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自噬相关基因在乳腺癌ＥＴ方案新辅助化疗疗效预测中的作用
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　　摘　要：目的　明确自噬相关基因在乳腺癌ＥＴ方案（表柔比星＋多西紫杉醇）新辅助化疗疗效预测中的作用。方法　回顾

性收集４１例接受ＥＴ方案新辅助化疗患者化疗前的乳腺癌病理组织标本，分别以蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）、实时荧光定量

ＰＣＲ及免疫组织化学检测各组织中自噬相关基因 Ａｔｇ３和Ｂｅｃｌｉｎ１的表达情况，并通过统计学犉犻狊犺犲狉确切概率法，分析化疗前

Ａｔｇ３和Ｂｅｃｌｉｎ１表达与化疗后疗效的关系。结果　经 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、实时荧光定量ＰＣＲ及免疫组织化学检测发现４１例化疗前乳

腺癌组织标本中有２４例Ａｔｇ３与Ｂｅｃｌｉｎ１高表达，其中化疗后有效者（完全缓解或部分缓解）２３例（９５．８％），无效者（疾病进展）１

例；另１７例乳腺癌组织Ａｔｇ３与Ｂｅｃｌｉｎ１化疗前无表达或低表达，其中化疗后有效者（完全缓解或部分缓解）３例（１７．６％），无效者

（疾病稳定或疾病进展）１４例。化疗前Ａｔｇ３与Ｂｅｃｌｉｎ１高表达的患者化疗有效率明显高于无表达或低表达患者（犘＜０．０５）。结论

　Ａｔｇ３与Ｂｅｃｌｉｎ１高表达可作为预测乳腺癌ＥＴ方案新辅助化疗疗效的指标之一。
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　　新辅助化疗目前是治疗局部进展期乳腺癌的标准方案之

