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"摘!要#!目的"探讨宫颈鳞状细胞癌#CWD1P*DC2+::21,2)/*P1" G..$组织中细胞 G期激酶相关蛋白 5#GU$"1C+Z)/1C+1CC*2)1#U

+E $,*#+)/ 5"GZ$5$检测的临床意义& 方法"选取来自 5668年至 566R年上海交通大学第二附属医院和延边妇幼医院病理科的 5=
例正常宫颈鳞状上皮组织’R8例宫颈上皮内瘤变#2+,L)21:)/#,1+$)#"+:)1:/+*$:1C)1" .K;$组织和 7?<例宫颈 G..组织的存档蜡块"
应用A.I法检测病变组织中@A9的感染情况"以免疫组化法检测 GZ$5蛋白在上述组织中的表达并分析其临床预后评估价值&

结果"GZ$5蛋白在所有 5= 例正常宫颈鳞状上皮组织中表达阴性"在宫颈 G..组织中表达率为 R8’6[#7<>%7?<$"在 .K;U7’
.K;U5’.K;U<组织中表达率分别为 <8’=[#76%5Q$’R7’?[#<7%<R$’R5’8[#78%7>$"显示 GZ$5表达率从高到低为 G..\.K;\正
常组织".K;中为.K;U< \.K;U5 \.K;U7& GZ$5蛋白过表达与宫颈 G..患者人乳头状瘤病毒#"DP1/ $1$)::*PL),DC"@A9$感染及
4KX]分期均密切相关%此外"GZ$5阳性表达的无瘤生存率和总生存率分别为 ==’=[和 =Q’7["GZ$5阴性表达的无瘤生存率和总
生存率分别为 Q?’5[和 RR’=[#N*-U,1/Z分别为 77 =̂<6和 76’7=8"均!_6’667$%但 GZ$5 阳性表达与患者的年龄’‘)U?> 蛋白表

达及病理分级等无关& 结论" GZ$5蛋白过表达可能是预示宫颈 G..患者不良预后的潜在检测指标&
"关键词#!细胞 G期激酶相关蛋白 5% 人乳头状瘤病毒% 宫颈肿瘤% 生存分析
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!!细胞 G期激酶相关蛋白 5#GU$"1C+Z)/1C+1CC*U
2)1#+E $,*#+)/ 5" GZ$5$属 4U(*d蛋白家族成员"是
f"1/-等*7+在 7QQ= 年从人的成纤维细胞中首次克
隆发现的"经荧光原位杂交证实""#$% 基因定位于
人类染色体的 =$K< 区"全长 <7 Q?5 ($"在 X6 kX7
期表达非常低"而在 G期表达则明显增高"能与 G期
激酶 2F2:)/aU.g‘K相互作用"从而调控细胞周期’
参与细胞g;a合成及转录激活等& 作为细胞周期
中重要的调节因子"GZ$5 也是泛素U蛋白连接酶的
底物识别亚基"可以特异作用于磷酸化的 $5>Z)$:使
其通过降解泛素U蛋白酶体途径调节细胞周期*5+ &
文献*<+报道"GZ$5 具有癌基因的潜能"它可以通过
泛素化蛋白酶途径降低 $5> 蛋白的表达"与恶性肿
瘤的发生’发展*8U=+以及生物学行为关系密切& 目前
已发现 GZ$5 在乳腺癌*?+ ’黑素瘤*>+ ’宫颈癌*R+ ’食
管癌*Q+ ’前列腺癌*76+等恶性肿瘤中呈明显高表达"
但在宫颈癌中有关 GZ$5 蛋白表达与人乳头状瘤病
毒#"DP1/ $1$)::*P1L),DC"@A9$感染以及生存期之
间的关系少见报道& 本实验应用免疫组化方法检测
了 GZ$5 蛋白在 7?< 例宫颈鳞状细胞癌#CWD1P*DC
2+::21,2)/*P1" G..$’R8 例宫颈上皮内瘤变#2+,L)U
21:)/#,1+$)#"+:)1:/+*$:1C)1" .K;$和 5= 例正常宫颈
上皮组织中的表达"并结合宫颈癌 @A9感染情况’
临床分期等生物学特点以及患者生存期等进行分析"
以明确 GZ$5蛋白检测在宫颈癌预后评估中的价值&

