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ＰＣＮＡ、ＣＤＫ４及ｐ１６ＩＮＫ４ａ在外阴上皮内非瘤样病变中的表达及意义
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　　摘　要：目的　探讨增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）、细胞周期依赖性激酶（ＣＤＫ４）及其抑制蛋白ｐ１６
ＩＮＫ４ａ在外阴上皮内非瘤样病变

（ＮＮＥＤＶ）发病中的作用及关系。方法　收集ＮＮＥＤＶ患者外阴病变皮肤（病变组）及病变旁皮肤（病变旁组）标本各５２例；同时

收集行会阴修补术患者的外阴正常皮肤标本２５例（对照组）。免疫组织化学法检测ＰＣＮＡ、ＣＤＫ４及ｐ１６
ＩＮＫ４ａ在各组中的表达。

结果　ＰＣＮＡ的表达，病变组显著高于病变旁组和对照组（犘＜０．０５），病变组３种组织学类型间表达差异无统计学意义（犘＞

０．０５）；病变旁组略高于对照组（犘＞０．０５）。ＣＤＫ４的表达，病变组和病变旁组均显著高于对照组（犘＜０．０５），病变组３种组织学

类型间表达差异无统计学意义（犘＞０．０５）；病变组略高于病变旁组（犘＞０．０５）。ｐ１６
ＩＮＫ４ａ的表达，病变组显著低于病变旁组和对照

组（犘＜０．０５），病变组３种组织学类型间表达差异无统计学意义（犘＞０．０５）；病变旁组略低于对照组 （犘＞０．０５）。ＰＣＮＡ和ＣＤＫ４

的表达在病变组３种组织学类型中均呈正相关（犘＜０．０５），在病变旁组和对照组中均无相关性（犘＞０．０５）；ＰＣＮＡ和ｐ１６
ＩＮＫ４ａ的表

达在病变组３种组织学类型中均呈负相关（犘＜０．０５），在病变旁组及对照组中均无相关性（犘＞０．０５）；ＣＤＫ４和ｐ１６
ＩＮＫ４ａ的表达在

各组中均呈不相关（犘＞０．０５）。结论　ＰＣＮＡ、ＣＤＫ４及Ｐ１６ＩＮＫ４ａ的表达与ＮＮＥＤＶ细胞增殖和细胞增殖周期的调控相关，很可能

成为治疗ＮＮＥＤＶ的分子靶点。
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３９１４重庆医学２０１４年１１月第４３卷第３１期

 基金项目：泸州市科学技术研究项目（泸市科函２００７１２）。　作者简介：吴云飞（１９７８－），硕士，主要从事外科病理研究。　△　通讯作

者，Ｔｅｌ：（０８３０）３１６５６２９；Ｅｍａｉｌ：ｚｈｕａｎｇｃｈｅｎ＿９９＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ。



变性的一组慢性疾病。将ＮＮＥＤＶ分为３类：外阴鳞状上皮增

生（ＶＳＨ）；外阴硬化性苔藓（ＶＬＳ）；混合组。有文献报道，该病

患者外阴恶性病变风险增高［１］。目前，其病因及发病机制尚不

完全明确，ＰＣＮＡ作为评价细胞增殖活性的客观指标，近年来

研究还发现ＰＣＮＡ在细胞周期调控方面也发挥着重要作用，

细胞周期受ＣｙｃｌｉｎＤ１／ＣＤＫ４／ＲＢ途径的正向调节，ｐ１６
ＩＮＫ４ａ又

是ＣＤＫ４的特异性抑制因子，说明 ＰＣＮＡ 和 ｐ１６
ＩＮＫ４ａ通过

ＣＤＫ４可能存在某种联系
［２４］。本研究检测了ＰＣＮＡ、ＣＤＫ４和

ｐ１６
ＩＮＫ４ａ在ＮＮＥＤＶ中的表达情况，分析他们在细胞增殖和细

胞周期调控过程中的关系，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１２年７月至２０１３年２月本院

ＮＮＥＤＶ患者外阴病变皮肤（病变组）及病变旁皮肤组织（病变

旁组）标本各５２例，将病变组依据不同组织类型分组，其中

ＶＳＨ２７例，ＶＬＳ１５例，混合病变１０例，年龄２０～７９岁，平均

３８．１０岁；病程３个月至２０年，平均５．１５年。同时，收集外阴

正常皮肤组织标本２５例作为对照组，年龄１８～６５岁，平均

３２．２５岁。病变组患者符合１９８７年国际外阴病研究协会

ＮＮＥＤＶ诊断标准。

１．２　主要试剂　ＰＣＮＡ 多克隆抗体（兔抗人）来源于美国

ＢｉｏｗｏｒｌｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ．Ｉｎｃ；ＣＤＫ４多克隆抗体（兔抗人）、ＤＡＢ

