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$在乳腺浸润性导管癌组织中的

表达及其相关性#并分析其与乳腺浸润性导管癌临床病理参数之间的关系(方法
!

采用实时定量聚合酶链反

应检测
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例乳腺浸润性导管癌患者的癌组织及配对癌旁正常乳腺组织中
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基因的表达情况#

并分析其与各临床参数的关系(结果
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和
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在乳腺浸润性导管癌组织中的表达都与年龄)肿瘤大

小及组织学分期等指标无关!
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分期等指标有关!
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在

乳腺浸润性导管癌
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阳性患者组织中呈高表达!
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$(乳腺浸润性导管癌组织中
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与
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的表

达呈正相关!
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与
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在乳腺浸润性导管癌组织中的表达水平#可

为乳腺浸润性导管癌的诊断#侵袭转移程度和预后提供理论依据(
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乳腺癌是全球女性最常见的恶性肿瘤之一$
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重威胁广大女性的身心健康#资料显示!我国乳腺癌

的发病率逐年升高!并呈现年轻化趋势#同其他恶性

肿瘤一样!早期转移和术后复发是治愈乳腺癌的主要

难题#核转录因子
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'是一种广泛存在于多

种细胞中的重要核转录因子!它可使多种靶基因表达

上调!促使分泌多种炎性因子!参与免疫"炎性"应激

反应#大量研究证实!激活的
P>+

+

T

信号通路!可以

通过调节增殖"转移"存活相关的一些基因导致肿瘤

的发生或者促进肿瘤的恶化$
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#肿瘤转移相关基因
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@L4$

'作为转移相关基因家族&

@L4

'成员之一!

存在于人体大多数组织和器官中!尤其在脑组织及肝

脏中含量丰富#

@L4$

在蛋白结构上与
@L4#

具有

很高的同源性!参与核小体重构及组蛋白去乙酰化!
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并可与多种转录因子相互作用!参与基因的转录调

控#而
@L4#

在多种肿瘤中高表达!如乳腺癌"肝细

胞癌等!并且参与了肿瘤的转移和浸润#因此!

@L4$

也可能参与肿瘤的生长和转移#本研究拟采

用实时定量聚合酶链反应&

3L+W?3

'检测
P>+
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T

与

@L4$

基因在组织中的表达情况!分析其与乳腺浸润

性导管癌临床病理指标之间的关系!为乳腺浸润性导

管癌的诊断!评估侵袭转移程度和预后提供理论

依据#
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资料与方法
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一般资料
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选取本院
$"#2

年
!

月至
$"#!

年
$

月行手术治疗且术后经病理诊断确诊为乳腺浸润性

导管癌患者的癌组织及配对癌旁正常乳腺组织标本

!'

例!以配对癌旁正常乳腺组织为参照#患者均为女

性!术前均未接受放"化疗及内分泌治疗!年龄
(#

"

,(

岁!中位年龄
*$

岁!平均为
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岁+
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岁
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例!
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岁
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例#肿瘤直径
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!中位直径
(%*

9F

!平均为
(%$9F

#参照
$""(

年版世界卫生组织
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QDR

'乳腺癌分类标准!

)",

期
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例!

&

期
"%

期
$2

例#淋巴结转移
#)

例!无淋巴结转移
2)

例#

$%%
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方法
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逆转录试剂盒及
3L+W?3

试剂盒均购自

L4e434

有限公司#

3L+W?3

引物由上海生物工程

有限公司合成!

W?3

引物序列"产物长度及退火温度

见表
#

#组织解冻称重后!放至预冷的匀浆器中!然后

加入一定量的
L3=dRN

试剂匀浆#采用氯仿
+

异丙醇

法抽提总
3P4

!紫外分光光度计检测其浓度和纯度#
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'试剂盒
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N

体系逆转录
$"""1
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总
3P4

!获得各标本
9UP4

#

以获得的
$

!

N9UP4

为模板!加入
$(

!

NW?3

反应

液$基因引物
#
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N
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$c

高灵敏
UP4
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&
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仪上!

)*%"b

预变性
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!

)*%"b*0

!

!*%"b("0

!共
2"

个循环!每升高

"%*b

检测
#

次荧光信号值!反应结束仪器自动生成

循环阈值&

?7

值'及熔解曲线图#

$%&

!

统计学处理
!

全部数据均采用
VWVV#)%"

统计

学软件处理!组间均数比较采用
=

检验!采用
W;560C1

相关系数分析
P>+

+

T

与
@L4$

的关系!
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为

差异具有统计学意义#

表
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引物序列'产物长度及退火温度
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注(

>

表示上游引物+

3

表示下游引物

%

!

