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　　【摘要】　目的　探讨肾癌细胞周期蛋白 E(cyclin E) 、周期依赖性激酶 2 (CD K2)和周期依赖性激酶抑制因子 P27 的表达

状况及其意义。方法　应用免疫组化 SP法及 RT2PCR检测 37 例肾癌组织、13 例癌周正常肾组织中 cyclin E、CD K2 和 P27

蛋白及 mRNA表达。并将上述指标与临床病理特征进行统计学分析。结果　肾癌组织中 cyclin E、CD K2阳性表达率分别为

51 . 4 %、43 . 2 % ,明显高于癌旁正常肾组织 ( P < 0 . 05) ,并且随肿瘤分级及分期的升高、肿瘤转移而升高 ;两者 mRNA 含量变

化同蛋白表达水平相符 ;相反 ,P27在肾癌和癌旁正常肾组织中表达量分别为48 . 6 %、69 . 2 % ,二者差异显著 ( P < 0 . 05) , P27

表达随肿瘤分级及分期升高、肿瘤的远位转移出现降低趋势。结论　cyclinE、CD K2、P27参与了肿瘤形成及侵袭过程 ,是反映

肾癌生物学特征有价值的标志物。

【关键词】　肾癌 ;细胞周期蛋白 E ;周期依赖性激酶 2 ;周期依赖性激酶抑制因子 P27 ;转移

　　Expression of cyclin E and related cytokines and its correlation with neoplasia , invasion and metastasis of renal cell carcino2
ma. W A N G J iang , C H EN A nmin , GUO Feng j in et al . Department of Orthopedics , Tong j i Hos pital , Tong j i Medical Col2
lege , H uaz hong Universit y of Science and Technology , W uhan 430030

【Abstract】　Objective　To investigate the effect s of the gene expression of cyclinE , CD K2 and P27 in renal carcinogene2
sis , and to explore it s correlation with biological behaviors of tumor. Methods　Immunohistochemical method and semiquantita2
tive RT2PCR were applied to examine the expression of cyclin E , CD K2 and P27 proteins and mRNAs in 37 cases of renal cell

carcinoma , 13 cases of normal renal tissues adjacent to the tumor tissues. The relationship between those indexes and clinico2
pathological parameters were analyzed statistically. Results　The positive rate of cyclin E and CD K2 in renal cell carcinomas

was 51 . 4 % and 43 . 2 % respectively , significantly higher than in paracarcinoma normal renal tissues ( P < 0 . 05) . The expres2
sion of cyclinE and DCK2 was positively related with grade , stage and metastasis of tumors ( P < 0 . 05) . On the contrary , the

positive rate of P27 expression in renal cell carcinoma tissues and paracarcinoma normal renal tissues was 48 . 6 % and 69 . 2 %

respectively with the difference being significant ( P < 0 . 05) . Conclusion 　Abnormalities of cyclin E and CD K2 and P27 may

play important roles in tumorigenesis and progression of renal cell carcinoma , and they are valuable predictors to evaluate the

biological behaviors of the disease.
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　　肾细胞癌亦称肾腺癌 ,是成年人中最常见的一

