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前言

p27kip1是一个广谱细胞周期素依赖性激酶（CDK）抑制剂，
被认为是一种抑癌基因 [1]。增殖细胞核抗原（proliferating cell
nuclear antigen,PCNA）与细胞周期有密切关系，可反映处于增
殖状态的肿瘤细胞数量，介以判定肿瘤的恶性程度。我们的前
期研究发现 p27kip1在胃癌和胃肠道类癌中均与肿瘤的分化程
度有关，并与 Ki-67的表达呈负相关[2-3]。但 p27kip1在人脑星形
细胞瘤中的研究鲜见报道。本研究利用 SP免疫组化方法观察
p27kip1蛋白及 PCNA在人脑星形细胞瘤中的表达情况以及两
者的相关性，进而探讨 p27kip1蛋白在人脑星形细胞瘤发生发展
中的作用。

1 材料与方法

1.1 材料
取自哈尔滨医科大学第一临床医学院 1999~2000年胶质

瘤手术标本的存档蜡块 64例，其中毛细胞性星形细胞瘤 2例，
星形细胞瘤 II级 19例，星形细胞瘤 III级 22例，星形细胞瘤
IV级 21例，正常脑组织标本 6例，取自非脑病死亡的尸体解
剖脑标本的存档蜡块。
1.2 试剂
即用型鼠抗人 p27蛋白单克隆抗体及即用型鼠抗人 PC-

NA单克隆抗体均购自Maxium公司。SP试剂盒购自福州迈新
公司。
1.3 方法
辣根过氧化酶标记的 SP法，即：石蜡切片常规脱蜡至水，

3%过氧化氢 -甲醇封闭 5min，PBS (pH7.2) 漂洗后置 EDTA
（pH8.0）中，微波炉抗原修复 5min，PBS漂洗后依次滴加一抗 4
C过夜，二抗 37 C15min，辣根酶标记的链酶卵白素工作液
15min，PBS漂洗后 DAB显色，自来水充分冲洗终止反应，苏木
素复染，脱水，透明，封片。以 PBS缓冲液代替一抗作为阴性对
照。
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Note: Expression of PCNA was significantly correlated with the grade of brain astrocytomas (X2=26.182 P=0.002); * P＜0.05

A group compared with C group; # P=0.085 B group compared with C group; $ P=4.414 C group compared with D group.

Note : r=-0.985, P=0.015

1.4 结果判定
p27kip1与 PCNA均以肿瘤细胞核棕褐色染定义为免疫组
化阳性（反应性星形细胞和血管周围淋巴细胞不计为阳性细

胞）。每张切片随机计数三个高倍视野（400）中至少 1000个肿
瘤细胞中的阳性肿瘤细胞数，计算阳性肿瘤细胞百分比，即阳

性肿瘤细胞百分比阳性细胞数 /计数肿瘤细胞数 100%。按组
织切片中肿瘤细胞的显色比例进行半定量：-（无阳性细胞），+
（阳性细胞 25%），++（阳性细胞 25%~50%），+++（阳性细胞
75%）。
1.5 统计学处理

应用 SPSS10.0软件进行数据处理，计数资料采用 X2检

验，p27kip1与 PCNA 间的关系采用直线相关分析。检验水准
α=0.05，P≤0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 p27kip1蛋白在人脑星形细胞瘤中的表达
p27kip1蛋白阳性表达表现为细胞核染成棕褐色（图 1），阳
性细胞多呈弥漫性，局灶性分布，并且肿瘤的病理分级愈高，

p27kip1蛋白的表达愈低（见表 1）。

表 1 p27kip1蛋白在人星形细胞瘤中的表达
Table 1 Expression of p27kip1 in human brain astrocytomas

WHO grade
p27kip1

Total Positive rate (%)
- + ++ +++

Normal (A group) 2 1 2 1 6 66.67*#

Grade I~II(B group) 12 8 1 0 21 42.86$

Grade III(C group) 20 2 0 0 22 9.09*

Grade IV(D group) 20 1 0 0 21 4.76#$

X2=25.388; P=0.03

Note: Expression of p27kip1 was significantly correlated with the grade of brain astrocytomas (X2=25.388 P=0.03); * P＜0.05

A group compared with C group; # P＜0.01 A group compared with D group; $ P＜0.01 B group compared with D group.

