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摘要 目的：探讨抑癌基因 p16、细胞周期蛋白 cyclin D1 和凋亡抑制基因 survivin 在膀胱移行细胞癌中的表达及意义。方法：膀胱

移行细胞癌组 67 例，10 例正常正常膀胱粘膜作为对照，采用免疫组织化学方法检测 p16 和 cyclin D1、survivin 蛋白表达，然后分

析上述三种蛋白在膀胱癌组织中的表达情况，以及随着不同临床分期和病理分级表达的变化。结果：所有膀胱癌患者平均年龄

58.16 岁，其中男性患者 38 例。免疫组织化学分析表明，p16 和 cyclin D1、survivin 蛋白均表达在细胞的细胞核。膀胱癌组织中 P16
表达明显低于正常对照组，而 cyclin D1 和 survivin 表达明显高于正常对照组。随着临床分期的进展，p16 表达明显下降，cyclinD1
表达明显上升；而随着膀胱癌病理分级升高，p16 表达明显下降，survivin 表达上升。此外，膀胱癌组织中，p16 与 cyclin D1p16 之间

存在着明确的负相关。结论：p16、cyclin D1、survivin 在膀胱移行细胞癌的生物学行为中起重要作用，p16，cyclin D1 和 survivin 与

膀胱移行细胞癌的恶性进展有关。
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ABSTRACT Objective: To investigate the expression of p16, cyclin D1 or survivin as well as the clinical significance in transitional
cell carcinoma of bladder. Methods: 67 specimens were derived by surgical operation. p16 protein, cyclin D1 and survivin were
investigated by immunohistochemical method. Results: 67 patients with transitional cell carcinoma of bladder were enrolled in the study,
with mean age of 58.16 years. 38 cases were men. The expression of p16 was significant lower than the normal controls, and the
expression of cyclin D1 and survivin were much higher than the normal controls. With the clinical stage progressed, the p16 expression
level down-regulated, and cyclin D1 up-regulated; while with the tumor grade increased, the p16 expression down-regulated, and the
survivin expression up-regulated. Moreover, the expression of p16 was negatively correlated to the expression of cyclin D1. Conclusions:
p16, cyclin D1 and survivin play an important role in the behavior of biochemical in TCC. The expression of p16, cyclin D1 and survivin
all involved in the progress of transitional cell carcinoma of bladder.
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前言

膀胱移行细胞癌是泌尿系统最常见的恶性肿瘤, 占到泌尿

系统肿瘤的 55.03%[1]。目前已发现的膀胱癌基因近百种，其中

涉及到重要的抑癌基因有 p53、p16、p15、RB 及 NF2 等；癌基因

有生长因子及其受体基因等 7 大类，包括 VEGF、TGFα、sur-
vivin 及 CDK4 等[2,4]。尽管这些基因异常介导的生物信号分别

干扰细胞增殖和凋亡调控网络的不同环节，但它们的作用是相

互协同，密切相关的。从目前研究结果来看，膀胱癌既有癌基因

的过度表达，又有抑癌基因的失活以及周期蛋白活性的改变，

从多种基因着手研究膀胱肿瘤的侵袭性行为应该是一个有意

义的工作。关于 p16、cyclin D1 和 survivin 在膀胱移行细胞癌中

的表达已分别有相关性研究[5,6]，但将它们共同在膀胱癌中的表

达相关性研究尚未见报道，值得探讨。

1 材料与方法

1.1 材料

膀胱移行细胞癌组 67 例，取自 2008-2010 年在我院患者

石蜡标本，均经病理病理检查证实为膀胱尿路上皮癌。对照组

为 10 例，取自其他原因手术正常膀胱粘膜标本。p16、cyclin D1
和 survivin 抗体为鼠抗人单克隆抗体（Santa Cruz）。
1.2 方法

石蜡标本切片并经脱蜡水化后，抗原修复，常规 SP 法，应

用美国 Zymed 公司即用型 SP 试剂盒进行免疫组织化学染色。
染色步骤如下：（1）石蜡切片常规脱蜡至水，（2）3%H2O2 室温孵
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图 1 膀胱尿路上皮癌细胞中 p16，cyclinD1 和 survivin 表达结果

（A）16 蛋白表达；（B）cyclinD1 蛋白表达；（C）survivin 蛋白表达

Figure1 The expression of p16, cyclin D1and survivin in the bladder cancer (A)p16 protein; (B)cyclinD1protein; (C) survivin protein

