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大肠癌中抑癌基因 p33/ING1 mRNA的表达及意义

王自强 ,蔡志民 ,余佩武　　(第三军医大学附属西南医院普通外科 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　了解 p33/ ING1表达与大肠癌临床病理特征的关系及其可能作用机制。方法　采用逆转录 PCR检测 52例散发

性大肠癌癌组织及正常大肠粘膜中 ING1 的表达。结果　在大肠癌组织中 p33/ ING1 mRNA 表达较正常粘膜明显减弱(30/ 52 ,
57.7%), p33/ ING1的低表达与肿瘤的 Duke' s 分期及淋巴结转移显著相关。结论　ING1 mRNA 表达的减弱在大肠癌发展过程中起

重要调节作用。
　　关键词:结直肠癌;抑癌基因;ING1;RT-PCR
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Expression of tumor suppressor gene-p33/ING1 in colorectal carcinoma
WANG Zi-qiang , CAI Zhi-min , YU Pei-wu (Southwest Hospital , Third Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To explore the correlation between the expression of p33/ ING1 and the clinicopathological features in patients with col-
orectal cancer , and to understand the possible mechanism of p33/ ING1 in the oncogenesis of colorectal neoplasms.Methods　All samples of normal

mucosa and cancer tissues from 52 patients with colorectal cancer were detected for their expression levels of p33/ ING1 by RT-PCR.Results　A

significant decrease in p33/ ING1mRNA expression was found in 30 out of 52(57.7%)colorectal cancer tissues.The results also showed that re-
pression of p33/ ING1 expression markedly related to both the Duke' s stage and metastasis.Conclusion　Down-regulation of p33/ ING1 may play an

important role in the oncogenesis and development of colorectal carcinoma.
　　Key words:colorectal neoplasms;tumor suppressor genes;ING1;RT-PCR

　　p33/ ING1(Inhibitor of growth 1)是新发现的一个抑
癌基因。它在细胞周期的调控与凋亡调节中发挥重要
作用。p33过渡表达导致与 p53类似的凋亡增强及细

胞G1期静息 ,并发现 p33对 p53功能的发挥起明显抑
制作用 。因此了解 p33在各种肿瘤中的表达情况 ,将
不仅有助于理解肿瘤发生的基因机制 ,更有利于探索
恰当的肿瘤基因治疗方案[ 1] 。目前国内外均未见关于
ING1在大肠癌中的研究报道。本研究采用逆转录
PCR(以下简称 RT-PCR)检测癌组织及正常大肠粘膜
中 ING1的表达 ,以探讨 ING1与大肠癌临床病理特征
的关系及其可能作用机制 。

1　材料与方法

1.1　标本来源
　　取自 1998年 10 月至 1999 年 10 月在我院住院手术切除的

大肠癌 52 例 , 其中男性 29 例 , 女性 23 例 , 平均年龄 50.28 岁 ,
术前未做任何治疗。新鲜标本于手术中分别取自距肿瘤边缘
10 cm 正常粘膜及肿瘤组织。取材后迅速置液氮冻存备检。 52

例标本均经病理证实为大肠癌。

1.2　引物
　　ING1基因序列缘自 GeneBank AF044076;人 β-actin 作为内
参。根据引物设计原则 ,通过计算机软件(Primer premier 4.0)辅
助设计(引物序列及扩增长度),见表 1。

1.3　总 RNA提取及逆转录

　　100 mg组织经匀浆后 , 采用 Roche公司 Tripure RNA提取试

剂按说明书步骤提取总 RNA。并用紫外/可见光分光光度计
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(美国 Beckman)测定其含量及 A260/ A280比值 , 所有标本 A260/
A280比值均在 1.75 ～ 1.95 间。取 2 μg 总 RNA 采用逆转录酶

Mu-MLV按 20 μl体系 37 ℃逆转录 1 h。

表 1　引物序列及理论扩增长度

Tab 1　Sequence of primers and theoretical size of products

Gene Sequence Length

ING1 Sense:5' GAA GCGGCG GATGCTGCA CT 3' 525 bp
Anti-S :5' ACG CAC GAGAAG TGG AAC CA 3'

β-actin Sense:5' GAG CTA CGAGCTGCC TGA G 3' 409 bp

Anti-S:5' GCA TTTGCG GTGGAC GAT 3'

1.4　PCR最适循环参数的测定
　　所用 Taq 酶购自上海生物工程公司。总反应体积 50 μl ,
PCR仪为 PTC-200(美国), 94 ℃、1 min※60 ℃、45 s※72 ℃、45 s

×20/24/ 28/32/ 36/40 cycles※最后 72 ℃延长 8 min。取 ING1 产

物 10μl/β-actin 产物 5 μl , 2%琼脂糖电泳 , EB染色 , 见图 1。 按
文献 [ 2] 方法测定最适合循环参数。 ING1 最适循环为 36

cycles ,β-actin 为 32 cycles。

图 1　ING1 、β-actin最适循环参数检测

Fig 1　Detection of the most appropriate cycles for ING1 and β-actin

1.5　PCR及产物鉴定 、半定量分析
　　反应条件同前 ,按最适循环进行反应。 2%琼脂糖电泳 , EB
染色 ,以 PCR marker测定分子量 ,见图 2。采用凝胶图像分析仪
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(geldoctor2000 , Bio-Rad)分别测定 β-actin 及 ING1 条带的 V 值