WHO grade
PCNA

Total Positive rate (%)
- + ++ +++

Normal (A group) 6 0 0 0 6 0.0*

Grade I~II(B group) 13 6 2 0 21 38.10#

Grade III(C group) 8 4 6 4 22 63.64*#$

Grade IV(D group) 6 10 1 4 21 71.43$

X2=26.182 P=0.002

表 2正常脑组织及星形细胞瘤中 PCNA的表达
Table 2 Expression of PCNA in normal brain tissue and human brain astrocytomas

2.2 PCNA在人脑星形细胞瘤中的表达
PCNA阳性表达表现为细胞核染成棕褐色（图 2），阳性细

胞多呈弥漫性，局灶性分布，并且肿瘤的病理分级愈高，PCNA
的表达愈高（见表 2）。

2.3 p27kip1蛋白与 PCNA在人脑星形细胞瘤中表达相关性的
分析（见表 3）

通过对肿瘤中 p27kip1蛋白与 PCNA在人脑星形细胞瘤中
表达的相关性分析，我们发现，两者呈明显的负相关。

WHO grade Positive rate of p27kip1 (%) Positive rate of PCNA (%)

Normal (A group) 66.67 0.0

Grade I~II(B group) 42.86 38.10

Grade III(C group) 9.09 63.64

Grade IV(D group) 4.76 71.43

表 3 p27kip1蛋白与 PCNA在人脑星形细胞瘤中表达的相关性分析
Table 3 Correlation analysis of p27kip1expression and PCNA expression in human brain astrocytomas
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图 1人脑星形胶质细胞瘤 II级（WHO分类）中 p27kip1免疫组化染

色，阳性产物定位于肿瘤细胞的细胞核(400×)

Fig.1 brain astrocytomas II (WHO)，the positive expression of p27kip1 was

in the nuclei of tumor cells(400×)

图 2人脑星形胶质细胞瘤 II级（WHO分类）中 PCNA免疫组化染色，

阳性产物定位于肿瘤细胞核 (400×)

Fig.2 brain astrocytomas II (WHO)，the positive expression of PCNA was

in the nuclei of tumor cells(400×)

3 讨论

细胞增殖是生命的基本特征之一。真核细胞的细胞周期包
括 G1、S、G2、M期。在真核生物细胞周期中起调节核心作用
的分子包括：细胞周期蛋白（又称周期素），细胞周期蛋白依赖

激酶和细胞周期依赖激酶抑制蛋白。目前抑制进入 S期的蛋白
包括两组：（1）视网膜母细胞瘤基因的蛋白产物和其相关蛋白
P170和 P130；（2）两个 CDK抑制家族：一个是 Ink4家族，包括
p16Ink4a, p15Ink4b, p18Ink4c, p19Ink4d[4-5]，主要抑制 CyclinD
依赖激酶 cdk4 和 cdk6；另一个是 Cip/Kip 家族，包括
p21Cip/WAF1、p27Kip1和 p57Kip2。与 Ink4家族不同，Cip/Kip家族的蛋
白都有 60个同源残基氨基酸，能和许多不同的细胞周期蛋白
与细胞周期蛋白依赖激酶的结合物相互作用，发挥其抑制作

用[6-7]。
p27kip1作为 CDK抑制剂（CDI）家族的一员，通过与 DK或
细胞周期素 -CDK复合物结合，抑制酶活性，具有阻止细胞通
过 G1/S期转换的 "关卡 "作用，从而抑制细胞的增殖，使细胞
有机会修复损伤的 DNA 或 DNA 复制中产生的错误，因而
p27kip1通常被认为是一种抑癌基因。尽管 p27kip1的编码基因很
少发生重组和突变，但其表达水平的降低与人类许多肿瘤的预

后不良有关。Takayuki H等人发现 p27kip1低表达增加肿瘤转移
机会，影响患者的预后，可作为一个浸润行为和不良预后指标
[8]。Sun X 等人在 CT26 结肠癌小鼠模型中研究发现，转染
p27kip1后可以明显抑制结肠癌肺转移瘤的形成和生长，并延长
肺转移小鼠的寿命[9]。本研究结果表明，p27kip1蛋白在正常脑组
织中的表达(66.67%)明显高于其在脑星形胶质细胞瘤中的表
达(18.46%)，提示 p27kip1蛋白的表达缺失与脑星形细胞瘤的发
生可能有关。在星形细胞瘤 I~II、III和 IV中 p27kip1蛋白的阳性
率分别为 42.86%、9.09%和 4.76%，其阳性率随着星形细胞瘤
恶性程度的增高而降低，表明 p27kip1蛋白的表达缺失与人脑星
形细胞瘤的分化程度呈负相关，这与高宝莲等人的研究结果一

