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目的
!

观察
>H8P!#,.$

在乳腺癌组织中的表达与临床病理特征的关系!探讨
>H8P!#,.$

的胞外区
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片段在

乳腺癌转移中的作用机制%方法
!

"
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#应用免疫组织化学技术检测
$%/

例乳腺癌标本中
>H8P!#,.$

的表达情况!并分析其与乳腺

癌淋巴结转移&

?62

分期和分子分型间的关系("

1

#在乳腺癌细胞株中掺入
>H!,.$

:'

#

/%

片段!应用
F@+G@4,9H"G

技术检测紧密连

接蛋白
>H8P!#,.$

&

>H8P!#,.1

的表达%结果
!

"

$

#以是否淋巴结转移&临床分期&分子分型等病理特征为依据分组中!

>H8P!#,.$

的

表达强度在淋巴结转移组"

!
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!c%&%$1

#&

?62

分期
&
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期"

!

1

c-&0$(
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!c%&%10

#及分子分型为
[@4.1

过表达型

"
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#组中显著降低!差异有统计学意义("

1

#
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片段的掺入可导致乳腺癌细胞中紧密连接蛋白
>H8P.

!#,.$

及
>H8P!#,.1

的表达下降!在转移性高的乳腺癌细胞株
2\7.2T.1'$

中!这种抑制作用更为显著%结论
!

紧密连接蛋白

>H8P!#,.$

的表达降低与乳腺癌的进展和转移密切相关!而
>H!,.$

:'

#

/%

片段通过调控紧密连接蛋白的表达在乳腺癌细胞侵袭&转

移过程中发挥重要作用%
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乳腺癌的发病率在女性癌症谱中位居首位#作为影响女性

生存期及生存质量的主要疾病已被人们所共识)在乳腺癌的

诊疗中#控制疾病的远处转移被认为是影响患者生存期及生存

质量的关键)紧密连接是上皮细胞间连接的主要形式#它的结

构与功能的破坏与乳腺癌的转移息息相关)在正常乳腺组织

中#

>H8P!#,+

蛋白家族参与构成了上皮细胞间的紧密连接#维

持细胞极性*黏附性#控制细胞的增殖及迁移&

$.1

'

)而在乳腺发

生癌转移的过程中#紧密连接的结构与功能显著破坏#导致细

胞极性*黏附性破坏#细胞的增殖及迁移能力增强&

1

'

#有利于乳

腺癌细胞的侵袭和转移)其中#

>H8P!#,.$

蛋白在维持上皮细

胞紧密连接的结构和功能中至关重要&

'

'

)本研究收集了临床

乳腺癌标本
$%/

例#通过观察乳腺癌组织中
>H8P!#,.$

的表达

与病理特征的关系#探讨其胞外区
>H!,.$

:'

#
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片段在乳腺癌转

移中的作用机制)

@

!

资料与方法

@&@

!

一般资料
!

收集本院
1%$'

年
(

月至
1%$:

年
$1

月乳腺

癌手术的大体标本
$%/

例#术后均病理证实为浸润性乳腺癌)

标本均为女性#年龄
1-

#

-0

岁)分别为浸润性导管癌
(/

例#

浸润性小叶癌
:

例#髓样癌
$

例#小管癌
1

例#腺样囊性癌
$

例#黏液腺癌
$

例)根据乳腺癌分子分型#管腔上皮
7

$

_P;#,.

8H7

%型
10

例#管腔上皮
T

$

_P;#,8HT

%型
0:

例#

[@4.1

过表达

型
$0

例#三阴型
1:

例)根据
?62

分期#

%

期
$'

例#

$

期
)1

例#

&

期
'1

例#

'

期
$

例)其中#有淋巴结转移
:(

例#无淋巴

结转移
0(

例)所有患者均未行术前放疗*化疗及内分泌治疗)

标本均经
$%M

中性福尔马林溶液处理后包埋固定)人类乳腺

癌细胞
2\7.2T.1'$

*

2>C.-

由第三军医大学第二附属医院

普通外科实验室提供)

@&A

!

主要试剂与仪器
!

