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核心组蛋白 <*-与乳腺癌预后相关因素的生存分析

王蓓莉!应明真!蒋马伟!陈光榆!王雅杰

摘!要!目的!本研究探讨核心组蛋白(PDU>MR@SDJ>2$+!2$+)在乳腺癌组织中的表达及相关乳腺癌病例术后生存数据预

后因素的分析" 方法!应用免疫组化 ĴXR@RDJ 方法!检测 %, 例乳腺癌组织中 2$+的表达情况!回顾性分析患者的临床资料" 分

别采用 '#($#& H)!*!+法进行生存分析!$,- +#&.检验进行生存率比较" 选择单因素分析($,- +#&.检验)中有统计意义的变量!采

用 /,0比例风险回归模型分析患者术后生存数据!解析影响预后的多种因素!1(!#+2!& 相关分析解析其和 2$+表达强度之间的

相关性" 结果!生存分析显示!2$+的表达强度对预后无明显影响(%p#-#()" 但值得注意的是!2$+的表达生存分析在 &# 个

月左右后出现&有差异'的趋势" 对 OF=

#

:

$

期和
-

:

.

期的病例分别行 2$+表达的亚组分析显示!两亚组中死亡病例均为

2$+阴性患者!并且在 OF=分期恶性程度更高的
-

:

.

期中!所有病例均为 2$+阴性患者!无 2$+阳性患者" 1(!#+2!& 相关分

析结果显示!2$+的表达强度与 OF=分期呈负相关(+4H#-$*$!%4#-#$')" 结论!2$+的低表达则常常预示着 OF=分期晚!

更趋于恶性!并且在 OF=

-

:

.

期中 2$+的低表达预示着生存率更低" 2$+蛋白的表达可能成为对乳腺癌恶性潜能甄别的指

标"

关键词!乳腺癌!免疫组化!2$+!预后
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!!乳腺癌是威胁女性健康最常见的恶性肿瘤!$##9 年全球女性乳腺癌新发病例达 "&9 万!占全部女性恶

性肿瘤发生率的 $$-%." *' 万女性因乳腺癌死亡!

占所有女性恶性肿瘤病死率的 "&-,.

,"-

" 我国每年

女性乳腺癌发病 "'-% 万例!死亡约 *-( 万例!是女性

第 $ 位常见恶性肿瘤
,$-

" 乳腺癌发生率高!生存率又

普遍较其他大多数癌症高!使长期生存的乳腺癌患者

的数量呈逐年增加态势!并且其在癌症患者中占有较

高的比例" 例如在上海!女性的癌症生存者中乳腺癌

患者占比达 "0&

,&-

" 因此在乳腺癌预防和诊疗过程

.,".

!!医学研究杂志!$#"* 年 % 月!第 *& 卷!第 % 期 !论!!著!!



中应更倾向于病因学和生存研究" 本研究通过对乳

腺癌相关基因及表达蛋白的研究!以期进一步了解乳

腺癌生物学行为和发病机制!为患者评估预后#制订

个体化治疗方案的打下理论基础" 本文就 2$+蛋白

在乳腺癌表达和预后相关因素分析做一报道!并简要

介绍 2$+及其与乳腺癌的关系"

资料与方法

"-一般资料+随机抽取 $#"# :$#"" 年笔者医院住院的 %,

例乳腺癌患者术后标本!癌旁组织标本 ,, 例 (距癌缘 p

$#11)!病理诊断明确!蜡块保存完整" 患者年龄 &$ :9, 岁!

平均年龄 (,-$' o"$-9$ 岁!年龄
"

'# 岁 '' 人! p'# 岁 &" 人"

癌标本中!瘤体直径
"

$#11(% 例! p$#11&9 例" 行乳腺癌

改良根治术者 9( 例!行肿瘤局部切除术未进行淋巴结清扫者

"$ 例!在行乳腺癌改良根治术的患者中有淋巴结转移者 $%

例!无淋巴结转移者 (' 例" 组织学分级+

#

级 "( 例/

$

级 ,(

例/

-

级 * 例/分级不明者 & 例" OF=分期+

#

期 &, 例!

