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　　摘　要 :目的　探讨 p21 WAF1、细胞周期蛋白 D1 (cyclinD1 )和 pRb 在膀胱移行细胞癌 (BTCC )中的表达

及相互关系和其意义。方法　应用免疫组织化学 SP法检测 57 例 BTCC 患者癌组织中 p21 WAF1、CyclinD1

和 pRb 的蛋白表达。结果 　p21 WAF1、cyclinD1 和 pRb 的阳性表达率分别为 36.8% 、49.1% 和 45.6%,

p21 WAF1随病理分级升高阳性率显著下降 ,cyclinD1 和 pRb 的表达与 BTCC 的病理分级、临床分期和有无转

移均相关 ,p21 WAF1与 pRb 的表达呈负相关 ,cyclinD1 和 pRb 的表达呈正相关 ,而 p21 WAF1与 cyclinD1 的表达

无关。结论 　p21 WAF1/c yclinD1/ pRb 通路异常与 BTCC 的发生发展密切相关 ,p21 WAF1的改变可能为癌变

的早期事件 ,联合检测 p21 WAF1、cyclinD1 和 pRb 可较准确地评价 BTCC 的生物学特性 ,估计预后 ,指导治

疗。
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　　Abstract:Objective　Toinvesti gatetheex pressionandtheirsi gnificanceof p21 WAF1 ,cyclinD1and pRbin

humanbladdertransitionalcellcarcinoma (BTCC ) ,andtherelationshi psamon gthethree proteins. Methods　

Immunohistochemistr ywasa ppliedtodetecttheex pressionof p21 WAF1 ,cyclinD1and pRbin57casesofBTCC.

Results　Positiveratesof p21 WAF1 ,cyclinD1and pRbin57casesofBTCCwere36.8%,49.1%,45.6%,re 2
spectively. p21 WAF1 geneex pressionwasrelatedtothetumor grade ( P <0.005 ) ,c yclinD1and pRb geneex 2
pressionswererelatedtothetumor grade,clinicsta geandmetastasis ( P <0.05 ) , p21 WAF1 geneex pressionwas

negtivelyrelatedto pRb geneex pression ( P <0.005,Ka ppa=-0.401 ) ,andc yclinD1 geneex pressionwas

positivelyrelatedto pRb geneex pression ( P <0.01,Ka ppa=0.367 ) ,while p21 WAF1 geneex pressionwasnotre 2
latedtoc yclinD1 geneex pression ( P >0.05 ) . Conclusion　Alterationinatleastoneofthree genesmi ghtbere 2
quiredformostBTCCoccerenceanddevele pment.Lossofthe p21 WAF1 proteinma ybeanearl yeventintumori 2
genesis.Theanal ysisofmulti ple genesaremorevaluableinevaluatin gthebiolo gicalcharacterofBTCC.

　　Keywords: 　Bladderneu plasms;Cellc ycle proteins;Immunohistochemistr y

　　细胞的正常生长依赖于细胞周期中各种调节因

子的平衡调控 ,任何一种调控因子的异常改变均可导

致细胞异常增殖 ,诱发肿瘤。p21 WAF1/c yclinD1/ pRb

通路异常在许多肿瘤癌变中起重要作用 ,但在 BTCC

中鲜有报道 ,为检测上述基因在BTCC 中的表达及相

互关系和意义 ,我们用免疫组织化学 SP 法对 57 例

BTCC 患者进行了研究。

1　材料和方法

　　本组 57例BTCC 取自我院 1998 年至 2000 年住

院手术患者手术或活检石蜡包埋组织标本 ,其中男性

42例 ,女性 15 例 ,年龄 29～82 岁 ,平均年龄 60.7

岁 ,原发 43 例 ,复发 14 例 ,病理分级按 WHO 标准 ,

G112 例 ,G230 例 ,G315 例 ;临床分期按 UICC 的

TNM 标准 ,浅表性肿瘤 Tis～T1期 30 例 ,浸润性肿

瘤 T2～T4期 27 例 ;有淋巴结转移及远处转移者 11

例 ,无转移者 46例 ,另取 10 例正常膀胱粘膜标本做

对照。

　　鼠抗人 p21 WAF1蛋白单克隆抗体 ,鼠抗人 cyclin

D1蛋白单克隆抗体和鼠抗人 pRb 单克隆抗体浓缩
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液均购自北京中山生物技术有限公司 ,工作浓度分别

