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摘要!目的?探讨乳腺癌组织中生长抑制因子 *$&HI*%(缺氧诱导因子0#

$

$-&̂0#

$

%和缺氧诱导因子0!

$

$-&̂0!

$

%表达及与肿

瘤微血管新生的关系) 方法:选取择期行手术治疗的乳腺癌病人 #"+ 例'利用实时荧光定量 _,W技术检测乳腺癌和癌旁组

织中-&̂0#

$

(-&̂0!

$

(&HI* 和血管内皮生长因子$]/Î %基因表达'免疫组化染色检测乳腺癌和癌旁组织中微血管密度

$X]\%) 结果:乳腺癌组织中-&̂0#

$

1WH%(-&̂0!

$

1WH%相对表达量均高于癌旁组织'而&HI* 1WH%相对表达量低于癌

旁组织'差异有统计学意义$Dp"="(%&-&̂0#

$

1WH%相对表达量与淋巴结转移有关$Dp"="(%'-&̂0!

$

1WH%相对表达量与

肿瘤大小(淋巴结转移有关$Dp"="(%'&HI* 1WH%相对表达量与临床分期(淋巴结转移有关$Dp"="(%&乳腺癌组织中]/Î

1WH%相对表达量和X]\计数均高于癌旁组织'均差异有统计学意义$Dp"="(%&_729<56相关分析显示'乳腺癌组织中-&̂0

#

$

1WH%(-&̂0!

$

1WH%相对表达量均与]/Î 1WH%相对表达量和X]\计数呈正相关$/r"=')!("=*#+ 和 "=*")("=*@#'

Dp"="(%'&HI* 1WH%相对表达量均与]/Î 1WH%相对表达量和X]\计数呈负相关$/rD"='@(( D"=("!'Dp"="(%) 结

论:乳腺癌组织中-&̂0#

$

(-&̂0!

$

基因表达升高'而&HI* 基因则被抑制'可能共同参与了乳腺癌组织中血管新生)

关键词!乳腺癌&生长抑制因子 *&缺氧诱导因子0#

$

&缺氧诱导因子0!

$

&血管新生
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#
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[-%HI.36<L26

#

'[-F[56JL76J

#

'G%HII26J<L76J

#

'gFVL25LO2

!

$#!8%9+/3:%)3#';)*#$#&4IC/&%/4'"%)3/+$?#29(3+$#'?C+)&25('UC-#)& ,%-(*+$>/#C9'?C+)&25('

?C<%(?*'("""'"5()+&!!8%9+/3:%)3#'@/%+23IC/&%/4'75%F(/23B''($(+3%- ?#29(3+$#'

IC) V+3Q2%) 0)(1%/2(34'>C+)&S5#C'>C+)&-#)&?(#""""'"5()+%

56&.(').!U62%).#P%:T536P7<K3J2K7KL77cM97<<356<5Q&HI*'-&̂0#

$

26N -&̂0!

$

36 R972<K>26>79K3<<O7<26N KL7399742K356<L3M S3KL

KO15926J35J767<3<=H%.*"!&:#"+ >2<7<5QM2K376K<S3KL R972<K>26>79O6N79J536J747>K3P7<O9J79:S797<747>K7N=/cM97<<356<5Q-&̂0

#

$

'-&̂0!

$

'&HI* 26N ]/Î J767<36 R972<K>26>7926N 2NC2>76KK3<<O7<S797K7<K7N R:97240K317kO26K3K2K3P7_,W=TL713>95P7<<74

N76<3K:$X]\% 36 R972<K>26>7926N 2NC2>76KK3<<O7<S797N7K7>K7N R:O<36J311O65L3<K5>L713>24<K23636J=$%&30.&:TL79742K3P77c0

M97<<356 47P74<5Q-&̂0#

$

1WH%26N -&̂0!

$

1WH%36 R972<K>26>79K3<<O7<S797L3JL79KL26 KL72NC2>76KK3<<O7<'SL347KL79742K3P7

7cM97<<356 47P74<5Q&HI* 1WH%S2<45S79KL26 KL72NC2>76KK3<<O7<=TL7N3QQ7976>7<S797<K2K3<K3>244:<3J63Q3>26K$Dp"="(%=TL797420

K3P77cM97<<356 47P74<5Q-&̂0#

$

1WH%S797>599742K7N S3KL 4:1ML 65N717K2<K2<3<$Dp"="(%=TL79742K3P77cM97<<356 47P74<5Q-&̂0

!