致[10]。据 Piva R报道间变性胶质瘤中 p27kip1表达下降，在胶质
母细胞瘤中几乎检测不到 p27kip1的表达[11]。转染 p27cDNA的
腺病毒载体至低表达 p27kip1蛋白的星形胶质瘤细胞中可使该
细胞则失去肿瘤细胞的生长特性，且在裸鼠中不能形成肿瘤
[12]。因此 p27kip1基因及其蛋白产物对于胶质瘤细胞的增殖有着

极其重要的调节作用，并提示它与胶质瘤的发生有着密切关

系。
研究肿瘤增殖动力学的一个重要方面是检测肿瘤细胞的

增殖活性，细胞增殖活性可以判断肿瘤恶性程度及评估肿瘤生

物学行为，是判断肿瘤预后的重要指标，PCNA 即是其中之
一。 PCNA是一种分子量为 38kD的酸性核蛋白，它是 DNA
多聚酶的辅助蛋白，是DNA合成所必需的细胞周期调节蛋白，
其定位于细胞核，在 G1晚期 DNA开始复制之前表达升高，S
期表达最高，G2和M期表达下降，G0期检测不到，所以只有
处于增殖状态的细胞才能检测到 PCNA的存在，可以较好的反
映细胞增殖活性，目前多用于评价肿瘤细胞增殖活性及肿瘤生

物学行为。本研究结果表明，PCNA阳性染色定位于细胞核，被
染成棕黄色。正常脑组织中 PCNA阳性表达率极低，各级星形
细胞瘤中均有不同程度的 PCNA阳性表达，星形细胞瘤 I~II级
PCNA免疫组化染色阳性细胞较少，染色强度低；星形细胞瘤
III级和 IV级 PCNA免疫组化染色阳性细胞明显增多，且染色
强度高。高度恶性星形细胞瘤中 PCNA表达与低度恶性星形细
胞瘤比较差异有显著性，表明 PCNA能有效地反映细胞的增殖
活性和肿瘤的恶性程度，可能是星形细胞瘤的重要预后指标之

一，这与 Guzinska-Ustymowicz K等人在结直肠癌中的结果一
致[13]。对本组实验结果的统计分析发现，p27kip1蛋白与 PCNA的
表达呈显著负相关。即随着 p27kip1蛋白表达的减少，PCNA的
表达逐渐增多，这与在结肠癌和乳腺癌中的研究结果一致[14- 15]。
表明在细胞进入增殖周期时 PCNA开始增加并促进细胞增殖，
而 p27kip1通过与 cyclins-CDK结合可以抑制 CDK蛋白激酶的
活性，使细胞不能通过 G1期，抑制癌细胞 DNA合成，从而抑
制细胞的分裂、增殖和肿瘤的发生、发展。当 p27kip1蛋白表达减
少时，其抑制作用亦随之减弱，间接促进肿瘤细胞的增殖，表现

为 PCNA表达的增加。
研究表明 p27kip1的表达受多种因素调控。Schiffer D研究

发现 p27kip1的降解由 F-box蛋白中具有原癌基因特点的 Skp2
所介导[16]。Q Wang等人报道在人结肠癌细胞中糖原合成酶激
酶 3（glycogen synthase kinase-3,GSK-3）通过下调 Skp2的表达
来上调 p27kip1的表达，并可以增加 p27kip1与 CDK2结合，进而
通过 PI3K/Akt/GSK-3 信号通路调节肠细胞的细胞周期 [17]。
Zeng JP等人在胃癌中发现，敲除 FoxM1基因后（FoxM1基因
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对有丝分裂基因有调节作用，可促进恶性肿瘤的发生），可以使

skp2基因表达下调，p27kip1表达增高，进而抑制 p53和 p16依
赖的癌细胞的衰老 [18]。总之，p27kip1表达的水平受多种因素调
控，至于哪一种因素起决定作用及其它们之间存在何种相关

性，还有待进一步研究。
综上所述，我们通过检测 p27kip1和 PCNA在星形细胞瘤中

的表达情况，分别从细胞生长的抑制和增殖两个不同的方面反

映了肿瘤细胞的分化能力。联合检测 p27kip1和 PCNA不仅能较
全面地反映星形细胞瘤发生发展过程中细胞周期的特点，而且

对预测星形细胞瘤的生物学行为也具有重要的意义，有望指导

临床星形细胞瘤的治疗。但 p27kip1蛋白在星形细胞瘤中表达机
制尚不清楚，且细胞周期的调节机制又较复杂，因此对于 p27kip1

对肿瘤的影响还有待于深入研究。
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