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·基础研究·

ｐ７３基因在鼻咽癌组织中的表达及突变分析

杨　旭１，２，雷　科１，龚静蓉１

（１．复旦大学附属上海市第五人民医院 耳鼻咽喉头颈外科，上海　２００２４０；２．上海市徐汇区中心医院 耳鼻咽喉
科，上海　２０００３１）

　　摘　要：　目的　研究鼻咽癌组织中 ｐ７３基因的表达和突变。方法　运用实时定量逆转录
聚合酶链反应技术（ｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＱＲＴＰＣＲ）检
测鼻咽癌和鼻咽炎组织中 ｐ７３基因的表达，应用单链构象多态性分析技术（ＳｉｎｇｌｅＳｔｒａｎｄＣｏｎｆｏｒｍａ
ｔｉｏｎＰｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＳＳＣＰ）检测 ｐ７３基因的突变。结果　５８例鼻咽癌组织中 ｐ７３基因表达水平经
内参校正后为 ３．５６±３．１４，与鼻咽组（１．９３±１．３９）相比差异有统计学意义（Ｐ ＜０．０１）。
ｐ７３基 因 的 表 达 与 鼻 咽 癌 临 床 分 期 有 关 ，Ⅲ 、Ⅳ 期 高 于 Ⅰ 、Ⅱ 期 ，差 异 有 统 计 学 意 义 （Ｐ＜
０．０５）。ＳＳＣＰ检测发现 １例鼻咽癌组织出现 ｐ７３基因突变，突变率 １．７２％；鼻咽炎组织未发现
突变。结论　鼻咽癌组织中存在 ｐ７３基因的过表达现象，Ｐ７３基因的异常表达及突变与鼻咽癌
的发生发展存在一定的关系。
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　　鼻咽癌是我国南方常见的恶性肿瘤，
通 过 综 合 治 疗 其 ５年 生 存 率 在 ５０％ ～
６０％。ｐ７３基因是 Ｋａｇｈａｄ等［１］在 神经母细

胞瘤（ＣＯＳ）细胞 ｃＤＮＡ文库中利用胰岛素中
介体（ＴＲＳ１）结合区和互补寡核苷酸杂交
中偶然发现的，定位于人染色体 １ｐ３６．２
３６．３。ｐ７３基因定位于此区域，人们将其
作为一个候选的抑癌基因。研究表明 ｐ７３
基因 过 表 达 时 能 抑 制 细 胞 生 长 和 诱 导 凋
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亡［２］。本 研 究 采 用 ＲＱＲＴＰＣＲ、ＳＳＣＰ技 术
检测鼻咽癌组织和鼻咽黏膜慢性炎症组织

中 ｐ７３ｍＲＮＡ、ｐ７３基 因 的 突 变，探 讨 ｐ７３
基因在鼻咽癌发生发展中的作用。

１　材料与方法

１．１　标本收集
收集复旦 大 学 附 属 上 海 市 第 五 人 民 医

院取活检的鼻咽癌组织标本５８例，其中男
４５例，女 １３例；年龄 １９～８６岁，平均年龄
４１．３岁 。鼻 咽 黏 膜 慢 性 炎 症 组 织 标 本
２３例，年龄 ２１～５６岁；平均年龄 ３９．２岁。
所有标本均经资深病理专家阅片并确诊其

组织学 类 型，病 理 类 型 根 据 １９９１年 ＷＨＯ
“上呼吸道疾病和耳肿瘤的组织学分类”内

容将鼻咽癌分型如下：①角化性鳞状细胞癌
或鳞状细胞癌（分化好的、中等角化性鳞状

细 胞 癌 和 分 化 差 的 鳞 状 细 胞 癌 ）２５例 。
②非角化性癌（分化型非角化性癌、未分化
癌、鼻咽型未分化、泡状核细胞癌或大圆形

细胞癌 的）３３例。根 据 中 国 ２００８鼻 咽 癌
分 期 标 准 期 Ⅰ 期 １１例 ，Ⅱ 期 １３例 ，Ⅲ 期
２９例，Ⅳ期 ５例。其中 ３８例有颈淋巴结转
移，２０例无淋巴转移。所有患者活检前均
未作放、化 疗。取 材 后 标 本 置 －７０℃ 低 温
冰箱编号保存备用。

１．２　总 ＲＮＡ的提取
取 １００ｍｇ组织置冰上机械匀浆后参照

ＴＲＩＺＡＬ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）方 法 提 取 总 ＲＮＡ，并 将
其溶解于 ＤＥＰＣ处理水中，用紫外微量分光
光 度 计 定 量 后 置 －２０℃ 冰 箱 编 号 保 存
备用。