结
!!

果

%%$

!

3P49

纯度及抽提质量
!

通过
#%*S

琼脂糖凝

胶电泳判断
3P4

的完整性#细胞总
3P4

以
63P4

含量最高#随机选择
#(

例组织中抽提的总
3P4

样

本!电泳结果显示标本均有
$'V

"

#'V

和
*V

三条带&图

#

'!且
$'V

的亮度约为
#'V

的
$

倍!表明
3P4

没有发

生降解#泳道前缘还可观察到
#

条较为模糊且亮度

较弱的条带!为
*V

#采用
Y;1;gA517

核酸定量仪检

测
3P4

的纯度和浓度#

4

$!"

*

4

$'"

为
#%'

"

$%"

为合

格标本#核酸定量仪根据公式
4

$!"

c

稀释倍数
c2"

!

<

*

FN

自动算出
3P4

浓度!根据各标本
3P4

定量

结果用无
3P50;

的水将所有
3P4

稀释至
#

!

<

*

!

N

#

%%%

!

熔解曲线图
!

3L+W?3

检测各目的基因
F3P4

水平!根据熔解曲线是否有双峰判断检测引物有无杂

带"

?7

值可信度!证明
3L+W?3

产物并非引物二聚体

或其他杂带!特异性较好#见图
$

"

2

#

图
#

!!

琼脂糖凝胶电泳鉴定总
3P4

的完整性

%%&

!

3L+W?3

!

经
3L+W?3

扩增得到各目的基因的

?7

值!以
$

+

--

?7方法计算各基因与
$

+597/1

拷贝数的比

值!比较癌组织和癌旁组织之间的差异!见表
$

#与癌

旁正常组织相比!

P>+

+

T

及
@L4$

在癌组织中表达

上调!差异均有统计学意义&

M

&

"%"*

'#通过
W;560C1

相关系数分析!表明癌组织中
P>+

+

T

与
@L4$

呈高

度正相关&
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图
$

!!

$

+597/1

的熔解曲线

图
(

!!

P>+

+

T

的熔解曲线

图
2

!!

@L4$

的熔解曲线

表
$

!!

3L+W?3

扩增基因)

$

+

--

?7

$以
$

+597/1

为内参&*

基因 癌组织 癌旁组织
M

$

+597/1 #%$'i"%"# #%"(i"%$# "%"!'

P>+

+

T #%)(i"%#* #%"$i"%#' "%""$

@L4$ #%),i"%$# #%""i"%"( "%""#

%%'

!

乳腺浸润性导管癌患者
P>+

+

T

"

@L4$

的表达

与各临床参数的关系
!

各年龄段"各肿瘤大小及组织

学分期的乳腺浸润性导管癌患者
P>+

+

T

"

@L4$

表达

水平比较!差异均无统计学意义&

M

'

"%"*

'+而
P>+

+

T

"

@L4$

表达与淋巴结转移及
LP@

分期等指标有

关&

M

&

"%"*

'#此外!

@L4$

在乳腺浸润性导管癌雌

激素阳性患者组织中呈高表达!见表
(

#

表
(

!!

乳腺癌组织中
P>+

+

T

'

@L4$

表达与其

!!!

临床参数的关系

临床参数
,

P>+

+

T

$

+

--

?7

"

= M

@L4$

$

+

--

?7

"

= M

年龄&岁'

!(

*" $( '%$*) "%$,$ "%,)$ )%'*$ #%#), "%$!,

续表
(

!!

乳腺癌组织中
P>+

+

T

'

@L4$

表达与其

!!!

临床参数的关系

临床参数
,

P>+

+

T

$

+

--

?7

"

= M

@L4$

$

+

--

?7

"

= M

!'

*" 2* )%'2# #(%#*$

肿瘤大小&

9F

'

!(

$ $" *%2'' #%,"$ "%#$, '%2(# "%)'( "%(2)

!'

$ 2' #(%)), #(%'!(

淋巴结转移

!

有
#) $$%"2! *%2'$ "%""# $(%$!) (%$), "%""'

!

无
2) (%!#, !%22(

LP@

分期

!)",

期
22 '%*)" $%!' "%"$( $,%"*# 2%"2, "%""$

!&"%

期
#2 $'%(#$ ,%*$*

组织学分期

!)",

级
2! *%#($ #%,2* "%##) )%22( #%2$, "%#'2

!&"%

级
#$ #(%),# #)%''#

]3

!

阳性
2( ##%'!, #%"() "%($! #!%#*) $%'#) "%"$2

!

