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p53基因在膀胱肿瘤中的研究进展
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(重庆医科大学检验系实验诊断教研室 , 重庆　400016)

　　摘要:p53基因与膀胱肿瘤相关性研究很多 , 绝大多数研究认为 p53 的突变与膀胱肿瘤的发生有关。为对其做进

一步深入研究 , 本文综述了近 3年有关化学致癌物质引起 p53 基因突变机制 、 p53 基因的分子生物学行为以及用于膀

胱肿瘤基因治疗的最新研究进展。
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Progress in research on p53 gene in bladder cancer
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Abstract:A lot of researches on the relationship between p53 gene and bladder cancer have been reported and most of their results

suggested that mutation of p53 gene was frequently found in bladder cancer.In order to further understand the progress in it , researches

on the mechanism of mutation of p53 gene caused by chemical carcinogen , molecular biological behavior of p53 gene , as well as its

application in gene therapy for bladder cancer during the recent three years were reviewed in this article.
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　　膀胱肿瘤是泌尿系统中最常见的恶性肿瘤 , 随着工业发

展 , 环境中致癌因素增多 , 其发生率有上升趋势。 近年来 ,

大量的分子生物学研究认为它的发生 、 发展涉及多基因 、 多

因素 , 是致癌物质引起基因异常表达的结果。研究各种化学

致癌物质的作用机制 , 寻找敏感 、 特异的生物学标志物对指

导临床诊断 、 治疗和预后观察极为重要。目前研究认为 , 膀

胱肿瘤中突变最广泛 、 最频繁的抑癌基因是 p53 , 在有致癌环

境时它的突变或失活可能引起细胞恶性转化。

p53基因于 1979 年首次在结肠癌患者中发现时被认为是

一个癌基因。随着研究的深入 , 发现 p53 分两型 , 即野生型

和突变型 , 并证实当时检测到的是一种突变型 p53 (mt-p53)。

野生型 (wt-p53)基因并不转化细胞 , 而且是调节正常细胞周

期循环所必不可少的。 有学者将其功能称为基因卫士

(guardian of gene), 时刻监视着基因的完整性 , 可分别与 DNA、

RNA聚合酶连接 , 作为核转录子调节基因的表达。它可抑制

DNA的合成 , 参与 DNA的修复 , 诱导细胞周期生长停止于G1

期 , 在 DNA 损伤后诱导细胞程序性死亡 , 维持细胞的正常生

长 , 抑制恶性繁殖。

进一步的分子生物学研究证明 p53 定位于 17q13.1 , 全长

近20 kb , 共有 11 个外显子和 10 个内含子 , 内含子较大 , 占

据 p53基因组约半数序列;有 2 个启动子 , 不含有常见的

CAAT盒 、 TATA盒及 GC 盒;转录产物为 2.5 kb 的 mRNA , 编

码一个53 KD含有 393个氨基酸的蛋白 , 其基因结构在动物界

高度保守 , 不同动物来源的 p53 都含有 11 个外显子 , 且外显
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子1 常不编码 , 外显子 2、 4、 5、 7、 8 分别编码 5 个进化上高

