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细胞周期调节因子在原发和复发鼻咽癌的表达
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摘　要:【目的】探讨细胞周期调节因子在鼻咽癌复发中的作用。【方法】采用 LsAB 法同时检测 69 例患者原发和复发

鼻咽癌组织中 p53、MDM 2、p21
ras和 p21WAF1蛋白的表达。【结果】复发癌与原发癌相比:阳性表达率方面 , p53 蛋白(78%和

80%)或 MDM 2 蛋白(84%和 83%)很相近 , p21 ras蛋白(73%和 93%)或 p21WAF1蛋白(52%和 84%)明显下降;高表达率方面 ,

p53 蛋白(42%和 51%)很相近 , MDM 2蛋白(57%和 32%)明显升高 , p21ras蛋白(16%和 65%)或 p21WAF1蛋白(17%和 46%)明

显下降。其中 ,MDM 2 蛋白表达水平在复发癌明显升高主要见于复发间期<34 个月患者组(P <0.05), p21
ras
蛋白和 p21

WAF1

蛋白表达水平在复发癌明显下降见于复发间期<34 个月和≥34个月患者组(均<0.02 以下)。【结论】原发鼻咽癌临床治愈

后 , p53蛋白和 MDM 2蛋白过度表达以及 p21WAF1蛋白低表达或不表达可能仍然对鼻咽癌的复发起重要作用;MDM 2 蛋白表

达水平显著升高和 p21WAF1蛋白表达水平显著下降可能进一步加促鼻咽癌的复发过程。
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Abstract:【Object ive】To explore the role of cell cycle regulators in nasopharyngeal carcinoma (NPC)re-

lapse.【Method】To assay p53 , MDM2 , p21
ras and p21WAF1 proteins by LsAB immunohistochemical technique in

69 cases of primary and relapsing NPC tissues.【Results】As compared w ith primary NPC , the expression rate

of p53 or MDM2 pro tein in relapsing NPC was similar(78% to 80%, 84% to 83%), and the expression rate of

p21 ras or p21WAF1 protein in relapsing NPC was obviously descended(73% to 93%, 52% to 84%);the high-

expression rate of p53 protein in relapsing NPC was similar(42% to 51%), the high-expression rate of MDM2

protein in relapsing NPC was obviously risen(57% to 32%), and the high-expression rate of p21 ras o r p21WAF1

protein in relapsing NPC was obviously descended(16% to 65%, 17% to 46%).Among of them , the signifi-

cant rise of MDM2 protein expression level in relapsing NPC mainly occurred in the patients of group 2 which re-

lapsing-interval w as shorter than 34 months , P <0.05;the signif icant descent of p21 ras o r p21WAF1 protein ex-

pression level in relapsing NPC occurred in the patients of g roup 2 and g roup 1 which relapsing-interval w as e-

qual to or longer than 34 months , P <0.02 , respect ively .【Conclusions】The overexpression of p53 and MDM2

proteins and the low or negative expression of p21
WAF1

protein af ter clinical cure might still play an impo rtant

role in NPC relapse , the obvious rise of MDM 2 protein level and the obvious descent of p21
WAF1 protein level

might further accelarate the process of NPC relapse.
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　　肿瘤的发生与发展是多基因 、多步骤异常改变

的结果 ,与细胞周期失控密切相关 。先前的研究已

显示在鼻咽中 ～ 重度异型增生上皮和原发鼻咽癌

中p53 、p21
ras
、MDM 2等蛋白阳性表达率均在 50%

以上 , 而正常上皮或单纯性增生上皮均为阴

性[ 1 ,2] 。上述研究初步提示 p53 、p21 ras和 MDM2 蛋

白可能在鼻咽癌的发生中起重要作用。我们则通

过对同一患者原发和复发鼻咽癌组织中 p53 等蛋

白表达状况的对比研究 ,探讨这些细胞周期调节因

子在鼻咽癌复发过程中的可能作用 。

1　材料与方法

1.1　材　料

连续收集 1995 ～ 1998年在本中心病理诊断为

复发性鼻咽癌 ,且原发癌同时在本中心进行病理诊

断和根治性放射治疗的患者 69 例。患者男性 50

例 ,女性 19 例;初发病平均年龄 46.7 岁(24 ～ 69

岁);初发病临床分期根据长沙会议标准划分 , Ⅰ -

Ⅱ期 28例 , Ⅲ-Ⅳa期 39例 ,删失 2例;患者平均

复发间期为 34.1个月(6 ～ 101个月)。

1.2　细胞周期调节因子的检测

采用 LsAB免疫组织化学法 ,同时检测每一患

者原发与复发癌组织p53 、p21ras 、MDM2 和p21WAF1

蛋白表达。这些蛋白抗体分别为 DAKO 公司的

p53(DO-7)(M7001)和 p21ras (NCC-RAS-001)