$

1WH%S797>599742K7N S3KL KO159<3e726N 4:1ML 65N717K2<K2<3<$Dp"="(%'26N KL79742K3P77cM97<<356 47P74<5Q&HI* 1WH%

S797>599742K7N S3KL >4363>24<K2J726N 4:1ML 65N717K2<K2<3<$Dp"="(%=TL79742K3P77cM97<<356 47P74<5Q]/Î 1WH%26N X]\

>5O6K<36 R972<K>26>79K3<<O7<S797<3J63Q3>26K4:L3JL79KL26 KL5<736 2NC2>76KK3<<O7<=TL7N3QQ7976>7<S797<K2K3<K3>244:<3J63Q3>26K$Dp

"="(%=_729<56 >599742K356 2624:<3<<L5S7N KL2KKL79742K3P77cM97<<356 47P74<5Q-&̂0#

$

1WH%26N -&̂0!

$

1WH%S797M5<3K3P74:>590

9742K7N S3KL KL79742K3P747P74<5Q]/Î 1WH%26N X]\>5O6K<$/r"=')!'"=*#+ 26N "=*")'"=*@#'Dp"="(%'26N KL77cM97<<356

47P74<5Q&HI* 1WH%36 R972<K>26>79K3<<O7<S79767J2K3P74:>599742K7N S3KL KL79742K3P77cM97<<356 47P74<5Q]/Î 1WH%26N X]\

>5O6K<$/rD"='@(' D"=("!'Dp"="(%=K"1)03&#"1:TL77cM97<<356<5Q-&̂0#

$

26N -&̂0!

$

J767<36 R972<K>26>79K3<<O7<S797

OM097JO42K7N 26N &HI* J767S2<36L3R3K7N'SL3>L 13JLKR736P54P7N 36 KL726J35J767<3<5QR972<K>26>79=

7%4 8"(!&!$972<K>26>79&&HI*&-&̂0#

$
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??乳腺癌作为女性常见恶性肿瘤'近年来发病率

逐年上升且呈年轻化趋势*#+

'严重威胁女性健康)

目前'乳腺癌发病机制尚未完全清楚'研究发现*!+

'

实体肿瘤由于肿瘤细胞过快增殖及血管新生'会导

致局部组织呈缺氧状态'而缺氧环境又会加速细胞

恶化'与肿瘤细胞浸润(转移及化疗耐药密切相关)

缺氧诱导因子$-&̂%是调控肿瘤细胞适应缺氧环境

的关键性因子'在肿瘤生长(血管新生及侵袭转移

中发挥重要作用'-&̂0#

$

和 -&̂0!

$

是较为重要的

两个亚基*'+

) 生长抑制因子 *$&HI*%作为生长抑

制家族重要成员'发挥抑癌基因功能'与促进肿瘤

细胞凋亡及抑制肿瘤血管新生密切相关**+

) 有研

究指出*(+

'-&̂和 &HI* 在肿瘤组织中表达异常与

肿瘤恶性生物学特性密切相关) 本研究对乳腺癌

组织中 -&̂0#

$

(-&̂0!

$

和 &HI* 表达进行分析'探

讨他们与临床病理特征之间的关系'以及在肿瘤微

血管新生中的意义'以期为乳腺癌相关机制研究提

供基础资料)

9:资料与方法

9=9:资料

9=9=9:临床资料?选取 !"#* 年 ( 月-!"#A 年 A

月在鄂东医疗集团黄石市中心医院择期行手术治

疗的乳腺癌病人 #"+ 例'均为女性'年龄 !A j+' 岁'

平均年龄$(A=! s##=)%岁'所有病人均经术后病理

确诊'术前均未接受任何放化疗治疗) 肿瘤直径

"=@ j#"=! >1'中位数 '=) >1&肿瘤部位!左侧 (!

例'右侧 (( 例&组织学分级!

!

级 () 例'

"

级 '" 例'

%

级 #@ 例&临床分期!

!

期 !! 例'

"

期 (+ 例'

%

期

!) 例&病理学类型!浸润性导管癌 @# 例'其他类型

#A 例&发生淋巴结转移 A# 例'雌激素受体$/W%阳

性 +! 例'孕激素受体$_W%阳性 A@ 例) 手术方式均

采取改良根治术'术中均留取乳腺癌组织及癌旁组

织'快速置于液氮中'保存于D)" u液氮中以备检)

本研究获鄂东医疗集团黄石市中心医院伦理委员

会批准'病人或近亲属对研究方案签署知情同

意书)

9=9=;:试剂与设备?总 WH%抽提试剂盒$T93e54

法%购自美国 &6P3K95J76 公司'逆转录试剂盒和 _,W

扩增试剂盒均购自日本 T2̀20W2公司'-&̂0#

$

(

-&̂0!

