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　　［摘要］　目的　探讨细胞周期调控因子Ｐ１６ＩＮＫ４、Ｐ５７ｋｉｐ２和Ｋｉ６７在肝癌中的表达水平及其意义。方法　收集正常肝组织标本

２１例，肝细胞肝癌标本４８例及对应的癌旁组织标本４８例为研究对象，通过免疫组织化学和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析Ｐ１６ＩＮＫ４、Ｐ５７ｋｉｐ２和

Ｋｉ６７的表达水平。结果　Ｐ１６ＩＮＫ４及Ｐ５７ｋｉｐ２蛋白肝癌组织中的表达与癌旁组织及正常肝脏组织比较显著降低，阳性率分别为

４９．３％和３４．２％，Ｋｉ６７蛋白肝癌组织中的表达水平显著升高，其阳性率为９１．７％，与癌旁组织及正常肝脏组织比较差异均有统

计学意义（犘＜０．０５），结果与 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果一致；高、低分化组Ｐ５７ｋｉｐ２、Ｋｉ６７及Ｐ１６ＩＮＫ４的表达水平比较差异均有统计学意义

（犘＜０．０５）。结论　Ｐ１６ＩＮＫ４、Ｐ５７ｋｉｐ２表达降低及Ｋｉ６７的高表达在肝细胞癌的发生、发展过程中可能有重要的作用。
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　　 肝细胞肝癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｃｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）是目前中国

