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摘 要
'

$目的% 探讨
01&2

和
561

在乳腺癌中的表达及在乳腺癌发生发展中的
作用& $方法% 采用

M1N09M

和
O*+8*). 7<-8

方法检测
01&2

和
561 PM25

和蛋
白质在

%K

例乳腺癌组织和
LQ

例癌旁正常乳腺组织中的表达 & $结果 %

561

PM25

在乳腺癌中表达为
"HRS""HKS

!高于癌旁正常组织
"H$T""H!"U0V"H"LW

!

!

期
乳腺癌表达'

#H!S"JH%%

#高于
"##

期!组织学分级
!

级表达
#H!K"JHT!

!高于
"

级
(

JHQT"JHKQ

#)

$

级'

JHR%"JH$T

#!有淋巴结转移组'

#HJQ"JH%S

#高于无转移组'

JHSJ"

JHKJ

#!差异均有统计学意义
I0VJHJQW

"

01&2 PM25

在乳腺癌表达为
JHTT"JHST

!低
于癌旁正常组织

#HKT"JH%KI0VJHJ#W

!

!

期乳腺癌
JH%%"JHK$

表达低于
%#$

期!组
织学

!

级表达'

JHQS"JH$Q

#低于
"

级'

#HKR"JHSJ

#)

$

级'

#HJJ"JH%!

#!有淋巴结转移
组'

JHSR"JH$T

#高于无转移组'

#H!J"JHSS

#!差异均有统计学意义
I0VJHJQW

*

01&2

和
561

表达呈负相关
I)XYJHQL

!

0VJHJLW

*$结论%

01&2

失活解除抑制
561

!促进乳腺
癌的发生发展*

关键词
'01&2

"

561

"乳腺癌
中图分类号!

MS$SHT

文献标识码!

5

文章编号!

LJJKYJ!K!

"

!JL$

#

J%YJQJ!YJK

收稿日期"

!JL!YLLY!J

#修回日期"

!JL$YJLYJT

基金项目!辽宁省自然科学基金资助项目"

!JJT!!QJJRYLL

$%辽宁省
教育厅资助项目&

B!JLJ%$$

$

通讯作者!赵杨'

&!P3,<

!

Z,43H[F3-Z3.>\L%$H:-P

细胞的信号传导系统是沟通细胞内外以及细胞

之间联系的桥梁!其异常将会影响细胞生长+分化)

代谢等各项功能,研究发现!多数参与信号传导系统

的蛋白是癌基因或抑癌基因的产物! 它们的异常表

达与肿瘤的发生发展密切相关,

561

通路是重要的

调节细胞增殖的信号通路,

561

蛋白受抑癌基因

01&2

的调控而发挥作用 , 本文采用
M1Y09M

)

O*+8*). 7<-8

印迹杂交法对乳腺癌中
01&2

和
561

的表达进行半定量分析!探讨其在乳腺癌发生)发展

中的作用,

L

资料与方法

!"!

一般资料

收集
!JLJ

年
L

月至
!JLJ

年
LL

月辽宁省肿瘤

医院行手术治疗经组织病理学确诊的乳腺癌
%K

例!

年龄
$$]SR

岁!平均年龄
KS

岁"绝经
!R

例,

12^

分

期-

"

期
#%

例!

$

期
$K

例!

!

期
#K

例"病理类型均

为浸润性导管癌"组织学分级-

"

级
#!

例!

$

级
$R

例!

!

级
#K

例"免疫组化方法进行
&M

)

0M

检测-

&M

阳性
KQ

例!

0M

阳性
$K

例, 所有病例术后常规行腋

淋巴结检查! 每例淋巴结检取数目均在
#J

枚以上,

其中!淋巴结无转移
$$

例!转移
#]$

枚
#Q

例!

K]T

枚
#J

例!

!#J

枚
%

例, 取
#Q

例癌旁
$:P

外正常乳

腺组织作为对照, 每例标本均液氮保存,

!"#

试剂与仪器

兔抗
01&2

多克隆抗体)兔抗
561

多克隆抗体

购自
=3.83 9)G[

公司"

@M0

标记羊抗兔
;>_

)化学发

光(

&9B

#底物购自
=3.83 9)G[

公司!

