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目的
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探讨
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核转录因子
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%在三阴乳腺癌"

MN̂ G

%组织中的表达及临床意义*方法
!

收集
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年
#

月至
2(!1

年
!2

月住院的
MN̂ G

患者"乳腺癌组!

&p##

%和乳腺良性肿瘤患者"良性肿瘤组!

&p#2

%乳腺组织标本!免疫

组织化学法和
49,;9:-?F&;

法检测组织中
N&;DB!/NO
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的表达*酶联免疫吸附试验法检测不同病理学特征的
MN̂ G

患者乳腺

组织中
N&;DB!/NO

-

^

水平*结果
!

免疫组织化学显示!

N&;DB!/NO

-
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在乳腺癌组乳腺组织中呈高表达!在良性肿瘤组中呈微弱

表达*
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示
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在乳腺癌组中蛋白定量显著高于良性肿瘤组"
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##

例
MN̂ G

乳腺组织病理学分

级和
MNC

分期不同!

N&;DB!/NO
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水平均有差异!两两比较差异均有统计学意义"
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%*结论
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在
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患者乳腺组织中高表达!其水平与肿瘤的发生-发展和转移密切相关*
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N&;DB!

是
N&;DB

基因编码的蛋白家族成员之一#激活后

可使正常细胞向恶性细胞转化'多项研究表明
N&;DB!

影响了

乳腺癌的形成和预后*

!/2
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'核转录因子
-

^

!

NO/
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^

"是一种具有

多项调节功能的核转录因子#在细胞的增殖&分化和凋亡中起

重要作用*

*

+

#其活性受
N&;DB

信号通路的调控*
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'目前#已有

研究发现抑制
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活性可以降低三阴乳腺癌!
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"细胞的生长速度*
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#但此项

研究是在细胞株进行的#

N&;DB!/NO
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^

在
MN̂ G

患者中的表

达情况及临床意义#国内外研究甚少'本研究通过检测
MN̂ G

和乳腺良性肿瘤患者的乳腺组织中
N&;DB!/NO

-

^

表达及其与

肿瘤分级&分期&淋巴结转移的关系#分析
N&;DB!/NO

-

^

表达

在
MN̂ G

中的临床意义'

!

!

资料与方法

!)!

!

一般资料
!

选择
2(!*

年
#

月至
2(!1

年
!2

月广西柳州

市第一人民医院普外三科收治的
MN̂ G

患者
##

例为乳腺癌

组#女性#年龄
2#

%

.0

岁#平均!

10)#m!2)"

"岁'同期收治的

良性乳腺肿物患者
#2

例为良性肿瘤组#女性#年龄
22

%

#.

岁#

平均!

1*)!m")2

"岁'收集石蜡标本用于免疫组织化学#收集

术中乳腺组织!取自病变非坏死部位#液氮速冻#

$0(l

保存"

用于
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和酶联免疫吸附试验!
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"测定'
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!

方法
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主要试剂
!

兔抗人
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一抗和兔抗人
NO/

-

^

一抗

购自美国
G9FFH'

A

-EF'-

A

,

ĜI

蛋白定量盒购自美国
MB9:Q&

公

司,

N&;DB!

和
NO/

-

^

水 平 检 测 采 用 酶 联 免 疫 吸 附 试 验

!

S_KHI

"试剂盒购自美国
JfL

公司,羊抗兔二抗&多聚甲醛&

石蜡&柠檬酸缓冲液和苏木素购自北京中杉金桥生物技术公

司,酶标仪产自芬兰
MB9Q&

公司'
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试验方法
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是由一系列相关蛋白组成#最常见

的
NO/

-
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二聚体为
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#3
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#磷酸化的
R

#3

!

R

B&,

R

B&/NO/

-
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R

#3

"是
R

#3

的活性形式'因此#本试验中均以
R

B&,

R

B&/NO/

-

^

R

#3

的检测结果代表
NO/

-

^

水平'
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免疫组织化学检测乳腺组织
N&;DB!/NO

-
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表达
!

采用免疫组织化学
H>

法检测#具体步骤按照试剂盒说明书操

作'细胞膜和!或"胞膜质和!或"细胞核出现黄色或棕黄色颗

3.(2

重庆医学
2(!#

年
3

月第
13

卷第
!3

期

$

基金项目(柳州市科学技术局!

2(!1a(*(1(0
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!

作者简介!覃舒婷!
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"#主治医师#硕士#主要从事研究乳腺癌的综合治疗'
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检测乳腺组织
N&;DB!

和
R

B&,

R

B&/NO/

-

^

R

#3

表达
!