度保守的区域。

1　化学致癌物质

化学致癌物质对 DNA 的攻击具有一定的专一性 , 不同的

致癌物质具有不同的基因突变谱。 p53蛋白对维持细胞正常生

长及分化起到核心作用 , 也是化学致癌物质攻击的主要靶基

因 , 从而成为肿瘤中发生突变的常见基因。 其突变热点存在

于第 5、 7、 8外显子等片段。

1.1　引起 p53基因突变的主要化学致癌物质研究进展

氨基二酚 (4-aminobipheny1 , 4-ABP)在体内与 DNA 共价

结合形成 4-ABP-DNA 加合物 , 后者引起 p53 基因突变而启动

致癌作用[ 1] 。研究认为 4-ABP 的致癌作用是其中间代谢产物

N-OH-4-ABP 首先与 p53 基因中第 285 个密码子 (膀胱肿瘤中

非 CpG 的突变热点)结合 , 同时 C5 的甲基化也极大地增加了

N-OH-4-ABP 与 CpG 位置的两个突变热点 (175 和 248)结合 ,

最终导致 p53 基因发生突变。砷 (Arsenic)进入机体后 , 通过

代谢转变为其他化合物质发挥致癌作用 , 其中二甲基亚胂酸

(dimethylarsinic acid , DMA)是其主要代谢物 , DMA 作用于嘌

呤形成 8-羟基-2-脱氧鸟嘌呤 (8-hydroxy-2-deoxyguanosine , 8-

OH-dG), 而取代部分正常嘌呤碱[ 2] 。 Brandan[ 3] 等研究发现常

吸烟者体内α-萘胺 (naphthyamine-α)含量显著增高 , α-萘胺可

促使 G∶C ※T∶A 和 G∶C※C∶G 易位发生。 氨基甲酸 (ethyl

carbamare)乙酯属于亚硝酸类 , 进入机体后 , 通过脱氨基和氧

化作用 , 生成亲电子环氧化物质而具有致癌性 , 后者引起 p53

基因突变 , 使小鼠的抑癌作用减弱 , 肿瘤细胞增生过程失

控[ 4] 。类似的研究还有 N-丁基-4-羟基-亚硝酸 [ (N-butyl-N-

(4-hydroxybutyl)nitroamine , BBN] 和二氧嘧啶等。其共同特点
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是化学致癌物质进入机体与 DNA 形成加合物 , 产生一些异常

碱基 , 进而取代 DNA 序列中某些正常碱基 , 最终导致 p53 基

因突变而引起膀胱肿瘤的发生。

1.2　致癌物质的作用机制

人类膀胱肿瘤的主要突变热点位于 p53 基因的 CpG 序

列[ 5] , 一般认为这些位点的大多数突变来源于甲基化胞嘧啶

的内源性脱氨基 , 其中较多地发生在密码子 175、 248 、 273、

280 和 285 部位 , 而致癌物质则优先与这些部位结合。

CpG位点的甲基化胞嘧啶改变了鸟嘌呤双核苷酸序列的

主题结构 , 在有致癌物质持续作用下 , 这些变化可促进鸟嘌

呤与 CpG 位点上的其他较大化学物质的相互作用 , 同时 , 对

远离 CpG 位点鸟嘌呤的烷基化具有较大影响 , 这样 , 致癌物

质就可极大地增强 p53 基因中所有 CpG 位点鸟嘌呤的烷基

化[ 5] 。表明 p53 基因中甲基化和 CpG序列的突变热点 , 可能

是由于致癌物质优先与这些位点结合的结果。

此外 , French[ 6]等报道了另一些化学致癌物质 , 如苯和酚

酞等 , 可能通过不同的机制发挥致癌作用。 French 采用苯和

酚酞诱导小鼠膀胱肿瘤 , 并检测到有 p53 基因突变 , 但 SSCP

所进行的杂合性分析发现 , 在 CpG 序列的突变热点并无密码

子发生突变 。研究认为 , 苯和酚酞的致癌机制可能通过以下

途径:(1) p53 无活性;(2)突变发生在其他外显子;(3)

p53的突变为其他癌基因提供了一个致癌环境。因此 , 可通过

对 p53 进行杂合性分析 , 初步判断致癌物质类型。

2　p53在膀胱肿瘤中的生物学行为

2.1　p53 与膀胱肿瘤发生发展的关系

wt-p53 与细胞核有高度的亲合性 , 能抑制 DNA 合成 、 复

制和增殖。从近几年文献来看 , 膀胱肿瘤中 p53 的突变率为

30%～ 60%[ 7] 。绝大多数研究认为 p53 突变和膀胱肿瘤的发

生发展密切相关。这是因为当 wt-p53 发生突变后 , 因其构象

发生改变 , 对 DNA 抑制的作用下降 , 使恶性细胞逃避 p53 的

调节而得以永生化。 有研究显示 , 膀胱肿瘤组织 p53 蛋白免

疫组化检测阳性者 , 其术后复发率 (78%)显著高于阴性者

(36%), 故我们可以根据 p53 在组织中的表达情况对膀胱肿

瘤患者进行预后判断。另有少部分研究发现膀胱肿瘤有无转

移其组织 p53 阳性表达率均约为 50%, 认为 p53 基因与膀胱

肿瘤的进展无相关性[ 1] 。出现上述相反结果的可能原因有:

(1)各种检测方法敏感性和阳性标准的差异性;(2)所使用

的抗 p53 抗体识别位点的差异性;(3) p53 在个体肿瘤发展中

因受影响因素不同而差异性表达。

2.2　p53 基因与肿瘤细胞凋亡

以前对 p53 基因与肿瘤生长关系的研究结果不尽一致 ,

其矛盾焦点主要集中于 p53 基因的作用点是抑制肿瘤细胞增

殖 , 还是促进细胞凋亡 , 或二者兼备。 近 3 年研究认为 p53

基因与细胞凋亡密切相关 , 主要是调节细胞周期 , 促进肿瘤

细胞凋亡 , 并且是通过很多相关基因来发挥其调节功能的。

主要的相关因子如 Bcl-2、 Bax 、 mdm2、 PCNA 和p16 等。

2.2.1　p53 和 Bcl-2、Bax　Bcl-2 起初是在人 B 细胞淋巴瘤中

分离出来的 ,其基因位于 18q21 , 编码产物为 26 KD 蛋白 , 该蛋

白定位于线粒体 、内质网膜和核膜上 , 是一种特异地抑制细胞

凋亡的所谓存活基因(survival gene)。转基因实验证明 Bcl-2 具

有致癌性 , 且致癌性并非通过细胞增殖而引起 , 而是增加细胞

对多种凋亡因素的对抗性 , 使细胞凋亡受抑所致。因此 , 其主

要作用机制是通过抗氧化作用 ,中和机体代谢产生的自由基对

DNA、类脂及代谢酶的破坏 , 而阻止细胞凋亡。 Bcl-2 的这种作

用受 p53 基因的调节 , 在 Bcl-2 启动子区存在一个受 p53 间接

调控的位点 , p53 的高表达可以间接地导致 Bcl-2 mRNA及其水

平的下降 , 阻止肿瘤细胞生长 , 若 p53 发生突变 , 则因失去对

Bcl-2 的控制作用 , 肿瘤细胞可以继续生长 ,这是肿瘤发生的一

个重要原因[ 8] 。另有研究是在用顺铂治疗膀胱肿瘤的同时 , 分

别转染wt-p53或 Bcl-2。结果发现 , 共转染wt-p53和 Bcl-2 组和

单独转染其一者相比 ,细胞凋亡率显著下降。提示 p53 对 Bcl-

2 抑制细胞凋亡功能存在着负调控作用[ 9] 。

Bax同属Bcl-2 家族 , 但功能截然相反。它是凋亡家族的

核心成员之一 , Bax 在组织中广泛表达 , 是一种可溶性蛋白 , 具

有疏水性羧基末端 ,可与 Bcl-2 基因构成异二聚体 , 也可以自身

形成同源二聚体。实验证明当 Bcl-2 与 Bax 结合点断裂时 , 则

Bcl-2 对细胞的保护性消失 , 提示 Bcl-2必须结合 Bax 才能发挥

作用。 Bax/ Bcl-2 比值决定了细胞在受到凋亡信号刺激时是否

发生凋亡。比率增高 , 诱导细胞进入死亡程序 , 降低则抑制凋

亡。 p53可直接激活 Bax基因 ,使之表达增加。这样 , p53通过

分别调节二者的表达而影响 Bax/ Bcl-2 比率 , 控制细胞周

期[ 10] 。

2.2.2　p53与鼠源双微体基因(murine double minute-2 , mdm2)