１．３　ＲＱＲＴＰＣＲ反应
引物 由 上 海 生 工 合 成，序 列 为 ｐ７３Ｆ：

５′ＡＡＣＧＣＴＧＣＣＣＣＡＡＣＣＡＣＧＡＧ３′，ｐ７３Ｒ：
５′ＧＣＣＧＧＴＴＣＡＴＧＣＣＣＣＣＴＡＣＡ３′，目 的 产 物
大小 ２３１ｂｐ；内 参 照 βａｃｔｉｎＲ：５′ＧＡＧＣ
ＴＡＣＧＡＧＣＴＧＣＣＴＧＡ ＣＧ ３′，βａｃｔｉｎ Ｆ：５′
ＣＣＴＡＧＡＡＧＣＡＴＴＴＧＣＧＧＴＧＧ ３′，目 的 产 物 大
小 ４１６ｂｐ。采用 ｐｒｏｍｅｇａ公司 ＲＴＰＣＲ试剂
盒进行 ＲＴ，合 成 好 的 第 一 链 ｃＤＮＡ用 来 做
ＰＣＲ的模板。ＲＱＰＣＲ反应总体系 ２０μｌ，２
×ＳＹＢＲｐｒｅｍｉｘｔｕｒｅ１０μｌ（购自东洋纺），不含
ＲＮＡ酶的 蒸 馏 水 ８．２μｌ，ＰｒｉｍｅｒＦ０．４μｌ，
ＰｒｉｍｅｒＲ０．４μｌ，ｃＤＮＡ１μｌ。采用美国Ａｐｐｌｉｅｄ

Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍ公司 ７３００ＰＣＲ仪检测，ＰＣＲ反应的
循 环 参 数 ：９５℃１０ｍｉｎ，９５℃４５ｓ＋６０℃
４５ｓ＋７２℃ １ｍｉｎ，３５个循环，７２℃ ５ｍｉｎ。
１．４　ＳＳＣＰ检测

选取 ｐ７３基 因 ｍＲＮＡ阳 性 的 ＰＣＲ扩 增
产物进行 ｃＤＮＡ纯化，５μｌ纯化产物与 １５μｌ
变 性 液 （０．２ｍｌ０．５ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡｐＨ８．０，
１０ｍｇ溴酚蓝，１０ｍｇ二甲苯青，１０ｍｌ甲酰
胺 ）混 合 ，９９℃ 变 性１５ｍｉｎ后 ，冰 上 淬 冷
５ｍｉｎ。丙烯酰胺 ２８．５ｇ，Ｎ，Ｎ′亚甲基双
丙烯酰胺 １．５ｇ，加水配制成 ３０％的丙烯酰
胺母液。取丙烯酰胺母液 ３３ｍｌ，１０×ＴＢＥ
１０ｍｌ，加 ｄｄＨ２ Ｏ至 ９０ｍｌ搅 拌 溶 解 ，

０．２２μｍ滤膜过 滤，加 入 催 化 剂 过 硫 酸 铵
（２５％）５０μｌ，ＴＥＭＥＤ５０μｌ，轻摇混匀，立
即 灌 胶。 凝 固 后 至 少 ３０ ｍｉｎ上 样 使 用。
４℃ １００Ｖ条件下电泳 ２～３ｈ，待溴酚蓝迁
移至凝 胶 底 部 为 止。将 ＰＡＧＥ板 用 去 离 子
水洗 ２次，浸入 １０％ 乙醇和 ０．５％ 冰醋酸
溶液固定 １０ｍｉｎ。去 离 子 水 洗 ２次，浸 入
０．２％ ＡｇＮＯ３溶液中 ３０ｍｉｎ，用去离子水洗
３～５次，浸入 １．５％ ＮａＯＨ和 ０．４％甲醛溶
液中显色 ７ｍｉｎ，用去离子水洗 ２次终止显
色。用 ｈｐｓｃａｎｊｅｔ５４７０ｃ扫描。
１．５　结果判定

根据溶解曲线计算基因的相对含量，以

评价 ｐ７３基因的表达水平。ＰＣＲ产物进行
ＳＳＣＰ分析时，以凝胶中出现异常泳动的电
泳带计为 ｐ７３基因存在突变。
１．６　统计学处理

数据采用 ｔ检验，经 ＳＰＳＳ１３统计软件包
分析处理。

２　结果

２．１　ＲＱＲＴＰＣＲｐ７３基因表达
用 ＳｙｂｅｒＧｒｅｅｎ方法做完 ＰＣＲ后，用来判断

产物是否相对专一。扩增反应完成后，通过

逐渐增加温度同时监测每一步的荧光信号来

产生溶解曲线，随着反应中双链 ＤＮＡ变性，荧
光染料又回复到游离状态导致荧光信号降

低，用荧光信号改变负的一次对数与温度作

图，在扩 增 产 物 的 溶 解 温 度 上 有 一 特 征 峰

（Ｔｍ，ＤＮＡ双链解链 ５０％的温度）。开始加
热，信号变化不大，所以几乎是平的，接近 Ｔｍ
时，变化突然加大，所以出现峰值。再升温，
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产物全部解离后又成一条曲线（图 １）。根据
溶解曲线计算△ＣＴ，ＣＴ值代表扩增产物达到
设定阈值所经历的循环数。溶解曲线横坐标

