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　　提　要　目的: 探讨抑癌基因 P16及转移抑制基因 nm23与卵巢上皮性肿瘤的发生、发展及淋巴结转移

的关系。方法:免疫组化 S-P法检测 12例正常卵巢 , 14例卵巢上皮性良性肿瘤及 52例卵巢癌组织中 P16蛋

白和 nm 23蛋白的表达。结果: nm23蛋白在卵巢癌组织中阳性率为 67. 3% ,明显高于正常卵巢及良性肿瘤组

织中的表达率 ( 41. 7% , 42. 8% ) , P < 0. 05。 在浆液性癌 ( 82. 1% )和粘液性癌 ( 50. 0% )中的阳性率也有显著

差异 , P < 0. 05,特别是在有淋巴结转移 ( 39. 1% )和无淋巴结转移 ( 89. 7% )的卵巢癌中检出率相差非常显

著 , P < 0. 01。 nm 23蛋白阳性率与 OEC的临床分期及病理分级相关不显著。 P16蛋白在卵巢癌中检出率为

28. 8% ,明显低于正常卵巢 ( 75% )和良性上皮性肿瘤 ( 57. 1% ) , P < 0. 01,在晚期肿瘤中的表达率 ( 22. 2% )

也远低于早期肿瘤 ( 71. 4% ) ,而且在高度恶性组织中表达水平 ( 17. 0% )与中低度恶性组织的表达水平

( 44% )之间也有显著差异 , P < 0. 05。二者均与患者年龄无关。结论: nm23、 P16基因与 OEC的发生、发展密
切相关 , nm 23基因在 OEC的淋巴结转移过程中起重要调控作用 , P16基因可作为临床判断预后的重要指标之一。
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　　抑癌基因 P16及转移抑制基因 nm 23是近年发现

的与卵巢癌相关的重要抑癌基因 ,并逐渐为人们所关

注。本研究利用免疫组织化学方法检测卵巢上皮性癌
( Ovarian epi thelial ca rcinoma, OEC)组织中 P16、

nm 23基因产物的表达 ,探讨其与卵巢上皮性癌临床

生物学行为的关系。

1　材料与方法

1. 1　标本收集
　　将研究对象共分 3个组。实验组:选择我院 1988年 1月至

1995年 12月 ,手术行全子宫、双附件、阑尾及大网膜切除 ,盆腔

淋巴结清除术 ,术后病理证实为卵巢上皮性癌 ( OEC)病例 52

例 ;患者年龄 21～ 70岁 ,平均 50. 3岁 ,其中 20～ 29岁组 2例 ,

30～ 39岁组 4例 , 40～ 49岁组 20例 , 50～ 49岁组 17例 , 60～

69岁组 8例 , 70岁以上 1例 ; 52例 OEC浆液性癌 28例 ,粘液

性癌 22例 ,子宫内膜样癌 2例。 根据 1974. 7国际妇产科联盟

( F IGO )进行临床分期: I期 1例 ,Ⅱ期 6例 ,Ⅲ期 30例 ,Ⅳ期 15

例 ,淋巴结转移率为 23 /52。由病理学专家对 52例 O EC标本切

片进行组织分级 ,其中Ⅰ 级 (高分化 ) 4例 ,Ⅱ级 (中分化 ) 21例 ,

Ⅲ级 (低分化 ) 27例 ,。良性上皮性肿瘤组 14例 ,其浆液性 ,粘液

性各 7例。 正常卵巢组 12例。

1. 2　方法
1. 2. 1　试剂　　兔抗人 P16多克隆抗体、鼠抗人 nm23单克

隆抗体、链霉菌抗生物素蛋白 -过氧化酶连接法应用试剂盒 ,均

购自福建迈新公司。
1. 2. 2　步骤　　标本用 10%甲醛固定 ,石蜡包埋 ,蜡块以厚 5

μm连续切片 ,分别进行免疫组化 ( S-P法 )和 HE染色。 以药盒
提供的阳性片为阳性对照 ,用磷酸盐缓冲夜 ( PBS)代替一抗作

阴性对照。
1. 2. 3　结果判定　　免疫组化阳性标记为棕黄色 , nm23阳性

标记主要位于细胞浆 ,见图 1,根据胞浆显色的有无和强弱分

为:阴性 ( -) ,无显色 ;弱阳性 (+ ) ,部分细胞显色 ;强阳性 (+

+ ) ,所有细胞显色。 P16阳性信号位于胞浆和胞膜上 ,见图 2,

按显色有无和阳性细胞的多少分为三个等级: 阴性 ( -) ,无显

色 ; 阳性 (+ ) ,片中阳性细胞少于 50%且染色浅 ;强阳性 (+

+ ) ,片中阳性细胞 50%以上或显色深。

图 1　低分化粘液性癌 nm23蛋白免疫组化染色呈强阳性　 ( S-P× 400)

