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小细胞肺癌 p14ARF 、p16INK4a蛋白表达及其临床意义
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　　提　要:目的　研究 p14ARF 、p16INK4a蛋白在小细胞肺癌(small cell lung cancer , SCLC)中的表达及其临床意义。方法　

应用免疫组织化学 S-P方法检测 24 例 SCLC 癌组织标本中两种蛋白表达。结果　24 例标本中 , 15 例 p14ARF蛋白表达阴性

(62.50%), 4例 p16 INK4a蛋白表达阴性(16.67%), 3 例 p14ARF 、p16INK4a蛋白表达均阴性(12.50%)。 p14ARF、p16INK4a蛋白阴性率

均与患者性别 、年龄 、临床分期及淋巴结转移无显著性差异(P>0.05)。结论　SCLC 中 p14ARF、p16 INK4a蛋白表达阴性是各

自独立的事件 ,可能与 SCLC 的发生有关 ,其中 p14ARF表达阴性占主要地位。
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Expressions of p14ARF and p16INK4a proteins in small cell lung cancer and the clinical sig-
nificance
LI Jun-guo1 , YE Ming-fu2 , HU Yi-de1(1Cancer Research Center , 2Department of Pathology , Xinqiao Hospital , Third Military Medical Uni-

versity , Chongqing 400037 , China)

　　Abstract:Objective　To study the expressions of p14
ARF

and p16
INK4a

proteins in small cell lung cancer(SCLC)

and the clinical significance.Methods　The expressions of p14ARF and p16INK4a proteins in 24 SCLC samples were de-

tected by immunohistochemistry(SP method).Results　The negative expression rates of p14ARF and p16INK4a were 62.

50%(15/24)and 16.67%(4/24), respectively.Negative expressions of p14ARF and p16INK4a were found in 3 cases

(12.50%).The negative expression rates of p14ARF and p16INK4a were not associated with the clinical stages , lymph

node metastasis , age , and sex of the patients (P >0.05).Conclusion　The negative expressions of p14ARF and

p16INK4a proteins in SCLC , particularly that of p14ARF , may be associated with the genesis of SCLC.

　　Key words:small cell lung cancer;protein expression;p14
ARF
;p16

INK4a

　　肺癌是我国最常见的恶性肿瘤之一 ,其发病率逐

年升高 ,已跃居各类恶性肿瘤之首 ,因此 ,对肺癌防治

的研究必须高度重视 。肺癌细胞一个重要的生物学特

性是细胞周期调控的失衡[ 1] 。抑癌基因 INK4a-ARF同

时编码两个蛋白即 p16
INK4a
和 p14

ARF
,这两个蛋白均为

细胞周期调控因子 ,分别通过 cyclin D-CDK4-pRb-E2F

和MDM2-p53通路履行调控细胞周期的职责
[ 2]
。它们
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在肺癌中频发失活 ,但迄今很少有两者同时在 SCLC

中的表达及意义的研究报道。我们采用免疫组织化学

S-P方法对 24例SCLC标本中 p14
ARF
和 p16

INK4a
蛋白表

达进行检测 ,探讨二者各自及联合表达阴性的临床意

义 ,为判断 SCLC的预后及选择治疗手段提供依据。

1　材料与方法

1.1　标本来源
　　收集我院 1996-2003 年间经病理证实的 SCLC患者手术切

除的肿瘤标本 ,共 24 例。常规福尔马林固定 、石蜡包埋 、2 μm

连续切片 ,HE染色确诊。其中 , 男性 16 例 , 女性 8 例。最小年

龄27 岁 , 最大年龄 74 岁 , 平均年龄 52 岁。 有淋巴结转移者 5

例 ,无淋巴结转移者 19 例。局限期17 例 ,广泛期 7 例。另选20

例肺炎症性病变作为对照组。

1.2　试剂
　　第一抗体兔抗人 p14ARF多克隆抗体 ,鼠抗人 p16 INK4a单克隆
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抗体;第二抗体超敏链酶卵白素-过氧化酶(S-P)试剂盒(广谱),

