
：反 

增 荑糕玩原，廊  

中圈分类号 R735．7 

临床学院普外科杨 培 练述罗亿治 审校 0，2弓／ 

细胞动力学的研究对深A 了解细胞生长，损伤后 

组织的修复认识及恶性肿瘤的发生，发展等有很重要 

的意义。分化受阻而生长失去抑制是恶性肿瘤细胞的 

特征之一。研究表明：在许多类型肿瘤中，细胞的增殖 

活性与肿瘤的转移潜能 复发及预后密切相关“ 。因 

此 ．对肿瘤细胞增殖活性的准确评估有助于更好地理 

解肿瘤生物学行为，指导临床治疗，推测治疗效果。增 

殖相关核抗原是指与细胞增殖活性密切相关的一类核 

内抗原，应用不同类型的单克隆抗体通过免疫组化方 

法捡测相应的核抗原，藉以反映细胞增殖状况．是近年 

来研究的热点之一。由于该方法具有简便易行、快速准 

确、可重复的优点，且能作为常规检测手段及进行回顾 

性研究 故正为越来越多的研究者所接受：本文拟将这 

方面的研究进展作一概述。 

1 几种重要核抗原的性质与特点 

1．1 Ki一67抗原 

虽然Ki一67单克隆抗体 已被广泛应用于医学研 

究，但它所识别的抗原性质长期未能阐明。曾有研究认 

为Ki一67抗原可能是DNA异物酶Ⅱ型 DNA多聚酶 

或核糖体SI蛋白质，但均未得以证实。1991年Gerdes 

等 运 用免 疫 生 化及 分 子生 物 学技 术 研究 发 

现：Ki一67抗原是一种由多条肽链组成的非组蛋白核 

蛋 白 ，其 中两条 主链 的 分子量分别为345KD和 

395KD。Ki一67蛋白含有许多脯氮酸一各氮酸一丝氨 

酸一苏氨酸(PEST)片段。因此，它可以很快被降解，半 

衰期短。编码Ki一67抗原的基因位于第10号染色体长 

臂上(10g25) ，其结构目前仍不清楚，但Gexdes等成 

功地分离出一段含有1095个碱基对的cDNA片段．其 

中包含62个碱基对的一段重复序列被认为可能是编码 

Ki一67抗原决定族的基因 。 

Ki一67抗原仅存在于增殖期细胞中，在G1中期开 

始表达并逐渐增加，G2和M期达到高峰．而GO和G1早 

期则无表达。利用这一特性，Ki一67抗原可作为反映细 

胞增殖状况较好的指标之一。目前对Ki一67抗原在细 

胞周期中的具傩功能了解尚少。 

自Gerdes等制备出鼠源性单克隆抗体Ki一67以 

来 它已成国检测增殖期细胞的有力工具之一。但瞄 一 

67只能用于冰冻切片，这就极大地限制了它的应用价 
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值“ 。1993年Key等 运用杂交瘤技术制备出三种新的 

单克隆抗体，分别命名为MIBI，MIB2，MIB3 实验分 

析表明：MIB1，MIB3与Ki一67识别的是相同或非常蝈 

似的抗原决定族，在用微波技术处理标本、修复抗原 

后，MIBI和MIB3能用于石蜡切片的研究 。因此，使 

用这两种新抗体 使研究范围大为拓宽．并使回顾性研 

究成为可能。新抗体的出现解决了Ki一67长期存在的 

局限性．为深A了解Ki一67抗原的性质，功能提供了有 

用的工具，在临床病理学上具有广阔的应用前景。 

1．2 增殖细胞核抗原(Proliferating Cell Nuclear 

Antigen，PCNA) 

Miyachi~在研究系统性红斑狼疮(SLE)的过程 

中首先 发现了PCNA。1984年 ．M thew s等证 宴 

PCNA和周期素(cyclin)是同一物质。1987年．Bravo 

研究表明PCNA是DNA多聚酶6的辅助因子。PCKA 

是一种分子量为36KD的酸性非组蛋白核蛋白，由2t；1 

个氮基酸组成，富含天冬氨酸和谷氨酸，性质稳定，半 

衰期约为20小时。免疫荧光分析证实核内存在两种类 

型PCNA：一种较均匀地分布在核质内．仅与核结构疏 

松结台或呈游离状态，经甲醇或击污剂处理后可消失． 

此种类型占总量的70—80 ：另一种PCNA与DNA复 

制位点紧密结合形成稳定的复合体，该复台体可能在 

G1／S期装配 ．在S期 末分开 ．此种类 型 占总量 的 

20—30 ，且不被甲醇等物质破坏。只有后一类型与 

DNA复制有关⋯。 

编码PCNA的基因已被克隆．共包含9461个碱基 

对，其中有大量的重复序列 PCNA基因虽然在静止缨 

胞和增殖细胞中均有转录，但PCNA mRNA仅在增殖 

细胞中才能聚合 。实验证明：基因中内含子4的存在是 

造成静止细胞中缺乏稳定的PCNA mRNA的原因 。 

多种细胞因子能影响PCNA的表达，其机理可能就是 

引起PCNA mRNA的聚合，从而促进PCNA台成““。 

PCNA的表达与细胞周期有关，在G1末期开始增 

多，S期达到高峰．G2期开始减少 ，M期水平极低。因 

此，在正常的细胞周期中，PCNA的表达与DNA复制 

有关。多数学者认为它是反映S期的标志物之一，但亦 

有作者认为在细胞周期中PCNA的总体水平变化不 

大，与复制有关白匀PCNA所占的比例则有很大变化 特 

别是在S期。PCNA是DNA合成及细胞周期顺利进行 

所必需的蛋白质之一．其具体的作用机制尚不清楚 可 
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能是怍为DNA多聚酶 的辅助蛋白质，协调DNA前导 

