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Ｐ１６和 Ｐ１５在恶性黑色素瘤中的表达及其临床意义
陈铨栩　陈湾湾　张　普　罗晓智　赵志光

摘　要　目的　探讨 Ｐ１６和 Ｐ１５在恶性黑色素瘤中的表达及其临床意义。方法　采用 ＳＰ法免疫组化检测 ６６例恶性黑色

素瘤组织中 Ｐ１６、Ｐ１５的表达情况，统计患者的临床资料分析其表达与临床特征的相关性，采用 Ｋａｐｌａｎ－Ｍｅｉｅｒ曲线对随访数据进

行预后分析。结果　恶性黑色素瘤中 Ｐ１６（χ２＝３３．４７０，Ｐ＝０．０００）、Ｐ１５（χ２＝５１．６０３，Ｐ＝０．０００）的表达率均显著低于皮内痣组

织。恶性黑色素瘤中 Ｐ１６的阳性表达水平与肿瘤浸润深度（χ２＝１７．８８８，Ｐ＝０．０００）、淋巴结转移（χ２＝５．５６１，Ｐ＝０．０１８）和 Ｋｉ－

６７增殖指数（χ２＝７．１０８，Ｐ＝０．００８）呈负相关；Ｐ１５的阳性表达水平与肿瘤浸润深度（χ２＝９．１５６，Ｐ＝０．０００）、淋巴结转移（χ２＝

８．８１７，Ｐ＝０．００３）、远处转移（χ２＝４．９７０，Ｐ＝０．０２６）和 Ｋｉ－６７增殖指数（χ２＝１５．４２２，Ｐ＝０．０００）呈负相关。Ｐ１６、Ｐ１５表达阴性

的患者，中位总体生存期明显短于表达阳性的患者（１４．０个月 ｖｓ２８．６个月，Ｐ＝０．０２５；１４．０个月 ｖｓ３３．４个月，Ｐ＝０．００３）。

结论　Ｐ１６和 Ｐ１５可能在恶性黑色素瘤的发生和发展中起负性作用，可以作为鉴别恶性黑色素瘤和良性黑素细胞病变的指标，

也可能对 ＭＭ患者的预后有一定的指导意义。

关键词　恶性黑色素瘤　Ｐ１６　Ｐ１５　预后分析
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　　恶性黑色瘤（ｍａｌｉｇｎａｎｔｍｅｌａｎｏｍａ，ＭＭ）是起源于
表皮黑素细胞的高度恶性肿瘤，其转移性强、发展迅

速、预后差及病死率高
［１］
。近年来世界范围内的黑

色素瘤的发生率呈逐年增加的趋势，发病年龄也逐渐

年轻化，相应的病死率也随之增加
［２，３］
。ＭＭ发病机

制目前尚不明确，大多数 ＭＭ存在 ＢＲＡＦ基因突变，
ＢＲＡＦ基因突变与 ＭＭ 发生、发展和预后密切相
关

［４］
。另有研究显示，大部分的痣长到３～５ｍｍ会进

入生长停滞，只有一小部分色素痣有重新获得增殖并

形成黑色素瘤的能力
［５］
。而原癌基因诱导的停滞与

由 ＣＤＫＮ２Ａ和 ＣＤＫＮ２Ｂ基因编码的细胞周期蛋白依
赖性激酶抑制剂 Ｐ１６和 Ｐ１５的表达相关。

本研究应用链霉菌抗生物素蛋白 －过氧化物酶
连接法（ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎ－ｐｅｒｏｓｉｄａｓｅ，ＳＰ法）免疫组化检
测６６例 ＭＭ组织中 Ｐ１６、Ｐ１５的表达情况，并进行相
关因素分析和预后分析，探讨Ｐ１６、Ｐ１５在ＭＭ中的临
床意义。

材料与方法

１．标本来源：收集温州医科大学附属第二医院
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２０１３年１月 ～２０１８年１月经病理科确诊为恶性黑色
素瘤的患者。纳入及排除标准为：（１）患者病理诊断
明确，相关 ＭＭ免疫组化指标支持，排除可疑性病理
诊断及混合其他恶性成分的病理诊断。（２）患者肿
瘤均行手术根治，术前未行抗肿瘤治疗。（３）患者临
床资料完整，预后分析时排除随访时间不足１年失访
的患者。共纳入 ６６例 ＭＭ的组织标本作为实验组，
另设６０例同一时期诊断为皮内痣的组织标本作为对
照组。

