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石棉致癌与抑癌基因突变
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　　石棉是国际癌症研究机构 ( Interna tiona l Agency

fo r Resear ch on Cancer , IARC)确认的肺和恶性间皮

瘤致癌原 , 其致癌机制是目前粉尘毒理的重要研究内

容。抑癌基因是较癌基因之后人类发现的与肿瘤发病

有密切关系的一类重要基因。1987年抑癌基因理论提

出 , 1989年 Finla y确认了野生型 p53基因为抑癌基因 ,

继后发现了其在人类肿瘤中的广泛突变 , 特征性的突

变谱还为肿瘤病因和分子病理的研究提供了线索。p16

基因于 1993年发现 ,由于其基因长度较短 ,并且直接参

与了细胞周期的调控 , 在多种肿瘤细胞株和肿瘤组织

中发生缺失和突变 ,是又一重要的抑癌基因。进入 90年

代 , 石棉致癌与抑癌基因突变之间的关系受到关注和

研究 , 但所见报道不多 , 本文就此作一扼要综述。

1　 p53基因的主要研究轨迹

1979年 Lane和 Craw fo rd首先在 SV-40的转化细

胞中观察到 , 一个 53KD的蛋白能同 SV-40DNA病毒

发生共沉淀 [1 ] , 恶转的啮齿类动物细胞核内出现 p53

蛋白积聚 [2]。与此同时 ,对其在肿瘤发生机制中的作用

进行了研究 , 发现被克隆的 p53基因在恶转的啮齿类

动物细胞和人类细胞中有微弱的癌基因样作用 [3]。80

年代后期研究者们才发现具有癌基因样作用的原来是

突变型而非野生型的 p53基因 [4]。

多种 p53突变体显示具有显性癌基因样作用 , 而

野生型在体外实验中则具有抑制啮齿类动物纤维细胞

恶性转化的作用 , 在体内外均显示抑制肿瘤生长的效

应 [5]。1989年以后 , p53基因被发现在多种人类肿瘤中

频繁突变 , 此后 , 有关 p53基因突变的文献报道剧增 ,

突变数据积累呈指数上升 [6]。

近期的研究主要致力于了解 p53蛋白相关的基因

转录激活、 DN A合成与修复、 衰老、 基因组可塑性和

介导程序化细胞死亡。这些生化机制是以 p53蛋白为

主的一组复杂的细胞蛋白相互协作共同完成的。一些

病毒癌蛋白等即通过这一途径同 p53蛋白结合而干扰

其生理功能的正常发挥。正在进行的研究 , 力图阐明
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p53相关蛋白的三维结构 ,但其中精确的调节机制尚未

明了 [7]。

近年来 , 有关人类肿瘤 p53基因突变的数据积累

呈指数增长。为便于进一步对 p53基因进行深入研究

和对以往的研究数据的对照比较。国际癌症研究机构

构建了 p53基因突变数据库 ,两年更新一次 , 1996年更

新时含有文献报道的细胞株点突变、原发肿瘤、恶性和

癌前组织的 p53基因突变共 5 097次 , 1997年再次更新

时突变次数将超过 6 000次 [8] ,由此可见 , p53基因突变

在肿瘤分子机制研究中的重要地位。

2　 p53的主要失活部位及突变热点分析

p53基因定位于人 17号染色体短臂 17p13, 跨度

20kb, 含 11个外显子和 10个内含子 , 其转录产物为

2. 5kb m RN A, 编码一个 53kd由 393个氨基酸组成的

核磷蛋白。p53蛋白的主要功能涉及基因转录激活、 监

视 DN A合成、 修复和基因组可塑性、 调节细胞稳态、

负性生长抑制和介导程序化细胞死亡 , 这是一组多组

分蛋白共同完成的复杂调控机制 , 因此 p53蛋白能同

多种细胞蛋白结合 , 包括一些病毒癌蛋白亦可通过同

p53的结合而阻碍 p53蛋白功能的正常发挥。

生物体 DNA经常受到外源性致癌物和内源性生

化过程的干扰而导致突变 , 引起突变的 DNA损伤包

括缺失、 插入、 碱基置换 (包括转换和颠换 )。p53基因

79%的点突变发生在保守区的中间区域 , 少数 ( 23% )