代表温度，纵坐标代表荧光信号的变化。假

设两个样品的内参的 ＣＴ值一样，那么内参某
个样品的目的基因的含量越高，其 ＣＴ值就越
小，目的基因与内参 ＣＴ值的差值就越小。每
个样品的表达量是用目的基因“Ｔａｒｇｅｔ”的 ＣＴ
值减去内参“ＥＮＤＯ”的 ＣＴ值，得到一个数据，
即△ＣＴ，这个值代表了目的基因的相对含量。

该值 越 小 ，目 的 基 因 的 表 达 量 越 高 。采 用

２△△ＣＴ法。该法是实时定量 ＰＣＲ实验中分
析基因表达相对变化的一种简便方法。数据

分析时用 ２^（△△ＣＴ）代表基因的相对表达
量（ＲＱ），△ＣＴ＝目的基因 ＣＴ值内参基因
ＣＴ值，△△ＣＴ ＝待测样本△ＣＴ标准△ＣＴ。
鼻 咽 癌 组 △ ＣＴ显 著 低 于 鼻 咽 炎 组 （Ｐ＜
０．０１），ＲＱ显著高于鼻咽炎组（Ｐ ＜０．０１）。
ｐ７３基因的表达与临床分期有关，Ⅲ、Ⅳ期表
达高于Ⅰ、Ⅱ期。见表 １。

表 １　ｐ７３基因表达

组别 例数
△ＣＴ（循环数）

珋ｘ±ｓ ｔ Ｐ值
ＲＱ（基因表达量）

珋ｘ±ｓ ｔ Ｐ值
鼻咽炎组

鼻咽癌组

２３
５８

６．１０±１．６３
５．１４±１．１９

－３．２１
＜０．０１
０．００２

１．９３±１．３９
３．５６±３．１４

２．７９
＜０．０１
０．００７

Ⅰ、Ⅱ期
Ⅲ、Ⅳ期

２４
３４

５．５７±１．１２
４．８３±１．１６

２．４２
＜０．０５
０．０１９

２．３４±１．６３
４．４３±３．６５

－２．６３
＜０．０５
０．０１１

２．２　ＳＳＣＰ检测 ｐ７３基因突变
１例鼻咽癌组织 出 现 ｐ７３基 因 ＰＣＲ产

物异常涌动带，突变率 １．７２％；鼻 咽 炎 组
织未发现异常涌动带（图 ２）。

图 １　溶解曲线

图 ２　ＳＳＣＰ检测 ｐ７３基因突变
　　１，２为鼻咽炎组；３～８为鼻咽癌组，其中样本 ６出
现异常泳动带

３　讨论

　　ｐ７３基因是近年发现的与 ｐ５３基因同
家族的新基因，其编码蛋白与 ｐ５３极其相
似，也可与 ｐ５３的特殊结合位点相结合，激
活其目的基因，导致细胞凋亡，被认为是一

候选的抑癌基因。ｐ７３基因在多种肿瘤组
织中高表达［３］，在鼻咽癌发生发展中的作用

尚不明确。本研究通过检测鼻咽癌与鼻咽

炎组 织 中 ｐ７３基 因 的 表 达 及 基 因 突 变 情
况，以探讨 ｐ７３基因在鼻咽癌发生发展中
的作用。

本研究采用 ＲＱＲＴＰＣＲ方法对 ５８例鼻
咽癌与 ２３例鼻咽炎组织进行了 ｐ７３基因
表达水平的 检 测，鼻 咽 癌 组 织 中 ΔＣＴ显 著
低于鼻咽炎组织 （Ｐ ＜０．０１），ＲＱ值显著
高于慢性炎症组织（Ｐ ＜０．０１），表明鼻咽
癌组织中 ｐ７３基因的表达明显高于鼻咽炎
组织。说明 ｐ７３基因的过度表达在鼻咽癌
发生发展中发挥了一定的作用。ｐ７３基因
的表达水平与鼻咽癌的临床分期有关，ΔＣＴ
值Ⅲ、Ⅳ期低于 Ⅰ、Ⅱ 期 （Ｐ ＜０．０５），ＲＱ
值Ⅲ、Ⅳ期高于Ⅰ、Ⅱ期（Ｐ ＜０．０５）。这
说明 ｐ７３基因的异常表达可能参与了鼻咽
癌的进 展。Ｋａｇｈａｄ等［１］发 现 在 健 康 人 血 细