$L材料与方法

7’7!材料
5= 例正常宫颈上皮组织’R8 例 .K;和 7?< 例

G.."共 5>5 例宫颈组织标本"选自 5668 年至 566R
年上海交通大学第二附属医院和延边妇幼医院病理

科以及上海芯超生物科技有限公司& 本组 7?< 例
G..患者年龄在 <5 岁 k?= 岁"中位年龄 8=’5 岁%
病理分级为!!级 ?> 例""级 =5 例"#级 88 例%依
据国际妇产科协会#K/#+,/1#)*/1:4+E+,1#)*/ *HXF/+U

2*:*-F1/E ](C#+#,)2C" 4KX]$分期标准!!期 ?< 例"
"期 8> 例"#期 <5 例"$期 57 例&
7’5!免疫组化染色检测 GZ$5 与 ‘)U?> 蛋白在宫颈
组织中的表达

免疫组化检测试剂盒为 ga‘]公司产品#gaU
‘]a%G" g+/P1,Z$"GZ$5 和‘)U?> 单克隆抗体为北
京中杉金桥公司产品#fGX3U3K]" .")/1$& 染色步
骤参考前期研究*77+ & 8 %P厚的组织切片常规脱
蜡’梯度酒精脱水"在柠檬酸盐抗原修复液中
Q= l kQQ l处理 56 P)/"然后于室温冷却至少 8=
P)/%<[@5]5 处理 76 P)/后"A3G缓冲液清洗"然后
分别加入 7m=6 稀释的鼠抗 GZ$5 蛋白单克隆抗体和
7m=6稀释的‘)U?> 蛋白抗体室温下培养 7 ""加入标
记辣根过氧化物酶的抗鼠二抗"室温下培养 8= P)/"
ga3#<"<nUE)1P)/*(+/e)E)/+$显色"Y1F+,苏木精复
染"脱水’透明’封片"镜下观察& 为证明 GZ$5 蛋白
抗体免疫组化检测的特异性"实验中应用了鼠 K-X
代替一抗作为对照"结果为阴性& 同时"选择 GZ$5
蛋白阳性染色的切片"以 A3G 代替一抗的染色结果
为阴性作为结果可信的实验依据&

染色结果判定标准!以棕褐色颗粒位于细胞核
内判定为阳性染色结果"并根据阳性细胞数的比例
将染色结果分为 = 级& 6 级!阳性细胞数为 6 k=[%
7 级!阳性细胞数为 =[ k5=[%5 级!阳性细胞数为
5?[ k=6[%< 级!阳性细胞数为 =7[ k>=[%8 级!
阳性细胞数为 >=[以上*75+ & 同时"计算阳性率的
方法设定为 5 种!#7$阳性率!7 级和 7 级以上的阳
性染色病例占总病例数的百分数%#5$强阳性率!5
级’< 级和 8 级的阳性染色病例占总病例数的百分
数& 为分析 GZ$5 蛋白与生存期之间的关系"本研究
将, S-和, o-设定为低表达",!-和,"-设定为
高表达&
7’<!A.I法检查病变组织中@A9的感染情况

利用A.I方法检查病变组织中 @A9的感染情
况"应用高度纯化 A.Ig;a提取试剂盒#aP()*/"

)8>)



马跃"等’宫颈鳞状细胞癌组织中 GZ$5蛋白检测的临床意义

hGa$提取蜡块组织中的 g;a"引物序列为!高危险
型@A9上游引物#@A9$hU7Y$!=nUOXO.aaaaa.U
.XOOXOXO..U<n% 下 游 引 物 # @A9$hU5I$! =nU
XaX.OXO.X.OOaaOOX.O.U<n& 通过此 A.I方法
可以检测到的高危型 @A9类型有!@A9U7?’U7R"
U<7"U<<"U<="U=5(和U=R& 将在 @+:1细胞系中提取
到的g;a作为高危型 @A9感染的阳性对照"未加
入模版g;a的A.I反应液作为阴性对照& 具体的
实验操作和分析方法参见参考文献*7<+ &
7’8!统计学处理

