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三阴乳腺癌细胞受体相互作用蛋白
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的
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摘
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要"目的
!

探讨受体相互作用蛋白
!#"

"

)O3!#"

#在三阴乳腺癌组织中的表达及其对癌细胞生长和增殖的影响%

方法
!

选取
.""7

年
.

月至
.""$

年
.

月该院行乳腺癌改良根治手术的患者
!,/

例!均能电话随访且术前均未行放射治疗或者化

疗%其中!术后诊断三阴乳腺癌
#!

例!非三阴乳腺癌
!2$

例!各取癌旁组织
!"

例%采用免疫组织化学法和
T>GB>AF[;:B

检测
2

种组织的
)O3!#"

表达&慢病毒介导
%Z-=%[=.2!

细胞
)O3!#"

沉默!将
)O3!#"

沉默后的
%Z-=%[=.2!

细胞作为实验组!未沉

默的
%Z-=%[=.2!

细胞作为空白组!分别注入
2"

只裸鼠皮下!以后每周每组各处死
!"

只裸鼠!取皮下肿瘤测量其体积并做石蜡

切片!核增殖抗原
\E=+,

的免疫组织化学法检测皮下肿瘤癌细胞增殖情况%结果
!

)O3!#"

在三阴乳腺癌组织中的表达明显高于

非三阴乳腺癌组织!且均高于癌旁乳腺组织"

$

$

"5"7

#%

)O3!#"

强阳性患者的总生存率低于
)O3!#"

表达相对较低的患者"

$

$

"5"7

#%沉默
%Z-=%[=.2!

细胞
)O3!#"

后!抑制三阴乳腺癌裸鼠皮下肿瘤的生长和增殖%结论
!

)O3!#"

在三阴乳腺癌组织的

高表达与三阴乳腺癌患者预后较差密切相关%沉默三阴乳腺癌细胞
)O3!#"

可抑制乳腺癌细胞的生长和增殖%下调三阴乳腺癌

细胞
)O3!#"

的表达!可抑制三阴乳腺癌的发生和发展%

关键词"三阴乳腺癌&

!
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预后
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乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一#其发病率呈逐年增

加的趋势(

!

)

'三阴乳腺癌特指雌激素受体$

Y)

%*孕激素受体

$

3)

%及人表皮生长因子受体
.

$

'Y)=.

%#均为阴性的乳腺癌#

占乳腺癌的
!"6

#

."6

'由于三阴乳腺癌具有发病年龄早*

恶性程度高*复发率高*转移早及预后极差等特点#因此受到重

视(

.=2

)

'受体相互作用蛋白
!#"

$

)O3!#"

%是一种细胞核受体转

录调控因子#有研究表明
)O3!#"

在能力代谢*炎性应答及肿

瘤的发生*发展中起着重要的作用(

#=,

)

'

-RER

等(

$

)研究发现抑

制
)O3!#"

的表达在体内体外均可抑制乳腺癌细胞的生长'

但
)O3!#"

在三阴乳腺癌中的表达#以及与患者术后预后的相

关性#目前还无相关研究报道'现探讨
)O3!#"

在三阴乳腺癌

的作用#以及与患者术后预后的相关性#为进一步研究三阴乳

腺癌的发生*发展机制奠定基础'

$

!

资料与方法

$5$

!

一般资料
!

收集
.""7

年
.

月至
.""$

年
.

月在该院行乳

腺癌改良根治手术的患者#均为女性#年龄
.2

#

$!

岁#平均年

龄$

7#5.8!/5,

%岁#术后病理诊断三阴乳腺癌
#!

例#非三阴乳

腺癌
!2$

例#各取癌旁组织
!"

例'所有患者年龄大于或等于

7"

岁者
!#!

例#

$

7"

岁者
2$

例&肿瘤体积大于或等于
709

者

+!

例#

$

709

者
!!$

例&伴有淋巴结转移者
$.

例#未伴淋巴结

转移者
/,

例'

$5/

!

仪器与试剂
!

三阴乳腺癌细胞株
%Z-=%[=.2!

购自上

海生科院细胞库'

!+#"

培养基*胎牛血清*胰酶均购自
ÊH0:

公司#沉默
)O3!#"

慢病毒购自上海吉凯基因化学技术有限公

+

,,$!

