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摘　要　目的:探讨 P16 和 Rb 两种基因所表达的蛋白在食管癌形成中的作用。方法:采用免疫组化法对 50 例粤东地区

食管癌进行检测。结果:在 50 例食管鳞癌标本中 , 10 例表现P16 蛋白阳性 , 38例表现为Rb蛋白阳性。在 38例 Rb 蛋白阳性病

例中 ,有 31 例 P16 蛋白阴性 , 另有 5例呈现 P16 蛋白低表达。17 例Ⅰ级食管鳞癌均表达 Rb 蛋白 , 28 例Ⅱ级食管鳞癌中有 19

例 Rb 蛋白表达阳性 , 5 例Ⅲ级食管鳞癌中有 2 例表达 Rb 蛋白。结论:P16 蛋白在食管癌中的异常是一经常发生的事件 , P16

蛋白的表达与 Rb 蛋白的表达之间存在明显的负相关 , P16 蛋白的异常在不同地区之间可能存在差异;Rb 蛋白的表达与食管

癌的分化程度相关 ,即分化越好 , Rb 蛋白表达率越高。细胞周期调控的 Rb路径异常 , 可能参与食管癌的形成。
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Abstract　Objective:To explore the role of protein of P16 and Rb genes in the carcinogenesis in human esophageal

cancer.Method:50 cases of esophageal squamous cell carcinoma(ESC)from east Guangdong were selected and immuno-

histochemistry method was applied.Results:The results show that 10 of 50 express P16 and 38 of 50 express Rb.No

expression of P16 could be found in 31 of 38 Rb positive cases.5 showed low expression of P16.17 of 17 grade Ⅰ

esophageal squanous-cell carcinoma expressed Rb.19 of 28 grade Ⅱ ESC were Rb positive.2 of 5 grade Ⅲ ESC showed

Rb expression.Conclusions:Results suggest that abnormality of P16 in ESC is a common event.Inactivations of P16

and Rb are inversely correlated in ESC.Abnormality of P16 may various among different area.Rb expression could be

related to the differentiation of ESC.Abnormality of P16 and Rb in the regulatory pathway of cell cycle may be involved

in the carcinogenesis of ESC.

Subject headings　 esophageal neoplasms;protein P16;retinoblastoma protein

　　肿瘤的形成是一个非常复杂的生物学过程 ,许

多人类肿瘤都以一种或多种细胞周期调控基因的

异常为其部分特征 ,这些包括 Rb 、P53 、P16和 Cyclin

D1。P16蛋白是周期素依赖性激酶 4(cyclin depen-

dent kinases 4 ,CDK4)和 CDK6的特异抑制子 ,CDK4

和CDK6参与 Cyclin D1依赖性的 Rb磷酸化[ 1] ,有

证据提示 , P16是一个肿瘤抑制基因 。首先 ,其基

因定位于染色体 9p21 ,该区域在多种人肿瘤中出现

异常[ 2] 。其次 , P16 在 Rb保持野生型的肿瘤中常

表现缺失 、突变或高甲基化及转录静止 ,而且 P16
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在这些细胞中以高水平异位表达(ectopic expres-