胞及神经母细胞瘤株中 ｐ７３基因是单等位
基因表达，而黄立军等［４］在肺癌中发现癌组

·０５２·
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织中 ｐ７３基因多为双等位基因表达，推测
其等位基因可能在肿瘤发生中起作用。吴

建农等［５］检 测 ３５例 鼻 咽 癌 和 癌 旁 组 织 中
ｐ７３基因的表达，其在鼻咽癌组织表达明显
高于 癌 旁 组 织，等 位 基 因 表 达 分 析 示 ｐ７３
基 因 在 １４例 杂 合 性 鼻 咽 癌 标 本 中 检 出
１０例存在 Ｇ／Ｃ∶Ａ／Ｔ双等位基因表达，在
癌旁 组 织 中 皆 为 Ｇ／Ｃ表 达，未 见 Ａ／Ｔ表
达。Ｔｏｋｕｃｈｉ等［６］用 半 定 量 ＲＴＰＣＲ法 检 测
６０例 原 发 性 肺 癌 和 正 常 组 织 中 ｐ７３的 表
达，发现 ８７％（５２／６０）的肿瘤组织比正常
肺组织的 ｐ７３表达高 ２倍，用 Ｓｏｕｎｔｈｅｒｎ印迹
分析 ３例 典 型 病 例，未 见 ｐ７３扩 增，认 为
ｐ７３过度表达不是由于基因扩增所致。鼻
咽癌组织中 ｐ７３ｍＲＮＡ高水平表达，鼻咽癌
组织中 ｐ７３基因表达增高的原因可能有两
种：一是鼻咽癌发生过程中 ｐ７３基因的改
变或促进 ｐ７３基因表达的因子激活；二是
ｐ７３沉默的等位基因的表达激活。

目前有限的研究表明，ｐ７３基因极少突
变。吴建农等［５］运 用 ＳＳＣＰ技术检测 ３５例
鼻咽癌和癌旁组织，未发现 ｐ７３基因突变。
Ｉｃｈｉｍｉｙａ等［７］检测原发神经母细胞瘤 ｐ７３基
因表达与突变，用 ＰＣＲＳＳＣＰ法分析 １４０例
神经母细胞瘤患者中有 ２例出现错义突变。
本研究 ＳＳＣＰ检测发现 １例鼻咽癌组织出现
ｐ７３基 因 ＰＣＲ产 物 异 常 涌 动 带 （突 变 率
１．７２％），鼻咽炎组织未发现异常涌动带。
研究证实鼻咽癌组织 ｐ７３存在极低水平的
突变，基因突变不一定是 ｐ７３基因影响鼻
咽癌发展的主要因素。

已有文献阐明 ｐ５３发挥肿瘤抑制作用
基于：①其特殊 ＤＮＡ结合序列 ｐ５３应答因
子（ｐ５３ｒｅｓｐｏｎｓｉｖｅｅｌｅｍｅｎｔｓ：ｐ５３ＲＥｓ）。② 转
录激活目的基因表达特殊的细胞周期控制

蛋白，ｐ２１、ＭＤＭ２、ＧＡＤＤ４５、１４３３。③细
胞 凋 亡 调 节 物，ＰＩＧ３、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、Ｐｕｍａ、
ＮＯＸＡ［８］。全长的 ｐ７３基因（ＴＡｐ７３）能够发
挥野生 ｐ５３类似的功能，其机制在于带有
转录 激 活 域 （ＴＡ）的 ｐ７３异 构 体 能 够 与
ｐ５３Ｒｅｓ的 ＤＮＡ区结合激活目的基因转录，
诱导 细 胞 周 期 阻 滞 或 者 凋 亡［８，９］。 ΔＮｐ７３
（去氨基端的异构体，缺失转录激活域 ＴＡ）

则发 挥 相 反 功 能［１０］。推 测 鼻 咽 癌 组 织 中

ｐ７３以其异 构 体 ΔＮｐ７３发 挥 主 导 作 用，抑
制鼻咽癌细胞周期阻滞或者凋亡。

总之，运用实时荧光定量逆转录聚合酶

链反应技术（ＲＱＲＴＰＣＲ）测试鼻咽癌和鼻
咽炎组织 ｐ７３基因的表达；单链构象多态
性分析技术（ＳＳＣＰ）检测 ｐ７３基因的突变情
况，提示 ｐ７３在鼻咽癌组织中基因和蛋白
高度 表 达，并 伴 随 鼻 咽 癌 发 展 表 达 增 强；

ｐ７３基 因 存 在 低 水 平 突 变。本 研 究 认 为，
ｐ７３基因在鼻咽癌的发生、发展过程中行使
重要的功能，可能以其异构体 ΔＮｐ７３形式
发挥促癌作用。
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