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卵巢癌组织中ＣＲＥＢ结合蛋白和Ｐ５３蛋白的表达及其临床意义
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　　摘　要：目的　检测ＣＲＥＢ结合蛋白（ＣＢＰ）和Ｐ５３蛋白在卵巢癌中的表达，明确ＣＢＰ突变的位置在氨基端还是羧基端，并分

析ＣＢＰ和Ｐ５３蛋白的表达与临床病理特征之间的关系以及他们之间的相关程度，探讨他们在卵巢癌的发生、发展中的作用。方

法　采用免疫组化法检测６７例上皮性卵巢癌，１８例正常卵巢组织中，ＣＢＰ（Ｃ２０）、ＣＢＰ（Ｎ２２）和Ｐ５３蛋白表达情况。结果　（１）

ＣＢＰ（Ｎ２２）和Ｐ５３在卵巢癌中（阳性表达分别为４８／６７，３７／６７）表达明显高于正常卵巢组织（阳性表达例数分别为０／１８，２／１８）

（犘＝０．０００，犘＝０．０００），ＣＢＰ（Ｃ２０）在卵巢癌中阳性表达数为０，提示ＣＢＰ的突变位点在ＣＢＰ（Ｃ２０）。（２）ＣＢＰ和Ｐ５３的阳性表

达与肿瘤的分期及淋巴转移有关，随着分期的增加，两者的表达明显增高，淋巴结转移者阳性表达明显高于无转移者，而与年龄、

肿瘤的组织学类型、组织的分化程度无明显的相关性。（３）ＣＢＰ和Ｐ５３二者的表达呈正相关（狉＝０．４３２，犘＝０．０００）。结论　在卵

巢癌中，ＣＢＰ的突变位点在ＣＢＰ（Ｃ２０），与卵巢正常组织相比，在卵巢癌中ＣＢＰ和Ｐ５３的表达明显增高，与分期及淋巴转移有关，

而与年龄、肿瘤的组织学类型、组织的分化程度无显著的相关性，且两种蛋白的表达呈显著正相关性，提示ＣＢＰ和 Ｐ５３可能协同

参与了卵巢癌的发生、发展过程。
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　　卵巢癌是严重威胁生命健康的一种恶性肿瘤，其病理类型

比较复杂，发生机制仍不明确。有研究表明，ｐ３００／ＣＢＰ的

ＣＨ１区域对Ｐ５３有泛素连接酶活性，ｐ３００／ＣＢＰ通过鼠双微体

基因２（ｍｕｒｉｎｅｄｏｕｂｌｅｍｉｎｕｔｅ２，Ｍｄｍ２）依赖或非依赖机制、调

节Ｐ５３泛蛋白化作用和降解，有助于控制Ｐ５３稳定性。ＣＲＥＢ

结合蛋白（ＣＲＥＢｂｉｎｇｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＢＰ）突变后没有正常的功

能，可能影响Ｐ５３的转录。本文采用免疫组化技术检测卵巢

癌及正常卵巢组织中ＣＢＰ（Ｃ２０）、ＣＢＰ（Ｎ２２）和Ｐ５３蛋白的表

达，明确ＣＢＰ突变的位置，探讨三者在卵巢癌的发生与发展中

的作用，并分析他们之间的相关程度，为ＣＢＰ和Ｐ５３蛋白在卵

巢癌发生机理的进一步研究提供了新的思路。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２００４年１月至２０１１年６月辽宁医学院