Fig 1　Mucinous cystadenoma of ovarian poorly diff erentiated. Strong reaction of nm23 protein stain　 ( S-P× 400)

图 2　淋巴结转移灶 P16蛋白染色强阳性 ( S-P× 400)

Fig 2　 Strong reaction of P16 protein stain in metastatic focus of lymph node　 ( S-P× 400)
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1. 2. 4　统计学处理　　率的比较及相关性分析采用χ2检验。

2　结果

2. 1　正常组、良性组及恶性组 nm 23蛋白与 P16蛋白

的表达

　　 nm23蛋白在 3组中阳性率比较χ2= 4. 481, P> 0. 05差异

不显著。 但将正常卵巢组+ 良性上皮肿瘤组与恶性肿瘤组比

较 ,χ2= 4. 478, P < 0. 05提示差异显著。

　　 P16蛋白在 3组阳性检出率比较χ2= 64. 677, P < 0. 01,提

示差异非常显著 ,在恶性卵巢肿瘤中的表达率远低于正常卵巢

及良性卵巢肿瘤的表达率 ,在正常卵巢中的阳性率 ( 75% )高于

在良性肿瘤中的阳性率 ( 57. 1% ) ,但无统计学意义 ,χ2 =

0. 910,差异不显著 ,见表 1。

表 1　 正常组、良性组及恶性组 NDPK /nm23与 CDKN2 /P16蛋白的表达情况

Tab 1　 Expression of nm23 and p16 protein in normal ovarian, benign and malignant ovar ian tumor

N DPK /nm23 CDKN2 /P16
n posi tiv e(% ) posi tiv e(% )

- + + + - + + +

Normal 12 7 4 1 41. 7% 3 7 2 75%

Benig n 14 8 5 1 42. 8% 6 8 0 57. 1%

M alignant 52 17 30 5 67. 3% 37 11 4 28. 8%

2. 2　 OEC组织分型与 nm 23蛋白及 P16蛋白表达的

关系

　　 nm 23蛋白: χ2= 5. 850, P < 0. 05, P16蛋白:χ2= 1. 878, P

> 0. 05,说明组织类型与 nm23表达相关 ,而与 P16蛋白表达

相关不显著 ,见表 2。

2. 3　 nm 23与 P16蛋白在临床各分期中的表达
　　临床早期 (Ⅰ ～ Ⅱ 期 )的卵巢癌 nm23蛋白阳性率为

71. 4% ,晚期卵巢癌 (Ⅲ ～ Ⅳ期 )为 66. 7% ,两者差异不显著 (χ2

= 0. 062, P> 0. 05)。而早期卵巢癌 P16蛋白阳性率为 71. 4% ,

明显高于晚期卵巢癌的阳性率 22. 2% (χ2= 7. 146, P < 0. 01) ,

差异非常显著 ,见表 3。

表 2　 OEC组织分型与 NDPK /nm23及 CDKN2 /P16蛋白表达的关系

Tab 2　 Expression of nm23 and p16 protein in diff erent histological type of OEC

N DPK /nm23 CDKN2 /P16
His tological type n posi tiv e(% ) posi tiv e(% )

- + + + - + + +

Serous 28 5 20 3 82. 4% 18 8 2 35. 7%

M ucous 22 11 9 2 50. 0% 18 3 1 18. 2%

表 3　NDPK /nm23及 CDKN 2 /P16蛋白在临床各分期中的表达

Tab 3　 Expressions of nm23 and p16 in dif f erent clinical stage of OEC

N DPK /nm23 CDKN2 /P16

Stage n posi tiv e(% ) posi tiv e(% )
- + + + - + + +

Ⅰ ～ Ⅱ 7 2 5 0 71. 4% 2 5 0 71. 4%

Ⅲ ～ Ⅳ 45 15 25 5 66. 7% 35 6 3 22. 2%

2. 4　 nm23蛋白及 P16蛋白在 OEC不同程度组织分

化中的表达

　　 nm23蛋白阳性率与组织分化程度无关 (χ2 = 0. 239,

P> 0. 05); P16蛋白在高、中分化组的阳性率为 44% ,明显高于

低分化组阳性率 17. 0% (χ2= 5. 387, P < 0. 05) ,见表 4。
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表 4　NDPK /nm23及 CDKN2 /P16蛋白在 OEC不同程度组织分化中的表达