最常见的肿瘤之一，其恶性程度高，居中国癌症死因的第２位。

肿瘤基因水平的不断探索发现肿瘤是多基因变化引起细胞周

期紊乱从而导致细胞生长失控的一类疾病［１］。Ｐ１６ＩＮＫ４基因是

人类肿瘤中最常见的抑癌基因之一，其翻译产物通过抑制细胞

周期素依赖蛋白激酶（ＣＤＫ４／６）参与细胞周期调控，抑制细胞

的增殖和分化［２］。Ｐ５７ｋｉｐ２是新发现的广谱ＣＤＫ抑制剂，研究

发现Ｐ５７ｋｉｐ２的失活与多种人类恶性肿瘤的发生、发展相关，可

以作为肿瘤预后的独立指标［３］，而Ｋｉ６７作为反映肿瘤细胞增

殖活性的标记物，常用于即时反映肿瘤增殖细胞的数量，判断

肿瘤的恶性程度［４］。本研究通过观察Ｐ１６ＩＮＫ４、Ｐ５７ｋｉｐ２及 Ｋｉ６７

在肝癌中的表达水平，探讨其在肝癌发生、发展中的意义。

１　资料与方法

１．１　一般资料　本研究收集２０１０年７月至２０１４年７月在齐

齐哈尔医学院第一附属医院手术切除、肝脏穿刺及尸体解剖标

本，其中，正常肝组织标本２１例，肝细胞肝癌标本４８例，根据

Ｅｄｍｏｎｄｓｏｎ分级法
［５］分为一级６例，二级２３例，三级１２例，四

级７例；与肝癌组织对应的癌旁组织标本４８例。以上标本由

本校病理中心专业人员确认。

１．２　主要仪器与试剂　ＬＥＩＣＡＲＭ２１６５切片机、ＪＬＴＡ型包

埋专用冷台、ＹＴ７Ｆ烤片机、Ｏｌｙｍｐｕｓ全自动显微照相系统、

ＯＬＹＭＰＵＳ显微镜、ＵＶＰ凝胶成像系统、羊抗人多克隆抗体

Ｐ５７ｋｉｐ２、鼠抗人单克隆抗体 Ｋｉ６７、鼠抗人单克隆抗体Ｐ１６ＩＮＫ４、

ＳＰ９００免疫组织化学染色试剂盒、Ｂｒａｄｆｏｒｄ蛋白测定试剂。

１．３　方法

１．３．１　免疫组织化学染色　组织块经１０％甲醛溶液固定后，

采用常规石蜡包埋切片，采用通用型二步法免疫组织化学染色

方法，经柠檬酸缓冲液高温高压抗原修复，分别检测肝癌组织、

癌旁组织及正常肝癌组织中Ｐ５７ｋｉｐ２、Ｋｉ６７及Ｐ１６ＩＮＫ４的表达水

平。每批染色均采用ＰＢＳ液替代一抗为阴性对照，采用已知

切片做阳性对照。结果判定组织中Ｐ５７ｋｉｐ２、Ｋｉ６７及Ｐ１６ＩＮＫ４免

疫阳性物质定位于胞浆，胞浆凡出现明显的棕黄色颗粒为阳性

细胞，在每个切片上下左右及中间随机选取高倍视野计算阳性

细胞数，计算总细胞数不少于１０００个。阳性判定标准：阳性

细胞大于或等于１０％为阳性、小于１０％为阴性。

１．３．２　蛋白样品制备　从－８０℃冰箱取出收集肝癌、癌旁组

织及正常肝黏膜组织，称取０．２ｇ组织加２００μＬ组织裂解液

（５０ｍｍｏｌ／ｍＬＴｒｉｓＨｃｌｐＨ８．０，１５０ｍｍｏｌ／ｍＬＰＭＳＦ，０．１％
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ＮＰ４０，蛋白酶抑制剂）冰浴匀浆。将匀浆液４℃以１２０００ｒ／

ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取上清液，采用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法检测蛋白浓度；取

上述制备的蛋白样品５０μｇ上样到１５％聚丙烯酰胺（ＳＤＳ

ＰＡＧＥ）凝胶电泳，电泳完毕后将蛋白电转至 ＮＣ膜，用５％脱

脂奶粉封闭，分别加一抗（Ｐ５７ｋｉｐ２、Ｋｉ６７及Ｐ１６ＩＮＫ４），３７℃孵育

２ｈ，经０．１％ＴＢＳＴ漂洗后加二抗（１∶２０００）室温孵育２ｈ，

ＴＢＳＴ洗膜后加ＥＣＬ，Ｘ光胶片定影，扫描后用ＩＰＰ６．０进行图

像分析。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计学分析，所

有数据以均数±标准差（狓±狊）表示，率的比较采用χ
２ 检验，均

数比较采用狋检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ｐ５７
ｋｉｐ２、Ｋｉ６７及Ｐ１６ＩＮＫ４在各组肝组织中的表达水平　免

