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在乳腺癌组
织和乳腺良性组织中的差异表达" 分析其表达水平与患者临床特征的相关性( %方法& 采用
B44@
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实时荧光定量
EF?

系统对
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的表达水平进行检测) %结果&
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在乳腺癌组织中的表达低于良性组织"差异有统计学意义!

EH&9&&&

*)

<=>!/3

+

24?,@!.!%

'

24?,@!.%%

'

24?,@!!.

'

24?,@!.)%

的相对表达量在不同临床分期乳腺癌组织中表达差异无
统计学意义) 乳腺癌组织中
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组
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在乳腺癌组织中表达下调可能与乳腺癌的
发生有关)
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乳腺癌的发生发展是一个复杂的过程" 受环境

因素和遗传因素的共同作用) 对乳腺癌病因的探究

一直是肿瘤流行病学关注的热点) 由于不同人群在

遗传+环境和生活方式等方面有显著差异"乳腺癌的

发生+发展及作用机制可能会有不同的表现形式)对

于其研究更多的关注于微观流行病学研究
a

比如基

因多态性+非编码
?,@

研究等)研究证实
24?,@

参

与癌基因激活和抑癌基因失活的调节" 逐渐成为诸

多癌症发生发展过程中的潜在分子标志物" 并有望

用于癌症的防治%

.
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表达与乳腺癌患者临床病理特征的关系!

(

资料与方法

!"!

一般资料

选取
!"()

年
*

月至
!+(%

年
("

月在宁夏人民

医院就诊入院的女性乳腺癌患者乳腺微创外科手术

切除的新鲜乳腺组织标本" 术后经病理检查确诊的

癌组织和良性组织! 所有组织在离体
,"-./

以内置

于事先装有
0&'12345

的进口
#6%-1

洁净冻存管"每

份组织大小约
+6%7-"+6%7-"+6%7-

" 并且用油性记

号笔在冻存管外表处写明样本编号" 立即放入液氮

冻存后转入
89+#

冰箱中保存!所有患者均是在宁夏

地区居住
(+

年及以上"新发的良#恶性乳腺病例"且

排除精神疾病患者和临终患者# 近
,

个月内有激素

使用史#近
(

年内有口服避孕药史#患有其他恶性肿

瘤病史!所有乳腺癌组织
:&;

分期以美国癌症联合

委员会$

'<==

%

>

国际抗癌联盟$

?@==

%乳腺癌
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分期系统$第
$
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主要试剂与仪器
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H

!
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裂解液# 三氯甲烷# 异丙醇#

J%K

酒精'

-.07L34 -.0&' 7M&'

第一链合成试剂

盒"货号
N0!+#!+!E

天根
H

'

-.07L34 -.0&'

荧光定量

检测试剂盒"货号
OP)+#!+!E

天根
H

!

)$

离心机#

'Q

普通
P=0

仪"实时荧光定量
R..'

:;

J

!

!"$

组织总
0&'

提取

剪下适量组织块放于离心管中" 取
#-1

生理盐

水清洗组织" 转移至匀浆套管中加入
#-1 :5.IB1

试

剂匀浆套管中" 电动匀浆至无组织块可见 $

!F,

-./

%! 将套管中的匀浆液移入
#6%-1

离心管"室温静

置
#+-./

"使其充分裂解!

)$

"

#! +++5S-E#, 9++DH

离

心
#+-./

"将上清移至新
#6% -1

离心管"弃沉淀! 在

上清中按
!++!1

氯仿
>-1 :5.IB1

加入氯仿"用手振荡

混匀后室温放置
#%-./

! 然后按照总
0&'

抽提试剂

盒说明书提取总
0&'

! 加入

约
)+!1 0&2A4!T544

水 $约

#!D 0&'>!1 0&2A4!T544

水%" 用手轻弹管壁" 溶解

0&'

样品"

0&'

样品中加入

0&'

保护剂"

89+$

保存! 测

UM

值定量
0&'

浓度" 保存

于
8!+$

冰箱用于后续实验!根据
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!$+

>UM

!9+

值判断

0&'

纯度"均处在
#69F!6#

之间"表示
0&'

纯度高!
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荧光定量检测

根据
7M&'

逆转录试剂盒说明书逆转录成
7M!

&'

&反应体系
E

总体积
!+!1H

包括
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#
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"短暂离心

后在
,J$

反应
$" -./

!

PB1V E'H

修饰的
-.0&'

进行

逆转录反应&短暂离心后在
,J$

反应
$"-./

"合成的

7M&'

直接进行下游荧光定量检测!

利用荧光定量检测试剂盒$

OP)"(

%在实时荧光

定量
R..'

:;

JP=0

系统进行荧光定量" 内参照采用

?$

"引物由天根公司提供"引物序列见
:2X14 (

!适时

荧光定量反应体系$

!"!1

%反应条件&

*)$ !"A

"

$"$

,)A

"重复
)"

个循环!