一，可缩小肿瘤，便于手术，并可根据化疗后临床和病理上的反

应判断预后，为进一步选择合适的治疗方法提供依据［１］。然而

新辅助化疗如果无效则可能延误手术治疗时机，因此，寻找合

适的指标评价新辅助化疗的疗效，对于早期改变治疗方案，及

时控制病情发展尤为重要。其中ＥＴ方案（表柔比星＋多西紫

杉醇）作为乳腺癌新辅助化疗的标准化疗方案之一，目前仍缺

乏有效的疗效评价指标以指导进一步治疗方案的选择。研究

发现自噬相关基因Ａｔｇ３与Ｂｅｃｌｉｎ１的表达与肝癌、结直肠癌等

多种恶性肿瘤的预后密切相关，是重要的预后评价指标之

一［２５］。本研究检测经ＥＴ方案行新辅助化疗前乳腺癌组织中

Ａｔｇ３与Ｂｅｃｌｉｎ１的表达，分析其与化疗后疗效间的差异，评价

Ａｔｇ３与Ｂｅｃｌｉｎ１在乳腺癌ＥＴ方案新辅助化疗疗效预测中的

作用。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集重庆市肿瘤研究所乳腺科２０１１年６月

至２０１３年１月收治的４１例经粗针穿刺活检证实，以及通过腹

部彩超、胸片和骨扫描排除远处转移的临床Ⅲ期女性乳腺癌患

者的组织标本。所有患者均有临床可测量的病灶、无其他恶性

肿瘤病史、入组前均未接受任何抗癌治疗、一般情况良好，卡氏

（Ｋａｒｎｏｆｓｋｙ）评分为８０分以上；血常规、肝肾功能、心肌酶谱和

肌钙蛋白正常，心电图正常，心脏射血分数大于５５％。

７３３重庆医学２０１５年１月第４４卷第３期

 基金项目：重庆市科委攻关计划（ＣＳＴＣ，２０１１ＡＣ５１８９）；重庆市卫生局重点课题（２０１２１１２５）。　作者简介：李俊（１９８４－），住院医师，博

士，主要从事乳腺癌基础与临床方向研究。　△　通讯作者，Ｔｅｌ：（０２３）６５０７５６７３；Ｅｍａｉｌ：ｑｑｚｘｈ＠１２６．ｃｏｍ。



１．２　方法

１．２．１　主要材料与试剂　蛋白裂解液 ＭＰＥＲ 购自美国

ＴｈｅｒｍｏＰｉｅｒｃｅ公司。Ａｔｇ３和Ｂｅｃｌｉｎ１一抗购自美国Ａｂｃａｍ公

司，甘油醛３磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）一抗及相应的二抗和链霉

亲和素生物素复合物（ＳＡＢＣ）免疫组织化学试剂盒及ＤＡＢ显

色剂均购自武汉博士德生物工程有限公司。ＲＮＡ抽提试剂盒

购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，逆转录试剂盒购自美国ＢｉｏＲａｄ公

司，实时定量试剂盒购自日本 ＴａＫａＲａＢｉｏ株式会社。Ａｔｇ３、

Ｂｅｃｌｉｎ２与βａｃｔｉｎＲＮＡ引物由上海生工生物工程有限公司

合成。

１．２．２　治疗方法　所有患者均签署知情同意书，接受４周期

ＥＴ方案新辅助化疗：多西紫杉醇７５ｍｇ／ｍ
２，第１天持续３ｈ

静脉滴注；表柔比星９０ｍｇ／ｍ
２，第２天静脉滴注。化疗方案每

３周重复１次，４周期后评价疗效，后续治疗方案均按照中国抗

癌协会乳腺癌诊治指南与规范（２０１３版）进行
［６］。

１．２．３　实时荧光定量ＰＣＲ测量　将收集的组织标本洗涤、剪

碎、研磨，以冷ＰＢＳ漂洗２次后，加入１ｍＬＴｒｉｚｏｌ，按照Ｔｒｉｚｏｌ

一步法提取组织总 ＲＮＡ，以酶标仪测定 ＲＮＡ纯度和含量。

按照逆转录试剂盒说明书操作合成ｃＤＮＡ，实时荧光定量ＰＣＲ

反应按照试剂盒说明书操作。Ａｔｇ３引物序列为：上游序列５′

ＧＧＡＡＧＡＡＧＡＴＧＡＡＧＡＴＧＡＡ３′，序列长度１９ｂｐ；下游

序列３′ＣＡＴＡＡＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＴＧＧＴＡ５′
［２］，序列长度

２０ｂｐ。Ｂｅｃｌｉｎ１引物序列为：上游序列５′ＣＣＴＣＣＴＧＴＧＴＣＴ

ＴＣＡＡＴＣＴＴ３′，序列长度２０ｂｐ；下游序列３′ＧＣＴ ＧＣＣ

ＧＴＴＡＴＡＣＴＧＴＴＣＴ５′，序列长度１９ｂｐ。βａｃｔｉｎ引物序列

为：上游序列５′ＧＧＡＧＡＴＴＡＣＴＧＣＣＣＴＧＧＣＴＣＣＴＡ３′，

序列长度２３ｂｐ；下游序列３′ＧＡＣＴＣＡＴＣＧＴＡＣＴＣＣＴＧＣ

ＴＴＧＣＴＧ５′，序列长度２４ｂｐ。以ＳＹＢＲＧｒｅｅｎⅠ法进行实时

荧光定量ＰＣＲ反应，每样本重复３次，２△△Ｃｔ法进行信使ＲＮＡ

（ｍＲＮＡ）水平相对定量。

１．２．４　蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）测量　将收集的组织标

本洗涤、剪碎、研磨后加入蛋白裂解液提取总蛋白。蛋白定量

后，煮沸变性后按３０μｇ／孔上样，经１２％十二烷基硫酸钠聚

丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）后转移至聚偏二氟乙烯膜

（ＰＶＤＦ膜），以５％脱脂奶粉封闭６０ｍｉｎ，分别加入 Ａｔｇ３（１∶

５００）和Ｂｅｃｌｉｎ１（１∶５００）及ＧＡＰＤＨ（１∶１０００）一抗４℃孵育

过夜，二抗室温孵育１ｈ后，ＥＣＬ化学发光，以ＢｉｏＲａｄ荧光成

像系统显影。目的蛋白表达以ＧＡＰＤＨ作为参照相对定量。

１．２．５　免疫组织化学染色及结果判断　以ＳＡＢＣ法进行上述

组织标本免疫组织化学染色。组织石蜡切片常规脱蜡至水后，

以３％过氧化氢浸泡６０ｍｉｎ以灭活内源性过氧化物酶，洗涤后

切片浸入０．０１ｍｏｌ／Ｌ枸橼酸缓冲液中加热至９５℃２０ｍｉｎ行

热修复抗原。自然冷却后以５％牛血清清蛋白封闭切片标本

６０ｍｉｎ，加入Ａｔｇ３一抗（１∶２００）和Ｂｅｃｌｉｎ１一抗（１∶２００），４℃

湿盒内孵育过夜。再滴加生物素化二抗室温孵育２０ｍｉｎ后加

入ＳＡＢＣ反应液室温孵育２０ｍｉｎ，最后以ＤＡＢ显色剂显色，脱

水，透明，封片，显微镜观察。Ａｔｇ３和Ｂｅｃｌｉｎ１阳性时为乳腺癌

细胞的细胞质呈黄色棕褐色颗粒，采用染色强度与阳性细胞

的百分率相结合的判定标准。染色强度：不着色为０分，淡黄

色１分，棕黄色２分，黄褐色３分。阳性细胞所占百分比：阳性

细胞数小于５％计为０分，５％～＜３０％计为１分，３０％～＜

６０％计为２分，≥６０％计为３分。两者乘积为染色总分，阴性

（－）：０分，弱阳性（＋）：１～４分，中度阳性（＋＋）：５～８分，强

阳性（＋＋＋）：９～１２分
［７］。

１．２．６　化疗疗效评价　化疗前、化疗２周期，以及化疗４周期

后均分别采用乳腺磁共振成像（ＭＲＩ）评估乳腺病灶，根据实体

瘤疗效反应评价标准（ＲＥＣＩＳＴ）进行疗效评价
［８］，分为完全缓

解（ＣＲ）、部分缓解（ＰＲ）、稳定（ＳＤ）、疾病进展（ＰＤ）和疾病稳

定（ＮＣ），ＣＲ＋ＰＲ率为总有效率，手术标本中原发病灶和淋巴

结均无肿瘤病灶残留或仅有导管原位癌残留则判定为病理完

全缓解（ＰＣＲ）。２６例患者达 ＣＲ或ＰＲ，１５例患者为 ＮＣ或

ＰＤ。

１．３　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１１．０统计软件对数据进行统计

学处理，计数资料用率表示，组间比较用犉犻狊犺犲狉确切概率法检

验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　不同疗效乳腺癌组织化疗前 Ａｔｇ３与Ｂｅｃｌｉｎ１ｍＲＮＡ的

表达　在２６例化疗后有效达ＣＲ或ＰＲ的患者中，有２３例患

者化疗前乳腺癌组织中 Ａｔｇ３与Ｂｅｃｌｉｎ１ｍＲＮＡ高表达，仅３

例呈明显低表达或不表达；在１５例化疗无效为ＮＣ或ＰＤ的患

者中，有１４例患者化疗前乳腺癌组织 Ａｔｇ３与Ｂｅｃｌｉｎ１ｍＲＮＡ

低表达或不表达，仅１例高表达，见图１。

　　
：犘＜０．０５，与化疗后比较。

图１　　不同疗效患者化疗前乳腺癌组织中Ａｔｇ３

与Ｂｅｃｌｉｎ１ｍＲＮＡ表达相对比例

２．２　不同疗效乳腺癌组织化疗前Ａｔｇ３与Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白的表达

　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ也显示２６例化疗后有效达ＣＲ或ＰＲ的乳腺

癌患者中，有２３例化疗前 Ａｔｇ３与Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白在乳腺癌组织

中呈现高表达，仅３例呈现低表达或无表达；另１５例化疗后无

效为ＮＣ或ＰＤ的患者中，有１４例Ａｔｇ３与Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白在化疗

前为低表达或无表达，仅１例呈现高表达，见图２。

　　Ａ：不同疗效患者化疗前乳腺癌组织中 Ａｔｇ３与Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表达

相对比例；Ｂ：代表性病例的Ａｔｇ３与Ｂｅｃｌｉｎ１Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果；：犘＜

０．０５，与化疗后比较。

图２　　不同疗效患者化疗前乳腺癌组织中Ａｔｇ３

与Ｂｅｃｌｉｎ１蛋白表达相对比例
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２．３　免疫组织化学检测不同疗效乳腺癌组织化疗前 Ａｔｇ３与

