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要!目的
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研究
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E0#!

信号通路中
E0#!

蛋白在人乳腺癌组织中的表达&初步探讨
E0#!

与

乳腺癌血管生成的关系'方法
!

采用免疫组织化学
CN

法测定
%$

例乳腺癌标本(

*&

例癌旁组织及
)(

例乳腺纤维腺瘤组织中
E0#!

蛋白的表达#同时用
*7#)

单克隆抗体标记乳腺癌组织中新生血管&计算肿

瘤
PY7

并分析
E0#!

蛋白的表达与
PY7

的关系'结果
!

乳腺癌组织中
E0#!

阳性率显著高于乳腺纤维

腺瘤和癌旁正常组织#

E0#!

在
*

期乳腺癌中的阳性表达率要高于
,$.

期乳腺癌$

G

#

"$"'

%'

E0#!

在有

腋窝淋巴结转移组中的阳性表达率高于无淋巴结转移组$

G

#

"$"'

%#相关性分析显示乳腺癌组织中
E0#!

与
PY7

表达呈正相关$

%,"$#('
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#
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%'结论
!

E0#!

蛋白在乳腺癌中活化&并参与了乳腺癌的发

生发展&促进新生血管的生成是其可能的机制之一'

关键词!乳腺癌#
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信号通路#
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蛋白#血管生成

中图分类号!
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引言

ZA!
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A3"
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E0#!

信号转导通路是一个经典的控

制胚胎发育的信号转导途径&在胚胎发育和胚胎形

成后细胞的生长和分化过程中都起着重要的作用'

已有研究表明
ZA!

=

A3"

=

信号通路在多种人类肿瘤

中异常表达&并对这些肿瘤的生长起促进作用)
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'

胶质瘤相关癌基因蛋白
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E0#!

%是
ZA!
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A3"
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E0#!

信号转导通路的下游转录调控因子之一&其表达水

平增高是
ZA!

=

A3"

=

信号转导通路处于激活状态的

标志'本研究采用免疫组织化学方法检测乳腺癌组

织中
E0#!

蛋白的表达&同时计数肿瘤组织微血管密

度$
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%&探讨乳腺癌组织中
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E0#!

信号通路效应蛋白
E0#!

的表达及

其与肿瘤新生血管的关系&以期寻找有效抑制乳腺

癌血管生成的可能途径'
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资料与方法
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临床资料

收集徐州医学院第二附属医院
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年
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月,

("!"

年
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月间手术治疗(资料完整的乳腺癌病例
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例'全部病例术前均未行放疗和化疗#年龄
#!

$

*$

岁&中位年龄
'!

岁'病理类型!浸润性导管癌
'%

例&浸润性小叶癌
!(

例&其他类型
!"

例'有腋窝淋

巴结转移者
)&

例&无淋巴结转移者
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例#临床病理
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分期
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期
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例&
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期
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例&
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期
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例'

*&

例癌旁

组织均为肿瘤周围未见肿瘤细胞浸润的组织'另选

取同期手术治疗的乳腺纤维腺瘤
)(

例&年龄
!%

$

)'

岁&中位年龄
#!

岁'患者均为女性&每例标本均

经术后常规病理证实'
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主要试剂

兔抗人
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浓缩型多克隆抗体购自
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工作浓度为
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试盒购自北京中杉金

桥生物技术公司'
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单克隆抗体$北京中山生

物技术有限公司%&链霉菌抗生物素蛋白
(

过氧化酶

$

CN

%免疫组织化学试剂盒$福建迈新生物技术有限

公司%'

!$#
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方法

!$#$!

!

E0#!

免疫组织化学染色并定性
!

免疫组织

化学
NY$"""

二步法严格按说明书进行&

E0#!

抗体

稀释度为
!/(""

&

7:,

显色&苏木精对比染色&透明

封片'用已知阳性的胰腺癌切片作为阳性对照'以

N,C

代替一抗作阴性对照'参考
B"&3#M/4/

等)

(

*

判断方法并做适当修改&按照细胞膜和$或%胞质内

及细胞核和$或%胞质内出现黄色或棕黄色颗粒的细

胞视为阳性细胞&光学显微镜下随机计数
!"""

个

细胞&计算染色细胞所占百分数&染色细胞
,

("Q

为

阳性&

#

("Q

为阴性#染色强度分为
1

$淡黄色%(

1

1

$黄色%(

111

$棕黄色%(

1111

$褐色%

)

个

等级'
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*7#)

标记血管并计算微血管密度
!

以

*7#)

表达作为微血管的标志&内皮细胞形成条状

或隙状等孤立或簇状结构&棕染'按
@A#'!AJ

法)

#

*

并稍加改进&于
!""

倍显微镜下确定
'

个观察微血

管密集区&再在高倍镜下$

.(""

%计数每个密度区中

一个视野的微血管数&无论有无管腔&凡单个孤立内

皮细胞或多个内皮细胞紧密排列计数为
!

个血管'

以
'

个区域微血管的均值表示肿瘤
PY7

'

!$)
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统计学方法

采用
CNCC!!$'

统计软件&计数资料采用
"

(

检

验&相关性采用
C

K

A/J./'

等级相关分析&
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为差异有统计学意义'

#

!

结果

($!
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乳腺癌(癌旁正常组织及乳腺纤维腺瘤组织中

E0#!

蛋白表达

光学显微镜下所见&

E0#!