$

期

&, 例!

-

期 "" 例!分期不明者 "$ 例" 随访至 $#"& 年 , 月!死

亡 ' 例" 上述病例均为女性患者!患者术前均未接受放射治

疗#化学治疗和分子靶向治疗" 所有病例组织学分类根据

I2]($##& 年)乳腺肿瘤组织学分类!组织学分级根据( AP8UTT

HaEDD1H)RPM8U?@DJ!Aa))分级标准!OF=分期根据 $##% 年

+<ZZ第七版乳腺癌分期标准"

$-免疫组织化学法检测+所用抗体购自 A8JS8ZUVf公司!

试剂盒购自 \86D公司!免疫组化采用 ĴXR@RDJ 法" 标本经过

"#.甲醛溶液固定!常规石蜡包埋切片!片厚 *

/

1!常规 2̂

染色" 标本的病理诊断均经过双人及以上病理科医生确认"

免疫组化检测按说明书要求操作!切片经烤片后!常规二甲

苯#乙醇脱蜡至水!B2值 '-# 柠檬酸抗原修复缓冲液进行高

压热修复!&.2

$

]

$

封闭内源性过氧化物酶!添加一抗!即兔

抗人 2$+多克隆抗体!工作浓度 "G"##!&,r!"M" 滴加二抗!

即 ĴXR@RDJ 复合物(即用型)!&,r!孵育 &#1RJ" \+a显色!9

:"$1RJ" 苏木精复染!常规树脂封片" 阳性对照采用乳腺癌

切片!阴性对照采用 7aA 替代一抗"

免疫组织化学结果判定标准+采用着色强度和阳性细胞

百分比法判读结果" 着色强度(与背景着色相对比)分级计分

标准为+细胞胞质内无着色细胞为 # 分!淡黄色为 " 分!棕黄

色为 $ 分!棕褐色为 & 分" 阳性细胞百分比计分标准为+

"

(.为 # 分!'. :$(.为 " 分!$'. :(#.为 $ 分!(". :,(.

为 & 分!

#

,'.为 * 分" 两项指标的乘积
#

" 者为阳性"

&-统计学方法+本研究中涉及的数据应用 A7AA "&-# 软

件进行统计#分析!平均年龄参数以均值 o标准差 (0oE)表

示!根据资料的具体情况采用不同的统计方法+(")回顾性分

析患者的临床资料!采用 '#($#& H)!*!+法进行生存分析!$,-

+#&.检验进行生存率比较!分析 2$+的表达强度及及其他临

床病理指标(发病年龄#瘤体大小#淋巴结转移#组织学分级#

OF=分期# )̂#7)#2>UH$#7(&# R̀',)对患者预后的影响" 以

双侧 %/#-#( 为差异有统计学意义" 再选取生存分析中有统

计学意义的变量进行 2$+表达情况的亚组分析" ($)选择单

因素分析($,- +#&.检验)中有统计意义的变量!采用 /,0比例

风险回归模型分析患者术后生存数据(纳入标准+%

"

#-#( 纳

入!%p"-# 剔除)!解析影响预后的多种因素" (&)选择单因

素分析($,- +#&.检验)中有统计意义的变量!采用 1(!#+2!&

相关分析!分析其与 2$+表达强度之间是否存在相关性"

结!!果

2$+及其他临床病理参数与患者术后生存率关

系见表 "!2$+阳性组与 2$+阴性组生存曲线见图

"!OF=不同期组生存曲线见图 $"

表 Q2<*-及其他临床病理参数与患者术后

生存率的关系&单因素分析'

临床病理参数
例数

(死亡例数)

生存率

(.)

