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摘要　用免疫组化方法检测突变型 P53蛋白、 C-e rbB-2癌基因蛋白和增殖细胞核抗原 ( PCNA )在 60例大肠腺癌、

29例腺瘤及 33例息肉石蜡切片中的表达情况。结果 P53在大肠癌与腺瘤中均过表达 , 阳性率分别为 70%和

48. 28% ; 而在息肉与正常粘膜中不表达。P53的表达还与大肠癌的分化程度和 Dukes分期以及与腺瘤的大小、

类型和不典型增生程度有关 ( P < 0. 05)。C-erbB-2仅在大肠癌中表达 ,阳性率 65%。其表达与大肠癌的分化 ,淋

巴结转移及 Dukes分期等均无关 ( P > 0. 05) 。PCN A 100%表达 ,其所表示的细胞增殖指数与 P53的表达在大

肠癌与腺瘤中均呈正相关 (分别为 r = 0. 6887, P < 0. 01及 r = 0. 8696, P < 0. 01)。结果表明 P53的表达与大

肠上皮性肿瘤的生物学行为有着非常密切的关系。检测 P53与 PCNA的表达水平将对大肠癌的早期诊治以及分

析大肠癌的增殖活性和恶性度等方面均有重要意义。C-erbB-2是大肠癌的癌性标志 , 有可能作为鉴别诊断依据

之一。
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Abstract　 The expressions of P53 pro tein C-erbB-2 oncoprotein and pro li ferating cell nuclea r

antigen ( PCN A) in 60 co lorectal carcinomas ( CC) , 29 colo rectal adenomas ( CA) and 33 co l-

orectal polypus ( CP) were detected by immunohistochemist ry. The posi tiv e rate fo r P53 w as

70% in CC and 48. 26% in CA; CP and no rmal mucosa w ere uni fo rmly nega tiv e. Expression of

P53 pro tein show ed a significant association wi th di fferentia tion and Duke 's stage in CC ( P <

0. 05 ) , and association wi th the size, type and dysplasia in CA. ( P < 0. 05 or P < 0. 01 ) . C-

erbB-2 expression was found only in CC. and its posi tive rate was 65% . Expression of C-erbB-

2 had no co rrela tion wi th di fferentia tion. lympha tic metastasis and Duke 's stage in CC ( P >

0. 05 ) . Expression of PCN A was found in a ll colo rectal tumours and a significant cor relation

w as found between PCN A index and P53 posi tiv e ra te in CC ( r = 0. 6887, P < 0. 01 ) and CA

( r = 0. 8696, P < 0. 01 ) . The results suggested that there w ere very clo sely relation betw een

P53 and colo rectal tumours behav iour. The expression lev el o f P53 and PCN A index might be

considerably impor tant to analysis of prolifera tiv e activ ity and malignancy of CC, and C-erbB-2

is a CC marker and might be used fo r di fferential diagnosis.

Key words　 co lorectal tumour, P53, C-erbB-2, PCN A, immunohistochemist ry

　　由于大肠癌的癌变过程经历了粘膜增生、 腺瘤、 原位癌及浸润转移癌等阶段 ,所以大肠癌是研究演进

过程中分子遗传学改变较理想的一类人类肿瘤。有关

癌基因和抗癌基因产物在大肠肿瘤表达的报道日趋

增多 , 但结果不一。本研究用免疫组化方法测定石蜡

切片中突变型 P53蛋白 ( P53)、 C-erbB-2癌基因蛋白
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( C-erbB-2)和增殖细胞核抗原 ( PCN A)在大肠非新