Ｂｅｃｌｉｎ１的表达　在化疗后有效（ＣＲ或ＰＲ）的２６例乳腺癌患

者中，有２３例 Ａｔｇ３与Ｂｅｃｌｉｎ１在化疗前癌细胞质中呈现＋＋

或 ＋＋＋，仅３例表现为＋或－；在化疗后无效（ＮＣ或ＰＤ）的

１５例患者中，有１４例患者化疗前Ａｔｇ３与Ｂｅｃｌｉｎ１在癌细胞质

中呈现＋或－，仅１例表现为＋＋，见图３。

图３　　不同疗效患者化疗前乳腺癌组织中Ａｔｇ３与Ｂｅｃｌｉｎ１免疫组织化学染色

２．４　化疗前Ａｔｇ３与Ｂｅｃｌｉｎ１表达与化疗后不同疗效的关系　

依据上述经ＥＴ方案新辅助化疗后不同疗效例数与化疗前乳

腺癌组织中 Ａｔｇ３与 Ｂｅｃｌｉｎ１不同表达例数见表１。化疗前

Ａｔｇ３与Ｂｅｃｌｉｎ１高表达组总有效率为９５．８％（２３／２４），低表达

和不表达组的总有效率为１７．６％（３／１７），化疗前Ａｔｇ３与Ｂｅｃ

ｌｉｎ１高表达组的乳腺癌化疗有效率高于低表达和不表达组

（犘＜０．０５）。

表１　　化疗前Ａｔｇ３与Ｂｅｃｌｉｎ１不同表达组

　　　与化疗后有效率比较（狀）

组别
ＣＲ＋ＰＲ

（狀＝２６）

ＳＤ＋ＰＤ

（狀＝１５）
犉犻狊犺犲狉值 犘

高表达组 ２３ １ ２６．２２ ＜０．０５

低表达或不表达组 ３ １４

３　讨　　论

前期研究发现在乳腺癌患者接受ＥＴ方案新辅助化疗前

存在多种基因的表达差异，其中自噬相关基因Ａｔｇ３与Ｂｅｃｌｉｎ１

的表达差异尤为显著。因此分析化疗前相关基因表达变化与

化疗疗效的关系，有助于发现化疗方案疗效预测指标。近来研

究发现在肝癌中，自噬基因 Ａｔｇ３的过表达将通过上皮间质转

化促进癌细胞的侵袭和转移［２］；另一方面Ｂｅｃｌｉｎ１的高表达可

抵抗恶性细胞的凋亡［９１１］，因而Ａｔｇ３与Ｂｅｃｌｉｎ１的表达可促进

恶性肿瘤细胞无限增殖与侵袭转移等恶性行为。ＥＴ方案中，

多西紫杉醇类可促进细胞微管聚合，抑制微管解聚，使纺锤体

功能失常，从而抑制细胞增殖，微管蛋白的聚合、解聚也是上皮

间质转化过程的重要步骤［１２１４］。因而表明多西紫杉醇类可能

通过抑制微管蛋白功能干扰 Ａｔｇ３引导的上皮间质转化过程，

达到抗癌作用。而表柔比星类药物则通过直接嵌入细胞ＤＮＡ

核碱基对之间，干扰转录过程，阻止 ｍＲＮＡ的形成，从而抑制

ＤＮＡ和ＲＮＡ的合成，同时抑制拓扑异构酶Ⅱ，也抑制 ＤＮＡ

的合成，进而可能拮抗Ｂｅｃｌｉｎ１介导的抗凋亡作用。

本研究通过回顾性收集、检测经ＥＴ方案新辅助化疗前的

乳腺癌患者病理组织标本中Ａｔｇ３和Ｂｅｃｌｉｎ１的表达，研究结果

表明ＥＴ方案可能拮抗 Ａｔｇ３与Ｂｅｃｌｉｎ１介导的细胞恶性行为

而发挥抗癌作用产生疗效，因此化疗前Ａｔｇ３与Ｂｅｃｌｉｎ１的高表

达可能预示经ＥＴ方案新辅助化疗有效。

基于雌激素受体、孕激素受体和人表皮生长因子受体的乳

腺癌分子分型为乳腺癌患者正确接受内分泌治疗或分子靶向

治疗发挥了重要的决定性作用［１５］。然而目前对于化疗方案的

选择主要依赖于大规模临床试验，尚无明确客观分子选择机

制。本研究发现，在 Ａｔｇ３和Ｂｅｃｌｉｎ１过表达的患者，接受ＥＴ

方案新辅助化疗后有效率更高，从而为患者接受ＥＴ方案新辅

助化疗提供了新的导向性和理论依据。
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更正说明

《重庆医学》２０１４年１２月４３卷３５期４７０５４７０７页，“霍奇金淋巴瘤细胞ＳＨＰ１表达与ＣＤ９９表达的关系”一文，所有费

用及课题来源于该文第三作者吴自?的国家自然科学基金（８１０７１６５９），由于第一作者雷翔慧的疏忽导致遗漏了吴自?为该

文共同通讯作者。经编辑部多方核实，以上情况属实。故特此更正说明，补充吴自?为该文共同通讯作者，Ｔｅｌ：

１３５３３７９８７２８，Ｅ－ｍａｉｌ：ｈａｉｌｉａｎ＠ｆｉｍｍｕ．ｃｏｍ。
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