Tab 4　 Expressions of nm23 or p16 in dif f erent degree of dif ferentiat ion of OEC

NDPK /nm23 CDKN2 /P16
Deg ree of dif f erentiation n posi tive(% ) posi tiv e(% )

- + + + - + + +

Ⅰ ～ Ⅱ 25 9 14 2 56. 0% 14 8 3 44. 0%

Ⅲ 27 8 16 3 70. 4% 23 3 1 17. 0%

2. 5　 OEC淋巴结转移与 nm 23蛋白及 P16蛋白表达

的关系

　　 nm23蛋白表达在无淋巴结转移组中阳性率为 89. 7% ,而

在有淋巴结转移组中表达率明显下降为 39. 1% (χ2= 14. 881, P

< 0. 01) ,提示 O EC淋巴结转移与 nm23表达降低明显相关 ;

P16蛋白表达在无淋巴结转移组中为 34. 5% ,在有淋巴结转移

病例组中阳性率下降为 21. 7% ,两组比较 χ2 = 1. 015, P >

0. 05,说明 P16蛋白阳性率与淋巴结转移无明显相关 ,见表 5。

表 5　 OEC淋巴结转移与 NDPK /nm23及 CDKN2 /P16蛋白表达的关系

Tab 5　 The relationship between nm23 and p16 expressions and lymph node metastasis

N DPK /nm23 CDKN2 /P16Lymph node

metas tasis
n posi tiv e(% ) posi tiv e(% )

- + + + - + + +

+ 23 14 9 0 39. 1% 18 4 1 21. 7%

- 29 3 21 5 89. 7% 19 7 3 34. 5%

3　讨论

3. 1　 OEC组织中 N DPK /nm 23基因的异常表达

　　N DPK /nm 23基因是采用差别克隆杂交技术从高

转移和低转移鼠 K-1735黑色素瘤细胞系 cDN A文库

中分离出来的一种基因 ,在肿瘤转移过程中发挥负性

调节作用 [1 ]。 小鼠和人类 nm 23基因的完整 cDN A均

已克隆成功 ,它们都是编码分子量为 17KD的蛋白质。

nm 23蛋白产物与多种细胞中核苷二磷酸激酶 NDPK

( Nucleoside Diphosphate kinase)具有高度同源性 [2 ] ,

从细菌中提取的 nm 23蛋白已证实具有 N DPK活性。

因此 , nm23蛋白很可能通过与 NDPK一致或相似的

途径在调节细胞的信号传递 ,细胞分化等过程中发挥

作用。已有的资料显示 nm23特别是 nm 23-H1的表达

与卵巢癌淋巴结转移呈负相关 [3 ]。本研究结果显示:

nm 23阳性率在正常组 ,良性组 ,恶性组中的表达率分

别为: 41. 7% 、 42. 8%、 67. 3% ,恶性组中的表达率明显

高于正常组和良性组 ( P < 0. 05) ,与 M ardai在 m RN A

表达水平的研究结果相一致 [4 ] ,说明 nm 23可能参与

O EC的形成
[5 ]。在浆液性癌组织中的阳性率 ( 82. 1% )

高于粘液性癌的阳性率 ( 50. 0% ) ,统计学处理有显著

差异 (P < 0. 05) ,提示 , nm 23基因可能与卵巢癌某些

类型的形成关系更为密切 ,但由于低分化 OEC组织病

理分类容易发生误差 ,因此该结论尚需进一步研究证

实。 从表 5可见 nm 23表达水平在有淋巴结转移的

O EC中明显降低 ( P < 0. 01) , 5例 nm 23表达强阳性

病例无一例出现淋巴结转移 ,其表达水平与淋巴结转

移率呈明显负相关 ,说明 nm 23基因参与 OEC淋巴结

转移过程的调节。

3. 2　 OEC中 CDKN2 /P16基因的异常表达

　　 P16 cDN A由 So rrano于 1993年成功克隆
[6 ]
。

Kam b等 [ 7 ]用 STS-PCR方法研究了 100个黑色素瘤

细胞系 ,其高缺失率部分 DN A测序结果发现 ,在人第

9号染色体短臂 ( 9P21)区域存在两个与 Serrano等报

道的序列相近的区域 ,分别命名为多发性肿瘤抑制因

子 1( Mutiple Tumo r Suppresso r M TS1)和多发性肿

瘤抑制因子 2( M TS2)。其中 M TS1与曾经报道的 P16

序列完全吻合。 P16基因全长 8. 5Kb。 由 3个外显子

(ex onl-126bp, exon2-307bp, exon3-11bp)和 2个内含

子组成 ,其中 exon2-307bp编码一个 15. 84KD的单链

多肽 P16蛋白 ,它是细胞周期素依赖性激酶 ( CDK4)

