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Abstract :Objective　To detect the amplification and protein expression of gene mdm2 in cardia gast ric

carcinoma and investigate their pathological clinical value. Methods　Gene amplifications were detected by

differential Polymerase Chain Reaction (dPCR) and protein expressions were screened by flow cytometry

( FCM) and immunohistochemist ry ( IHC) . Results 　Mdm2 amplifications were found in 7 of 38 case

(18 . 42 %) . The values ( FI) of mdm2 expression detected by FCM were 1 . 45 ±0 . 34 and 1 . 00 ±0 . 13 in

cardia gast ric carcinoma and normal cardia gast ric mucosa respectively ( P < 0 . 01) . The positive rate of

immunohistochemical staining for mdm2 protein were 64 . 86 % and 0 . 00 % in cardia gast ric carcinoma and

normal cardia gast ric mucosa respectively ( P < 0 . 01) . Positive cases of mdm2 gene amplification and ex2
pression in higher grade group was higher than that in the lower grade group (33 . 30 % VS 5 . 00 % ,

80 . 00 % VS 47 . 06 % , P < 0 . 05) . Conclusion 　Mdm2 gene amplification and expression play an active

role in cardia gast ric oncogenesis. The detection of these alternations may be helpful to assess the prog2
nosis of cardia gast ric carcinoma.
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摘　要 :目的　检测贲门癌组织中 mdm2基因扩增及蛋白表达 ,探讨其在贲门癌发生发展中的作用 ,分

析其临床病理意义。方法　用 dPCR技术检测贲门癌组织 mdm2 基因扩增 ;用免疫组织化学技术及流

式细胞术检测 mdm2蛋白表达水平。结果　该组标本中18 . 42 %有 mdm2 基因扩增 ,64 . 86 %有 mdm2

蛋白过表达 ,其 mdm2 表达 FI 值 (1 . 45 ±0 . 34)明显高于正常黏膜组织的 FI 值 (1 . 00 ±0 . 13 , P <

0 . 05) 。高中分化的贲门癌组织 , mdm2 基因扩增率及蛋白表达水平均较低分化者高 (33 . 30 % VS

5 . 00 % ,80 . 00 % VS 47 . 06 % , P < 0 . 05) 。结合该组标本此前已检测的 p53基因突变和蛋白表达结果发

现 ,两种基因及蛋白表达异常在本组标本中的分布有不重叠趋势。结论　mdm2 基因扩增和过表达是

贲门癌较常见的分子改变 ,并可能通过抑制野生型 p53基因功能参与贲门癌形成 ;有 mdm2 扩增及表达

的贲门癌组织分化程度较高 ,提示预后较好。
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0　引言

本研究采用差异 PCR ( dPCR)技术、免疫组织

化学及流式细胞术 ( FCM) ,对 38 例贲门癌组织的

mdm2基因扩增及其中 37 例癌组织的蛋白表达进

行检测 ,并分析了各项检测结果与贲门癌发生发展

的关系及其临床病理价值 ,以进一步阐明贲门癌的

分子机制 ,为选择 mdm22p53 负反馈机制作为贲门

癌基因治疗的靶点提供可靠依据。

1　材料和方法

1 . 1　材料

取河北医科大学第四医院胸外科手术切除的

38例新鲜贲门癌标本 ( 1998 年 12 月～1999 年 4

月) ,部分迅速液氮冷冻并移至 - 70℃冰箱冻存 ,备

dPCR用 ,部分常规石蜡包埋或经 70 %酒精固定

4 ℃保存分别用于免疫组织化学染色和 FCM 检测。

患者男性 28 例 ,女性 10 例 ,年龄 47～77 岁 , > 60

者 20例 ,≤60者 18例。所有病例术前均未进行过

放、化疗 ,术后均经病理证实为贲门癌 ,其中腺癌 33

例 ,黏液腺癌 5例 (包括印戒细胞癌 1例) ,有局部淋
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巴结转移者 16例。依据分化程度分为两组 :分化型

管状腺癌为高中分化组 ,18 例 ;低分化腺癌、未分化

腺癌、黏液腺癌包括印戒细胞癌均属低分化组 ,共

20例。

1 . 2　dPCR技术检测 mdm2基因扩增

目的基因 mdm2 引物序列为 : 5’2GT G AA T

GA T TCC A GA CA G TC23’和 5’2GCT ACT

GA G A GT T GA T GGC23’(107bp) ,参照基因 be2
ta2actin引物序列为 :52A GC AA G CA G GA G TA T