(Volume=平均光密度值×条带面积)。 ING1 表达强度 Rv=
VING1/Vβ-actin。

图 2　大肠癌中 ING1 mRNA的表达

Fig 2　Expression of ING1 mRNA in patients with colorectal cancer

M:Marker;T:Tumor;N:Normal

1.6　统计学分析
　　表达强度用 x±s表示。采用 SPLM软件进行方差分析。

2　结果

2.1　ING1 mRNA的表达
　　本组 52 例标本的所有正常肠粘膜中均能检测出 ING1

mRNA的表达 ,正常粘膜中 ING1 表达强度 Rv 为 1.166±0.245 ,

结肠肿瘤标本中表达强度为0.626±0.382 ,与正常粘膜对比显著
减弱(P<0.001)。30 例病人(57.7%)ING1 表达明显低于正常,
其中 24(80%)例病人 Duke′s分期为 C/ D期。

2.2　ING1表达与大肠癌临床病理特征的关系
　　ING1 mRNA 表达的减低与患者的性别 、年龄 、肿瘤分化程
度 、肿瘤部位及浸润深度无关 ,与肿瘤的 Duke' s 分期及淋巴结
转移显著相关(P<0.01), 见表 2。肿瘤分期越晚 ,并发淋巴结
转移 ,肿瘤组织中 ING1 表达越低。

表 2　ING1 mRNA 表达与大肠癌临床病理特征的关系

Tab 2　Expression of ING1 mRNA and its correlation to the clinopathological

features in patients with colorectal cancer

I tems n Relative intensity(Rv)

Gender

　　Male 29 0.744±0.384

　　Female 23 0.589±0.394

Age

　　≤45 21 0.834±0.425

　　>45 31 0.585±0.256

Location of tumor

　　Colon 26 0.624±0.347

　　Rectum 26 0.730±0.435

Differentiation

　　High 10 0.786±0.390

　　Medium 30 0.690±0.452

　　Low ■ 12 0.591±0.188
Tumor penetration

　　Mucosa 7 0.597±0.411

　　Mucularis 20 0.673±0.427

　　Serosa and extra 25 0.672±0.376
Duke' s Stage

　　A 7 1.114±0.116

　　B 16 0.763±0.287
　　C 21 0.516±0.394＊＊

　　D 8 0.354±0.237＊＊

Lymphatic metastases

　　Positive 26 0.393±0.243＊＊

　　Negetive 26 0.960±0.299

■:Cases of mucinous adenocarcinoma were included;＊＊:P<0.01

3　讨论

　　p33/ ING1定位于 13q33-34 ,通过不同的启动子 ,至

少转录 3种不同分子量的蛋白:P33 、P47 、P24。当用反

义RNA抑制 ING1表达时 ,可促进乳腺上皮细胞的悬

浮生长及增加 NIH 3T3细胞的集落形成 、延长二倍体

成纤维细胞的生存[ 1 , 2] 。外源性表达 ING1 将导致细

胞的 G1 期静息及促进多种细胞发生凋亡
[ 3] 。业已证

明 ING1参与了细胞生长的负性调节 、细胞衰老控制及

凋亡 。p33/ ING1与 p53在生物学效应上相似并相互

制约。两者单一存在时均不能发挥生长抑制作用。

p53介导的 p21/Waf1 的激活也必须依赖 ING1 的表

达
[ 1]
。新近的研究表明 , 在胃癌及乳腺癌中亦存在

ING1表达的减弱 ,并且在 ING1减弱的病例中大多数

存在野生型p53的表达[ 4 ,5] ,说明在肿瘤发生发展过程

中 ING1的低表达亦是 p53失活的机制之一 。

　　ING1 mRNA在正常大肠粘膜中广泛表达 ,我们最

近的研究结果表明 p33/ING1表达于大肠粘膜上皮细

胞核 ,在肠腺顶部表达明显强于肠隐窝 ,这与 ING1的

细胞衰老控制作用相符合 。我们应用 RT-PCR方法半

定量检测大肠癌组织中 ING1 mRNA的表达水平 ,并与

正常粘膜表达水平对比 ,发现 52 例中 30例表达明显

低于正常 ,其中 24例病人伴有局部淋巴结或远处转

移。分析 ING1 mRNA 表达与临床病理特征关系发现

患者分期越晚 ,伴有转移的原发肿瘤中 , ING1的表达

越低。说明 ING1 mRNA 表达的减弱在大肠癌发展过

程中起重要调节作用 。同时提示检测 ING1 mRNA表

达可能有助于临床对大肠癌远处转移的判断。同时 ,

我们通过对PCR产物的单链多态性分析(SSCP),还发

现在 52例大肠癌中仅有 1例发现有突变。说明 p33/

ING1在大肠癌中并不象 p53那样通过突变失活 ,而主

要是表达水平的降低 。

　　最近的研究还揭示在小鼠中亦存在两种形式的

ING1 ,p37 和 p24 , 其中 p37/ ING1 能与 p53 免疫共沉

淀 ,从而抑制 p53的功能发挥
[ 6]
。在人的不同 ING1亚

型中是否存在负性功能的 ING1蛋白及其在肿瘤发生

发展中的作用 ,尚待进一步研究。
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文章编号:1000-5404(2001)03-0351-01　 经验与短篇