$

(&HI*(血管内皮生长因子$]/Î %和内参引

物均由上海生工生物公司设计合成'鼠抗人 ,\'#

单克隆抗体购自上海酶联生物研究所'免疫组化试

剂盒购自北京中杉金桥生物公司'紫外分光光度计

购自上海光谱仪器有限公司'实时荧光定量_,W仪

购自美国%$&公司)

9=;:方法

9=;=9:利用实时荧光定量_,W技术检测乳腺癌和

癌旁组织中 -&̂0#

$

&-&̂0!

$

&&HI* 和 ]/Î 基因表

达?取乳腺癌和癌旁组织'* u下研磨'加入细胞裂

解液进行裂解'用总 WH%抽提试剂盒对组织中总

WH%进行提取'用紫外分光光度计检测总 WH%纯

度'取%!A"B%!)"

#

#=)" 样品完成后续操作) 将总

WH%逆转录为模板单链>\H%'以 >\H%为模板'用

_,W试剂盒完成_,W) 引物序列见表 #) _,W反应

条件!@( u # 136'@! u '" <'() u '" <'+' u '" <'

连续进行 *" 次循环'没有样品均设置 ' 个平行反应

复孔) 利用 !

D

&&

,K法获得乳腺癌和癌旁组织中

-&̂0#

$

(-&̂0!

$

(&HI* 和]/Î 基因相对表达量)

表 9:引物序列

基因 序列$(2 D'2%

-&̂0#

$ 上游!%,TT,TII%TI,TIITI%TTTI

下游!I,TT,I,TITITITTTTITT,T

-&̂0!

$ 上游!T,%TI,I%,TII,%%T,%I,

下游!IT,%,,%,II,%%TI%%%,,

&HI* 上游!I%II,TI%T,T,%%II%I%%

下游!T,,%,%II,%T%T,,%%,%,

]/Î 上游!%T,I%I%,,,TIITII%,%

下游!,,I,,T,II,TTIT,%,%

(

02>K36 上游!%%%I%,,TIT%,I,,%%,%,

下游!IT,%T%,T,,TI,TTI,TI%T

9=;=;:免疫组化染色检测乳腺癌和癌旁组织中微

血管密度$X]\%?取乳腺癌和癌旁组织'用 #"Z

甲醛溶液固定后'经脱水(石蜡包埋'连续切片'厚

度 *

&

1'脱蜡至水'加入 'Z过氧化氢去离子水'室

温下避光孵育 !( 136'将切片置于枸缘酸盐缓冲液

中'微波炉加热'_$V 冲洗 ' 次'加入鼠抗人 ,\'#

单克隆抗体$#v'"" 稀释%'* u过夜孵育'_$V 洗涤

' 次'将二抗加入'室温下孵育 #!" 136'\%$显色

#( 136'_$V冲洗 ' 次'苏木素复染) 结果判定!以

出现单个棕黄色血管内皮细胞或细胞群'且管壁未

见肌层作为 # 个X]\'排除出现平滑肌肌层或官腔

直径超过 !"

&

1的血管) 利用 &12J7_95_4O<A="

图像分析软件'分别从切片顶部(中部(底部各取一

个区域'并从每个区域随机取 ( 个不相邻的高倍视

野进行计数'取均数作为X]\)

9=<:统计学方法:利用 V_VV #+="统计分析软件进

行数据整理分析) 计量资料采用Os2表示'组间比

较采用成组 3检验'配对资料比较采用配对 3检验)

此外'利用_729<56相关分析对变量间相关性进行分

析'Dp"="(示差异有统计学意义)

,)*),
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;:结果

;=9:乳腺癌和癌旁组织中 JI[R9

#

'JI[R;

#

'Ia@>

基因表达比较?乳腺癌组织中 -&̂0#

$

1WH%(-&̂0

!

$

1WH%相对表达量均高于癌旁组织'而 &HI*

1WH%相对表达量低于癌旁组织'差异有统计学意

义$Dp"="(%'见表 !)

表 ;:乳腺癌和癌旁组织中JI[R9

#

'JI[R;

#

'

Ia@> 基因表达比较
BOs2

组别 例数 -&̂0#

$

1WH%-&̂0!

