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湖南地区汉族人群 p53 基因第 72 位密码子多态性与宫颈鳞癌的相关性*
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（湖南省肿瘤医院妇瘤科 湖南 长沙 410013）

摘要 目的：探讨宫颈组织 p53 基因第 72 位密码子的多态性及分析第 72 位密码子的多态性与湖南地区汉族人群宫颈鳞癌的相

关性。方法：采用 PCR 方法扩增 101 例正常宫颈和 150 例宫颈鳞癌石蜡组织 p53 基因第 72 位密码子基因，回收目的片段进行测

序。采用 SPSS 11.5 软件分析 p53 基因第 72 位密码子的多态性。结果：p53 第 72 位密码子基因测序结果显示，在宫颈鳞癌组织中

Arg/Arg、Pro/Pro、Arg/Pro 所占比例分别为 40.66%、16.67%、42.67%；在正常宫颈组织中 Arg/Arg、Pro/Pro、Arg/Pro 所占比例分别为

47.53%、7.92%、44.55%。统计学分析结果显示，Arg/Arg 和 Arg/Pro 基因型在宫颈鳞癌和对照组中的表达差异没有统计学意义

(P>0.05)；Pro/Pro 基因型在宫颈鳞癌组中所占比例显著高于正常宫颈组织(P<0.05)。结论：p53 基因第 72 位密码子 Pro/pro 基因型

是湖南地区女性发生宫颈鳞癌易感因素。
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ABSTRACT Objective: To study the p53codon72 polymorphism of cervical tissues, and analysis the relationship between
p53codon72 polymorphism and cervical carcinoma of Han population in Hunan area. Methods: Use PCR to amplify the p53codon72 of
101 normal cervical and 150 cervical carcinomas paraffin tissues, purifying these fragments and sequencing. Used SPSS 14.0 software to
analysis the p53codon72 polymorphism. Results: The sequencing results of p53codon72 showed that in cervical carcinoma tissues, the
proportion of Arg/Arg, Pro/Pro, Arg/Pro was 31.33%, 59.33%, 9.33% respectively; in normal cervical tissue, the proportion of Arg/Arg,
Pro/Pro, Arg/Pro was 42.57%, 54.46%; 2.97% respectively. Statistical analysis showed that the Arg/Arg and Arg/Pro genotype expression
difference was not statistically significant (P>0.05) between cervical carcinomas tissues and normal cervical tissues; the Pro/Pro genotype
expression in cervical carcinomas tissues was significantly higher than the normal cervical tissues (P<0.05). Conclusion: p53codon72
Pro/Pro genotype is one of the susceptibility factors to cervical carcinomas in Han women in Hunan area.
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前言

p53 基因是目前发现的与人类肿瘤相关性最高的一种抑

癌基因，在 DNA 合成修复、细胞周期、基因组的完整性等方面

发挥着重要作用[1]。p53 基因第 72 位密码子所在的第 4 外显子

控制着细胞的生长抑制和凋亡。1987 年，Matlashewski 等[2]首先

发现在人群中 P53 基因第 4 外显子第 72 位密码子存在多态

性，表达 2 种野生型 p53 蛋白：含精氨酸残基(ArgCGC)和含脯

氨酸残基(ProCCC)。已有大量研究显示，p53 基因 Arg72Pro 多

态性与肺癌[3,4]、食管癌[5]、肝癌[6]、宫颈癌[7]、乳腺癌[8,9]、结直肠

癌[10]等多种恶性肿瘤相关。
子宫颈癌(cervical carcinoma, CC)是世界妇女中第三位常

见的恶性肿瘤，全世界每年都有约 20 万妇女死于此病[11]。目前

的观点认为，p53 基因第 72 密码子存在种族和地域的差异。
Beckman G 等[12]指出 P53 基因第 72 密码子等位基因分布显示

非常明显的种族差异和纬度差异。Storey 等[13]提出 p53 第 4 外

显子 72 密码的基因多态性可能是机体易患宫颈癌的一个重要

基因遗传因素。陈长春[14]等研究发现 p53 基因第 72 位密码子

Pro/Pro 基因型是湖北地区汉族女性发生宫颈鳞癌的遗传易感

因素之一。
目前还没有有关湖南地区汉族人群 P53 基因第 72 位密码

子多态性与宫颈鳞癌发病相关性的报道。本研究旨在中国宫颈

鳞癌高发地区之一的湖南省进行了样本的收集，就 p53 基因第

72 密码子的多态性与宫颈鳞癌发病的相关性进行研究，从而

为湖南省女性宫颈癌的早期诊断、预防和治疗提供依据。
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1 材料与方法