育 5-10 分钟，以消除内源性过氧化物酶的活性。（3）蒸馏水冲

洗，PBS 浸泡 5 分钟，微波抗原修复。（4）10%正常山羊血清封

闭，室温孵育 10 分钟。倾去血清，勿洗，依次加入一抗(鼠抗人

p16、cyclin D1、survivin 单克隆抗体)，4℃过夜。(5)PBS 冲洗，5
分钟×3 次。(6)滴加二抗（生物素化羊抗兔 IgG，37℃孵育 30 分

钟）。（7）PBS 冲洗，5 分钟×3 次。（8）滴加 PBS 稀释的辣根酶

标记的链霉素卵白素，37℃孵育 30 分钟。（9）DAB 显色。(10)自
来水充分冲洗，复染，封片。以胞浆或胞核中出现棕黄色颗粒为

阳性反应，p16、cyclin D1 及 survivin 的免疫反应产物定位于胞

核中。
1.3 判定标准

呈棕黄色染色为阳性信号，依染色细胞数分类：（1）阴性

（－）：阳性细胞数 <25%；（2）阳性（＋）：阳性细胞数≥25%。
1.4 统计学方法

以 SPSS11.5 进行 X2 检验及相关性分析，P<0.05 有统计

学意义。

2 结果

本研究共纳入膀胱尿路上皮癌 67 例，其中男 38 例，女 29
例，平均年龄 58.16 岁。根据 WHO 病理分级标准：Ⅰ级 19 例，

Ⅱ级 30 例，Ⅲ级 18 例；根据 UICC 临床分期：浅表性肿瘤

(Ta～T1)39 例，浸润性肿瘤(T2～T4)28 例。其中 49 例为肿瘤

初发，18 例为肿瘤复发；44 例为肿瘤单发，23 例为肿瘤多发。

P16、cyclinD1 和 survivin 均表达在细胞核 （见图 1），67 例

膀胱移行细胞癌，27 例 p16 表达阳性，阳性率 40.3%。10 例正

常膀胱粘膜 p16 表达均为阳性(图 1)，阳性率为 100%，二者之

间有明显差异（P<0.05）；组织学分级Ⅰ级与Ⅱ级＋Ⅲ级之间有

显著差异 （68.4% VS 29.2%，P<0.05）；临床分期 Ta～T1 与

T2～T4 之间有显著差异（53.8% VS 21.4%，P<0.05）；复发组与

未复发组之间有显著差异（16.7% VS 49%，P<0.05）。详见表 1。
正常膀胱粘膜 cyclin D1 表达均为阴性, 阳性率为 0；膀胱

移行细胞癌组阳性 cyclin D133 例，阳性率 49.3%，明显高于正

常对照组（P<0.05）。组织学分级Ⅰ级膀胱癌组织 cyclin D1 阳

性表达率为 42.1%，而在Ⅱ级＋Ⅲ级膀胱癌阳性表达率为

52.1%，二者之间没有明显统计学差异（P>0.05），此外临床分期

Ta～T1 膀胱癌与 T2～T4 膀胱癌之间有显著差异 （30.8% VS
75%，P<0.05），复发组与未复发组之间有显著差异（72.2% VS
40.8%，P<0.05）。相关性分析，p16 与 cyclin D1 之间存在着明确

