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细胞衰老和凋亡相关蛋白表达在宫颈鳞癌变中的意义 *
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摘要 目的：许多细胞周期调控因子和衰老相关标志物如 p14ARF、p15INK4b、p16INK4a和 p53在 G1细胞周期阻滞和癌基因诱

导的衰老中意义重大。这些关键的调节蛋白在多种恶性肿瘤中经常发生突变或是缺失。在本研究中将探讨这些因子在宫颈癌发

生中的意义。方法：在本研究中在正常宫颈上皮、宫颈上皮内瘤变和宫颈鳞癌中，应用免疫组织化学方法检测 p14ARF、p15INK4b、
p16INK4a、Bcl-2、p53表达，并分析它们的表达与宫颈癌变的相关性。结果：p16INK4a在正常宫颈鳞状上皮 10%（2/20）表达阴性，

在大部分 CIN和宫颈鳞癌中表达阳性，其中在 85%（17/20）CIN和 75%（15/20）鳞癌中呈弥漫性强阳性表达，CIN和宫颈鳞癌中的

阳性表达率显著高于正常上皮（P<0.01），CIN和宫颈鳞癌的间表达率无显著差异。p15INK4b在正常宫颈鳞状上皮中 65%（13/20）
表达弱阳性，在 100% (20/20）CIN和 95%（19/20）宫颈鳞癌中表达弥漫性阳性，各组之间阳性表达率无显著性差异（P>0.05）。
p14ARF在 40%（8/20)正常宫颈上皮细胞中表达呈弱阳性(1+），在宫颈鳞癌中表达呈弥漫性强阳性 90%(18/20），在 45%（9/20）CIN

中表达阳性，各组之间阳性表达率无显著性差异（P>0.05）。Bcl-2在 20%（4/20）正常宫颈上皮表达呈弱阳性，在 18/20CIN中其表
达强度和比率均增加，阳性表达率为 90%（18/20），Bcl-2在鳞癌中 700%（14/20）呈强阳性和弥漫阳性，CIN和宫颈鳞癌中的阳性

表达率显著高于正常上皮（P<0.01），CIN和宫颈鳞癌的间表达率无显著差异。P53免疫组化染色显示在正常宫颈上皮为表达为
20%（4/20)，在大多数 CIN25% (5/20)和鳞癌中核阳性 85% (17/20)，在鳞癌中的阳性表达率显著高于正常宫颈上皮和 CIN 病变
(P<0.05)。结论：宫颈鳞癌变涉及包括细胞凋亡和细胞衰老在内的多种信号分子表达异常，这些分子可能在宫颈鳞癌发生发挥重

要作用并在宫颈癌早期诊断中有重要意义。

关键词：细胞衰老；细胞凋亡；宫颈鳞癌

中图分类号：R737.33, R73-3 文献标识码：A 文章编号：1673-6273（2014）06-1065-04

Significance of Senescence and Apoptosis Associated Proteins Expression in
Cervical Squamous Carcinogenesis*

Some cell cycle regulators and Senescence associated proteins, such as p14ARF, p15INK4b, p16INK4a,

p53 are important in G1 cell cycle arrest and oncogene-induced senescence. The genes of these key regulator proteins are often mutated
or deleted in various malignancies. This study was to explore the significance of these factors in the pathogenesis of cervical carcinoma.

Positivity rate of P16INK4a in normal cervical squamous epithelium was 10% (2/20), and 85% (17/20) CIN and 75% (15/20) in
squamous cell carcinoma which showed diffuse strong positive expression. The positivity rate of P16INK4a in CIN and cervical squa-

mous cell carcinoma was significantly higher than that of normal epithelium (P<0.01), and there was no significant difference between
CIN and squamous cell carcinoma of the cervix. Positivity rate of P15INK4b in normal cervical squamous epithelium was 65% (13/20),
and 100% (20/20) in CIN and 95% (19/20) in cervical squamous cell carcinoma with diffuse positive expression, there was no significant
difference of the positive expression rate between the groups (P>0.05). Positivity rate of P14ARF (8/20) was 40% in normal cervical ep-

ithelial cells, and 90% (18/20) in cervical squamous cell carcinoma with diffuse strong positive expression, 45% (9/20) expression of
CIN, and no significant difference of the positive expression rate between the groups (P>0.05). Positivity rate of Bcl-2 was 20% (4/20) in
normal cervical epithelium, and 90% (18/20) in CIN, 70% (14/20) in squamous cell carcinoma with strongly positive and diffuse stain-
ing, the positive rate of CIN and cervical squamous cell carcinoma was significantly higher than that in normal epithelium (P<0.01), and

there was no significant difference between CIN and cervical squamous cell carcinoma. P53 immunohistochemical staining showed that
in normal cervical epithelial expression was 20% (4/20), 25% (5/20) in CIN and 85% (17/20) in squamous cell carcinoma, the positive
rate of CIN and cervical squamous cell carcinoma was significantly higher than that in normal epithelium (P<0.05). Squa-
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前言

