
·研究原著· 文章编号: 100022790 (2000) 0320350204

Cycl in D 1, p16在卵巢上皮性癌发生过程中的表达及相关性

王　健,辛晓燕,陈必良,王德堂, 穆润华,刘淑娟,郑维国　 (第四军医大学西京医院妇产科, 陕西 西安 710033)

关键词: p 16; Cyclin D 1; 表达; 卵巢肿瘤; 免疫组织化学; 癌

变过程

中图号: R 737. 31　　　文献标识码: A

摘　要: 目的　研究Cyclin D 1, p 16在卵巢上皮性癌发生过

程中的表达及相关性. 方法　采用免疫组织化学 SABC 法检

测卵巢上皮性癌,交界性、良性卵巢肿瘤及正常卵巢组织Cy2
clin D 1, p 16的表达. 结果　Cyclin D 1 表达具有明显趋势性,

恶性肿瘤组最高 (49ö84, 58. 3% ) , 随病情进展 (正常卵巢组

织2良性肿瘤2交界性肿瘤2上皮性癌) ,表达呈上升趋势 (分别

为 10. 0% ; 26. 1% ; 45. 0% ; 58. 3% ) ,恶性肿瘤组与良性肿瘤

组及正常卵巢组织间比较差异显著 (P < 0. 05). p 16 蛋白表

达随病变发展表达率升高,正常卵巢组织组 10. 0% (1ö10) ,良

性肿瘤组 17. 4% (4ö23) ,交界性肿瘤组 45. 0% (9ö20)及恶性

肿瘤组 65. 5% (55ö84) ,恶性肿瘤组与良性肿瘤组及正常卵巢

组织组间比较有显著差异 (P < 0. 01). Cyclin D 1 与 p 16在卵

巢上皮性肿瘤中的表达具有显著正相关关系 (P < 0. 01, r=

0. 50031). 结论　Cyclin D 1 和 p 16在卵巢上皮性肿瘤癌变过

程中,两者表达水平的相关性反映了癌基因与抑癌基因相互

拮抗、抑制的机制.
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Abstract: A IM 　To invest igate the exp ression of Cyclin D 1

and p 16 in the carcinogenesis of common ep ithelia l ovarian tu2
mo rs and to study the co rrela t ion of cell2cycle regu lato rs be2
tw een Cyclin D 1 and p 16. M ETHOD S　By using imm unoh is2
tochem ical m ethod SABC, Cyclin D 1 and p 16 w ere exam ined

in differen t ovarian tumo rs and no rm al ovarian t issues. RE2
SUL TS　T he resu lts show ed that the po sit ive imm uno stain2
ing rate fo r Cyclin D 1 p ro tein ranked the h ighest in common

ep ithelia l ovarian cancers and decreased w ith in the descend2
ing o rder from cancer’s group to bo rderline’s group , to

ben ign’s group and to no rm al ovary ( 58. 3% , 45. 0% ,

26. 1% and 10. 0% respect ively P < 0. 01). T he po sit ive im 2
m uno stain ing of p 16 increased in the ascending o rder from

no rm al ovary to common ep ithelia l ovarian cancers and the

exp ression rates w ere 10. 0% , 17. 4% , 45. 0% and 65. 5%

respect ively. T here w as a sign ifican t difference betw een the

m alignan t, ben ign and no rm al t issues. T here w as an obvious

po sit ive co rrela t ion betw een the exp ression level of Cyclin D 1

and p 16. CONCL USION　T he resu lts suggest that Cyclin D 1

and p 16 p lay an impo rtan t ro le in the carcinogensis of com 2
mon ep ithelia l ovarian cancers. T he co rrela t ion betw een Cy2
clin D 1 and p 16 exp ression show s the feedback m echan ism of

cell cycle regu lat ion.

0　引言
肿瘤的发生、发展机制错综复杂,但无论何种原

因造成的细胞恶性转化,其最终表现均为细胞周期调

控机制紊乱、分化受阻. 与细胞周期调节有关的癌基

因及抑癌基因表达异常见于人类多种恶性肿瘤[ 1 ].

多种癌基因、抑癌基因表达异常或失衡导致细胞增殖

周期调控障碍在肿瘤发生发展及转归上起关键性作

用. 我们用免疫组织化学方法检测卵巢上皮性肿瘤

Cyclin D 1和p 16表达,以探讨二者在卵巢上皮性癌发

生发展中的作用及相关性.