生物性息肉、腺瘤和腺癌中的表达情况 ,进一步探讨

在大肠癌发生发展过程中 ,上述因素所起的作用及它

们之间的关系。

1　材料与方法

1. 1　材料

选用广西肿瘤医院病理科档案保存的石蜡标本

大肠腺癌 60例 (其中高分化腺癌 10例、中分化腺癌 33

例、 低分化腺癌 17例 ) ; 腺瘤 29例 (其中管状腺瘤 11

例、绒毛状腺瘤 6例、 管绒毛状腺瘤 12例 ) ; 非新生物

性息肉 (增生性及炎性息肉 ) 共 33例。并选用正常大

肠粘膜 10例作正常对照。

1. 2　免疫组化染色

　　免疫组化染色采用链霉素抗生物素蛋白——过

氧化酶连结法 ( S P法 )。每个蜡块连续切片 3张 , 分

别标记 P53、 C-erbB-2和 PCN A, DAB显色 ,苏木素

复染 ,光镜下观察结果。P53 ( DO-7鼠抗人 ,单抗 )和

C-erbB-2 (免抗人 , 多抗 )为 DAKO公司产品。稀释

度 P53为 1 60, C-erbB-2为 1 120。PCN A和 S P ki t

为 Maxim公司产品 , 即用型。均设阳性对照 , 并用

PBS代替—抗作阴性对照。

1. 3　结果判断标准及观察项目

　　 P53与 PCN A标记 , 肿瘤细胞核呈棕黄色为阳

性 , C-erbB-2标记胞浆棕黄色为阳性。此外 , PCN A标

记尚在光镜下随机观察 10个高倍视野 1000个细胞中

的阳性细胞数 , 按阳性细胞占观察细胞总数的≤

25%、 26% ～ 50%、 51%～ 75% 、 > 75%分为Ⅰ 、 Ⅱ 、

Ⅲ 、 Ⅳ四个级别。参照 《中国常见恶性肿瘤的诊治规

范 (等三册 ) . 大肠癌》 标准进行诊断 , 并参照其中

的病理组织学观察项目观察 P53、 C-erbB-2和 PCN A

在腺瘤的大小、类型、不典型增生程度以及在大肠癌

的大小、分化程度、淋巴结转移和 Dukes分期等项中

的表达情况 , 分析其意义。

1. 4　数据处理

　　结果输入计算机用华西医科大统计学软件包处

理。

2　结果

2. 1　 P53、 C-erbB-2和 PCNA在大肠癌、腺瘤及息肉

中的总表达

表 1结果表明 ,在大肠癌中 , P53与 C-erbB-2均过

表达 , 阳性率分别为 70% ( 42 /60)和 65% ( 39 /60)。

在腺瘤中 , P53亦过表达 , 阳性率为 48. 28% ( 14 /

29) , C-erbB-2不表达。在息肉与正常粘膜中 , P53与

C-erbB-2均不表达。PCN A在大肠癌、腺瘤 ,息肉及正

常粘膜中 100%表达 , 但其所表示的细胞增殖指数

( PCN A指数 ) 级别分布则明显不同: 在正常粘膜及

息肉中 100%为Ⅱ级以下 , 而在腺瘤及腺癌中 , Ⅲ级

以上分别占 20. 68%和 80%。统计学分析表明: P53的

表达不仅在大肠癌与正常粘膜及息肉之间均有非常

显著性差异 ( P < 0. 01) ; 而且在腺瘤与正常粘膜及

息肉之间亦如此。C-erbB-2的表达在大肠癌与腺瘤、

息肉及正常粘膜之间均存在非常显著性差异 ( P <

0. 01) 。PCN A指数在大肠癌和腺瘤中均与 P53的阳

性率呈正相关 ; 分别为 r = 0. 6887, P < 0. 01和 r =

0. 8696, P < 0. 01。

2. 2　大肠癌中 P53、 C-erbB-2和 PCNA的表达

　　表 2结果显示 P53的表达与癌组织的分化程度有

明显关系 ,高分化癌与中分化及低分化癌之间均有显

著性差异 ( P < 0. 05) ; 与 Dukes分期有关 , A期

与 C期之间差异有显著性 ( P < 0. 05) ,且 B期和 D

期阳性率亦均高于 A期 ; 此外 ,随着肿块的增大、浸

润肠壁深度的增加 , P53的阳性率逐渐增加 , 有淋巴

结转移组阳性率亦高于无转移组 ,但均无显著性差异

( P < 0. 05) 。C-erbB-2的表达与癌分化程度无关 ,其

阳性率随肿块增大而增高 ,而随癌浸润肠壁深度增加

及 Dukes分期的延后而递减 , 有淋巴结转移组亦低

于无转移组 , 但差异均无显著性 ( P > 0. 05)。

表 1　 P53,C-erbB-2和 PCNA的总表达

Table 1　 P53,C-erbB-2 and PCNA expression in normal mucosa, polypus, adenomas and carcinomas of colon

例数

No. cases

P53阳性率

P53 po sitiv e(% )

C-e rbB-2
阳性率
C-e rbB-2

positiv e (% )

PCN A indexes

Ⅰ Ⅱ (≤Ⅱ% ) Ⅲ Ⅳ (≥Ⅲ% )

正常粘膜 Normal muco sa 11 0( 0) 0( 0) 3 8( 100) 0 0( 0)

息肉 Polypus 33 0( 0) 0( 0) 29 4( 100) 0 0( 0)

腺瘤 Adenoma 29 14( 48. 28)a 0( 0) 11 12( 79. 31) 4 2( 20. 69)

腺癌 Ca rcinoma 60 42( 70)b 39( 65)c 2 10( 20) 19 29( 80)d

a, b, d. 与正常粘膜比较 , 均 P < 0. 01 . Compared with no rmal muco sa, P < 0. 01 ; c. 与正常粘膜、 息肉及腺瘤比较 , 均