M1Y09M

试剂盒

购自大连宝生物! 引物由北京华大基因公司合成!

1),-[-< M*3>*.8

由美国
;.`,8)->*. B,/* 1*:F.-<->,*+

公司提供"紫外分光光度计
U

英国
Da!`,+,b<* =(*:!

8)-P*8*)

!

Da$JJW

" 电泳仪
U

美国
7;A!M5c

!

0-d*)!
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&'(!"")

!垂直板电泳装置
*

美国
+,-!./0

"

1232!&45!

6723 !)

!

088 9:+

型转印电泳槽 #北京六一仪器

厂$!高速冷冻离心机%

;2<=' $>? @A

型"美国&!

AB7!

=2 ,='<74@@::

凝胶电泳成像分析系统
*

美国
/C!

DB'233567(B (B7=2 ,='<74)

! 小型台式离心机
*

美国

;,E1/

"

#!#$)

!

&A.

扩增仪
*

德国
+25=764')

'

!"#

实验方法

#F$F# &A.

检测
&GHI

!

/JG =.I/

表达

采用
G42K5C

试剂一 步法提取乳 腺 癌 组 织 总

.I/

"紫外分光光度计测定纯度并定量"反转录合成

(0I/

" 参考
E737 +'3?

人
&GHI

(

/JG

基因序列采

用
&42=74 D47=274@":

软件自行设计引物#

G'LC7 #

&进

行
&A.

反应' 扩增后"

.GM&A.

产物经
>F@N

琼脂糖

凝胶电泳"将各样品
.GM&A.

产物经分子定量成像

系统分析"以
"!'(623

条带为内参照"其光密度值设

定为
>F:

"计算
&GHI

(

/JG =.I/

表达的相对丰度'

>F$F! O7P6743 +C56

检测
&GHI

和
/JG

蛋白表达

取乳腺癌组织加入裂解液" 冰上匀浆
!=23

"离

心取上清" 采用
Q544R

法

测定蛋白质浓度"电泳前

加
!#;0;

缓冲液 "

>::$

水浴
>:=23

"

%:#<

蛋白进

行
>:N;0;

聚丙烯酰胺

凝胶电泳" 蛋白分离后"

电 泳 转 至
&S0T

膜 "

9$

封闭过夜" 一抗 #兔抗

&GHI >%9::

"兔抗
/JG >&

9::

& 室温
!B

" 二抗室温

!B

"

HAQ

发光"分析结果'

!!$

统计学处理

采用
;&;;>$F:

软件

进行数据分析"数据以均

数
'

标准差表示" 相关性

分析采用
&7'4P53

相关分

析'

&U:F:@

为差异有统计

学意义'

!

结 果

%!! &GHI

!

/JG =.I/

在乳腺癌组织中的表达

&GHI =.I/

在乳腺

癌中呈低表达#

T2<V47 #

&"与正常乳腺组织相比"差

异有统计学意义#

&U:F:@

&'

&GHI =.I/

表达随肿瘤

分期和组织学分级的增高逐渐降低" 淋巴结转移阳

性组低于阴性组#

&U:F:@

&'

/JG =.I/

在乳腺癌中

呈过度表达" 与正常乳腺组织相比差异有统计学意

义#

&U:F:#

&'

/JG

表达随肿瘤分期和组织学分级的

增高而逐渐增高" 淋巴结转移阳性组高于阴性组

#

&U:F:@

&#

G'LC7 !

&'

%!% &GHI

!

/JG

蛋白在乳腺癌组织中的表达

&GHI

蛋白在乳腺癌中表达低于正常乳腺组

织"差异有统计学意义#

&U:F:#

&'

&GHI

表达随肿瘤

分期和组织学分级的增高逐渐降低" 淋巴结转移阳

性组表达高于淋巴结转移阴性组" 差异均有统计学

意义#

&U:F:@

&'

/JG

蛋白在乳腺癌中表达高于正常

乳腺组织"差异有统计学意义#

&U:F:#

&'

/JG

表达随

肿瘤分期和组织学分级的增高逐渐增高" 有淋巴结

转移组表达高于无淋巴结转移组" 差异均有统计学

意义#

&U:F:@

&#

T2<V47 (

(

G'LC7 )

&'

&'()* ! +*,*-*.'/* 0.12*. 34 5&67

!