1.1 材料

收集 2005~2010 年间湖南省肿瘤医院妇瘤科 101 例汉族

正常宫颈组织（因子宫肌瘤行全子宫切除术，病理诊断证实为

正常宫颈）和 150 例宫颈鳞癌组织。均为 10%福尔马林固定、石
蜡包埋组织标本。

蛋白酶 K 购自 promega 公司，DNA 凝胶 /PCR 产物纯化

回收试剂盒、Taq 酶（含 dNTPs 和 buffer）、DNA Marker 等购自

长沙爱科博生物科技有限公司，琼脂糖为西班牙进口，其他试

剂均为国产分析纯。
1.2 方法

1.2.1 DNA 提取 采用三种不同的 DNA 提取方法，即：TES 水

浴脱蜡 - 试剂盒抽提法、TES 水浴脱蜡 - 酚氯仿抽提法、二甲苯

水浴脱蜡 - 酚氯仿抽提法等方法进行 DNA 提取预实验，然后

选择一种最好的方法进行所有样本的 DNA 提取。具体的操作

步骤如下：

（1）TES 水浴脱蜡 - 试剂盒抽提法。组织切片(10 μm)4～6
张，装入 1.5 ml 的灭菌 Ep 管中，步骤 1：加入 1 ml TES 溶液，

充分振荡，55℃水浴 30 min，再次充分振荡，4℃离心 10000 rpm
5 min，弃上清再加 1 ml TES 溶液水浴溶蜡，重复 3 遍。加入 1
ml 无水乙醇，充分混匀，离心 12 000 rpm 2 min，弃上清。打开

Ep 管，室温(15～25℃)下或 37℃孵育 10 min，直到残余的乙醇

全部挥发。步骤 2：加入 180 μl Buffer ATL 和 20 μl 蛋白酶 K，

充分混匀，56℃水浴过夜。步骤 3：次日 90℃下孵育 1 h，短暂离

心 1.5 ml Ep 管，迅速加入 200 μl Buffer AL 和 200 μl 无水乙

醇，充分混匀，短暂离心。步骤 4：小心转移全部消化物至 QI-
Aamp 层析柱（放在 2 ml 收集管）中，盖上盖子，4℃离心 8 000
rpm 3 min，将柱子放入 1 个干净的收集管中，弃去原先的收集

管。小心打开柱子，加入 500 μl Buffer AW1，盖上盖子，4℃离心

10000 rpm 3 min，将柱子放入 1 个干净的收集管中，弃去原先

的收集管。小心打开柱子，加入 500 μl Buffer AW2，盖上盖子，

4℃离心 10000 rpm 3 min，将柱子放入 1 个干净的收集管中，弃

去原先的收集管。4℃全速离心 12 000 rpm 3 min，使膜完全干

燥。步骤 5：将柱子放入 1 个 1.5 ml 干净的 Ep 管（未提供）中，

弃去原先的收集管。小心打开柱子，加入 50 μl Buffer ATE。室

温(15～25℃)下盖上盖子孵育 1 min，4℃全速离心 12 000 rpm
1 min，若短期不用时应 -20℃冻存。

（2）TES 水浴脱蜡 - 酚氯仿抽提。组织切片 (10 μm)4～6
张，装入 1.5 ml 的灭菌 Ep 管中，步骤 1：加入 1 ml TES 溶液，

充分振荡，55℃水浴 30 min，再次充分振荡，4℃离心 10000 rpm
5 min，弃上清再加 1 ml TES 溶液水浴溶蜡，重复 3 遍。加入 1
ml 无水乙醇，充分混匀，离心 12 000 rpm 2 min，弃上清。打开