P < 0. 01 . Compared with no rmal muco sa, polypus and adenoma, P < 0. 01 .
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表 2　 P53,C-erbB-2和 PCNA在大肠癌中的表达

Table 2　 P53,C-erbB-2 and PCNA expression in colorectal carcinnoma

例数

No.

cases

P53阳性率

P53 positiv e

(% )

C-erbB-2
阳性率
C-erbB-2

po sitiv e(% )

PCNA indexes

Ⅰ Ⅱ (≤Ⅱ% ) Ⅲ Ⅳ (≥Ⅲ% )

组织学分级 Histo lo gic gr ade

　　高分化 Well differ entiated 10 3( 30) 6( 60) 0 2( 20) 6 2( 80)

　　中分化 M oderately diffe rentia ted 33 25( 75. 76)a 24( 72. 72) 2 7( 27. 27) 11 13( 72. 73)

　　低分化 Poo rly differ entiated 17 14( 82. 35)a 9( 52. 94) 0 2( 11. 76) 3 12( 88. 24)

肿块大小 (最大径 ) Size

　　 < 5 cm 31 20( 64. 51) 19( 61. 29) 1 7( 25. 81) 11 12( 74. 19)

　　≥ 5 cm 29 22( 75. 86) 20( 68. 97) 1 3( 13. 79) 8 17( 86. 21)

浸润肠壁深度 Invasive depth

　　浅肌层以上 Superficial lay er 9 4( 44. 44) 7( 77. 78) 1 2( 33. 33) 5 1( 66. 67)

　　深肌层 Deep muscular lay er 14 10( 71. 43) 10( 71. 43) 0 3( 21. 43) 4 7( 78. 57)

　　浆膜 37 28( 75. 67) 22( 59. 46) 1 5( 16. 22) 10 21( 83. 78)

淋巴结转移 Lymph-node

　　无 45 31( 68. 89) 31( 68. 89) 2 8( 22. 22) 13 22( 77. 78)

　　有 15 11( 73. 33) 8( 53. 33) 0 2( 13. 33) 6 7( 86. 67)

Dukes分期 Dukes stag e

　　 A 9 4( 44. 44) 7( 77. 78) 1 2( 33. 33) 5 1( 66. 67)

　　 B 36 26( 72. 22) 23( 63. 89) 1 5( 16. 67) 10 20( 83. 33)

　　 C 11 10( 90. 91) b 7( 63. 64) 0 1( 9. 09) 4 6( 90. 91)

　　 D 4 2( 50) 2( 50) 0 2( 50) 0 2( 50)

a. 与高分化癌比较 , P < 0. 05 . Compa red with well diffe rentiated ca rcinomas, P < 0. 05 ; b. 与 A期比较 , P < 0. 05 . Com-

pa red with Dukes A stag e P < 0. 05 .

　　 PCN A指数随着癌组织学分级增高、 肿块增大、

浸润肠壁深度增加及出现淋巴结转移而增高 ,但差异

均无显著性 ( P> 0. 05) ; 然而在 Dukes A期与 B期

之间有显著性差异 ( P < 0. 05)。

2. 3　 P53与 PCNA在大肠腺瘤中的表达

　　表 3结果表明 P53的表达 ( 1)与腺瘤的大小有关 ,

最大径 < 1 cm与≥ 1 cm的腺瘤之间有显著性差异 (

P < 0. 05) ; ( 2)与腺瘤的组织学类型亦有关 , 管状

与管绒毛状腺瘤之间差异有显著性 ( P < 0. 05) ;

( 3)与腺瘤的不典型增生程度关系更为密切 ,无不典

型增生的腺瘤与伴有重度不典型增生的腺瘤之间有

非常显著性差异 ( P < 0. 01) , 伴有轻、中度不典型

增生的腺瘤 P53阳性率亦均高于无不典型增生的腺

瘤 (但 P > 0. 05)。 PCN A的表达亦与腺瘤的不典型

增生程度有明显关系 ( P < 0. 01或 P < 0. 05) , 但

与其大小、 类型等无明显关系。
表 3　 P53与 PCNA在大肠腺瘤中的表达

Table 3　 P53 and PCNA expression and histopathology of adenomas

例数

No. cases

P53阳性率

P53 posi tiv e
(% )

PCN A indexes

Ⅰ Ⅱ (≤Ⅱ % ) Ⅲ Ⅳ (≥Ⅲ % )

腺瘤大小 Size

　　 < 1 cm 11 2( 18. 18) 5 6( 100) 0 0( 0)

　　≥ 1 cm 18 12( 66. 67)a 6 8( 77. 78) 3 1( 22. 22)

组织学类型 Tyoe

　　管状 Tubular 11 2( 18. 18) 5 6( 100) 0 0( 0)

　　绒毛状 Villous 6 3( 50) 2 2( 66. 67) 1 1( 33. 33)

