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在近
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年#子宫内膜癌发病率和病死率逐年升高#其早期

诊断'恶性程度分析及预后判断是当今研究的热点*
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是一种新的原癌基因*目前#
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与子宫内膜癌关系未见报道*本研究使用免疫组化学的方法'
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和实时荧光定量
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%的手段来进行
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在女性子宫内膜癌组织及正常内膜组织中的表达情况的

研究工作#以期为女性子宫内膜癌早期发现后的临床治疗及判

断预后提供新的依据和线索*
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收集唐山市妇幼保健院
'**'

年
,

月至
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年
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月手术切除的
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例患者#分别于癌组织及正常内膜取

材#分别作为实验组合对照组*经手术切除子宫内膜癌蜡块标

本作为实验组#标本均被病理证实#实验组及对照组各
,'*

例*所有的患者临床标本都经过唐山市妇幼保健院病理科病

理确诊#全部为散发病例#无家族病史#患者平均$
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宫内膜癌患者
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免疫组化
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将
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的石蜡切片进行脱蜡至水#用
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的

过氧化氢在
,*C13

阻断内源性过氧化物酶#胰酶修复需要大

约
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#
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的山羊血清在室温环境下封闭
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#
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抗

体$
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%湿盒中
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冰箱过夜保存#滴加二抗'三抗室温在

湿盒内孵育各
'*C13

#
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显色#苏木精复染#常规脱水#封

片*判定结果!由
'

名病理科的医生在前期并不知道患者具体

的临床资料的情况下采用双盲法对其进行计数*细胞计数采

用显微镜观察#每张切片上随机选择
+

个视野#每个标本计数
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张切片*
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分#弱染色$浅黄色%

计
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分#中等染色$棕黄色%计
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分#强染色$黄褐色%计
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分为阴性$
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总蛋白提取!将标本从液氮中取出约
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C

:

#加入
,CM

冰冷蛋白裂解液#采用玻璃匀浆器进行匀浆#超

声破碎机超声
&

次#每次
,*2

#间隔
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#所有的操作都是在冰

上开展*
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离心
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#取上清液#

Z'*^

备

用*
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蛋白定量试剂盒对蛋白浓度进行检测#

按每孔上样量
+*

#

:

进行
H$H4!5VS

电泳#稳压冰浴电转至硝

酸纤维素膜上#
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脱脂牛奶封闭
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#一抗孵育
& ^

过夜
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标记的山羊抗小
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%室温孵育
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S"M

化学发光#
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扫描图象#应用
M;@]6=Q2&/+

版本软件对条带进行定

量化研究*
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检测
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总
P̀5

提取!从液氮中取出标本#按

#=1J6>

试剂说明书的要求#提取总
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*反转录!取
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总
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反转录试剂盒说明书的要求进行严格

操作#合成
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反应体系#反应条件如下!变性
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#反转录
+*^+*C13
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基因上游引物为

+h4##"#"V"##V#"5""##V""4(h
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555"# 5"5"V5# #"5""""4(h
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为内参照#上游引 物为
+h4"5"""V"V5 V#5
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M,*e!"̀ @BDD8=

#

,

#

M,*CC6>EP#!

#

*/+

#

M#;

[

$P5

聚合酶#上下游引物各
,/+

#

M

#
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#

M

模板
F$P5

#加

EEY

'

X

补足至
+*

#

M

*反应条件为!预变性
-+^'C13

#变性

-&^(*2

#退火
+-^(*2

#延伸
)'^&+2

#

(+

个循环#置于
&

^

保存*产物经
,/+R

琼脂糖凝胶电泳#结果经凝胶成像系统

结合
NB>91V;B

:

8O+(/,

进行光密度研究*

@/F

!

统计学处理
!

应用
H!HH,(/*

进行统计分析#计数资料

比较采用
!

' 检验#计量资料以
EUC

表示#组间比较用
;

检验*

以
!

#

*/*+

表示差异有统计学意义*

A

!

结
!!

果
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子宫内膜癌组织'正常内膜组织
]1

?

,

免疫组化染色结

果
!

正常内膜组织细胞中#

]1

?

,

免疫组化染色阴性或微弱*

子宫内膜癌组织中
]1
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染色呈浅黄色至黄褐色不等*
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蛋白在子宫内膜癌组织的阳性表达率为
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蛋白在子宫内膜癌组织'正常内膜组织
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结果
!
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蛋白在子宫内膜癌组织的相对含量为

*/%(+U*/*'(

高于正常内膜组织的
*/('+U*/*,.

#
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组之间

比较差异具备统计学意义$
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#
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在子宫内膜癌组织'正常内膜组织中的

#̀4!"̀

结果
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依照
#̀4!"̀

原始检测的结果#按照
'

4

&&

"9相

对定量的计算公式#计算出各个样品的目的基因的相对定量结

果#即
TW

$待测组目的基因平均
"#

值
Z

待测组管家基因平

均
"#

值%

Z

$对照组目的基因平均
"#

值
Z

对照组管家基因

平均
"#

值%

]1

?