２．研究方法：将所有标本选取病变区域制成组织
芯片。采用链霉菌抗生物素蛋白 －过氧化物酶连接
法（ＳＰ法）进行免疫组化。大致过程为：切片经二甲
苯、梯度酒精脱蜡水化，３％Ｈ２Ｏ２酶（北京中杉金桥公
司）室温孵育１ｈ，柠檬酸修复液微波加热修复 １０ｍｉｎ
并冷却至室温，非免疫血清（北京中杉金桥公司）室

温封闭３ｈ，鼠抗人 Ｐ１６、Ｐ１５抗体（英国 Ａｂｃａｍ公司）
按１∶２００稀释后 ４℃冰箱孵育过夜，二抗（北京中杉
金桥公司）室温孵育１ｈ，辣根酶标记链霉卵白素工作
液（北京中杉金桥公司）室温孵育 １ｈ，ＤＡＢ试剂（北
京中杉金桥公司）显色，苏木精中核复染，梯度乙醇

及二甲苯中脱水，中性树胶封片。统计患者的临床及

病理资料，包括性别、肿瘤部位、确诊年龄、肿瘤直径、

肿瘤浸润深度、淋巴结转移、远处转移、Ｋｉ－６７增殖
指数和 ＢＲＡＦＶ６００Ｅ基因突变情况等。主要通过电
话以及住院观察随访，截止时间至２０１９年 ６月，生存
期以月为单位。

３．免疫组化结果判定：Ｐ１６、Ｐ１５阳性表现为黄色
颗粒，主要定位于细胞核，部分细胞质也有少量表达。

由两位病理科医生进行双盲阅片，随机观察５个高倍
视野（×４００）进行结果判定：（１）阳性细胞占总细胞
数的比率评分：０～１０％为 ０分，１０％（不含）～２５％
为１分，２５％（不含）～５０％为 ２分，＞５０％为 ３分。
（２）着色深度评分：不着色为 ０分，淡黄色为 １分，棕
黄色为２分，褐黄色为３分。依据阳性细胞占总细胞
数的比率 ×着色深度得出总分进行判定：＜３分为阴
性（－），≥３分为阳性（＋）。

４．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ１９．０统计学软件对数
据进行统计分析。计数资料采用卡方检验；预后分析

采用 Ｋａｐｌａｎ－Ｍｅｉｅｒ曲线，生存率比较采用 Ｌｏｇ－ｒａｎｋ
检验，以 Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果
１．Ｐ１６、Ｐ１５在恶性黑色瘤与皮内痣组织中的表

达情况：Ｐ１６在恶性黑色瘤和皮内痣组织的阳性表达

率分别为 ３０．３％和 ８１．７％；Ｐ１５在 ＭＭ和皮内痣组
织的阳性表达率分别为 ２２．７％和 ８６．７％。ＭＭ中的
Ｐ１６（χ２ ＝３３．４７０，Ｐ＝０．０００）和 Ｐ１５（χ２ ＝５１．６０３，
Ｐ＝０．０００）阳性表达率均明显低于皮内痣，详见图 １、
表１。

图 １　Ｐ１６、Ｐ１５在 ＭＭ 与皮内痣组织中的

表达（ＳＰ法，×２００）
Ａ、Ｂ．ＭＭ组织中 Ｐ１５、Ｐ１６的表达；Ｃ、Ｄ．皮内痣组织中 Ｐ１５、Ｐ１６

的表达。箭头所指为细胞核及细胞质染色。根据免疫组化结果

判定：Ａ（－）、Ｂ（－）、Ｃ（＋）、Ｄ（－）

　