sion)时可导致G1 期终止。第三 ,P16缺陷小鼠对一

些致癌因素敏感 ,在人肿瘤中 P16的种系突变与恶

性黑色素瘤和胰腺癌的家族综合征相关[ 3] 。Rb 和

其它 Rb样蛋白(p130 , p107)控制着由杂二聚体转

录调节子(heterodimeric transcription regulator)介导的

基因表达 ,总称为 E2Fs ,它们可反式激活那些基因

产物对进入 S 期非常重要的基因 , Rb 蛋白以其去

磷酸化形式与 E2F复合体的亚群结合 ,并将其转变

为抑制 E2F 靶基因表达的抑制子 。Rb蛋白的磷酸

化使这些 E2Fs游离 ,使它们能反式激活同样的基

因 ,这是一个最初由周期素依赖性激酶触发而后由

Cyclin E-CDK2复合体改变的过程[ 4] 。

食管癌(esophageal cancer)在我国是高发癌 ,其

死亡率在肿瘤死亡中处于第二位 ,已有报道 P16和

Rb在食管癌中有改变 ,粤东地区作为食管癌高发

区 ,有必要对P16和 Rb在食管癌中的表达情况作

一研究 ,以探讨它们在食管癌发生中的作用和意

义。为此 ,我们从粤东地区选择了 50 例食管鳞状

上皮癌进行P16蛋白和 Rb蛋白的免疫组化观察。

1　材料与方法

1.1　标本来源

50例食管鳞状上皮癌标本选自汕头大学医学

院病理教研室 1996 ～ 1997年活检存档蜡块 ,病例

来源均为粤东沿海地区(食管癌高发区),其中 Ⅰ级

17例 , Ⅱ级 28例 , Ⅲ级 5例 ,有淋巴结转移者 30

例 ,无转移者 20例 ,取 10例正常食管粘膜作为对

照。

1.2　试　剂

鼠抗人 P16单克隆抗体(Ab-2 ,克隆号 ZJ11)、

Rb单克隆抗体(Ab-1 , 克隆号 1F8)均购自美国

NEOMARKERS 公司 , 免疫组化试剂盒 Ultravision

Detection System Polyvalent(抗鼠和兔 , HRP/DAB)购

自美国 LAB Vision Corporation。

1.3　免疫组化染色

按试剂盒提供的方法进行 ,用 DAB显色 ,一抗

的效价分别为 P16 1∶100 、Rb 1∶200。阴性对照用

PBS替代 ,阳性对照采用中山医科大学病理教研室

已知为 P16 、Rb阳性的骨肉瘤切片 ,阳性染色为棕

褐色 ,阳性结果的判别采用双盲性 ,根据阳性细胞

所占面积分为 4个等级(-、+、++、+++),“ -”

为无明显阳性反应细胞 , “ +”阳性细胞的面积小于

25%,“ ++”阳性细胞的面积在 25%～ 75%之间 ,

“ +++”阳性细胞的面积大于 75%。

2　结　果

2.1　P16蛋白在正常食管及食管鳞状上皮癌中的

表达

正常食管粘膜上皮细胞中可见部分细胞表达

P16蛋白 ,主要分布于基底层 ,棘细胞层亦可见 P16

蛋白少量的表达 。在 50例食管鳞状上皮癌中仅见

10例为 P16蛋白阳性 ,其中弱阳性(+)者(图 2)为

5例 ,中等 ～强阳性(++～ +++)者 5例 ,阳性部位

主要位于胞核(图 2),亦可见胞浆者(图 1),P16蛋

白阴性40例。

2.2　Rb 蛋白在正常食管及食管鳞状上皮癌中的

表达

Rb蛋白阳性部位位于胞核 ,为浅至深棕褐色

颗粒。在正常食管鳞状上皮 Rb 蛋白的表达与 P16

蛋白类似 ,主要分布于基底细胞层和棘细胞层 ,表

达水平亦较低。在食管鳞状上皮癌中 ,38例 Rb 蛋

白阳性 ,其中弱阳性者(+)8 例 ,中等 ～ 强阳性者

(图 4)30例 ,Rb蛋白阴性 12例 ,某些病例癌巢中核

强阳性细胞清晰可见 ,且阳性细胞主要靠近癌巢周

边 ,癌巢中央细胞弱阳性或不着色(图 3)。经与上

述 10例 P16蛋白阳性病例进行比较 , 4例 Rb蛋白

弱阳性和 3 例 Rb 蛋白阴性者呈现 P16 蛋白的表

达 ,另有 3例呈中等 ～ 强 Rb 蛋白阳性者有 P16蛋

白表达 。在 38例 Rb蛋白阳性病例中 ,有 31 例不

表达 P16蛋白。

2.3　P16蛋白和 Rb 蛋白在不同级别和转移状态

的食管癌中的表达

结果见表 1及表 2。

表 1　P16、Rb 蛋白在不同级别食管鳞状上皮癌

中的表达

Table 1　Expression of P16 and Rb in different grade of

ESC(50 cases)

Grade
Cases

(n)

Positive cases

P16 Rb

Ⅰ 17 　　　3 17

Ⅱ 28 7 19

Ⅲ 5 0 2

Total 50 10 38
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表 2　P16、Rb蛋白的表达与食管鳞状上皮癌转移的关系

Table 2　Relations between expression of P16 and Rb and meta-

stasis of ESC (50 cases)

State of metastasis
Cases

(n)