+

检验医学与临床
."!,

年
,

月第
!#

卷第
!2

期
!

<DH%>K*;EF

!

VL;

1

."!,

!

W:;5!#

!

X:5!2



司#

)O3!#"

一抗购自
-H0D9

公司#

-̂3Z'

及
\E=+,

一抗均购

自
PDFBD*ALR[E:B>0CF:;:

M1

公司#蛋白显色剂购自
OFQEBA:

M

>F

公司#

3WZ(

膜购于
&C>A9:

公司'

$5'

!

细胞培养与慢病毒转染
!

三阴乳腺癌细胞株
%Z-=%[=

.2!

接种于含
!"6

胎牛血清*

!6

的青霉素链霉素双抗的
!+#"

培养基中#混匀#置入
76 *U

.

*

2,]

细胞培养箱'

.#C

后更

换培养基#使用带目的基因的慢病毒及空载慢病毒对
%Z-=

%[=.2!

细胞进行转染'

$51

!

T>GB>AF[;:B

实验
!

%Z-=%[=.2!

细胞转染
,.C

后#采

用凯基全蛋白提取试剂盒分别提取空白组*空载组和目的基因

组细胞的总蛋白#同样使用凯基全蛋白提取试剂盒分别提取乳

腺癌癌旁组织*非三阴乳腺癌组织及三阴乳腺癌组织的组织蛋

白#博士德
[*-

试剂盒测定蛋白水平#将所得蛋白样品与上样

缓冲液以
#k!

比例混合后煮沸
79EF

#取
$"

微克"孔蛋白样品

上样#依次进行电泳*转膜#封闭后分别加入
)O3!#"

抗体$

!k

!"""

%和
-̂3Z'

抗体$

!k!"""

%#

#]

过夜孵育#回收一抗#

&[P&

洗膜
2

遍
h!79EF

#加入对应的二抗$

!k."""

%

2,]

孵

育
.C

#

&[P&

洗膜
2

遍
h!79EF

#加入适量蛋白显影剂显影'

$52

!

裸鼠皮下乳腺癌模型建立
!

将携带目的基因慢病毒转染

的
%Z-=%[=.2!

细胞$

7h!"

+

%和未经转染的
%Z-=%[=.2!

细胞$

7h!"

+

%分别注射于
2"

只裸鼠皮下$腋下%#以后每周各

处死
!"

只裸鼠#取皮下肿瘤#测量肿瘤体积并做石蜡切片#使

用核增殖抗原
\E=+,

的免疫组织化学法检测'

$5)

!

免疫组织化学实验
!

检测临床乳腺癌标本
)O3!#"

的表

达及裸鼠皮下肿瘤标本核增殖抗原
\E=+,

的表达'将组织标

本置入
+"]

恒温箱中
!C

#取出组织标本#放入二甲苯
)

和二

甲苯
*

中脱蜡水化#各
2"9EF

#然后采用梯度酒精脱水#将玻片

放入盛有稀释后的枸橼酸钾溶液的烧杯中#

/"]

微波抗原热

修复
!"9EF

#然后室温冷却#

3[P

缓冲液冲洗
2

次
h79EF

#依

次滴加
26 '

.

U

.

室温下灭活内源性过氧化物酶
!"9EF

#加入

76

的山羊血清室温封闭
2"9EF

#弃去封闭液$勿冲洗%#每张玻

片加
7"

!

<\E=+,

或
)O3!#"

一抗$

!k$"

浓度稀释%#放入湿

盒#

#]

过夜孵育
.#C

#

3[P

冲洗
2

次
h79EF

#加入适量对应的

二抗工作液
2,]

孵育
!C

#

3[P

冲洗
2

次
h79EF

#显色剂显色

2

#

79EF

#自来水充分冲洗#复染*脱水*透明和中性树胶封片'

待晾干后置显微镜下观察或采图(

/

)

'

$5.

!

统计学处理
!

应用
P3PP!+5"

统计软件进行数据分析#

计量资料以
E8"

表示#组间比较使用
:

检验#

$

$

"5"7

为差异

有统计学意义'

/

!

结
!!

果

/5$

!

)O3!#"

在
2

种组织的表达
!

将
."