显色试剂盒和免疫组织化学试剂盒来源于北京中杉金桥生物

技术有限公司；ｐ１６
ＩＮＫ４ａ多克隆抗体（兔抗人）购于北京博奥森

生物技术有限公司。

１．３　方法

１．３．１　实验方法　所有标本经１０％中性福尔马林固定，常规

石蜡包埋，连续切厚度切片为４μｍ。应用过氧化物酶标记的

兔二步法免疫组织化学染色试剂盒检测。

１．３．２　结果判定　ＰＣＮＡ阳性表达于外阴鳞状上皮细胞胞核

出现黄色或棕黄色颗粒，ｐ１６
ＩＮＫ４ａ和ＣＤＫ４阳性表达于细胞质

和（或）细胞核，阳性染色呈黄色或棕褐色颗粒。随机抽取５个

高倍镜视野（×４００）采集图像，分析测定阳性细胞 ＭＯＤ值，测

定３次取均值。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ２１．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示，采用单因素方差分析，运用最小差异显著法

进行两两分析，应用Ｐｅａｒｓｏｎ分析相关性，以犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＰＣＮＡ、ＣＤＫ４及ｐ１６
ＩＮＫ４ａ在各组外阴组织中的表达　

ＰＣＮＡ特异性表达于外阴组织上皮细胞核，以胞核出现颜色深

浅不一的黄色或棕黄色颗粒为阳性表达。ＣＤＫ４及ｐ１６
ＩＮＫ４ａ均

表达于外阴组织上皮细胞胞质和（或）胞核，以胞质和（或）胞核

出现颜色深浅不一的黄色或棕黄色颗粒为阳性表达，见

图１～３。

２．２　ＰＣＮＡ、ＣＤＫ４、ｐ１６
ＩＮＫ４ａ在病变组、病变旁组及对照组中

的表达　（１）ＰＣＮＡ在病变组中的表达均显著高于病变旁组和

对照组（犘＜０．０５）；ＰＣＮＡ在ＶＳＨ组、ＶＬＳ组和混合病变组间

表达差异无统计学意义（犘＞０．０５）；ＰＣＮＡ在病变旁组和对照

组间表达差异无统计学意义（犘＞０．０５）。（２）ＣＤＫ４在病变组

和病变旁组中的表达均显著高于对照组（犘＜０．０５）；ＣＤＫ４在

ＶＳＨ组、ＶＬＳ组和混合病变组之间的表达差异无统计学意义

（犘＞０．０５）；ＣＤＫ４在病变组和病变旁组间表达差异无统计学

意义（犘＞０．０５）。（３）ｐ１６
ＩＮＫ４ａ在病变组中的表达均显著低于病

变旁组和对照组（犘＜０．０５）；ｐ１６
ＩＮＫ４ａ在 ＶＳＨ 组、ＶＬＳ组和混

合病变组间表达差异无统计学意义（犘＞０．０５）；ｐ１６
ＩＮＫ４ａ在病变

旁组和对照组间表达差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结果见

表１。

２．３　ＰＣＮＡ和ＣＤＫ４在各组外阴组织上皮细胞中表达强度的

相关性　ＰＣＮＡ和ＣＤＫ４的表达在ＶＳＨ组中成呈正相关（狉＝

０．７０７，犘＜０．０５）；在 ＶＬＳ组中呈正相关（狉＝０．５９４，犘＜

０．０５）；在混合病变组中呈正相关（狉＝０．６０４，犘＜０．０５）；在病变

旁组中无相关性（狉＝０．０４９，犘＞０．０５）；在对照组中无相关性

（狉＝０．３４１，犘＞０．０５）。

　　Ａ：对照组；Ｂ：病变旁组；Ｃ：病变组。

图１　　ＰＣＮＡ在各组中的表达（×４００）

　　Ａ：对照组；Ｂ：病变旁组；Ｃ：病变组。

图２　　ＣＤＫ４在各组中的表达（×４００）
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　　Ａ：对照组；Ｂ：病变旁组；Ｃ：病变组。

