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　　摘 　要 : 目的 　分析细胞周期素 D1 (cyclinD1 )和细胞周期素依赖激酶 (cdk4)在颌骨软骨肉瘤的表达及

意义。方法 　免疫组化 ABC 法检测 cyclinD1 和 cdk4 在 20 例颌骨软骨肉瘤、8 例骨软骨瘤和 4 例软骨瘤的

表达。结果 　软骨肉瘤 cyclinD1 和 cdk4 阳性表达率分别为 70% (14/20 )和 65% (13/20 ) ,二者的阳性表达

存在正相关 ( rs =0.526, P <0.05 ) ;而它们在骨软骨瘤的阳性表达率均为 12.5% (1/8 ) ,在软骨瘤无表

达 ,与软骨肉瘤相比有显著性差异 ( P <0.05 ) 。结论 　CyclinD1 和 cdk4 在颌骨软骨肉瘤过表达且与其发

生和发展有关。
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　　Abstract:Ob jective 　Toanal yzetheex pressionandrelationshi pofc yclinD1andc yclin2dependentkinase4

(cdk4) inchondrosarcomaofthe jaws. Methods　CyclinD1andcdk4ex pressionwasdetectedb yimmunohisto 2
chemistr yin20chondrosarcoma,8osteochondromaand4chondromaofthe jaws. Results　Theresultsshowed

thatthe positiveratesofc yclinD1andcdk4inchondrosarcomawere70% (14/20 ) and65% (13/20 ) ,res pec2
tively.Therewassi gnificant positivecorrelationbetweenc yclinD1andcdk4 protein positiveex pression ( rs =

0.526, P <0.05 ) .Bothc yclinD1andcdk4were presentin1/8 (12.5% ) osteochondromaofthe jaws.There

wasneitherc yclinD1norcdk4ex pressioninchondromaofthe jaws.The positiverateswereremarkablesi gnifi2
cantbetweenchondrosarcomaandosteochondromaaswellaschondrosarcomaandchondroma ( P <0.05 ) . Con2
clusions 　Theresultsindicatethatc yclinD1andcdk4areoverex pressedinchondrosarcomaofthe jawsand

closelycorrelatedwithitsdevelo pment.
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　　正常哺乳动物细胞周期是通过细胞周期素 (cy2
clin)2细胞周期素依赖蛋白激酶 (cdk)2细胞周期素依

赖抑制蛋白 (CKI)网络调控的。cdk 分别受 cyclin 正

调控和 CKI 负调控 ,其中 G1 期调节蛋白 cyclinD1

和 cdk4 与癌变关系最为密切 ,目前已在人类多种肿

瘤中发现其基因扩增、蛋白质过表达及染色体倒位易

位[123] 。本实验用免疫组化方法观察 cyclinD1 和

cdk4 在颌骨软骨肉瘤、骨软骨瘤和软骨瘤的表达 ,探

讨其在软骨肉瘤发生发展过程中的作用和意义。

1 　材料和方法

1.1 　标本来源和主要材料

　　20 例颌骨软骨肉瘤、8 例骨软骨瘤和 4 例软骨瘤

标本取自第四军医大学口腔医学院 1991～1998 年的

手术标本 ;鼠抗人 cyclinD1 单克隆抗体 ( mAb) 和山

羊抗人 cdk4 多克隆抗体 (pAb) 购自美国 SantaCruz

公司 ;免疫组化 ABC 试剂盒为美国 Vector 公司产

品。

1.2 　免疫组化染色

　　①切片脱蜡至水 ,PBS (pH7.4 ) 洗涤 ; ②3%H 2

O2/PBS 中孵育 10min; ③浸入 0.01mol/L 枸橼酸

钠缓冲液 (pH6.0 ) 中经微波处理 10min; ④正常马

血清 (cyclinD1 )或兔血清 (cdk4) 37 ℃孵育 20min; ⑤

滴加 cyclinD1mAb 或 cdk4 pAb,4 ℃过夜 ; ⑥滴加生
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物素化马抗鼠 IgG (cyclinD1 ) 或生物素化兔抗山羊