附属第一医院妇产科卵巢癌手术切除标本６７例，患者年龄

３１～８４岁。其中卵巢恶性上皮性肿瘤６７例（浆液性囊腺癌１９

例，黏液性囊腺癌２１例，子宫内膜样囊腺癌２７例）；卵巢正常

组织１８例。所有患者术前均未接受放、化学或免疫治疗，且均

具有完整临床资料。所有标本均经本院病理科确诊。

１．２　标本的处理　组织标本均用磷酸缓冲液配置的１０％中

性甲醛固定液及时固定后，进行乙醇梯度脱水，二甲苯透明以

７０２１重庆医学２０１３年４月第４２卷第１１期

 基金项目：辽宁省博士启动基金项目（２０１０１０６５）；辽宁省教育厅高校科研项目（２００９Ａ４６８）。　作者简介：余志华（１９７７～），硕士，主要研

究方向是妇科肿瘤。　△　通讯作者，Ｔｅｌ：（０４１６）４６７３２６１；Ｅｍａｉｌ：ｙｅ９６０５１９＠１２６．ｃｏｍ。



及石蜡包埋，４μｍ厚连续切片。

１．３　免疫组织化学实验　（１）兔抗人ＣＢＰ（Ｃ２０）、ＣＢＰ（Ｎ２２）

多克隆均抗体购自美国Ｓａｎｔａｃｒｕｚ公司，兔抗人Ｐ５３购自北京

中杉工作液，ＳＰ超敏试剂盒购自北京中杉生物技术有限公司

按试剂盒说明书步骤进行染色，每次试验均设阴性对照，用磷

酸盐缓冲液（ＰＢＳ）代替一抗作为阴性对照，以公司提供的阳性

片染色作为阳性对照。（２）实验结果判断：细胞内呈棕黄色颗

粒状为阳性表达，其中ＣＢＰ（Ｃ２０）、ＣＢＰ（Ｎ２２）和Ｐ５３蛋白阳

性表达均定位于细胞核颗粒。免疫组织化学染色结果采取随

机观察１０个高倍视野，每个视野计数１００个细胞，按照阳性细

胞所占百分比与着色强度进行评分：（１）根据阳性细胞所占百

分比评分，０分：无阳性细胞；１分：阳性细胞小于或等于１０％；

２分：阳性细胞１０％～４０％；３分：阳性细胞大于４０％。（２）根

据着色强度进行评分：无显色为０分，淡黄色为１分，棕黄色为

２分，棕褐色为３分。取（１）（２）项评分的乘积作为染色结果的

评判标准：０～２分为阴性，３～９分为阳性表达。观察结果由两

名病理科医师采取盲法判断。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析。ＣＢＰ

（Ｎ２２）和Ｐ５３在卵巢癌以及卵巢正常组织中的差异表达采用

狋检验，ＣＢＰ（Ｎ２２）和Ｐ５３表达的差异与病理及临床参数的关

系采用χ
２ 检验。ＣＢＰ（Ｎ２２）和Ｐ５３表达的相关性分析采用

Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析法。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＣＢＰ（Ｃ２０）、ＣＢＰ（Ｎ２２）和Ｐ５３在卵巢癌和正常卵巢组