取约
2((Q

A

组织剪碎#加入裂解液#冰上研磨#

超声波破碎#

1l

离心#转速
!((((:

)

Q'-

#时间
2(Q'-

'

ĜI

法蛋白定量#取
#(

*

A

蛋白与
3T

加样缓冲液混匀#

!((l

变性

3Q'-

#冷却后上样'恒压电泳
2B

#

1l

下将样品转移到聚偏

二氟乙烯!

>eLO

"膜上#

M̂ HM

洗涤
*

次#每次
3Q'-

'加入兔

抗人
N&;DB!

一抗!

!o3((

"和
R

B&,

R

B&/NO/

-

^

R

#3

一抗!

!o

3((

"#

1l

过夜#

M̂ HM

洗涤
*

次#加入羊抗兔二抗!

!o*(((

"#

室温孵育
2B

#

M̂ HM

洗涤
*

次'加入化学发光液显色'

!)")")#

!
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检测乳腺组织
N&;DB!

和
NO/

-

^

水平
!

将冻

存标本置于
2

%

0l

#直至融化'加入磷酸盐缓冲液!

>̂ H

"#匀

浆器将标本匀浆充分'离心
2(Q'-

后收集上清液'

ĜI

法蛋

白定量后按照说明书操作#主要步骤为(加样&温育&配液&洗

涤&加酶&显色&终止反应&测定吸光度'以标准物的浓度为横

坐标#吸光度值为纵坐标#根据标准曲线计算相应的浓度'

!)#

!

统计学处理
!

应用
H>HH!.)(

软件进行统计学分析#计

量资料用
FmB

表示#组间比较采用
6

检验,计数资料用率表

示#组间采用
!

2 检验#检验水准
&

p()(3

#以
!

%

()(3

为差异

有统计学意义'

"

!

结
!!

果

")!

!

两组患者乳腺组织中
N&;DB!

和
NO/

-

^

表达差异
!

在良

性肿瘤组的乳腺组织中#

N&;DB!

和
NO/

-

^

均呈微弱表达!图

!I

&

G

"#

N&;DB!

和
NO/

-

^

阳性表达率分别为
2!U

和
!#U

'而

乳腺癌组患者的癌变组织中#可见棕褐色颗粒沉积于细胞膜和

细胞质#呈
N&;DB!

高表达!图
!̂

"#阳性表达率
."U

,棕黄色颗

粒沉积于细胞质和细胞核#呈
NO/

-

^

阳性表达!图
!L

"#阳性

表达率
.(U

'

N&;DB!

和
NO/

-

^

在乳腺癌组织中表达的相关

性(

!1

例
N&;DB!

阴性表达病例中
NO/

-

^

阳性表达
1

例#

32

例

N&;DB!

阳性表达病例中
NO/

-

^

阳性表达
*"

例#

H

R

9E:QE-

相

关性分析显示#

N&;DBF

与
NO/

-

^

呈显著正相关!

5p()*"0

#

!p

()(!

"'

!!

I

(良性肿瘤组
N&;DB!

,

^

(乳腺癌组
N&;DB!

,

G

(良性肿瘤组
R

B&,

R

B&/NO/

-

^

R

#3

,

L

(乳腺癌组
R

B&,

R

B&/NO/

-

^

R

#3

'

图
!

!!

N&;DB!

和
NO/

-

^

在乳腺组织中的表达#免疫组织化学染色(

T1((

$

")"

!

两组患者乳腺组织中
N&;DB!

和
NO/

-

^

蛋白表达差异
!

与良性肿瘤组比较#乳腺组患者乳腺组织
N&;DB!

蛋白和
R

B&,/

R

B&/NO/

-

^

R

#3

表达显著升高!

!

%

()(3

"#见图
2

'

!!

良性肿瘤组
N&;DB!

或
NO/

-

^

R

#3

蛋白灰度值)
+

/ED;'-

蛋白灰度

值设为
!

'

I

(

N&;DB!

在良性肿瘤和乳腺癌组织中的表达'

^

(

R

B&,/

R

B&/NO/

-

^

R

#3

在良性肿瘤和乳腺癌组织中的表达'

$

(

!

%

()(3

#与良

性乳腺癌组比较'

图
2

!!

N&;DB!

和
R

B&,

R

B&/NO/

-

^

R

#3

在乳腺

组织中蛋白表达

")#

!

MN̂ G

患者乳腺组织中
N&;DB!/NO

-

^

水平与临床病理

特征的关系
!

发生淋巴结转移的患者#乳腺病变组织中

N&;DB!

