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On the Loss of p16 Gene in Primary Hepatic Carcinoma
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摘要　为了解抗癌基因 p16在原发性肝癌中的变异情况 , 采用差别 PCR技术研究 34例原发性肝癌及其癌周组

织。结果显示: 1例原发性肝癌存在 p16Exon1纯合子缺失 , 15例原发性肝癌存在 p16 Exon2纯合子缺失 , 其余的 19

例肝癌及所有的癌周组织无 p16基因纯合子缺失。研究结果表明 p16基因的缺失与原发性肝癌的发生发展密切相

关 , 并提供了肝癌第 9号染色体基因变异的依据。
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Abstract　 To determine the alteration o f p
16
, a novel antioncogene, in human primary hepa tic

carcinoma, 34 cases of primary hepatic ca rcinoma and tumor-adjacent ti ssue w ere examined by

Dif ferential PCR. One case was show ed as homozygous deletion of p16 Exon1 and 15 cases as ho-

mozygus deletion of p
16
Exon2. It i s indicated tha t p

16
gene deletion is associa ted w ith the occur-

ing and development of prima ry hepatic carcinoma and provides an evidence of g ene deletion of

chromosome 9p in the human prima ry hepa tic carcinoma.
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　　 1994年 4月 , 美国圣地亚哥和盐湖城的两个研究

小组同时报道了一个新型抗癌基因 MTS1 ( mutiple

tumo r suppresso r) , M TS1基因位于 9p
21～ 22
区 , 它表

达 16KD蛋白分子 ,故称为 p
16 [1 ] , p

16基因直接调控细

胞周期蛋白激酶活性 ,抑制细胞分裂和增殖 , p16基因

在许多肿瘤细胞株和实体肿瘤中的频繁突变或缺失

的抑制作用
[2, 3 ]

,吸引了肿瘤分子生物学、分子遗传学

领域的科学家 ,从基因和临床诊治等角度 ,对 p
16的作

用进行了研究。但有关 p16基因在原发性肝癌中的变

异 ,国内外尚未见报道 ,研究 p
16
基因的异常与原发性

肝癌的关系 ,对阐明原发性肝癌癌变机制及寻找新的

肿瘤标志物都具有重要意义。本研究用差别 PCR技

术 ,分析了 34例原发性肝癌组织 p
16
基因的缺失 ,现将

结果报告如下:

1　材料与方法

( 1)肿瘤组织来源与储存: 34例原发性肝癌及相

应癌旁组织标本均为广西医科大学一附院外一科病

人手术切除的组织 ,标本离体后立即储存在 - 70℃的

超低温冰箱中 ,并经病理证实。34例原发性肝癌患者 ,

男 33例 , 女 1例。年龄 19岁～ 74岁 , 血清 HBs Ag均阳

性 , AFP (+ ) 20例 , 均有肝硬变。

( 2) 组织 DNA提取: 饱和酚 氯仿法抽提 [4 ]。

( 3) PCR反应扩增 p16基因第 1、 2外显子 , 引物

序列:

Exon1 ( S) TCT GCG GAG AGG GGG AGA GCA

GGG;

　　　 ( AS) GCG CTA CCT GAT TCC AAT TC;

Exon2 ( S) GGA AAT TGG AAA CTG GAA GC;

　　　 ( AS) TCT G AG CTT TGG AAG CTC T;

在反应体系中同时扩增 DMD第 51外显子 ,引物

序列: ( S) GA A AT T GGC TCT TT A GCT TGT

GTT TC; ( AS) GGA GAG TAA AGT GAT TGG

TGG AAA ATC, 内对照。循环参数 Exon1为 94℃

15″, 58℃ 15″, 72℃ 15″, 30个循环后 , 72℃延伸 10′。

Exon2为 95℃预变性 5′, 95℃ 1′, 58℃ 1′, 72℃
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图 1　差别 PC R分析肝癌组织 p16 gene纯合子缺失

Fig. 1　 p16 gene homozygous deletions tested by Differ ential PCR

PCR扩增 p16 Exon2 480 bp, DM D Exon51 388 bp ( DMD为内对照 )。

1: 分子量标志 PGEA 3 zf (+ ) DN A /HaeⅢ ; 2～ 9: 肝癌组织 ; 10: 正常组织

p16 Exon2 480 bp, DM D Exon51 388 bp ( DM D as inter contr ol) w ere amiplified by

PCR,

1: Molecular w eight mark PGE A 3 zf (+ ) DNA / HaeⅢ ; 2～ 9: Liv er cancer tissue;

10: No rma l tissue.

1′30″, 30个循环。取 2μL PCR产物

经 1. 5%琼脂糖凝胶电泳 , EB染色

分析并照相。

2　结果

经 1. 5%琼脂糖凝胶电泳 ,在紫

外灯观察 , 如出现 DMD 388 bp及

p
16 480 bp的两条电泳带 , 就表示

p
16基因无纯合子缺失 , 如仅出现

DMD 388 bp的电泳带 , 就表示 p
16

基因存在纯合子缺失。结果: 1例存

在 p
16
Exon1纯合子缺失 , 15例存在

p
16
Exon2纯合子缺失 , 全部癌旁组

织无 p16基因纯合子缺失存在 ,总的

缺失为 47. 06% ( 16 /34)。见图 1。

3　讨论

　　p
16基因又称为多种肿瘤抑制因子 1 ( M TS1 )基因

或 p16 /CDKN2基因 ,位于染色体 9p21～ 22区 ,由 2个内含

子和 3个外显子组成。p
16基因 cDN A含有一个 148氨

基酸的开放阅读框架 , 编码分子量约为 16KD的蛋白

质 [5 ] , 其中外显子 1和外显子 2编码了整个 p
16蛋白的

97% [2 ]。有核细胞的周期是通过多种细胞周期依赖激

酶 ( CDKS)调节的
[6 ] , CDKS序列地激活和其作用物

的磷酸化刺激了细胞周期的进行。由 CDK4和周期蛋

白 D结合形成的复合物 , 控制着细胞通过周期 G1

期
[5 ]
。p

16
蛋白是周期依赖激酶 4抑制剂 ( CDK4 I) , p

16
基

因对细胞周期进行负调节 ,起到了防止细胞增殖的作

用
[5 ]
, 它的失活将导致细胞无限制生长和肿瘤形成。

　　 p16基因的失活包括基因的缺失和突变 , p16基因

的突变和缺失广泛存在于多种肿瘤中 ,在不同组织类

型肿瘤中 p16基因失活的方式不同 ,已有报道 ,在人类

原发性实体肿瘤: 神经胶质瘤 [7 ]、 胰腺癌 [ 8]、 鼻咽

癌
[9 ]
、 乳腺癌等

[10 ]
有不同频率的 p

16
基因的纯合子缺

失。Cairns等
[11 ]
的研究结果表明: 膀胱癌、头颈癌、肺

癌和脑瘤 p16基因的丢失率为 10%～ 20% 。但有关 p16

基因在原发性肝癌中的变异还未见报道。本组研究检

测 34例原发性肝癌 , 其中 16例存在 p16基因纯合子的

缺失 , 表明 p
16基因的缺失与原发性肝癌的发生发展

是密切相关的 , 本研究结果也提供了原发性肝癌第 9

号染色体基因变异的依据 ,为认识原发性肝癌的形成

和发展提供了新视角。
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