 13 15.16±3.7

2.2　不同肺组织中 p73基因的转录表达
　　32例肺癌组织中 28例 p73 表达阳性 ,癌旁组织中 5 例表达

阳性 ,远癌肺组织 4 例表达阳性;28 例表达阳性肺癌组织的 p73

表达水平均明显高于对应正常肺组织;5 例表达阳性癌旁组织

有2 例 p73 表达水平明显高于对应正常肺组织;7 例良性病变
肺组织及其对应正常肺组织均未见阳性表达。 肺癌组织与癌

旁组织 、良性病变肺组织及对应正常肺组织之间 p73 mRNA 表

达率的差异非常显著(P<0.01),而癌旁组织 、良性病变肺组织

及对应正常肺组织之间 p73 mRNA 表达的差异不显著 (P >

0.05)。 p73 mRNA 表达水平与肺癌临床 TNM 分期 、组织学类
型 、细胞分化程度的关系均无显著性(P >0.05)[ 2] 。

2.3　p73基因转录表达与细胞凋亡水平的相关性
　　原位凋亡细胞 TUNEL阳性染色主要见于肺癌癌细胞见图

1 、2 , 呈单个分布 ,胞核呈深褐色 , 胞体皱缩 ,有的细胞轮廓尚清
楚 ,有的则发生“出泡”现象形成凋亡小体。肺癌组织中 p73 基

因的转录表达水平均明显高于癌旁组织和对应正常肺组织 , 而
且肺癌组织中细胞凋亡水平也明显高于癌旁肺组织和正常肺

组织 , 统计学表明 , 组织中 p73 基因的转录表达水平的增加和

细胞凋亡指数的升高呈显著的正相关(P<0.01)。

图 1　中分化鳞癌 ,中央为凋亡小体　　(TUNEL×200)

Fig 1　Apoptotic bodies in moderate-differentiated squamous carcinoma　　(TUNEL×200)

图 2　中分化鳞癌,凋亡细胞染色呈棕褐色 ,散在分布　　(TUNEL×200)

Fig 2　Brown apoptotic cells dispersing in moderate-differentiated squamous carcinoma　　(TUNEL×200)

3　讨论

　　细胞凋亡是目前肿瘤研究领域的热点之一 ,现有
的研究结果表明 ,细胞凋亡及相关基因的调控可能与

肿瘤的发生发展有关 。p73 基因发现于 1997年 ,因其
产物和 p53基因产物具有十分相似的结构和功能 ,故
自其发现以来便成为肿瘤分子生物学和遗传学领域的

一个研究热点 ,由于发现时间不长 ,关于 p73的正常生
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理功能以及在肿瘤中的作用等问题都有待进一步研

究[ 1] 。
　　近年来 , 有关恶性肿瘤中细胞凋亡水平的改

变
[ 3 ,4]
,细胞凋亡与肿瘤临床病理学特点的关系

[ 5 ,6]
,

研究者的看法很不一致。既往认为肿瘤形成是细胞无

限增殖所致的细胞积聚 ,是肿瘤中细胞凋亡受抑的结
果 ,而近来的研究发现肿瘤中不仅存在细胞的过度增

殖 ,同时也存在细胞凋亡。本研究应用 TUNEL 法检测

了 32 例人 NSCLC 肺癌组织和对应的癌旁组织 、远癌
肺组织中的细胞凋亡水平 ,观察到肺癌组织中 TUNEL

AI值明显高于癌旁肺组织和正常肺组织(P <0.01),
而癌旁组织与正常肺组织组间无显著差异(P >

0.05)。因此 ,可以推测肺癌组织中在细胞增殖明显增
加的同时也伴随有凋亡的增加 ,但增殖细胞的比例高

于凋亡细胞的比例 ,使细胞死亡速率下降 ,积聚速度加
快。本研究未观察到肺癌中细胞凋亡水平与临床病理

特征包括临床 TNM 分期 、组织学类型 、细胞分化程度
之间存在明显的相关性(P >0.05)。说明细胞凋亡是

一个独立于临床病理特征之外的病理过程。
　　本研究观察到肺癌组织中 p73mRNA表达水平较

良性病变肺组织和远癌肺组织有明显升高 ,提示肺癌

中确实存在 p73 的过度转录表达 , p73基因可能参与
调控肺癌的发生 。现有的研究在多种瘤细胞株中证实

p73具有和 p53 一样的调控细胞周期进程 、诱导肿瘤
细胞凋亡 、抑制肿瘤生长的功能 ,而且wt-p73比 wt-p53

更能诱导 p21的表达 ,p73过表达时比 p53有更肯定的

促凋亡活性[ 7 , 8] 。但生理状态下 p73基因转录表达与

细胞凋亡的关系并不明了
[ 9]
。目前在已检测的细胞株

和人类肿瘤如肺癌 、前列腺癌 、大肠癌和膀胱癌等肿瘤

中均未发现 p73 基因的突变
[ 10]
,可以认为肿瘤中 p73

均以wt-p73形式存在 。本研究表明肺癌组织中凋亡

指数及 p73 mRNA表达水平明显高于癌旁肺组织和正

常肺组织 ,因此 ,肺癌组织中 p73基因的转录表达水平

的增加和细胞凋亡水平的升高有显著的相关性。本研

究以组织学分型 、分化程度及临床 TNM 分期为基础 ,
比较了人非小细胞肺癌组织各组内指标间 p73基因的

阳性表达率 ,发现差异均无显著性意义 ,提示 p73的表

达是独立于临床病理学特征之外的分子参数 。

　　研究者认为:p73 或许在肿瘤发生机制中并不像

p53一样是一个抑癌基因
[ 10]
。但在某些肿瘤组织中

p73比正常组织中表达更高说明 p73的过量表达很可

能参与了这些肿瘤的发生 、发展过程。 Jack认为:即使
p73并非抑癌基因 ,但找到一个方法开启 p53缺失的

肿瘤细胞中 p73的功能 ,将使癌症治疗成为可能
[ 11]
。

有关 p73是不是一种抑癌基因 、在肿瘤中为什么很少
突变 、它的活化调节机制以及与 p53的关系都有待进

一步研究 。
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