例乳腺癌癌旁组织*

#!

例三阴乳腺癌组织及
!2$

例非三阴乳腺癌组织进行石蜡切

片#做
)O3!#"

的免疫组织化学实验'每张切片在高倍镜下

$

h.""

%随机观察
!"

个视野#每个视野计数
!""

个细胞#将胞

核中出现棕色颗粒判定为
)O3!#"

阳性细胞'阳性细胞数小

于
."6

为
)O3!#"

表达阴性#

."6

#

7"6

为
)O3!#"

表达弱阳

性#

%

7"6

为
)O3!#"

表达强阳性'

)O3!#"

在癌旁组织的表达

为阴性$阳性细胞比为
!#5,6

%#在非三阴乳腺癌组织的表达

呈弱阳性$阳性细胞比为
2/5+6

%#在三阴乳腺癌组织的表达

呈强阳性$阳性细胞比为
$2576

%'

)O3!#"

在三阴乳腺癌组

织和非三阴性乳腺癌组织中的表达比较#差异有统计学意义

$

$

$

"5"7

%'提取
2

种组织蛋白#采用
T>GB>AF[;:B

分析各组

织
)O3!#"

的表达#

)O3!#"

在三阴乳腺癌的表达明显高于非三

阴乳腺癌#

)O3!#"

在癌旁组织的表达最低#差异均有统计学意

义$

$

$

"5"7

%'见图
!

'

!!

注!

-

表示免疫组织化学实验检测
2

种组织
)O3!#"

的表达&

[

表

示
T>GB>AF[;:B

检测
2

种组织
)O3!#"

的表达

图
!

!!

)O3!#"

在
2

种组织的表达

/5/

!

)O3!#"

在
.

种组织的表达及与临床病理的关系
!

)O3!#"

的弱阳性或强阳性表达在三阴乳腺癌和非三阴乳腺癌

的分类比较#差异有统计学意义$

$

$

"5"7

%#与年龄*肿瘤*是

否淋巴结转移无关$

$

%

"5"7

%'见表
!

'

表
!

!!

)O3!#"

在
.

种组织的表达及

!!!

与临床病理的关系$

0

%

类别
例数

$

0

%

)O3!#"

表达

弱阳性 强阳性
$

三阴乳腺癌
#! + 27

$

"5"7

非三阴乳腺癌
!2$ !"/ ./

年龄$岁%

!'

7" !#! ,$ +2

!$

7" 2$ .! !,

%

"5"7

肿瘤大小$

09

%

!'

7 +! .$ 22

%

"5"7

!$

7 !!$ ,! #,

淋巴结转移

!

是
$. 2+ #+

%

"5"7

!

否
/, 7. #7

/5'

!

)O3!#"

在乳腺癌组织的表达及与术后预后的关系
!

三

阴乳腺癌患者的平均生存期为$

2,528/52

%个月#非三阴乳腺

癌患者为$

7$528,5#

%个月#三阴乳腺癌患者术后预后较非三

阴乳腺癌患者更差$

$

$

"5"7

%&乳腺癌组织
)O3!#"

表达强阳

性患者平均生存期为$

2/5,8$52

%个月#弱阳性患者为$

+"5!8

!"52

%个月#乳腺癌组织
)O3!#"

表达强阳性患者的总生存率

较
)O3!#"

表达弱阳性患者总生存率更低$

$

$

"5"7

%'见图
.

'
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!

慢病毒沉默
%Z-=%[=.2!

细胞
)O3!#"

的表达
!

%Z-=

%[=.2!

为三阴乳腺癌细胞株#慢病毒转染
%Z-=%[=.2!

细

胞'携带目的基因的慢病毒转染组作为目的组#空载慢病毒转

染组作为空载组#未用慢病毒处理的细胞作为空白组'慢病毒

转染
,.C

后分别提取空白组*空载组和目的组细胞蛋白#采用

T>GB>AF[;:B

检测
%Z-=%[=.2!

细胞
)O3!#"

的表达'目的

组细胞
)O3!#"

的表达水平明显低于空白组和空载组$

$

$

"5"7

%#说明通过慢病毒转染沉默
%Z-=%[=.2!

细胞
)O3!#"

的模型是成功建立'见图
2

'

/52

!

