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【摘* 要】目的：检测细胞周期抑制因子 <(%L3<$在肝癌中的表

达水平，探讨它与临床病理因素、增殖细胞核抗原（MJNO）、
<(9 的关系+ 方法：用免疫组织化学法检测 9$ 例肝癌组织和
!" 例正常肝脏组织中 <(%L3<$，MJNO 和 <(9 的表达水平+
结果：<(%L3<$在肝癌组织中的阳性率 ()+ $P，显著低于正常肝

脏组织（!""P）（1 Q "+ "!!），<(%L3<$的缺失表达与肝癌细胞的

分化较差（1 Q "+ ""%）、临床分期较晚（1 Q "+ "’!）及预后较差
有关（1 Q "+ "9)），与年龄、ODM，肿瘤大小及肿瘤侵犯转移无
显著相关（1 R "+ "(）；MJNO 在肝癌组织中阳性率为 ()+ $P，
与 <(%L3<$的表达有关（1 Q "+ "9)）；<(9 在肝癌组织中的阳性
率 ’)+ &P，与 <(%L3<$表达在统计学上无相关性（1 R "+ "(）+
结论：肝癌组织中存在 <(%L3<$的表达缺失、MJNO 的高表达，
共同参与肝癌的发生、发展，而 <(%L3<$和 <(9 可能通过不同途
径来诱导细胞凋亡+
【关键词】<(%L3<$基因；原发性肝癌；增殖细胞核抗原；<(9
【中图号】S%9(+ %* * *【文献标识码】O

LM 引言
细胞周期机制破坏是导致肿瘤发生、发展的核心

机制+ <(%L3<$基因最早由 T2>E56L2 等［!］发现，定位于
染色体 !!<!!+ (，属于 JUM#VUM 基因家族+ 在结构上
与 <$!、<$% 有部分同源性，通过抑制多种 J;V 活性
从而使细胞俘获在 W! 期+ 具有抑癌基因的活性［!］+
增殖细胞核抗原（ <=6.3@-=2>3?4 :-.. ?5:.-2= 2?>34-?，
MJNO）的表达与细胞增殖状态密切相关［$］+ <(9 是
诱导细胞凋亡的重要基因，可间接反映细胞的凋亡情

况［9］+ 本试验旨在探讨 <(%L3<$在肝癌组织中的表达

缺失情况及它与临床病理因素、MJNO 和 <(9 的
关系+

NM 材料和方法
N+ NM 材料
!+ !+ ! * 标本 * 西安交通大学第一临床医院 $""" X
$""$ 手术切除的肝癌标本 9$（男 $)，女 )）例+ 全组
患者年龄 $) Y %$（’&+ $ Z !$+ 9）岁，所有患者术前未
经过化疗和放疗+ 组织学分级 9$ 例中!级 9 例，"
级 !’ 例，#级 !! 例，$级 ’ 例；,NT 分期，!期 $
例，"期 !) 例，#期 !" 例，%期 ’ 例+ ODM 阳性 !(
例+ 所有病例均经病理学证实+ 所有标本经 ’" 4 X [
甲醛固定，石蜡包埋，’ &1 切片，应用多聚赖氨酸包
被，用作免疫组化研究 + 对所有蜡块 C0 染色观察，
选出组织学形态较好的切片进行研究+ 收集同时期
意外死亡健康成年男性正常肝脏组织标本 !" 例，经
C0染色诊断为正常肝组织，作为对照组+
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!" !" # $ 试剂 $ 抗鼠抗人 %&’()%# *+,（&’-./），抗鼠
抗人 -01+ *+,（-0!.），抗鼠抗人 %&2 抗体（3+45
.##/），67)8)9):;二步法检测试剂盒购自福州迈新生
物技术开发公司"
!" "# 方法
!" #" ! $ %&’()%#，-01+，%&2 应用免疫组化（67)8)9):;
法）染色$ 切片常规脱蜡至水，2. *< = < 双氧水阻断
内源性过氧化物酶 #. *);，将切片至于 %> /" . 的柠
檬酸缓冲液行高温高压抗原热修复 ’ *);，置冷，羊血
清封闭 2’?孵育 #. *);" 加 %&’()%#一抗（!@&.），置于
湿盒，A?冰箱过夜" -01+ 和 %&2 一抗均按 ! @&. 稀
释，置 2’?恒温箱孵育 ! B" 先后加 67)8)9):; 二步法
检测试剂盒中试剂 +、4 各 &. !<，分别室温孵育 A.
*);" C+4 显色，苏木素衬染，盐酸乙醇分化，脱水透
明后中性树胶封固" 光学显微镜下观察结果" 以正
常肝组织作 %&’()%#和 %&2 的阳性对照，以磷酸缓冲盐
溶液（-4D）代替一抗作阴性对照" 以正常肝组织作
-01+的阴性对照"
!" #" #$ 结果判定$ %&’()%#蛋白以胞核或胞质染色为

