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ｐ６２、ＰＣＮＡ在结肠癌早期诊断、恶性程度及预后评价中的应用价值
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　　摘　要：目的　探讨ｐ６２、增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）在结肠癌中的表达，评估其在结肠癌早期诊断、恶性程度及预后评价中的

应用价值。方法　采用免疫组织化学方法检测６４例结肠癌ｐ６２、ＰＣＮＡ的表达情况，用酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）和 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ对血清中ｐ６２抗体进行检测。结果　 结肠癌患者血清ｐ６２的阳性率为２３．４％，明显高于结肠腺瘤血清和正常对照血清；６４

例结肠癌标本中有４８例出现ｐ６２阳性表达，而ＰＣＮＡ在所有结肠癌中均可见阳性表达。结论　ｐ６２、ＰＣＮＡ检测对鉴别结肠癌

的良、恶性，早期诊断，恶性程度及预后评估均有重要参考意义。
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　　近十年，胃癌和结肠癌在中国的发病率呈日渐上升趋

势［１］。在美国，其发病率已上升至常见恶性肿瘤的第３位
［２］。

但目前结肠癌的早期诊断仍处于较低水平，约１／３的患者明确

诊断时已处于进展期［３］。因此，提高早期诊断对于改善预后至

关重要［４］。常见恶性肿瘤患者血清中均存在抗ｐ６２自身抗体。

增殖细胞核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）是

细胞周期调节蛋白，其表达的程度和含量反映了细胞增殖的活

性［５］。本文通过研究ｐ６２、ＰＣＮＡ在结肠癌中的表达，进一步

探讨其在结肠癌发生、发展中的作用及相互关系，从而更准确

地评估结肠癌的生物学行为，为肿瘤的早期诊断、恶性程度判

断、预后评估提供帮助。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集大连市中心医院病理科２００８～２０１０年

结肠癌根治术存档石蜡标本６４例，其中，男４０例，女２４例；年

龄２８～７５岁，平均年龄５６岁；３４例正常结肠组织，４２例腺瘤

组织取自病理科送检标本。所有标本经过病理学证实，全部病

例术前均未接受放疗、化疗；所有标本经过１０％甲醛固定，石

蜡包埋，５μｍ厚度连续切片，分别作苏木素伊红（ｈｅｍａｔｏｘｙ

ｌｉｎｅｏｓｉｎ，ＨＥ）、ｐ６２蛋白和ＰＣＮＡ免疫组织化学染色。并采集

研究对象静脉血，分离血清置－８０℃冰箱保存备检。

１．２　主要试剂　ｐ６２抗原和抗体由美国德克萨斯州大学生命

科学系肿瘤免疫和肿瘤分子流行病学研究室提供；鼠抗人ＰＣ

ＮＡ单克隆抗体、链霉素抗生物素蛋白过氧化物酶（ｓｔｒｅｐｔａｖｉ

ｄｉｎｐｅｒｏｓｉｄａｓｅ，ＳＰ）试剂盒、二氨基联苯胺（３，３′ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉ

ｄｉｎｅ，ＤＡＢ）显色盒均为福州迈新生物公司产品。

１．３　免疫组织化学染色　采用过氧化物酶ＳＰ法，步骤如下：

石蜡切片脱蜡水化，过氧化物酶阻断液阻断内源性过氧化物酶

活性，非免疫动物血清封闭无关蛋白结合位点；加一抗湿盒内

４℃过夜，加二抗生物标记抗体室温下１０ｍｉｎ，再加链亲合素

过氧化物酶溶液室温下１０ｍｉｎＤＡＢ显色，苏木素复染，脱水

封片，镜下观察。磷酸盐缓冲溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｌｕ

ｔｉｏｎ，ＰＢＳ）代替一抗作为阴性对照。ＰＣＮＡ增殖指数以随机计

数１０个高倍视野内１００个肿瘤细胞中的阳性细胞数，取其平

均值，以百分率表示。

１．４　酶联免疫吸附测定（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓ

ｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）检测　ｐ６２抗原以０．５μｇ／ｍＬ的稀释浓度包被９６

孔板；一抗为１∶５０稀释的待测血清，１００μＬ／孔，ＰＢＳ作为空

白对照，３７℃反应１ｈ，含吐温－２０的磷酸盐缓冲溶液（ｐｈｏｓ

ｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎｗｉｔｈＴｗｅｅｎ２０，ＰＢＳＴ）洗板３次；二抗

为辣根过氧化物酶标记羊抗人ＩｇＧ免疫球蛋白（１∶４０００稀

释），１００μＬ／孔，３７℃反应１ｈ，洗板３次；加入四甲基联苯胺

（３，３，５，５ｔｅｔｒａｍｅｔｈｙｌｂｅｎｚｉｄｉｎｅｄｉｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＴＭＢ）过氧化