1　对象和方法
1. 1　对象　1988ö1997年在我院住院手术的原发性

卵巢上皮性恶性肿瘤 84例,平均年龄 53. 4 (21～ 76)

岁. 其中浆液性癌 43 例,粘液性癌 17 例,宫内膜样
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癌 16例,其他上皮性癌 8例. 根据术中探查结果,按

F IGO 临床分期分É , Ê , Ë及Ì期,分别为 12, 15, 36

和 21例. 术中获取原发性卵巢上皮性癌新鲜标本,

当即用 100 mL·L - 1福尔马林液浸泡固定 6 h,石蜡

包埋, 常规病理学检查证实诊断. 按B roder 病理分

级法分级,其中É 级 15 例, Ê 级 22 例, Ë 级 31 例,

Ì级 16例. 标本取材前患者均未经过化疗. 同期设

正常卵巢组织对照 10 例, 良性卵巢上皮性肿瘤 23

例;交界性卵巢上皮性肿瘤 20例,标本处置相同.

1. 2　方法　石蜡组织连续切片 4 Λm 厚, 常规脱蜡

至水. 采用 SABC 法测定Cyclin D 1, p 16的表达. 抗

Cyclin D 1 mA b (美国 ZYM ED L abo ra to ries, Inc)的

工作浓度 1∶100,兔抗 p 16 多克隆抗体 (美国 San ta

C ruz B io techno logy, Inc)的工作浓度 1∶50,生物素

化mA b 和 SABC 试剂 (武汉博士德公司)的工作浓

度均为 1∶100和 1∶100. 方法如下: 石蜡切片经抗

原修复后,在两套切片上分别滴加 1∶100 抗 Cyclin

D 1 或 1∶50抗 p 16抗体, 4℃过夜,次日滴加 1∶100

生物素标记的山羊抗小鼠ö兔 IgG 及 H IGH 2SABC,

DAB 显色, 苏木精复染. 以不加一抗的组织切片作

阴性对照,以已知阳性反应片作阳性对照. 阳性结果

判断: Cyclin D 1 组织切片细胞核内出现棕色颗粒时

即为阳性细胞, p 16主要在胞膜、胞质,甚或在细胞核

中出现棕黄色颗粒为阳性. 根据阳性细胞数的多少

分为: < 25%为+ ; 25%～ 50%为6 ; > 50%为7 ; 不

着色则为阴性. 记录统计观察结果.

统计学处理:各组间比较用 K ru skalW allis秩和

检验. 不同临床分期、组织细胞分化程度、组织类型

Cyclin D 1, p 16 表达比较用 ς2 (Ch i2Square) 检验.

Spearm en 等级相关检验. 统计学处理软件 SA S Sys2
tem 6. 11版.

2　结果
2. 1　Cycl in D 1 在正常卵巢组织和卵巢上皮性肿瘤

中的表达　多均数 K ru skal W allis 秩和检验 H =

15. 281, P = 0. 0016. N em enyi法组间两两比较, 恶

性肿瘤组与良性肿瘤组 (P = 0. 0337)及正常卵巢组

织 (P = 0. 0333)组间存在明显差异 (P < 0. 05, T ab

1). 其他组间差异不显著 (P > 0. 05).

2. 2　p16在正常卵巢组织和卵巢上皮性肿瘤中的表

达　多均数秩和检验 ( K ru ska l W allis 法) H =

26. 389, P = 0. 0000. N em enyi法组间两两比较恶性

肿瘤组与良性肿瘤组及正常卵巢组织存在显著差异

(P < 0. 01, T ab 2) ,而交界性肿瘤与其他组间比较,

p 16表达无显著性差异.

表 1　Cyclin D 1在正常卵巢组织和卵巢上皮性肿瘤中的表达

T ab 1　Comparison of Cyclin D 1 exp ression among ovarian

t issue and differen t k inds of common ep ithelia l ovarian tu2
mo rs

Group n
Imm uno stain ing fo r Cyclin D 1

- + 6 7

Po sit ive rate (% )

(+～ 7 )

N o rm al 10 9 1 0 0 10. 1

Benign 23 17 4 2 0 26. 1

Bo rderline 20 11 5 3 1 45. 0

M alignant 84 35 21 19 9 58. 3a

aP < 0. 05 vs no rm al and benign.

表 2　p 16在正常卵巢组织和卵巢上皮性肿瘤中的表达

T ab 2　Comparison of p 16 exp ression among ovarian t iu sse

and differen t k inds of common ep ithelia l ovarian tumo rs

Group n
Imm uno stain ing fo r p16

- + 6 7

Po sit ive rate (% )

(+～ 7 )

N o rm al 10 9 1 0 0 10. 0

Benign 23 19 3 1 0 17. 4

Bo rderline 20 11 5 3 1 45. 0

M alignant 84 29 20 19 16 65. 5b

bP < 0. 01 vs no rm al and benign.

