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Abstract :Objective 　To study the expression of p14ARF protein in cervical carcinoma and it s relationship

with the expression of p53 gene. Methods 　The expression of p14ARF and p53 protein was detected by im2
munohistochemist ry in 41 cervical carcinoma tissues and 20 normal cervical tissues. Results 　p14ARF was

expressed in 35 of 41 (85 . 4 %) cases of cervical carcinomas. In contrast ,normal cervical epithelium did not

express p14ARF . Overexpression of p14ARF was related to the tumor grade. The expression of p14ARF had no

association with p53 . Conclusion 　The overexpression of p14ARF has value in diagnostic and prognosis in

cervical neoplasm. These proteins maybe use as new markers of cervical neoplasm.
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摘 　要 :目的 　探讨宫颈癌组织 p14ARF蛋白的表达及其与 p53 表达的相关性。方法 　应用免疫组化方

法检测 p14ARF 、p53 基因在 41 例宫颈癌及 20 例正常宫颈组织中的表达。结果 　p14ARF在正常宫颈组织

中不表达 ,41 例宫颈癌中 35 例表达阳性 ,占85 . 4 %。病理分级为 G1、G2 级的宫颈癌的 p14ARF阳性表

达率为68 . 4 % , G3 级为 100 % ,两者比较 ,有显著性差异 ( P < 0 . 05) 。宫颈癌组织中 p53 蛋白表达阳、阴

性者中 p14ARF蛋白表达阳性率分别为75 . 0 %(12/ 16)和92 . 0 %(23/ 25) ,两者比较 ,无显著性差异 ,p14ARF

与 p53 表达不相关。结论 　p14ARF在宫颈癌中高表达有一定的诊断和估测预后价值 ,可能是宫颈癌新

的肿瘤标志物。
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0 　引言

细胞周期调控是由许多不同基因组成的多条通

路来完成的。在人类肿瘤细胞中 ,最主要的细胞周

期调控通路有两条 : Rb 通路 (p162Rb) 和 p53 通路

(p14ARF2p53) 。有关 Rb 通路的研究目前已经较为

成熟 ,近年来 p53 通路的作用日益受到重视。本研

究用免疫组化方法 ,检测宫颈癌中 p14ARF和 p53 蛋

白的表达 ,旨在探讨 p14ARF和 p53 在宫颈癌发生发

展中的作用 ,以及 p14ARF和 p53 的相互关系。

1 　资料与方法

1 . 1 　临床资料

标本选自武汉大学中南医院妇瘤科 2000 年 11

月～2003 年 7 月间手术切除和放化疗前宫颈活检、

经病理确诊为宫颈癌的石蜡标本 41 例。患者年龄

24～80 岁 ,中位年龄 44 岁 ;其中鳞癌 33 例 ,腺癌 8

例 ;病理分级为 G1 级 9 例 , G2 级 10 例 , G3 级 22

例 ;按 FIGO (1985 年) 分期标准 , Ⅰb 期 16 例 , Ⅱa