表 １　Ｐ１６、Ｐ１５在 ＭＭ 与皮内痣组织中的表达（ｎ）

项目
Ｐ１６ Ｐ１５

（＋） （－） 阳性率（％） （＋） （－） 阳性率（％）

ＭＭ ２０ ４６ ３０．３ １５ ５１ ２２．７

皮内痣 ４９ １１ ８１．７ ５２ ８ ８６．７

　　２．Ｐ１６、Ｐ１５在 ＭＭ中的表达与临床特征的关系：
ＭＭ组织中 Ｐ１６的阳性表达水平与肿瘤浸润深度
（χ２＝１７．８８８，Ｐ＝０．０００）、淋巴结转移（χ２＝５．５６１，
Ｐ＝０．０１８）和 Ｋｉ－６７增殖指数（χ２ ＝７．１０８，Ｐ＝
０００８）呈负相关，而与性别、肿瘤部位、确诊年龄、肿
瘤直径、远处转移和 ＢＲＡＦＶ６００Ｅ基因突变无关（Ｐ
均 ＞０．０５）。Ｐ１５的阳性表达水平与肿瘤浸润深度
（χ２＝９．１５６，Ｐ＝０．０００）、淋巴结转移（χ２ ＝８．８１７，
Ｐ＝０．００３）、远处转移（χ２＝４．９７０，Ｐ＝０．０２６）和Ｋｉ－
６７增殖指数（χ２＝１５．４２２，Ｐ＝０．０００）呈负相关，而
与性别、肿瘤部位、确诊年龄、肿瘤直径和 ＢＲＡＦ
Ｖ６００Ｅ基因突变无关（Ｐ均 ＞０．０５），详见表２。
　　３．ＭＭ中 Ｐ１６与 Ｐ１５表达水平的相关性：ＭＭ中
Ｐ１６与 Ｐ１５表达水平呈高度正相关（ｒ＝０．７４４），详见
表３。
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表 ２　Ｐ１６、Ｐ１５在 ＭＭ 中的表达与临床特征的关系（ｎ）

项目
Ｐ１６ Ｐ１５

（＋） （－） χ２ Ｐ （＋） （－） χ２ Ｐ
性别

　男性 １３ ２９ ０．０２３ ０．８７９ １１ ３１ ０．７８９ ０．３７４
　女性 ７ １７ ４ ２０
肿瘤部位

　头颈部 １１ ２５ １．１５１ ０．５６２ ９ ２７ ０．２６６ ０．８７６
　躯干部 ２ ９ ２ ９
　肢端 ７ １２ ４ １５
确诊年龄（岁）

　 ＜４０ １０ ３１ ２．３９３ ０．３０２ ９ ３２ ０．５６０ ０．７５６
　４０～６０ ８ １０ ５ １３
　 ＞６０ ２ ５ １ ６
肿瘤直径（ｃｍ）
　 ＜１ ７ １３ ０．７４５ ０．６８９ ６ １４ １．１８４ ０．５５３
　１～３ １０ ２２ ７ ２５
　 ＞３ ３ １１ ２ １２
肿瘤浸润深度（ｍｍ）
　 ＜０．７５ １６ １２ １７．８８８ ０．０００ １１ １７ ９．１５６ ０．０００
　０．７５～１．５０ ４ １９ ４ １９
　 ＞１．５０ ０ １５ ０ １５
淋巴结转移

　无 １５ ２０ ５．５６１ ０．０１８ １３ ２２ ８．８１７ ０．００３
　有 ５ ２６ ２ ２９
远处转移

　无 １５ ２６ ２．０２３ ０．１５５ １３ ２８ ４．９７０ ０．０２６
　有 ５ ２０ ２ ２３
Ｋｉ－６７增殖指数
　 ＜１０％ １１ １０ ７．１０８ ０．００８ １１ １０ １５．４２２ ０．０００
　≥１０％ ９ ３６ ４ ４１

ＢＲＡＦＶ６００Ｅ基因突变

　无 ２ ８ ０．４７２ ０．４９２ ０ １０ ３．１６３ ０．０７５
　有 １６ ３６ １３ ３９

　　ＢＲＡＦ基因检测时有４例组织因标本量太少无法检测

表 ３　ＭＭ 中 Ｐ１６与 Ｐ１５表达水平的相关性（ｎ）

Ｐ１５
Ｐ１６

（＋） （－）
（＋） １４ １
（－） ６ ４５

　　４．Ｐ１６、Ｐ１５在 ＭＭ中的表达与预后的关系：６６
例 ＭＭ患者中，有３例患者在后期随访过程中失访，
最后共纳入 ６３例患者进行预后分析；其中 ５８例死
亡，５例随访截止时仍存活。患者总体中位生存期为
２２．３个月，９５％ ＣＩ为１３．５２３～３１．０７７，１年、２年和３
年生存率分别为 ８２．５％、４２．９％和 ２１．９％。Ｐ１６表
达阴性的患者，中位总体生存期明显短于表达阳性的

患者（１４．０个月 ｖｓ２８．６个月），差异有统计学意义
（χ２＝５．０３３，Ｐ＝０．０２５）。Ｐ１５表达阴性的患者，中
位总体生存期明显短于表达阳性的患者（１４．０个月