棕黄色颗粒为阳性" 阳性细胞百分比为计 A.. 倍显
微镜下 !. 个视野阳性细胞的平均数：.，E !.F；!，
!.F G #&F；#，#&F G &.F；2，&.F G ’&F；A，H
’&F " 阳性强度以着色程度进行计分：.，不着色；!，
淡黄；#，棕黄；2，棕褐" 两分相乘：. G # 为阴性，2 G &
为弱阳性，/ G I 为阳性，J G !# 为强阳性" -01+ 及
%&2 以胞核染色为棕黄色颗粒 H &.F为阳性细胞"
统计学处理：所得数据应用 D-DD !!" . 统计软

件包处理" 采用 K)9BLM 确切概率法及 D%LNM*N; 相关
分析" ! E ." .& 认为有统计学意义"

"# 结果
"$ !# %&’()%"的表达 # 在 2# 例原发性肝癌（>00）组
织中，%&’()%#阳性表达 !I 例，表达率 &/" #&F，所有正
常肝组织均为阳性表达（K)O !），表达率为 !..F，肝
癌组织 %&’()%#的表达率显著低于正常组织（! P ."
.!!）" 表达 %&’()%#的高分化肝癌组织中，胞质和胞核

呈棕黄色颗粒（K)O #）" %&’()%#在低分化肝癌组织中，

与周围阳性癌旁组织相比，癌灶阳性细胞着色浅，数

量少，细胞排列不一，形态紊乱（K)O 2）"
"$ "# %&’()%"表达与肝癌的病理分级、临床分期、及生

存期等的关系# %&’()%#表达与肝癌的病理分级、临床

分期、及生存期有关，与年龄、+K-，最大瘤径及肝被
膜转移和局部侵犯无关" 2# 例分化程度不同的肝癌
标本中，癌细胞分化越差，%&’()%#蛋白的表达率越低"
%&’()%#蛋白在" G#级的阳性率（II" #F）显著高于

K)O !$ -:9)Q)8L %&’()%# LR%ML99):; ); ;:M*N7 BL%NQ:STQL9$ 67)8)5
9):; U A.
图 !$ %&’()%#在正常肝组织中的表达

K)O #$ -:9)Q)8L %&’()%# LR%ML99):; ); VL775W)XXLML;Q)NQLW SNMS);:*N
SL779，V)QB TL77:V OMN;Y7L9 ); QBL ;YS7L) N;W STQ:%7N9*$ 67)8)9):;
U A.
图 #$ %&’()%#在高分化肝癌组织中的表达

K)O 2$ 1LONQ)8L %&’()%# LR%ML99):; ); *:WLMNQL :M 7:V W)XXLML;Q)N5
QLW SNMS);:*N SL779 9YMM:Y;WLW V)QB NWZNSL;Q 7)8LM Q)99YL9 QBNQ W)95
%7NT %:9)Q)8L LR%ML99):; :X %&’()%# $ 67)8)9):; U #.
图 2$ %&’()%#在低分化肝癌组织中的表达