Positive cases

P16 Rb

Metastasis 30 　　　5 23

Unmetastasis 20 5 15

Total 50 10 38

3　讨　论

抑癌基因的失活或癌基因的扩增在肿瘤的形

成和发生过程中起着重要作用。P16和 Rb是两个

肿瘤抑制基因 ,它们主要是作为细胞周期的调控基

因来抑制细胞的增殖 ,其失活或突变常导致转录因

子的活化 ,从而使得细胞增殖不可调控 ,以至最终

形成肿瘤[ 5～ 7] 。一般认为 ,正常细胞中存在着这一

个负反馈网络 ,即磷酸化 Rb 蛋白增加时 ,可引起

P16基因表达增强 ,增加的 P16蛋白与 Cyclin D蛋

白竞争结合CDK4而抑制 CDK4的激酶活性 ,使 Rb

蛋白磷酸化减少 ,从而阻断 Cyclin D蛋白 、Rb 蛋白

等介导的转录因子 E2F的活化 ,也影响了众多其它

癌基因的转录 ,最终抑制细胞增殖[ 4] 。为了解 P16

蛋白和 Rb蛋白在食管癌中的分布状态及探讨其可

能的作用 ,本文选用粤东地区的食管鳞癌作为研究

对象 ,其结果表明 , P16 蛋白仅在 20%的病例中表

达 ,且有一半(5例)为弱阳性 ,这提示P16可能存在

失活或丢失 ,其在粤东地区的食管癌形成中有着重

要意义 ,且是一经常发生的事件。同时我们注意

到 ,这一结果与郑杰等[ 8] 的研究存在差异 ,他们的

结果表明仅有 31.7%的病例中检测不到 P16蛋白。

这似乎可以认为 P16蛋白在不同地区人群的食管

癌中的表达亦不相同。进一步的比较研究有助于

解决这一问题。Rb蛋白的表达不同学者有不同的

看法 ,有的学者认为 , Rb 蛋白与 P16蛋白的表达之

间存在着一种负相关
[ 9]
,但近来有学者将 P16转染

至P16 缺乏而 Rb正常的细胞系中发现 , P16 可降

低 Rb的表达水平 ,因此 ,它们之间的关系可能不是

一种单纯的负相关。本文观察到 Rb蛋白的高表达

率与 P16蛋白的低表达率形成一个对照 ,这从侧面

反映出尽管存在功能正常的 Rb ,但由于 P16 的缺

失与失活 ,同样可以使细胞周期进入S期 。

P16仅能抑制表达正常功能 Rb的细胞的增殖

意味着 P16的丢失与 Rb的丢失一样 ,可能促进细

胞的恶性转化。近年的研究发现 , P16在多种人类

肿瘤中出现纯合缺失 、无义错义突变或移码突变。

目前 P16作为一种肿瘤抑制基因已被研究者所认

同。因此 ,从本文的结果来看 , P16 蛋白的低表达

率正好说明其与食管癌形成的关系密切。众所周

知 ,Rb和 P16肿瘤抑制基因是在细胞周期调控的

路径上起作用。以往的研究认为 P16基因是由 Rb

的基因产物 Rb 蛋白转录性抑制。最近 , Fang X

等[ 10]用人卵巢癌细胞株研究发现 ,Rb蛋白及 mR-

NA在缺乏 P16的细胞株中比那些 P16正常的细胞

株中表达更高。进一步用野生型 P16转染 P16 缺

乏的细胞株可显著降低 Rb 蛋白及 mRNA 的表达。

这些结果提示 Rb的表达可被 P16反调。从表 1可

知 ,Rb蛋白的表达与食管鳞癌的分化程度相关 ,即

分化越好 , Rb蛋白表达率越高。此外 ,在 10例 P16

蛋白阳性的食管癌中 ,竟无 1例出现在 Ⅲ级食管鳞

癌 ,这进一步说明了 P16蛋白与食管癌的形成密切

相关 ,而且是一较晚的分子事件。至于 P16蛋白和

Rb蛋白的表达与食管癌转移的关系 ,从本文的结

果似乎看不出有明确的关系。

本研究仅就 P16及 Rb蛋白的表达情况进行了

观察 ,P16蛋白的低表达率虽然从一定程度上说明

了其与食管癌形成的关系 ,但对粤东地区这一食管

癌高发区来说 , P16基因是否存在缺失 、突变 , 或

P16基因正常而转录后调控及修饰是否存在问题?