89& '-: !"';/1-

&42=74P T54W'4X .7Y74P7 Q73<6B

#

LD)

&GHI @* /A///EAA//AAE/G/A $* @* ///AEEE///EGEAA $* @:%

/JG @* EE/AE/G/EAGGEE/EEE/ $* @* EAE/A/EAEE///EEGG// $* Z[[

"!'(623 @* EA/GEE/EGAAGEGEEA/G $* @* EEGEEAEGGG/AE//E/GA $* $!:

&'()* % &<* *=0.*>>13- 34 5&67

!

89& 2?78 1- (.*'>/ /1>>@*>

S'42'LC7 & Y'CV7 /JG =.I/ & Y'CV7

\2P65C5<2('C 6RD7 :F:#$ :F::!

I54='C L47'P6 62PPV7P :F$]':F!:

+47'P6 ('3(74 62PPV7P :F[Z':F9Z

AC232(5D'6B5C5<2('C P6'<7 :F:$% :F:![

$ :F@$':F$!

% :F[%':F@$

! #F!Z':F%%

\2P65C5<2('C <4'X7 :F:!] :F:9:

$ :F@]':F9@

% :F[%':F$]

! #F!9':F]!

&. 7^D47PP253 "F[[[ "F%[$

M "F[>'"F@>

_`___ :F]$':F%!

H. 7^D47PP253 :F]#] :F@:%

M :FZ]':F9@

_`___ :F]:':F%!

I

#@

%9

#%

$9

#9

#!

$[

#9

$:

$9

#]

9@

&GHI =.I/

#F9]':F%9

:F]]':FZ]

#F$]':FZZ

:F]%':F@%

:F%%':F9$

#F9[':FZ:

#F::':F%!

:F@Z':F$@

#F:$':F%%

:F]Z':F%@

#F:#':F%9

:F]]':F%%

QR=DB 35X7 =76'P6'P2P :F:#: :F:#9

M $$ #F!:':FZZ :FZ:':F9:

_ $# :FZ[':F$] #F:@':F%Z
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在乳腺癌中!

&'()

表达与
*+'

表达呈负相关!

相关系数为
,"-./

!有统计学意义"

&0"-"/

#$

$

讨 论

*+'

通路是重要的调节细胞增殖的信号通路!

活化的
*+'

是细胞存活因子! 作为一种丝氨酸
1

苏

氨酸蛋白激酶! 通过磷酸化多个下游靶点降低凋亡

因子与增加抗凋亡蛋白的活性%

#

&

$

*+'

能够直接磷

酸化促凋亡分子
2*3

发挥抗凋亡作用 %

!

&

'还能通过

)4!!2

!促进
5678679!:

类似物
5!4;<&

的表达抑制凋

亡 %

$

&

'并且通过激活己糖激酶维持线粒体的稳定性

从而抑制凋亡 %

=

&

$ 本实验采用
>',&?>

和
@97A9BC!

2DEA

方法对
%=

例乳腺癌组织中
*+' F>)*

和蛋白

的表达进行了研究 !发

现
*+'

在乳腺癌中过

度表达! 高于正常乳腺

组织$ 因此! 推测
*+'

在乳腺癌发生中起一定

的作用$

*+'

信号通路

在癌细胞迁移中也发挥

重要作用$ 在哺乳类细

胞 !

*+'

通过其下游的

效 应 因 子 如
>GE

(

>65D

和
5H5=!

使细胞骨架重

排!调节细胞运动$

*+'

信号通路还可通过多种

途径上调基质金属蛋白

酶
!

)

II&!

*!促进细胞

侵袭%

.

&

'促进血管内皮生

长因子 )

J(K4

*及其他

血管生成因子的表达和

!"#$% & '()*%++,-. -/ 0!12

!

34! )*-5%,. ,. #*%"+5 5,++6%+

J6BL6MD9 & N6DO9 *+' 8BEA9LC !&!N6DO9

PL7AEDEQL56D AR897 S-""% "-""!

)EBF6D MB967A AL77O97 "-=!""-/T

2B967A 56C59B AL77O97 /-".""-U$

VV

?DLCL5E86AGEDEQL56D 7A6Q9 "-"$! "-"=.