$ G%级阳性率（#." .F，! P ." ..’）" %&’()%#蛋白表

达在早期 >00 患者（’#" #F）及生存期!! N 的患者
（’I" /F）显著高于晚期 >00 患者（2&" ’F，! P
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!" !#$）及生存期 % $ &患者（’(" )*，! + !" !,-）" 以
血清甲胎蛋白（./0）!#!! !1 2 3 为阳性标准，45(674’

蛋白在 ./0 阳性的 899 患者中表达率（,-" #*）低
于 ./0阴性的 899 患者（--" (*），但统计学分析无
显著性差异（! + !" $#’）" 45(674’蛋白与肿瘤大小、年

龄、肝被膜转移和局部侵犯无统计学相关（! : !" !5，
;&< $）"

表 $= 45(674’与肝癌各项病理指标之间的关系

;&< $= >?@&A7BCDE74 <?AF??C 45(674’ &CG 4&AEB@B17H&@ 7CG?I?D

JA?K

45(674’ 4LBA?7C

?I4L?DD7BC
M N

0BD7A7O7AP

L&A? 2 *

87DAB@B17H&@ 1L&G? " M# ’ $5 ))" ’&

$ M% $’ , ’!" !
9@7C7H&@ DA&1? " M# 5 $, (’" ’H

$ M% Q 5 ,5" (
.1? 2 PL % #5 ’ $! )," ,

!#5 $’ ) #!" !
./0（!1 2 3） % #!! ( $# --" (

!#!! ( # ,-" #
;RKBL D7S? % 5 HK # Q -Q" ’

!5 HK $! Q #(" #
3BH&@ K?A&DA&D7D M ( $! 5)" )

N ( ) 5," ,
TRLO7O&@ A7K? % $ & $$ ( ,)" Q?

!$ & , $$ ()" -
&! % !" !5 "# E7DAB@B17H&@ 1L&G? $ M%；H! % !" !5 "# H@7C7H&@ DA&1? $ M

%；?! % !" !5 "# !$ &"

!" #$ %&’(和 )*# 在肝癌组织中的表达$ 癌巢中绝
大多数癌细胞 09U.阳性，而癌旁组织阳性细胞数量
很少（/71 #）" 45, 在肝癌组织中的表达，阳性细胞核
圆形，成棕黄色颗粒，大小不一（/71 5）"

.@KBDA &@@ H&CH?L H?@@D 4BD7A7O?@P ?I4L?DD 09U. 7C H&LH7CBK&，<RA AE?L? 7D
DH&LH? BV 09U. ?I4L?DD7BC 7C 4?L7C?B4@&DK"
/71 # = 0BD7A7O? ?I4L?DD7BC BV 09U. 7C ARKBL A7DDR? BV 899=
W@7O7D7BC X #!
图 #= 09U.在原发性肝癌组织中的表达

/71 5= 0BD7A7O? ?I4L?DD7BC BV 45, 7C ARKBL A7DDR? BV 899= W@7O7Y
D7BC X #!
图 5= 45, 在原发性肝癌组织中的表达情况

!" +$ 肝癌组织中 )*,-.)!和 %&’( 及与 )*# 的表达
的相关性$ 09U. 与 45(674’的表达程度之间有显著

负相关性（ $D + M !" ,Q(，! + !" !’5，;&< ’），而 45,
与 45(674’的表达程度之间无显著性相关（ $D + !" $Q(，
! + !" ’(Q，;&< ’）"

表 ’= 45(674’与 09U.，45,在原发性肝癌组织表达中的相关性
;&< ’= >?@&A7BCDE74 BV 45(674’ F7AE 09U. &CG 45, 7C 899

/&HABL
45(674’ 4LBA?7C ?I4L?DD7BC

M N
09U. M , $$

N $$ (
45, M Q )

N 5 $!