应用 GAGG7>’6 统计软件"采用!5 检验"以 N*-U
,1/Z法进行生存期分析"以 !j6’6= 或 !j6’67 表
示差异具有统计学意义&

*L结L果

5’7!GZ$5蛋白在正常和病变宫颈组织中的表达
GZ$5 蛋白在正常宫颈鳞状上皮中表达为阴

性#6 %5=$ "只在基底层和副基底层上皮细胞中
显示核阳性"但在 .K;的各级别病变中"随着分
级程度的增高"GZ$5 蛋白的阳性表达率也明显
增高"在 .K;U7 中其阳性率为 <8’=[# 76 %5Q $ "
而在 .K;U5 和 .K;U< 中其阳性率则分别高达
R7 ?̂[#<7 %<R $和 R5’8[ # 78 %7> $ "且均高于
正常组织"差异显著 #!5 _76 =̂R6 ’ 86’7=5’
<6 R̂R5 "!_6’667’6 6̂66’6’666 $ %在宫颈鳞
状细胞癌中 GZ$5 蛋白呈明显的弥漫性强阳性
染色"其阳性率高达 R8’6[#7<> %7?< $ "显著高
于正常宫颈上皮组织#!5 _>> 8̂=> "!_6’666 $
#表 7"图 7$ &

图 $L宫颈病变组织中345* 蛋白的免疫组化染色结果$3M法%
N#:&$LO@@A."=#->"8=<@#897->9#.#.: ?<-A7>-";345* 5?"><#.<P5?<--#".#.8<?B#8977<-#".-$3M%

a! ;*,P1:2+,L)21:CWD1P*DC+$)#"+:)1# p766$% 3! .K;U7# p766 $% .! .K;U5%<# p766$%
g! .K;U< &)#" -:1/E )/L*:L+P+/## p566$% T! .+,L)21:G..# p566 $% 4! .+,L)21:G..# p566$

表 $L345* 蛋白在宫颈正常组织和病变组织中的表达
Q9E&*LH<-A7>-";345* 5?"><#.<P5?<--#".#.."?@978<?B#897<5#>=<7#9 9.!8<?B#8977<-#".-

@)C#*$1#"*:*-)2E)1-/*C)C &
A*C)#)L+GZ$5#’$

o ! "

O*#1:GZ$5
*’#[$+

!5 !

;*,P1:2+,L)21:+$)#"+:)DP 5= 6 6 6 6#6$

!!!.K;U7 5Q 76 6 6 76#<8’=$ 76’=R6 6’667

!!!.K;U5 <R Q 7< Q <7#R7’?$ 86’7=5 6’666

!!!.K;U< 7> 5 < Q 78#R5’8$ <6’RR5 6’666

!!K/L1C)L+G.. 7?< 7? >= 8? 7<>#R8’6$ >>’8=> 6’666
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5’5!GZ$5 蛋白表达与宫颈鳞状细胞癌临床生物学
行为之间的关系

GZ$5 蛋白表达与高危型 @A9感染及 4KX]分
期关系密切#!j6’6=$"但与宫颈鳞状细胞癌患者
的年龄’‘)U?> 蛋白表达及病理分级等因素不相关
#!\6’6=$#表 5"图 5$& 在 @A9阳性的宫颈鳞状
细胞癌中 GZ$5 蛋白阳性率高达 R>’=[#7<<%7=5$"

而在@A9阴性的宫颈鳞状细胞癌病例中 GZ$5 蛋白
的阳性率仅为 <?’8[#8%77$"差异有统计学意义
#!_6 6̂67$%在临床#期和$期宫颈鳞状细胞癌中
GZ$5 的阳性率分别高达 Q6’?[和 766’6["显著高
于!期和"期宫颈鳞状细胞癌的 >8’?[和 R= 7̂["
差异有统计学意义#!_6’66<$&

图 *LM6H检测宫颈366组织蜡块中RMS感染
N#:&*LRMS#.;<8>#".!<><8><!EJ M6H#.59?9;;#.<@E<!!<!8<?B#897366>#--A<-

Y! Y1,Z+,%7U78!.1C+C*HG..%A! A*C)#)L+2*/#,*:% ;!;+-1#)L+2*/#,*:

表 *L345* 表达与宫颈366临床特征的关系"!$T%#
Q9E&*LH<79>#".-=#5E<>K<<.345* <P5?<--#".