,C̀ P5

表达在子宫内膜癌组织高于正常内

膜组织#基因表达值分别为!

*/)'%U*/*)%

和
*/,.+U*/*',

#

'

组之间比较差异具备统计学意义$

!

#

*/*+

%*

A/C

!

]1

?

,

表达与子宫内膜癌临床病理因素的关系
!

]1

?

,

的

表达水平与年龄'雌孕激素状态'

YS̀ '

'淋巴结状态'

#PN

分

期均无关$

!

$

*/*+

%#与
!+(

表达水平存在关联$

!

#

*/*+

%#见

表
'

*

!!

注!

5

'

\

为正常内膜组织#

"

'

$

为子宫内膜癌组织*

图
,

!!

免疫组化
]1

?

,

在正常内膜组织及子宫内膜癌

组织中的表达#

e'**

$

图
'

!!

]1

?

,C̀ P5

在卵巢癌组织%正常卵巢组织

实时荧光定量
!"̀

结果#

!

#

*/*+

$

表
,

!!

]1

?

,

蛋白在内膜癌组织和正常组织的表达水平#

)

$

组别
)

]1

?

,

蛋白表达水平

Z d dd ddd

, !

实验组
,'* ') ,- &* (& Z(/'&'*/***

对照组
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表
'

!!

]1

?

,

表达与子宫内膜癌临床病理因素的关系#

)

$

项目
)

]1

?

,

蛋白表达

Z

!

d dd

!

ddd

!

'

!

年龄

!%

+*

岁
&+ ,, (& ,/)(- */,,-

!$

+*

岁
)+ '. &)

淋巴结状态

!

Pd &' ,+ ') */'(+ */+,.

!

P* ). '. +*

#PN

分期

!,

)+ (' &( */(&' */)'.

!-! .

&+ '+ '*

雌激素受体

!

Z () ,% ', */'(& */%.-

!

d .( (' +,

孕激素受体

!

Z &) '( &% ,/'.. */'&%

!

d )( '- &&

YS̀ '

!

d &+ ,+ (* */,-% */%-.

!

Z )+ '. &)

!+(

!

Z .* +) '( ((/.(+ */***

!

d &* % (&

B

!

讨
!!

论

!!

,--)

年#

T12F8>>;

等(

,

)通过基因筛选法发现了
]1

?

,

#并证

明
]1

?

,

是由野生型
!+(

所诱导产生*

]1

?

,

是
!!'"

家族中

的一员#由
!!N,$

$

?

=69813

?

<62

?

<;9;28C;

:

3821BC4E8

?

83E839

,E8>9;

%基因编码#位于人染色体的
,)

[

''

"

[

'(

区域(

'

)

*

]1

?

,

蛋白相对分子质量约
%,e,*

(

#可分为两个功能区(

(

)

*高度保

守的
P

端磷酸酶区位于第
,

!

()+

位氨基酸#第
()%

!

%*+

位氨

基酸为相对低保守无催化活性的结构域#是一种原癌基因(

&

)

*

]1

?

,

致癌的机制现在还没有彻底被阐述清楚(

+

)

*

5#N

"

5#̀

启动的修复损伤理论对于阻止癌症肿瘤的形成具有非常

重要的意义(

%

)

*研究表明
$P5

损伤时#

5#N

使
"<Q'

磷酸化#

抑制肿瘤产生(

)

)

*高表达的
]1

?

,

可能通过抑制人体
$P5

的

自我修复功能#促进人体细胞周期进程最终导致肿瘤形成(

.

)

*

通过内部和外部以及体内研究证实#

"<Q'

在
]1

?

作用下#去

磷酸化而失去活性#从而导致肿瘤形成(

-

)

*在机体内#原来

?

(.N5!b4

?

+(4]1

?

,

途径维系的平衡环境被
]1

?

,

的过度表

达所破坏#下游
A94

?

+(

蛋白由于
?

(.N5!b

蛋白去磷酸化而

失去活性#促使
?

,%

蛋白水平下降#促进了恶性肿瘤的出

现(

,*

)

*据目前研究进展#

]1

?

,

对
?

+(

细胞的活性抑制至少通

过
&

种途径(

,,

)

!$

,

%

]1

?

,

与
"<b,

相互作用#使
"<b,

去磷酸

化#导致
?

+(

蛋白失去活性#去磷酸化位点在第
H8='*

&$

'

%由于

?

+(

蛋白的失活#导致
?

(.N5!b4

?

+(4]1

?

,

去磷酸化#阻碍

?

+(

蛋白第
H8=((

和
H8=&%

位点的磷酸化#导致
?

+(

失活&$

(

%

]1

?

,

与
?

+(

直接作用#使其
P

端第
H8=,+

去磷酸化而失活&

$

&

%

]1

?

,

通过
?

(.N5!b

去磷酸化途经相互作用#最终导致

?

+(

的失活#中间过程首先进一步制约
?

,-5̀ T

蛋白的表达#

活跃下游
?

+(

和
N$ N'

与
?

+(

用途#从而引起
?

+(

转录失

活(

,'

)

*

本实验通过对子宫内膜癌及正常内膜组织中
]1

?