$

1WH% &HI* 1WH%

乳腺癌 #"+ #=+@ s"=#* #=@! s"="@ #='# s"=#'

癌旁组织 #"+ #=#* s"=## #=!# s"=#! !="( s"=#(

3值 ')=)() (#="A( '@=++A

D值 "=""" "=""" "="""

??注!配对3检验'两类组织的差值数据未在表中列示)

;=;:乳腺癌组织中 JI[R9

#

'JI[R;

#

'Ia@> 基因表

达与临床病理特征之间的关系:乳腺癌组织中

-&̂0#

$

1WH%(-&̂0!

$

1WH%(&HI* 1WH%相对表

达量均与年龄(肿瘤部位(组织学分级(病理学类

型(/W(_W无关$DY"="(%'-&̂0#

$

1WH%相对表

达量与淋巴结转移有关$Dp"="(%'-&̂0!

$

1WH%

相对表达量与肿瘤大小(淋巴结转移有关 $Dp

"="(%'&HI* 1WH%相对表达量与临床分期(淋巴结

转移有关$Dp"="(%'见表 ')

;=<:乳腺癌和癌旁组织中 ]G@[基因表达和

H]D计数比较:乳腺癌组织中 ]/Î 1WH%相对

表达量和 X]\计数均高于癌旁组织'均差异有统

计学意义$Dp"="(%'见表 *)

;=>:乳腺癌组织中 JI[R9

#

'JI[R;

#

'Ia@> 基因表

达与 ]G@[基因表达和 H]D计数相关性:_7290

<56相关分析显示'乳腺癌组织中 -&̂0#

$

1WH%相

对表达量均与]/Î 1WH%相对表达量和 X]\计

数呈正相关$/r"=')!("=*#+'Dp"="(%'-&̂0!

$

1WH%相对表达量均与]/Î 1WH%相对表达量和

X]\计数呈正相关$/r"=*")("=*@#'Dp"="(%'

&HI* 1WH%相对表达量均与]/Î 1WH%相对表

表 <:乳腺癌组织中JI[R9

#

'JI[R;

#

'Ia@> 基因表达与临床病理特征的关系
BOs2

指标 例数 -&̂0#

$

1WH% 3值 D值 -&̂0!

$

1WH% 3值 D值 &HI* 1WH% 3值 D值

年龄B岁 #=**) "=#(# #=)"" "="+( #=#*# "=!(A

?

%

(( (' #=+A s"=## #=@" s"="+ #='" s"=#!

? Y(( (* #=)" s"=#+ #=@' s"=#" #='' s"=#(

肿瘤大小B>1 #=*)( "=#*" #"='@" "=""" #=A'( "=#"(

?

#

( ') #=++ s"=#! !="+ s"=#' #='! s"=##

? p( A@ #=)# s"=#* #=)( s"=#" #=!@ s"="@

肿瘤部位 "=+"+ "=*)# !="#+ "="*+ !=(A! "="#!

?左侧 (! #=+) s"=#' #=@* s"=#! #=!) s"=#"

?右侧 (( #=)" s"=#A #=@" s"=") #='* s"=#*

组织学分级 #=**) "=#(# "=+A" "=*(A #=A(" #=A("

?

!

o

"

级 )) #=)! s"=#+ #=@# s"="+ #=!@ s"="@

?

%

级 #@ #=+A s"=#' #=@' s"=## #='' s"=#!

临床分期 #=A#( "=#"@ !=(+A "="## (=+'' "="""

?

!

o

"

期 +@ #=)' s"=#( #=@* s"=#* #=!* s"=")

?

%

期 !) #=+) s"=## #=)@ s"="A #='@ s"=#'

病理学类型 "=@A+ "='*+ !=)#@ "=""+ "=A*' "=(!!

?浸润性导管癌 @# #=++ s"=#" #=@( s"=#! #='" s"=##

?其他类型 #A #=)# s"=#A #=@" s"="( #='! s"=#*

淋巴结转移 ##=((@ "=""" )=+"@ "=""" #A=#"+ "="""

?是 A# #=@A s"=#( !="# s"=## #=(! s"=#(

?否 *A #=A* s"=#' #=)( s"=") #=#' s"=#"

/W #=(+) "=##) #=A+* "="@+ #=+)! "="+)

?阳性 +! #=)! s"=#A #=@# s"=") #='' s"=#*

?阴性 '( #=++ s"=#* #=@* s"=#" #=!@ s"="@

_W #=")' "=!)' !=#@* "="'# #=+)@ "="++

?阳性 A@ #=+) s"=## #=@' s"=#" #='! s"=#A

?阴性 ') #=)# s"=#( #=@" s"="* #=!) s"="+

??注!成组3检验)

,@*),
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表 >:乳腺癌和癌旁组织中]G@[基因表达和

H]D计数比较
BOs2

组别 例数 ]/Î 1WH% X]\计数B个

乳腺癌 #"+ #=)( s"=#" #"@='! s!(=#+

癌旁组织 #"+ #=!A s"=#' A'=)* s!!=@#

3值 ')=+)( #*='*A

D值 "=""" "="""

??注!配对3检验'两类组织的差值数据未在表中列示)

达量和X]\计数呈负相关$/rD"='@(( D"=("!'