　mdm2 是首次从鼠 BALB/ c3T3 细胞系中分离出来的。该基因

在培养细胞中具有增加致癌作用 ,使原始鼠胚胎成纤维细胞永

久生长。mdm2 蛋白对 p53 基因核苷酸链末端具有较高的亲合

性 ,可以和 p53 蛋白形成一个复合物 , 而阻滞 p53 介导的转录活

性使 p53 失去正常调节功能;或 mdm2 与 p53 竞争作用于

DNA , 致使细胞周期失调 ,这也是细胞异常增殖导致恶性肿瘤

的一个重要原因 ,故认为 mdm2 是 p53 的负调控因子之一[ 11] 。

同时 , p53 又可与 mdm2基因中的第一个内含子相互作用 ,促进

mdm2基因产物的表达。因此 , 认为 mdm2 的扩增或高表达是

通过影响 p53 的调节功能促进肿瘤细胞生长的。

此外 , 在细胞周期中 , 增殖细胞核抗原 (PCNA)是 DNA

复制所必须的调节蛋白 , 其合成和表达与细胞增殖状态密切

相关。它在细胞周期G1 期开始增加 , S 期达到高峰 , G2/M 期

开始减少 , 在各种肿瘤中有过表达现象。 wt-p53 基因及其蛋

白可通过多种相关因子抑制细胞周期蛋白依赖性激酶-4

(cyclin-dependent kinase-4 , CDK4)致使细胞生长停滞于 G1 期。

而 p16 蛋白可与 Cycline D竞争结合 CDK4 , 而抑制 CDK 活性 ,

也限制细胞从G1 期进入S 期。提示 p53和 p16 、 PCNA 之间可

能存在一系列内在关系。 Plastiras[ 12]等研究表明 p53 和 PCNA

的表达情况与浅表性膀胱肿瘤高度相关 , 同时检测二者可更

加准确地对肿瘤的大小 、 预后进行判断。 p53 基因表达缺陷的
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肿瘤中又往往伴有 p16 基因表达的缺失 , 在高度恶性肿瘤的

组织中可见 p53 和 p16 共同失活。因此可推断 p16、 PCNA 的

功能有赖于p53基因的调节。

综上所述 , 细胞周期以 p53 为核心形成一个复杂的环路。

首先 , 当 DNA受到外界因素如化学致癌物质影响而损伤时 ,

信号将传到 p53。随后 , p53 基因接受刺激 , 其蛋白急剧增

加 , 并在细胞中聚集。 在此基础上 p53 发挥各种调节作用而

激活上述各个靶基因 , 启动修复机制 , 试图修复 DNA 损伤 ,

诱导细胞生长停止于 G2 期。如果成功 , p53 的负调控因子

mdm2 可通过与 p53 结合或竞争作用于 DNA , 使 p53 修复 DNA

的功能减弱或消失 , 使细胞得以继续进入细胞周期。 如果修

复失败 , 在各种相关因子协同作用下 , 使细胞进入死亡程序。

3　p53与膀胱肿瘤治疗

3.1　wt-p53对基因损伤修补作用的研究

4-ABP的主要代谢物是人类膀胱肿瘤致癌物质 , 在体内可

与 DNA 形成加合物 , 而使 p53 发生突变 , 用 P32标记探针检

测 , 确定这种加合物是 dG-C8-ABP。为研究 p53 对化学致癌物

质所引起的 DNA 损伤是否有修补作用 , 体外建立含有 dG-C8-

ABP膀胱肿瘤细胞系 TCC10 , 并转染wt-p53 , 48 h 后 , dG-C8-

ABP被消除。而在 p53 突变的另一膀胱肿瘤细胞系 TDM143-

TCC10 中 , 仍可检测到 dG-C8-ABP 的存在 , 提示 p53 对 DNA

损伤有较强的修补作用[ 13] 。 而 p53 发生突变后 , 损伤的 DNA

未能及时得到修补 , 突变累积增加了基因的不稳定性和肿瘤

细胞的增生。

3.2　p53 与膀胱肿瘤细胞的放射反应性以及多药耐受 (MDR)