图３　　ｐ１６
ＩＮＫ４ａ在各组中的表达（×４００）

表１　ＰＣＮＡ、ＣＤＫ４及ｐ１６
ＩＮＫ４ａ在各组中的 ＭＯＤ值（狓±狊）

组别 狀 ＰＣＮＡ ＣＤＫ４ ｐ１６ＩＮＫ４ａ

ＶＳＨ组 ２７ ０．３３７±０．０６１＃ ０．３４１±０．０４４ ０．１４０±０．０６１＃

ＶＬＳ组 １４ ０．３３１±０．０６４＃ ０．３５４±０．０２９ ０．１３７±０．０４２＃

混合病变组 １１ ０．３３０±０．０８２＃ ０．３３９±０．０６２ ０．１２５±０．０５５＃

病变旁组 ５２ ０．１４７±０．０３４ ０．３３６±０．０７６ ０．３３７±０．０５６

对照组 ２５ ０．１３３±０．０２９ ０．１２０±０．０３０ ０．３４５±０．０６２

犉 １１８．８５１ ７３．４３８ ９９．７８０

犘 ０．０００ ０．０００ ０．０００

　　：犘＜０．０５，与对照组比较；＃：犘＜０．０５，与病变旁组比较。

２．４　ＰＣＮＡ和ｐ１６
ＩＮＫ４ａ在各组外阴组织上皮细胞中表达强度

的相关性　ＰＣＮＡ和 ｐ１６
ＩＮＫ４ａ的表达在 ＶＳＨ 组中呈负相关

（狉＝－０．４０６，犘＜０．０５）；在 ＶＬＳ组中呈负相关（狉＝－０．７５７，

犘＜０．０５），在混合病变组中呈负相关（狉＝－０．８５５，犘＜０．０５）；

在病变旁组中无相关性（狉＝０．００６，犘＞０．０５）；在对照组中无

相关性（狉＝０．１９２，犘＞０．０５）。

２．５　ＣＤＫ４和ｐ１６
ＩＮＫ４ａ在各组外阴组织上皮细胞中表达强度

的相关性　ＣＤＫ４和ｐ１６
ＩＮＫ４ａ的表达在 ＶＳＨ 组中无相关性

（狉＝－０．３３５，犘＞０．０５）；在 ＶＬＳ组中无相关性（狉＝－０．２０７，

犘＞０．０５）；在混合病变组中无相关性（狉＝－０．３７５，犘＞０．０５）；

在病变旁组中无相关性（狉＝－０．０４２，犘＞０．０５）；在对照组中

无相关性（狉＝－０．３１５，犘＞０．０５）。

３　讨　　论

ＶＬＳ病变进展可以导致外阴鳞状细胞癌（ＶＳＣＣ）的发

生［５］。此外，也有研究报道外阴浸润癌周围皮肤常见 ＶＬＳ改

变。可见，ＮＮＥＤＶ具有往 ＶＳＣＣ方向癌变的倾向，而 ＶＳＣＣ

等恶性肿瘤的发生、发展常伴随细胞增殖能力的异常增强和细

胞周期调控的失衡，已有学者认为 ＮＮＥＤＶ发生可能与细胞

增殖异常关系密切 ［６］。

３．１　ＰＣＮＡ在ＮＮＥＤＶ中的表达及意义　ＰＣＮＡ作为反映细

胞增殖状态的客观指标。研究发现ＰＣＮＡ在细胞周期调控方

面也发挥着重要作用［７］。本实验结果显示，ＰＣＮＡ在病变组中

的表达均显著高于病变旁组和对照组（犘＜０．０５），提示

ＮＮＥＤＶ为一种上皮增生性病变，病变部位上皮细胞具有较强

的增殖活性，细胞异常增殖可能是 ＮＮＥＤＶ形成的重要因素。

而ＰＣＮＡ在病变组３种组织学类型中的表达差异无统计学意

义（犘＞０．０５），说明ＰＣＮＡ可能促进病变组细胞增殖，对不同

组织学分型的形成关系不大。此外，病变旁组ＰＣＮＡ的表达

虽略高于对照组，但差异无统计学意义（犘＞０．０５）。韦立蓓