链和后随链的合成⋯ 。用PCNA的反义寡聚脱氧棱苷 

酸处理堵养的Balb／c 3T3细胞株后，细胞周期和DNA 

合成傲抑制，说明PCNA在DNA复制中的重要性。此 

外．在DNA损伤修复过程中．PCNA也发挥着重要作 

用n2 。 

目前已制备出多种识~r]PCNA的单克隆抗体，其 

中部分抗体(如PC1o)可用于常规甲醛固定、石蜡包埋 

的组织切片，使回顾性研究成为可能 PCNA免疫组 

化检测法只能进行半定量．近来有人采用免疫组化与 

图像分析技术相结合的方法．使定量研究成为可能 。 

1．3 Ki—SI抗原 

Ki—SI抗原是一种分子量为160KD的核蛋白．流 

式细胞仅分析 发现它仅在周期细胞中存在。G2／M期 

含量达到高峰。Ki—SI抗原的具体功能尚不清楚。Ki 
— SI单克隆抗体是用人淋巴瘤细胞株U937的核提取 

物免疫BALB／Ct],鼠而获得的一种IgG类抗体．已开 

始应用于肿瘤研究．目前文献报道不多 

1．4 DNA多聚酶 

DNA多聚酶 是DNA复制过程中的关键酶之一． 

G1 S G2期时存在于增殖细胞棱内，M期时存在于细 

胞浆中。它的检测由于需用新鲜组织和冰冻切片而受 

到限制⋯。 

2 增殖相关核抗原在肿瘤牲床上的应用 

增殖相关核抗原的检测已应用于主要包括恶性肿 

瘤在内的各项研究之中。瓶的棱抗原噩单克窿抗体的 

不断问世．使这一领域的研究更为活跃。Isozaki等 

研究了125例胃癌中PCNA的表达与淋巴结转移的关 

系发现：有淋巴结转移的病例PCNA阳性率(47．6 )明 

显高于无淋巴结转移者(24 3 ．P<O oooi)．而且转移 

灶PCNA阳性率 (44，6 )高于原发灶 (40．0 ． 

P<O．05)。以上结果提示：胃癌细胞增殖活性越高．淋巴 

结转 哆阳性宰相应升高。因此，术前对胃癌活椽标 

本(特别是早期胃癌)进行增殖活性的检测．对手术方 

式．范围的选择有一定的指导意义。癌旺抗在的(CEA) 

是以结晒腺癌组织中分离出来的一种 糖蛋白．主要用 

于监测术后肿瘤有无复发和治疗的教果。Nakamura 

等 对大肠癌 中CEA和PCNA表达的关系进行 了深 

人探讨，结果表明 EA水平与PCNA标记指数之阉有 

良好的相关性(y=0 508．P<0．001)。CEA水平和 

PCNA标记指数越高，术后病人生存率越低．提示二者 

可用于预测肿瘤的进展及患者预后。于士柱等 对四 

组恶性程度不等的原发性脑肿瘤同时进行Ki～67抗原 

和PCNA免疫组化染色发现：Ki一67抗原和PCNA阳 

性率均为100 ，两种阳性细胞密度均随肿瘤恶性程度 

增加而升高．并与肿瘤体积呈正相关．提示二者的表达 

能 较客 观 地 反 映 脑 肿 瘤的 增 殖速 度 和 恶 性 程 

度．Ki一67还广泛应用于乳腺肿瘤的评价 其表达与乳 

癌临床分期、组织分型、血管浸润、腋窝淋巴结状态以 

及类固醇受体的表达等有关，有人认为它可作为反映 

乳癌预后的独立指标之一 

3 增殖相关核抗原应用的前景展望 

增殖相关棱抗原的检测为准确判断细胞增殖活性 

提供了一种简便、快速的方法．更固可应用于石蜡切片 

而使回顾性研究成为可能。与流式细胞倥等其它方法 

相比．结果的一致性较好 但 目前仍有不少亟待解 

决的问题：如组织的固定、保存对染色有一定的影响． 

特别是PCNA染色 ：肿瘤异质性的影响未能完全消 

除：结果统计的标准尚不统一：部分文献报道有不一致 

之处等 。相信随着研究的深人．该方法会日趋完善。 

增殖耜磁榱抗原免疫组化检测法有望在不久的将来作 

为实验室常规检查项目之一而在各地开展． 
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