织中表达　ＣＢＰ（Ｃ２０）、ＣＢＰ（Ｎ２２）和Ｐ５３蛋白阳性表达均定

位于细胞核（图１）。在６７例卵巢癌中，ＣＢＰ（Ｃ２０）、ＣＢＰ（Ｎ

２２）和Ｐ５３分别有０例、４８例和３７例为阳性；在１８例正常卵

巢组织中，ＣＢＰ（Ｎ２２）和Ｐ５３分别有０例及２例呈阳性。经独

立样本狋检验，ＣＢＰ（Ｎ２２）和Ｐ５３在卵巢癌中的表达明显高于

正常卵巢组织（犘＝０．０００，犘＝０．０００），ＣＢＰ（Ｃ２０）在卵巢癌中

的阳性表达为０，见表１。

　　Ａ：ＣＢＰ（Ｎ２２）在卵巢癌中阳性表达；Ｂ：ＣＢＰ（Ｎ２２）在卵巢癌中阴性表达；Ｃ：Ｐ５３在卵巢癌中阳性表达；Ｄ：Ｐ５３在卵巢癌中阴性表达；Ｅ：ＣＢＰ

（Ｃ２０）在卵巢癌中阴性表达；Ｆ：ＣＢＰ（Ｃ２０）在卵巢癌中阴性表达。

图１　　ＣＢＰ（Ｃ２０）、ＣＢＰ（Ｎ２２）和Ｐ５３在卵巢癌中的表达（免疫组化染色，×２００）

表１　　各类卵巢组织中ＣＢＰ（Ｎ２２）和Ｐ５３的表达（狀）

类别 狀
ＣＢＰ（Ｎ２２）

阳性 阴性
犘

Ｐ５３

阳性 阴性
犘

恶性肿瘤 ６７ ４８ １９ ０．０００ ３７ ３０ ０．０００

正常组织 １８ ０ １８ ２ １６

２．２　ＣＢＰ（Ｃ２０）、ＣＢＰ（Ｎ２２）和Ｐ５３蛋白表达与卵巢癌临床病

理学参数关系　通过χ
２ 检验，ＣＢＰ（Ｎ２２）和Ｐ５３的阳性表达与

肿瘤的分期及淋巴转移有关，随着分期的增加，两者的表达明显

增高，有淋巴结转移者阳性表达明显高于无转移者，而与年龄、

肿瘤的组织学类型、组织的分化程度无明显的相关性，见表２。

２．３　ＣＢＰ（Ｃ２０）、ＣＢＰ（Ｎ２２）和Ｐ５３三者表达的相关性分析

　由于本实验对ＣＢＰ（Ｃ２０）和ＣＢＰ（Ｎ２２）同时染色的目的是

明确ＣＢＰ的突变的位置在氨基端还是羧基端，且结果表明它

的突变位点在ＣＢＰ（Ｃ２０），所以ＣＢＰ（Ｃ２０）在卵巢癌组织中的

阳性表达为０，因此本实验只分析ＣＢＰ（Ｎ２２）和Ｐ５３蛋白表达

的相关性。在卵巢恶性肿瘤组织中，ＣＢＰ（Ｎ２２）和Ｐ５３蛋白表

达呈显著的正相关（狉＝０．４３２，犘＝０．０００），见表３。

表２　　ＣＢＰ（Ｎ２２）和Ｐ５３蛋白表达与卵巢癌

　　临床病理学参数关系（狀）

临床病理特征 狀
ＣＢＰ（Ｎ２２）

阴性 阳性
犘

Ｐ５３表达

阴性 阳性
犘

例数 ６７ １９ ４８ ３０ ３７

年龄（岁） ０．０７８ ０．６２５

　＜５０ ２９ ５ ２４ １２ １７

　≥５０ ３８ １４ ２４ １８ ２０

组织学类型 ０．９１６ ０．１６３

　浆液性腺癌 １９ ６ １３ ７ １２

　黏液性腺癌 ２１ ６ １５ １３ ８

　子宫内膜样腺癌 ２７ ７ ２０ １０ １７

分化程度 ０．８９８ ０．６１０

　高、中高、中、中低分化 ５４ １６ ３８ ２５ ２９

　低中、低 分化 １３ ３ １０ ５ ８

临床分期 ０．０１８ ０．０１５

　Ⅰ～Ⅱ ２１ １０ １１ １４ ７

　Ⅲ～Ⅳ ４６ ９ ３７ １６ ３０
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续表２　　ＣＢＰ（Ｎ２２）和Ｐ５３蛋白表达与卵巢癌