见于羧基和氨基端 , 基因的两端则是非错义突变的主

要发生部位 , 非错义突变 (无义、移框、 拼接和无声突

变 ) 和发生在两端的极少数错义突变和个别氨基酸的

替代 , 对这些区域的蛋白构型和功能的完整性并无影

响 [9]。

值得提出的是 p53蛋白的高度保守区是氨基酸 97

～ 292。次保守区域 324～ 392, 前者是序列特异性的

DNA结合位点 , 后者与转录激活和寡聚化功能相关 ,

其 97～ 292亦即 p53第Ⅱ — Ⅴ高保区 , 是突变密集的区

域 [10]。在 97～ 292位密码子的区段内 , 其中的 130～ 286

位密码子之间的一段氨基酸是突变更为集中的区域 ,

可以看出位于 130～ 286位密码子之间的氨基酸序列是

决定 p53蛋白构象的关键部位 , 这一跨度比体外及进

化研究中提出的决定 DNA结合特异性的区段要短 ,
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即位于该区域以外的突变对 p53构象的改变不一定产

生明显的作用。位于热点区域内的氨基酸较其他部位

的氨基酸更易受到影响 , 但其中保守性更高的氨基酸

则极少发生突变 ,如Ⅱ区的氨基酸中只有 3个 ( 132ly s,

135cys, 141cy s)是相对的突变热点 [11]。p53蛋白分子结

构见图 1。

图 1　 p53分子结构示意图 [7]