种肾脏肿瘤。虽然现代诊疗技术不断提高 ,但仍有

相当数量的患者就诊时已存在转移灶 (约 50 %)或

以转移症状就诊 ,其中以骨转移灶为首发症状的患

者也有增多趋势。从基因着手研究肿瘤发生与转移

的机制成为诊治的根本突破点。诸多研究证实细胞

周期调控异常不仅是肿瘤发生的重要前提 , 同时也

促进了肿瘤恶性增殖和转移。此类异常主要表现为

细胞周期分布时相的变化和相关调控因子———细胞

周期蛋白 ( cyclins ) 、细胞周期蛋白依赖性激酶

(CD Ks)及其抑制剂 (C KIs)的表达异常。本试验旨

在通过对周期相关基因的研究 ,为肿瘤早期诊疗和

进一步研究做铺垫。

材料与方法

一、材料 　收集我院 2006 年 1 月～2007 年 3

月肾癌手术切除标本 37例 ,其中男 22例 ,女 15例 ,

年龄 35～78岁 ,平均61 . 0岁。每例标本均切取肿瘤

组织 , 其中 13例取距肿瘤边缘 2 cm以上的癌周组

织 (病理证实无肿瘤细胞浸润 , 无明显炎症等病

变) 。标本一半经 10 %甲醛固定备用 ,另一半置于

液氮冻存。主要试剂 :一抗 P27kip1、cyclin E、

CD K2鼠抗人抗体 ,二抗 (羊抗鼠 Ig G)及 SP试剂盒

(北京中山生物技术公司) ;DAB酶底物显色试剂盒

(南京建成生物技术公司) ; Trizol 试剂 ( Gibco 公

司) ;引物合成由 invit rogen 公司完成。R T - PCR

试剂盒由 Promega公司提供。
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二、实验方法

1 .免疫组化法　标本经 10 %甲醛固定后 ,石蜡

包埋 , 4μm厚连续切片。步骤见 SP试剂盒说明。

已知 P27、cyclin E及 CD K2表达阳性的结肠癌标本

作阳性对照 ,用 PBS液代替一抗作阴性对照。

2 .半定量 R T2PCR法　按照 Genebank查询目

的基因 cDNA依据引物设计原则设计相应引物 ,cy2
clin E :上游 5′2CT GGA T GTT GACT GCCTT GA23′,下游

5′2CT GGA T GTT GACT GCCTT GA23′; CD K2 : 上游 5′2

ACT GGCA TTCCTCTTCCC23′,下游 5′2CTCCGTCCA T2

CTTCA TCC23′; P27 :上游 5′2CA GCTT GCCCGA GTTC2

TA23′, 下游 5′2TCT GA GGCCA GGCTTCTT23′; GA P2
D H : 上游 5′2CCACCCA T GGCAAA TTCCA T GGCA23′,

下游 5′2TCTA GACGGCGA GTCA GGTCCACG23′。检测

cyclin E、CD K2和 P27 mRNA的表达。取 50～100

mg瘤组织 ,以 Trizol 试剂提取总 RNA ,后用紫外

分光光度计测定其纯度 ( A260/ A280 ≥1 . 8)并定量。

在逆转录酶 (AMV)催化下合成 cDNA ,以其为模板

在 TaqDNA酶催化下进行 PCR扩增。扩增体积 25

μl ,以 GA PD H 为内参照。将 PCR产物在1 . 5 %琼

脂糖凝胶中电泳。

三、结果判断　肿瘤组织 cyclin E、P27 表达主

要在胞核中 ,而 CD K2 表达主要在胞浆中。以细胞

核染成棕褐色或核内有棕黄色颗粒、胞浆黄褐色深

染为阳性细胞。每张染色切片先用低倍镜 ( 10 ×

10)选择 5个染色适中的视野 ,再换用高倍镜 (10 ×

40) ,计数视野中阳性细胞数占所有细胞数的比率及

阳性细胞核中颗粒数、大小 ,分为如下级别 :阴性

( - ) :瘤细胞完全不染色或阳性细胞 < 10 % ;阳性

( + ) : 10 %～50 %的瘤细胞染色呈棕黄色 ;强阳性

( + + ) : > 50 %的瘤细胞染色呈棕褐色。R T2PCR

结果置于凝胶图像分析系统 ( UV P公司)进行吸光

度扫描 , 应用 LabWorks4 . 5 分析软件进行定量分

析 , 用目的基因的吸光度值与 GA PD H吸光度的比

