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犇犕犅犜１基因纯合性缺失与乳腺癌病理特征的关系
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　　摘　要：目的　探讨 犇犕犅犜１基因纯合性缺失与乳腺癌临床病理特征的关系。方法　采用聚合酶链反应检测乳腺癌

犇犕犅犜１基因纯合性缺失，分析其与乳腺癌临床病理特征的关系。结果　６０例乳腺癌组织标本中２７例有犇犕犅犜１基因纯合性缺

失，缺失率为４５％。浸润性乳腺癌患者的犇犕犅犜１基因纯合性缺失率高于非浸润性乳腺癌患者，伴有淋巴和（或）远处转移的患

者犇犕犅犜１基因纯合性缺失率高于不伴转移的患者，Ⅰ期患者低于Ⅱ～Ⅲ期患者，差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　

犇犕犅犜１基因与乳腺癌的临床病理特征有密切关系，提示犇犕犅犜１的纯合性缺失可能与乳腺癌的病例特征、转移及转化有关，同

时对于乳腺癌的诊断、治疗和预后具有重要的临床意义。
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犓犲狔狑狅狉犱狊：ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ；　犇犕犅犜１ｇｅｎｅ；　ｈｏｍｏｚｙｇｏｕｓｄｅｌｅｔｉｏｎｓ；　ＰＣＲ

　　乳腺癌是妇女常见的恶性肿瘤，其发病率一直居高不

下［１］。近年来有关乳腺癌的发病机制在基因水平上研究得较

多，犇犕犅犜１基因是其中之一，它的突变失活被认为与多种肿

瘤的发生和发展密切相关，国内外研究者已对肺癌、消化系肿

瘤、子宫内膜癌等与犇犕犅犜１之间的关系做了一些研究
［２３］，国

内尚未见该基因纯合性缺失与乳腺癌临床病理关系的报道。

本研究应用ＰＣＲ法检测了６０例乳腺癌组织中犇犕犅犜１基因

纯合性缺失的情况，并探讨了犇犕犅犜１基因突变与乳腺癌发

生、发展和转移的关系。

１　资料与方法

１．１　一般资料　乳腺癌组织标本来源于本院２０１３年３～９月

乳甲外科行手术切除并经病理检查确诊为乳腺癌的患者，病理

组织学分类及组织学分级采用２００３年 ＷＨＯ乳腺肿瘤组织学

分类标准［４］。标本分别取自乳腺癌组织及其自身远离癌灶（＞

５ｃｍ）的正常乳腺组织，所有标本均在术后１～２ｈ内获得，并

置于－７０℃冰箱保存。伴有淋巴结和（或）远处转移者４４例，

无转移者１６例，其中浸润性非特殊癌４９例，浸润性特殊癌１０

例，非浸润性癌１例。

１．２　主要试剂　酚、氯仿和乙醇均为国产分析纯；ＴａｑＤＮＡ

聚合酶、ｄＮＴＰ和ＤＮＡ标记物购于大连ＴａＫａＲａ生物工程公

司，实验试剂均用无菌去离子三蒸水配制。

１．３　引物设计　引物设计参照文献［５７］，均由上海生物工程

公司合成，包括犇犕犅犜１基因上３个特定序列片段（ＳＴＳ）引物

和β肌动蛋白（βａｃｔｉｎ）所需引物及片段长度，见表１。

表１　　ＰＣＲ扩增的核苷酸引物

引物 引物序列（５′～３′）
扩增片段

长度（ｂｐ）

βａｃｔｉｎ Ｒ：ＣＴＣＡＣＡＴＣＧＴＧＣＣＣＡＴＣＴＡＴ

Ｆ：ＧＡＴＣＣＴＴＧＣＧＡＡＴＡＴ ＣＣＡＣＡ ４１５

ＳＴＳ３６Ｋ Ｒ：ＣＴＧＣＴＡＡＣＧＴＡＧＣＣＡＡＡＴＴＧＣ

Ｆ：ＣＡＴＧＧＧＡＡＡＴＧＧＧＡＡＧＴＧＡＣ ２４３

ＳＴＳｇ１４ Ｒ：ＧＧＴＴＧＡＣＡＣＡＡＡＡＣＣＡＡＣＣＣ

Ｆ：ＴＧＡＧＴＧＣＣＴＧＡＣＴＧＣＡＡＴＴＣ ２３０

ＳＴＳ１０１ｎ Ｒ：ＧＧＡＧＧＧＴＣＡＧＧＡＡＡＧＡＧＡＧＧ

Ｆ：ＡＣＣＴＣＡＣＣＧＣＣＡＴＣＣＴＴＡＧ ３１１
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１．４　方法

