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摘!要!目的!在人乳腺癌组织中验证 \,d=与 >H)SK 通路的相关性$ 方法!收集 33 例人乳腺癌组织样本通过 /D.)D(M

[IH)检测 \,d=下游信号 GF2 与 >H)SK 下游因子 %D." 表达水平/90 例人乳腺癌组织样本标本进行免疫组化染色"9 例乳腺腺瘤

及腺病标本作为对照"检测 \,d=下游信号蛋白 GF2 与 >H)SK 的表达水平$ 将 /D.)D(M [IH)结果和免疫组化染色结果定量后采用

F)L)L$41 软件统计分析二者的相关性$ 结果!在所有的有效样本中%/D.)D(M [IH)3# 例"免疫组化 90 例&"\,d=与 >H)SK 的表达

水平正相关$ 结论!乳腺癌中 \,d=和 >H)SK 通路共同活化"两条通路可能存在相关性$

关键词!乳腺癌!\,d=!>H)SK
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!!乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一"在我国的

发生率正在以高于世界平均水平 "5 615的速度增

长"在部分城市乳腺癌已占女性恶性肿瘤之首位$ 虽

然已知乳腺癌与遗传#激素影响#生活方式等因素有

关"但具体发病机制尚不清楚$

膜受体酪氨酸激酶%=,X& Y?A

3

XY*X,Y\,d=

通路可以调节细胞增殖#代谢#死亡等功能"这一通路

上任何原癌基因的活化或抑癌基因的失活均会导致

\,d=异常活化"从而促进肿瘤的发生发展
,"" 1-

$

>H)SK 通路则是调控细胞分化的重要通路"它的上调可

抑制细胞分化
,3" ;-

$ 大量研究证明在乳腺癌中这两条

通路常存在异常活化
,9-

$ 研究表明"\,d=通过上调

>H)SK 信号通路使细胞由分化转向增殖从而促进肿瘤

发生"这一现象在多种细胞系包括人乳腺癌细胞系中

得到验证
,2" 0-

"但在肿瘤组织中较少关于此通路的验

证$ 本文旨在于大量的人乳腺癌组织中通过 /D.)D(M

[IH)和免疫组织化学的方法验证该通路的存在$

材料与方法

"4材料!%"&人乳腺癌组织来源!用于 /D.)D(M [IH)的组织

共 33 例乳腺癌组织标本"取自北京协和医院 1##+ 年 "1 月 6

1##$ 年 3 月间收治的乳腺癌病例$ 患者均为女性"年龄 3" 6

01 岁"中位年龄 9"42 岁$ 标本均为浸润性导管癌$ 用于免疫

组织化学的组织共 90 例乳腺癌标本"来源于北京协和医院病

理科 1##+ 年 " 6"1 月的外科手术标本$ 患者均为女性"平均

年龄 914+%1$ 6+1&岁$ 90 例均为浸润性导管癌$ 同时选取 9

例乳腺腺瘤及腺病标本作为对照$ %1&抗体! GF2 % FD(139-

132&和 F2 抗体由多肽 %U*X===7GFGF7=*和 U>@Z:,F*g

<:8,Y>%1&注射兔子"得到免疫血清"经纯化获得$

%

Y

LS)TM单克隆抗体%FLM)LU(RJ公司&"%D." 抗体%U%<8AUd>公

司&">H)SK" 抗体 % FTN\L公司 &"用于 /D.)D(M [IH)的二抗

%FLM)LU(RJ公司&"用于免疫组化染色的二抗%北京中杉金桥

生物技术有限公司&$

14方法!%"&/D.)D(M [IH)!将乳腺癌组织标本从 Y+#u超

低温冰柜中取出"切取称量 "#\N置入 <?管中"加入裂解液

+##

.