值代表目的基因的相对表达含量。

四、统计学处理 　应用 SPSS 12 . 0统计软件。

免疫组化结果采用χ2 检验和确切概率法进行统计

分析 , 半定量 R T2PCR结果采用方差分析。

结　　果

一、免疫组化结果 　cyclin E阳性显色部位在

细胞核 (图 1 ) ,其在肾癌组织中阳性表达率为

51 . 4 % ;CD K2 的阳性显色部位主要在胞浆 ,其在肾

癌组织中阳性表达率为43 . 2 % ; P27 阳性显色部位

主要集中于胞核 (图 2 ) ,其在肾癌组织中阳性表达

率为48 . 6 %。cyclin E、CD K2、P27 的表达与临床、

病理的关系见表 1。cyclin E表达量随肿瘤分期增

高而表达增强 ,肾癌分级越高 cyclin E表达越强 ,并

随癌组织的侵袭力增强而升高。同样 ,分期越高

CD K2阳性表达越多 ,并随肿瘤侵袭转移力的增强

而提高 ;CD K2 阳性表达各级别间比较 , G1 与 G2、

G3间有显著性差异 (χ2 = 5 . 00 , P < 0 . 05 ) 。相反 ,

P27的表达量随肿瘤分期增高而减少 ,分级中 G1

与 G2阳性率比较虽无显著性差异 ,但 G1 与 G3、

G2与 G3比较有显著性差异 ( P < 0 . 05) ,并随肿瘤

恶性度升高而逐渐降低。

图 1　肾癌组织中 cyclin E的阳性表达 　胞核胞浆深染

(DAB显色×400)

图 2　肾癌组织中 P27的阳性表达　胞核胞浆深染 (DAB

显色×400)

　　二、半定量 RT2PCR结果　电泳结果见图 3。按

分期研究发现 ,cyclin E、CD K2的 mRNA含量随分期

的升高而增加 ,P27的 mRNA量却呈现递减趋势 (表

2) ,采用单因素多个样本均数比较显示 ,各标志物分

期间均有显著性差异 ( P均 < 0 . 05)。依分级发现 cy2
clin E、CD K2的 mRNA含量随 G1、G2、G3逐渐增多 ,

P27的 mRNA含量却逐渐减少 ;统计显示 cyclin E、

CD K2、P27 mRNA表达各级别间有显著性差异 ( P均

< 0 . 05)。肾癌中 cyclin E、CD K2的 mRNA含量均高

于癌周正常肾组织 ,并且转移组高于非转移组 , 骨转

移组最高 ;相反 ,P27的 mRNA量随肿瘤侵袭性升高

而减少 ,统计显示 P均 < 0 . 05。

三、在肾癌组织中三种标志物表达的相关性　

cyclinE与 CD K2 的蛋白表达呈正相关 ( r = 0 . 938 ,

P < 0 . 05) ;而 cyclinE及 CD K2 均与 P27 呈负相关

( r1 = - 0 . 9284 , r2 = - 0 . 8202 , P均 < 0 . 05) 。

图 3　肾癌组织凝胶电泳图 (RT2PCR)
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表 1 　cyclin E、CD K2、P27在肾癌组织中的表达与临床、病理的关系

组别 n

cyclin E蛋白表达 CD K2蛋白表达 P27蛋白表达

- +～ + + 阳性率 P值 - +～ + + 阳性率 P值 - +～ + + 阳性率 P值

(例) (例) ( %) (χ2值) (例) (例) ( %) (χ2值) (例) (例) ( %) (χ2值)

TNM分期

T1 13 9 4 30 . 8 11 2 15 . 4 3 10 76 . 9

T2 9 6 3 33 . 3 < 0 . 05 5 4 44 . 4 < 0 . 05 4 5 55 . 6 < 0 . 05

T3 7 2 5 71 . 4 (8 . 69) 3 4 57 . 1 (7 . 95) 6 1 14 . 3 (9 . 43)

T4 8 1 7 87 . 5 2 6 75 . 0 6 2 25 . 0

Fuhrman分级

G1 9 7 2 22 . 2 < 0 . 05 8 1 11 . 1 < 0 . 05 3 6 66 . 7 < 0 . 05

G2 15 8 7 46 . 7 (6 . 59) 8 7 46 . 7 (5 . 63) 6 9 60 . 0 (5 . 35)