Ep 管，室温(15～25℃)下或 37℃孵育 10 min，直到残余的乙醇

全部挥发。步骤 2：在已脱蜡的组织切片管内加入 500 μl TET
溶液，加蛋白酶 K 15～45 μl（根据 Ep 管中的组织量而定），

37℃水浴过夜。步骤 3：次日在已消化过夜的组织中加入 Tris
平衡酚 500 μl 充分振荡，4℃离心 10000 rpm 10 min，重复 2
次。取上清至新的 Ep 管中，加入 Tris 平衡酚 250 μl、氯仿 / 异

戊醇(24∶1)250 μl 充分混匀，4℃离心 10000 rpm 10 min。取上

清并加入 1 ml 无水酒精和 10 μl 3 mol NaAc 充分混匀，4℃过

夜。步骤 4：4℃离心 10000 rpm 10 min，弃上清。将已沉淀的

DNA 用 75%酒精漂洗，4℃全速离心 10 min，弃上清，重复 2
次。打开 Ep 管，直到残余的乙醇全部挥发，再加入 50 μl TE 缓

冲液溶解 DNA，若短期不用时应 -20℃冻存。
（3）二甲苯水浴脱蜡 - 酚氯仿抽提法。组织切片(10 μm)4～

6 张，装入 1.5 ml 的灭菌 Ep 管中，步骤 1：加入 1 ml 二甲苯溶

液，充分振荡，37℃水浴 30 min，再次充分振荡，4℃离心 10000
rpm 5 min，弃上清再加 1 ml 二甲苯溶液水浴溶蜡，重复 3 遍。
加入 1 ml 无水乙醇，充分混匀，离心 12 000 rpm 2 min，弃上清。
打开 Ep 管，室温(15～25℃)下或 37℃孵育 10 min，直到残余的

乙醇全部挥发。步骤 2：在已脱蜡的组织切片管内加入 500 μl
TET 溶液，加蛋白酶 K 15～45 μl（根据 Ep 管中的组织量而

定），37℃水浴过夜。步骤 3：次日在已消化过夜的组织中加入

Tris 平衡酚 500 μl 充分振荡，4℃离心 10000 rpm 10 min，重复

2 次。取上清至新的 Ep 管中，加入 Tris 平衡酚 250 μl、氯仿 /
异戊醇(24：1)250 μl 充分混匀，4℃离心 10000 rpm 10 min。取

上清并加入 1 ml 无水酒精和 10 μl 3 mol NaAc 充分混匀，4℃
过夜。步骤 4：4℃离心 10000 rpm 10 min，弃上清。将已沉淀的

DNA 用 75%酒精漂洗，4℃全速离心 10 min，弃上清，重复 2
次。打开 Ep 管，直到残余的乙醇全部挥发，再加入 50 μl TE 缓

冲液溶解 DNA，若短期不用时应 -20℃冻存。
1.2.2 引物的合成 特异扩增 p53 基因多态性引物由上海生工

生物工程有限公司合成。引物序列如下：P53F：5'-CTCCCA-
GAATGCCAGAGG-3'；P53R：5'-AGAAGCCCAGACGGAAAC-
3'。经过软件分析，引物特异。扩增产物序列为：CTCCCA-
GAATGCCAGAGGCTGCTCCCC (C/G)CGTGGCC CCTGCA-
CCAGCAGCTCCTACACCGGCGGCCCCTGCACCAG CCCC-
CTCCTGGCCCCTGTCATCTTCTGTCCCTTCCCAGAAA AC-
CTACCAGGGCAGCTACGGTTTCCGTCTGGGCTTCT。扩 增

长度 153bp，序列中的 C(C/G)C 为多态性位点，用下游引物测

序。
1.2.3 PCR 扩增 PCR 反应总体积 50μL，其中 10× PCR buffer
(Mg2+ Included) 5.0μL，2.5 mM dNTPs 1μL，5 U/μL Taq DNA 聚