,

蛋白

和
]1

?

,C̀ P5

表达水平的检测发现#与正常内膜组织相比#

子宫内膜癌组织中
]1

?

,

的表达明显上调#两者的表达差异有

统计学意义$

!

#

*/*+

%*提示
]1

?

,

高表达与子宫内膜癌的发

生密切相关*临床病理因素分析表明#

]1

?

>

高表达与年龄'肿

瘤大小'

#PN

分期'腋窝淋巴结转移'雌激素受体$

S̀

%'孕激

素受体$

!̀

%表达均无关$

!

$

*/*+

%*

]1

?

>

高表达与
?

+(

表达

相关#可能是因为
]1

?

,

在抑制
?

+(

抑癌基因功能的同时制止

或消除了其突变#故两者呈负相关*在子宫内膜癌组织中过表

达的
]1

?

,

通过
]1

?

,

"

?

(.N5!b

"

?

+(

信号通路使内环境失

调#从而导致了肿瘤的生成*本研究结果显示#

]1

?

,

在子宫内

膜癌中高表达并抑制抑癌基因
?

+(

的功能从而在子宫内膜癌

发生'发展中起重要作用*目前#在子宫内膜癌的治疗中#基因

治疗发挥了它的价值#但同时也存在一定的缺陷*例如#在子

宫内膜癌的治疗中#目标基因太少#并没有找到发病的具体机

理*目前的研究表明#在子宫内膜癌组织中#

]1

?

>

表达量很

高#

]1

?

>

与
?

+(

的结合#导致子宫内膜癌的恶性发展*

]1

?

>

同

时还抑制其他抑癌基因的活性(

,'

)

#因此在子宫内膜癌细胞的

研究中#以
]1

?

>

为靶基因#通过对
]1

?

>

功能的抑制#增加抑癌

基因的活性#探讨治疗子宫内膜癌的有限途径*目前有关于

]1

?

>

活性抑制剂的发展是国外的研究焦点#可进一步增强抗

肿瘤药物的抗增殖功能(

,(

)

*
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有限*虽然本次研究
]\"

'

V̀

仍为敏感指标#可能和纳入样本

量少#且部分患者合并类风湿关节炎以及研究周期较短有关*

"̀ !

'

SH̀

作为临床上常使用的感染指标#

"̀ !

在组织损伤

后
'&<

迅速升高#大约
)'<

后达到峰值#回落正常时间较久*

而
SH̀

则在术后
+

!

)E

达到峰值#恢复正常时间也较久*有研

究发现#

"̀ !

显示的是创伤'手术对组织破坏反应所致#多数患

者
"̀ !

水平较低#但在组织损伤'手术和感染刺激下#炎症细胞

浸润#白细胞释放内源性递质等刺激肝细胞加速合成
"̀ !

(

)

)

*

故其对炎性反应的敏感度和特异度均较高*

SH̀

是指红细胞

在静止状态下每小时下降速度#全身各种炎症疾病'全身或局

部感染'组织坏死或损伤'恶性肿瘤等均会引起该指标升高(

.

)

*

SH̀

是一种非特异性指标#不能单独诊断任何疾病#但其半衰

期短#相对于
"̀ !

可早期诊断#故对膝关节感染要同时检查以

上两指标以相互补充#增强诊断准确度(

-

)

*

!"#

是一种相对分子质量很小的糖蛋白质#由
,,%

个氨

基酸残基组成#属于单拷贝基因*该指标无激素活性#在正常

情况下由生成激素活性物质降钙素甲状腺的
"

细胞产生和分

泌#在正常情况下该指标水平很低#但在感染情况下#其水平显

著升高#且在感染
'

!

&<

即能检测到
!"#

升高*研究显示#

!"#

在感染早期就能升高#且和感染程度正相关#其敏感度为

-%/+R

#特异度为
-&R

#准确度在
-+R

以上#且该指标在病毒

感染时基本无升高(

,*

)

#故对膝关节感染早期诊断意义重大#可

用于鉴别诊断感染类型*

KM4%

是由
,.&

个氨基酸组成的蛋白

质#是机体受到刺激后由单核
4

巨噬细胞'成纤维细胞'内皮细

胞等产生的多效性细胞因子#对急性期
#

细胞激活诱导和调

节
\

细胞成熟有重要作用#能激活中性粒细胞#其在感染后能

释放入血#

KM4%

可作为感染程度指标#用于了解感染状态(

,,

)

*

研究显示#相对于
SH̀

'

"̀ !

#

KM4%

是一个更加灵敏的预测感

染炎症指标#其在术后
'&<

就能达到峰值#若未发生感染#则

在高峰后就能迅速恢复正常(

,'

)

#故目前有研究者主张用其替

代
"̀ !

用于诊断膝关节感染*而结合本次结果#

]\"

'

"̀ !

'

SH̀

'

!"#

'

KM4%

'

V̀

对于早期诊断和预防感染有一定的价值*

但笔者认为#对膝关节感染诊断不能用单一指标进行诊断#要

联合以上
%

个指标#结合临床表现进行诊断*
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