GAC GA G T23’和 5’2AA T GCA A TC AAA GTC

CTC GGC C23’(284bp) 。均由上海生工生物工程

公司合成。

用酚2氯仿2异戊醇法抽提基因组 DNA 作为模

板 ,进行 dPCR 反应。所需 dN TPS、10x、buffer、

Taq DNA 聚合酶及 MgCl2为 Sigma 公司产品。38

例癌组织 ,非癌区正常贲门黏膜组织的基因组 DNA

均分别进行 dPCR 反应。扩增结果 ,取 PCR 产物

15μlL 进行 2 %凝胶电泳 , 以凝胶图像分析仪对

PCR 电泳条带进行定量分析 , mdm2 指数 = mdm2

值/βactin值。以正常贲门黏膜组织作为正常对照 ,

肿瘤组织 mdm2指数高于正常贲门黏膜组织 mdm2

指数 2 倍确认为 mdm2基因扩增。

1 . 3　免疫组织化学技术

所用主要试剂均为美国 Santa Crus公司产品。

SP染色法 , DAB 显色 , 苏木精复染。用 TBS缓冲

液替代一抗作阴性对照。阳性者为细胞核或胞浆着

色 ,呈棕黄色颗粒。

1 . 4　流式细胞术

采用美国 B. D 公司生产的 FACS 420 型流式

细胞仪进行测定 , 测量的数据输入 H P2300 Con2
sort 30 计算机。用相应的软件进行数据处理。

FI =
肿瘤细胞基因蛋白的平均荧光强度 - 对照样品平均荧光强度
正常贲门黏膜细胞基因蛋白表达的平均荧光强度

1 . 5　统计方法

用确切概率法、χ2检验、t检验进行统计学分析。

2　结果

2 . 1　mdm2基因扩增

将 38例非癌区正常贲门黏膜组织作为对照组 ,

经 dPCR检测 , 38 例贲门癌组织中有 7 例扩增阳

性 ,阳性率18 . 42 % ,见图 1 。分析其与各项临床病

理特征的关系 ,发现 mdm2 基因扩增与贲门癌的组

织分化程度有关 ( P < 0 . 05) ,即高中分化的肿瘤呈

现出较高的扩增率 (33 . 30 %) ,低分化肿瘤的扩增率

则较低 (5 . 00 %) 。mdm2 基因扩增与患者的年龄、

性别、组织类型及淋巴结转移等无明显关系 ( P均 >

0 . 05) ,见表 1。

图 1　dPCR检测 mdm2基因扩增

1、2 :示扩增肿瘤组织 ;3、4、5、6、7 :示未扩增肿瘤组织 ;M :Marker

表 1　贲门癌 mdm2基因扩增和蛋白表达及其与各项临床病理特征

临床病理特征

mdm2基因扩增

阳性例数
/总例数

阳性率
( %)

P

mdm2蛋白表达

阳性例数
/总例数

阳性率
( %)

P 例数
mdm2蛋白

( FI值) P

年龄

性别

分化程度

组织类型

淋巴结转移

≤60 3/ 18 16 . 7
> 60 4/ 20 20
男 5/ 28 17 . 9
女 2/ 10 20 . 0
高中分化 6/ 18 33 . 3

低分化 1/ 20 5 . 0
腺癌 6/ 33 18 . 2

黏液腺癌 1/ 5 20 . 0
阳性 4/ 17 23 . 5

阴性 3/ 21 14 . 3

> 0 . 05

> 0 . 05

< 0 . 05

> 0 . 05

> 0 . 05

11/ 18 61 . 1
13/ 19 68 . 4
18/ 28 64 . 3

6/ 9 66 . 7
16/ 20 80 . 0

8/ 17 47 . 1
21/ 32 65 . 6

3/ 5 60
10/ 16 62 . 5

14/ 21 66 . 7

> 0 . 05

> 0 . 05

< 0 . 05

> 0 . 05

> 0 . 05

18 1 . 40±0 . 28
19 1 . 56±0 . 40
28 1 . 54±0 . 44
9 1 . 41±0 . 30

20 1 . 51±0 . 38

17 1 . 30±0 . 24
32 1 . 50±0 . 29

5 1 . 40±80 . 23
16 1 . 39±0 . 28

21 1 . 49±0 . 36

> 0 . 05

> 0 . 05

< 0 . 05

> 0 . 05

> 0 . 05

2 . 2　免疫组织化学检测 mdm2蛋白表达

37例贲门癌组织中有 24 例 mdm2 蛋白表达阳

性 ,阳性率为64 . 86 % ,见图 2、3 ,而 30 例对照组中

无 1例阳性 ,二者的差异有显著性 ( P < 0 . 01) 。

分析 mdm2 蛋白表达与贲门癌临床病理特征

的关系 ,发现高、中分化者阳性率为80 . 00 % ,低分化

者阳性率为47 . 06 % ,二者相比有显著性差异 ( P <

0 . 05) 。mdm2蛋白表达与患者的性别、年龄、组织

类型及淋巴结转移等均未见相关关系 ,见表 1。

2 . 3　FCM检测 mdm2蛋白表达

FCM检测显示 ,37 例癌组织 mdm2 蛋白表达

FI值为1 . 45 ±0 . 34 ,30例正常贲门黏膜组织 mdm2

蛋白表达 FI 值为1 . 00 ±0 . 13 ,二者有显著性差异

( P < 0 . 01) 。
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分析贲门癌各项临床病理特征与 mdm2 蛋白表