这都是值得探讨的问题 ,作者也将另外进行一些报

道。再者 , Rb蛋白虽然有高的表达率 ,但也存在表

达功能异常的蛋白的问题 ,因为突变的 Rb基因同

样可表达出 Rb 蛋白 ,此外 , Rb 蛋白的磷酸化状态

也是细胞周期调控路径中不可忽视的问题 。细胞

周期调节路径中其它蛋白如 Cyclin D1和 CDK4等

在食管癌中的表达也是值得研究的问题 。
(本文图见插页 3)
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区变异株感染[ 2] 。目前认为 ,肝炎的活动与免疫发

病机制关系密切 , HBeAg 的阴转或抗-HBe 的出现

可能会引起更多的细胞毒性 T 细胞对 HBV感染的

肝细胞进行攻击 ,导致肝损害加重[ 8] 。而持续的肝

炎活动可诱发或促进肝纤维化的发生。本组病例

中出现的抗-HBe阳性率高而肝损害和肝纤维化程

度加重的现象可能与此有关。

近年来 ,HA已被公认为诊断肝纤维化最有价

值的血清学指标。本组结果显示 , HA 随着肝组织

病理的分级 、分期的升高而升高 ,G4 、S4 的 HA血清

值分别比G1 、S1 显著性升高(P <0.001),证实了

HA是反映肝炎活动及肝纤维化的一个敏感的血清

学指标 ,结果与张永刚等[ 9] 报道相符 。张氏[ 10] 报

道血清 HA值和抗-HBe 阳性率随着肝硬化的发生

而显著增高 ,本组资料显示 ,在抗-HBe 阳性病人中

HA平均值显著高于抗-HBe 阴性者(P <0.001),

证实了抗-HBe与HA两者有一定的关联性 。HA的

增高可能与抗-HBe阳转时肝炎活动及肝纤维化加

重有关 。如在抗-HBe 阳性的慢性乙型肝炎病人出

现HA显著增高时 ,可能提示其肝组织的炎症 、坏

死及肝纤维化的程度均较重 ,值得引起重视。
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uPA系统在 4株非小细胞性肺癌细胞中的表达　(正文见第 174页)

图 1　4 株非小细胞性肺癌细胞株 PLA-801中 uPA(a)、PAI-1(b)、PAI-2(c)、uPAR(d)的表达
Fig.1　The expression of uPA(1)、PAI-1(2)、PAI-2(3)、uPAR(4)in the non small cell line PAL-801(LSAB×200)

食管癌中 P16蛋白和 Rb蛋白的表达及其意义(正文见第 182页)

图 1　食管鳞状上皮癌(Ⅱ级), P16 阳性 ,可见癌巢中癌细胞胞浆着色 , 免疫组化染色 , 100×
图 2　食管鳞状上皮癌(Ⅱ级), P16 阳性 ,可见癌巢中癌细胞核呈弱阳性表达 , 免疫组化染色 , 100×
图 3　食管鳞状上皮癌(Ⅰ级), 癌巢中核强阳性细胞清晰可见 ,阳性细胞主要靠近癌巢周边 ,癌巢中央细胞 ,弱阳性或不着色 ,

Rb免疫组化染色 , 100×
图 4　食管鳞状上皮癌(Ⅱ级), 癌巢中大量 Rb阳性细胞 ,阳性部位位于核内 , 免疫组化染色 , 100×
Fig.1　Esophageal squamous cell carcinoma(gradeⅡ).P16 positive reactivity can be seen in the cytoplasm of tumor cells.Im-

munohistochemical staining.100×
Fig.2　Esophageal squamous cell carcinoma(grade Ⅱ).P16 shows weak reactivity in the nuclus of tumor cells.Immunohisto-

chemical staining.100×
Fig.3　Esophageal squamous cell carcinoma(gradeⅠ).Extensive nuclear positive cells present in the nest clearly.Positive cells are

mainly locate near the boundary of nest while cells in the center show weak reactivity.Rb immunohistochemical staining.100×
Fig.4　Esophageal squamous cell carcinoma(gradeⅡ).A large amount of Rb positive cells can be seen in nests.The positive

reactivity was located in nuclus.Immunohistochemical staining.100×


