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Abstract:Objective　Tostud ytheabnormalex pressionofthreetumorsu ppressor p14/ARF, p15/INK4Band

p16/INK4Alocatedinchromosome9 p21inthetissueofextra 2hepaticbileductcancer,andtodiscussthe pos2
sibleroleofthesethree genesintheinitiationand progressionofbileductcancer. Methods　Theex pressionof

p14, p15and p16 proteinsinthetissuesoftumor,tumorsideandcholan gitiswerestudiedusin gthemethodof

immunohistochemistr y. Results　Theratesof p14/ARFand p16/INK4A geneex pressionlossinthetumor

tissuewerehi gherthanthatintumorsidetissueandcholan gitistissue,andtherewasnosi gnificantdifference

betweendifferent pathologyt ypes. Conclusion　Theabnormalex pressionof p14/ARFand p16/INK4A gene

may playaroleintheinitiationand progressionofextra 2hepaticbileductcancer.
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摘　要 :目的 　研究位于 9 号染色体短臂 21 段的抑癌基因簇所包含的 3 个抑癌基因 p14/ARF 、p15/

INK4B和 p16/INK4A 在肝外胆管癌组织中的异常表达 ,探讨这 3个抑癌基因的表达异常在肝外胆管癌

的发生发展过程中的作用。方法　应用免疫组织化学方法研究肝外胆管癌肿瘤组织、癌旁组织以及胆

管炎组织的石蜡切片中 p14、p15 和 p16 蛋白的表达。结果　肝外胆管癌组织、癌旁组织以及胆管炎组

织中 p14/ARF 、p16/INK4A 两个基因表达缺失率两两比较均有显著性差异 ( P < 0.05 ) ,而 p15/INK4B

基因在各组中的表达无显著性差异 ( P > 0.05 )。3个基因的表达异常与肿瘤的组织学类型无关 , 在伴

有淋巴结转移/局部浸润的病例中缺失率明显增高 ( P < 0.05 )。结论　p14/ARF 、p16/INK4A 基因表达

异常早期参与了肝外胆管癌发生、发展。
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0　引言

大量的研究资料表明 9 号染色体短臂 21 段

(9p21)的异常在多种肿瘤的发生、发展过程中起着

重要的作用。目前已经发现在 9p21 区段有 p14/

ARF、p16/INK4A 、p15/INK4B 等抑癌基因 ,它们的

位置非常邻近 ,并且有部分重叠 ,构成了一个重要的

抑癌基因簇。我们本次研究试图通过检测在肝外胆

管癌组织中这 3 个基因的异常表达 ,来初步探讨其

在肝外胆管癌发生发展中所起的作用。

1　资料与方法

1.1 　资料　取武汉同济医院和山东肿瘤防治研究

院于 1999 年 5月至 2003 年 1月期间因肝外胆管癌

行手术切除的肝外胆管癌肿瘤组织 43例 ,全部病例

术后均经常规病理检查诊断为肝外胆管癌。其中男

32例 ,女 11 例 ,平均年龄52.3 岁 ;高分化腺癌 27

例 ,中低分化腺癌 16例 ;伴有淋巴结转移的 9例 ,不

伴淋巴结转移的 34例 ;伴有局部浸润的 11例 ,不伴

局部浸润的 32例 ;肝门部胆管癌 11例 ,中下段胆管

癌 32例。另外分别取相应的癌旁组织 43例以及同

期经病理检查证实为胆管炎的手术切除标本 14例。

所有标本均用 10%的甲醛固定 ,石蜡包埋 ,切片 ,片

厚 4μm。

1.2 　主要试剂 　p14 和 p15 兔抗人单克隆抗体购

自深圳晶美生物技术有限公司 ,p16 兔抗人单克隆

抗体、SP免疫组织化学试剂盒、DAB显色剂均购自

北京中山生物技术有限公司。

1.3 　实验方法　切片常规脱蜡至水后 ,按照 SP免
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疫组化试剂盒说明书上所给步骤进行操作 :用微波