G3 13 3 10 76 . 9 5 8 61 . 5 10 3 23 . 1

癌周正常组织 13 10 3 23 . 1 8 5 38 . 5 4 9 69 . 2

未转移组 23 15 8 34 . 8 < 0 . 05 17 6 26 . 1 < 0 . 05 8 15 65 . 2 < 0 . 05

转移 (除骨转移) 9 3 6 66 . 7 (11 . 34) 4 5 55 . 6 (10 . 04) 7 2 22 . 2 (8 . 36)

骨转移 5 0 5 100 0 5 100 4 1 20 . 0

表 2 　cyclin E、CD K2、P27 mRNA在肾癌组织
中的表达与临床、病理的关系 (珚x ±s)

　组别 n Cyclin E CD K2 P27

TNM分期

T1 13 0 . 19±0 . 23 0 . 31±0 . 33 0 . 39±0 . 27

T2 9 0 . 34±0 . 14 0 . 38±0 . 22 0 . 32±0 . 30

T3 7 0 . 51±0 . 35 0 . 61±0 . 13 0 . 28±0 . 16

T4 8 0 . 78±0 . 49 0 . 58±0 . 54 0 . 19±0 . 51

Fuhrman分级

G1 9 0 . 21±0 . 21 0 . 30±0 . 31 0 . 49±0 . 43

G2 15 0 . 44±0 . 51 0 . 41±0 . 41 0 . 37±0 . 33

G3 23 0 . 53±0 . 21 0 . 59±0 . 25 0 . 27±0 . 19

癌周正常组织 13 0 . 21±0 . 24 0 . 21±0 . 36 0 . 42±0 . 31

未转移组 23 0 . 32±0 . 22 0 . 41±0 . 13 0 . 34±0 . 14

转移 (除骨转移) 9 0 . 50±0 . 34 0 . 47±0 . 12 0 . 30±0 . 26

骨转移 5 0 . 76±0 . 51 0 . 63±0 . 40 0 . 22±0 . 25

讨　　论

已有研究表明 ,cyclin E、CD K2、P27 在众多人

类肿瘤中异常表达并具有协同作用。Chapp uis

等[ 1 ]对 288例乳腺癌患者 cyclin E及 P27蛋白检测

发现 ,cyclin E高表达和 P27 低表达的患者预后较

差 ,经 COX多元变量分析发现 cyclin E可以作为评

估乳腺癌预后的独立指标。So 等[ 2 ]对 88 例胃癌术

后标本进行免疫组化染色 ,发现 cyclin E阳性表达

的肿瘤 P27 低表达 ,死亡率明显升高。同样 ,在对

肺癌、肝癌等肿瘤的研究中发现 cyclin E、CD K2 的

高表达不仅与肿瘤的病理、临床分期有关甚至同转

移与否也密切相关 , 直接影响到患者的预后[ 3 ] [ 4 ]。

本实验发现 :肾癌 cyclin E 蛋白的阳性表达率

(51 . 4 %)明显高于癌旁正常肾组织 (23 . 1 %) ,其中 ,

强阳性 7例而癌周仅 1例 ( P < 0 . 05) ;CD K2在癌周

组织中表达为38 . 5 % ,也低于肾癌组织的43 . 2 %。

cyclin E、CD K2 的 mRNA 表达显示肾癌也较癌周

正常肾组织明显增高 ,同多数研究结论相符。两者

的过度表达及协同趋势的确参与了肾癌的发生发展

过程。

此外 ,部分学者认为 ,P27 与 cyclin E之间存在

一种正反馈作用机制。他们是基于对肿瘤早期研究

结果发现 P27及 cyclin E均存在过度表达 , 而晚期

两者表达出现下调 ,因此认为 :抑癌因子 P27 表达

增加是由于致癌基因 cyclin E的过度表达引起。随

着肿瘤恶性度的升高 , 瘤细胞生长可能转由其它癌