>H8P!#,.$

抗体$

7938;

公司
$i

$%%%

%)

>H8P!#,.1

抗体$

7938;

公司
$i:%%
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>H!,.$
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$

73.<>B<Y<?=YDY>JB.EL@.\<__6_<<?_Y7?.6[1

%由

上海生工生物工程有限公司合成)

@&B

!

方法

@&B&@

!

标本收集
!

收集
$%/

例临床乳腺癌大体标本并作数据

分析#以年龄*是否淋巴结转移*

?62

分期*分子分型等特征

分组)

@&B&A

!

免疫组织化学
!

将临床乳腺癌病理组织石蜡包埋#作

1--0

重庆医学
1%$)

年
$1

月第
0:

卷第
'0

期

"

基金项目&重庆市自然科学基金面上项目$

3+G31%$1

**

7$%%-/

%)作者简介&彭亚琪$

$((%Z

%#住院医师#硕士#主要从事恶性肿瘤的放化疗

与综合治疗)

!

#

!

通讯作者#
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切片#

)%]

下拷片
$L

#脱蜡及复水(过氧化氢清除内源

性过氧化物酶活性(微波抗原修复(山羊血清蛋白阻断非特异

性染色(滴加一抗$

0]

#过夜%(滴加二抗$

'-]

#

1%;#,

%(滴加

链霉素亲和素
.

生物素并进行亲和孵育$

'- ]

#

'%;#,

%(

\7T

显色)用
ET<

液作阴性对照)结果评定!无背景着色情况下#

细胞出现黄色颗粒者为阳性)计算高倍镜下$

0̂%%

%阳性细胞

百分数并赋予分值!

'

:M

为
%

分(

)M

#

1:M

为
$

分(

1)M

#

:%M

为
1

分(

:$M

#

-:M

为
'

分(

%

-:M

为
0

分)观察着色强

度并赋予分值!无着色为
%

分(着浅黄色为
$

分(着黄色为
1

分(着棕黄色为
'

分)两者相乘!

%

分为$

Z

%(

$

#

0

分为$

h

%(

:

#

/

分为$

hh

%(

(

#

$1

分为$

hhh

%)每张切片由两名高年

资病理科医师进行独立评分后取平均值作为该病例最终评分!

将评分$

Z

%

#

$

h

%设为低表达(评分$

hh

%

#

$

hhh

%设为高

表达)

@&B&B

!

掺入
>H!,.$

:'

#

/%

片段
!

将
2\7.2T.1'$

*

2>C.-

细胞

株进行细胞培养#加入
1%%

"

;"H

"

_

浓度的
>H!,.$

:'

#

/%

小肽段#

10L

#

0]

下孵育过夜(平衡盐溶液*

T<'

交联液洗涤#室温孵

育
$L

(提取全细胞的总蛋白)

@&B&C

!

F@+G@4,9H"G

!

取等量样品上样并进行电泳及转膜(室

温下封闭
$L

#切膜(加入相应抗体#

>H8P!#,.$

$小鼠
$i$%%%

%#

>H8P!#,.1

$小鼠
$i:%%%

%#

*

.83G#,

$小鼠
$i:%%%

%购自
7938;

公司(

0]

下孵育过夜#然后
$̂ ?T<?

漂洗
'

次#每次
$%;#,

#

加入二抗$

>H8P!#,.$

抗鼠
$i'%%%

*

>H8P!#,.1

抗鼠
$i'%%%

*

83G#,

抗鼠
$i$%%%%

%#室温下摇床孵育
1L

#用
$̂ ?T<?

漂洗

'

遍#每次
'%;#,

(经
T#"58!

显影#通过凝胶分析系统分析蛋

白的表达)

@&C

!

统计学处理
!

所有统计处理在
<E<<$'&%

软件上完成)

计数资料用
!

1 检验#实验结果差异分析采用
<GP!@,G1.G@+G

)

以
!

$

%&%:

为差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!

乳腺癌中
>H8P!#,.$

的表达强度与病理特征的关系
!

乳

腺癌中有淋巴结转移组的
>H8P!#,.$

表达强度弱于无淋巴转移

组$

!