进行抗原修复后 ,H 2O2 阻断 ,正常山羊血清封闭非

特异反应 ,滴加 Ⅰ抗 ,浓度为 1∶100,4 ℃过夜 ,滴加

生物素化Ⅱ抗。加入辣根过氧化物酶标记链霉卵白

素工作液 ,DAB显色 ,苏木素复染 ,镜下观察。阴性

对照以正常山羊血清代替Ⅰ抗温育组织切片作为阴

性对照 ;以 PB代替 Ⅰ抗温育组织切片作为空白对

照 ;以已知阳性片作为阳性对照。

1.4 　免疫组化染色结果判定 　为了使染色的判定

结果更客观化 ,我们参照了国外文献的判定标

准[1] :染色结果由两个不同的研究者在 400 倍显微

镜下进行观察 ,取 5 个不同的视野 ,计算平均值。

(1) 按照染色阳性的细胞比例进行分类 :阳性细胞

比例 <5% 记为“0”;5%～25%记为“1”;25%～50%

记为“2”;50% ～75% 记为“3”;>75% 记为“4”。

(2)按照细胞染色强度进行分类 ,阴性染色记为“0”;

弱阳性染色记为“1+ ”;中等强度染色记为“2+ ”;强

染色记为“3+ ”。每个标本均按照以上两个指标进

行量化 ,然后计算 (1) ×(2)的值。如果该标本所得

的乘积 <1+, 则判定为表达阴性 ;如果乘积 >1+ 则

判定为表达阳性。

1.5 　统计学处理　计数资料间比较用χ2检验。

2　结果

2.1 　p14、p15 和 p16 蛋白在肝外胆管癌组织、癌

旁组织和胆管炎组织中的表达　p14、p15 和 p16 蛋

白表达及染色情况 ,见图 1～4。在 43例肝外胆管癌

组织中 p14、p15 和 p16 蛋白表达缺失率分别为

37.2% 、11.6% 和72.1% , 其中有 5 例 (11.6% ) 3

个基因表达全部缺失 , 至少有一个基因表达缺失的

共有 36例 (83.7% ) ; 而在相应的癌旁组织中 ,分别

为23.2% 、9.3% 和41.9% ; 在 14例胆管炎组织中 ,

分别为7.1% 、7.1% 和14.3% , 见表 1。

表 1　p14、p15、p16蛋白在肝外胆管癌肿瘤组织、

癌旁组织和胆管炎组中的表达缺失分析

肿瘤组织
n =43 ( %)

癌旁组织
n =43 ( %)

胆管炎组织
n =14 ( %)

p14 16 (37.2% ) 10 (23.2% ) 1 (7.1% )
p15 5 (11.6% ) 4 (9.3% ) 1 (7.1% )
p16 31 (72.1% ) 18 (41.9% ) 2 (14.3% )

　　经χ2 检验 ,p14、p16 蛋白在肿瘤组织、癌旁组织和胆管

炎组织中的表达两两比较均有显著性差异 ( P < 0.05 ) ,而

p15 蛋白的表达在各组间的表达无显著性差异 ( P > 0.05 ) ;

在肿瘤组织中 ,p16 的表达缺失率明显高于 p14、p15 ( P >

0.05 )。

2.2 　p14、p15 和 p16 蛋白表达异常与肝外胆管癌

的病理及临床特点的关系　p14、p15 和 p16 蛋白的

表达异常与病人的年龄、性别、肿瘤的病理学类型和

肿瘤的发生部位无关 ,而 p14 和 p16 蛋白的表达缺

失率在伴有淋巴结转移或局部浸润的病例中明显增

高 ( P < 0.05 ) ,见表 2。

表 2　p14、p15和 p16蛋白在不同的肝外胆管癌组织中的表达分析 n(%)

p14 P p15 P p16 P

性别 男 ( n =32 ) 12 (37.5% )

女 ( n =11 ) 4 (36.4% )

年龄 <50 岁 ( n =16 ) 6 (37.5% )

>50 岁 ( n =27 ) 10 (37.0% )

发病部位 肝门部 ( n =11 ) 5 (45.5% )

中下段 ( n =32 ) 11 (34.4% )

病理类型 高分化腺癌 ( n =27 ) 10 (37.0% )