等［８９］在对外阴癌、外阴癌前病变及外阴上皮非瘤样增生病变

的研究中也发现了ＰＣＮＡ的局限性过表达，与本实验结果相

似。这说明ＮＮＥＤＶ虽为良性病变，但病变部位ＰＣＮＡ高表

达，细胞正常周期逐渐失控，进入细胞增殖活跃状态，最终导致

癌变的发生，若 ＰＣＮＡ 过度表达，临床上则应高度警惕

ＮＮＥＤＶ恶变的可能。因此，ＮＮＥＤＶ中ＰＣＮＡ高表达可能是

ＰＣＮＡ参与ＮＮＥＤＶ形成的一个重要因素，测量其蛋白表达可

作为区分病变组织与正常组织的一个分子标志，在治疗上给予

相应的处理。

３．２　ＣＤＫ４在 ＮＮＥＤＶ中的表达及意义　ＣＤＫ是细胞周期

的推动力，属于丝／苏氨酸激酶家族。ＣＤＫ４特异性控制 Ｇ１

期，启动了一系列进入Ｓ期所必需的基因的表达，推动细胞进

入Ｓ期。研究表明，在多种肿瘤细胞中有ＣＤＫ４基因的扩增、

突变或高表达。当肿瘤细胞被诱导分化时，常有ＣＤＫ４表达下

调，其活性及稳定性也随之降低［１０］。本实验结果中，ＣＤＫ４在

病变组和病变旁组中的表达均显著高于对照组（犘＜０．０５），表

明ＮＮＥＤＶ的发生可能是高表达的ＣＤＫ４通过调节细胞周期

事件，加速细胞增殖周期进程，从而使得病变部位细胞迅速增

殖。而病变组ＶＳＨ、ＶＬＳ和混合型３种组织学分型中ＣＤＫ４

的表达无差异性（犘＞０．０５），这说明ＣＤＫ４在ＮＮＥＤＶ发病过

程中，可能仅对细胞周期调控起作用，对不同组织学类型的形

成不起作用。研究发现，把 ＶＬＳ患者其他部位正常皮肤移植

到反复受到创伤和刺激的外阴，该处皮肤也会逐渐发生苔藓样

病变，说明病变皮肤某些蛋白因子可直接或间接影响病变旁正

常皮肤，使其具有细胞增殖活性增强的倾向［１１］。本实验结果

中，病变组ＣＤＫ４的表达略高于病变旁组但差异无统计学意义

（犘＞０．０５），提示病变部位高表达的ＣＤＫ４可能对病变旁组织

有直接或间接的诱导效应，使得病变旁组织相对正常皮肤组

织，处于细胞增殖活性逐渐增强的病变前状态，可能会引起病

变部位范围的扩大。有研究也得出与笔者相似的结果，这些都

说明高表达的ＣＤＫ４推动了细胞周期的进展，打破了正常的细

胞周期平衡，从而导致 ＮＮＥＤＶ的发生
［１２１３］。因此，ＮＮＥＤＶ

中ＣＤＫ４高表达可能是ＣＤＫ４参与 ＮＮＥＤＶ形成的又一个重

要因素，测量其蛋白表达可作为区分病变组织与正常组织的又

一个分子标志，在治疗上给予区别化对待，以免损伤正常皮肤

的微环境。

３．３　ｐ１６
ＩＮＫ４ａ在 ＮＮＥＤＶ中的表达及意义　ｐ１６

ＩＮＫ４ａ属于ＣＫＩ

两大家族中的锚蛋白家族，如果ｐ１６
ＩＮＫ４ａ蛋白减少或功能丧失，

无法竞争ＣＤＫ４与ＣｙｃｌｉｎＤ结合，会导致细胞异常增殖。研究

人员已从多种癌症中检测出５０％以上的ｐ１６
ＩＮＫ４ａ基因纯合子

缺失，ｐ１６
ＩＮＫ４ａ参与了各种组织的肿瘤形成［１４］。总之，检测
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ｐ１６
ＩＮＫ４ａ的缺失，是判断疾病性质及预后的一项重要指标。本