ｖｓ３３．４个月），差异有统计学意义（χ２＝８．９４９，Ｐ＝
０．００３），详见图２。

讨　　论
恶性黑色素瘤是恶性程度最高的皮肤肿瘤之一，

大多数具有很强的侵袭性，较早发生转移，预后极差。

虽然我国发生率相对较低，但近年来发生率呈快速增

长趋势，已成为严重威胁生命健康的恶性疾病

之一
［６］
。

Ｐ１６基因位于染色体 ９ｐ２１上，是发现的第一个
直接参与细胞周期调控的肿瘤抑制基因，与肿瘤的发

生、发展过程密切相关
［７］
。其表达产物 Ｐ１６ＩＮＫ４Ａ可

与 ＣＮＫ４和 ＣＮＫ６特异性结合，阻碍其与细胞蛋白
Ｄ１形成复合物，使 ＲＢ磷酸化受阻，使细胞停留在 Ｇ１
期，无法进入 Ｓ期，抑制肿瘤的增殖［８，９］

。Ｐ１５是 ＣＫＩ
中 ＩＮＫ４家族成员之一，它通过抑制 ＣｙｃｌｉｎＤ－ＣＤＫ，

·７４１·

　　医学研究杂志　２０２０年 ５月　第 ４９卷　第 ５期 ·论　　著·　



图 ２　Ｐ１６、Ｐ１５在 ＭＭ 中的表达与预后的关系
Ａ．ＭＭ患者总体生存期曲线；Ｂ．不同 Ｐ１６表达水平的 ＭＭ患者总体生存期曲线；Ｃ．不同 Ｐ１５表达水平的 ＭＭ患者总体生存期曲线

　

将细胞阻断在 Ｇ１期
［１０］
。当 Ｐ１６、Ｐ１５基因突变或失

活时，Ｐ１６、Ｐ１５表达下调，细胞周期无法调控，以致细
胞无限生长从而发生肿瘤。临床上，大多数痣长到

３～５ｍｍ通常会退出增生期进入生长停滞状态。虽
然大多数痣仍处于生长停滞状态（甚至在高龄时段

消退），但有一小部分痣存在重新获得增殖并形成黑

色素瘤的能力
［１１］
。癌基因诱导的停滞是由细胞周期

蛋白依赖性激酶抑制剂 ＣＤＫＮ２Ａ编码的 Ｐ１６和 ＣＤ
ＫＮ２Ｂ编码的 Ｐ１５高表达促进的［１２］

。本研究结果显

示，Ｐ１６和Ｐ１５在ＭＭ中表达均下调，可能对鉴别ＭＭ
和良性黑素细胞病变具有诊断价值。虽然 ＭＭ中
Ｐ１６和 Ｐ１５的表达呈高度正相关，但相比较而言，Ｐ１５
的表达下调更显著，可能成为诊断 ＭＭ更可靠的生物
学标志物之一，这也与 Ｍａ等［１３］

的研究结果一致。

ＭＭ的分期与肿瘤的直径、浸润深度、淋巴结转
移和远处转移相关。Ｐ１６、Ｐ１５的表达水平与肿瘤的
直径并无明显相关性，可能的原因是本研究应用的组

织芯片只包括部分肿瘤组织，对于较大的肿瘤有一定

局限性。随着病变浸润深度的增加和淋巴结转移，

Ｐ１６、Ｐ１５的表达逐渐下降，表明两者可能与 ＭＭ的侵
袭与淋巴结转移能力相关，可能的机制是 Ｐ１６、Ｐ１５
基因突变或失活时，细胞周期失去抑制，导致细胞无

限生长以致肿瘤侵袭性和转移性增强。Ｓｕ等［１４］
研

究也显示，在结膜恶性黑色素瘤中 Ｐ１６的表达水平与
肿瘤的侵袭能力呈负相关。同时，Ｐ１５的表达与 ＭＭ
发生远处转移呈负相关，表明在预测 ＭＭ发生远处转
移方面，Ｐ１５更有优势。另外，表面有无破损也是肿
瘤分期的指标之一，然而大部分患者数据缺失，因此

并无纳入本研究。Ｋｉ－６７是一种细胞增殖相关的核
抗原，可以反映肿瘤的增殖、浸润、转移和预后等。本

研究以 １０％为临界点，得出 Ｐ１６、Ｐ１５的表达与 Ｋｉ－
６７增殖指数呈负相关；Ｐ１６、Ｐ１５表达缺失，肿瘤细胞

增殖更活跃，可能通过多种机制增强肿瘤的侵袭能

力。ＢＲＡＦ基因突变是 ＭＭ最常见的突变方式，主要
是 ＢＲＡＦＶ６００Ｅ突变，平均突变率为 ６０％ ～８０％，与
ＭＭ发 生、发 展和 预后 密 切 相 关。Ｍａｃｋｉｅｗｉｃｚ－
Ｗｙｓｏｃｋａ等［７］

