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【摘) 要】目的：探讨 ?(0=G=$ 激酶在肝细胞肝癌（HLL）发生

发展中的作用及与增殖和凋亡的关系, 方法：收集 HLL（ 含癌

旁组织 0$）标本 0% 例，正常肝组织 !" 例，采用免疫组织化学

VT 法显示 ?(0=G=$激酶的表达并结合增殖与凋亡特征进行分

析, 结 果：在 肝 癌 组 织、癌 旁 肝 组 织 及 正 常 肝 组 织 细 胞 中

?(0=G=$表达定位于胞质中，在癌组织中过表达，差异有统计学

意义（6 Y ", "!）, 肝癌、癌旁组织中的增殖指数（TU）分别为

（(", (0 Z 0, 0’）[ 与（$%, ++ Z *, +&）[ ，肝癌组织明显高于癌

旁组织（6 Y ", "*）；肝癌、癌旁组织中的凋亡指数（FU）分别为

（+, ’$ Z $, $+）[ 与（%, (+ Z $, ’!）[，肝癌组织明显高于癌旁

组织（6 Y ", "*）；?(0=G=$ 蛋白阳性组 TU（0&, $’ Z 0, +!）[ 显著

高于阴性表达组（$(, "% Z 0, !*）[（6 Y ", "*），FU 无明显差异

（6 \ ", "*）, 结 论：HLL 中 增 殖 与 凋 亡 均 高 于 癌 旁 组 织；

?(0=G=$和 TLWF 一样可作为反映 HLL 细胞分裂增殖能力的有

效指标；?(0=G=$并不是 HLL 凋亡所必须,
【关键词】?(0=G=$激酶；增殖细胞核抗原；肝细胞癌；细胞周

期
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GH 引言

?(0=G=$激酶（简称 =G_/）在真核生物细胞周期 ‘$
!K 期检查点起着正性调节作用, 人们发现细胞周

期失控是细胞恶变的重要原因, ?(0=G=$激酶在多种实

体瘤中有过表达现象, 为检测 HLL 中 ?(0=G=$ 激酶的

表达情况及其与增殖和凋亡的关系，我们采用免疫组

织化学法对 0% 例 HLL 组织（0$ 例含癌旁组织）及 !"
例正常肝组织进行了研究,

IH 材料和方法

I, I H 材料H !&&&#"! a $""0#"! 西安交通大学第一医

院手术切除 0%（男 (+，女 &）例 HLL 标本，0$ 例含癌

旁组织, 年龄 $& b %%（平均 *0, (）岁, 所有标本均经

病理明确诊断, 低分化 !+ 例，中分化 $! 例，高分化 +
例, -WK 分期!期 ! 例，"期 !$ 例，#期 !’ 例，$期

!+ 例, 另 !" 例正常肝组织标本取自健康成年男性意

外死亡者, 浓缩型 2FR ?(0=G=$ VT 试剂盒购自美国

W.:K3@_.@< 公司, TLWF 购自北京中山生物技术公

司, 原位细胞凋亡检测试剂盒购自德国保灵曼公司,
羊血清及 >Fc 试剂盒购自福州迈新公司,
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!! "# 方法 # "#$%&%’，()*+ 常规免疫组化 ,( 法! 石