沉默
%Z-=%[=.2!

细胞
)O3!#"

的表达
!

)O3!#"

在三

+

$,$!

+
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阴性乳腺癌组织呈高表达#其高表达与患者术后预后呈负相

关#提示乳腺癌细胞
)O3!#"

的过表达促进乳腺癌的发展'将

%Z-=%[=.2!

细胞
)O3!#"

沉默组作为实验组#用空载慢病毒

转染
%Z-=%[=.2!

细胞组作为空白组'将实验组的细胞$

7h

!"

+

%和空白组的细胞$

7h!"

+

%分别注射于
2"

只裸鼠皮下#之

后每周每组处死
!"

只裸鼠#取皮下肿瘤#测量各组肿瘤体积并

做石蜡切片#核增殖抗原
\E=+,

采用免疫组织化学实验'

)O3!#"

沉默组皮下肿瘤体积明显低于空白组#差异有统计学

意义$

$

$

"5"7

%&

)O3!#"

沉默组
\E=+,

的表达强度明显低于空

白组#差异有统计学意义$

$

$

"5"7

%#说明沉默三阴乳腺癌

%Z-=%[=.2!

细胞
)O3!#"

后#抑制了三阴乳腺癌的生长和增

殖'见图
#

'

!!

注!

-

表示非三阴乳腺癌患者与三阴乳腺癌患者术后生存曲线分

析&

[

表示乳腺癌组织
)O3!#"

表达弱阳性患者与
)O3!#"

表达强阳性

的患者生存曲线分析

图
.

!!

)O3!#"

在乳腺癌的表达及与术后预后的关系

图
2

!!

慢病毒介导
%Z-=%[=.2!

细胞
)O3!#"

的沉默

!!

注!

-

表示空白组和沉默
)O3!#"

组不同时间段裸鼠皮下瘤体积

大小&

[

表示免疫组织化学检测空白组和沉默
)O3!#"

组皮下瘤核增殖

抗原
\E=+,

的表达

图
#

!!

沉默
%Z-=%[=.2!

细胞
)O3!#"

对

裸鼠皮下肿瘤的影响

'

!

讨
!!

论

!!

乳腺癌是全球发病率较高的恶性肿瘤#严重威胁女性的身

心健康#其在中国新发病例数占全球的
!.5.6

#病死率为

/5+6

(

!"

)

'目前#乳腺癌的主要治疗方法以手术治疗为主#放

疗*化疗和生物治疗等为辅的综合治疗(

!!=!.

)

'非三阴乳腺癌

如果诊断较早#及时治疗#多数患者预后较好(

!2

)

'但如果患者

是三阴乳腺癌#因其具有发病年龄早*恶性程度高*复发率高及

转移早等特点#绝大多数患者预后较差'有研究表明#三阴乳

腺癌患者中位生存期为
#5.

年#而非三阴乳腺癌为
+

年(

!#

)

'

因此#寻找三阴乳腺癌治疗的有效靶点对其诊治具有重要的临

床意义(

!7

)

'

)O3!#"

是一种细胞核受体转录调控因子#广泛参与机体

能量代谢*炎性应答及肿瘤的发生和发展(

#=+

)

'最近的研究表

明#

)O3!#"

在不同肿瘤组织的表达具有一定的特异性'

bCDF

M

等(

!+

)研究发现
)O3!#"

在肝癌组织中呈低表达#下调
)O3!#"

表达可促进肝癌的发生和发展#反之#过表达可抑制肝癌的生

长和增殖#其机制主要是
)O3!#"

与
-

=0DB>FEF

结合#进而负性

调控
-

=0DB>FEF

"

&*(

$

&*(

%信号通路#达到抑制肝癌细胞生长

的目的'

<D

@

E>AA>

等(

!,

)研究表明
)O3!#"

在结肠癌组织中呈

低表达#过表达
)O3!#"

可以促进
-3*

表达#从而通过抑制

TFB

"

-3*

"

-

=0DB>FEF

信号通路#抑制结肠癌的转移和生长'但

在乳腺癌组织中#

-RER

等(

$

)研究报道
X)O3!

$即
)O3!#"

%在乳

腺癌组织中呈高表达#抑制乳腺癌细胞
X)O3!