2. 3　卵巢上皮性癌Cycl in D 1 与 p16表达的相关性

分析　在卵巢上皮性癌中 Cyclin D 1, p 16 表达具有

明显的趋势性和一致性. 从正常卵巢组织、良性肿

瘤、交界性肿瘤至恶性肿瘤依次上升,恶性肿瘤与正

常卵巢组织、良性肿瘤的表达率间均存在显著差异

(P < 0. 01). 交界性肿瘤阳性表达率介于良恶性之

间,但统计处理差异不显著. 经 Spearm an 等级相处

理, Cyclin D 1 与 p 16 表达间呈显著正相关关系 r=

0. 50031, D unn 法校正后 P = 0. 0011.

2. 4　卵巢上皮性癌 Cycl in D 1 与 p16 表达　见 F ig

1, 2.

3　讨论
Cyclin D 1 是细胞周期蛋白家族中的重要成员,

与肿瘤间的关系较明确,已被称为原癌基因. 在细胞

增殖周期中, Cyclin D 1 作为 G1→S 期时相转变调控

点 (R po in t)的重要调控因子, 对决定细胞进入 S 期

或是进入终末分化起着重要作用. 抑制Cyclin D 1 表

达或功能可以阻碍细胞进入 S 期. 现已证明 Cyclin

D 1的细胞周期调节作用是与 R b 蛋白密切相关, Cy2
clin D 1 可以直接与R b 结合并使之灭活, pR b 失活或

Cyclin D 1 的高表达可促使细胞生长调控失控, Cyclin
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D 1 起到 pR b 灭活生理性中介作用. Cyclin D 1 的过

量还可导致细胞对生长因子依赖性下降,以致发生肿

瘤[ 2 ]. 许多人类肿瘤组织均发现有Cyclin D 1 染色体

11q13区域的基因扩增和Cyclin D 1 基因的过表达,如

乳腺癌、食管癌及子宫肿瘤等[ 3- 5 ]. 并且与肿瘤的浸

润、淋巴结转移、肿瘤分期及预后等临床病理参数显

著相关. 现有的研究表明, Cyclin D 1 的过表达在肿

瘤发生发展上具有重要意义: ①Cyclin D 1 的过表达

与肿瘤的组织学类型有关; ②与肿瘤的分化程度有

关; ③与肿瘤患者的预后有关,所以可作为病理学诊

断的佐证以及判断病情、预后的指标[ 3, 6, 7 ]. 本实验研

究中,卵巢上皮性肿瘤Cyclin D 1 的表达表现出明显

的趋势性, 即恶性组最高 ( 58. 3% ) , 交界性组

( 45. 0% )、良性组 (26. 1% ) ,正常卵巢组织 (10. 0% )

依次减低. 多均数秩和检验P = 0. 0016. N em enyi法

组间比较恶性组与良性组及正常卵巢组织组 Cyclin

D 1 表达存在显著差异 (P < 0. 05). 交界性肿瘤细胞

分化程度介于恶性与良性之间, Cyclin D 1 表达水平

亦是如此,从另一侧面证明Cyclin D 1 的表达水平与

肿瘤的恶性分化程度相关. 以上结果支持Cyclin D 1

作为原癌基因参与细胞周期代谢及调控的理论.

图 1　浆液性卵巢上皮性癌 p 16表达

F ig 1　Exp ression of p 16 in ovarian serous cystadenocarcinom a　SABC　×400

图 2　粘液性卵巢上皮性癌 cyclin D 1 表达

F ig 2　Exp ression of cyclin D 1 in ovarian m ucinous cystadenocarcinom a　SABC　×400

　　卵巢癌 p 16基因及蛋白的研究各家报道结果不

一,甚至截然相反. ①认为 p 16基因及蛋白具有抑癌

作用,其异常与肿瘤发生发展有关: Ich ikaw a 等[ 8 ]研

究不同分期和不同组织类型原发性卵巢癌中 p 16基

因失活情况,发现在晚期卵巢癌中 p 16基因失活明显

高于早期卵巢癌,因此推测 p 16失活可能与晚期肿瘤

的进展有关. Fu jita 等[ 9 ]用 R T 2PCR 和免疫组化的

方法检测卵巢上皮性癌冰冻组织 p 16,其中 p 16 m R 2
NA 与 p 16 蛋白的低阳性率与肿瘤期别早晚相关.