　　临床病理学参数关系（狀）

临床病理特征 狀
ＣＢＰ（Ｎ２２）

阴性 阳性
犘

Ｐ５３表达

阴性 阳性
犘

淋巴结转移 ０．０２１ ０．０００

　无 ５３ １９ ３４ ３０ ２３

　有 １４ ０ １４ ０ １４

表３　　ＣＢＰ（Ｎ２２）和Ｐ５３二者表达的相关性分析

ＣＢＰ（Ｎ２２）

高表达 低表达 合计
狉 犘

Ｐ５３ 高表达 ３３ ４ ３７ ０．４３２ ０．０００

低表达 １５ １５ ３０

合计 ４８ １９

３　讨　　论

ＣＢＰ是组蛋白转移酶（ＨＡＴｓ）的转录因子家族成员之一，

可广泛参与一系列基因的激活［１］，参与细胞周期素依赖，细胞

周期阻滞及细胞凋亡。在细胞周期调控、能量代谢、细胞分化

和细胞凋亡等多种生理过程中发挥着重要作用。在ＣＢＰ与癌

症的关系上，有论据支持ＣＢＰ是肿瘤抑制子
［２］，也有研究表

明，在早期上皮细胞癌中过度表达ＣＢＰ
［３］。既然ＣＢＰ可作为

原癌蛋白抑制肿瘤，也可有异常活化，为诱导肿瘤的癌蛋白，推

测可能是ＣＢＰ突变的原因。目前有许多研究表明，多种肿瘤

中存在Ｐ３００／ＣＢＰ的基因突变，在胃癌、结肠癌胰腺癌和乳腺

癌中，Ｐ３００／ＣＢＰ可发生多种形式的基因变异
［４］，但不确定是

羧基端还是氨基端。

Ｐ５３是细胞中重要的肿瘤抑制因子，当机体处在不同应激

条件下，具有广泛的抗增殖效应，包括生长停滞、凋亡和细胞衰

老。突变型Ｐ５３不仅失去了正常的抑癌作用，而且还促进恶

性转化。在所有的恶性肿瘤中，接近５０％伴有Ｐ５３基因的突

变，在那些没有Ｐ５３基因突变的恶性肿瘤中，大部分是通过另

外一种机制使Ｐ５３失活
［５］。

ＣＢＰ作为一种重要的转录辅激活子，能够与多种转录因

子结合、相互作用，与转录装置一起参与多种信号的传导。有

研究表明，Ｐ３００／ＣＢＰ的ＣＨ１区域对Ｐ５３有泛素连接酶活性，

Ｐ３００／ＣＢＰ通过 Ｍｄｍ２依赖或非依赖机制、调节Ｐ５３泛蛋白化

作用和降解，有助于控制Ｐ５３稳定性
［６］。ＣＢＰ突变后没有正

常的功能，可能影响Ｐ５３的转录。为了进一步证实此推测，本

实验通过免疫组化分别对ＣＢＰ（Ｃ２０）、ＣＢＰ（Ｎ２２）进行染色以

判断他们是否都发生突变，以及突变的位置和频率并分析

ＣＢＰ和Ｐ５３蛋白之间的表达是否有相关性。

本实验研究结果表明，在卵巢癌组织中，ＣＢＰ（Ｎ２２）的表

达明显高于正常组织，而ＣＢＰ（Ｃ２０）在卵巢癌组织中的的表达

均为阴性，提示ＣＢＰ突变的位置可能在ＣＢＰ（Ｃ２０），且本实验

发现，ＣＢＰ（Ｎ２２）的表达与分期及淋巴转移有关，也有研究表

明，在直肠癌中，ＣＢＰ的表达与肿瘤的组织分型及分期有

关［７］，与本研究结果一致，提示ＣＢＰ突变后在卵巢癌的进展中

具有重要的作用。

Ｐ５３分为野生型和突变型，野生型Ｐ５３（Ｗｔｐ５３）是转录调

节因子，其在细胞ＤＮＡ合成、修复和凋亡调节过程中起重要

作用。由于野生型Ｐ５３蛋白的半衰期短并且含量低微，因此

通过免疫组化染色方法难以检测到。当Ｐ５３突变后，突变Ｐ５３

可与细胞中的某些蛋白结合而积聚在细胞中，在这种情况下则

可通过免疫组化方法检测到高水平的突变Ｐ５３表达
［８］。

众多免疫组化研究结果均表明，在恶性肿瘤中，Ｐ５３的表

达均比正常组织明显增高，如卵巢癌、胃癌、子宫内膜癌［９１２］。

Ｐ５３的表达与临床意义之间的关系一直存在争议。但大部分

研究结果均表明，在恶性肿瘤中，Ｐ５３的表达与分期有关，在浆

液性卵巢癌，随着分期和分级的增加，Ｐ５３的表达增强
［９］。在

浆液性卵巢癌中，在分级和分期较高的肿瘤中，Ｐ５３的表达明

显增强［１０］。在子宫内膜癌中，突变性Ｐ５３的表达和患者的年

龄、分期有关［１１］。但也有研究表明，在浆液性卵巢癌中，随着

肿瘤分级的增高，Ｐ５３的表达水平增高
［１２］。Ｐ５３的表达与组织

类型有关，浆液性卵巢癌中 Ｐ５３的表达明显高于透明细胞

癌［１３］。而本研究表明，在卵巢癌组织中，Ｐ５３的表达明显高于

正常组织，且随着分期的增加，Ｐ５３的表达明显增加，且有淋巴

转移者，Ｐ５３的表达明显高于无转移者。这表明Ｐ５３可能是肿

瘤生物性侵入进展的重要标志。

综上所述，与卵巢正常组织相比，卵巢癌中ＣＢＰ和Ｐ５３的

表达均明显增高。二者均与分期及淋巴转移有关，且二者的表

达呈显著正相关，提示ＣＢＰ突变后可能影响Ｐ５３信号转导途

径，因此抑制ＣＢＰ有望成为卵巢癌治疗的靶点。
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表３　　ＭＭ患者与健康对照者免疫学指标比较（狓±狊）