(M0637),Oncogene Research公司的 MDM 2(Ab-1)

(OP46)和WAF1(Ab-1)(OP64),稀释度分别为 1∶

160 、1∶200 、1∶200和 1:120。实验时设阳性和阴性

对照 。

1.3　细胞周期调节因子表达的判断

p53 、MDM2 和 p21WAF1蛋白表达位于肿瘤细胞

核 ,p21ras蛋白表达位于细胞浆。各蛋白阳性表达

时呈不同程度的棕色 , 参照 Caraugui′s的双记分

法[ 3] ,把染色强度记分为 3 分(深棕色)、2 分(棕

色)、1分(淡棕色)和阴性;把阳性肿瘤细胞数记分

为3 分(60%以上)、2 分(60%～ 20%)、1 分(20%

～ 5%)和阴性(5%以下)。两记分相乘积为各蛋白

表达状况:高表达为≥4分 ,低表达为 3 ～ 1分 ,阴

性<1分 。

1.4　统计学分析

采用 χ2检验和配对资料的秩和检验 。

2　结　果

2.1　原发和复发鼻咽癌组织形态的变化

根据WHO(1991年)对鼻咽癌组织学分类 , 69

例原发癌除 2例为角化性鳞状细胞癌外 ,其余均为

非角化性癌 。当肿瘤复发时 , 67 例非角化性癌中

的 46例形态保持不变;而 5例转变为角化性鳞状

细胞癌 ,其余 16例转变为与原来形态有差异的非

角化性癌 。

2.2　细胞周期调节因子在原发和复发鼻咽癌的表

达

p53 、MDM2 、p21
ras
和 p21

WAF1
蛋白阳性表达率

在复发癌或原发癌均超过 50%。p53蛋白阳性表

达率和高表达率在复发癌与原发癌较相近(分别 P

>0.05);MDM2 蛋白阳性表达率在复发癌与原发

癌较相近(P >0.05),但高表达率在复发癌明显

高于原发癌(P <0.005);p21 ras或 p21WAF1蛋白无

论阳性表达率或高表达率在复发癌均明显低于原

发癌(分别 P <0.005或 P <0.001)(图 1)。
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2.3　细胞周期调节因子在不同复发间期的原发和

复发鼻咽癌的表达

根据肿瘤复发间期的长短 ,进一步把患者分为

≥34个月和<34个月组两组 ,p53蛋白表达水平

在两组患者的原发癌和复发癌之间无显著差异;

MDM2 蛋白表达水平仅在<34个月组患者复发癌

的表达明显高于原发癌;p21ras和 p21WAF1蛋白表达水

平则在两组患者的复发癌明显低于原发癌(表 1)。

表 1　p53 、MDM 2 、p21
ras、和 p21WAF1蛋白在不同复发间期组原发和复发癌的表达

Table 1　The expression of p53 , MDM 2 , p21
ras and p21WAF1 pro teins in primary and

relapsing nasopharyngeal carcinoma with different relaplse-interval n(%)

High-expression Low-expression Negative u value P value

p53 Group 1
P rimary NPC 　 　10(37) 　　 11(41) 　　 6(22)

0.97 　 >0.05
Relapsing NPC 10(37) 9(33) 8(30)

Group 2
P rimary NPC 25(60) 9(21) 8(19)

1.76 >0.05
Relapsing NPC 19(45) 15(36) 8(19)

MDM 2 Group 1
P rimary NPC 5(19) 18(67) 4(15)

1.13 >0.05
Relapsing NPC 13(48) 7(26) 7(26)

Group 2
P rimary NPC 17(41) 16(38) 9(21)

2.18 <0.05
Relapsing NPC 26(62) 12(29) 4(10)

p21 ras Group 1
P rimary NPC 19(70) 6(22) 2(7)

3.80 <0.001
Relapsing NPC 1(4) 18(67) 8(30)

Group 2
P rimary NPC 26(62) 13(31) 3(7)

4.00 <0.001
Relapsing NPC 10(24) 21(50) 11(26)

p21WAF1 Group 1
P rimary NPC 17(63) 7(26) 3(11)

3.46 <0.002
Relapsing NPC 5(19) 14(52) 8(30)

Group 2
P rimary NPC 15(36) 19(45) 8(19)