M ilde等[ 10 ]用免疫组化检测不同病理类型的 94例原

发性卵巢癌p 16蛋白的表达,认为p 16异常与肿瘤组

织类型有关. ②认为 p 16 在卵巢癌中的基因异常罕

见,或少数异常不能反映 p 16与卵巢癌的关系,或是

对基因改变类型产生争论: Sh ih 等[ 11 ]及 Schuyer

等[ 12 ]的研究表明在卵巢上皮性肿瘤中 p 16基因突变

罕见, 认为 p 16 在该类肿瘤中的作用甚微或意义不

清,不能作为判断预后的指标. M arch in i等[ 13 ]在 42

例原发性卵巢癌中用 PCR 方法扩增 p 16 exon 1 和

2,未发现缺失和重排. 用 PCR 2SSCP 对半数以上的

肿瘤进行分析,未发现突变基因. ③认为 p 16在恶性

肿瘤中的表达反较交界性、良性及正常组织增高:

Dong 等[ 14 ]研究了 159 例恶性、31 例良性卵巢肿瘤

p 16蛋白表达发现, F IGO 分期越高分化越差的肿瘤

p 16蛋白呈高表达,且与肿瘤病程进展及不良预后有

关. 本实验结果与Dong 的报道相似. 卵巢上皮性肿

瘤 p 16蛋白表达:恶性组 (65. 5% )明显高于交界性组

( 45. 0% ) , 良性组 ( 17. 4% ) 及正常卵巢组织

(10. 0% ) ,秩和检验 P = 0. 0000;随临床分期、病理分

级的增加, p 16蛋白阳性表达率增高.

卵巢上皮性癌 p 16蛋白高表达可通过细胞周期

调控耒加以解释. 从细胞周期调控角度来讲,肿瘤细

胞的恶性增殖实际上是一系列癌基因、抑癌基因共同

作用的结果. p 16 作为第一个最直接抑制肿瘤发生

的细胞固有成分,其主要功能是与Cyclin D 1 竞争,特

异性地与CD K4, Cyclin D 12CD K4 复合物结合,直接

抑制CD K4 活性,阻止细胞 G1→S 期的转变和DNA

合成启动,从而发挥对细胞周期的负性作用. 我们认

为卵巢上皮性癌 p 16蛋白高表达可能是细胞周期调
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控反馈作用的结果,在肿瘤发生上可能属晚发事件.

已有实验证明当肿瘤组织中 R b 基因缺失或突变导

致 R b 失活,可使 p 16 表达水平上升, 其作用是抑制

因反馈作用而升高的 CD K4. 而 p 16与Cyclin D 1 在

细胞周期 G1→S 调控点调控中也存在某种量的平衡

关系. 当 Cyclin D 1 表达水平增高时, 为了抑制 Cy2
clin D 1 与CD K4 结合对细胞增殖的正性作用, p 16蛋

白表达代偿性增加. p 16 在卵巢上皮性癌中高表达

的发生机制尚需结合细胞周期调控理论与其他癌基

因、抑癌基因的表达改变综合分析,可能会得出更为

科学的结论.

Cyclin D 1 和 p 16在R b 上游分别对其磷酸化起

正、负调控作用,竟争性地与CD K 结合,激活或抑制

CD K 激酶活性. 近期有学者认为, 只有癌基因产物

过量和肿瘤抑制基因产物缺失或失活同时发生,细胞

才能发生转化,导致肿瘤[ 15 ]. 有研究表明, p 16 的缺

失与Cyclin D 1 的过量在多种肿瘤细胞中共同存在,

提示这两种异常相联合使肿瘤细胞获得更大的生长

优势.

本实验中发现, p 16 与 Cyclin D 1 的表达呈明显

的正相关关系,即随 Cyclin D 1 表达水平的增高, p 16

的表达水平也相应上升. 其结果似与上述观点矛盾.

但是有研究表明,当向 Cyclin D 1 过表达的N IH 3T 3

或胶质瘤细胞导入p 16表达载体使p 16蛋白过表达,

却不能造成细胞的生长抑制[ 16 ] ,而将抗Cyclin D 1 抗

体和 p 16蛋白共同注射至正常的成纤维细胞比单独

注射上述两种蛋白造成的生长抑制更明显[ 17 ]. 说明

Cyclin D 1 和 p 16在细胞周期调控中需要有一个量的

平衡,如果 Cyclin D 1 在与 p 16竞争与 CD K4 结合中

占优势,则细胞增殖加速,反之,细胞增殖受抑制.

所以我们认为从细胞周期调控角度可以解释为

什么卵巢恶性上皮性肿瘤Cyclin D 1 和p 16表达同时

增高,并呈正相关关系,其可能的解释: Cyclin D 1 的

基因扩增或过度表达是细胞转化和维持细胞转化表

型所必需的, 并且与其他基因或基因产物异常相配

合,是癌变早期的分子事件之一[ 18 ]. p 16基因过表达

是较晚的分子事件,是在 Cyclin D 1 过表达的基础上

的一种代偿性行为,也是细胞周期调控正、负因子协

同、平衡的结果. p 16基因过表达在卵巢上皮性肿瘤

的发生发展可能不是重要角色.
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