氢尿素显色液，１００μＬ／孔、３７℃避光反应至充分显色；最后加

终止液５０μＬ，在自动酶标仪上读取４５０ｎｍ波长光密度（ｏｐｔｉ

ｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值，空白孔调零。结果判定：样品血清每份做２

个复孔，取平均值判断结果；选择５个健康人血清和３个结肠

癌患者的血清作为判断每批ＥＬＩＳＡ检测之间可靠性的指标；

５０例健康人血清ＯＤ值的平均值加２个标准差判断为临界值，
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即截断值（Ｃｕｔｏｆｆ值），高于此值的为阳性，低于此值则为

阴性。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测　将纯化的ｐ６２重组蛋白按标准

方法进行聚丙烯酰胺凝胶电泳，电泳完毕后将蛋白质转移至硝

酸纤维膜上，用含５％脱脂奶粉和０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０的ＰＢＳ室

温封闭３０ｍｉｎ，加入适当浓度的一抗温育９０ｍｉｎ，洗涤后加入

辣根过氧化物酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＨＲＰ）标记的二抗，

最后反应条带按操作手册用ＥＣＴ显色系统进行检测。

１．６　间接免疫荧光检测　间接免疫荧光检测自身抗体试剂盒

为德国欧蒙公司产品。抗原基质为已固定在载玻片上的 Ｈｅｐ

２细胞，荧光二抗为异硫氰酸荧光素（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａ

ｎａｔｅ，ＦＩＴＣ）标记的羊抗人ＩｇＧ。实验步骤按试剂盒所附说明

书进行，滴度高于１∶４０者报告为阳性。

１．７　结果判定　ｐ６２主要为细胞质着色，以细胞质内出现棕

黄色颗粒的细胞为阳性细胞，不着色为阴性细胞。ＰＣＮＡ以细

胞核被染成棕黄色或棕褐色为阳性细胞，先在低倍镜下选择有

代表性的区域，在高倍镜下计数１００个肿瘤细胞，其中阳性细

胞个数与细胞总数的百分比记作ＰＣＮＡ标记指数（ＰＣＮＡｌａ

ｂｅｌｌｉｎｇｉｎｄｅｘ，ＰＣＮＡＬＩ）。

１．８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０统计软件包就行统计学分

析，计量资料以狓±狊表示，采用两两比较的狋检验进行分析，

计数资料采用配对χ
２ 检验，以α＝０．０５为检验水准，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ｐ６２抗体检测结果　见表１。

表１　　血清中ｐ６２抗体的检测结果

组别 狀 阳性数（狀） 阳性率（％）

结肠癌 ６４ １５ ２３．４

结肠腺瘤 ４２ ２ ４．８

正常人 ３４ １ ２．９

　　：犘＜０．０１，与正常对照组相比。

２．２　ｐ６２、ＰＣＮＡ在结肠癌组织中的表达　ｐ６２蛋白、ＰＣＮＡ

在正常结肠黏膜中均未见表达。６４例结肠癌标本中有４８例

出现ｐ６２阳性表达，阳性率为７５％，显著高于结肠腺瘤组织

（犘＜０．０１），阳性颗粒定位于细胞质。而ＰＣＮＡ在所有结肠癌

中均可见阳性表达，其阳性细胞呈弥散分布，增殖指数为（７４．８

±１９．６）％ 。在不同分化程度的结肠癌组织中，ｐ６２的阳性表

达率差异无统计学意义（犘＞０．０５），但ＰＣＮＡ的阳性表达率与

组织分化程度关系密切，低分化组的阳性表达率显著高于高、

中分化组的阳性率（犘＜０．０５），同时ＰＣＮＡ还与肿瘤的浸润深

度
!