IgG(cdk4 ) 37 ℃温育 30min; ⑦滴加 ABC 复合物

37 ℃温育 30min 。除 ④和 ⑤之间外 ,上述各步之间

均经 PBS 充分振洗 ; ⑧经 DAB 显色后用苏木精稍稍

衬染 ,脱水、透明、封片。染色同时用 PBS 代替 cyclin

D1mAb 或 cdk4 pAb 作为阴性对照。

1.3 　结果判定

　　采用网格测试法 ,每例选择 9 个不重复 ,不重叠

的 40x 视野 ,按照 cyclinD1 或 cdk4 阳性细胞数占视

野中总细胞的百分比分为 3 级 :无阳性着色或阳性细

胞数 <5% 为阴性 ( - ) ;阳性细胞数在 5% ～50% 之

间为阳性 ( + ) ;阳性细胞数 >50% 为强阳性 ( ++ ) 。

1.4 　统计学分析

　　软骨肉瘤和骨软骨瘤、软骨瘤之间 ,软骨肉瘤各

病理分级之间 cyclinD1 和 cdk4 的表达采用χ2检验 ,

cyclinD1 和 cdk4 在软骨肉瘤表达的关系采用 Spear2
man 等级相关分析。

2 　结 果

2.1 　CyclinD1 和 cdk4 在颌骨软骨肉瘤的表达

　　CyclinD1 阳性信号主要定位于胞核内 ,为棕褐

色颗粒 ,呈局灶性或弥漫性分布。Cdk4 阳性信号为

位于胞核内的棕褐色颗粒 ,呈局灶性。20 例软骨肉

瘤中 ,cyclinD1 和 cdk4 的阳性表达率分别为 70%

(14/20 )和 65% (13/20 ) ,在病理学各分级间未见显

著性差异 ( P >0.05 ) 。8 例骨软骨瘤中 ,cyclinD1 和

cdk4 表达率均为 12.5% (1/8 ) 。4 例软骨瘤中无 cy2
clinD1 和 cdk4 表达。cyclinD1 和 cdk4 在软骨肉瘤

的表达与其在骨软骨瘤、软骨瘤的表达有显著性差异

P <0.05, 见表 1。

　　　表 1C yclinD1 和 cdk4 在颌骨软骨肉瘤、骨软骨瘤和软骨瘤的表达

组别 例数
CyclinD1 表达

- + ++
阳性率 ( %)

Cdk4 表达

- + ++
阳性率 ( %)

软骨肉瘤 20 6 5 9 70 a 7 7 6 65a

Ⅰ级 8 4 3 1 50 4 4 0 50

Ⅱ级 8 1 2 5b 87.5 3 3 2 62.5 b

Ⅲ级 4 0 1 3b 100 0 1 3 100b

骨软骨瘤 8 7 1 0 12.5 7 1 0 12.5

软骨瘤 4 4 0 0 0 4 0 0 0

　　　a P <0.05 与骨软骨瘤、软骨瘤比较 　b P >0.05 与 Ⅰ级比较

2.2 　CyclinD1 和 cdk4 在软骨肉瘤表达的关系

　　20 例软骨肉瘤中 ,cyclinD1 和 cdk4 表达均为阳

性者 11 例 ,其中 Ⅰ级 3 例 , Ⅱ级 5 例 , Ⅲ级 3 例 ;均为

阴性者 5 例 ,其中 Ⅰ级 4 例 , Ⅱ级 1 例 ;cyclinD1 阳性

而 cdk4 阴性者 2 例 ,均为 Ⅱ级 ;cdk4 阳性而 cyclinD1

阴性者 2 例 ,其中 Ⅰ级 1 例 , Ⅲ级 1 例。对 cyclinD1

和 cdk4 表达的阳性细胞数 (9 个视野的平均值) 作

Spearman 等级相关分析 ,求证后的 rs =0.526, P <

0.05, 认为两种蛋白的阳性表达存在正相关关系。

3 　讨论

　　细胞增殖周期是由不同的 cyclin 和 CDK 在 G1/

S 和 G2/M 两个限制点进行自控性调节 [1,2] 。当

G1/S 和 G2/M 两个关键限制点失控 ,就有可能使本

应停止增殖或生理性凋亡的细胞不停地进入细胞周

期 ,从而导致恶性增生。CyclinD 是 G1 期的主要调

控蛋白 ,又分为 D1、D2 和 D3。正常情况下 cyclinD1

在 G1期是恒定的 ,或保持极低水平。CyclinD1 过量

表达导致 G1 期缩短 ,同时细胞对血清的需求减少 ,

cyclinD1 已被确定为原癌基因 ,甲状旁腺癌、乳腺

癌、食管癌、胃肠癌、肝细胞癌、骨肉瘤、口腔癌等组织

内均有 cyclinD1 的过度表达[4] 。

　　在细胞周期 G1/S 限制点 ,重要的控制因子是

cyclinD 、cyclinE 、cdk2 、4 和 6。它们以 cyclinE/

cdk2 和 cyclinD/cdk4 或 6 的复合物形式存在 ,当复

合物中 cdk 相应位点磷酸化以后 ,该复合物才具有激

酶活性 ,细胞内 pRb (视网膜母细胞瘤基因蛋白) 则被

磷酸化 ,从而使其与核转录因子 E2F 的结合作用丧

失 ,E2F 介导的 RNA 转录得以进行 ,细胞有可能进

入增殖状态。cdk4 在雪旺氏肉瘤、视网膜母细胞肉

瘤、骨肉瘤、软骨肉瘤和脂肪肉瘤等有扩增和 mRNA

水平升高 ,骨肿瘤中 cdk4 是扩增的主要靶区域[5,6] 。

　　CyclinD1 基因扩增或过表达是造成一些细胞转

化和维持其转化表型所必需的 ,并且要和其他基因或

基因产物的异常相配合。有研究表明 ,cyclinD1 的

过度表达掩盖了 pRb 的抑制作用 ,导致细胞癌变。

当 G1 期的 cyc2cdk 复合物过表达时 ,pRb 的磷酸化

在细胞进入 S 期的过程并不是必需的 ,即 cyc2cdk 复

合物可不依赖于 pRb/E2F 路径而活化复制过程[7] 。

　　本实验结果表明 ,在颌骨软骨肉瘤中 cyclinD1

和 cdk4 均出现高表达且具有正相关 ,与颌骨骨软骨

瘤及软骨瘤 (良性肿瘤) 相比有显著性差异 ,提示 cy2
clinD1 和 cdk4 与软骨肉瘤细胞的增殖关系密切 ,G1
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期 cyclinD1 和 cdk4 的去调控与软骨肉瘤的形成和