I进行超声"每次 9."间隔 2."重复 1# 次""####(-\TM 离心

"9.后 $+u加热 "#\TM 变性$ 低温离心机 ;u下 "9###(-\TM

离心 "9\TM"吸取上清"得到总蛋白裂解液$ 常规 F:F Y?*@<

';3'
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胶电泳操作$ /D.)D(M [IH)结果经 *IGKL<L.DBU凝胶图像分

析软件进行灰度分析"计算整合密度值%代表面积与平均密度

值的乘积&$ %1&免疫组化染色!组织蜡块由北京协和医院病

理科免疫组化室切片并制片"分别行 %<#GF2#>H)SK" 抗体免

疫组化染色$ 所有染色切片由高年资病理科医师阅片$ GF2

基因表达产物定位于细胞质">H)SK" 基因表达产物定位于细

胞核及细胞质"以出现棕黄色颗粒作为阳性细胞$ 对阳性细

胞计数"以阳性细胞百分比计"由此得到免疫组化定量结果$

34统计学方法!/D.)D(M [IH)整合密度值及免疫组化染色

定量结果的回归分析均应用 F)L)L$41 软件$ 以 !]#4#9 为差

异有统计学意义$ 其中免疫组化定量结果回归分析中"以每

张切片中 GF2 及对应 >H)SK" 阳性细胞百分比得分作为变量$

结!!果

"4/D.)D(M [IH)确定乳腺癌肿瘤组织中\,d=与

>H)SK 的表达水平呈正相关!\,d=活化可磷酸化下

游的 F2X"因此 F2X的底物 F2 磷酸化水平可作为

\,d=信号通路活化的指示蛋白$ %D." 是 >H)SK 下

游靶点">H)SK 信号活化时其表达量升高"因此经常被

作为 >H)SK 信号活化的指示蛋白$

应用 /D.)D(M [IH)检测 33 例乳腺癌组织中 GF2

与 %D." 表达水平"筛选后得到其中 3# 例的结果

%图 "&$

因乳腺癌组织较为硬韧"超声波无法使其破碎完

全"导致内参
%

YLS)TM 蛋白量不完全一致$ 使用

*IGKL<L.DBU凝胶图像分析软件对 /D.)D(M [IH)结果

进行灰度分析"计算整合密度值$ 结果见图 1 和

表 "$

图 5!L&$;&=AI>2;验证乳腺癌组织中存在 %/M 及 F&$5 的共同活化

!

图 N!%/M 与 F&$5 在 L&$;&=AI>2;中的整合密度值

!

表 5!%/M 与 F&$5 在 L&$;&=AI>2;中的整合密度值

*1 *3 *; *9 *2 *0 *+ *"# *"" *"1

GF2 ""$++243 # "11$$"40 ;##0"40" # "+2+0142 1;+#9; ""0#+#4; 23$2+14$ $2924;#"

%D." 99;"#4$; 0"1#341$ "#+$334; "10;2#49 # "9#93+4$ "2+91#4" # 1022$14+ "11#1;43

*"3 *"; *"9 *"0 *"+ *1# *1" *11 *13 *1;

GF2 33"++4#9 0010;4$ $2++4"$0 99+1;431 3292#4"$ +0;#40+9 1;++40;2 1+31;431 21+;4+39 1+92+941

%D." 0;20342" "##0914$ "19$+$49 $002"4;9 $$0#$4;2 "1"+";40 0+992490 0#201423 "1223249 $109341;

*19 *12 *1+ *1$ *3" *33 *3; *39 *30 *3+

GF2 "2;+"+ # # 3#91"$4$ 1#9;314; # ;$"+2+43 1+0+0#4+ "130$04" "19+0941

%D." 1;"10+49 "322"042 11$#2;41 1;0$3142 "+119;49 1##32; "23#"242 "$21$3 "#$1;341 ";931"43

!!应用统计学软件 F)L)L$41 进行回归分析"结果

显示 GF2 与 %D." 的表达水平正相关% /̀ "4191"!]

#4#"&$ 说明 \,d=通路与 >H)SK 通路在人乳腺癌组

织中呈正相关%图 3&$
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图 O!%/M 与 F&$5 在 L&$;&=AI>2;中表达水平的回归分析

!!14免疫组织化学染色确定乳腺癌组织中 GF2 与

>H)SK 的表达水平正相关!应用免疫组织化学染色检

测 90 例乳腺癌组织及 9 例乳腺良性疾病,乳腺纤维

腺瘤和%或&乳腺腺病-中 GF2 与 >H)SK 受体 >H)SK"

表达水平$ 结果显示"恶性组中 GF2 阳性率 +3425"

>H)SK" 阳性率 $34#5/良性对照组中 GF2 阳性率

"##5">H)SK" 阳性率 ;#5%阳性切片表达均 ]95&

%图 ;&$

图 P!乳腺癌病理切片 %/M 与 :2;"<5 染色结果
%免疫组化染色" v1#&

!