中低分化腺癌 ( n =16 ) 6 (37.5% )

淋巴结转移 ( + )( n =9 ) 5 (55.6% )

( - )( n =34 ) 11 (32.4% )

局部浸润 ( + )( n =11 ) 6 (54.5% )

( - )( n =32 ) 10 (31.3% )

>0 .05

>0 .05

>0 .05

>0 .05

<0 .05

<0 .05

3 (9.4% )

2 (18.1% )

2 (12.5% )

3 (11.1% )

1 (9.1% )

4 (12.5% )

3 (11.1% )

2 (12.5% )

1 (11.1% )

4 (11.8% )

1 (9.1% )

4 (12.5% )

>0 .05

>0 .05

>0 .05

>0 .05

>0 .05

>0 .05

22 (68.8% )

9 (81.8% )

13 (81.3% )

18 (66.7% )

9 (81.8% )

22 (68.8% )

18 (66.7% )

13 (81.3% )

9 (99.9% )

22 (64.7% )

10 (91.0% )

21 (65.6% )

>0 .05

>0 .05

>0 .05

>0 .05

<0 .05

<0 .05

3　讨论

染色体 9p21 区段包含有控制细胞正常生长的

三个重要的抑癌基因[2,3] p14/ARF 、p15/INK4B 和

p16/INK4A, 它们的位置非常邻近 ,并且有部分重

叠 ,构成了一个重要的抑癌基因簇。目前在多种肿

瘤中[426]如胃癌、肝癌、肺癌、胰腺癌、鼻咽癌、肝外

胆管癌等都发现了该基因簇的改变 ,其方式有如下

几种 :染色体上等位基因的纯合性缺失、杂合性缺

失、基因突变以及所含基因启动子区域 CPG岛的甲

基化。该区段的改变可以导致位于其中的基因发生

改变 ,不能编码蛋白或编码出错误的蛋白 ,引起细胞

生长的失控。目前国外也有关于肝内外胆管癌组织

中染色体 9p21 区段抑癌基因簇的异常改变的报

道[729]。
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在本次研究中 ,p14 和 p16 蛋白的表达缺失率

在肝外胆管癌组织、相应的癌旁组织和胆管炎组织

之间两两比较均有显著性差异 ,而 p15 的表达在 3

种组织之间的差异无显著性 ,这表明 p14 和 p16 的

表达异常可能参与了肝外胆管癌的发生或发展。我

们还发现 p16 蛋白的表达缺失率无论是在肿瘤组织

中 ,还是在癌旁组织中均高于 p14, 这提示 p16 蛋白

的表达异常在肝外胆管癌的发生、发展过程中可能

扮演了一个更重要的角色。在本次研究中 ,p14 和

p16 蛋白的表达缺失率在肝外胆管癌的肿瘤组织中

最高 ,而在相应的癌旁组织中的表达缺失率却比胆

管炎组织高 ,这提示两者的表达异常可能是肝外胆

管癌发生机制中的早期事件 ,然而二者的表达缺失

率在伴有淋巴结或局部浸润的病例中却又明显高于

不伴淋巴结转移或局部浸润的病例 ,这似乎又提示

二者的表达异常在肝外胆管癌的发展过程中也扮演

了一定的角色。

另外 ,目前国内绝大部分文章 ,在有关免疫组织

化学染色结果判定上标准不统一 ,单纯的采用计数

染色阳性细胞数或划分染色强度的方法可能会导致

结果判断的误差增大。我们参考国外文献[1] ,将两

个指标综合考虑 ,取其乘积进行判断 ,可以更大程度

上减少误差。

在前面我们曾经提到 ,抑癌基因的表达缺失可

以由基因缺失、突变和启动子的甲基化等多种原因

引起。在这次研究中我们利用免疫组织化学的方

法 ,仅仅证实该抑癌基因簇中的 p14 和 p16 在肝外

胆管癌组织以及癌旁组织中表达异常 ,但是在肝外

胆管癌中基因的表达缺失是何种原因所致 ,我们尚

未加以探讨 ,这还需要以后进一步研究。

(本文图见封 2)
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