1

c)&1-(

#

!c%&%$1

%)乳腺癌
?62

分期中#

%

期和
$

期

组之间的
>H8P!#,.$

表达强度差异无统计学意义#

&

期及
'

期

的
>H8P!#,.$

表达强度明显弱于前者#差异有统计学意义$

!

1

c

-&0$(

#

!c%&%10

%)在乳腺癌不同的分子分型中#仅
[@4.1

过

表达型的
>H8P!#,.$

的表达强度弱于其他
'

组#差异有统计学

意义$

!

1

c$%&/'%

#

!c%&%$'

%)见表
$

*图
$

)

!!

7

!

>H8P!#,.$

表达$

h

%(

T

!

>H8P!#,.$

表达$

hh

%(

>

!

>H8P!#,.$

表达$

hhh

%)

图
$

!!

>H8P!#,.$

在不同乳腺癌组织中的表达'免疫组织化学)

0̂%%

(

表
$

!!

>H8P!#,.$

的表达与乳腺癌病理参数的关系'

$

(

病理学参数
$

>H8P!#,.$

表达强度

低表达 高表达
!

1

!

淋巴结转移

!

Z 0( 0% ( )&1-( %&%$1

!

h :( ': 10

?62

分期

!%

期
$' $$ 1 -&0$( %&%10

!$

期
:( 0: $0

!&

期及
'

期
') $( $-

分子分型

!

_P;#,8H7

型
10 1% 0 $%&/'% %&%$'

!

_P;#,8HT

型
0: '0 $$

!

三阴型
1: $) (

!

[@4.1

过表达型
$0 : (

A&A

!

F@+G@4,9H"G

检测紧密连接蛋白的表达
!

>H!,.$

:'

#

/%

片

段的掺入#导致乳腺癌细胞株中
>H8P!#,.$

及
>H8P!#,.1

蛋白的

表达均下调#其中#相对于转移性较低的
2>C.-

乳腺癌细胞株

而言#

>H8P!#,.$

及
>H8P!#,.1

蛋白在转移性较高的
2\7.2T.

1'$

乳腺癌细胞株中的表达显著下调$图
1

%)

!!

7

!

>H!,.$

:'

#

/%

片段的掺入后乳腺癌细胞中
>H8P!#,.$

蛋白的表达

下降)

T

!

>H!,.$

:'

#

/%

掺入后乳腺癌细胞中
>H8P!#,.1

蛋白的表达下降)

图
1

!!

掺入
>H!,.$

:'

#

/%

片段导致乳腺癌细胞中

>H8P!#,.$

#

>H8P!#,.1

蛋白表达的变化

B

!

讨
!!

论

乳腺癌的转移常发生在骨骼*肝脏*颅脑和肺部#并成为了

该病致死的主要因素&

0.:

'

)乳腺癌在发生转移的过程中#乳腺

上皮细胞获得间质细胞的特性#失去典型的上皮细胞黏附性及

极性#并被诱导增殖#从而获得迁移能力#诱使肿瘤细胞离开原

'--0

重庆医学
1%$)

年
$1

月第
0:

卷第
'0

期



发部位通过血管和淋巴管向远处转移&

)

'

)乳腺癌细胞的远处

转移包含了向细胞外基质及基质层细胞侵袭*入侵循环系统并

存活于其中*溢出至靶器官*建立转移器官中的肿瘤微环境及

在转移器官中克隆增殖等一系列细胞生物学事件&

-

'

)

紧密连接$

G#

O

LG

*

P,3G#",+

#

?g+

%是维持上皮细胞间屏障功

能的结构基础#

>H8P!#,+

蛋白*

eW

蛋白*

I.38!L@4#,

蛋白等都

是构成紧密连接的重要成分)其中#

>H8P!#,+

家族是维持紧密

连接结构的主要跨膜蛋白)而科学家首先发现并命名
>H8P.

!#,.$

在维持紧密连接功能和上皮细胞屏障中至关重要&

/.(

'

)

本研究显示#在有淋巴结转移的乳腺癌组织中#

>H8P!#,.$

的表达显著低于无淋巴结转移组(随着肿瘤
?62

期别的延

迟#

>H8P!#,.$

的表达趋于减弱(

[@4.1

过表达型的乳腺癌细胞

中该蛋白的表达也有显著性的降低)以上结果表明了
>H8P.

