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Abstract:Objective　Toinvesti gatetheex pressionof p16andc yclinD 1 proteinin peripheralbloodofbladder

cancer. Methods　p16andc yclinD 1 proteinweredeterminedwithflowc ytometr yin47casesbladdercancer

and20casesnormalcontrol. Results　Thelevelsof p16were (2.48 ±0.91 ) %incancer groupand (7.49 ±

5.22 ) %incontrol group.Whilethelevelsofc yclinD 1 were (12.48 ±9.27 ) %and (0.66 ±0.5 ) %.Mean

valueof p16inthecancerswerelowerthanthatinthecontrols ( P < 0.01 ) ,butc yclinD 1 hadhi ghex pression

inthecancers. Conclusionp16andc yclinD 1 expressioninhuman peripheralbloodmonoc ytesma ybeusedas

anindexofsurveillanceandscreenin gforcancerhi ghrisk population.
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摘　要 :目的　研究膀胱肿瘤患者外周血中淋巴细胞 p16 和 cyclinD 1 的表达及其临床意义。方法　应

用 FCM检测 47例膀胱癌及 20例对照组的外周血淋巴细胞中 p16 和 cyclinD 1 的表达。结果　膀胱癌

患者 p16 和 cyclinD 1 基因蛋白的平均表达率分别为 (2.48 ±0.91 ) %、(12.48 ±9.27 ) %与正常人群的表

达率 (7.49 ±5.22 ) %、(0.66 ±0.5 ) %比较有显著差异 ( P < 0.01 ) ;治愈 37例中 p16 和 cyclinD 1 的表达

率正常 ,而复发者 p16 和 cyclinD 1 无一例在正常值以内。结论　外周血淋巴细胞 p16 和 cyclinD 1 的异

常表达与荷瘤状况有密切关系 ,有望为分子诊断与筛选提供依据 ,并可作为膀胱癌复发的监测指标。
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0　引言

p16 基因是位于人染色体 9P21的抑癌基因 ,基

因编码的 p16 蛋白作用于 G1期参与对节点的调控 ,

阻止因 cyclinD 和 CDK4、CDK6 结合导致 Rb 蛋白

磷酸化 ,从而干扰细胞周期从 G1 期进入 S期 ,以往

研究多侧重于肿瘤细胞或组织中 p16 和 cyclinD 1

的改变 ,本文报道膀胱肿瘤患者外周血中淋巴细胞

p16 和 cyclinD 1的表达 ,并探讨其临床意义。

1　材料与方法

1.1 　标本来源　标本为临床膀胱癌患者肝素抗凝

血。男性 28 例、女性 19 例 ;年龄 47～79 岁 ,平均

58岁。按 WHO 和 UICC 评定标准 :肿瘤 G1 期 18

例、G2期 16例、G3期 13例 ;P Tis 3例、PTa 10 例、PT2

19例、PT3～4 15例 ,术后 3月复发 10 例。正常人对

照组 20例。

1.2 　方法　使用鼠抗人 p16 和 cyclinD 1 单克隆抗

体直标法进行流式细胞仪 ( FCM)检测。1ml 抗凝外

周血用国产淋巴细胞分层液分离人抗凝血外周血中

单个核细胞 ,PBS 洗涤 ,洗涤后用 70% 酒精固定过

液。离心去除乙醇 ,用 PBS洗涤 ,调节细胞浓度为 1

×106/ml, 按试剂说明书加入鼠抗人 p16 和 cyclin

D1单抗 (晶美公司产品) ,并设同型阴性对照管 ,暗

处反应 30min,PBS 洗涤后上机。流式细胞仪为美

国BD公司 FacsCalibur 。15mW 氩离子激光 ,激光

波长 488nm。用 cellguest 软件自动取 104 个细胞/

样品并分析结果 ,记录 p16、cyclinD 1 细胞阳性百分

率。

1.3 　统计学处理　计数资料用χ2 检验 ,计量资料

用 t 检验。

2　结果

2.1 　外周血淋巴细胞 p16 和 cyclinD 1 基因蛋白的

表达　肿瘤组 p16 基因蛋白的平均表达率为 (2.48

±0.91 ) %与正常人 p16 平均表达率 ( 7.49 ±
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5.22 ) %相比有显著差异 ( P < 0.01 ) ,cyclinD 1 蛋白