有无淋巴结转移密切相关（犘＜０．０５）。见表２。

表２　　ｐ６２和ＰＣＮＡ在不同结肠组织中的表达情况

组别 狀 ｐ６２阳性表达［狀（％）］ ＰＣＮＡＬＩ（狓±狊）

结肠癌 ６４ ４８（７５．０） ７４．８±１９．６

结肠腺瘤 ４２ ６（１４．３） ２９．９±１１．５

正常结肠组织 ３４ ０（０．０） ４．８±６．６

　　：犘＜０．０５，与正常结肠组织比较。

３　讨　　论

肿瘤的形成是一个复杂的过程，研究发现在不同发展阶段

的肿瘤患者体内都能检测到相应的肿瘤自身抗体。基于免疫

学理论，肿瘤患者血清中存在的自身抗体是由于细胞自身抗原

刺激机体免疫系统产生的，针对这些肿瘤自身抗原产生的肿瘤

自身抗体可以作为细胞癌变过程中的报告分子，对于监控肿瘤

的发展有着重要作用［６８］。ｐ６２基因是采用肝癌患者血清自身

抗体筛选ｃＤＮＡ基因表达文库，分离得到的一个全长大约为

３．７ｋｂ的ｃＤＮＡ克隆
［９］。作者以往的研究证实，在常见恶性

肿瘤患者血清中均存在抗ｐ６２自身抗体。ｐ６２蛋白在正常结

肠黏膜中未见表达。由此推测，ｐ６２可能和肿瘤细胞的恶性转

化相关，它在结肠癌的检测中有望成为潜在的肿瘤标记物。由

于本次实验受样本数量的限制，结肠癌血清中ｐ６２抗体的反应

与临床意义的关系有待进一步的探讨。本实验结果表明，在不

同分化程度的结肠癌组织中，ｐ６２的阳性表达率差异不明显，

这也许和有限的组织样本数量有关，特别是和各种类型结肠癌

组织样本较少有关。ｐ６２只在结肠癌组织高表达，说明它在结

肠癌的转型中发挥重要作用。结肠癌血清中具有较高的ｐ６２

免疫反应，可能与其在结肠癌组织的高表达密切相关，这使其

更易递呈主要组织相容性复合物（ｍａｊｏｒｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ

ｃｏｍｐｌｅｘ，ＭＨＣ）分子，引起免疫系统的反应。尽管目前对于

ｐ６２在细胞扩散和转化中的机制还不是很明确，但是它的存在

为肿瘤的病因、早期诊断、预后监测及分子靶向治疗提供了一

个很好的线索。

肿瘤细胞的增殖活性是决定肿瘤生物学行为的一个重要

指标，其对于肿瘤的诊断和鉴别诊断、肿瘤的治疗和预后均有

重要的参考意义［１０１２］。ＰＣＮＡ作为细胞异常增殖的关键蛋白

与临床研究紧密相关，其表达水平与肿瘤细胞增殖有关，反映

了细胞的增殖活性。作者用免疫组织化学方法检测ＰＣＮＡ在

结肠癌组织中的表达，结果显示，ＰＣＮＡ在所有结肠癌中均可

见阳性表达，其阳性表达率与肿瘤的浸润程度、组织分化程度

及有无淋巴结转移密切相关。作者的研究证实，结肠癌血清中

抗ｐ６２的免疫反应相对于正常人血清显著增加，ｐ６２能否成为

结肠癌免疫治疗的理想靶点，还需更多的研究。

综上所述，ｐ６２、ＰＣＮＡ在结肠癌组织中的表达明显上调，

ＰＣＮＡ与细胞的增殖密切相关，因此，二者的联合检测对结肠

癌的早期诊断、肿瘤的恶变程度及预后监测及分子靶向治疗有

着重要意义。
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就越多。结果显示，＞２～３岁组儿童贫血率与铅中毒率最高，