组别 狀 Ｔｈ１／Ｔｈ２ ＡｇＮＯＲｓ（ＩＳ％） ＴＧＦβ（ｎｇ／ｍＬ）

健康对照者 ２２ １．４１±０．３３ ４．４１±０．８７ １．０５±０．３４

ＭＭ患者 ２８ １．２５±０．３１ ４．０２±０．６５ １．２７±０．４１

统计学指标 狋＝１．７６１０，犘＝０．０４２３ 狋＝１．８１５１，犘＝０．０３７９ 狋＝２．０２７０，犘＝０．０２４１

３　讨　　论

ＭＭ是一种免疫系统的恶性肿瘤，近年来，随着分子生物

学和免疫学的不断进展，其免疫功能异常的相关机制正逐渐被

揭示。机体内抗肿瘤应答主要由Ｔ细胞执行，其中ＣＤ４＋细胞

主要为辅助性Ｔ细胞（Ｔｈ），可分化为Ｔｈ１、Ｔｈ２、Ｔｈ１７三类效

应细胞（Ｔｈ１、Ｔｈ２分别在细胞免疫和体液免疫中发挥作用，

Ｔｈ１７参与固有免疫和某些炎症）；而ＣＤ８＋细胞主要由细胞毒

性Ｔ细胞和抑制性Ｔ细胞（后者尚未分离出独立表面标志）组

成。本研究发现，ＭＭ 初诊患者外周血ＣＤ３＋ＣＤ８＋较健康者

明显增高，并导致ＣＤ４／ＣＤ８细胞比例失衡，这与既往报道相

符［３］，提示Ｔ细胞亚群比例的紊乱与 ＭＭ 的发生及进展紧密

相关。ＭＭ 患者 ＣＤ８＋Ｔ 细胞比例异常上升，这些增多的

ＣＤ８＋Ｔ细胞很可能不具备正常的抗瘤功能，对瘤细胞处于失

活或耐受状态，甚至在机体中发挥着免疫抑制作用。

ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ是一群具有免疫抑制性作用的Ｔ细胞，

在维持对自身机体成分免疫耐受的同时也抑制了机体对自体

肿瘤细胞的免疫应答，故Ｔｒｅｇ在肿瘤的发生、发展过程中发挥

着重要作用。ＦｏｘＰ３＋作为Ｔｒｅｇ特异性表达分子，在本研究的

初诊骨髓瘤患者中明显高表达，这与杨燕飞［４］的检测结果一

致。Ｔｒｅｇｓ能形成将效应细胞转变成抑制细胞的微环境，使一

些ＣＤ４＋ＣＤ２５＋Ｔｒｅｇ细胞能被Ｔｒｅｇ诱导并分泌ＴＧＦβ或ＩＬ

１０
［５］。Ｔｒｅｇ在 ＭＭ患者体内高表达，致使其免疫功能受到抑

制，可以尝试通过外界干涉减少Ｔｒｅｇ的活化，在避免自身免疫

性疾病诱发的前提下改善 ＭＭ患者的免疫状态。

为进一步分析 ＭＭ患者与健康对照组之间细胞免疫功能

的差异，作者选择以下指标进行检测：（１）Ｔｈ１／Ｔｈ２比值，反映

体内抗肿瘤免疫状态；（２）ＡｇＮＯＲｓ，是ＲＮＡ聚合酶的亚单位，

代表ｒＤＮＡ的转录效率，能体现淋巴细胞活性和机体细胞免

疫状态［６］；（３）ＴＧＦβ，由瘤细胞和Ｔｒｅｇ共同分泌的免疫抑制

因子，可显示肿瘤对免疫应答的抑制程度。经过检测，初诊

ＭＭ患者血清中 Ｔｈ１／Ｔｈ２比值、ＡｇＮＯＲｓ明显低于健康组，

而血清ＴＧＦβ含量高于健康组，这提示 ＭＭ 患者体内的瘤细

胞和Ｔｒｅｇ通过分泌ＴＧＦβ等免疫抑制因子，极大地削弱了针

对瘤细胞的免疫杀伤（表现在Ｔｈ１应答向Ｔｈ２方向漂移），降

低了机体免疫细胞的活性和功能，导致患者细胞免疫功能不

全，为 ＭＭ的进一步进展提供了有利的微环境
［７］。

细胞免疫功能紊乱是导致 ＭＭ 发生、发展的重要原因和

严重后果。异常的浆细胞不仅能快速增殖，而且能模拟一些免

疫系统信号通路有利于肿瘤免疫耐受网络的形成，削弱了免疫

治疗和临床常规治疗肿瘤的有效性。骨髓瘤患者即使经常规

治疗达完全缓解，仍不能改变其难以治愈的结局。ＭＭ 患者

体内会存在微小残留病灶（ｍｉｎｉｍａｌｒｅｓｉｄｕａｌｄｉｓｅａｓｅ，ＭＲＤ）
［８］

而成为复发的根源，而肿瘤微环境中的Ｔｒｅｇ构成了肿瘤免疫

耐受网络的关键成分，促进了肿瘤的发生、发展。因此，以

Ｔｒｅｇｓ为靶点的免疫治疗将为血液肿瘤疾病的治疗提供新的

参考。

综上所述，本研究发现 ＭＭ 患者的ＣＤ３＋ＣＤ８＋Ｔ细胞亚

群和Ｔｒｅｇ比例增高，且ＦＯＸＰ３
＋在 ＭＭ 患者的ＣＤ４＋ＣＤ２５＋

Ｔｒｅｇ细胞表达比例明显增加，同时 ＭＭ 患者整体的细胞免疫

功能低于健康人，这提示以Ｔｒｅｇ细胞为基础的免疫功能异常

在 ＭＭ的发病过程中发挥着重要作用，但其具体的相关机制

尚不清楚，有待进一步研究。
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