细胞内阻止由于体细胞突变累积而癌变的机制主要是细

胞衰老和细胞凋亡。细胞衰老是一种细胞生长停滞状态，首先

在体外培养的成纤维细胞被研究和描述，代谢活跃的成纤维细

胞经历稳定的细胞周期停滞于 G1期，各种应激状态可诱导细

胞衰老，也是阻止具有癌基因突变的潜在恶变细胞进一步复制

和发展为癌细胞的机制之一。细胞周期的调节因子如视网膜母

细胞瘤（Rb）和 p53通路中分子在维持衰老程序起着关键作用，

这两条通路的调节蛋白是细胞周期素依赖性激酶 (cyclin-de-

pendent kinases，CDKs) 和细胞周期素依赖性激酶抑制剂(cy-

clin-dependent kinase inhibitors，CDKIs)。CDKIs成员 p14ARF、
p15INK4b、p16INK4a在维持细胞衰老中最为重要。p16通过

竞争性结合 CDK 4和 6而抑制细胞周期，其中 p16INK4a基因

在各种肿瘤均呈失活状态。p14ARF是 CDKN2a基因编码的蛋
白，可抑制 MDM2癌蛋白在 G1/S和 G2/M抑制细胞周期，从

而阻 MDM2 介导的对 p53 的破坏。另外一个生长抑制蛋白
p15INK4b 是转化生长因子诱导细胞周期停滞的下游效应因

子[1-6]。细胞凋亡是细胞抗癌的另一种机制，其中 Bcl-2癌蛋白

是凋亡抑制因子，其过度表达可延长潜在癌变细胞的生长并介

导恶性转化。p53蛋白则在细胞衰老和细胞凋亡通路中均发挥

一定作用，一方面它通过激活 CDKI和 p21诱导细胞衰老，另

一方面通过激活 BAX诱导凋亡[7-9]。宫颈鳞状细胞癌（SCC）是

女性生殖道最常见的恶性肿瘤，细胞衰老和细胞凋亡相关标志

物在宫颈病变中的表达不同研究报道不完全一致，为了进一步

求证和探索这一问题，在本研究中将应用免疫组织化学技术对

p14ARF、p15INK4b、p16INK4a、p53、Bcl 2在宫颈正常组织、上

皮内瘤变和宫颈癌中表达的情况进行观察和分析。

1 材料与方法

1.1 实验材料

病例资料来自吐鲁番地区中心医院病理科的 2008年 1月

至 2012年 12月间档案资料，包括蜡块和患者病理资料。共 60

例包括正常宫颈组织、宫颈非典型增生即上皮内瘤变(cervical

intraepithelial lesion, CIN)和宫颈浸润性鳞癌，其中 20例正常

宫颈上皮、20例宫颈上皮内瘤变(CINⅡ -Ⅲ级）、20例宫颈浸润

性鳞癌，均经 10%中性福尔马林固定，脱水及石蜡包埋。
1.2 主要试剂和仪器

p16INK4a (1H4)抗体（Abcam）、鼠抗人 P15INK4b 单克隆

抗体（SantaCruz）、兔抗人 P14ARF多克隆抗体（ABBIOTEC)、
鼠抗人 p53单克隆抗体（P04637，UniProt）、兔抗人 Bcl2多克隆

抗体（epitomics）。柠檬酸盐抗原修复液（粉剂）（0.01M,pH 6.0，
MVS-0066），0.01M PBS (pH7.2-7.4)。 DAB 显 色 试 剂 盒

（Kit-0015）和 ElivisionTM plus Polyer HRP (鼠 /兔) Kit-9902免

疫组化试剂盒均为福建迈新生物技术公司产品。格兰仕家用微

波炉用于抗原微波修复。

1.3 实验方法
1.3.1 免疫组织化学技术 石蜡切片首先经过脱蜡，然后切片

在 10 mM柠檬酸盐缓冲液（pH 6）20 min，然后先后过氧化氢

液和非免疫血清孵育 10 min，p16INK4a (1:100）、p14ARF(1:

100)、p15INK4b(1:100)、Bcl2(1:100)、p53 (1:50) 4 ℃孵育过夜，

切片然后用 ElivisionTM plus Polyer HRP (鼠 /兔) Kit-9902 免

疫组化试剂盒作用，DAB显色，苏木素复染，脱水、封片。两位

高级病理医师阅片判断结果。免疫组化结果判断: 根据阳性

细胞在全部癌细胞中所占比例以及阳性细胞染色强度判定实

验结果：A：按显色细胞数记分，阳性细胞数 <1/3为 1分，阳性

细胞数 1/3～ 2/3为 2分，阳性细胞数≥ 2/3为 3分。B：按细胞

显色深浅记分，无阳性反应细胞为 0分，浅黄色为 1分，棕黄色

为 2分，棕褐色为 3分。积分数 =A× B。A× B=0判断为（-），
A× B=1~2 判断为（+），A× B=3~4 判断为（++），A× B=6~9 判

断为（+++）。
1.3.2 统计学方法 实验数据用 SPSS 11.0统计软件包，卡方

检验，P<0.05为具有统计学意义。相关分析采用 Spearman等级

相关检验。

2 结果

2.1 细胞衰老相关蛋白在宫颈病变中的表达
p16INK4a、p15INK4b、p14ARF主要在宫颈上皮细胞的细

胞核中表达，见图 1。p16INK4a 在正常宫颈鳞状上皮 10%

（2/20）表达阴性，在大部分 CIN和宫颈鳞癌中表达阳性，其中

在 85%（17/20）CIN和 75%（15/20）鳞癌中呈弥漫性强阳性表
达，CIN和宫颈鳞癌中的阳性表达率显著高于正常上皮（P<0.

01），CIN和宫颈鳞癌的间表达率无显著差异。p15INK4b在正
常宫颈鳞状上皮中 65%（13/20）表达弱阳性，在 100% (20/20）
CIN和 95%（19/20）宫颈鳞癌中表达弥漫性阳性，各组之间阳

性表达率无显著性差异（P>0.05）。p14ARF在 40%（8/20)正常宫

颈上皮细胞中表达呈弱阳性(1+），限于基底层，宫颈鳞癌中表

达呈弥漫性强阳性 90%(18/20），在 45%（9/20）CIN 中表达阳
性，各组之间阳性表达率无显著性差异（P>0.05），p15INK4b和
p14ARF在正常宫颈鳞状上皮、CIN、鳞癌中阳性表达率无明显

差别，但在鳞癌和 CIN 病变中的表达强度较正常强。
p16INK4a、p15INK4b、p14ARF三种蛋白表达无显著性相关。
2.2 P53和 Bcl2在宫颈病变中的表达

Bcl 2在在宫颈上皮细胞的细胞浆中表达。Bcl 2 在 20%

（4/20）正常宫颈上皮表达呈弱阳性，在 18/20CIN 中其表达强

度和比率均增加，阳性表达率为 90%（18/20），Bcl-2在鳞癌中
700%（14/20）呈强阳性和弥漫阳性，CIN和宫颈鳞癌中的阳性

表达率显著高于正常上皮（P<0.01），CIN和宫颈鳞癌的间表达

mous cell carcinoma of the uterine cervix was related to abnormal expression of many signal molecules including cell apoptosis and cell

senescence, and played a significant role in cervical squamous cell carcinogenesis and early diagnosis for cervical carcinoma.
Cell senescence; apoptosis; squamous carcinoma of the cervix
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率无显著差异。P53主要在宫颈上皮细胞的细胞核中表达，P53

免疫组化染色显示在正常宫颈上皮为表达为 20%（4/20)，在大

多数 CIN25%(5/20)和鳞癌中核阳性 85%(17/20)，在鳞癌中的

阳性表达率显著高于正常宫颈上皮和 CIN病变(P<0.05)。P53

和 Bcl2在宫颈病变中的表达无显著性相关。

3 讨论

细胞内存在衰老和凋亡两种抗癌过程，阻止潜在癌细胞或

癌变细胞进一步增殖。最近的研究表明，细胞衰老在上皮性肿

瘤如肝癌，肺癌，皮肤癌和前列腺癌中的作用。本研究对细胞衰

老相关蛋白 p16INK4a、p15INK4b 和 p14ARF 在宫颈正常上

皮、癌前病变和鳞癌中的表达情况进行观察，其中 p16INK4a在
CIN和宫颈鳞癌中的阳性表达率显著高于正常上皮，CIN和宫
颈鳞癌的间表达率无显著差异。p15INK4b和 p14ARF在正常