% %(.Ze

2$+ %,(') %&-9 &'-#*" :&%-#(,

!阴性 ,#(() %$-% #-,$# &(-,&, :&%-"'$

!阳性 $,(") %'-& &#-'%% :&*-('#

发病年龄(岁) %,(') %&-9 &'-#*" :&%-#(,

!

"

'# ''(&) %(-( #-$%( &'-$#( :&%-'$'

! p'# &"(&) %#-& &"-&(' :&'-&9&

瘤体直径(11) %,(') %&-9 &'-#*" :&%-#(,

!

"

$# (%(&) %*-% #-&%, &'-&#( :&%-(,*

! p$# &9(&) %$-" &&-("* :&%-,,"

淋巴结转移 9((*) %(-& &'-'(# :&%-*$,

!阴性 ('(") %9-$ #-#9" &,-($" :*#-#$$

!阳性 $%(&) 9%-, &&-''" :&%-'',

组织学分级 %*(') %&-' &(-%,# :&%-#*'

!

#

级 "((&) 9# #-#"$ $'-"*( :&'-&'"

!

$

:

-

级 ,%(&) %'-$ &'-9(9 :&%-'"&

OF=分期 9((*) %(-& &'-'(# :&%-*$,

!

#

:

$

期 ,*(") %9-' #-### &,-%&9 :&%-9%%

!

-

:

.

期 ""(&) ,$-, $'-&,' :&%-#9#

)̂ %,(') %&-9 &'-"&# :&%-#'%

!阴性 $$(&) 9'-* #-#*$ $%-*&* :&%-($#

!阳性 ,((&) %' &,-"$( :&%-'$,

7) %,(') %&-9 &'-"&# :&%-#'%

!阴性 &9(*) 9%-( #-#*( &&-**& :&%-$#9

!阳性 (%($) %'-' &,-&'* :&%-,%%

2>UH$ %,(') %&-9 &'-"&# :&%-#'%

!阴性 %#(*) %(-' #-#$' &'-,%& :&%-*($

!阳性 ,($) ,"-* $(-',$ :*#-','

7(& %"(() %*-( &'-*#& :&%-$*(

!阴性 ("(&) %*-" #-9$& &&-'%, :&,-#'(

!阳性 *#($) %( &(-,'' :&%-%(#

R̀', %#(() %*-* &'-$,# :&%-$&(

!阴性 "'($) 9,-( #-$%( $9-%$( :&*-',%

!阳性 ,*(&) %(-% &'-''( :&%-''#

.9".
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图 Q2<*-阳性组与 <*-阴性组生存曲线

!

图 *2#:O

!

R

"

期组与 #:O

#

R

$

期组生存曲线

!

!!对 OF=

#

:

$

期和
-

:

.

期的病例分别行

2$+表达的亚组分析" 具体见表 $"

表 *2对 #:O

!

R

"

期组和
#

R

$

期组的病例

分别行 <*-表达的亚组分析

临床病理参数 例数(死亡例数) 生存率(.)

OF=

#

:

$

期 ,*(") %9-'

!2$+阴性 (#(") %9

!2$+阳性 $*(#) "##

OF=

-

:

.

期 ""(&) ,$-,

!2$+阴性 ""(&) ,$-,

!2$+阳性 #(#) "##

!!1(!#+2!& 相关分析结果显示!2$+的表达强度

与 OF=分期呈负相关 (+4H#-$*$!%4#-#$' )"

OF=分期越早!2$+表达的越活跃!表达强度越高"

具体见表 &"

表 S2<*-的表达强度与 #:O 分期之间的相关分析

OF=分期 &

2$+

阴性 阳性
+ %

#

:

$

期 ,* (# $* H#-$*$ #-#$'

-

:

.