" "-%$""-$"

# /-"!""-U!

$ /-.:""-:/

V

PL7AEDEQL56D QB6H9 "-"$" "-"=!

% "-%$""-$:

& /-"$""-%U

$ /-=%""-T!

V

&> 9W8B977LEC "-=UT "-:!=

, /-"!""-%%

XYXXX #-SU"S-:#

(> 9W8B977LEC S-$US S-=%=

, S-T="S-.T

XYXXX #-ST"S-UT

)

#.

%=

#%

$=

#=

#!

$:

#=

$S

$=

#T

=.

&'() 8BEA9LC

#-##"S-%S

S-%T"S-=T

S-TT"S-UT

S-%="S-!T

S-=."S-!$

V

#-S="S-TS

S-%%"S-$S

S-=."S-!$

V

S-U$"S-=$

S-%."S-.%

S-UT"S-%=

S-%."S-=!

;RF8G CEH9 F9A67A67L7 S-S$$ S-S#$

, $$ S-.%"S-!$ S-:$"S-..

X $# S-:!"S-%=

V

#-!:"S-:=

V

#

"

)EBF6D MB967A AL77O97

#

!

"

ZA6Q9% MB967A 56C59B

#

$

"

ZA6Q9 & MB967A 56C59B

#

=

"

ZA6Q9 $ MB967A 56C59B

#

.

"

ZA6Q9 ' MB967A 56C59B

#

%

"

2B967A 56C59B [LAG DRF8G CEH9 F9A67A67L7-

#

"

)EBF6D MB967A AL77O97

#

!

"

ZA6Q9% MB967A 56C59B

#

$

"

ZA6Q9 & MB967A 56C59B

#

=

"

ZA6Q9 $ MB967A 56C59B

#

.

"

ZA6Q9 ' MB967A 56C59B

#

%

"

2B967A 56C59B [LAG DRF8G CEH9 F9A67A67L7-

I # ! $ = . %

# ! $ = . %

*+'

&'()

(!65ALC

*+'

&'()

(!65ALC

7,86*% 9 !:% %()*%++,-. -/ 0!12

!

34!

)*-5%,. ,. #*%"+5 ;".;%*

7,86*% < !:% %()*%++,-. -/ 0!'2

!

=4!

>?2= ,. #*%"+5 ;".;%*
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分泌!刺激血管生成"

%

!

&

#

$本研究发现!

'()

在乳腺癌

晚期癌组织中的表达高于早期癌组织! 推测癌变发

生后
'()

的过度表达促进细胞增殖! 抑制细胞凋

亡!使癌组织细胞无限制生长扩散!并通过降解细胞

外机制!促进血管生成!从而促进乳腺癌的发展$ 通

过对
'()

的表达与乳腺癌腋窝淋巴结转移的分析

发现! 两者之间存在相关性!

'()

在腋窝淋巴结转

移阳性组的乳腺癌组织的表达明显高于阴性组!提

示
'()

在发生淋巴结转移时处于高表达状态!推测

'()

参与乳腺癌的淋巴结转移过程$

抑癌基因
*)+,

是继
-.$

之后人类肿瘤中突变

率第二高的基因!

*)+,

缺失使其对细胞生长的调

控及对细胞凋亡%黏附和迁移的控制减弱!与人类多

种肿瘤的发生%发展密切相关"

/

#

$ 本研究发现!

*)+,

在乳腺癌中过度表达!高于正常乳腺组织!晚期癌中

的表达高于早期癌! 推测
*)+,

失活能抑制乳腺细

胞凋亡!促进乳腺癌的发展$

*0*$

为
*0$(

的产物并介导
'()

活化 !

*)+,

蛋白能使
*0*$

脱磷酸!抑制
*0$(1'()

通路!从而发

挥抑制细胞增殖% 促进细胞凋亡等生物学作用"

2

!

#3

#

$

本研究发现乳腺癌中
*)+,

和
'()

的表达呈负相

关!提示在乳腺癌的发生中!由于
*)+,

的失活解除

抑制
*0$(1'()

通路!使乳腺细胞凋亡受抑制!无限

制增殖!并促进乳腺癌的发展$

*)+, *0$(1 '()

通

路的异常在乳腺癌发生发展中发挥了重要的作用!

为乳腺癌的靶向治疗研究提供新的思路$
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