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目的
!

探讨肺腺癌转移相关转录本
.$

"

]>C>L.$

$%低氧诱导因子
.$

"

@BA.$

$

$

8JY>

在三阴型

乳腺癌"

LYFG

$中的表达及临床意义'方法
!

采用免疫组织化学
DV

法检测
@BA.$

$

的蛋白表达水平#实时荧

光定量聚合酶链反应"

JL.VGJ

$检测
]>C>L.$

%

@BA.$

$

8JY>

的表达情况!分析其与
LYFG

临床特征的关

系'结果
!
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$

8JY>

在乳腺癌组织中的表达明显高于癌旁组织"
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蛋白在
LYFG

组织中的阳性表达率显著高于癌旁组

织"

)(&-̂ BD80;&0̂
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J

$

%&%;

$'癌组织中的
]>C>L.$

%

@BA.$

$

8JY>

的表达水平与
LYFG

组织的组织

学分化程度%浸润深度%淋巴结转移%临床分期相关"

J

$

%&%$

$'结论
!

检测
]>C>L.$

%

@BA.$

$

8JY>

的表达

水平可能对
LYFG

浸润转移及增殖有一定的预测意义'
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乳腺癌是分子水平表达高度特异的一类疾病%其

中一种分子亚型为三阴型乳腺癌#

LYFG

$)该类型乳

腺癌雌激素受体#

HJ

$*孕激素受体#

VJ

$*人表皮生长

因子受体
.1

#

@HJ.1

$均为阴性%是疗效和预后较差的

乳腺癌亚型之一'

$

(

)探寻其发病机制和潜在的生物

治疗靶点成为近年来的热点)低氧诱导因子
.$

#

@BA.

$

$是目前所发现的唯一特异在低氧条件下介导细胞

反应的核转录因子)

@BA.$

是由
@BA.$

$

和
@BA.$

'

两个亚基组成的异二聚体%其中
'

亚基不受氧的调节

和影响%而
$

亚基是缺氧诱导的%是调节活性的功能

10)$

重庆医学
1%$(

年
;

月第
0/

卷第
$%

期

"

基金项目)国家自然科学基金项目#
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$&广西壮族自治区卫生和计划生育委员会自筹经费课题#

f1%$-%00)

%

f1%$)0/;

$&广西壮族

自治区中医药民族医药自筹经费课题#

\ffG$).'-
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!

作者简介!唐静#

$(/-X

$%主治医师%硕士%主要从事乳腺癌规范化治疗的研究)



亚基)研究证实%

@BA.$

$

在肿瘤组织中大量表达%不

仅与肿瘤组织的血管生成*能量代谢*侵袭转移*放疗

抵抗性相关%还与药物耐药性相关'

1

(

)在缺氧条件下

肿瘤组织中的
@BA.$

$

上调使肺腺癌转移相关转录

本
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]>C>L.$

$基因启动子甲基化%使其在

增殖的肿瘤细胞中异常表达'

'

(

)

]>C>L.$

属
:,.

6JY>

家族重要成员之一%长度约
/&-5M

%基因位于

人染色体
$$

U

$'&$

%具有高度保守的核苷酸序列)以

往文献报道%

]>C>L.$

在乳腺癌中异常表达%参与

乳腺癌细胞的迁移*侵袭及克隆增殖'

0.;

(

)但目前有

关两者在
LYFG

的表达与临床病理特点相关性的研

究报道较少)本研究检测
LYFG

患者癌组织标本及

其对应癌旁组织标本中
]>C>L.$

*

@BA.$

$

8JY>

的表达情况%且分析其与
LYFG

的临床特征关系)本

研究了解
]>C>L.$

*

@BA.$

$

在
LYFG

的发生*发展

中的作用%希望为
LYFG

患者的个体化治疗提供新的

靶点)

I

!

材料与方法

I&I

!

标本收集
!