　　管绒毛状 Tubulov illous 12 9( 75) b 4 4( 66. 67) 3 1( 33. 33)

不典型增生程度 Displasia

　　无 Non-displasia 10 1( 10) 5 5( 100) 0 0( 0)

　　轻～ 中度 Low-middle 15 9( 60) c 6 5( 73. 33) 4 0( 26. 67)

　　重度 High 4 4( 100) c 0 1( 25) 1 2( 75)e

a.与 < 1 cm腺瘤比较 , P < 0. 05 . Compared w ith si ze < 1 cm adenomas , P < 0. 05 ; b.与管状腺瘤比较 , P < 0. 05 . Compared wi th tub ular

ad enomas, P < 0. 05 ; c.与无不典型增生腺瘤比较 , P < 0. 05 . Com pared w ith non-displasia ad enomas, P < 0. 05 ; d.与无不典型增生腺瘤比较 ,

P < 0. 01 . Compared w ith non-displasia aden om as , P < 0. 01 .
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3　讨论

P53基因是近几年研究得最多的一种抑癌基因 ,

有关人类各种恶性肿瘤中 P53蛋白表达变化的报道

很多。一般认为在正常情况下 ,野生型 P53蛋白的半

衰期很短 ( 6 min～ 30 min) ,当 P53基因突变后 ,其蛋

白构型发生改变或与其他物质结合形成复合物 ,则半

衰期延长 ,从而可用免疫组化方法测出。突变型 P53

蛋白在大肠癌发生发展中表达变化的报道近两年增

多 ,但结果不一。我们的结果是: P53在正常大肠粘膜

及非新生物性 (增生性和炎性 )息肉中均不表达 ,而在

大肠癌和腺瘤中均过表达。在腺瘤中 P53的表达随腺

瘤直径的增加及不典型增生程度的增加而增高 ,并与

腺瘤的类型无关。这与 kaklamanis
[3 ]和庄小强等 [4 ]的

报道结果相似 ,充分表明 P53基因突变与大肠腺瘤癌

变有非常密切的关系 ,甚至可能在其中起着相当重要

的作用。在大肠癌中 , P53的表达随着癌组织恶性程

度的增加 ,肿块的增大、浸润肠壁深度的增加以及出

现淋巴结转移 ,即 Dukes分期的延后 ,呈逐渐增高趋

势。以往的研究认为 , P53基因突变可失去对细胞生

长的调控 ,导致细胞恶性增殖 ,并可使细胞获得侵袭

转移的能力。我们的结果与该理论相符。由此看来 ,

P53基因的变化与大肠肿瘤发生发展中的一系列生

物学行为关系十分密切。因此 ,突变型 P53蛋白的表

达有可能作为判断大肠腺瘤恶变倾向以及大肠癌增

殖活性和预后的指标之一。

本研究结果大肠癌及腺癌的 P53阳性率较高 (以

往 报 道 的 阳 性 率 分 别 在 42% ～ 70%和 5%～

54. 47% ) [2～ 6 ] ,这与标本中抗原的保存、制片条件和

技术方法等诸多因素有关。同时还提示广西地区大肠

癌的发生发展可能与 P53基因的改变有更为密切的

关系。

PCN A是 DNA多聚酶δ的辅助蛋白 ,已有许多

报道证实其在细胞增殖中起重要作用。本研究结果亦

表明 PCN A的表达与大肠肿瘤细胞的增殖 ,侵袭及

转移能力呈平行关系 ,其所表示的细胞增殖指数对判

断大肠腺瘤的增殖能力及腺癌的恶性程度有重要意

义 ,同时可以间接地反映预后
[8 ]
。

有关 C-erbB-2与大肠癌关系的报道很少 ,研究

其与乳腺癌关系的报道很多 ,且多数结果认为其表达

与乳腺癌的类型、淋巴结转移及预后等有明显关

系
[ 9]
。我们的研究结果未发现 C-erbB-2的表达与大肠

癌的恶性度、浸润深度、淋巴结转移及 Dukes分期等

无关。这也许是 C-erbB-2在不同的肿瘤中有不同的

表现特点。本研究发现 C-erbB-2仅在大肠癌中有高

表达 ,而所有非恶性肿瘤及正常粘膜均不表达 ,这与

Arnaout等报道
[7 ]的结果不同。值得一提的是 ,本研

究原选腺瘤 33例 ,其中 4例检出 C-erbB-2阳性。经复

查病历发现 2例为癌旁腺瘤 ,另两例则为第一次活检

未取到癌变部位的体积较大 (最大径≥ 3. 5 cm )、伴有

癌变的腺瘤。因此我们的结果表明 , C-erbB-2是大肠

癌的癌性标志 ,有可能作为大肠癌的鉴别诊断依据之

一。
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