期 "" "" #

合计 9( '" $*

讨!!论

真核细胞中染色质的基本单位是核小体!包括

$##QB 左右的 \F+#一个组蛋白八聚体及一个分子的

组蛋白 2"" 组蛋白八聚体由 2$+#2$a#2& 和 2*

(每种各 $ 分子)组成!位于核小体内!构成核心组蛋

白!\F+分子以左手螺旋缠绕四周" 相邻核心组蛋

白之间为连接 \F+!由组蛋白 2" 和非组蛋白构成"

$### 年!&组蛋白密码'的学说较系统性地由 +EER@等

首先提出" 组蛋白翻译后有多种共价修饰方式!它们

作为一种语言或标记!即为 &组蛋白密码'" 一组特

定的蛋白复合物具有特殊结构域能对&组蛋白密码'

进行识别和解读!并且其具有不同的转移酶活性!这

些转移酶诸如乙酰化和去乙酰化酶!甲基化和去甲基

化酶等" 蛋白复合物识别 &组蛋白密码'后!将其转

译成一种特定的染色质状态!以对特定基因的表达进

行调控"

乙酰化是组蛋白最广泛的修饰方式!对染色质结

构#基因转录调控及细胞分化有重要作用" 组蛋白乙

酰化是可逆的!乙酰化状态由组蛋白乙酰基转移酶

(MR@SDJ>8P>SWESU8J@T>U8@>@!2+O@)和组蛋白去乙酰化

酶(MR@SDJ>?>8P>SWE8@>@!2\+Z@)的活性共同决定
,*-

"

研究显示!在乳腺癌细胞中 2\+Z" 的表达和雌激素

孕激素受体表达相关! 且表达水平能更好的预测无

病存活率! 并可作为一项独立的预后因素
,(!'-

" 近年

来!组蛋白去乙酰化酶抑制剂( MR@SDJ>?>8P>SWE8@>RJY

MRQRSDU!2\+Ze)的抗肿瘤特性逐渐被广泛认同!成为

新的研究热点" 有研究表明!2\+Ze通过提高组蛋

白的乙酰化程度!进而抑制血管内皮生长因子 (X8@Y

PVE8U>J?DSM>ER8E3UD[SM T8PSDU!Ĉ dg)及其受体 (X8@Y

PVE8U>J?DSM>ER8E3UD[SM T8PSDUU>P>BSDU!Ĉ dg))1)F+

的表达!阻碍新生血管形成
,,-

" 在 2>UH$ 过表达的

乳腺癌细胞中!2\+Ze能增加 2>UH$1)F+衰减及

其蛋白降解从而消耗 2>UH$" 同时加速化疗药物如

曲妥珠单抗#多西他赛#吉西他滨#埃博霉素 a所诱

导的细胞凋亡
,'!9-

"

组蛋白甲基化是表观遗传修饰的重要方式之一!

在基因转录的激活和抑制及 \F+损伤修复等过程中

发挥调节作用" 催化组蛋白甲基化的酶根据甲基化

发生的部位不同,赖氨酸( )̀ 残基和精氨酸())残

基-!分为蛋白质精氨酸甲基转移酶( BUDS>RJ 8U3RJRJ>

1>SMWESU8J@T>U8@>!7)=O@)和组蛋白赖氨酸甲基转移

酶 , MR@SDJ>EW@RJ>( )̀ 1>SMWESU8J@T>U8@>! 2̀ =O@-"

$##, 年!由ZM>VJ3等
,%-

首先发现7)=O@的功能与肿

.%".
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瘤发生有关" 异常的精氨酸甲基化常导致基因表达

的不稳定性!有研究证实结肠癌和淋巴瘤与 7)=O"