有关 p53 基因和肿瘤细胞放射治疗敏感性的报道尚不一

致。通过放疗前后测定 p53 的表达及细胞凋亡率发现 , 部分

p53突变的细胞对放射敏感 , 而另一部分显示耐受。也有研究

显示 , 膀胱肿瘤中有无 p53 突变 , 其放射敏感性并无明显差

异[ 14] 。其原因可能有:(1)检测方法的不稳定性 , p53 免疫

组化阳性反映 p53 突变不十分可靠;(2) p53 的功能受很多因

素影响 , 影响因素不同其表达存在差异性;(3)细胞凋亡不

只 p53一条途径 , 尚有 PI3K/AKT 和 CD95/ Fas 途径 , 它们都

不受 p53 基因调节的影响 , 激活不同凋亡途径由不同的细胞

来完成。因此 , p53对放射的敏感性仍须进一步研究。

已知膀胱肿瘤容易获得MDR , 是导致临床化疗失败的重

要原因之一。由 MDR1 基因表达的蛋白产物属于 ABC (ATP-

binding cassette)族的转运因子 , 是一种跨膜糖蛋白 (P-

glycoprotein , P-gp)。 P-gp介导的肿瘤细胞内药物外排所致的化

疗抵抗是目前发现引起MDR的最主要途径[ 14] 。P-gp具有复杂

的膜转运功能 , ATP 与 P-gp 结合并水解 , 其构象发生改变 ,

将细胞浆内的化疗药物泵出到细胞间隙 , 降低了胞内药物浓

度和药物对肿瘤细胞的毒性 , 表现出耐药性。近年来的研究

发现 p53与 MDR表达密切相关。 MDR1 基因下游启动子有 p53

特异结合位点 , 抑制各种载体的表达 , wt-p53 失活可阻断

MDR1下游启动子 , 从而上调 MDR1 表达水平 , 进一步使其蛋

白P-gp高表达[ 15] 。因此 , wt-p53 功能丧失引起基因组的不稳

定 , 这种内在特异性可能就是 MDR1在高度恶性细胞内扩增 ,

最终表现为MDR的原因。

3.3　p53 与膀胱肿瘤的基因治疗

p53基因治疗策略很多 , 目前有反转录病毒载体 、 脂质体

载体和腺病毒载体等基因导入载体。本文主要综述腺病毒

(adenovirus , Ad)做为载体所构建的 Ad-CMV-p53 基因治疗系

统用于膀胱肿瘤的最新研究进展。

wt-p53 具有调节细胞周期和抑制肿瘤细胞生长的功能 ,

这是人们早期将 p53 重组腺病毒载体用于肿瘤基因治疗的理

论基础。并且也在肺癌 、 肝癌和头颈癌的研究中取得一定效

果。将之引入膀胱肿瘤治疗的研究发现 , Ad-CMV-p53 基因治

疗系统对耐药肿瘤细胞系比对化疗药物敏感的肿瘤细胞系更

敏感[ 15] 。实验发现 , Ad-CMV-p53 导入后 , Bax 基因和 p53 的

下游作用基因 p21 均有高表达。 它们共同作用于肿瘤细胞 ,

使细胞停止在G1 期 , 促进细胞凋亡。 另有研究证明 Ad-CMV-

p53联合肿瘤化疗药物对肿瘤细胞抑制更明显 , 这是因为 Ad-

CMV-p53能降低化疗药物的有效药物浓度并增加了肿瘤化疗

药物的细胞毒性 , 加上由 p53 诱导所产生的对细胞周期调节

的作用 , 可有效地抑制肿瘤细胞生长[ 16] 。

基因治疗的关键问题是输送治疗基因进入肿瘤组织 , 使

治疗基因借助病毒的复制而在肿瘤组织高表达 , 从而发挥调

节和抑制肿瘤细胞生长的功能。但由于膀胱上皮组织可能存

在某些自我保护机制及肿瘤免疫反应 , 阻止了病毒载体的侵

入[ 17] 。为此 , 有研究采用卡介苗 (bacillus calmette-guerin ,

BCG)作为免疫剂 , 通过 BCG诱导人外周血单个核细胞 , 提

高机体免疫力 , 从而使治疗基因 p53 的表达率提高了 38%～

68%[ 18] 。但仍有 30%以上的病人对此无反应。Kuball[ 18]采用

膀胱局部滴注 , 大剂量的 Ad-CMV-p53 溶液沿膀胱壁缓慢长时

间持续流入膀胱 , 逐渐渗入肿瘤组织中。实验结果证明整个

膀胱上皮组织及肿瘤细胞都可见 p53 基因的高表达 , 并且未

发现任何细胞毒性反应及其他不良反应 , 因此认为膀胱滴注

法是一种安全 、 有效 、 实用的基因治疗方案。

4　p53的应用前景

对 p53 的研究仍在深入地进行着 , 但纵观大量研究 , 可

认为 p53的突变与否及有无表达或表达程度与膀胱肿瘤的发

生发展密切相关 , 很有可能成为膀胱肿瘤诊断 、 指导治疗以

及病情预后的一个独立的 、 特异的 、 有效的生物学标志物。

关于 p53 基因治疗研究 ,主要难题仍是输送 p53 基因到肿

瘤组织的高效病毒载体。诸如载体的安全性 、可靠性 、可控性 、

载容量及有效性等方面是当前关注的焦点问题。目前 , Ad-

CMV-p53的治疗研究已进入Ⅱ期临床 , 但最近的研究对此又提

出异议[ 19] 。因此 , p53 的基因治疗须进一步深入研究。
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静脉补钙抢救氢氟酸中毒 1例报告