Dp"="(%)

<:讨论

乳腺癌作为女性发病率第一位的恶性肿瘤'发

生(进展(侵袭(转移机制较为复杂'涉及多基因(多

阶段'随着诊疗技术的进步'病人多数预后已得到

很大改善'但依然是影响女性尤其是年轻女性健康

的重要因素*A+

) 有研究指出*++

'肿瘤细胞快速增

殖'易导致局部组织处于缺氧状态'而缺氧又会进

一步加速肿瘤细胞增殖(凋亡(迁移及侵袭) 研究

表明*)+

'局部组织缺氧微环境是影响肿瘤转移(复

发(预后的重要因素) -&̂0#

$

(-&̂0!

$

作为 -&̂重

要成员'在机体内广泛存在'在常氧条件下不能稳

定存在而易被降解'但在缺氧条件下'可稳定存在'

且在维持细胞适应缺氧环境'以及在调控细胞增

殖(凋亡(血管新生(抗药性等多种生物学功能中发

挥重要作用*@+

) 有研究指出*#"+

'-&̂在肿瘤进展(

转移中发挥重要作用) 本研究对乳腺癌组织中

-&̂0#

$

(-&̂0!

$

基因表达进行分析'结果显示'乳腺

癌组织中 -&̂0#

$

1WH%(-&̂0!

$

1WH%相对表达

量均升高'且 -&̂0#

$

1WH%(-&̂0!

$

1WH%相对表

达量均与淋巴结转移有关'说明 -&̂0#

$

(-&̂0!

$

可

能参与了乳腺癌发生及转移过程'有研究指出*##+

'

-&̂0#

$

(-&̂0!

$

在肿瘤缺氧环境中作用存在差异'

-&̂0#

$

主要在缺氧急性期发挥作用'而 -&̂0!

$

则

是随着缺氧环境进展而逐渐发挥作用) 本研究发

现'-&̂0!

$

1WH%相对表达量与肿瘤大小有关'说

明可能随着肿瘤生长'逐渐形成慢性缺氧反应'而

促使-&̂0!

$

大量表达) &HI* 作为一种发挥抑癌作

用的转录调节蛋白'广泛存在于机体锌指结构域

内'在调控细胞增殖(存活(生长中发挥重要作

用*#!+

'并可通过阻滞细胞周期而加速细胞凋亡) 有

研究指出*#'+

'&HI* 可通过抑制 -&̂表达而抑制肿

瘤血管新生) &HI* 基因表达缺失与多种恶性肿瘤

发生(进展密切相关*#*+

) 本研究显示'乳腺癌组织

中&HI* 1WH%相对表达量降低'且 &HI* 1WH%相

对表达量与临床分期(淋巴结转移有关'说明 &HI*

表达缺失参与了乳腺癌进展(转移过程)

研究表明*#(0#A+

'-&̂作为缺氧微环境下重要的

调节分子'可通过调节多种基因'如]/Î 等而促使

肿瘤组织中血管新生'以加速肿瘤细胞能量供应)

本研究显示'乳腺癌组织中 ]/Î 1WH%相对表达

量和 X]\计数均升高'说明缺氧环境可能加速了

肿瘤组织中微血管生成'_729<56 相关分析显示'乳

腺癌组织中 -&̂0#

$

1WH%(-&̂0!

$

1WH%相对表

达量均与]/Î 1WH%相对表达量和 X]\计数呈

正相关'而 &HI* 1WH%相对表达量则均与 ]/Î

1WH%相对表达量和 X]\计数呈负相关'说明

-&̂0#

$

(-&̂0!

$

(&HI* 可能共同参与了乳腺癌组织

血管新生'-&̂在缺氧环境下表达增加'而 &HI* 在

乳腺癌组织中表达缺失'两方面的因素可能共同参

与了乳腺癌组织中血管新生'从而有利于乳腺癌细

胞增殖(转移及侵袭)

综上所述'乳腺癌组织中 -&̂0#

$

(-&̂0!

$

基因

表达升高'而&HI* 基因则被抑制'可能共同参与了

乳腺癌组织中血管新生'有望为乳腺癌基因治疗提

供新的靶点)
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