09U.：4LB@7V?L&A7C1 H?@@ CRH@?&L &CA71?C"

#$ 讨论
细胞周期 Z$ 期的调控是有多种细胞周期调控

因子参与的复杂过程，细胞周期 Z$ 期调控异常与肿
瘤的发生发展密切相关［#］"

45(674’基因定位于染色体 $$0$$" 5，编码 ,$- 个
氨基酸残基的多肽，%L5( !!!" 45(674’基因的表达产

物属于 9J0 2 [J0家族与 4’$，4’( 部分同源，包含三
个结构域：一个与 9\[ 抑制物 4’$ 及 4’( 同源的 U
末端区域；一个中央脯氨酸富集域及一个与 4’( 相同
的 9末端区（];域）" 脯氨酸富集域含有一些 0.0.
重复序列（脯氨酸Y丙氨酸残基组成），它们被认为可
以介导特异的蛋白Y蛋白相互作用，从而实现 45(674’

功能［5，-］" 其抑癌机制是通过 45(674’蛋白与 9PH@7CY
9\[ 复合物（WY9\[’、\’Y9\[’ 和 .Y9\[’）结合，
阻滞细胞增生，从而使细胞周期停滞在 Z$ 期而实现
的［(］" 在众多 9\[JD中，只有 45(674’是胚胎形成所必

需的，在增殖、运动、变形、分化等一系列复杂过程中
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都起重要作用［!］" #$%&’#(基因敲除的小鼠常出现脐

疝、软骨软化缺陷、肾髓质发育不良、肾上腺皮质增生

异常，肿瘤发生率增高；同时该类小鼠大多数在 () *
死亡，仅有 +,-的小鼠存活，却呈现严重的生长迟
缓，提示 #$%&’#(可能参与了细胞增殖和启动细胞分化

的作用［.］"
#$%&’#(基因在正常人类是被印记的，这是第一个

用该机制调控的细胞周期调控蛋白" 在正常情况下，
#$%&’#(基因的父源基因被印记，母源基因表达" 在一
些肿瘤中存在 #$%&’#(基因印记缺失（/012 03 45#6’78）
或印记错误，导致基因表达下降，导致肿瘤的发生发

展［+,］" #$%&’#(作为肿瘤抑制因子和生长调控因子，它

这种单个等位基因的表达方式增加了畸形和癌变的

危险［++］" 现已证实 #$%&’#(在食管癌、胃癌、大肠癌、卵

巢癌、乳腺癌、甲状腺癌、胰腺癌等肿瘤组织均有表

达［+( 9 +)］，但 #$%&’#(表达与肝癌的关系报道较少" 本
试验结果表明，#$%&’#(在肝癌组织中的表达率明显低

于正常肝组织，并与组织分级、临床分期及预后有关，

提示 #$%&’#(表达阴性者细胞增殖活性高，发展较快，

预后较差" 证明了 #$%&’#(有抑制肿瘤细胞增殖的

作用"
:;<=是 ><=聚合酶 ! 的辅助因子，不仅参与

><=的生物合成，而且与 ;?@A’7，;>B，#(+ 形成四
聚体，调控细胞周期和细胞增殖" 其表达与细胞的增
殖情况有关，因此可作为评价细胞增殖的指标［+$］，

且 :;<=的过度表达与消化系统肿瘤有关" 本结果
表明，:;<=在肝癌组织中的表达（$C" (-）明显高于
正常组织（D," ,-），且 #$%&’#(在 :;<=阳性的组织中
表达明显低于 :;<=阴性者" :;<= 与 #$%&’#(的表达

程度之间有显著相关性（! E ," ,$）" 说明 #$%&’#(和

:;<=可能存在协同作用，通过对 :;<= 的抑制，阻
滞正在进行 ><= 复制的细胞进行进一步的 ><= 复
制，从而实现抑癌作用"

#$D 是重要的凋亡活化基因" #$D 基因的突变，
导致细胞周期监控机制的破坏，人类 $,-的肿瘤都
是由于 #$D 基因突变，使 ><=监测点异常，导致肿瘤
的发生发展［+C］" 但 ><=损伤的监测还存在非 #$D 依
赖机制［+%］" 本结果表明，#$D 在肝癌组织中的表达率
（)C" .-）明显低于正常组织（!,-）；#$%&’#(阳性的肝