Fig1 Schematic representation of p53 molecular

　　基于以上观察可以认为: ( 1)极高度的保守区域通

常是与 p53序列特异性 DNA结合功能相关联的 (如 97

～ 292)区域 ; ( 2)转录激活 , 核定位和寡聚结构域中

度保守 , 其中个别氨基酸的置换不至于明显影响其功

能 ; ( 3)第Ⅱ -Ⅴ区中的特定保守残基是突变的好发部

位。

3　 p53基因与石棉致癌机制的研究

石棉主要导致人类的恶性间皮瘤和肺癌 , 肺癌因

可以由多种致癌因素所引起而较少作为石棉致癌的特

征性肿瘤来研究。恶性间皮瘤普通人群罕发 ,与石棉接

触存在明显的相关性 ( 80% ～ 85% ) ,常作为石棉致癌

的特征性肿瘤而受到关注。这一领域对 p53基因的研

究较之常见肿瘤明显滞后。

3. 1　恶性间皮瘤与 p53蛋白免疫组化染色

有关恶性间皮瘤 p53蛋白免疫组化研究报道中比

较一致的结论是恶性间皮瘤 p53蛋白与对照相比差异

呈显著的阳性 ,阳性率分别为单抗 25% ( 9 /36)和 55%

( 11 /20) ; 多抗 45% ( 21 /47)和 70% ( 14 /20) , 其中的

3个对照组均为良性或反应性胸膜病变 ,呈一致性的阴

性 [12～ 14]。报道使用的组化技术相似 ,抗体不一 ,单抗较

多抗特异性高而阳性率稍低。但在非恶性细胞中呈可

重复的阴性反应。因此 ,在病理诊断上 , 当恶性间皮瘤

病灶缺乏特征性改变时 , p53蛋白可作为分辨良性或恶

性病变的敏感标志物之一。

从以上实验 p53蛋白的染色情况看 , 呈强阳性的

少 ,弱阳性或低表达的多 ,部分瘤组织 p53蛋白染色呈

阴性。目前 p53蛋白同基因突变关系的理论尚不够完

善 ,对此尚不能作出较为满意的解释 ,但至少可以认为

蛋白染色呈明显阳性在一定程度上同基因突变相关

联。一般认为基因突变使蛋白质构象改变 , 稳定性增

加 , 半衰期由数分钟延至几小时乃至十几小时而在细

胞内积聚 , 或由于氨基酸替代使原来隐蔽的抗原决定

簇暴露 ,易被抗体识别呈阳性反应。在对恶性间皮瘤细

胞 p53蛋白表达研究时亦发现 , 部分病例蛋白染色呈

低水平或阴性 , 而基因突变确实存在。目前只能认为

p53蛋白低表达并不能表明 p53功能的正常 , 对此部分

机制将有待于 p53基因和蛋白的基础研究进展来解

释。

3. 2　 p53基因突变与恶性间皮瘤的发生

恶性间皮瘤的染色体畸变中存在 17p缺失 , 其对

p53基因会产生什么样的影响?基于此 , Co te于 1991年

报道了对 4株恶性间皮瘤细胞株进行的较系统的 DNA
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分析结果: 研究所用的 4株细胞建株于原代手术标本 ,