!!对染色结果进行计分"应用统计学软件 F)L)L$41

进行回归分析"结果显示 GF2 与 >H)SK" 的表达水平正

相关%/̀ #4;#3"!]#4#"&$ 进一步验证了 \,d=通路

与 >H)SK 通路在人乳腺癌组织中呈正相关%图 9&$

图 Q!应用免疫组化染色检测 %/M 与

:2;"<5 表达水平的回归分析

讨!!论

应用 /D.)D(M [IH)及免疫组化染色"我们证明了

在乳腺癌组织中 \,d=与 >H)SK 表达呈正相关$

在恶性肿瘤中"=,X-?A

3

X-*X,-\,d=通路及

>H)SK 通路经常出现异常调节$ ?A

3

XY\,d=通路调

节细胞的增殖#分化#存活和迁移等功能"而 >H)SK 通

路则被证明与细胞的分化功能密切相关
,+-

$ 有很多

研究报道了乳腺癌中存在 >H)SK 的异常表达"一些研

究表明在细胞水平 ?A

3

XY\,d=通路控制 >H)SK 通

路的活性"但在组织水平上"对于 \,d=与 >H)SK 的

相关性研究较为缺乏"对于它们在乳腺癌中的相互作

用关系及具体机制尚不清楚
,0-

$

?L((等
,$-

的研究发现相对于癌旁正常乳腺组织"

乳腺癌中 >H)SK" 存在异常高表达"且在分化较差的

'23'
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肿瘤中表达相对较高"我们的免疫组化染色结果中"

恶性肿瘤组 >H)SK" 阳性率 $35"良性对照组 9 例中

3 例 >H)SK" 表达为阴性"另 1 例表达阳性率均 ]95"

与文献报道相符$

本实验验证了乳腺癌组织中 \,d=与 >H)SK 通

路存在相关性"符合肿瘤中存在 \,d=Y>H)SK 通路

的假设"但仅能说明两者同时活化"并不能证明其共

同活化是由于一种蛋白作为上游活化了另一蛋白"亦

或两种蛋白具有共同的活化因素$ 笔者认为"组织中

存在更为复杂的信号通路网络和更多的影响因素"对

于组织中 \,d=Y>H)SK 通路的存在与具体组成还需

进一步的实验验证$

由于 >H)SK 与肿瘤发生发展的关系十分复杂"应

用 >H)SK 抑制剂治疗肿瘤仍然十分具有争议$ 笔者

的结果提示在 \,d=与 GF2 共同活化的肿瘤当中"如

果两者之间为上游与下游的关系"则可以通过抑制

>H)SK 通路来对 GF2 活化的乳腺癌进行靶向治疗"反

之"在 >H)SK 通路活化的肿瘤当中"亦可使用 \,d=

抑制剂进行治疗"从而扩大了 \,d=活化亚型的乳腺

癌中靶向治疗药物的选择范围$ 如果两者作用关系

为共同活化因子作用下的并列关系"则可考虑应用联

合靶向治疗"这对未来乳腺癌靶向治疗新方案及肿瘤

个体化治疗具有很好的指导意义$ 由于尚有研究表

明 >H)SK 通路可以正调节 \,d="我们认为 \,d=与

>H)SK 以非常复杂的方式相互作用$ 但两者的关系在

肿瘤的发生发展#生理病理作用上可能具有更多的方

式和更为重要的影响$
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摘!要!目的!构建 =Z&?慢病毒表达载体 G/?AY=Z&?"包装慢病毒颗粒并感染结肠癌细胞 %U,""2"分析 =Z&?的表达

及对 %U,""2 细胞增殖的影响$ 方法!用 :>*克隆技术在慢病毒表达载体 G/?AYA=<F Y<@B?序列中引入 BILN标签及多个单

酶切位点序列"改造后的载体命名为 G/?AYITMiD($ 采用反转录 Y多聚酶链反应%=,Y?U=&从肝癌 FXY%DG Y" 细胞总 =>*中

扩增 =Z&?的全长开放阅读框序列"克隆入 G/?AYITMiD(载体中"得到 G/?AY=Z&?$ 利用人胚肾细胞 %<X1$3,包装重组慢病

毒颗粒"分析该慢病毒颗粒感染 %U,""2 细胞的效率#=Z&?蛋白的表达"用 8,F 方法分析 =Z&?过表达对 %U,""2 细胞增殖的
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