!"&

结果判读

本实验采用
!

8!!=3 法分析表达量的大小"用
!

8!!=3

值来表示目的基因在癌组织中的表达量是良性组织

的多少倍"是相对定量的方法"

!YE8'Z452D4 !=3H

是

以
!

为底数"

'Z452D4 !=3

为指数的变化结果"其中

=3

是
P=0

仪检测到反应体系中荧光信号达到阈值

的循环数"计算得到
!!=3

后再计算
!

8!!=3 值!

!"'

统计学处理

采用
0:

&

P5BT.145 P=0 '552V M232 '/21VA.A Z45!

A.B/ ,6%

和
CPCC (J6+

软件进行
-.75B0&'A

差异表

达分析和! 分类变量采用
"

! 检验"数值变量采用
3

检

验!

P

值的计算依据病例组与对照组中每个
-.!

75B0&'

的
54S1.7234 !

8!=3 值的
3

检验"

P[+6+%

表明差

异有统计学意义!

!

结 果

#"!

研究对象的临床资料

本次共收集标本
)*

例"其中病例组$乳腺癌组%

!)

例"对照组$乳腺良性组%

!%

例"患者均为宁夏居
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=236&U6 -.0&' TL11 /2-4 -.0Q2A4 /L-X45 -.0&' -23L54 A4\L4/74

=M!+(!+,9$ ]2A!143!J2!%S ;@;':+++++$! ?^'^^?'^?'^^??^?'?'^??

=M!+(!++)J ]2A!-.0!(!%X!%S ;@;':++++)!, ?===?^'^'===?''=??^?^'

=M!+(!++J) ]2A!-.0!(%%!%S ;@;':++++$)$ ??''?^=?''?=^?^'?'^^^^?

=M!+(!++*! ]2A!-.0!!(!%S ;@;':+++++J$ ?'^=??'?='^'=?^'?^??^'

=M!+(!++(! ]2A!-.0!()%!%S ;@;':++++),J ^?=='^????==='^^''?===?

论 著
(+()



中国肿瘤
!"#$

年第
!%

卷第
#!

期 !"#$%&!%$'()*+,-./0123+4/513-+

!&'!()*+,-* !./0

1*/!2, 345!#!% 345!#%% 345!!# 345!#6%

78%2"#829 :8%;"#8;6 :896"!8;: #86$"!8## !86$"!87$

:8##6 :8:;% :8!7# #8#$9 :8!$#

:89;7 :8;#: :82;$ :877: :8227

.<4=4>,<

?/,-4=-

!

@

A ),<B*

C

9

68:D"D8D6 :8D;"D8D! :8D9":826 :8:2"D827 !8%:"!8%6" 6
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住
#:

年及以上新发良恶性女性乳腺癌患者!且排除

精神疾病和临终患者"近
7

个月内有激素使用史"近

#

年内有口服避孕药史"患有其他恶性肿瘤病史# 乳

腺良性组
F

线摄影检查阳性者!进一步进行超声检

查!超声检查阳性和可疑者再进行病理诊断!经病理

诊断排除恶性肿瘤者纳入良性组 $ 平均年龄为

668!6"D689!

岁$ 所有标本的临床资料通过查阅电子

病历获得!浸润性导管癌
!7

例!原位癌
D

例!其中有

淋巴转移
9

例!无淋巴转移
D$

例%左侧
$

例!右侧

D$

例!双侧
!

例%肿瘤
GCH

分期
"

期
6

例!

$

期
D!

例和
!

期
9

例$乳腺癌患者免疫组化监测
I5

&

A5

及

JI5!!

表达情况'

I5

阴性
7

例!阳性按照染色程度

分为弱阳性(

K

)

9

例&阳性(

KK

)

D"

例&强阳性(

KKK

)

6

例#

A5

阴性
9

例!阳性按染色程度分为弱阳性(

K

)

6

例&阳性(

KK

)

$

例&强阳性(
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)

$

例#

JI5!!

阴性
;

例!阳性按染色程度分为弱阳性(

K

)

2

例&阳性(
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)

6

例&强阳性(
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)

6

例#

!"! 345C(?

在病例组与对照组中的表达差异

345C(?

在乳腺癌组织和乳腺良性组织的表达

情况比较采用两独立样本

的
/

检验!以
L$

为内参基因

为对照!比较其
E!./

值!所

有的
E!./

值符 合正态分

布# 结果显示'

<*/!2,

和
345!

D6%

在乳腺癌组织中的表达

低于良性组织!差异有统计

学意义(

AM"8"""

)%

345!D!%

&

345!D%%

&

345!!D

在 乳 腺 癌

组织与乳腺良性组织中的

表达差异无统计学意义(

AN

:8:%

)(
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研究乳腺组织中
345!