实验结果中，ｐ１６
ＩＮＫ４ａ在病变组中的表达均显著低于病变旁组

和对照组（犘＜０．０５），提示病变组ｐ１６
ＩＮＫ４ａ低表达可能直接或

间接导致了细胞周期负调控机制的失灵，导致细胞出现异常增

殖，诱发了ＮＮＥＤＶ的发生、发展。病变组中３种组织学类型

中ｐ１６
ＩＮＫ４ａ的表达差异无统计学意义（犘＞０．０５），可能表明其

对ＮＮＥＤＶ不同组织学类型的形成不起作用。病变旁组和对

照组之间ｐ１６
ＩＮＫ４ａ的表达差异无统计学意义（犘＞０．０５），表明

病变部位ｐ１６
ＩＮＫ４ａ的低表达可能有一定局限性，对邻近相对正

常皮肤组织中ｐ１６
ＩＮＫ４ａ表达的影响较小。Ｔｒｉｎｇｌｅｒ等

［１５］研究发

现，随着ＮＮＥＤＶ发展成 ＶＳＣＣ，ｐ１６
ＩＮＫ４ａ的表达缺失现象逐步

显著，说明ｐ１６
ＩＮＫ４ａ的异常低表达是外阴疾病恶变的一个早期

事件。因此，ＮＮＥＤＶ 中ｐ１６
ＩＮＫ４ａ低表达可能是ｐ１６

ＩＮＫ４ａ参与

ＮＮＥＤＶ形成的又一个重要因素，测量其蛋白表达可作为区分

病变组织与正常组织的又一个分子标志，在治疗上给予不同的

处理，避免对正常皮肤的损伤。

３．４　ＰＣＮＡ、ＣＤＫ４及ｐ１６
ＩＮＫ４ａ在 ＮＮＥＤＶ中表达的相关性及

其意义　本实验中，ＰＣＮＡ和ＣＤＫ４在病变组各分型中均呈正

相关，提示在ＮＮＥＤＶ发病过程中ＰＣＮＡ的高表达促使ＣＤＫ４

进一步扩增，加速细胞增殖及细胞周期进程，促进 ＮＮＥＤＶ的

发生。ＰＣＮＡ和ｐ１６
ＩＮＫ４ａ在病变组各分型中均成负相关，韦立

蓓［８］等研究ＰＣＮＡ和ｐ１６
ＩＮＫ４ａ在角化型外阴鳞癌中的表达及

其意义时也得出了与本实验相似的结果，提示 ＰＣＮＡ 和

ｐ１６
ＩＮＫ４ａ可能具有相互拮抗或负反馈调节作用，二者的这种相

互作用使得细胞增殖更为活跃，从而进一步促进细胞增殖及细

胞周期进展，加速ＮＮＥＤＶ的发生及恶变的可能。对于ＣＤＫ４

与ｐ１６
ＩＮＫ４ａ，二者在各组中的相关系数都为负数，但差异不明

显，提示在ＮＮＥＤＶ发病过程中，ＣＤＫ４与ｐ１６
ＩＮＫ４ａ可能具有一

定负反馈调节关系，但二者间可能还存在其他因子直接或间接

的影响，使得这种负反馈调节关系不明显，具体影响机制还需

进一步研究。可以设想通过同时抑制ＰＣＮＡ、ＣＤＫ４并激活

ｐ１６
ＩＮＫ４ａ的活性，从而在细胞增殖和细胞增殖周期的调控过程

中阻断病变皮肤增殖，很可能成为治疗 ＮＮＥＤＶ的分子靶点。

可以达到治疗效果。

总之，ＮＮＥＤＶ的发生、发展可能与细胞增殖异常增高，细

胞增殖周期加速相关，ＰＣＮＡ、ＣＤＫ４及ｐ１６
ＩＮＫ４ａ参与了细胞增

殖和细胞增殖周期的调控。具体确切机制还需要进一步研究。
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