的抑制因子。 HU GO( Human Genome Organization)

正式命名为 CDKN2 ( Cyclin dependent kinase in-

hibi to r 2)。 多数学者认为 P16基因变异与 O EC进展

相关 ,但对其变异机制有争议 [ 8]。本研究中 P16蛋白在

正常卵巢 ( 75% )和良性上皮性肿瘤 ( 57. 1% )中的阳性

表达率明显高于恶性上皮性肿瘤中的阳性率

( 28. 8% ) ,各组间差异非常显著 ( P < 0. 01) ,而且与

O EC的恶性程度呈负相关 ( P < 0. 05)。说明 P16基因

在卵巢癌发生发展过程中起重要作用。西京医院杨红
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等
[9 ]
有类似报道。 Milde等

[ 10 ]
的研究发现在卵巢子宫

内膜样癌和粘液性癌中 P16变异频率高达 71～ 79% ,

而在浆液性癌中却只有 10% ,认为 P16基因变异是某

些特殊类型卵巢癌的典型表现 ,本研究认为这一推断

首先应基于对卵巢癌组织学类型的准确划分 ,而在卵

巢癌病例中高度恶性的病例所占比例较大 (本组为

27 /52) ,低分化组织分类非常困难 ,所以卵巢癌不同组

织类型 P16蛋白表达率的差别意义不大。
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The expression of NDPK /nm23 and CDKN2 /P16 in epithelial ovarian

carcinoma
Yang Ying , Du Baoling , Liu Yulian ( Depa rtament of Obstet Gyneco l, Xing Qiao Hospital, Third M ilitary Univ er sity ,

Chongqing , 400037)

　　 Abstract　Objecti ve: T o explo re the rela tionship betw een the expressions o f tumo r meta sta sis suppres-

so r g ene NDPK /nm23 o r tumo r suppressor gene CDKN / P16 and th e occur rence, development and lymph

node metasta sis of ova rian epithelial ca rcinoma. Methods: The expression of P16 protein and nm23 pro tein

w ere detected by streptavidin pe rox idase conjuga ted method in 78 cases o f tissue samples including 12 no rma l

ovar y, 14 ovarian benign epithelioma and 52 O EC. Resul ts: The po sitiv e ra te o f nm 23-H1 expression w as 67.

3% in the tissues o f OEC which was higher than tha t of the no rma l ovary ( 41. 7% ) and benign ova rian epithe-

lioma ( 42. 8% ) ( P < 0. 05) . Significant differ ence be tween th e positiv e ra tes in ser ous car cinomas ( 82. 1% )

and mucinous carcinomas ( 50. 0% ) ( P < 0. 05) wa s observ ed. The po sitiv e expression r ate of nm23-H1 in

OEC was especially rela ted to the lymph node metastasis rather than th e clinica l stage o r th e pa tholog yica l

g rades. The positiv e expr ession rate o f P16 in OEC w as 28. 8% significantly low er than tha t of no rma l ovar y

( 75. 0% ) and benign ova rian epithelioma ( 57. 1% ) ( P < 0. 01) . The positiv e expr ession ra te o f P16 in the ad-

vanced cases wa s 22. 2% , markedly low er than tha t o f the ear ly ca ses( 71. 4% ) and of th e the ra te in poo rly

differentiated cases wa s 17. 0% significanqtly lowe r than tha t high g rade cases( 44% ) . No rela tionship was

found betw een the expr ession o f nm23 and P16 and the ages o f the cases. Conclusion: Nm23 and P16 a re

clo sely a sso ciated with the occurr ence and developm ent o f OEC and nm 23 play a very impo rtant r ole in OEC

lymph node me ta stasis. P16 protein may be an impor tant marker fo r the pr ogno sis of OEC.

　　 Key words　 Ovarian epith elia l carcinoma; p16 gene; nm 23 gene; Tumo r suppresso r g ene; Immunohis-

tochemisto ry
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