9.!87#.#8978=9?98><?#->#8-";8<?B#897366"!$T%#

91,)1(:+C &
@)-" +d$,+CC)*/

*HGZ$5
!5 !

a-+#(%1$

!#8= =< 8? #R?’R$ 6’887 6’=6R

! \8= 776 Q7 #R5’>$

‘)U?>
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5’<!GZ$5 蛋白表达对宫颈鳞状细胞癌患者生存期
的影响

GZ$5 阳性表达患者的无瘤生存率和总生存率
分别为 ==’=[和 =Q’7["GZ$5 阴性表达患者的无
瘤生存率和总生存率分别为 Q?’5[和 RR’=[&
N*-U,1/Z法生存曲线分析#图 <$显示"宫颈鳞状细
胞癌患者 = 年无瘤生存率与总生存率和 GZ$5 蛋白
表达间差异有统计学意义"即 GZ$5 蛋白阳性表达的
患者无瘤生存率及总生存率明显低于阴性表达的患

者#N*-U,1/Z 值分别为 77’=<6 和 76’7=8"均 !j
6 6̂7$&

’L讨论

宫颈癌是最常见的妇科恶性肿瘤之一"它的发
生’发展是一个逐步演进’复杂而连续的过程"与多
种癌基因’抑癌基因的表达异常和细胞周期调控密
切相关& 近年来发现"GZ$5 蛋白在多种人类肿瘤中
呈高表达"与肿瘤的发生’发展有密切关系*8U=+ & 研
究*78+表明"GZ$5 蛋白在多种恶性肿瘤中呈高表达"
其相应的正常组织和良性分化肿瘤组织中呈低表

达& 本实验也发现"G..中 GZ$5 蛋白阳性率高达
R8’6["显著高于正常宫颈上皮组织#!j6’67$%而
且"GZ$5 蛋白阳性率在高级别的 .K;U5%< 中#分别
为 R7’?[ 和 R5’8[$也明显高于 .K;U7#<8’=[$
#!j6’67$"提示 GZ$5 蛋白高表达是宫颈癌的重要
恶性表型特征之一&

为探讨 GZ$5 蛋白在宫颈癌预后评估中的作用"

)?>)



马跃"等’宫颈鳞状细胞癌组织中 GZ$5蛋白检测的临床意义

进一步分析了 GZ$5 蛋白表达与宫颈 G..临床病理
参数之间的关系& 目前"对 GZ$5 蛋白与宫颈癌的生
物学行为之间的关系报道不一致& 吴红莲等*7=+报

道"GZ$5 蛋白表达与患者年龄’‘)U?> 蛋白表达’病
理分级’4KX]分期无关%而薛翔等*7?+的研究结果表

明"GZ$5 蛋白表达与临床分期’分化程度及淋巴结
转移密切相关"但与年龄’浸润深度等无关& 本实验
结果显示"GZ$5 蛋白过表达与高危型 @A9感染和
4KX]分期显著相关#!j6’6=$"但与患者的年龄’
‘)U?> 蛋白表达及病理分级等因素不相关 #!\
6 6̂=$& 目前已公认@A9感染是导致宫颈癌的主要
病因*7>U7R+ "但其具体致癌机制尚不明确& 本实验发
现"GZ$5 蛋白表达阳性率在高危型 @A9感染的宫
颈 G..中高达 R>’=["而在 @A9阴性病例中的阳
性率仅为 <?’8[#!j6 6̂=$"提示 GZ$5 参与了@A9

感染致癌的分子机制& 另外"@A9感染阴性的 G..
标本中有 8 例呈 GZ$5 蛋白阳性表达"考虑可能与其
他类型的@A9感染有关"有待进一步研究& 在宫颈
癌4KX]分期中"临床#期和$期 G..GZ$5 蛋白阳
性率分别高达 Q6’?[和 766["显著高于!期和"
期宫颈 G..#分别为 >8’?[和 R=’7[$"提示 GZ$5
蛋白的过表达与宫颈 G..的临床分期密切相关&
本实验通过 N*-U,1/Z 法首次分析了 GZ$5 蛋白表达
与宫颈 G..患者生存期之间的关系"GZ$5 阳性表达
患者的无瘤生存率和总生存率分别为 ==’=[和
=Q 7̂["GZ$5 阴性表达患者的无瘤生存率和总生存
率分别为 Q?’5[和 RR’=[& 由此认为"GZ$5 蛋白
阳性表达的宫颈 G..患者无瘤生存率及总生存率
明显低于阴性表达的患者"提示 GZ$5 蛋白检测有助
于宫颈 G..患者预后的评估&