１．４．１　ＤＮＡ的提取　常规酚／氯仿提取乳腺癌组织ＤＮＡ，取

ＤＮＡ溶液，在２６０ｎｍ和２８０ｎｍ下检测光密度值，两者比值在

１．６～２．０之间视为合格。

１．４．２　ＰＣＲ扩增　反应体系：模板ＤＮＡ（约１０ｎｇ／μＬ）１．５

μＬ、１０×Ｂｕｆｆｅｒ（含 ＭｇＣｌ２）１．５μＬ，引物（２ｐｍｏｌ／μＬ）１．２μＬ、

ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）０．６μＬ、ＴａｑＤＮＡ酶（５Ｕ／μＬ）０．４μＬ，

ｄｄＨ２Ｏ１０．３μＬ。ＰＣＲ反应条件：９５℃开始变性５ｍｉｎ；９４℃

变性３０ｓ，５６℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共３３个循环；７２℃

再延伸１０ｍｉｎ。

１．４．３　ＰＣＲ产物分析　取来自不同的ＰＣＲ扩增产物，用含

有０．５μｇ／ｍＬ溴化乙锭的２．５％的琼脂糖凝胶电泳，紫外灯下

观察并摄像。

１．４．４　结果判定　如果某位点存在纯合性缺失，则应没有相

应的电泳带出现。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学处理，率

的比较采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　原发性乳腺癌患者年龄及肿瘤大小比较，差异不存在统