的负相关（P＝0.002）详见表 2。
67 例膀胱移行细胞癌中，survivin 阳性 27 例 （40.3%），而

10 例正常膀胱粘膜 survivin 表达均为阴性，二者之间表达具有

明显统计学意义（P<0.05）；组织学分级Ⅰ级与Ⅱ级＋Ⅲ级之间

有显著差异 （15.8% VS 50%，P<0.05），临床分期 Ta～T1 与

T2～T4 之间无显著差异（30.8% VS 53.4%，P>0.05），复发组与

未复发组有显著差异（66.7% VS 30.6%，P<0.05）。

3 讨论

膀胱移行细胞癌具有复杂的生物学行为，总体 5 年死亡率

为 26%，而且复发率高，临床上任何保留膀胱的手术治疗，术后

不进一步治疗的病人，2 年内复发率达 13%-70%[7,8]。所以，深入

了解膀胱移行细胞癌的复发及浸润性行为，为临床治疗提供新

的手段很有必要。
Survivin 是一种原癌基因，它作为细胞凋亡的抑制剂调节

细胞死亡。survivin 即是一种凋亡抑制基因，它的表达能延长肿

瘤细胞生存期，就有可能促进肿瘤向恶性转化[9]。而 cyclin D1
亦被认为是一种原癌基因，与细胞周期素依赖激酶（CDK4）结

合形成 cyclin D1/ CDK4 复合物后，CDK4 被激活，通过调节底

物 Rb 蛋白的磷酸化，释放转录因子 E2F，促进细胞 G1/S 期转

换，从而促进细胞增殖。p16 是一种抑癌基因，其通过与 cyclin
D1 竞争结合 CDK4，阻止 G1/S 期转换，从而抑制细胞的增殖，

抑制肿瘤向恶性转化[10,11]。
研究表明，基因的缺失是 p16 基因在人类多种肿瘤中失活

的主要机制，在许多肿瘤细胞株研究中发现 p16 基因的缺失和

突变率为 75%，超过了 p53 基因 50%的突变率。因此认为 p16
基因在肿瘤的发生、发展过程中扮演非常重要的角色。国内何

杰[12]等报道 p16 基因在膀胱肿瘤中阳性表达率为 52.23%,谢庆

祥[13]等报道为 58.3%。本组资料正常膀胱粘膜 p16 表达均为阳

性, 阳性率为 100%；表明 p16 蛋白的表达与膀胱癌的恶性程度

和自然病程密切相关。随着肿瘤恶性程度的上升，p16 表达阳

性率逐渐下降。复发组 p16 阳性表达较未复发组低。因此我们

认为 p16 低表达是膀胱癌高度恶性和预后不良的重要指标之
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Cases(n) Expression positive (n) P-value

Bladder cancer 10 10（100%）
0.000

Normal bladder tissues 67 27（40.3%）

Histopathology grades

Grade I 19 13（68.4%）
0.003

Grade II＋III 48 14（29.2%）

Clinical stage

Ta～T1 39 21（53.8%）
0.008

T2～T4 28 6（21.4%）

Recurrence or not

Recurrence 18 3（16.7%）
0.023

No recurrence 49 24（49%）

表 1 膀胱癌和正常膀胱粘膜中 p16 蛋白表达结果

Table 1 The expression of p16 in the bladder cancer and normal bladder tissues

Cases(n) Expression positive (n) P-value

Bladder cancer 10 0（0） 0.000

Normal bladder tissues 67 33（49.3%）

Histopathology grades

Grade I 19 8（42.1%） 0.4620

Grade II＋III 48 25（52.1%）

Clinical stage

Ta～T1 39 12（30.8%） 0.000

T2～T4 28 21（75.0%）

Recurrence or not

Recurrence 18 13（72.2%） 0.000

No recurrence 49 20（40.8%）

表 2 膀胱癌和正常膀胱粘膜中 cyclinD1 蛋白表达结果

Table 2 The expression of cyclinD1 in the bladder cancer and normal bladder tissues

一。

目前国内外关于 cyclin D1 在膀胱移行细胞癌中的表达已

做了大量的工作，它控制着细胞周期的 G1/S 转换，过度表达促

进细胞增殖，从而促进肿瘤的发生及浸润。Moonen[14]等在 2001

年的研究结果表明，cyclin D1 在浸润性膀胱移行细胞癌中的表

达明显增高, 高表达提示肿瘤高度恶性。我们研究结果发现，

cyclin D1 阴性表达的 TCC 可能具有较高的恶性程度和较强的

侵袭力，且易于复发，表明 cyclin D1 可作为一种判断膀胱移行

细胞癌复发及浸润性的指标。从 p16 与 cyclin D1 相关性分析

看，p16 与 cyclin D1 的表达呈负相关, p16 缺失和 cyclin D1 的

过表达，是 TCC 获得浸袭性和恶性度增高的重要指标，具有更

强的侵袭性、转移能力，预后较差。p16 阳性而 cyclin D1 阴性表

达者则有相反结果。在预后关系上，复发组 p16 阳性表达率明

显低于未复发组，cyclin D1 阳性表达率则明显高于未复发组，

说明 p16 和 cyclin D1 基因的表达与自然病程密切相关，p16 低

表达、cyclin D1 高表达可能是膀胱肿瘤复发的因素。因此 p16、
cyclinD1 联合检测对 TCC 诊断及预后判断有重要价值。

我们还发现，survivin 表达随着膀胱癌组织学分级的上升

而降低，各级间阳性表达率有显著性差异，表明 survivin 表达

与肿瘤自然病程有关。同时发现，浅表性肿瘤的 survivin 阳性

率低于浸润性肿瘤，但无显著性差异，提示 survivin 蛋白表达

与肿瘤的浸润无关。复发组显著高于未复发组，说明其参与了

肿瘤的复发过程。

因此，我们认为 p16、cyclin D1 及 survivin 均与膀胱移行细

胞癌的产生及复发有关，p16 及 cyclin D1 与膀胱移行细胞癌的

浸润性行为有关，有必要进行深入研究。

膀胱移行细胞癌的复发及浸润性行为是一个复杂的过程，

寻找并确定特异性的相关因子和研究抑癌基因的作用是两个

重要的环节，可以用来确定肿瘤的生物学行为、判断预后、指导

临床医生制定治疗方案。 （下转第 1305 页）
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