癌组织中，#$D 的阳性率也高，但 #$D 与 #$%&’#(的表

达程度之间无显著性相关（! F ," ,$）" 这恰恰说明
#$% 可能是通过 #$D 非依赖性机制，直接与 ;>BG;?@G
A’71复合物结合，抑制它们激活参与细胞的增殖和凋
亡调控，而不是像 #(+ 那样通过 #$DG#(+G;>B1G;?@G
A’71途径阻滞细胞周期"

综上所述，#$%&’#(蛋白的缺失及 :;<= 的高表达
有助于肝癌的发生、发展，而 #$%&’#(与 #$D 可能通过
不同的途径发挥细胞周期调控作用"

【参考文献】

［+］HI81J0&I K，LMNI6M1 H;，OI’ ;，"# $%" #$%B4:(，I 186J@8J6IAA?
M’18’7@8 525P26 03 8*2 :(+@’#A ;>B ’7*’P’806 3I5’A?，’1 I @I7M’(
MI82 8J506 1J##621106 Q272+［R］" &"’" (")，+..$；.（C）：C$,"

［(］SJ2 T，<I S/，U27Q V/，"# $%" LW#6211’07 03 #$%&’#(，XP #6082’7
I7M :;<= I7M 8*2’6 62AI8’071*’#1 N’8* @A’7’@0#I8*0A0Q? ’7 *J5I7
#I7@62I8’@ @I7@26［ R］" *+,%- . &$/#,+"’#",+%，(,,D；.（(）：D%% 9
D!,"

［D］朱明华，倪灿荣，祝Y 峙，等" 应用组织芯片检测肝细胞肝癌组
织中 ! 种 #$D 相关基因的表达［R］" 癌症，(,,D；((（%）：C!, 9
C!$"
Z*J HT，<’ ;X，Z*J Z，"# $%" >28265’7I8’07 03 2W#6211’07 03 2’Q*8
#$DG62AI82M Q2721 ’7 *2#I80@2AAJAI6 @I6@’705I N’8* 8’11J2 5’@60I66I?1
［R］" 012’ . 0$’3",，(,,D；((（%）：C!, 9 C!$"

［)］/22 HT，SI7Q TS" <2QI8’[2 62QJAI8061 03 @?@A’7GM2#27M278 &’7I121
I7M 8*2’6 60A21 ’7 @I7@26［ R］" 0"%% 4+% 526" 732，(,,+；$!：+.,% 9
+.(("

［$］/’ S，H’AA’&I7 X;，<2N5I7 O，"# $%" :$%（B4:(）#0A?506#*’151
I7M P62I18 @I7@26 6’1&［R］" 89: &"’"#，+...；+,)（+）：!D 9 !!"

［C］/22 H，X2?7’1M088’6 4，HI11IQJ2 R" ;A07’7Q 03 #$%GB4:(，I @?@A’7G
M2#27M278 &’7I12 ’7*’P’806 N’8* J7’\J2 M05I’7 186J@8J62 I7M 8’11J2
M’186’PJ8’07［R］" &"’"/，+..$；.（C）：CD. 9 C)."

［%］HI6’2G:’2662 /，;I60A’72 B，K26Q2 =/" K’Q7IAG’7MJ@2M JP’\J’8’7IG
8’07 03 #$%B’#( ’1 ’7M2#27M278 03 8*2 ;G8265’7IA @071271J1 ;>B
#*01#*06?AI8’07 1’82［R］" ;<=7 5"##，(,,D；$)D（+GD）：+($ 9 +(!"

［!］TI8IMI 4，47I]INI R，=P2 ^，"# $%" _2705’@ ’5#6’78’7Q 03 *J5I7
(,,+ I7M ’81 62MJ@2M 2W#6211’07 ’7 ‘’A51’8J5061［ R］" 89: 4+%
&"’"#，+..C；$（C）：%!D 9 %!!"