而＞５～６岁组儿童则最低，见表２。

表２　　不同年龄儿童 Ｈｂ与血铅水平情况分布

年龄（岁） 狀 Ｈｂ（ｇ／Ｌ）
贫血

［狀（％）］
血铅（μｇ／ｍＬ）

铅中毒

［狀（％）］

≤２ ２２０１２０．２００±１２．１７０ ３８（１７．２７） ０．０８１±０．０２９ ５９（２６．８１）

＞２～３ ２３２ １１４．６９０±８．８４０ ５６（２４．１８） ０．０７９±０．０３１ ６４（２７．５９）

＞３～４ ２０７１２０．４００±１０．３４０ ３２（１５．４６） ０．０８０±０．０３３ ４９（２３．６７）

＞４～５ １８０１２５．３１０±１２．５７０ ２２（１２．２０） ０．０７６±０．０２８ ４０（２２．２２）

＞５～６ ２０８１２２．１３０±１１．３４０ ２０（９．６２） ０．０７５±０．０２５ ３８（１８．２７）

２．３　儿童 Ｈｂ浓度与血铅水平的相关性分析　由于铅元素测

定值呈偏态分布，两者相关性分析采用Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数法，

１４０７例儿童 Ｈｂ浓度与血铅水平呈负相关（狉＝－０．０６１，犘＜

０．０５）。

３　讨　　论

铅主要由消化道、皮肤等途径进入血液，体内血铅水平的

升高可导致肠道疾病、心血管疾病、血液系统疾病以及神经损

害［１］。血铅在人体内的理想血浓度为０μｇ／ｍＬ
［２］，造血系统是

铅毒性作用的重要靶系统。血铅主要通过抑制δ氨基乙酰丙

酸脱水酶（Ｄｅｌｔａａｍｉｎｏｌｅｖｕｌｉｎｉｃａｃｉｄｄｅｈｙｄｒａｔａｓｅ，ＡＬＡＤ）与铁

络合，引起 Ｈｂ合成减少。随血铅水平增高，体内铁蓄积下降，

造成患儿贫血［３４］。

临床常根据ＲＢＣ、Ｈｂ、ＨＣＴ３个指标来诊断贫血，本次调

查显示，铅中毒组与非铅中毒组儿童中，两组儿童ＲＢＣ、ＨＣＴ

的差异无统计学意义（犘＞０．０５），而 Ｈｂ的差异有统计学意义

（犘＜０．０５），提示本地区血铅中毒儿童不易引起ＲＢＣ、ＨＣＴ变

化，而易引起 Ｈｂ浓度合成减少，从而易诱发儿童贫血现象。

本地区儿童贫血检出率为１６．０４％，稍低于杭州市区１３６２名

０～６岁散居儿童的贫血患病率（２０．１８％）
［５］，不同年龄儿童的

Ｈｂ浓度与血铅浓度呈正比，铅中毒率越高，发生贫血的儿童

就越多，＞２～３岁组儿童贫血率与铅中毒率最高，而＞５～６岁

组儿童最低。从３岁开始，随着年龄的增加，贫血率和铅中毒

儿童呈现下降趋势，与较早文献［６７］报道的随着年龄的增加，

贫血与铅中毒的发生率均增加不一致，这可能与儿童进入学前

教育后注重保健有一定关系。曾有报道称 Ｈｂ和血铅水平不

存在相关关系［８９］。本次调查发现，１４０７例儿童 Ｈｂ浓度与血

铅水平的相关系数为－０．０６１（犘＜０．０５），提示本地区儿童 Ｈｂ

与血铅浓度呈明显负相关性，这与莫丽亚等［１０］与张家云等［１１］

报道血铅与 Ｈｂ呈负相关关系相一致，说明儿童贫血与血铅浓

度存在密切关系。

综上所述，血铅对儿童的健康状况存在着不可忽视的重要

影响［１２］，不同年龄儿童血红蛋白浓度与血铅浓度密切相关，减

少儿童的铅暴露，预防儿童的贫血发生，对于提高儿童的身体

素质有积极意义。
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［１１］ＣｅｌｌｉｓＪＥ，ＣｅｌｌｉｓＡ．Ｃｅｌｌｃｙｃｌｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｖａｒｉａｔｉｏｎｓｉｎｔｈｅｄｉｓｔｒｉｂｕ

ｔｉｏｎｏｆｔｈｅｎｕｃｌｅａｒｐｒｏｔｅｉｎｃｙｃｌｉｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ

ｉｎｃｕｌｔｕｒｅｄｃｅｌｌ：ｓｕｂｄｉｖｉｓｉｏｎｏｆＳｐｈａｓｅ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳ

Ａ，１９８５，８２（１０）：３２６２３２６６．

［１２］ＳｈｐｉｔｚＢ，ＢｏｍｓｔｅｉｎＹ，ＭｅｋｏｒｉＹ，ｅｔａｌ．Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒ

ａｎｔｉｇｅｎａｓａｍａｒｋｅｒｏｆｃｅｌｌｋｉｎｅｔｉｃｓｉｎａｂｅｒｒａｎｔｃｒｙｐｔｆｏｃｉ，ｈｙｐｅｒ

ｐｌａｓｔｉｃｐｏｌｙｐｓ，ａｄｅｎｏｍａｓ，ａｎｄａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｓｏｆｔｈｅｈｕｍａｎｃｏｌｏｎ

［Ｊ］．ＡｍＪＳｕｒｇ，１９９７，１７４（４）：４２５４３０．

（收稿日期：２０１３０５１５）
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