基因调控 , 而不再依赖 cyclin E的作用 , cyclin E

自然下调。进而 P27的过表达失去反馈支撑 , 随之

减少。本组研究结果完全相反 :癌周组织中 P27 表

达69 . 2 % ,明显高于肾癌组织的48 . 6 % ,且随转移出

现表达量进一步减少。上述推断同认为 cyclin E、

P27还不足以作为评判肿瘤预后标准的观点一样 ,

这很可能与肿瘤异型性以及同种肿瘤的不同亚型间

周期调控因子差异有关。

在对三者在肿瘤转移中作用的研究中 , Yue

等[ 5 ]对前列腺癌研究发现 ,瘤组织中 cyclin E表达

较癌周组织明显增加 ,同时淋巴结转移者表达更强 ;

与肿瘤分化、分级明显相关 ,可独立地判断预后。

Yasui 等[ 6 ]采用 Western2blot、Nort hern2blot 及免

疫组化技术对胃癌检测发现 56 %标本中无 P27 蛋

白表达 ,40 %样本中 P27 的 mRNA 呈低表达 , P27
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随肿瘤分级的升高、侵袭范围扩大、淋巴结转移而表

达减少 ,同时 P27 与 cyclinE呈负相关 ,认为 P27 可

作为判定肿瘤恶性度高低的标准。Mihara 等[ 7 ]对

口腔癌组织中 CD K2 检测发现 ,CD K2 的过度表达

明显与淋巴结转移、肿瘤分级、侵袭范围、5 年生存

率相关。认为 CD K2 高表达患者预后较差。本组

研究同样发现 ,已发生转移的患者标本中 cyclin E

蛋白阳性率 (66 . 67 %) 、CD K2 (55 . 6 %)更有升高趋

势 ,明显高于未转移者 ,转移组 cyclin E、CD K2 的

mRNA含量也显著增加。P27却呈现相反趋势。进

一步提示 :cyclin E、CD K2 阳性表达率提高、P27 的

降低预示肿瘤远处转移率也提高 ,癌细胞的转移与

细胞周期基因调控有关。

研究表明 ,细胞周期基因家族参与肿瘤骨转

移[ 8 ] [ 9 ]。本试验中 5 例骨转移患者 cyclin E、CD K2

蛋白全部阳性表达 ,与转移组 (除骨转移)比较显著

增高 ;而 P27蛋白表达仅 1例阳性 ,骨转移中表达率

明显降低。同样检测指标的 mRNA 含量与蛋白表

达水平相符。说明三者对于评判肿瘤是否发生骨转

移也有一定价值 ,但本组样本量偏少以及未取骨转

移瘤分析也可能在一定程度上影响了研究结果 ,故

对于 cyclin E、CD K2、P27 能否作为判断肿瘤骨转

移的标准有待进一步研究。另外 ,按照公认的肾癌

TNM分期及 Fuhrman组织分级 , Hedberg 等[ 10 ]对

人肾癌中 cyclin E、P27 的表达进行检测后得出 ,肾

癌组织 cyclin E的表达阳性率明显高于癌周正常组

织 ,并有部分病例出现强阳性 ,cyclin E的高表达同

肿瘤分期、分级紧密相关 ,而 P27 阳性率随瘤体增

大反而降低 , P27 低表达的患者预后较差。另采用

组织芯片法分析发现 ,传统病理类型肾癌随病理分

级的提高及瘤体直径的增加 ,P27 表达量逐渐减少 ,

且预后较差。本实验同样发现 ,随着分级、分期的升

高 ,肾癌组织 cyclin E 、CD K2蛋白表达以及 mRNA

表达量增加。相反 , P27 的含量按此分类却呈逐渐

下降趋势。作为另一种验证方法 ,提示随肾癌恶性

度提高三者的确在转录和翻译水平上发生改变 ,与

肿瘤的发生及转移密切相关 , 为肿瘤早期诊断、靶

向治疗及评估预后提供参考。但本实验中部分样本

量偏少、仅取材于原发灶以及无随访资料在一定程

度上影响了结果判定 ,需更多研究证实。
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