蜡切片经二甲苯脱腊，梯度乙醇水化，抗原修复（ 切

片置于 -. /01 2 3 柠檬酸钠缓冲液 "4 5! . 内，热修复

6 /78 9 #），-:6. 正常羊血清封闭 ’. /78，(;, 冲洗，

加入 -:6. 稀释的一抗，温盒内 #<=孵育 ’ >，(;, 冲

洗，加二抗，?+; 显色，苏木素复染! 以 (;, 代替一

抗设 立 空 白 对 照，以 切 片 内 癌 旁 区 作 自 身 对 照，

"#$%&%’或 ()*+ 阳 性 片 作 阳 性 对 照! 凋 亡：@A*B3
法：按操作手册方法进行，其步骤简述如下：切片常规

脱蜡、水化；(;, 缓冲液冲洗 6 /78 9 #；同免疫组化微

波热修复处理 -6 /78；(;, 缓冲液冲洗 6 /78 9 #；加

@A*B3 液（+ 液和 ; 液按 -:C 混合而成）6. !3，#<=
下恒温箱内孵育 - >；(;, 缓冲液冲洗 6 /78 9 #；每张

切片加上抗荧光素抗体（) 液）6. !3，湿盒内 #<=下

孵育 $. /78；(;, 缓冲液冲洗 6 /78 9 #；加入新鲜配

制的 ;)D( 2 *;@ 显色液，显微镜下观察显色 -6 E #.
/78；自来水冲洗，核快红复染；脱色、透明、中性树胶

封片! 以 (;, 代替 @A*B3 液设空白对照，阳性对照

用凋亡阳性片! 结果判定 "#$%&%’：光镜下每张切片在

4)) 组织中随机选取高倍视野计数 6.. 个细胞! 先

按阳性细胞百分率记分：阳性细胞!6F为 . 分，阳性

细胞数 5F E’6F为 - 分，阳性细胞数 ’5F E 6.F 为

’ 分，阳性细胞数 6-F E <6F 为 # 分，阳性细胞数 G
<6F为 $ 分! 其次，按染色强度计分，无染色 . 分，弱

染色 - 分，强染色 ’ 分! 最后将两项合并，得 . 分为

阴性（ H ），- E ’ 分为弱阳性（ I ），# E $ 分为阳性

（"），6 E 5 分为强阳性（#）! ()*+ 阳性染色为细

胞核出现棕黄色或棕褐色颗粒；凋亡阳性细胞为细胞

核内出现蓝紫色颗粒! 根据光镜下观察的显色反应，

采用双盲法，随机选择 6 个高倍镜视野，计数总细胞

数及染色阳性细胞数! 染色指数 G -.F 的切片为阳

性切片! 增殖指数（"J017KLJMN78O 78&LP，(D Q ()*+ 染

色阳性细胞数 2 总细胞数 9 -..F）及凋亡指数（M"0"R
N0N7% 78&LP，+D Q @A*B3 染色阳性细胞数 2 肿瘤细胞

数 9 -..F）!
统计学处理：使用 ,(,,! -. 统计软件! 表 - 资料

应用 SJTUVM1 WM117U 秩和检验进行分析，组间多重比

较用 W71%0P08 秩和检验进行分析! 两样本均数比较

采用 ! 检验! " X .! .6 认为具有统计学意义!

"# 结果

"$ !# %&’()("表达的测定# 在 4)) 细胞、癌旁细胞及

正常肝细胞中 "#$%&%’均主要定位于细胞质中，呈棕黄

色或黄色，胞核中也有棕黄色或黄色着色（图 -）! 在

肝癌组织、癌旁组织和正常肝组织 "#$%&%’的阳性表达

率分别为 Y-! $F，5<! $F，$.! .F ! SJTUVM1 WM117U 秩

和检验分析显示 "#$%&%’ 在不同组织中表达强度有统

计学意义（!’ Q ’<! 5CY，" Q .! ...）! 与正常肝组织比

较 "#$%&%’在癌组织中有过表达现象（" Q .! ..-），而

在癌旁组织中表达无统计学差异（" Q .! --6，表 -）!

+："#$ %&%’（"）；;：()*+（"）；)：凋亡!

图 -Z 4)) 中 "#$ %&%’，()*+，凋亡的表达Z ,( 9 $..

表 -Z "#$%&%’在不同肝组织部位的表达

组别 #
"#$%&%’表达

H I " #

4)) 组织 $< Y -- -C C

癌旁组织 $’ -$ ’< - .

正常肝组织 -. 5 $ . .

"$ "# *+,- 的测定# ()*+ 定位于细胞核，为棕黄

色或棕褐色颗粒（图 -）! 4)) 组织 (D 高于癌旁肝组

织［（#.! #$ [ $! $5）F $%（’<! YYF [6! YC）F］，有统

计学意义（" Q .! .’Y）!
"! &# 凋亡的测定# 凋亡细胞在 4)) 组织中呈散在

分布（ 图 -），4)) 组 织 中 +D 高 于 癌 旁 肝 组 织

［（Y! 5’ [ ’! ’Y）F $%（<! #Y [ ’! 5-）F］，有统计学意

义（" Q .! .-C）!
"$ ’# .++ 组织中 %&’ ()("蛋白表达与细胞增殖和凋

亡的 关 系 # "#$%&%’ 蛋 白 阳 性 组 (D 为（ $C! ’5 [
$! Y-）F，阴性表达组为（’#! .< [ $! -6）F ，有统计学

意义（ " Q .! .’-）! "#$%&%’ 蛋白阳性 组 +D（Y! <’ [
-! Y#）F，阴性表达组（Y! $# [ ’! 66）F，无统计学意

义（" Q .! 5#’）!