收集广西医科大学附属肿瘤医院

1%$'

年
$

月至
1%$0

年
)

月
''

例患者手术切除的

LYFG

及癌旁组织标本%患者均为女性%年龄
'$

!

)(

岁%随访至
1%$)

年
)

月)肿瘤临床分期
%

期
0

例%

&

期
$-

例%

(

期
$1

例)标本保存于
X/%_

冰箱中)

I&J

!

方法

I&J&I

!

染色方法
!

采用免疫组织化学
DV

法)对
''

例
LYFG

癌组织及癌旁组织依次进行低聚甲醛固定%

石蜡包埋%连续切片%脱蜡%水化%抗原修复%血清封

闭%然后进行兔抗人
@BA.$

$

多克隆抗体一抗
0_

孵

育过夜)取出标本后按说明书加入二抗)二氨基联

苯胺#

E>F

$显色%苏木精复染%冲洗反蓝)用磷酸盐

缓冲液#

VFD

$代替一抗作阴性对照)

I&J&J

!

结果判定
!

采用染色强度与阳性细胞百分数

相结合的判读标准)采用双盲法判定染色结果)

@BA.$

$

阳性定位在细胞核或细胞质中)细胞核或细

胞质无染色或轻微染色判为阴性)细胞核或细胞质

有较强染色%且阳性细胞数比例大于或等于
;%̂

%或

者细胞核或细胞质强染色%且阳性细胞数比例大于或

等于
$%̂

判读为阳性)

I&J&K

!

引物设计与合成
!

使用美国国立生物技术信

息中心网络查询到相应基因的
8JY>

序列%用引物

设计软件
V<78#7<;&%

设计相应基因引物%并用
cCB.

\c-&%

对引物的可行性进行评估)内参选用甘油醛
.

'.

磷酸脱氢酶#

\>VE@

$)所有引物选择聚丙烯酰氨

凝胶电泳#

V>\H

$纯化级别%由上海生工生物工程技

术服务有限公司合成)具体引物序列如下!

]>C>L.

$

上游引物
;h.L\GGG>LLG>GL\GGLGGL.

'h

%下游引物
;h.L\GG\>GGLG>G\\>LLLL.

'h

%扩增产物片段长度为
('M

4

)

@BA.$

$

上游引物
;h.

LGG>>\ GGG LGG >>\ L>L.'h

&下游引物
;h.

>L\GL>>>LG\\>\\\L>.'h

%扩增产物片段

长度为
;)/M

4

)

I&J&L

!

实时荧光定量聚合酶链反应#

JL.VGJ

$检

测
!

L<#R":

法提取总
JY>

%操作按说明书进行%采用

YE.1%%%G

微量紫外分光光度计测定总
JY>

浓度)

反转录反应#

L9[9J9

公司产品$!

1&%

#

C;b

I

EY>

H<9+7<FOPP7<

*

$&%

#

C

I

EY> H<9+7<

*

;%% ,

I

总

JY>

*加入
$%

#

CJY9+7A<77!!@

1

c

)然后在
VGJ

仪
01_

水浴
18#,

)按顺序加入
$&%

#

CV<#87D6<#

4

3

JLH,R

Q

87]#S

%

*

$&%

#

CJLV<#87<]#S

*

0&%

#

C

;b V<#87D6<#

4

3 FOPP7< 1

*

0&%

#

C JY9+7 A<77

!!@

1

c

*总体积
1%

#

C

)

'-_$;8#,

%

/;_;+

%

0_

;8#,

)水浴
$

!

1 8#,

)反转录合成的
6EY>

在

X/%_

中保存用于
VGJ

)

VGJ

总反应体积为
1%

#

C

%包括
DWFJ\<77,VGJ ]9+37<]#S$%

#

C

%

iY.

J"SJ7P7<7,67E

Q

7%&1

#

C

%上下游引物各
1

#

C

%

GE.

Y>

模版
1

#

C

%

JY9+7.A<77

水
)&/

#

C

)循环参数!