C(

相对表达量与患者年龄

的关系 ! 结果显示 '

<*/!2,

&

345!D6%

的表达与患者年龄

相关(

AP:8:%
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G,O<* 7

)#

!"# 345C(?

在乳腺癌组织

中相对表达量与乳腺癌患

者临床病理特征的关系

1*/!2,

&

345!D!%

&

345!

D%%

&

345!!D

&

345!D6%

的 相

对表达量在不同临床分期

乳腺癌组织中表达差异无统计学意义(

G,O<* 6

)#

乳腺癌组织中
<*/!2,

的相对表达量在不同的
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(

AM:86:9

)&
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(

AM:82!$

)&

JI5!!

(

AM:8%D;

)组中

差异均无统计学意义% 乳腺癌组织中
345!D!%

相对

表达量在不同的
I5

(

AM:8D:!

)&
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(
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!

(
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)组中差异均无统计学意义# 乳腺癌组织

中
345!D%%

相对表达量在不同的
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(
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JI5!!

(

AM:8%DD

)组中差异均无统计学意义!而在不

同的
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(
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)组中差异有统计学意义# 乳腺癌

组织中
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的相对表达量在不同的
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(
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JI5!!

(
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)组中差异均无统计学意义!

但是在不同的
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组(
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)组中差异有统计学

意义# 乳腺癌组织中
345!D6%

的相对表达量在不同
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(
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讨 论

微小
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作为近年研究热点!已被发现可作为
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多种肿瘤的检测或潜在的诊断标志物! 广泛存在于

动植物及病毒中! 通过与位于靶基因的
35D(7G

HI5

区域的结合位点完全或不完全互补配对结合!

促进
35D(

降解和
J

或抑制翻译过程!被证实广泛参

与癌细胞的增殖"侵袭"转移"耐药等病理进程!并与

乳腺癌组织学分级" 临床分期和淋巴结转移等密切

相关#

!

!

7

$

%

研究显示!肿瘤组织普遍具有特征性的
345D(

表达谱!能够作为癌症的生物学标志%

K@+4@

等#

6

$应用

微阵列芯片从乳腺癌组织和细胞株中筛选出在乳腺

癌中异常表达的
345D(

谱!发现有
:!

种
345D(

表

达下调! 改变最明显的是
345!:!%L

"

345!:6%

"

345!

!:

和
345!:%%

%

FM,N-

等#

%

$应用组织微阵列平台!采

用原位分子杂交技术检测乳腺癌组织和癌旁组织的

6!

种
345D(

!再通过芯片扫描和数据分析!获得了

人乳腺癌
345D(

表达谱% 结果发现!与癌旁组织相

比!

#6

种
345D(

表达在乳腺癌组织中发生显著变

化
'EO989%P

! 其中
<

种
'345!:%L

"

345!!9

"

345!!=

"

345!<=

"

345!!<L

"

345!:%!

"

345!:<2

"

345!!:

"

345!979*P

表达上调!

%

种
'345!:6%

"

345!:%%

"

345!:77

"

Q*/!2R

"

Q*/!2-P

表达下调%本次研究中
345!:6%

表达下调与以

上
K@+4@

和
FM,N-

的研究相一致%

S4,N-

等 #

$

$也发现

345!:6%

和
345!:%%

的表达在乳腺癌组织中减少%

我国学者黄秀芳等 #

2

$

"刘晶晶等 #

=

$也采用
345D(

芯

片对乳腺癌组织与细胞株
345D(

差异表达进行研

究!研究表明
345D(

在乳腺癌组织中的表达谱对乳

腺癌的诊断有着重要价值%

本次研究显示!

Q*/!2,

和
345!:6%

在乳腺癌组织

中的表达低于良性组织 &

ET98999

'(

1*/!2,

"

345!

:!%

"

345!:%%

"

345!!:

"

345!:6%

的相对表达量在不

同临床分期乳腺癌组织中表达差异无统计学意义%

乳腺癌组织中
Q*/!2,

"

345!:!%

"

345!:6%

的相对表达

量在不同的
B5

"

E5

"

FB5!!

组中差异均无统计学意

义% 乳腺癌组织中
345!:%%

的相对表达量在不同的

E5

&

ET9899<

'组中差异有统计学意义(乳腺癌组织

中
345!!:

相对表达量在不同的
E5

&

ET98972

'组中

差异有统计学意义! 提示
345!:6%

和
Q*/!2,

在乳腺

癌组织中表达下调可能与乳腺癌的发生有关%

345!

:%%

"

345!!:

的表达高低可能与
E5

有关%

B5

与
E5

均属于核受体超家族中的甾体激素受体!在临床上!

B5

和
E5

作为癌细胞激素依赖因子!从而作为乳腺

癌的重要预后因素%
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