A case of hydrofluoric acid poisoning treated by venous injecting of calcium gluconate

宋振涛
1
, 张　博

1
, 关　颖

2

(1.武警辽宁总队医院烧伤科 , 辽宁 沈阳　110034;2.沈阳市第九人民医院 , 辽宁 沈阳　110024)

　　患者 ,男 , 35 岁 ,某仪器制造厂工人。工作中因制氢氟酸管

道闸门破裂 ,含 90%的氢氟酸气体喷出。患者吸入该气体数分

钟后 ,出现呼吸困难 、胸闷 , 并致面 、颈 、右前臂 、双手氢氟酸灼

伤 ,伴头晕 、恶心 、呕吐 , 2 h 后急诊入院。 查体:T 36.4 ℃, P 120

次/分 , R 30 次/分 , BP 120/80 mmHg(16/ 10.6 kPa)。患者躁动不

安 ,意识清楚 ,口腔粘膜苍白 ,局部见水疱 ,双肺呼吸音粗 , 心脏

各瓣膜区听诊无病理性杂音 ,生理反射存在 , 病理反射未引出。

专科情况:面 、颈 、右前臂 、双手可见 8%烧伤创面 , 其中面颈部

皮肤红肿 ,表面有散在斑点状黑色坏死灶 ,右前臂 、双手皮肤苍

白 ,呈皮革样改变。入院诊断:(1)面颈 、右前臂 、双手氢氟酸烧

伤(8%), Ⅲ度 4%, 深Ⅱ度 4%。(2)急性氢氟酸气体中毒 。

入院后立即补液 、预防感染;静脉滴注 10%葡萄糖酸钙

10 ml , 超声雾化吸入(庆大霉素 8 万单位 、地塞米松 10 mg、α-糜

蛋白酶4 000u+20 ml 生理盐水);行右前臂 、双手切开减张引

流 ;创面依次用10%氯化钙 、10%硫酸镁 、1.25%碳酸氢钠溶液

收稿日期:2002-10-15;　修回日期:2002-12-23

湿敷 , 以减轻中毒症状和中和酸对局部的损伤。入院实验室检

查:血清 Ca2+1.12 mmol/L , 血清 F-694.7 μmol/L , 诊断为氢氟酸

中毒。入院 2 h后予大剂量静脉补钙 , 10%葡萄糖酸钙 40 ml , 每

小时 1 次静脉滴注 ,共 6 次。伤后 10 h 患者出现呼吸困难 、躁

动 、心率 160 次/分 ,呼吸 60 次/分 ,双肺可闻及湿 音 , 心尖部

可闻及舒张期奔马律 , 考虑为中毒性肺水肿。给予西地兰 0.4

mg、地塞米松 20 mg、氨茶碱 250 mg、速尿 60 mg静脉注射及吸氧

治疗 , 症状逐渐好转。伤后12 h 共补钙36 g , 复查血清Ca2+2.65

mmol/L , 血清 F
-
14.6μmol/ L , 给予红细胞悬液及能量合剂支持

治疗。后经两次植皮手术 , 住院 60 d 痊愈出院。

讨论　氢氟酸烧伤除有强烈的腐蚀性外 , 还因 F-强大的

渗透性 , 可引发进行性组织液化 、骨质脱钙。 F-吸收后 , 与

Ca2+结合 ,形成不溶性氟化钙 ,使血 Ca2+浓度迅速降低 ,可引发

低钙血症。

接触氢氟酸的人员宜穿戴防护衣裤 、 口罩 、 手套和眼镜。

在使用氢氟酸的地方应备有水源以及含钙的外用溶液。一旦

致伤在现场急救处理后 , 应立即送专科医院及时诊治。
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