为 1:30 、1:50 、和 1:50 的 PBS稀释液 ,SP29002 试剂

盒也购自北京中山公司。

　　采用免疫组化 SP 法 ,4μm 厚石蜡切片脱蜡至

水 ,3%过氧化氢孵育 10min 消除内源性过氧化物酶

的活性 ,蒸馏水冲洗 ,PBS 浸泡 5min, 微波修复抗原 ,

依次滴加羊血清封闭液、一抗、二抗、三抗 ,每步间

PBS冲洗 5min ×3次 ,DAB 显色 ,苏木素复染 ,中性

树胶封片。阴性对照 PBS代替一抗 ,阳性对照北京

中山公司提供。

　　结果判断以细胞核出现棕黄色或棕褐色颗粒为

阳性 ,采用双盲法计数 10个高倍视野 ,据阳性细胞所

占比例分四个等级 :阴性为阳性细胞数 <10%, 弱阳

性为阳性细胞数 10%～25%, 中等阳性为阳性细胞

数 26%～50%, 强阳性为阳性细胞数 >50% 。

　　统计方法采用χ2检验 (SAS统计软件) 。

2　结果

　　本组 57 例 BTCC 中 ,p21 WAF1、cyclinD1 和 pRb

表达的总阳性率分别为 36.8% 、49.1% 和 45.6%, 与

正常膀胱粘膜相比均有显著差异 ( P <0.05 ) 。

p21 WAF1、cyclinD1 和 pRb 的表达与 BTCC 的病理分

级、临床分期和有无转移的关系见表 1。由表 2 可

见 :p21 WAF1与 pRb 的表达呈负相关 ( P <0.005,Ka p2
pa= 20.401 ) ,cyclinD1 与 pRb 的表达呈正相关 ( P <

0.01,Ka ppa=0.367 ) ,而 p21 WAF1与 cyclinD1 的表达

无关 ( P >0.05 ) 。

　　　　表 1 p21 WAF1、cyclinD1 、pRb 的表达与 BTCC生物学特性的关系

项目 总例数 p21 WAF1阳性 cyclinD1 阳性 pRb 阳性

例数 ( %) χ2 例数 ( %) χ2 例数 ( %) χ2

病理分级

G1 12 8 (66.7 ) 2 (16.7 ) 3 (25.0 )

G2 30 11 (36.7 ) 8.09 17 (56.7 ) 6.43 13 (43.3 ) 4.85

G3 15 2 (13.3 ) 9 (60.0 ) 10 (66.7 )

临床分期

Tis～T1 30 13 (43.3 ) 11 (36.7 ) 10 (33.3 )

T2～T4 27 8 (29.9 )
1.15

17 (63.0 )
3.93

16 (59.3 ) 3.85

转　移

有 11 3 (27.3 ) 9 (81.8 ) 8 (72.7 )

无 46 18 (39.1 )
0.54

19 (41.3 )
5.83

18 (39.1 ) 4.04

　　　　表 2BTCC 中 p21 WAF1、cyclinD1、pRb 表达之间的关系

指标组合 表达相同 (例) 表达不同 (例) χ2 P Kappa

+/+ -/- +/- -/+

p21 WAF1/c yclinD1 12 20 9 16 0.86 >0 .05 0.119

cyclinD1 / pRb 18 21 10 8 7.73 <0 .01 0.367

p21 WAF1/ pRb 4 14 17 22 9.46 <0 .005 20.401

3　讨论

　　G1期到 S期的调控是细胞周期的关键调控点 ,

pRb 是核心。p21 WAF1属细胞周期蛋白依赖性激酶抑

制剂 (CKI)家族 ,能与细胞周期蛋白2细胞周期蛋白
依赖性激酶复合物 (cyclins2CDKs)结合 ,抑制其活性 ,

阻止 pRb 磷酸化 ,使细胞周期停止于 G1期 ,利于细

胞损伤的修复[1] 。本研究证实 BTCC 中 p21 WAF1、cy2
clinD1 和 pRb 均有表达异常。p21 WAF1表达缺失多

见于低分化肿瘤 ,随着病理分级的升高阳性率明显下

降 ( P <0.005 ) ,且与临床分期、有无转移无关 ,提示

p21 WAF1的改变可能为肿瘤发生的早期事件 ,这与

Korkolopoulou等的研究结果不完全一致[2] 。

　　Ioachim 等[3]发现 pRb 在 BTCC 中的阳性率达

55.2%, 与其进展有关。Osman 等[4]研究发现 cyclin

D1与膀胱癌的分化和浸润密切相关。我们发现 cy2
clinD1 和 pRb 的表达与 BTCC 的病理分级、临床分

期和转移均相关 ,并且证实 cyclinD1 和 pRb 的表达

呈正相关 ( P <0.01 ) ,cyclinD1 和 pRb 表达均阳性的

患者 (18/57 )肿瘤分化差 ,浸润性强 ,转移的多 ,预后

差。

　　实验研究表明 Rb基因转录可导致 p16 表达缺
(下转第 277页)
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　表 1　不同条件下 TUNEL 法检测大肠癌细胞凋亡结果

细胞凋亡阳性率 背景着色

++++ +++ ++ + 2 (++++ ) (+++ ) (++ ) (+) (2)