［.］Z*I7Q :，/’2Q20’1 <R，‘07Q ;，"# $%" =A8262M @2AA M’3326278’I8’07
I7M #60A’326I8’07 ’7 5’@2 AI@&’7Q #$%B’#( ’7M’@I821 I 60A2 ’7 O2@&G
N’8*G‘’2M25I77 K?7M6052［ R］" >$#9,"，+..%；D!%（CC(.）：+$+ 9
+$!"

［+,］S0&00 ^，^0?01*’5I T，H’J6I H，"# $%" #$%B’#( 62QJAI821 I@8’7
M?7I5’@1 P? P’7M’7Q I7M 86I71A0@I8’7Q /4HG&’7I12 + 80 8*2 7J@A2J1
［R］" . =2+% 01":，(,,D；(%!（$(）：$(.+. 9 $(.(D"

［++］HI81J0&I K，^*05#107 RK，LMNI6M1 H;，"# $%" 45#6’78’7Q 03 8*2
Q272 27@0M’7Q I *J5I7 @?@A’7GM2#27M278 &’7I12 ’7*IP’806，#$%&’#(，
07 @*60501052 ++#+$［R］" &"’"#23/，+..C；.D：D,(C 9 D,D,"

［+(］张增锋" 抑癌基因 #+)=XU、#$%B4:(与肿瘤关系研究进展［综述］

［R］" 广西医学，(,,D；($（.）：+C%) 9 +C%C"
Z*I7Q ZU" L[0AJ8’07 03 62AI8’071*’# P28N227 07@0Q272 #+)=XU，

#$%B4:( I7M 8J5061［ 62[’2N］［ R］" &9$’?@2 4"- .，(,,D；($（.）：
+C%) 9 +C%C"

［+D］480 S，̂ I&2MI ^，KI1I&’ S，"# $%" LW#6211’07 03 #$% a B’#( #6082’7
’7 2W86I*2#I8’@ P’A2 MJ@8 @I6@’705I I7M ’786I*2#I8’@ @*0AI7Q’0@2AAJAI6
@I6@’705I［R］" 52)",，(,,(；((：+)$ 9 +)."

［+)］/22 HT，SI7Q TS" <2QI8’[2 62QJAI8061 03 @?@A’7GM2#27M278 &’7I121
I7M 8*2’6 60A21 ’7 @I7@261［R］" 0"%% 4+% 526" 732，(,,+；$!（+(G+D）：
+.,% 9 +.(("

［+$］郑建勇，李开宗，王为忠" #(%&’#(与肝癌细胞增殖和凋亡的关系

［R］" 第四军医大学学报，(,,D；()（+$）：+D$. 9 +DC+"
Z*27Q RS，/’ BZ，‘I7Q ‘Z" X2AI8’071*’# P28N227 #(%&’#( I7M @2AG
AJAI6 #60A’326I8’07 I7M I#0#801’1 ’7 *2#I80@2AAJAI6 @I6@’705I［ R］" .
;+9,#1 42% 4"- A’2)，(,,D；()（+$）：+D$. 9 +DC+"

［+C］刘富荣，邵国兴，扬力军，等" 基因 #(+、#$D 在前列腺癌中的表达
及相互关系［R］" 第四军医大学学报，+...；(,（+,）：C! 9 C."
/’J UX，K*I0 _V，SI7Q /R，"# $%" LW#6211’07 I7M 62AI8’071*’# 03
#(+ I7M #$D ’7 #6018I8’@ @I6@’705I［ R］" . ;+9,#1 42% 4"- A’2)，
+...；(,（+,）：C! 9 C."

［+%］L[I7 _4，b0J1M27 BT" :60A’326I8’07，@2AA @?@A2 I7M I#0#801’1 ’7
@I7@26［R］" >$#9,"，(,,+；)++（C!D$）：D)( 9 D)!"

编辑Y 何扬举

!"!#第四军医大学学报（$ %&’()* +,- +./ 01,2）3445；3!（#6）7 *))8：9 9 :&’(1;-< =>>’< ./’< ?1