期 14 例 , Ⅱb 期 8 例 , Ⅲ期 3 例 ;有淋巴结转移者 19

例 ;浸润浅肌层 21 例 ,深肌层 20 例。另取同期因子

宫肌瘤行子宫全切的光滑宫颈 20 例作对照。

1 . 2 　试剂

鼠抗人 p14ARF 、p53 单抗 ,广谱型 SP 试剂盒 ,

DAB 显色剂等均购自福州迈新生物技术有限公司。

1 . 3 　方法

组织蜡块 4μm 连续切片 ,脱蜡至水化后 ,切片

置缓冲液中 ,高温高压抗原修复 ,采用免疫组化 SP

染色 ,染色步骤严格按试剂盒要求进行。

1 . 4 　结果判定

p14ARF和 p53 染色阳性信号均为棕黄色 ,定位

于细胞核。随机计数 5 个高倍视野 ( ×400) ,不足 5

个高倍视野者 ,计数组织中全部细胞数。阳性细胞

< 10 %定为阴性 ( - ) ,阳性细胞 ≥10 % ,定为阳性

( + ) 。

1 . 5 　统计学处理

检验方法用χ2检验及四格表确切概率法。
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2 　结果

2 . 1 　宫颈癌组织中 p14ARF的表达

p14ARF阳性表达为棕黄色粗颗粒状或小点状核

染 ,见图 1 ,阳性细胞主要见于宫颈癌组织内。41 例

宫颈癌中 35 例 p14ARF表达阳性 ,占85 . 4 % ,而正常

宫颈组织中未见 p14ARF表达。

2 . 2 　宫颈癌组织中 p14ARF表达与临床病理

p14ARF表达与组织类型、FIGO 分期、淋巴结转

移及浸润深度无关 ( P > 0 . 05) ,仅和病理分级有关

( P < 0 . 05) ,且可见到 p14ARF 在高分化宫颈癌中分

布于表层 ,而在低分化中可达基底层 ,见表 1。

2 . 3 　宫颈癌组织中 p14ARF表达和 p53 表达的相关

性

p53 蛋白阳性产物主要定位于细胞核中 ,见图

2。41 例宫颈癌组织中 16 例呈阳性表达 , 占

39 . 0 %。宫颈癌组织中 p14ARF表达与 p53 蛋白表达

不相关 ( P > 0 . 05) ,见表 1。

表 1 　宫颈癌临床病理特征及 p53 表达

与 p14ARF表达的相关性

　类别 总例数
p14ARF阳性表达

例数 %

组织类型

　鳞癌 33 30 90 . 9

　腺癌 8 5 62 . 5

病理分级

　G1、G2 级 19 13 68 . 4 3

　G3 级 22 22 100 . 0

FIGO 分期

　Ⅰ期 16 13 81 . 3

　Ⅱ、Ⅲ期 25 22 88 . 0

淋巴结转移

　有转移 19 16 84 . 2

　无转移 22 19 86 . 4

浸润深度

　浅肌层 21 17 81 . 0

　深肌层 20 18 90 . 0

p53 蛋白表达

　阳性 16 12 75 . 0

　阴性 25 23 92 . 0

　　注 : 3 表示 G1、G2 级组与 G3 级组比较 , P < 0 . 05

3 　讨论

p14ARF是近年来发现的又一重要的抑癌基因 ,

定位于 9p21。p14ARF和 p16 基因的阅读框架含有相

同的外显子 E2、E3 ,但第 1 外显子 E1 不同 ,p14ARF

为 E1β,p16 为 E1α。由于 E1 不同 ,翻译出氨基酸

序列完全不同的两种蛋白 ,这两种蛋白在调控人类

肿瘤发生的两条细胞周期调控途径 Rb 途径 (p162

CyclinD1 与 CD K4 复 合 物2p Rb ) 和 p53 途 径

(p14ARF2MDM22p532p21 ) 中起重要作用。p16 是

CD K抑制剂 ,通过 CD K而抑制 Rb 蛋白的磷酸化 ,

使细胞周期停滞于 G1 期。p14ARF 则可直接结合

MDM2 ,使 MDM2 与 p53 在核内分离 ,解除 MDM2

介导的 p53 的抑制 ,使 p53 水平升高 ,然后启动凋亡

或细胞周期阻滞。研究发现 ,p14ARF 基因缺失及启

动子甲基化与多种肿瘤的发生发展有密切关系。在