表达率为 (12.48 ±9.27 ) %, 与正常人群 cyclinD 1

表达率 ( 0.66 ±0.5 ) %相比亦有显著差异 ( P <

0.01 ) 。肿瘤组中 40 例 p16 表达低于正常人群 ,占

受检者85.1% ,而 cyclinD 1 的高表达占受检者的

80.8% ;p16 和 cyclinD 1 表达均异常病例为 36 例 ,

占受检者76.6% 。

2.2 　治疗后外周血淋巴细胞中 p16 和 cyclinD 1 表

达　在无复发 37例中 ,p16 和 cyclinD 1平均表达率

分别为 (7.35 ±5.40 ) %、(0.71 ±0.42 ) %,与正常对

照比较无差异 ( P > 0.05 ) ;10 例复发者 p16 和 cy2
clinD 1 表达率分别为 (1.32 ±0.98 ) %、(14.27 ±

10.11 ) %,无一例 p16 和 cyclinD 1同时表达正常。

3　讨论

目前研究发现肿瘤抑制基因有十几种 ,诸如

p16、p53、p15、Rb 基因等。在多种组织来源的肿瘤

细胞中往往可以检测到同一肿瘤抑制基因的突变、

缺失或表达异常 ,说明其有相同的抑瘤或致瘤途径 ,

且最终都归结为对细胞周期的调控[1] 。细胞周期

是细胞生命活动的基本过程 ,细胞周期调控异常与

肿瘤的发生有密切关系 ,只有 p16 和 cyclinD 1 蛋白

保持正负调节平衡 ,才能协调细胞的正常分化和增

殖。Kamb[2]报告原发膀胱癌和膀胱癌细胞株 p16

基因变异率为 56%, 包括基因突变和纯合缺失 ;国

内研究发现膀胱癌组织中 p16 阳性率明显低于正常

粘膜 ,并随着恶性程度增加和临床分期的进展呈下

降趋势[3,4] 。我们先期研究亦表明 p16 失活和 cy2
clinD 1基因过表达与膀胱移行细胞癌的恶性程度、

肿瘤浸润及预后有密切关系 ,并证实 p16 基因失活

和 cyclinD 1基因过表达在膀胱癌发展中的协同作

用[5] 。本文在对膀胱癌组织研究的基础上 ,进一步

探讨人膀胱癌外周血淋巴细胞的 p16 和 cyclinD 1

的表达情况及其临床意义。结果发现 :膀胱癌患者

外周血淋巴细胞 p16 和 cyclinD 1 基因蛋白的表达

情况与组织中的表达水平一致 ,p16 的低表达率为

85.1% ,而 cyclinD 1 的高表达率为80.8% ;经手术

治疗后 ,37 例未复发者中 ,p16 和 cyclinD 1 表达无

一例在正常值以内 ,推测外周血淋巴细胞 p16 和 cy2

clinD 1的异常表达与患者荷瘤状态极其相关 ,并提

示 p16 和 cyclinD 1 的异常表达可能是膀胱癌发生

发展的较早期信息 ,有望成为分子诊断与筛选的有

效指标。

外周血淋巴细胞的遗传特性何以与膀胱癌组织

这般一致 ,推测的机理有二 :其一 ,外周血中 p16 和

cyclinD 1的异常表达 ,说明受检者自身细胞周期调

控异常 ,DNA 修复能力下降 ,去除突变细胞的能力

下降 ,此时其体内已具备一定量的 p16 突变细胞 ,这

部分细胞潜伏着向肿瘤细胞演进的危险 ,在外界理

化因素刺激及体内其它癌基因激活或抑癌基因失活

的相互作用下 ,它们就有可能进入肿瘤的启动阶

段[6] ;另一种可能机制是外周血淋巴细胞接受到受

体基因突变的遗传信息。淋巴细胞对肿瘤细胞有较

强的防御功能和监视功能 ,一方面肿瘤抗原可能刺

激淋巴细胞使其产生免疫反应从而杀伤肿瘤细胞 ;

另一方面淋巴细胞通过对抗原信息的提呈和处理 ,

获得肿瘤细胞的生物遗传信息。淋巴细胞产生的免

疫球蛋白类物质通过作用于癌基因 ,抑癌基因直接

或间接影响肿瘤的发生、发生过程 ,癌基因、抑癌基

因的突变引起的细胞抗原信息的变化必定为淋巴细

胞所捕捉。p16 和 cyclinD 1基因突变所影起的细胞

遗传学特性的改变同样会呈递给过客淋巴细胞。以

上思考仅是一些假说 ,仍有待进一步研究。
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