的阳性表达主要定

位于细胞胞质及胞核内#乳腺癌组织中
E0#!

蛋白

的阳性表达率显著高于癌旁正常乳腺组织及乳腺

纤维腺瘤组织$
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E0#!

表达与乳腺癌临床病理特征的关系

E0#!

的表达与患者的年龄(病理类型无关&而

与肿瘤临床病理分期及腋窝淋巴结转移有关'在
*

期乳腺癌中
E0#!

的阳性表达率要高于
,$.

期乳

腺癌$
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#
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E0#!

在有腋窝淋巴结转移组中的

阳性表达率高于无淋巴结转移组&两者比较差异有

统计学意义$
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乳腺癌组织中
E0#!

的表达及与
PY7

的相

关性

光学显微镜下可见
*7#)

标记的血管内皮细胞

呈棕黄色&以癌巢周围的间质中多见&形态可呈单个

内皮细胞&不规则条索状结构&并且可见部分血管管
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腔结构#以内皮形成管腔样结构且腔内可见红细胞

为典型表现&见图
!,

'

*!

例
E0#!

阳性染色乳腺癌

组织的
PY7

平均值为
#($)0!"$#

&

!&

例
E0#!

阴

性染色组织的
PY7

平均值为
("$&0%$!

&两组数

据比较差异有统计学意义$
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%'经
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(

检验和

C

K

A/J./'

等级相关分析发现&

E0#!

与
PY7

表达

呈正相关$
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讨论
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=

A3"
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E0#!

是胚胎发育过程中对组织器官

的分化以及成熟具有重要作用的信号转导通路&近

来研究表明该信号通路的异常也与一些肿瘤的发

生(发展(复发(转移密切相关)

)
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E0#!

是
ZA!
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E0#!

信号转导通路的下游转录调控因子之一&

其表达水平增高是
ZA!
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A3"
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"

E0#!

信号转导通路

处于激活状态的标志'

ZA!

=

A3"
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"

E0#!

信号最终传

入细胞核&由核转录因子
E0#!

结合基因启动子&促

进其下游基因的表达&促进细胞增殖(抑制细胞凋亡

从而表现出促进肿瘤的效应'目前研究发现&在多

种肿瘤组织中存在着
E0#!

异常高表达&提示在这些

肿瘤组织中存在着
ZA!

=

A3"
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E0#!

信号通路的异

常激活'本研究中我们利用免疫组织化学法检测了

%$

例乳腺癌患者组织中
E0#!

蛋白的表达&同时以癌

旁正常乳腺组织及乳腺纤维腺瘤作为对照&结果显

示&

E0#!

蛋白在乳腺癌组织中表达的阳性率显著高

于癌旁正常乳腺组织及乳腺纤维腺瘤组织'且
E0#!

的表达与患者年龄(病理类型无关&而与肿瘤临床病

理分期及腋窝淋巴结转移有关'提示可能随着
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E0#!

信号通路不断激活&其下游基因

E0#!

表达逐渐增强&从而促进了肿瘤的侵袭及进

展'因此&

E0#!

有可能作为新的乳腺癌预后评估指

标及临床分期的辅助指标)
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近年来&随着对
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E0#!

信号通路不断

深入研究&发现该信号通路与肿瘤的血管形成有关&

而血管的生成又促进肿瘤的发展&并为肿瘤的转移

提供必需的途径'在胰腺癌(肾癌及卵巢癌的研究

中已经发现
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E0#!

信号通路参与上述肿

瘤的血管新生)

*(&

*

&像其他实体肿瘤一样&乳腺癌的

生长和转移也依赖于新生血管的生成'

*7#)

是新

生小血管的相关抗原&是用以标记血管内皮细胞的

一个较为敏感的指标)

$

*

'在免疫组织化学的基础

上&通过
*7#)

对肿瘤血管内皮细胞进行标记&在显

微镜下计数单位面积微血管的数量&进而统计

PY7

&是量化研究肿瘤血管形成程度最常用的方

法)

!"

*

'本研究中&我们也采用了这种方法&将这
%$

例乳腺癌标本&按
ZA!

=

A3"

=

"

E0#!

信号通路的活化

与否进行分组&通过
*7#)

标记血管内皮细胞&比较

E0#!

阳性组$

(,*!

%与
E0#!

阴性组$

(,!&

%

PY7

的

差异&表明!在有
ZA!

=

A3"

=

"

E0#!

信号通路活化的乳

腺癌标本$

(,*!

%中
PY7

为
#($)0!"$#

&而在无

ZA!

=

A3"

=

"

E0#!

信号通路活化的乳腺癌标本$

(,!&

%

中
PY7

为
("$&0%$!

&组间
PY7

差异有统计学意义

$

G

#

"+"'

%#经分析表明两者的表达呈正相关$

%,

"+#('

&

G

#

"+"'

%&提示乳腺癌细胞中
ZA!

=

A3"

=

"

E0#!

信号通路可能通过某种内在的机制促进乳腺癌的血

管新生&其相关的机制还有待进一步研究'

总之&我们的研究发现&在部分乳腺癌中是存

在着
ZA!

=

A3"

=

"

E0#!

信号通路的活化&而且这一信

号通路活化程度与乳腺癌的血管新生具有相关

性'因此&在乳腺癌的治疗研究中&可以考虑采用

针对
ZA!

=

A3"

=

"

E0#!

信号通路靶点的抗血管生成

治疗'
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