其中 3例有石棉接触史。染色体核型: 2例有 17p缺失和

重排 , 2例 17p正常 ; 基因组 DNA 17p探针杂交 2例呈

现 17p 的杂合性丢失 ; No r the rn blo t结果 1例无

p53mRN A表达 ; 运用 RT-PCR扩增 p53基因的全部

编码序列并进行序列分析 , 在 p53的进化保守区内的

第 175和 245位密码子均出现 G— A转换 , 导致编码氨

基酸发生精氨酸—组氨酸、甘氨酸—门冬氨酸的置换。

这次实验从染色体核型到 cDN A全长序列 , 对 p53基

因的分析研究较为系统。实验结果显示 , 4例中 3例有石

棉史者 1例无 mRN A表达 , 2例有点突变 , 均呈现 p53

基因异常 , 据此 Cote等认为 p53基因异常是恶性间皮

瘤的特征性改变 [15 ]。值得提出的是该次实验仅采用了

4个细胞株 , 株数过少 , 且经体外建株传代 , 存在自发

突变的可能 , 从四株细胞株的研究所作出的结论还需

更多的实验结果的充实。稍后 , Metcalf等对来自 17个

手术标本建株的 20个细胞系进行了 p53的研究 , 结果

显示: p53蛋白免疫组化 ,强阳性 4例 ,其余全为低水平

表达 ;在裸鼠体内有 13株细胞成瘤 ; p53基因第 2～ 11外

显子全长测序 , 第 7外显子 245位密码子 G→ A转换 ,

GGC→ AGC,编码氨基酸由甘氨酸→丝氨酸 ;第 8外显

子 278位密码子 C-T转换 , CCT-TCT , 导致编码氨基

酸由脯氨酸→丝氨酸。此次实验共发现 p53基因点突

变 2例 ( 2 /20、 10% ) , 据此 Metcalf等认为 p53基因突

变并不是恶性间皮瘤发病过程中的重要事件 [16 ]。对人

恶性间皮瘤细胞株的研究以高突变率来自小样品组 ,

低突变率来自实验组样品数稍多 ,因而似较可信 ,但总

的看来 p53在人恶性间皮瘤中确实存在一定程度的突

变。

国内 , 1996年刘云岗用云南姚安青石棉诱导了

BALB /c3T3细胞的恶性转化 , 并在裸鼠体内成瘤。林

凡对 8株恶性转化细胞株 p53基因 11个外显子的 PC R-

SSCP分析结果 , 7株存在 p53基因点突变 , 5个点突变

位于外显子 9～ 11, 2个位于外显子 4～ 6[17 ]。1997年罗

素琼等报道 , 云南省大姚县青石棉自然污染区 12例恶

性间皮瘤 , p53第 5～ 8外显子 PCR-SSC P结果 , 4例出

现 p53基因点突变 , 2例位于第 5外显子 , 2例位于第 6外

显子 [18]。以上结果表明 , 在这一领域我国根据自己的

石棉危害情况 , 从细胞至分子水平进行了有特色的研

究工作 , 实验结论对于从理论上阐释石棉的致癌机制

起到了积极作用。

4　石棉致癌与 p16基因

从首次接触石棉到恶性间皮瘤发病其间有着长达

数十年的潜伏期 , 这提示石棉的致癌机制有可能涉及

多个基因的突变。因此癌基因和其他抑癌基因的改变

也可能是石棉的致癌机制之一。

p16基因又名 M TS1 (多肿瘤抑制基因 ) , 位于 9号

染色体 9p21,全长 8. 5kb,由 2个内含子和 3个外显子组

成 , 第 1外显子长 126bp, 第 2外显子长 307bp, 第 3外显

子长 11bp, 编码产物是由 148个氨基酸残基组成的

15. 8kD的蛋白质 [19 ]。

p16基因产物功能的实现是通过细胞周期而与多

种癌基因和抑癌基因发生作用 , 成为细胞增殖的负性

调控因子。当它发生基因缺失或突变时 ,便成为许多肿

瘤发生的直接原因。p16主要通过 cdk4的转导作用而

实现对细胞周期的调节 , cdk4磷酸化的底物常常是一

些与细胞周期调控有关的癌基因或肿瘤抑制基因的产

物 ,其中 Rb基因产物 pRb为其重要底物之一。低磷酸

化的 pRb为其活化状态 , 可与转录因子或其他肿瘤蛋

白结合而使之失活 , 当 cyclin D与 cdk4结合时可促使

pRb磷酸化而失活 , 受制于 pRb的一组下游效应物可

因此摆脱 pRb的束缚而活化 , 促使细胞增殖进入 S

期。相反当 p16与 cdk4结合时 ,可使 cdk4活性受抑而阻

止细胞生长分裂 , 正常情况下 p16和 cycD是竞争性地

与 cdk4结合并保持一种动态平衡 [20 ]。

p16基因的调控与 p53和 Rb密切相关 , T am等在

转化细胞的 p16表达水平研究中发现 ,有 p16过度表达

的细胞系无一例外的有 Rb或 p53蛋白的失活 ,其中以

Rb蛋白的失活对 p16更有直接作用 [21]。

对肿瘤细胞系及原代肿瘤组织中 p16基因异常的

研究提示 , 在肿瘤细胞株 , p16基因的缺失率从肺癌的

25%到星形胶质瘤的 82%不等 , 平均纯合缺失率为

46%。但对 34例非小细胞肺癌组织和 9例非小细胞肺癌

细胞株进行 p16测定时发现细胞株中 p16异常为 67%

( 6 /9) , 而癌组织为 21% [22 ]。1994年 , Cheng等报道了

对建株于 42个恶性间皮瘤病例的 40个细胞株及 23例肿

瘤组织 p16基因的研究结果: 85% ( 34 /40) 的细胞株

有 p16基因的纯合缺失 , 其余的细胞株中有 4例表达降

低 , 瘤组织基因纯合缺失率 22% ( 5 /23) [23] , 与其他肿

瘤的研究结果相似均出现基因异常率在细胞株明显高

于肿瘤组织的倾向。就恶性间皮瘤细胞株而言 p16基

因异常 ,无疑是一种常见事件 ,但有关肿瘤组织 p16基

因的异常情况尚待更多的研究资料来证实。

从石棉致癌的遗传学改变看 , 由石棉诱导的啮齿

类、 人类恶转细胞和石棉所致的恶性肿瘤均出现了广

泛的染色体畸变 , 畸变的结果可能损及多个抑癌基因
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的染色体位点 , 进而形成等位基因的丢失和抑癌基因

的突变、失活 ,携带有突变基因的细胞克隆即可能成为

最早的恶性转化细胞。p53基因作为与多种肿瘤发病相

关性较强的抑癌基因 , 常见肿瘤中 p53基因的资料已

较丰富 , 石棉相关肿瘤 p53的突变数据也正在积累。

p16基因作为一个较新的抑癌基因 ,其研究资料正在逐

步充实。为揭示石棉的致癌机制 ,对石棉相关肿瘤进行

已知癌基因、 抑癌基因及其作用网络和未知相关基因

的探索研究是其分子机制研究的重要内容。研究的深

度在很大程度上依赖于基因生物学在技术上的进步和

本学科对前沿技术的引进以及引进后研究思维的创

新。这些研究将对寻找石棉致癌的分子标记物、预测高

危人群、 发现早期病例和治疗已发病例提供重要的理

论线索。
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