的表达#可在体

内*外均抑制乳腺癌细胞的生长*增殖*侵袭'

本研究结果显示#

)O3!#"

在三阴乳腺癌组织的表达明显

高于在非三阴乳腺癌组织的表达#且均高于癌旁乳腺组织的表

达#差异均有统计学意义$

$

$

"5"7

%&

)O3!#"

强阳性患者的总

生存率低于
)O3!#"

表达相对较低的患者$

$

$

"5"7

%&沉默

%Z-=%[=.2!

细胞
)O3!#"

后#可抑制三阴乳腺癌裸鼠皮下肿

瘤的生长和增殖'

综上所述#

)O3!#"

作为一种细胞核受体转录调控因子#在

不同肿瘤组织的表达具有一定的特异性#在肝癌*结肠癌等组

织中低表达#在乳腺癌组织中高表达'

)O3!#"

在不同肿瘤组

织中的表达异常与肿瘤的发生和发展密切相关'本研究证实

)O3!#"

的异常表达与乳腺癌#尤其是三阴乳腺癌的恶性生物

学行为及预后高度相关#对三阴乳腺癌的生长和增殖起重要作

用#提示
)O3!#"

可作为三阴乳腺癌的靶向治疗的新靶点'
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伤#免疫系统无法正常清除病变细胞#使病情无法有效控制'

在正常情况下#

&C!

"

&C.

处于一种动态平衡#是机体维持正常

免疫功能的重要因素'当平衡发生紊乱且向
&C!

或
&C.

转化

时#就称之为
&C!

或
&C.

漂移'本研究
%%

患者
&C!

"

&C.

的

比值比健康对照组升高#处于一种
&C!

漂移的免疫失衡状态#

与吴弘英等(

$

)研究相符'

&C!

可以主要生产
O<=.

#刺激
X\

细

胞增殖#与本研究
%%

患者
X\

细胞相对增高$

$

$

"5"7

%相

同'颜斌等(

/

)却认为因为
&C!

受到骨髓瘤分泌的肿瘤生长因

子
=

-

抑制#使
%%

患者处于
&C.

漂移状态'结合本研究可以

发现#可能由于
&C!

*

&C.

都有所降低#在
%%

的不同阶段#

&C!

与
&C.

降低的程度不同#导致结果不同#但都可说明

&C!

"

&C.

平衡紊乱与
%%

的预后密切相关#通过调节
%%

患

者
&C!

*

&C.

平衡的治疗方法可能是不同于传统治疗方法的一

种新思路'

&A>

M

是一种控制自身免疫的
&

细胞亚群#具有免疫负向

调控功能#与
&C!

*

&C.

一起维持机体的免疫系统稳定'其与

机体的免疫耐受#肿瘤逃避机制有一定的关系#一方面可以控

制人体对自身成分的免疫#另一方面又可能使自体同源的肿瘤

细胞逃避免疫机制'有研究报道#在一些肿瘤疾病中
&A>

M

明

显增高#抑制机体的肿瘤免疫(

!"

)

'本研究结果表明#

%%

患者

&A>

M

比健康对照组明显增高#高比例的
&A>

M

一方面抑制了机

体对病变细胞的清除#另一方面还阻碍免疫系统对肿瘤细胞的

识别#可能是
%%

的病情不断加重的原因之一'对
%%

患者

体内
&A>

M

进行清除而重新建立肿瘤免疫在未来可能是治疗

%%

的重要手段'

综上所述#患者组与健康对照组比较#

[

细胞*

&C!

*

&C.

比

例及
*Z#

4

"

*Z$

4

&

细 胞 的 比 值 降 低#

*Z$

4

&

细 胞*

&C!

"

&C.

*

&A>

M

细胞所占比例比健康对照组明显升高#提示

%%

患者体内免疫功能受损#

*Z#

4

"

*Z$

4

*

&C!

"

&C.

等免疫

平衡发生紊乱#高数量的
&A>

M

带来的肿瘤免疫逃逸对患者的

诊断*预后及治疗产生了一定的影响'本研究结果说明#

&

细

胞亚群的表达异常在
%%

发病过程中发挥了重要作用#但具

体的机制仍有待进一步研究'
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Ỳ

#

ZDE Ỳ
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