计学意义（犘＞０．０５）。犇犕犅犜１基因３位点（ＳＴＳｇ１４、ＳＴＳ３６ｋ

及１０１ｎ）发生纯合性缺失的分别有１８、１２、１２例，纯合性缺失

率分别为３０％、２０％、２０％，三者之间差异无统计学意义（犘＞

０．０５），见表１。

表１　　乳腺癌中犇犕犅犜１基因纯合性缺失与临床

　　　病理因素的关系

临床资料 狀
犇犕犅犜１纯合性缺失

有缺失 无缺失
犘

年龄（岁） ６０ ５６±９ ５９±８ ＞０．０５

肿瘤大小（ｃｍ，狓±狊） ６０ ２．９８±１．７６ ３．５４±１．３８ ＞０．０５

基因位点 ＞０．０５

　ＳＴＳ３６ｋ ６０ １２ ４８

　ＳＴＳ１０１ｎ ６０ １２ ４８

　ＳＴＳｇ１４ ６０ １８ ４２

组织学类型 ＜０．０５

　浸润性非特殊癌 ４９ ２６ ２３

　浸润性特殊癌 １０ １ ９

　非浸润性癌 １ ０ １

组织学分级 ＜０．０５

　Ⅰ级 １１ ２ ９

　Ⅱ～Ⅲ级 ４９ ２５ ２４

淋巴结转移 ＜０．０５

　有转移 ４４ ２４ ２０

　无转移 １６ ３ １３

２．２　乳腺癌犇犕犅犜１基因纯合性缺失率在所有６０例原发性

乳腺癌中，３个位点ＳＴＳｇ１４、ＳＴＳ３６ｋ及１０１ｎ均检测到纯合性

缺失，见图１～４。在４９例浸润性非特殊乳腺癌、１０例浸润性

特殊癌中分别检测出２６例及１例存在纯合性缺失，纯合性缺

失率分别为５３．１％、１１．１％；非浸润性乳腺癌１例，未检测出

相关基因纯合性缺失。３种类型的乳腺癌的纯合性缺失率存

在差异，且具有统计学意义（犘＜０．０５）；在伴有淋巴结和（或）

远处转移组犇犕犅犜１基因纯合性缺失率（５４．５％，２４／４４）明显

高于不伴转移组（１８．８％，３／１６），差异有统计学意义（犘＜

０．０５）；组织学分级中Ⅰ级组 ＤＭＢＴ１基因纯合性缺失率

（１８．２％，２／１１）明显低于Ⅱ～Ⅲ级组（５１．０％，２５／４９），差异有

统计学意义（犘＜０．０５）。

　　１：加水的阴性对照；２：正常乳腺组织；３～２０：乳腺癌组织；Ｍ：ＤＮＡ

标记物。

图１　　βａｃｔｉｎＰＣＲ产物凝胶电泳图

　　１：加水的阴性对照；２：正常乳腺组织；３～２２：乳腺癌组织；Ｍ：ＤＮＡ

标记物。

图２　　ＳＴＳ３６ＫＰＣＲ产物凝胶电泳图

　　１：加水的阴性对照；２：正常乳腺组织；３～１０：乳腺癌组织；Ｍ：ＤＮＡ

标记物。

图３　　ＳＴＳ１０１ｎＰＣＲ产物凝胶电泳图

　　１：加水的阴性对照；２：正常乳腺组织；３～１６：乳腺癌组织；Ｍ：ＤＮＡ

标记物。

图４　　ＳＴＳｇ１４ＰＣＲ产物凝胶电泳图

３　讨　　论

本研究通过对犇犕犅犜１基因３个位点进行ＰＣＲ基因扩

增，结果显示３个位点都存在纯合性缺失，在６０例乳腺癌患者

中所占的比例分别为３０％、２０％、２０％，三者之间差异无统计

学意义（犘＞０．０５）。Ｓｏｍｅｒｖｉｌｌｅ等
［８］在研究多形性胶质母细胞

瘤时，采用 ＰＣＲ 扩增技术对ｇ１４、ｇ１４ｅｘｔｆ、３６ｋ、６０ｋ、７４ｋ和

１０１ｎ这５个犇犕犅犜１基因位点进行扩增，发现除１０１ｎ没有相

应条带外，其他基因位点都出现了相应的阳性条带，纯合性缺

失率为３８％，本研究中，３个位点基因都出现了阳性条带，

犇犕犅犜１纯合性缺失率为４５％（２７／６０）。其中６例乳腺癌患者

存在２种或３种位点的犇犕犅犜１基因纯合性缺失，再次印证了

乳腺癌的发生与基因纯合性缺失是密切相关的。

结合乳腺癌的临床病理及相关数据进一步分析显示，浸润

性乳腺癌的犇犕犅犜１基因纯合性缺失率明显高于非浸润性乳

腺癌（犘＜０．０５），Ⅰ期乳腺癌犇犕犅犜１基因纯合性缺失率明显

低于Ⅱ～Ⅲ期乳腺癌组，伴有淋巴结转移组犇犕犅犜１基因纯合

性缺失率明显高于非转移组（犘＜０．０５）。犇犕犅犜１基因纯合性

缺失与乳腺癌的细胞分化、分期及转移有密切关系，犇犕犅犜１

基因是与乳腺癌密切相关的抑癌基因。犇犕犅犜１基因纯合性

缺失是女性乳腺癌发生的重要原因，犇犕犅犜１基因的具体功能

和发挥作用机制有待于进一步研究。　　 （下转第１５５４页）
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Ｂ细胞经治疗后也下降，降低的ＣＤ１９＋ＣＤ５－ＣＤ１ｄ－ Ｂ细胞和

ＣＤ１９＋ＣＤ５＋ＣＤ１ｄ－ Ｂ细胞经治疗后均升高。通过检测治疗

过程中Ｂ细胞及其亚群的变化，发现抗结核治疗３个月和治疗

６个月时是机体免疫反应最活跃的时期，各Ｂ细胞亚群的百分

比变化最大，治疗９个月时机体的免疫状态逐渐趋于稳定，说

明有效的抗结核治疗不仅可以清除结核菌还可以改变机体的

免疫紊乱状态。

本研究中所关注的ＣＤ１９＋ＣＤ５＋ＣＤ１ｄ＋ Ｂ细胞被认为是

一种具有免疫调节功能的Ｂ细胞，通过分泌ＩＬ１０发挥免疫抑

制功能［１１］，本课题组前期研究发现结核患者外周血的ＣＤ１９＋

ＣＤ５＋ＣＤ１ｄ＋ Ｂ细胞可抑制ＣＤ４细胞分泌ＩＬ１７和ＩＬ２２，但

不影响ＣＤ４细胞分泌干扰素（ＩＦＮ）γ，其作用机制是通过分泌

ＩＬ１０和细胞间接触抑制
［１２］，而ＣＤ１９＋ＣＤ５－ＣＤ１ｄ＋、ＣＤ１９＋

ＣＤ５－ＣＤ１ｄ－、ＣＤ１９＋ＣＤ５＋ＣＤ１ｄ－ Ｂ细胞并无抑制ＣＤ４细胞

的作用，其具体机制还有待进一步阐明。

综上所述，本研究通过对ＴＢ患者外周血的Ｂ细胞及其亚

群的研究，发现Ｂ细胞及其亚群在结核病的发生和发展中起

到重要作用，了解抗结核治疗过程中Ｂ细胞各亚群百分比的

变化可以作为疗效考核的参考指标。
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