2.51 <0.02
Relapsing NPC 7(17) 10(24) 25(60)

　　Group 1(27 cases)relapsing-interal ≥ 34 months , Group 2(42 cases)relapsing-interal <34 months

3　讨　论

p53蛋白是细胞周期调控的核心成员 ,其中与

MDM2 蛋白形成自动调节的反馈环。一方面 , p53

蛋白能激活 MDM2 基因转录与表达
[ 4] ;另一方面

MDM2 蛋白能结合 p53蛋白 ,从而封闭 p53负调节

细胞周期作用和加促其降解[ 5] 。p53蛋白积聚在

免疫组化法检测时呈阳性反应 ,这意味着 p53蛋白

失活有利于肿瘤发生与发展。本实验显示复发癌

中 p53 蛋白阳性表达率(78%)及高表达率(42%)

与原发癌相近(80%和 51%),说明 p53蛋白过度

表达对鼻咽癌复发仍然起重要作用 。MDM 2 蛋白

作为 p53蛋白的负调节因子而显示癌基因蛋白的

功能 ,MDM 2蛋白过度表达同样地利于肿瘤发生与

发展。本实验显示复发癌中 MDM2 蛋白阳性表达

率(84%)与原发癌(83%)相近 ,高表达率(57%)则

明显高于原发癌(32%),说明 MDM 2 蛋白过度表

达 ,尤其是高表达对鼻咽癌复发可能起重要作用。

此外 ,在较短复发间期组(<34 个月)复发癌的

MDM2 蛋白表达水平明显高于原发癌 ,从另一角度

说明 MDM2 蛋白促鼻咽癌复发作用 , MDM 2 蛋白

表达水平越高复发间期越短。

p21
ras
蛋白作为细胞内生长信息转导通道的分

子开关 ,调控着细胞增生与分化[ 6] 。当 p21ras蛋白

过度表达时能促进鼻咽上皮异型增生 ,它协同异常

表达的 p53蛋白对鼻咽癌发生可能起重要作用[ 1] 。

本实验显示原发癌有高 p21 ras蛋白阳性表达率和高

表达率 ,亦支持这一看法 。但在复发癌 p21ras蛋白

阳性表达率 ,尤其是高表达率有明显下降 ,似乎说

明 p21 ras蛋白对鼻咽癌复发作用不如对发生作用重

要。

　　p21WAF1蛋白是负调节细胞周期因子 ,通过封
(下转第 237 页)
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2.3　PA317/pDOR-myb 细胞产病毒滴度的测定

PA317/pDOR-myb细胞经多次传代 、冻存 、复

苏 ,在含 G418 的 DMEM 培养基中生长良好 。应

用N IH3T3进行病毒滴度测定 ,病毒滴度为 5.2×

104 CFU/mL ～ 9.5×104 CFU/mL 。

3　讨　论

本实验中采用的 TA 载体克隆方法简单易行 ,

而先将目的基因插入测序载体 ,有助于更准确了解

目的基因两端的序列。采用 DOTAP 阳离子脂质

体 ,具有转染效率高 ,对细胞损害小等优点 。实验

结果表明 , pDOR-myb 经 DOTAP 方法转染病毒包

装细胞后可达到较高的病毒滴度 ,也说明 pDOR-

myb经 PA317包装后已形成了具有感染能力的重

组逆转录病毒。这有助于进一步研究 c-myb 在

HSC激活的复杂网络中的作用 ,探索 HSC 激活的

关键环节 ,最终为研究抗肝纤维化治疗的有效途径

打下基础 。
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闭CDK激酶活性而中止细胞周期 ,最终达到抑制

肿瘤的作用[ 7] 。本实验显示复发癌阳性表达率及

高表达率均明显低于原发癌 ,说明 p21
WAF1
蛋白不

表达或低表达有利于鼻咽癌复发。进一步分析不

同复发间期患者该蛋白在复发癌与原发癌之间的

表达状况 ,两组复发癌 p21WAF1蛋白表达水平均明

显低于原发癌 , 尤其是在较短期复发组(<34 个

月),复发癌的 p21
WAF1
蛋白阴性表达率更高达 60%,

从另一角度提示该蛋白有抑癌作用。因此 , 当

p21
WAF1
蛋白水平阴性或低下时鼻咽癌较易复发 。

我们的研究结果显示 p53 等 4个调节因子的

阳性表达率无论是原发癌或复发癌均在 50%以上 ,

再次证明这些调节因子在鼻咽癌发生中的重要作

用;同时还提示它们可能在鼻咽癌复发中发挥作用 。
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