疫组织化学染色结果显示Ｐ５７ｋｉｐ２蛋白在肝癌组织、癌旁组织及

正常肝脏组织中阳性率分别为３４．２％、５７．１％及７２．６％，差异

有统计学意义（犘＜０．０５），见图１Ａ～Ｃ；Ｋｉ６７蛋白在肝癌组织、

癌旁组织及正常肝脏组织中阳性率分别为９１．７％、８４．９％及

６．４％，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见图１Ｄ～Ｆ；Ｐ１６ＩＮＫ４在

肝癌组织、癌旁组织及正常肝癌组织中的阳性率分别为

４９．３％、６８．１％及９８．６％，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见图

１Ｇ～Ｉ，与 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果一致，见图２。

图１　　肝癌组织、癌旁组织及正常肝脏组织中Ｐ５７ｋｉｐ２、Ｋｉ６７及Ｐ１６ＩＮＫ４免疫组织化学染色结果（×４００）

图２　　肝癌组织、癌旁组织及正常肝脏组织中Ｐ５７ｋｉｐ２、

Ｋｉ６７及Ｐ１６ＩＮＫ４ Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果

２．２　不同分化程度肝癌中Ｐ５７
ｋｉｐ２、Ｋｉ６７及Ｐ１６ＩＮＫ４的表达　根

据Ｅｄｍｏｎｄｓｏｎ分级，将一、二级作为低分化组，三、四级作为高

分化组，分析结果显示在不同分化组Ｐ５７ｋｉｐ２、Ｋｉ６７及Ｐ１６ＩＮＫ４的

表达水平比较差异均有统计学意义（犘＜０．０５），见表１。

表１　　不同分化程度肝癌中Ｐ５７
ｋｉｐ２、Ｋｉ６７及Ｐ１６ＩＮＫ４

　　　的表达水平比较［狀（％）］

组别 狀 Ｐ５７ｋｉｐ２阳性 Ｋｉ６７阳性 Ｐ１６ＩＮＫ４阳性

低分化组 ２９ １３（４４．８３） ２３（７９．３１） １９（６５．５２）

高分化组 １９ ３（１５．７９） １９（１００．００） ４（２１．０５）

χ
２ ４．３６ ４．４９ ９．０９

犘 ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

３　讨　　论

乙肝病毒或丙肝病毒感染导致肝炎、肝硬化到腺瘤样增生

结节转化为早期肝癌、晚期肝癌最终肝癌转移的多阶段发生、

发展过程中抑癌基因的突变、失活及癌基因的过度表达共同促

使正常的肝细胞增生、癌变［６７］。近年研究结果显示癌基因及
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抑癌基因多数作用聚集在细胞周期的调控机制上，通过直接参

与肝细胞的周期调控［８］，促使肝细胞呈现失控性增殖，最终导

致肿瘤的发生。

Ｐ１６蛋白能通过抑制 ＣＤＫ４的活性使细胞分裂停滞于

Ｇ１／Ｓ期阻止细胞的异常增生，是一种重要的抑癌基因，大量研

究显示在肝细胞癌组织中Ｐ１６基因常出现表达缺失或异常，

进展期肝细胞癌组织中其异常率高达６０％，被认为是致病机

制中的重要环节［９］。Ｐ５７位于染色体１１ｐ１５．１，该区域的缺失

常与肿瘤相关。研究显示Ｐ５７在前列腺癌、膀胱癌及胰腺癌

等恶性肿瘤中表达降低［１０１２］。Ｐ５７基因敲除小鼠出现增长过

度，呈现高频率的肿瘤转向，研究主要认为其通过抑制细胞周

期来实现抑制肿瘤发生［１３］。有研究显示Ｐ５７在细胞核中能通

过抑制ｃｙｃｌｉｎＤ１及 ＣＤＫ２的表达，降低 ＣＤＫ４／ｃｙｃｌｉｎＤ１及

ＣＤＫ２／ｃｙｃｌｉｎＥ的活性抑制肿瘤细胞的增殖
［１４］。Ｋｉ６７被广泛

用于反映癌症及肺癌细胞的增殖活性［１５１６］。为了研究Ｐ５７ｋｉｐ２、

Ｋｉ６７及Ｐ１６ＩＮＫ４在肝癌发生、发展过程中的作用，本研究通过免

疫组织化学染色和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法分析其在肝癌组织、对应的

癌旁组织及正常肝癌组织中的表达水平，结果显示ｐ５７ｋｉｐ２蛋

白在肝癌组织中的表达水平显著低于癌旁组织及正常肝脏组

织，Ｋｉ６７蛋白在肝癌组织中呈现高表达，Ｐ１６ＩＮＫ４在肝癌组织中

表达显著降低，差异有统计学意义，提示Ｐ１６ＩＮＫ４及Ｐ５７ｋｉｐ２表达

可能降低参与细胞周期Ｇ１／Ｓ调控，促使正常肝细胞的增殖发

生紊乱，增长过度，导致肿瘤的发生，在此过程中作为肿瘤细胞

增殖的指标之一，Ｋｉ６７的表达显著增加。根据Ｅｄｍｏｎｄｓｏｎ分

级，高分化组中Ｐ５７ｋｉｐ２、Ｐ１６ＩＮＫ４呈现低表达，Ｋｉ６７表达较低分

化组增加，提示Ｐ５７ｋｉｐ２、Ｐ１６ＩＮＫ４及Ｋｉ６７在肝癌的发展过程中可

能有重要的作用。

Ｐ１６ＩＮＫ４、Ｐ５７ｋｉｐ２表达降低及 Ｋｉ６７的高表达在肝细胞癌的

发生、发展过程中可能有着重要的作用，Ｐ１６ＩＮＫ４、Ｐ５７ｋｉｐ２参与的

细胞周期Ｇ１／Ｓ期转化异常，可能是肝癌发生的机制之一，三

者联合检测可能对于肝细胞癌的诊断有重要的价值。
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