(;

_18#,

%

(;_$;+

%

)%_$8#,

%共循环
0%

次)

VGJ

产物用琼脂糖凝胶电泳分离%并采用自动电泳凝胶成

像分析仪及分子分析软件进行图像扫描和分析)将

目的基因的
8JY>

实际表达水平与
\>VE@ 8JY>

实际表达水平比较%用
1

X

##

GL法得到
]>C>L.$

*

@BA.$

$

8JY>

相对表达水平)

I&K

!

统计学处理
!

DVDD$-&%

软件对全组数据进行

统计分析)对于正态分布的数据使用
LaD

表示%组

间比较采用配对
=

检验)计数资料采用率表示%组间

比较采用
!

1 检验)以
J

$

%&%;

为差异有统计学

意义)

J

!

结
!!

果

J&I

!

@BA.$

$

蛋白在癌组织及癌旁组织阳性表达情

况
!

在
''

例
LYFG

组织中%有
1'

例阳性表达
@BA.

$

$

蛋白%

$%

例阴性表达
@BA.$

$

蛋白&

''

例癌旁组织

中%有
$;

例阳性表达
@BA.$

$

蛋白%

$/

例阴性表达

@BA.$

$

蛋白%

LYFG

组织的
@BA.$

$

蛋白阳性表达率

#

)(&-̂

$明显高于癌旁组织#

0;&0̂

$%差异有统计学

意义#

!

1

g'&(-

%

J

$

%&%;

$)

J&J

!

]>C>L.$

*

@BA.$

$

在癌组织及癌旁组织的表

达情况
!

LYFG

组织的
]>C>L.$

的
JY>

表达水平

为
1&)1a%&1'

%癌旁组织的表达水平为
1&%1a%&%/

%

两组间比较差异有统计学意义#

=g$1&-'

%

J

$

%&%;

$)

LYFG

组织的
@BA.$

$

的
JY>

表达水平为
$1(&-(a

$;&'0

%癌旁组织的表达水平为
0'&0)a;&$0

%两组间

比较差异有统计学意义#

=g'1&0/

%

J

$

%&%;

$)

J&K

!

LYFG

组织中的
]>C>L.$

*

@BA.$

$

的
JY>

'0)$

重庆医学
1%$(

年
;

月第
0/

卷第
$%

期



表
$

!!

乳腺癌组织中的
]>C>L.$

"

@BA.$

$

的
JY>

表达量与临床病理参数的相关

病理特征
'

@BA.$

$

8JY>

表达水平#

LaD

$

= J

]>C>L.$

8JY>

表达水平#

LaD

$

= J

分化程度

!%

级
; $1(&/%a$$&'1 1$&01

$

%&%% 1&-(a%&%' $-&;/

$

%&%$

!&

级
$) $10&0'a(&-% 1&)$a%&$-

!(

级
$1 $$1&;%a/&%$ 1&1-a%&1'

淋巴结转移

!

无
$; $$/&-1a$%&)1 1;&$(

$

%&%% 1&0;a%&1' 10&/%

$

%&%$

!

有
$/ $'(&%'a$1&'% 1&-)a%&$%

浸润深度

!

L#+

!

L$ $% $$/&0$a$$&-( (&/1

$

%&%% 1&0-a%&1- )&-(

$

%&%$

!

L1 $0 $1(&$;a$0&1; 1&)$a%&$(

!

L'

!

L0 ( $0'&0;a(&%( 1&/%a%&$%

分期

!%

期
0 $%(&'0a'&%) 1-&1)

$

%&%% 1&1/a%&$( $;&''

$

%&%%

!&

期
$- $10&$;a(&'$ 1&;-a%&1%

!(

期
$1 $00&)'a$%&-% 1&/%a%&%'

表达水平与临床病理参数的相关性
!

''

例
LYFG

患

者有
;

例分化程度
%

级%

$)

例
&

级%

$1

例
(

级&

$;

例

没性有淋巴结转移%

$/

例淋巴结转移阳性&浸润深度

L#+

!