阴性
$* !%($! (%'(,

W3

!

阳性
$( #"%,", "%()2 "%,"$ #$%#,) "%2$" "%)!'

!

阴性
2* ,%)!" ##%,)!

!!

注(

"表示平均值+

]3

表示雌激素受体+

W3

表示孕激素受体

&

!

讨
!!

论

!!

乳腺癌是发生在乳腺上皮组织的恶性肿瘤!其发

生"发展是受到多个癌基因和抑癌基因参与及调控的

复杂过程!目前在临床上主要依靠手术根治性治疗!

辅以放"化疗!但无法从根本上解决乳腺癌复发"转移

及耐药等问题#

P>+

+

T

是一种具有多向调节功能的

转录因子!其信号通路在维持正常免疫功能"细胞增

殖"凋亡及突触可塑性中发挥重要作用#目前研究发

现!

P>+

+

T

的异常活化可刺激细胞的异常增殖!抑制

细胞凋亡!参与肿瘤的发生"发展!并与肿瘤的侵袭恶

化有关$

2+*

%

!如
_/1J:/1+$

&一种整合素结合粘着蛋白'

通过
P>+

+

T

相关信号通道上调基质金属蛋白酶促进

前列腺癌细胞的侵袭$

2

%

#

P>+

+

T

是乳腺癌细胞生存

和发展重要而复杂的细胞因子!其通过经典或非经典

通路!参与乳腺癌增殖"存活及血管生成等过程#近

年来!对乳腺癌发病机制的研究!将
P>+

+

T

推向研究

的前沿#而肿瘤复发转移是目前肿瘤治疗的关键障

碍!其过程包含很多步骤!涉及很多分子表达的改

变$

!+'

%

#

@L4$

作为转移相关基因家族成员之一!主

要通过参与
PA3U

复合物构成而发挥生物功能#研

究显示!

@L4$

在调节肿瘤细胞骨架和细胞迁移过程
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中发挥重要作用!对多种肿瘤侵袭转移过程中的

3GC

*

3R?e

信号通道起调控作用!并且与多种肿瘤

转录相关因子存在交叉作用!共同参与肿瘤侵袭转移

过程$

)+#$

%

#但
@L4$

在乳腺癌中的作用却少有报道!

因此!研究
@L4$

在乳腺浸润性导管癌中的表达及

作用!可为乳腺癌的复发转移治疗提供新的思路#

乳腺浸润性导管癌患者组织中的
P>+

+

T

水平明

显高于癌旁正常组织!但各年龄段"各肿瘤大小及组

织学分期的乳腺浸润性导管癌患者
P>+

+

T

表达水平

比较!差异均无统计学意义&

M

'

"%"*

'+而与淋巴结转

移及
LP@

分期等指标有关&

M

&

"%"*

'#本研究结果

与
DR\

等$

#(

%的研究结果相一致#

P>+

+

T

的活化能

够促进乳腺癌细胞的转化"迁移和转移#

D\T]3

等$

#2

%的研究也表明
P>+

+

T

的活化参与肿瘤转移"转

化过程#这提示
P>+

+

T

有助于对乳腺癌临床病情的

判断!对乳腺癌的预后评估具有参考作用#此外!本

研究结果表明!

P>+

+

T

和
@L4$

在乳腺浸润性导管

癌组织中的表达呈正相关关系&

<h"%'"'

!

Mh

"%"#$

'#而
@L4$

作为转移相关基因家族中的一

员!不仅与淋巴结转移及
LP@

分期等指标有关&

M

&

"%"*

'!且在
]3

阳性的乳腺肿瘤患者中表达更明显#

在
@L4$

与雌激素通路的相关研究中发现!

@L4$

与雌激素受体
'

&

]3

'

'的表达有着明显的相关性!

@L4$

在乳腺癌中通过脱乙酰作用等方式抑制了该

受体的表达!而乳腺癌的内分泌治疗药物靶点之一就

包含了
]3

'

$

#*

%

#

@L4$

对于
]3

'

的脱乙酰化作用可

能是通过
DU4?#

产生的!最终导致
]3

'

的转录受到

抑制!并且
P+?C3

等也参与了
DU4?#

的组成!

]3

'

在多因素共同作用下功能被进一步的抑制#

综上所述!

P>+

+

T

和
@L4$

联合检测可为乳腺

浸润性导管癌的诊断!评估侵袭转移程度和预后提供

理论依据!然而
P>+

+

T

和
@L4$

在乳腺浸润性导管

癌中的相互作用机制仍需进一步研究#此外!本研究

样本量较小!后续需加大样本量研究#
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