表达有关
,"#!""-

" 2̀ =O@的过表达亦与多种肿瘤的形

成和增殖有关!如在乳腺癌和前列腺癌中 2̀ =O@的

过表达
,"$-

" $##* 年第一个组蛋白去甲基化酶被发

现!即赖氨酸特异性去甲基化酶 " (EW@RJ>@B>PRTRP

?>1>SMWE8@>"!KA\")!该酶能特异性地去除 2& *̀ 上

的甲基化修饰" 由此揭示了组蛋白甲基化的可逆性

和动态变化" 组蛋白甲基转移酶与去甲基化酶的相

互作用失去平衡!可能使基因转录异常!导致肿瘤的

发生" 进一步研究证实!乳腺癌组织中 KA\" 表达明

显低于正常乳腺组织!显示 KA\" 可抑制乳腺癌的侵

袭和转移
,"&-

"

2$+k是组蛋白 2$+的一种变体!于 "%9# 年第

一次被识别为核心蛋白 2$+的同形物" 2$+k的独

特之处是位于 Z端尾部的一个保守的丝氨酸残基"

当细胞受到 \F+损伤尤其是 \F+双链断裂( ?DVQE>

H@SU8J? QU>86!\Aa)时!该丝氨酸残基迅速被磷酸

化!形成
%

2$+k!以募集修复因子!协同修复 \F+损

伤" 当 \F+损伤修复后!

%

2$+k又及时去磷酸化"

多项研究显示!

%

2$+k水平升高作为活化 \F+损伤

反应(\F+?8183>U>@BDJ@>!\\))是癌前病变#肿瘤

组织和培养的肿瘤细胞的一个共同特征
,"*!"(-

" 另有

研究证实!热疗#阿霉素 (8?UR81WPRJ!+\=)#甲基莲

心碱(J>T>URJ>!F>T)联合应用!能明显抑制耐药乳腺

癌细胞的增殖!使其
%

2$+k表达升高!\F+损伤增

加" 鉴于 2$+k磷酸化在抑制细胞增殖和加速细胞

凋亡时发挥关键性作用! 2$+k被认为是一种肿瘤

抑制蛋白"

近年来!随着我国经济发展和人民生活水平提

高!女性的生活方式#饮食习惯也随之改变!工作压力

加大!估计未来女性乳腺癌的病死率#发生率仍会继

续上升" 根据世界卫生组织国际癌症研究中心(eJY

S>UJ8SRDJ8E+3>JPWTDU)>@>8UPM DJ Z8JP>U!e+)Z) 估

计!至 $#&# 年!我国女性乳腺癌死亡人数 ,-# 万例!

死亡人数增幅可达 *,-%*.!发病人数 $&-* 万例!发

病人数增幅将较 $##9 年增长 &"-"(.

,$-

" 因此对于

乳腺癌的防控任务艰巨!责任重大" 组蛋白作为构成

核小体的重要成分!在表观遗传上!肩负着重要载体

的作用!其翻译后的多种共价修饰方式!即 &组蛋白

密码'!控制着基因的转录和表达的开合!并且各种

修饰方式之间的相互影响和作用也日渐受关注" 乳

腺癌的致病机制非常复杂!其发生#发展#转移是由多

基因#多步骤共同参与的过程" 组蛋白在基因转录的

激活和抑制以及 \F+损伤修复等过程中发挥作用!

从而对乳腺癌的发生和发展产生重要影响!并且对乳

腺癌的治疗!药物协同治疗!放化疗联合治疗!克服

=\)以及新药的研究及评估有着潜在且广泛的应用

前景" 对 2$+蛋白的相关免疫组化在组织学水平的

研究在国内外相关的报道甚少!而对其进行预后因素

的分析目前尚未报道"

检测基因的蛋白表达水平并分析其与临床病理

参数之间的相关性!评测肿瘤的生物学行为!有利于

对患者进行个体化诊疗" 组织芯片是近年来发展起

来的以形态学为基础的分子生物学新技术" 并且具

有体积小#标准化#平行性#高通量!大样本#节省试剂

和时间等优点" 免疫组化 ĴXR@RDJ 法为两步法!一抗

和二抗结合充分!敏感度高!且具有放大作用/一次

孵育!无内源性生物素和特异性染色干扰!染色背

景浅!观察效果好/简便快速易操作" 在本研究中!