DAB 显色试剂盒。以上试剂均为即用型 , 购自福州迈新生物技

术开发公司。

1.3　方法
　　采用免役组化 S-P法对 24 例 SCLC 标本及 20 例肺炎症性

病变组织进行p14ARF 、p16INK4a蛋白的检测。主要步骤:将切片置

烤箱 60 ℃脱蜡至水 , 1∶10 稀释的抗原修复液(pH 9.0)高温修

复切片 ,置湿盒 37 ℃恒温孵育 20 min , 暴露抗原决定簇;3%过

氧化氢甲醇液 37 ℃孵育 10 min , 以阻断内源性过氧化物酶活

性;10%正常山羊血清封闭液 37 ℃孵育 20 min , 减少非特异性

背景染色;滴加第一抗体(兔抗人 p14ARF多抗或鼠抗人 p16INK4a

单抗)置湿盒内 37 ℃孵育 1 h;滴加生物素标记的二抗置湿盒

内37 ℃孵育 20 min;滴加 S-P溶液置湿盒内 37 ℃孵育 30 min;

DAB显色 , 镜下控制反应时间 , 一般不超过 10 min;苏木素复

染 ,脱水透明 , 中性树胶封片。

1.4　结果判定
　　光学显微镜下高倍镜观察 p14ARF蛋白阳性部位是细胞核 ,

p16INK4a蛋白阳性部位以细胞核为主。根据 p14ARF及 p16 INK4a在

SCLC 瘤细胞中的反应强度 , 半定量划分反应等级:强阳性(+

++):癌组织弥漫黄褐色着色;阳性(++):较弥漫或大片状

棕黄色着色;弱阳性(+):小片状或灶性反应;阴性(-):肿瘤

组织无着色。

1.5　统计学处理
　　根据资料性质 , 应用 SPSS11.0软件进行 Fisher精确检验及

配对χ2 检验。

2　结果

2.1　SCLC 的基本病理形态

　　24 例SCLC形态结构基本一致 ,主要以弥散及片巢状排列的

燕麦样小细胞构成 , 其胞浆少 ,核小 ,浓染 ,分裂像易见(图 1)。

图 1　肺小细胞癌　(HE×400)

Fig 1　Small cell lung cancer　(HE×400)

2.2　p14ARF 、p16INK4a在SCLC中的表达
　　24 例 SCLC 组织中 , p14ARF阳性表达 9 例 , 阴性表达 15 例 ,

表达阴性率为 62.50%, 阳性者以部分癌细胞核散在阳性反应

为主(6例:+;2 例:++;1 例:+++)(图 2);p16INK4a阳性表达

20 例 ,阴性表达 4 例 , 表达阴性率为 16.67%, 大部分病例的癌

细胞均显弥漫性胞核及胞浆着色(3 例:+;6 例:++;11 例:+

++)(图 3)。两种蛋白表达阴性率差异有非常显著的意义(P

=0.001)。肺炎症性病变对照组 20 例肺组织均显阳性或强阳

性表达。

图 2　p14ARF在 SCLC 中的阳性表达 ,核呈棕黄色　(S-P×400)

Fig 2　Positive expression of p14ARF in SCLC　Nuclei were

brownish-yel low stained(S-P×400)

图 3　p16INK4a在 SCLC中的阳性表达 ,胞核及胞浆呈棕黄色　

(S-P×400)

Fig 3　Positive expression of p16INK4a in SCLC　Nuclei and cytoplasm

were brownish-yellow stained(S-P×400)

2.3　p14
ARF
、p16

INK4a
在SCLC中共表达阴性情况

　　本组资料中 p14ARF、p16INK4a表达共阴性 3 例 , 占 12.50%

(3/24);p14ARF阳性表达而 p16INK4a阴性表达 1 例 , 占 4.17%(1/

24);p16INK4a阳性表达而 p14ARF阴性表达 12 例 , 占 50.00%(12/

24);p14ARF或 p16INK4a单一阴性加上共阴性表达占 66.7%(16/

24)。见表 2。经统计学分析 p14ARF、p16 INK4a表达阴性相互间无

显著性差异(P=0.591)。

2.4　SCLC中 p14ARF 、p16INK4a表达与临床病理特征的

关系

　　经统计学分析 p14ARF 、p16INK4a表达阴性率与患者性别 、年

龄 、有无淋巴结转移及临床分期均无显著性差异(P >0.05)。

见表 1。
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表 1　p14ARF、p16INK4a表达与 SCLC临床病理特征的关系