&# 讨论

4)) 的发生、发展与细胞增殖、凋亡失衡密切相

关! 在细胞周期中，()*+ 是 , 期 ?*+ 复制的必需物

质，参与 ?*+ 合成并在细胞周期中起着主要的调控
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作用［!］；许多学者采用免疫组化技术对多种肿瘤进

行研究，结果表明在生长迅速的肿瘤组织中，"#$%
均呈阳性反应［&］，"#$% 作为评价细胞增殖状态的有

效指标，已被广泛应用于肿瘤的研究［’］( )’*+,+& 蛋白

是 +,+& 基因编码的 !- 为 ’* . !/’ 的周期蛋白依赖

性激酶，在细胞周期调控中起着 0&!1 期转移的作

用( 周期检查点是细胞周期调控中确保周期演进按

序进行的控制点［*］，在 0& 后期，周期素 2 与 )’*+,+&

结合，形成有丝分裂促进子（1"3）的主要组份，再由

一些磷酸酶和激酶作用，使其激活，促进细胞进入 1
期( 在恶性分裂细胞中过表达的 )’*+,+& 与 #4+567 2
形成 过 多 的 1"3，并 在 活 性 和 功 能 异 常 的 8995 :
16;5，#%< 和 #=#&># 的作用下，形成不成熟的 #4+?
567 2 : )’*+,+& : #=#&># 的自动连锁式反馈环，触发并

通过恶性细胞有缺陷的 0& : 1 期检测点而引发核内

重要蛋白结构的改变并进入 1 期，使遗传不稳定性

固定在增殖的细胞中［>］( 本研究中，@## 组织中 "A
高于癌旁肝组织，)’*+,+& 在癌组织过表达，在癌旁组

织中增强表达( 而且 )’*+,+& 阳性表达组的 "A 较阴性

表达组的明显增高，说明 @## 中，细胞合成与分裂均

高于癌旁肝组织，"#$%，)’*+,+& 可作为反映 @## 细

胞分裂增殖能力的有效指标［B C D］(
本研究中，凋亡细胞在 @## 组织中呈散在分布，

@## 组织中 %A 高于癌旁肝组织，表明在细胞增殖的

同时，细胞凋亡也在增加，由于增殖比例超过凋亡比

例，因此，肿瘤仍继续增长( EFGFGHIH 等［J］的研究也

发现在肝癌发生发展过程中细胞 "A 与 %A 逐渐升高

并呈正 相 关( 在 正 常 细 胞 周 期 0& : 1 期 转 移 中，

)’*+,+&激活起动核膜溶解，核纤层磷酸化和解聚，并

促进染色质浓缩［K］( 通过未成熟 )’*+,+&的激活，起动

夭折的有丝分裂是某种凋亡的机制( 喜树碱（#"L）

引起 @MB/ 细胞 =$% 损伤，而诱导细胞凋亡，细胞发

生凋亡时其 )’*+,+& 的活性明显增高且其表达的量并

无变化，细胞周期分析表明细胞处于 N 期内发生凋亡

时，调控周期的其它激酶的活性并无增高，认为 @MB/
细胞在 )’*+,+& 不适当时候被激活引起凋亡发生［!/］(
本研究中，)’*+,+& 蛋白阳性组 %A 与阴性表达组无统

计学差异( 可能 )’*+,+&并不是所有凋亡所必须，可能

只是在某些种类细胞凋亡中起用( 与 1F-I67 等［K］研

究相同(
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许福明

·消息·P 《第四军医大学学报》荣获第五届中国百种杰出学术期刊

P P &//B 年 !/ 月 &D 日中国科技论文统计发布会消息：《第四军医大学学报》荣获第五届中国百种杰出学术期刊，在医学大学学

报类中是唯一的( &//B 年版中国科技期刊引证报告（核心版）表明，《第四军医大学学报》影响因子（/( *JJ）和总被引频次（&!’&）

均居同类期刊前列(
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