3 784份儿童血培养结果分析

Analyses on the results of 3 784 blood culture in children

何惠兰 ,杨劳荣 ,刘晓光 ,张纪平　　(武汉市儿童医院 ,武汉 430016)

　　我院自 1997 年 6 月引进全自动 BacT/Alert全自动血培养

仪及 ATB 鉴定系统 , 用于小儿败血症及严重感染的病原学诊

断 ,为临床提供了快速而正确的报告 , 现介绍如下。

1　材料和方法

　　标本来源:我院自 1997 年 6 月至 1998 年 9 月疑为败血症

及严重感染的患儿 , 于入院当日或次日清晨采集血标本 , 血培

养瓶为一次性全封闭瓶 ,采血新生儿 0.5～ 1 ml ,幼儿 1 ～ 2 ml。

　　操作方法:将培养瓶放入全自动细菌培养仪 , 在恒温 35 ℃

条件下 , 培养瓶连续震荡(60 r/min), 每分钟检测 1 次(1 d 144

次), 其原理依据概率最大似然模型法 , 如培养瓶生长的细菌绝

对似然值与内存模型菌值大于或相等即为阳性 , 报警通知鉴定

人员 ,检测人员将培养瓶取出转种血琼脂平板 , 分离单个菌落 ,

再调正一定浓度的菌液 ,经 ATB 系统鉴定出细菌种类。培养 5

d 后无细菌生长 , 即可取出培养瓶 ,按常规报告无细菌生长。

2　结果

　　送检血培养标本 3 784份 ,培养出阳性菌生长 450 份 ,阳性

率 11.89%,阳性报告时间 92.2%在 48 h 内。阳性标本多集中

在新生儿内科(31.1%), 消化内科(17.1%)及呼吸内科

(10.2%)。

　　阳性 450株细菌中 , 分布情况为:革兰阳性球菌中以葡萄

球菌居首位 ,(330 株占总阳性细菌为 73.3%),该菌属共鉴定细

菌 20种 , 次为微球菌及肠球菌属。

　　革兰阳性杆菌中有枯草杆菌及腊样芽胞菌。革兰阴性杆

菌共 81 株 ,以大肠埃希氏菌 、肺炎克雷伯氏菌 、伤寒沙门氏菌

较多。3 184份血标本中 , 假阳性标本 31份 , 假阳性率 0.82%。

3　讨论

　　近 20余年 , 临床细菌学巨大进步 , 特别是仪器的发展和应
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用 ,使人类对于病原菌种类和数量的认识有所提高 , 以前曾被

认为不致病或条件致病的细菌 , 今天成为病原菌及主要病原

菌 ,因此对临床血标本进行细菌学检测 , 以便快速而 发现引起

感染的病原菌 , 从而对临床诊断和治疗提供依据是至关重要

的。我院自 1997年 6 月引进全自动 Bact/Alert全自动血培养仪

及ATB 鉴定仪后 , 使临床细菌检验室的工作质量有所提高:①

检验所需时间快(及时性),全自动血培养仪阳性报告 92.2%小

于48 h , 且检验结果准确(可靠性), 假阳性率低(0.82%)。 ②

ATB 鉴定系统资料库丰富鉴定细菌种类多 , 如葡萄球菌属鉴定

出 20种之多 , 而我院在未引和该仪器前 ,该菌属仅能鉴定出表

皮葡萄球菌 、腐生葡萄球菌及金黄色葡萄球菌 3 种[ 1] 。本组血

培养结果分析 ,近年败血症感染菌中 , 革兰氏阳性菌有上升趋

势 ,其中凝因酶阴性的葡萄球菌在增多 , 而革兰氏阴性杆菌明

显下降 ,与国外报道的菌种变迁相一致[ 2] 。阳性菌株多集中在

新生儿内科 、消化内科及呼吸内科。与新生儿期患儿及罹患消

化道 、呼吸道疾患儿免疫低下有关。 本院血培养阳性率

11.89%, 低于其它医院[ 3] ,已报道影响血培养的相关因素有血

容量 、抽血次数
[ 4]
, 我院患儿在采集血标本前大多应用抗生素;

注入血标本血量较少是导致血培养阳性率不高的原因。另外 ,

BacT/ Alert系统有假阴性出现 , 我院对培养 5 d无细菌生长的阴

性瓶未再进行转种 ,亦影响了血培养阳性率。

　　关键词:血培养;细菌;鉴定系统

　　中图法分类号:R446.5　　　文献标识码:B
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