脑转移瘤[ 1 ] 、少突胶质细胞肿瘤[ 2 ] 中常发生 p14ARF

甲基化现象 ,在膀胱癌[ 3 ] 、口腔鳞癌[ 4 ] 中常出现

p14ARF基因缺失。p14ARF 也可发生突变 ,但主要发

生在外显子 E2 的 5′端 ,人类肿瘤中 p14ARF 特异的

E1β突变现象尚未见报道。当 p14ARF发生缺失、甲

基化及突变时 ,其 mRNA 及蛋白水平会相应的下

降。与上述观点不同的是 ,我们的研究结果发现

p14ARF高表达于几乎所有宫颈癌中 ,且 p14ARF的表

达随病理分级增高而增强 ,这与 Sano 等[ 5 ]在宫颈癌

中的研究结果相一致。究其原因 ,可能与宫颈癌中

高危型 H PV E6、E7 癌蛋白有关。我们知道 ,高危型

HPV E6、E7 癌蛋白可结合 p53 、Rb 蛋白 ,从而使

其失活。宫颈癌中 p14ARF高表达可能是 p53 途径中

p53 蛋白功能失活导致的负反馈表达的结果。另一

种可能就是 ,由于 E7 癌蛋白可结合 p Rb 蛋白 ,使

E2 F1 从 E2 F1/ p Rb 复合物中释放出来 ,而 E2 F1

可诱导 p14ARF表达 ,从而使得 p14ARF在宫颈癌中高

表达。另外 , 我们在正常宫颈组织中未检测出

p14ARF免疫活性 ,这并不表示 p14ARF表达缺失 ,也不

表示该基因失活 ,可能是在正常细胞中 p14ARF水平

较低而用免疫组化方法检测不到。研究发现大多数

正常细胞中 ,p14ARF 、p16 在 mRNA 和蛋白水平表

达均较低 ,因此 ,只有当 p14ARF表达上调时 ,比如在

HPV 感染的宫颈癌细胞中 ,才可用免疫组化方法检

测其蛋白表达。另外 ,p14ARF 在高分化宫颈癌中分

布于表层 ,而在低分化中可达基底层 ,及 p14ARF在低

分化组明显高于高分化组 ( P < 0 . 05 ) ,这可能与

HPV 的 E6、E7 蛋白在高低分化的宫颈癌中表达方

式不同有关。因此 ,我们推测 p14ARF在基底层中阳

性表达的那个点至关重要 ,他将提示我们病变会进

展。

p53 基因是目前研究最活跃的基因之一 ,有野

生型和突变型两种亚型。野生型具有维持基因组稳

定、抑制癌变、调节细胞分化和衰老的功能 ;而突变

型 p53 蛋白则失去抑癌功能 ,可引起细胞恶性增殖 ,

导致细胞的转化和肿瘤的发生。野生型 p53 蛋白半

衰期很短 ,用免疫组化方法不易检出 ,而突变型 p53

蛋白半衰期延长 ,易在恶性细胞中堆积。因此 ,应用
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免疫组化检测出的 p53 蛋白均为突变型 p53 蛋白。

Stot t 等[ 6 ] 研究发现野生型 p53 可负调节 p14ARF表

达 ,当 p53 突变失活时 ,p14ARF可高表达。已有研究

报道在结肠癌[ 7 ] 、乳腺癌[ 8 ] 中 p14ARF和 p53 表达相

关 ,但我们的研究结果提示 p14ARF和 p53 表达不相

关 ,他们之间不是线性关系 ,而是错综复杂的网络关

系。这与 Xue 等[ 9 ]在肺鳞癌中的研究结果相一致。

p14ARF阳性可提示该瘤细胞有 H PV 感染 ,它随

病理分级增高而表达增强的现象 ,使得我们能用免

疫组化的方法对宫颈癌进行诊断 ,同时对估测其预

后也有很大的价值 ,p14ARF可能会成为宫颈癌中继

p16 之后的新的肿瘤标志物。

(本文图见封 2)
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用于 c2erbB22 过表达的转移性乳腺癌的治疗 ,并取

得了较好的治疗效果。有待进一步研究 :以 H ER2
2/ beu 为靶点的治疗是否同样可以用于 c2erbB22 阳

性表达的伴 N E 分化非小细胞肺癌的临床监测和治

疗。

(本文图见封 2)
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