达的关系 ,发现高、中分化腺癌 mdm2蛋白表达 FI值

(1 . 51±0 . 38)明显高于低分化腺癌 (1 . 30 ±0 . 24) ,二

者有显著性差异 ( P < 0 . 05) ,该检测结果与患者的性

别、年龄及淋巴结转移情况无关 ,见表 1。

3　讨论

mdm2基因扩增及过表达在多种人类肿瘤中已

有报导 ,最初认为仅软组织肉瘤有 mdm2 基因扩

增[ 1 ] ,但随后发现许多上皮来源肿瘤如非小细胞性

肺癌 ,头颈部鳞癌等都出现同样的分子改变[ 2 ,3 ] ,提

示 mdm2基因扩增和/或过表达是肿瘤发生中较为

常见的分子事件。然而迄今为止国内外有关 mdm2

基因异常与贲门癌关系的研究甚少 ,本组病例经

dPCR 法检测 , 38 例贲门癌组织中有 7 例出现

mdm2基因扩增 (18 . 42 %) ,与上述报道极为相似。

免疫组织化学检测显示 ,64 . 86 %有 mdm2 蛋白表

达阳性 ,而正常贲门黏膜组织则无一例阳性 ( P <

0 . 01) 。FCM检则结果也显示癌组织与正常贲门黏

膜的 mdm2蛋白 FI值有显著差异 ( P < 0 . 01) ,提示

mdm2基因扩增及表达异常在贲门癌的发生发展过

程中有着不容忽视的作用。

本课题组[ 4 ]还曾用多聚酶链反应2单链构像多
态性分析 ( PCR2SSCP)及免疫组织化学、流式细胞

术对同一组标本进行了 p53基因第 5、6、7、8外显子

突变检测及 p53蛋白表达检测 ,综合分析两基因及

其蛋白表达的检测结果 ,发现有 p53 突变及过表达

的组织其 mdm2 基因扩增及过表达者较少 ,而无

p53突变及过表达者其 mdm2基因扩增及表达异常

者较多 ,即两种基因改变在本组病人贲门癌组织中

的分布呈不重叠趋势 ,该现象在其他肿瘤也曾见

到[ 5 ]。众所周知 ,大多数肿瘤的形成与 p53 蛋白失

活有关 ,而 p53蛋白失活的原因则很多。已知一半

以上人类肿瘤存在 p53 基因突变 ,这是造成 p53 蛋

白失活的主要原因 ,而野生型 p53 (wtp53)功能失活

并参与肿瘤形成的机制尚无定论 ,目前认为 mdm2

基因扩增和过表达从中发挥重要作用[ 6 ]。mdm2 基

因是 p53 的转录靶基因 ,该基因可因 wtp53 诱导而

转录增强 ,其表达产物又转而可与 wtp53 结合形成

复合物 ,封闭其转录活性 ,此即所谓 p53/ mdm2 负

反馈调节环[ 7 ] ,而 mdm2 在 p53 功能调节中处于核

心地位。mdm2基因扩增和过表达既可使 p53 蛋白

聚集减少又能激活泛素促进 p53 蛋白降解 ,同时还

干扰 p53蛋白对其下游基因的转录激活特性 ,通过

抑制 p53 蛋白的活性参与肿瘤形成[ 7 ]。本组病例

中 ,mdm2基因扩增的阳性率 (18 . 42 %)与其表达的

阳性率 (64 . 86 %)差异较大 ,这在其他肿瘤也有类似

报道[ 8 ] ,提示 mdm2蛋白过表达受基因及转录水平

的双重调控 ,其详细机制尚待探讨。

分析 mdm2 基因扩增及其蛋白表达与贲门癌

各项临床病理特征的关系发现 ,mdm2 基因扩增与

肿瘤的组织分化程度有关 ,即高中分化的肿瘤呈现

出较高的扩增率 (33 . 30 %) ,而低分化癌 mdm2 的

扩增率则较低 ( 5 . 00 %) ,其差异有显著性 ( P <

0 . 05) 。免疫组织化学及 FCM 检测结果也显示

mdm2蛋白表达与组织分化程度呈负相关 ( P <

0 . 05) ,这在其他肿瘤也有类似报导[ 8 ]。所有检测结

果与患者的性别、年龄、组织类型及淋巴结转移等无

关。或许贲门癌组织分化程度不同 ,其发生发展的

分子机制也不尽相同。即较高分化肿瘤的分子发生

机制常与 mdm2基因扩增及过表达有关 ,而低分化

肿瘤则另有其他的分子途径 ,如 p53基因突变等 ,但

这一观点还有待进一步证实。本研究结果对判断病

人的预后有一定的价值 ,提示有 mdm2 基因及蛋白

表达异常的肿瘤多分化较高、恶性度低、预后较好。

同时为选择以 p532mdm2机制为靶点的分子生物学

手段治疗贲门癌提供了理论依据。

综上所述 ,和其他肿瘤一样 ,mdm2 基因扩增和

过表达在贲门癌的发生发展中有重要作用 ,可能是

通过抑制 wtp53蛋白活性实现的 ,而与突变型 p53

蛋白无明显关系。在高中分化的贲门癌组织中

mdm2基因扩增和过表达更为常见。

(本文图 2、3见封 3)
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