L$

有
$%

例%

L1

有
$0

例%

L'

!

L0

有
(

例&临床

分期
%

期
0

例%

&

期
$-

例%

(

期
$1

例)随访期间出

现复发
$0

例%没有出现复发
$(

例)癌组织中的

]>C>L.$

*

@BA.$

$

8JY>

的表达水平与
LYFG

的

分化程度*浸润深度*淋巴结转移*临床分期相关%差

异有统计学意义#

J

$

%&%$

$)见表
$

)

K

!

讨
!!

论

!!

由于
LYFG

作为乳腺癌的一种分子亚型%其复发

率高%耐药性及易转移的特点是该疾病预后差的主要

因素%目前临床上尚无对于
LYFG

有效的治疗措施)

LYFG

肿瘤生长微环境的机制尚不清楚)如何选择

靶点进行靶向治疗成为
LYFG

治疗的关键和难点)

缺氧微环境常见于快速生长的肿瘤组织中)在肿瘤

微环境中%肿瘤新生血管无法满足无限增殖的肿瘤细

胞%导致细胞氧浓度下降%脯氨酸羟化酶*天冬酰氨胺

羟化酶失活%进而激活下游靶基因
@BA.$

$

转录)

@BA.$

$

通过与低氧反应元件结合%激活下游靶基因

转录表达'

)

(

)现已发现
@BA.$

$

可以激活多种靶基因

产物%并且大多数靶基因在肿瘤组织的血管生成*能

量代谢*侵袭转移中扮演重要角色'

-

(

)

]>C>L.$

是第一个被证实与肿瘤转移和预后

有关的
:,6JY>

%其高表达与早期非小细胞肺癌术后

转移密切相关'

/

(

)研究表明
]>C>L.$:,6JY>

在

]GA.-

乳腺癌细胞缺氧条件下高度表达'

(

(

)研究证

实
]>C>L.$

在多种肿瘤组织出现异常表达%可能参

与肿瘤细胞的分化*增殖*凋亡*迁移及侵袭等

过程'

$%.$1

(

)

本研究结果表明%

@BA.$

$

蛋白*

]>C>L.$

*

@BA.

$

$

JY>

在
LYFG

癌组织的表达水平明显高于癌旁

组织%差异有统计学意义#

J

$

%&%;

$%提示
]>C>L.

$

*

@BA.$

$

JY>

的异常表达可能参与了
LYFG

的发

生*发展过程%与近年来相关文献报道一致'

$'.$/

(

)提

示乳腺癌组织中
@BA.$

$

蛋白*

]>C>L.$

*

@BA.$

$

JY>

的表达可作为其向恶性转化的一个标准)

本研究显示
]>C>L.$

*

@BA.$

$

JY>

在
LYFG

的表达与浸润深度*分化程度*淋巴结转移*临床分期

相关%提示
]>C>L.$

*

@BA.$

$

可能在
LYFG

发生*

发展和浸润转移过程中发挥了一定的作用%并有可能

提示预后%与近年来相关文献报道一致'

$(.11

(

)文献报

道%已有基于
@BA.$

的靶向治疗处于试验阶段%利用

@BA.$

为靶点的基因治疗主要有反义核酸技术和

JY>

干扰)其中代表药物有
8#J.1%M

*

HfY.1()/

%均

可以抑制肿瘤
@BA.$

$

的表达%将在未来进入临床阶

段'

1'

(

%有望为
LYFG

找到新的有效的靶向治疗途径)

本研究显示%

]>C>L.$

*

@BA.$

$

JY>

在
LYFG

中的

表达与浸润深度*分化程度*淋巴结转移*临床分期具

有相关性)

本研究尚有许多不足之处%比如样本量较小%有

一定的局限性%

]>C>L.$

和
@BA.$

$

的作用机制缺

乏分子水平实验支持%有待在后续实验中进一步

补充)
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