水平显著高于无淋巴结转移者#但和
NO/

-

^

水平二者

比较差异无统计学意义!

!

(

()(3

"'病理学分级和
MNC

分期

不同#

N&;DB!/NO

-

^

水平均有差异#两两比较差异均有统计学

意义!

!

%

()(3

"#见表
!

'

表
!

!!

1(

例
MN̂ G

患者
N&;DB!

和
NO/

-

^

水平与临床

!!!

病理的关系#

FmB

$

项目
& N&;DB!

!

*

A

)

Q

A

"

NO/

-

^

!

RA

)

Q

A

"

淋巴结转移

!

有
2" #)!m()#. *2)1m2)""

!

无
*. 1)(m()3# 2")2m*)!(

病理学分级

!"

!1 2)(.m()2" 20).m2)0.

!#

21 *)(2m()12 *2)0m1)((

!!

20 *)."m()*3 *#)"m3)2!

MNC

分期

!"

2# !)#1m()2# *!).m1)3#

!#

2* 2)!(m()23 *1)#m1)2*

!!

!. 2)"1m()*2 *#)"m3)!2

#

!

讨
!!

论

乳腺癌是女性常见的恶性肿瘤#发病率在女性肿瘤中占据

首位*

3

+

'

MN̂ G

约占所有乳腺癌病理类型的
!3U

*

#

+

#因其复

发率&转移率和病死率高#预后差等特点*

.

+

#成为近年来研究热

点'由于
MN̂ G

患者雌&孕激素受体均为阴性#失去了内分泌

治疗的机会#目前#临床亦无治疗
MN̂ G

的特异性药物'因

此#了解其发病机制从而寻找新的治疗靶点是
MN̂ G

研究亟

待解决的问题'近年来#有研究发现
N&;DB!/NO

-

^

参与了

#.(2

重庆医学
2(!#

年
3

月第
13

卷第
!3

期



MN̂ G

的形成*

1

#

0

+

#但
N&;DB!/NO

-

^

活性与
MN̂ G

患者临床

病理学特点之间的关系还不明确'

N&;DB

信号途径是一条高度保守的信号通路#广泛表达于

哺乳动物的多种成熟组织中*

"

+

'大量的研究证实#

N&;DB

信号

对乳腺肿瘤的发生具有重要调控作用#在不同的组织细胞中被

激活后#可表现为致瘤性*

!(

+

#也可表现为抑瘤性*

!!

+

'其中#多

数研究认为
N&;DBF

在多种恶性肿瘤中有促癌作用*

!2/!*

+

'本研

究应用免疫组织化学和
49,;9:-?F&;

方法#分别从形态学和蛋

白定量分析两方面观察到(

MN̂ G

患者乳腺组织中的
N&;DBF

表达显著高于良性乳腺肿物患者#这与既往的研究结果一致'

为了研究
N&;DB!

的表达强弱与患者临床病理特征之间的关

系#本研究应用
S_KHI

测定了乳腺组织中
N&;DB!

的水平#发

现发生淋巴结转移的患者#乳腺组织中
N&;DB!

的水平显著高

于未发生淋巴结转移者'随着肿瘤病理学分级和
MNC

分期

级别的升高#

N&;DB!

水平的增加差异有统计学意义'以上结

果提示(

N&;DB!

不仅参与了
MN̂ G

肿瘤的形成#而且其表达与

患者病情严重程度!淋巴结转移&病理学分级&

MNC

分期"具

有一致性'

NO/

-

^

#在胚胎发育&淋巴细胞的差异性凋亡&免疫和炎性

反应中起重要作用*

!1/!3

+

'其活性可受
N&;DB!

调节'在正常

细胞内#

NO/

-

^

通常以无活性的前体形式!

R

3(

&

R

#3

&

J9F^

#

D/

J9F

"存在于胞质中'

>B&,

R

B&/NO/

-

^

R

#3

#作为
R

#3

的活性形

式通常代表活化的
NO/

-

^

水平'本研究将
MN̂ G

患者不同分

级&分期和有无淋巴结转移等各因素之间进行乳腺组织
NO/

-

^

水平的相互比较#结果提示
NO/

-

^

在
MN̂ G

临床进展中有促

进作用'

综上#

N&;DB!

和
NO/

-

^

在
MN̂ G

患者中明显高表达#

N&;DB!/NO

-

^

通路的激活与肿瘤的发生&发展和转移密切相

关'因此#抑制
N&;DB!/NO

-

^

活性可能会成为
MN̂ G

治疗的

一个新靶点#待进一步动物实验和临床研究的验证后#可为乳

腺癌的控制或缓解提供一定的理论依据'
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