Tab 1　Relationship of p14ARF and p16INK4a protein expressions with clinicopathological characteristics of SCLC

p14ARF p16INK4a
Characteristics n Negative rate(%) P Negative rate(%) P

- +～ +++ - +～ +++

Sex 0.675 0.593

　Male 16 10 6 62.50 3 13 18.75

　Female 8 5 3 62.50 1 7 12.50

Age 0.122 0.637

　<50 11 5 6 45.45 2 9 18.18

　≥50 13 10 3 45.45 2 11 15.38

Lymph node metastasis 0.640 0.365

　Without 19 12 7 63.16 4 15 21.05

　With 1-3 5 3 2 60.00 0 5 0

Clinical stage 0.461 0.538

　Loca lized 17 10 7 58.82 4 13 23.53

　Extensive 7 5 2 71.43 1 6 14.29

3　讨论

　　INK4a-ARF 基因位于人第 9号染色体短臂 2区 1

带(9p21),此基因位点有 2个启动子 ,产生两个独特的

转录产物 ,它们共享部分外显子 ,但读框互不相同 ,因

而编码的不同蛋白质通过不同径路对细胞周期起负调

控作用[ 3] 。 INK4a 由 3 个外显子(Exon1α、Exon2 、

Exon3)和 2个内含子组成 ,3个外显子共同编码细胞周

期素依赖性激酶 4(CDK4)抑制蛋白即 p16INK4a ,其分子

量为 16×103 ,由 156个氨基酸组成。该蛋白与细胞周

期素 D(cyclin D)竞争性结合CDK4 ,抑制 CDK4的催化

活性 ,从而抑制 Rb蛋白磷酸化 ,减少延伸因子 E2F 释

放 ,使细胞分裂不能通过 G1※S 限制点而被阻滞于 G1

期。ARF 是 INK4a的可变读框基因 ,它与 INK4a 共享

Exon2和 Exon3 ,取代 Exon1α的是位于其上游约 20×

103处的 Exon1β , 3个外显子共同编码分子量为 14×

10
3
的蛋白即 p14

ARF
,由 133个氨基酸组成。该蛋白主

要与癌蛋白MDM2结合 ,加速MDM2降解 ,恢复和稳定

细胞 p53水平 ,增强 p53在G1※S 和G2※M 的限制点

效应 ,最终使细胞阻滞于G1和G2期
[ 4] 。

　　INK4a-ARF 是哺乳动物细胞中为数不多的重叠编

码基因位点 ,p16INK4a和 p14ARF蛋白在功能上的相似与

协调性 ,决定了该基因位点的重要生物学意义[ 5] 。近

年来已证实 INK4a-ARF基因在神经胶质瘤 、黑色素瘤 、

鼻咽癌 、乳腺癌 、头颈部肿瘤 、白血病 、食道癌 、胃癌 、胰

腺癌等恶性肿瘤中表达频发阴性 ,其功能失活的机制

主要包括该基因的阴性 、突变和甲基化 。与此同时 ,学

者们对发病率和死亡率极高的肺癌也进行了与 INK4a-

ARF基因异常的相关性研究 ,并取得了明显进展。许

多学者的研究结果显示 ,肺癌 INK4a 基因失活主要发

生在NSCLC 中 ,其阴性率约为 50%甚至更多 ,在 SCLC

中 INK4a基因失活的频率很低甚至不发生[ 6] 。而 ARF

基因在 SCLC中阴性率为 65%,在 NSCLC 中阴性率为

25%[ 7] 。INK4a-ARF 基因位点纯合阴性很少发生在

NE肺癌(起源于肺部的神经内分泌癌)中[ 8] 。INK4a-

ARF 基因阴性除与肺癌发病密切相关外 ,还与肺癌发

展及预后有着密切关系[ 9] 。但也有研究显示 , INK4a-

ARF 基因改变与临床和预后的关系无统计学意义[ 10] 。

本研究重点探讨了p14ARF 、p16INK4a在SCLC中的共表达

情况 ,发现:①本组 SCLC标本中 p14ARF或 p16INK4a单一

阴性加上均阴性表达比例为 66.7%(16/24),说明

SCLC中 p16
INK4a
、p14

ARF
蛋白表达阴性率较高 ,其中

p14ARF表达阴性率明显高于 p16INK4a ,提示 INK4a-ARF

基因表达改变具有一定的组织特异性 ,而 p14ARF蛋白

表达阴性可能与 SCLC的发生有关;②24例 SCLC标本

中只有 3 例 p16INK4a 、p14ARF蛋白表达均阴性 , 推测

SCLC INK4a-ARF 基因位点 DNA一级结构阴性发生率

很低 ,不超过 12.5%(3/24),因为 p16INK4a 、p14ARF蛋白

表达均阴性可能还存在启动子区甲基化或点突变等原

因;③p16INK4a 、p14ARF表达阴性相互间无显著性差异(P

>0.05),提示它们表达阴性是各自独相立的事件 ,这

可以从两个基因具有各自的启动子得到解释;④

p14
ARF
、p16

INK4a
蛋白阴性率与患者性别 、年龄 、临床分

期及淋巴结转移均无明显差异(P >0.05)。此结果可

能与病例数少有关 ,需要进一步扩大样本量的研究 。
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文章编号:1000-5404(2004)12-1101-02 个案与短篇