合酶 0.5μL，20 pmol/L Primer 上下游各 1μL，DNA 200 ng，去

离子水补充到 50μL，石蜡封顶，进行 PCR 扩增。
扩增条件为：94℃预变性 5 min，变性 94℃50 s，退火 56℃

50 s，延伸 72℃ 40S，共 35 个循环，最后 72℃延伸 10 min。
1.2.4 PCR 产物的琼脂糖凝胶电泳和胶回收

PCR 产物经过 2%的琼脂糖凝胶电泳后，切胶并用试剂盒

回收 PCR 产物（详见产品说明书）。回收后送 invitrogen 公司测

序，对结果进行分析。
1.2.5 统计学方法采用 x2 检验

以 x2 检验比较各基因型频率在各组之间的差异，P≤0.05
为差异有统计学意义。统计分析采用 SPSS 11.5 软件。

2 结果

2.1 石蜡组织 DNA 提取结果

图 1 是三种不同的 DNA 提取方法 （TES 水浴脱蜡 - 试剂
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盒抽提法、TES 水浴脱蜡 - 酚氯仿抽提法、二甲苯水浴脱蜡 - 酚

氯仿抽提法）提取出来的 DNA 琼脂糖凝胶电泳结果。从图可以

看出，三种方法提取的 DNA 质量有一定差异，TES 水浴脱蜡 -
试剂盒抽提法提取的 DNA 降解程度较低、TES 水浴脱蜡 - 酚

氯仿抽提法次之、二甲苯水浴脱蜡 - 酚氯仿抽提法降解最多。

2.2 P53 基因第 72 位密码子 PCR 扩增产物琼脂糖凝胶电泳结

果

图 2 是样本 p53 基因第 72 位密码子 PCR 扩增产物琼脂

糖凝胶电泳结果，从图中可以看出，和 DNA Marker 相比，扩增

产物长度在 100-250bp 之间，因为理论产物长度是 153bp，因此

实验与理论结果相符。

2.3 P53 基因第 72 位密码子 PCR 扩增产物测序可能出现的结

果

根据 P53 基因的碱基序列特点，第 72 位密码子处测序结

果可能出现三种基因型：一、第 72 位密码子第二个碱基出现 G
和 C 两 个 峰 ，CGC 翻 译 后 为 Arg，CCC 翻 译 后 为 Pro，即

Arg/Pro 基因型；二、第 72 位密码子第二个碱基出现单个 C 峰，

CCC 翻译后为 Pro，即 Pro/Pro 基因型，即出现双峰；三、第 72
位密码子第二个碱基出现单个 G 峰，CGC 翻译后为 Arg，即

Arg/Arg 基因型。
各种基因型的测序峰图如图 3 所示：

图 1 不同提取方法提取的 DNA 结果

1：DNAMarker(100，250，500，750，1000，2000)；2 TES 水浴脱蜡 - 试剂

盒抽提法提出的 DNA；3 TES 水浴脱蜡 - 酚氯仿抽提法提出的 DNA；4

二甲苯水浴脱蜡 - 酚氯仿抽提法提出的 DNA

Fig.1 DNA extraction results use different methods

1:DNAMarker(100, 250, 500, 750, 1000, 2000); 2:DNA lodged using

extraction method by TES water bath dewax kit; 3:DNA lodged using

extraction method by TES water bath dewax - phenol chloroform; 4:DNA

lodged using extraction method by xylene water bath dewax - phenol

chloroform

图 2 p53codon72 扩增产物的琼脂糖凝胶电泳结果

1：DNAMarker(100，250，500，750，1000，2000)；2、3、4：PCR 阳性结果

Fig.2 Agarose gel electrophoresis results of p53codon72 products

1:DNAMarker(100,250,500,750,1000,2000); 2,3,4:PCR positiveness

图 3 三种基因型测序峰图结果

Fig.3 Three genotype sequencing peak figure results

2.4 p53 Arg72Pro 多态性在各组宫颈组织中的分布

回收 PCR 扩增产物琼脂糖凝胶电泳的特异性条带，送测

序公司进行测序。测序结果与上面的峰型进行对比，进行样本

的基因型确定，结果如表 1。
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测序结果显示，在正常宫颈组织中：p53codon72 基因型所

占比例如下，Arg/Arg 为 47.53%、Pro/Pro 为 7.92%、Arg/Pro 为

44.55 %；P53codon72 等位基因所占比例为 ArgCGC 占 69.8%
和 ProCCC 占 30.2%。在宫颈鳞癌组织中：p53 基因型所占比例