将组织芯片技术和免疫组化 ĴXR@RDJ 法结合!并应

用于 2$+蛋白的检测!分析其表达情况及和预后因

素的分析"

本研究结果显示+(")2$+的表达强度对预后无

明显影响(%4#-,$# !%p#-#()+值得注意的是!虽

然 2$+的表达生存分析结果显示无差异!但在 &# 个

月左右后出现&有差异'的趋势(图 ")" 考虑受观察

时间有限!病例数有限所致" OF=分期(%4#-###)#

)̂(%4#-#*$)#7)(%4#-#*()生存分析均显示 %/

#-#(!有统计学意义" 并且 OF=分期
#

:

$

期的生

存率明显高于
-

:

.

期! )̂阳性#7)阳性患者生存

率明显高于阴性患者!均和临床常识相符合!故 OF=

分期# )̂#7)是影响预后的因素" 组织学分级(%4

#-#"$)和 2>UH$(%4#-#$')的生存分析中!虽然 %

均 /#-#(!有统计学意义!但生存率组织学 $ :& 级高

于 " 级!2>UH$ 阴性高于阳性均和已知的乳腺癌预

后规律不符合!考虑为样本病例数少引起的偏差所

致" 故本研究中组织学分级#2>UH$ 不考虑作为影

响预后的因素!其对预后的影响仍需扩大样本量继续

探讨" 而发病年龄#瘤体大小#淋巴结转移#7(&# R̀',

未显示对预后有明显影响" ($)鉴于 OF=分期
#

:

$

期的生存率明显高于
-

:

.

期!再对 OF=

#

:

$

期和
-

:

.

期的病例分别行 2$+表达的亚组分析+

结果显示!两亚组中死亡病例均为 2$+阴性患者!并

且在 OF=分期恶性程度更高的
-

:

.

期中!所有病

例均为 2$+阴性患者!无 2$+阳性患者" 虽然因此

.#$.
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无法做生存曲线的图示!但在
-

:

.

期中 2$+阴性

和 2$+阳性表达对患者生存的影响显而易见" (&)

1(!#+2!& 相关分析结果显示!2$+的表达强度与

OF=分期呈负相关(+4H#-$*$!%4#-#$')" OF=

分期越早!2$+表达的越活跃!表达强度越高" 总结

以上分析结果!2$+的低表达则常常预示着 OF=分

期晚!更趋于恶性!并且在OF=

-

:

.

期中 2$+的低

表达预示着生存率更低" 随着样本的积累和随访时

间的延续!可能进一步明确 2$+对患者预后的影响"

因此 2$+蛋白的表达可能成为对乳腺癌恶性潜能甄

别的指标"

当前在上海地区!乳腺癌诊断时分期约 "0& 为
#

期患者!

$

期患者接近 (#.!

-

#

.

期患者合计约占

"(." 对比美国相关资料!其主要差别在于美国
#

期

患者所占比例低 "#.

,&-

!因此患者诊断时的分期还

有提早的空间" 并且也为我们今后的研究及临床工

作提出了新的目标和挑战" 希望今后继续严密随访!

获得更多的临床数据!深入研究 2$+蛋白及其不同

结构修饰方式的相关分子机制!更早地发现#诊断乳

腺癌!确切地评估预后"
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摘!要!目的!探讨局部应用 2+7[0J HLJ]对兔拔牙创愈合的影响" 方法!选用健康大耳白兔 *( 只!雌雄不限!随机分

为实验组(2+7[0J HLJ])"( 只#阳性对照组(aRDHD@@骨粉组)"( 只和阴性对照组(空白组)"( 只/拔除右下颌中切牙后!实验组

即刻植入 2+7[0J HLJ]复合材料!阳性对照组植入 aRDHD@@骨粉!阴性对照组不作任何处理!术后于 "#$#*#9#"$ 周分别处死 &

."$.
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