研究显示，色素痣 Ｐ１６的表达水平在
ＢＲＡＦ突变型中更高，恶性黑色素瘤 Ｐ１６的表达水平
在 ＢＲＡＦ突变型中更低。而本研究显示，Ｐ１６的表达
水平与 ＢＲＡＦ基因无明显相关性，可能的原因是痣细
胞增殖被 ＢＲＡＦＶ６００Ｅ瞬时激活，ＢＲＡＦＶ６００Ｅ也诱
导 Ｐ１６表达来停止黑素细胞增殖［１５］

。

国内外关于 Ｐ１６、Ｐ１５与预后的关系，争议很大。
本研究显示，Ｐ１６与 Ｐ１５的表达水平均与 ＭＭ的总体
生存期呈正相关。Ｐ１６与 Ｐ１５的表达水平下调，肿瘤
细胞增殖更活跃，侵袭能力与转移能力更强，因而患

者的预后不佳。吴晓雯等
［１６］
研究也显示，Ｐ１６ＩＮＫ４Ａ

基因突变会阻碍与 ＣＮＫ４和 ＣＮＫ６特异性结合，从而
肿瘤增殖更活跃，生存期更短。但是，Ｃｈｅｎ等［１７］

研

究显示，Ｐ１６高表达预示黏膜黑色素瘤有较差的生存
期；Ｓａｎｋｉ等［１８］

研究显示，Ｐ１６的表达与皮肤黑色素
瘤的生存期无关。这种争议，可能与纳入的患者的分

期以及治疗不同有关，有待于增加样本量进一步研

究。

本研究收集了笔者医院近 ５年的 ＭＭ患者 ６６
例，样本量仍偏少；随访过程中，有 ３例（４．５％）患者
失访；随访截止时，有 ５例（７．９％）患者仍存活，这对
研究结果产生一定的误差。因此，笔者还会进一步纳

入相关患者，延长随访时间，以得到更为可靠的结

果
［１９］
。

综上所述，Ｐ１６、Ｐ１５可能在恶性黑色素瘤的发生
和发展中起负性作用，可以作为鉴别 ＭＭ和良性黑素
细胞病变的指标，也可能对 ＭＭ患者的预后具有一定
的指导意义。
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核受体 Ｎｕｒ７７对卵巢癌细胞增殖转移的
影响及机制研究

姜　平　杨喜科　王秋宇

摘　要　目的　研究核受体 Ｎｕｒ７７对卵巢癌细胞增殖转移能力的影响及其作用机制。方法　以人高转移性卵巢癌细胞株 ＨＯ

－８９１０ＰＭ为疾病模型，利用慢病毒载体转染构建 ＨＯ－８９１０ＰＭ（Ｎｕｒ７７－／－）细胞株，下调 Ｎｕｒ７７的表达。利用 Ｎｕｒ７７激动剂壳囊

孢酮 Ｂ（Ｃｓｎ－Ｂ）处理细胞做比较研究。按不同的实验细胞和处理方式设４个组别进行研究，对照组为转染空载体的 ＨＯ－８９１０ＰＭ

细胞，研究组为 ＨＯ－８９１０ＰＭ（Ｎｕｒ７７－／－）细胞，Ｃｓｎ－Ｂ组为 ＨＯ－８９１０ＰＭ细胞加入 Ｃｓｎ－Ｂ处理 ２４ｈ，Ｃｓｎ－Ｂ（Ｎｕｒ７７－／－）组为

ＨＯ－８９１０ＰＭ（Ｎｕｒ７７－／－）细胞加入 Ｃｓｎ－Ｂ处理２４ｈ，流式细胞法检测各组细胞数量在不同细胞周期的分布比例，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法

检测磷酸化 Ｎｕｒ７７（ｐ－Ｎｕｒ７７）、磷酸化蛋白激酶 Ｂ（ｐ－Ａｋｔ）、周期蛋白 －Ｄ１（ＣｙｃｌｉｎＤ１）、上皮性钙黏附蛋白（Ｅ－ｃａｄｈｅｒｉｎ）、神经性

钙黏附蛋白（Ｎ－ｃａｄｈｅｒｉｎ）、波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）的含量，ＥＬＩＳＡ法检测 ３种基质金属蛋白酶（ＭＭＰ－２、ＭＭＰ－７、ＭＭＰ－９）细胞培

养液中的浓度，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测细胞的转移、侵袭能力。结果　随着 ｐ－Ｎｕｒ７７的含量增加：研究组 ＜Ｃｓｎ－Ｂ（Ｎｕｒ７７－／－）组 ＜对

照组 ＜Ｃｓｎ－Ｂ组，处于 Ｓ期，Ｇ２和 Ｍ期细胞数量的比例逐渐增大（Ｐ＜０．０５），ｐ－Ａｋｔ的含量逐渐上升，ＣｙｃｌｉｎＤ１的表达量随之
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