宫颈鳞状上皮、CIN、鳞癌中阳性表达率无明显差别，但在鳞癌

和 CIN病变中的表达强度较正常强。结果表明，作为抑癌基因，
P15INK4B、p16INK4a和 p14ARF介导的衰老程序在宫颈 CIN

病变中活化，在宫颈鳞癌中仍然处于阳性表达状态。本研究关

于 p16INK4a和 p14ARF的结果与以前的报道一致，这些标记

物在宫颈癌中可出现过度表达，这一现象和人乳头瘤病毒 E6

和 E7癌蛋白直接干扰 p53和 pRb的活性代偿机制一致，即细

胞周期调节因子如在 Rb和 p53通路中的信号分子是维持细胞

衰老程序的开关分子，包括 P15INK4B、p16INK4a和 p14ARF

等。人高危型 E6和 E7癌蛋白分别与 p53和 Rb蛋白结合而干
扰细胞衰老和凋亡过程，进而导致细胞周期调控紊乱而触发细

胞恶性转化[10-14]。

我们的结果也显示细胞凋亡相关蛋白 Bcl 2 在 CIN 和宫

颈鳞癌中的阳性表达率显著高于正常上皮而 P53在鳞癌中的

阳性表达率显著高于正常宫颈上皮和 CIN病变。Bcl-2是凋亡

通路标志物和癌蛋白，但本研究结果显示较 CIN病变，在宫颈

鳞癌中出现表达降低的现象。有报道在宫颈上皮内瘤变中，

Bcl-2表达增加可延长癌前病变的细胞生存，Bcl-2 能阻断 p53

介导的 G1停滞凋亡。Bcl-2在宫颈鳞癌中反常性缺失可能是对
E6 HPV癌蛋白与 p53直接结合的反应。抑瘤基因 p53在控制

进入细胞周期 S期和细胞增殖中发挥着重要的作用，在许多恶

性肿瘤中存在 P53的缺失或突变，但 P53在宫颈癌表达结果有

不同的报道。有观点认为这种蛋白在宫颈癌组织中降解或失活

而检测不到，而有其他报告 P53蛋白在大多数鳞癌中仍存在。

本研究结果显示 p53蛋白在宫颈 CIN和鳞癌中呈过表达。一

个可能的解释是，p53基因失活而由 HPV E6蛋白结合的稳定，

这也可能会干扰正常的 p53的MDM2降解[15-17]。

p15INK4b、p16INK4a、p14ARF和 p53 介导的细胞衰老通

路和 Bcl-2介导的凋亡通路在宫颈病变中的变化提示宫颈癌

发生是由于细胞凋亡和细胞衰老过程被多种机制抑制[18-22]。因

为衰老通路活化而使宫颈鳞癌发生延迟，p16INK4a 和 p53 在

宫颈癌前病变和鳞癌中的持续过表达在病理诊断可能有效区

分增生行上皮与非典型增生和浸润性癌上皮，在宫颈癌早期诊

断中具有重要意义，但作为临床应用的标志物，本研究结果还

有待大样本进一步证实和细胞分子生物学结果的支持。
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图 1 衰老相关蛋白在宫颈病变中的表达 20×

Fig.1 Senescence associated proteins expression in cervical lesion 20×

A: p16INK4在正常宫颈上皮、CIN、宫颈鳞癌组织中的表达。

p16INK4a expression in normal cervical epithelium , CIN and SCC tissues.

B: p15INK4B在正常宫颈上皮、CIN、宫颈鳞癌组织中的表达。

p15INK4b expression in normal cervical epithelium , CIN and SCC
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注 Note:

左侧：正常宫颈鳞状上皮 left: normal cervical squamous epithelium;
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右侧：鳞状细胞癌 Right: squamous cell carcinoma

图 2 P53和 Bcl2在宫颈病变中的表达 20×

Fig.2 P53和 Bcl2 expression in cervical lesion 20×

A: P53在正常宫颈上皮、CIN、宫颈鳞癌组织中的表达。P53
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注 Note:

左侧：正常宫颈鳞状上皮 left: normal cervical squamous epithelium;

中间：上皮内瘤变 middle: Intraepithelial neoplasia

右侧：鳞状细胞癌 Right: squamous cell carcinoma
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