急性重症胰腺炎并发 ARDS早期临床观察及护理

Early observations and nursing care for patients with severe acute pancreatitis compli-
cated with ARDS

黄和平 ,肖　静　　(第三军医大学大坪医院野战外科研究所肝胆科 ,重庆 400042)

　　急性呼吸窘迫综合征(acute respiratory distress syndrome ,

ARDS)是急性重症胰腺炎(severe acute pancreatitis , SAP)严重并

发症之一 , 病死率高。 1997 年 2月至 2002 年 12 月我科收治符

合SAP临床诊断标准的病人 86 例 , 并发 ARDS 19 例。 治愈 11

例 ,死亡 8 例。抢救成功的病例大多数是在 ARDS 早期。因此 ,

在护理中做好护理评估 ,加强对并发症早期症状的观察并采取

有效措施 , 有利于阻止病变向 ARDS 与多器管衰竭(multiple or-

gan failure , MOF)发展 ,降低病死率。总结相关护理体会 , 报告

如下。

1　临床资料

1.1　一般资料
　　86 例SAP并发ARDS 19 例。男性 11例 ,女性 8 例。年龄 47

～ 86岁 , 平均 62岁。 8例合并胆囊结石 , 8 例有高脂饮食史 , 3 例

无明显诱因。发生 ARDS 的时间为病后 48 h 至 10 d ,其中 3例发

生在手术治疗后, 14 例在发病后 2～ 3 d , 2例发生在7 ～ 10 d。

1.2　临床表现
　　本组病例均有剧烈腹痛 、呕吐和不同程度腹膜炎表现 , 6 例

有黄疸 , 9例有休克表现 , 9 例有血性腹水。 出现 ARDS 后表现

呼吸急促 ,呈进行性呼吸困难 , 呼吸频率 30 ～ 38 次/min ,胸部 X

线摄片发现肺部模糊或斑片状阴影 11 例 , 少量胸水 3 例。 确

诊时 PaO2 38 ～ 63 mmHg(4.9 ～ 8.2 kPa), 平均 54 mmHg (7.1

kPa)。 O2sat 78%～ 86%。

　　作者简介:黄和平(1956-),女 ,安徽省泾县人 ,副主任护师 ,主要从事腹部外

科护理方面的研究 ,发表论文 10余篇。电话:(023)68757247
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2　观察与护理

2.1　观察炎症反应的程度
　　SAP不仅表现为胰腺局部炎症 ,而且表现为全身炎症反应

综合征(systemic inflammatory response syndrome , SIRS)。 SAP 病人

应安置在监护房间 , 常规使用床边监护仪 , 监测血压 、心率 、呼

吸 、体温 、氧饱和度。定期监测血尿淀粉酶 、血糖 、血常规 ,评估

SIRS 程度。 SIRS 严重程度与肺损伤和 ARDS 的发病密切相关 ,

是临床动态观察的重要指标[ 1] 。 本组病人均符合修订后 SIRS

标准[ 2] 2项以上。即:体温>38 ℃或<36 ℃;心率>100 次/ min;

呼吸频率>22 次/min;或 PaCo2<4.3 kPa;WBC 计数>12.0×

109/L或<4.0×109/ L或未成熟中性粒细胞>0.10。在病情观

察中把符合SIRS 标准 2 项以上的SAP患者看成是高危病人 , 警

惕ARDS 发生。

2.2　评估肺部情况 ,观察 ARDS先兆

　　ARDS 是 SAP引起的过度全身炎症反应综合征在肺部的表

现[ 3] 。在做好SAP常规护理基础上加强肺部情况评估 , 1～ 2 h

听诊肺部呼吸音变化 ,观察有无胸闷 、呼吸急促 、有无进行性呼

吸困难及ARDS 先兆[ 4] ,即:呼吸>35次/min、吸氧流量 6 L/min

时 PaO2<10.7 kPa ,并排除左心功能不全引起者。了解胸部 X

线摄片情况及动脉血气结果。本组 11例胸部 X 线摄片发现肺

部模糊或斑片状阴影。 PaO2 38～ 63 mmHg(4.9～ 8.2 kPa), 平

均 54 mmHg(7.1 kPa)。 O2sat 78%～ 86%。

2.3　纠正低氧血
　　SAP往往早期出现低氧血症 , 大约 20%经处理未能纠正者

可发展成ARDS。有效给氧是纠正低氧血症的主要措施。根据
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