图 ’LU":/?9.4分析宫颈366组织中345* 蛋白强阳性表达
与患者无瘤生存率及总生存率的关系

N#:&’LQ=<?<79>#".-=#5";>=<345* 5?"><#."B<?<P5?<--#".#.8<?B#897366>#--A<-K#>=!#-<9-</;?<<-A?B#B97
9.!"B<?977-A?B#B97";59>#<.>-EJ U":/?9.4->9>#->#8979.97J-#-

N! N*&+,+d$,+CC)*/% @! @)-"+,+d$,+CC)*/

!!现已明确 GZ$5 是一种周期调控蛋白"在 X6%X7
早期不表达或表达水平很低"X7%G 期则逐渐升高"G
期达最高峰"进入 X5%Y期又开始逐渐降低

*7Q+ & 而
‘)U?> 蛋白作为一种增殖相关的检测指标"已广泛应
用于临床多种肿瘤的增殖指数测定及鉴别诊断"‘)U
?> 蛋白在除X6 期的所有活动的细胞周期#X7’G’X5
和Y期$中表达*56+ & 本实验对比研究了 G..标本
中 GZ$5 和 ‘)U?> 蛋白的表达差异"结果显示 GZ$5
与‘)U?> 蛋白的表达特点十分相似"在正常的宫颈
鳞状上皮细胞中表达为阴性"在个别病例中表现为
基底及副基底层的细胞核呈阳性"而在 G..及其癌

前病变中表现为弥漫性的细胞核强阳性染色& 在
‘)U?> 蛋白表达阳性的 78> 例宫颈 G..中 GZ$5 蛋
白阳性表达率为 R=’>["高于 ‘)U?> 蛋白表达阴性
病例中 GZ$5 的阳性率#?R’R[$"但没有统计学意
义& 在 7? 例‘)U?>蛋白表达阴性的宫颈 G..中
GZ$5 蛋白阳性率为 ?R’R["考虑可能与这两种蛋白
处于不同细胞周期有关"也提示结合 ‘)U?> 和 GZ$5
蛋白检测可以更准确地对宫颈癌进行增殖指数判定&

综上"GZ$5 蛋白参与了宫颈 G..尤其是 @A9
感染致癌的演进过程"GZ$5 蛋白检测可以作为宫颈
G..增殖指数测定及预后评估的有效分子标志物&
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文稿中须写成斜体的外文字符

!!在科技文稿中出现许多外文字符"它们有的是正体’有的是斜体& 正体和斜体外文字符各有其特定含义和用法"切不可
混淆使用& 现根据有关标准和规则"把生物医学文稿中须要写成斜体的外文字符归纳为以下几类!

#7$生物学中拉丁学名的属名和种名#包括亚属’亚种’变种$应斜体"例如大肠杆菌)*+,-./+,/0 +12/’幽门螺杆菌 3-2/140+(5
-.$621./等& #5$各种基因的缩写符号应斜体#基因表达产物缩写符号应写成正体$"例如人脆性 b智力低下基因 7 的符号为
789:’原癌基因9;7:#人$’病毒癌基因<5.0=5:#鼠$’抑癌基因$>?#鼠$等& #<$限制性内切核酸酶缩写符号中前 < 个字母应
斜体"例如3/’E#’@0A@!’"02!等& #8$各种统计学符号应斜体"例如样本数 ’’均数 %B’样本差*’(检验’7检验’概率 !’相
关系数.等& #=$各种物理量的量符号应斜体#$@用正体除外$"例如长度 C#2$’面积;#或 "$’体积D’质量A’时间(’压力$’
相对分子质量8,’物质的量浓度+3等& #?$化学中表示旋光性’分子构型’构象’取代基等符号应斜体"例如左旋 CU’右旋EU"
邻位1U’对位$U’反式(.0’*U’顺式+/*U等& #>$数学中用字母表示的变数和一般函数应斜体& #R$英文中使用的某些拉丁词应
斜体"例如<*’ /’ */(F’ /’ </<1’ /’ </(.1等&
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