!#,.$

低表达的乳腺癌细胞中#其上皮细胞屏障功能的减弱#增

加了乳腺癌细胞的侵袭力#导致乳腺癌转移的风险明显增加)

最新研究发现#乳腺癌的分子分型中#除具特征性的
HP;#,8H

7

*

HP;#,8HT

*

[@4.1

过表达型*三阴性乳腺癌外#

>H8P!#,.$

低

表达型也可望成为具有指导治疗评估预后的新分型&

$%

'

)这说

明
>H8P!#,.$

在乳腺癌中的表达状况可望成为判断或预测乳腺

癌复发转移的指标之一)大量研究表明#

>H8P!#,.$

的低表达

与乳腺癌的高转移性密切相关#但其中的具体机制尚缺乏进一

步研究)

>H8P!#,.$

蛋白由两个胞外环$

@AG483@HHPH84H""

K

#

I_

%和细

胞内的
6.

端和
>.

端组成)这两个
I_

区域对
?g+

的构成及维

护有重要意义&

$$.$1

'

)有研究发现#

>H8P!#,.$

的两个
I_

区域可

分为
'

段!

>H!,.$

'$

#

:'

*

>H!,.$

:'

#

/%

*

>H!,.$

$0)

#

$)%

&

$'

'

)在对肠上

皮细胞紧密连接的研究中发现#外源性
>H!,$

:'

#

/%

可阻断
?g+

的修复#可导致紧密连接中相关分子如
W33HP!#,

*

g72

*

eW.$

等的表达及定位缺失#使
?g+

功能降低#从而影响紧密连接的

结构和功能)作者推测#在乳腺癌发生侵袭*转移的过程中#

>H!,$

:'

#

/%

可能扮演重要角色)

本研究发现#在高转移性的乳腺癌细胞株
2\7.2T.1'$

#

和低转移性的
2>C.-

细胞株中分别掺入外源性
>H!,$

:'

#

/%

片

段#提示
>H!,.$

:'

#

/%

的掺入导致乳腺癌细胞中
>H8P!#,.$

及

>H8P!#,.1

蛋白表达下降#并且相对于转移性较低的
2>C.-

乳

腺癌细胞株而言#该片段的作用是显著抑制转移性高的
2\7.

2T.1'$

乳腺癌细胞株中
>H8P!#,.$

及
>H8P!#,.1

蛋白的表达)

有研究发现#乳腺癌的微环境直接影响乳腺癌的增殖与转

移#在乳腺癌微环境中#存在大量的除肿瘤细胞外的细胞成

分&

$0

'

#而这些具有活性的生物大分子正是引导肿瘤细胞增殖*

转移的关键介质)本研究显示#外源性
>H8P!#,.$

:'

#

/%

片段的

掺入#使
>H8P!#,.$

*

>H8P!#,.1

表达降低#相对于转移性较低的

乳腺癌细胞株
2>C.-

#在高转移性的乳腺癌细胞株
2\7.2T.

1'$

中#

>H!,.$

:'

#

/%

片段的作用显著下调了紧密连接蛋白
>H8P.

!#,.$

及
>H8P!#,.1

的表达)因此推断#在乳腺癌发生*发展*转

移的过程中#肿瘤微环境中存在
>H8P!#,.$

的胞外区片段#其中

包括
>H!,.$

:'

#

/%

片段#它的作用可能影响了乳腺上皮细胞紧密

连接的结构与功能#使乳腺上皮细胞紧密连接的结构与功能显

著破坏#使肿瘤细胞的侵袭力得以增长)本研究提出#紧密连

接蛋白
>H8P!#,.$

的胞外区片段
>H!,.$

:'

#

/%

可通过抑制紧密连

接蛋白
>H8P!#,.$

及
>H8P!#,.1

的表达来提高乳腺癌细胞的侵

袭力#从而增强乳腺癌的转移性#阐明了
>H8P!#,.$

的胞外区片

段
>H!,.$

:'

#

/%

在乳腺癌转移机制中可能发挥重要作用#其中机

制有待进一步研究)
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