如 下 ，Arg/Arg 为 40.66% 、Pro/Pro 为 16.67% 、Arg/Pro 为

42.67%；P53codon72 等位基因所占比例为 ArgCGC 占 62.0%
和 ProCCC 占 38.0%。

3 讨论

3.1 石蜡组织 DNA 提取方法的选择

当今，对肿瘤发病机理的研究已经上升到了基因水平，但

研究者在短期内通常难以获得大量的病例分析的新鲜标本，从

而影响研究的进程。这就需要从能长期保存的福尔马林固定石

蜡包埋组织(FFPET)中提取 DNA。石蜡组织 DNA 提取方法很

多，但是归纳起来就两种，试剂盒和溶液法。不管哪种方法，都

需要两个步骤，脱蜡和 DNA 提取。因此要获得一定质量的石蜡

组织 DNA，就是需要选择一种有效的脱蜡方法和 DNA 提取方

法。目前国内外多采用二甲苯脱蜡，但该方法所得 DNA 量较

少，并且易出现 DNA 链的降解（小片段的 DNA），同时所使用

的有机溶剂二甲苯试剂易造成环境的污染和对操作者身体的

伤害[15]。本实验中的三种方法提取的 DNA 质量上有一定差异，

单从 DNA 的质量上来说，应该选择 TES 水浴脱蜡 - 试剂盒抽

提法来提取 DNA，但是考虑到经济因素以及 DNA 质量对

DNA 扩增结果的影响上来说，TES 水浴脱蜡 - 酚氯仿抽提方

法可能是更好的选择，因为该办法不需要使用二甲苯以及昂贵

的试剂盒，而且扩增的结果完全能满足这个实验的需要。当然

如果经费很宽裕的话，还是优选 TES 水浴脱蜡 - 试剂盒抽提法

来进行 DNA 的提取。
3.2 p53 基因第 72 密码子多态性结果分析

宫颈鳞癌发病机制到目前为止尚不清楚，研究证明这是一

个复杂的多步骤多因素作用的结果，涉及遗传和外源性等诸多

因素。目前普遍认为 p53 基因第 72 位密码子基因型多态性存

在种族和地域差异。本研究发现在湖南省汉族正常人群中

Arg/Arg 基因型的比例为 47.53%。符合 Beckman 等 [12] 报道

Arg/Arg 基因型比例随纬度增加而逐渐增加的结果。这一结果

也与 p53 基因第 72 位密码子 Arg/Arg 基因型多态性在汉族人

群中的比例由东南向西北方向逐渐降低的分布特征相一致。
湖南省汉族宫颈鳞癌患者中 Arg/Arg 基因型的比例为 40.66%，

Pro/Pro 基因型比例为 16.67%。各地汉族宫颈鳞癌患者 p53 基

因第 72 位密码子基因型多态性分布也不一致。我国宫颈癌的

分布主要在中西部地区，形成一个自北向南由内蒙到湖南的高

死亡率的条形地带。上述高危地区中湖南、湖北和陕西等地携

带 Arg 等位基因的宫颈癌患者比例较其它地区低，携带 Pro 等

位基因的宫颈癌患者相对较多，显示该基因差异对宫颈癌发病

可能有影响。
对研究的结果进行分析发现：在宫颈鳞癌组中与正常组之

间，Arg/Pro 基因型与 Arg/Arg 基因型无显著性差异(P=0.681)；
Pro/Pro 基 因 型 与 Arg/Pro 基 因 型 无 显 著 性 差 异 (P=0.076)；
Pro/Pro 基 因 型 与 Arg/Arg 基 因 型 相 比 差 异 显 著 (P=0.041)，
Pro/Pro 基因型在宫颈鳞癌组中所占比例高于正常组；ProCCC
等位基因与 ArgCGC 等位基因相比差异极显著(P=0.020)，宫颈

鳞癌组 ProCCC 等位基因所占比例显著大于正常组。这与已有

的研究结果 [14]，p53 基因第 72 位密码子 Pro/Pro 基因型是发生

宫颈鳞癌的遗传易感因素十分相符。是否能断定等位基因由

ArgCGC 突变为 ProCCC 就存在患癌风险，还需要进一步的实

验研究来证实。下一步需要扩大取样量以期对湖南省内不同地

区的标本以及癌症的不同分期分级标本的 p53 基因第 72 位密

码子来进行进一步分析。
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