发生有关。本实验中 ,CyclinD1 与 cdk4 的表达与软

骨肉瘤的病理学分级未见明显差异 ,可能与研究例数

较少有关 ,二者与病理分级的关系还有待于进一步的

大样本观察。肿瘤的发生是一个多步骤、多阶段的演

进过程。结合本实验的结果 ,我们认为 cyclinD 和

cdk4 等癌基因的活化和过度表达 ,对细胞增殖起促

进作用 ,最终导致细胞的恶性转化和无节制增殖。
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　　胃癌是人类最常见的肿瘤 ,占全部

肿瘤首位。我国胃癌死亡率居恶性肿瘤

死亡率的首位。胃癌发病男性比女性

多 ,男女之比 2.2 ～3.6 ∶1, 好发年龄为

41～60 岁。全胃切除术及胃大部分切

除术后均需要留置胃管。患者手术后频

繁的呃逆可以造成胃管脱出 ,剧烈的膈

肌痉挛可影响伤口愈合。长期呃逆可妨

碍患者进食及睡眠 ,导致身体虚弱 ,甚至

威胁生命。连续不断的快速呃逆可引起

房室传导阻滞 ,以后可出现阿 - 斯综合

征。为了有效防治呃逆 ,对入住我科的

184 例胃癌患者术后进行了观察及护

理 ,现将结果报告如下 :

1 　临床资料

1.1 　一般资料 　我科 1999 年 2 月至

2001 年 3 月收治的胃癌手术患者 184

例 ,其中全胃切除 72 例 (男 54 例 ,女 18

例) ,胃大部分切除 112 例 (男 82 例 ,女

30 例) ;年龄 29～83 岁。术后均留置胃

管 ,其中发生呃逆 34 例 ,占 18.5%, 男

性 29 例 ,女性 5 例。全胃切除的 72 例

中发生呃逆 18 例 ,发生率 25% 。胃大

部分切除 112 例中发生呃逆 16 例 ,发生

率 14.3%, 呃逆多发生在术后 2～3 天 ,

未作治疗或疗效不佳者呃逆可持续 72h

以上 ,经新斯的明、维生素 B1 、普鲁卡因

足三里穴位封闭 ,可在短时间内缓解 ,无

1 例复发。

1.2 　方法 　将发生呃逆的 34 例分为 2

组 ,一组 14 例 ,采用阿托品 0.5m g 肌肉

注射 ,观察 72h, 记录症状变化情况 ,另

一组 20 例 ,采用普鲁卡因 2ml、新斯的

明 2ml、维生素 B1 100mg 在足三里进行

穴位注射 ,双侧各注

射半量 , 使针下有

酸、麻、痛、胀等感

觉 ,观察 72h 记录症

状变化情况。

2 　结果

　　14 例经阿托品治疗患者 30min 症

状缓解 3 例 ,1h 症状缓解者 4 例 ,2h 后

症状缓解者 2 例 ,其余 5 例无效 ,9 例缓

解的患者中 6 例 5h 后复发 ,持续 72h 以

上。20 例经穴位治疗的患者 30min 症

状全部缓解 ,12h 后症状完全消失 ,再观

察 72h, 无 1 例复发。

3 　讨论

　　呃逆是一种复杂的神经呼吸现象 ,

中医理论认为主要是饮食不节或情志郁

怒等使胃气上逆所致。现代医学认为呃

逆是膈肌痉挛 ,健康人群如进食过快 ,过

饱或食物过冷、过热、过度辛辣、酗酒或

大量喝碳酸饮料均可引起呃逆。气温变

化 ,情感因素等也可引发呃逆。胃癌手

术患者有别于健康人群 ,手术过程中刺

激、压迫迷走神经和膈神经以及术后留

置胃管直接刺激胃壁以及术后疼痛 ,焦

虑等均可诱发膈肌痉挛。呃逆的西医治

疗主要是去除病因 ,多使用阿托品、安定

等解痉和镇静等治疗。但中医穴位治疗

呃逆方面确有一定疗效 ,能行气止痛 ,降

逆调中 ,温肾纳气 ,从而肾气得固 ,脾气

得升 ,胃气得降 ,气机调达 ,呃逆得平。

操作方法简便 ,起效快 ,无副作用 ,不易

复发 ,值得推广应用。

(熊 　静校对)
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