A组 8例 2例 0 0 0 2例 7例 1例 0 0

B组 1例 9例 0 0 0 0 0 0 1例　9例

　表 2　不同条件下 TUNEL 法检测鼠脑组织凋亡结果

细胞凋亡阳性率 背景着色

++++ +++ ++ + 2 (++++ ) (+++ ) (++ ) (+) (2)

A组 9例 1例 0 0 0 1例 9例 0 0 0

B组 2例 8例 0 0 0 0 0 0 1例　9例

3　讨论

　　原位凋亡辣根过氧化物酶法 ( TUNEL )检测细胞

凋亡 ,容易出现假阳性 ,其原因复杂[3] ,可能是标本

中有处于分裂期细胞 ,出现 DNA 自然断裂 ,也可能

是坏死细胞 DNA 断裂 ,或是 TUNEL 法实验操作过

程中试剂浓度选择不当造成。前两者造成的假阳性 ,

显色程度较浅 ,可与真正细胞凋亡区别 ,并可通过选

择标本而得以排除 ,后者造成假阳性特别强 ,且背景

深 ,不易排除 ,我们采用不同的实验条件 ,取得满意效

果。

　　我们将实验分成 A 组和 B 组 ,A 组按照宝灵曼

公司提供的试剂说明书实验操作步骤及试剂浓度操

作 ,B组按照我们摸索的条件操作。结果表明 ,A 组

假阳性高 ,且背景着色深 ,B 组阳性率高 ,无背景着

色。较准确的检测出凋亡细胞 ,需选择合适的 TdT

及 POD 浓度 ,不同的组织需要的浓度 ,一般情况下

TdT 为 1:10～1:15 稀释 ,POD 为 1:2～1:4 稀释。

　　在鼠脑和大肠癌组织中 TdT 为 1:15 稀释 ,POD

为 1:4 稀释。宝灵曼公司推荐使用蛋白酶 K消化 ,

结果则假阳性率高 ,背景深。我们采用柠檬酸缓冲液

75℃微波处理 ,效果好。在实验操作中必须充分洗涤

组织切片 ,防止非特异性结合 ,这也是实验成功的重

要因素[4] 。
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失[5] ,而 p16 的表达能诱导 Rb 基因转录下调[6] ,说

明 p16 与 Rb在 G12S期构成一个反馈调节环。我们

发现 p21 WAF1与 pRb 的表达显著相关 ( P <0.005 ) ,而

p21 WAF1与 p16 同属 CKI 家族 ,是否与 pRb 也存在反

馈调节机制 ,尚待进一步证实。

　　我们的研究显示 p21 WAF1与 cyclinD1 无相关性 ,

但 Liukkonen 等[7]对 207 例浅表性 BTCC 的研究表

明两者的表达相关 ,可能与样本较小有关。

　　本研究表明 ,p21 WAF1/c yclinD1/ pRb 通路异常

与 BTCC 的发生、发展密切相关 ,联合检测它们对于

准确评价 BTCC 的生物学特性 ,估计预后 ,指导治疗

具有重要意义。
参考文献 :

[1] 　HartwellLH,KastauMB.Cellc yclecontrolandcancer[J].Sci 2

ence,1994,266:1821 21828.

[2] 　KorkolopoulouP,KonstantinidouAE,Thomas 2TsagliE,etal.

WAF1/P21 proteinex pressionisaninde pendent prognosticindica 2

torinsu perficalandinvasivebladdercancer[J].A ppl.Immunohis 2

tochemMoleculMor phol2000,8 (4) :2852292.

[3] 　IoachimE,CharchantiA,Stavro poulosNE,etal.Immunochemi 2

calex pressionofretinoblastoma gene product ( Rb) ,p53 protein,

MDM22,c 2erbB22,HLA 2DRand proliferationindicesinhumanuri 2

narybladdercarcinoma[J].HistolHisto pathol2000,15 (3) :7212

727.

[4] 　OsmanI,ScherH,Zhan gZF,etal.Ex pressionofc yclinD1,but

notc yclinEandA,isrelatedto progressioninbillharzailbladder

cancer[J].ClinCancerRes,1997,3:2247 22253.

[5] 　LiY,NicholsMA,Sha yJW,etal.Transcri ptionalre pressionof

theD 2typec yclin2dependentkinaseinhibitor p16b ytheretinoblas 2

tomasusce ptibilit y gene product pRb[J].CancerRes,1994,54:

607826082.

[6] 　FangX,JinX,XuHJ,etal.Ex pressionof p16inducestranscri p2

tionaldownre gulationofRb gene[J].Onco gene,1998,16:1 28.

[7] 　LiukkonenT,Li ppoenP,RaitanenM,etal.Evaluationof

p21 WAF1/CIP1andc yclinD1ex pressioninthe progressionofsu 2

perficialbladdercancer[J].UrolRes,2000,28 (5) :2852292.

(刘红武校对)

·772·肿瘤防治研究 2002 年第 29卷第 4期


