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ＢＲＣＡ１基因在散发性乳腺癌中的表达及异常甲基化
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　　［摘要］　目的　通过检测乳腺癌易感基因１（ＢＲＣＡ１）基因在散发性乳腺癌中的表达情况及其启动子甲基化状态，探讨

ＢＲＣＡ１基因与散发性乳腺癌的关系。方法　应用实时荧光定量ＰＣＲ的方法和免疫组织化学方法分别检测ＢＲＣＡ１ｍＲＮＡ和蛋

白在６０例散发性乳腺癌组织、癌旁正常乳腺组织及３０例乳腺良性病变组织中的表达情况；应用重亚硫酸盐测序ＰＣＲ（ＢＰＳ）联合

ＴＡ克隆测序方法检测上述组织中ＢＲＣＡ１启动子ＣｐＧ岛的甲基化状态，分析ＢＲＣＡ１基因表达和启动子甲基化相关性。结果　

ＢＲＣＡ１ｍＲＮＡ和蛋白在散发性乳腺癌组织中的相对表达水平分别低于癌旁正常组织及乳腺良性病变组织，差异有统计学意义

（犘＜０．００１）。乳腺癌组织中ＢＲＣＡ１蛋白的表达率为５１．７％（３１／６０），明显低于癌旁正常乳腺组织的７１．７％（４３／６０）及乳腺良性

病变组织的６６．７％（２０／３０），差异有统计学意义（犘＜０．００１）；散发性乳腺癌组织中ＢＲＣＡ１启动子甲基化率为３１．７％（１９／６０），癌

旁正常乳腺组织及乳腺良性病变组织均未检测出甲基化，差异有统计学意义（犘＝０．０００）；ＢＲＣＡ１蛋白表达与其启动子甲基化呈

负相关（狉＝－０．３４５，犘＝０．００７）。结论　乳腺癌易感基因ＢＲＣＡ１启动子区ＣｐＧ岛甲基化导致ＢＲＣＡ１基因表达显著下调，可能

参与散发性乳腺癌的发生、发展。
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　　乳腺癌易感基因１（ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｇｅｎｅ１，

ＢＲＣＡ１）是最早发现的与家族遗传性乳腺癌发生关系密切的

抑癌基因［１］。有文献报道，大约４５％的家族性乳腺癌和９０％

的遗传性乳腺癌中可以检测出ＢＲＣＡ１基因的突变
［２３］。而在

散发性乳腺癌中很少发现 ＢＲＣＡ１的突变。但约有３０％～

４０％的散发性乳腺癌中ＢＲＣＡ１ｍＲＮＡ和蛋白表达降低或缺

失［４］，表明ＢＲＣＡ１也是参与散发性乳腺癌发生、发展的重要

基因。目前，ＢＲＣＡ１在散发性乳腺癌中的具体功能和作用机

制尚不清楚，本研究拟从ＢＲＣＡ１基因表达和甲基化２个方面

研究散发性乳腺癌与ＢＲＣＡ１基因的关系。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集广西医科大学附属肿瘤医院乳腺外科

２０１０年９月至２０１２年１２月乳腺手术切除标本，包括６０例散

发性乳腺癌组织及配对的距癌组织阴性切缘５ｃｍ以上的正常

乳腺组织。乳腺良性病变３０例，其中，乳腺纤维瘤２０例，乳腺

囊性增生症１０例，患者均为女性。乳腺癌患者年龄３１～７６

岁，平均５０．３岁。乳腺良性病变患者年龄１８～４２岁，中位年

龄３１岁。所有患者均无乳腺癌家族史，术前未接受化疗、放疗

和其他抗肿瘤治疗。术后所有标本均经病理科医师确诊。本

实验经医院伦理委员会批准，患者知情同意。

１．２　标本处理　术中取材后一部分标本予生理盐水冲洗后立

即放入液氮中，然后置于－８０℃冰箱中冻存。另一部分标本

予中性甲醛溶液固定２４ｈ，石蜡包埋保存。

１．３　实时荧光定量ＰＣＲ检测ＬＯＸｍＲＮＡ　Ｔｒｉｚｏｌ法提取各
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组细胞总ＲＮＡ，取２μｇ总ＲＮＡ逆转录合成ｃＤＮＡ。引物序

列：ＢＲＣＡ１Ｆｏｒｗａｒｄ：ＴＧＴＧＡＧＧＣＡＣＣＴＧＴＧＧＴＧ ＡＣ，

Ｒｅｖｅｒｓｅ：ＧＴＧＧＣＴＧＧＣＴＧＣＡＧＴＣＡＧＴＡＧ（１２５ｂｐ）；βａｃ

ｔｉｎＦｏｒｗａｒｄ：ＡＧＴＴＧＣＧＴＴ ＡＣＡＣＣＣＴＴＴＣＴＴ Ｇ，Ｒｅ

ｖｅｒｓｅ：ＣＡＣＣＴＴＣＡＣＣＧＴＴＣＣＡＧＴＴＴＴ（１４８ｂｐ）。实时荧

光定量ＰＣＲ按 ＱｕａｎｔＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲ试剂盒说明书操作，

实时荧光定量基因扩增仪上扩增。反应条件：９５℃预变性２

ｍｉｎ，９５℃变性１０ｓ，６０℃退火３０ｓ，７０℃延伸３０ｓ，４０个循

环。读取Ｃｔ值，按公式“△ＣＴ＝ＣＴ平均值（ＢＲＣＡ１）－ＣＴ平均值

（βａｃｔｉｎ）”分别计算各组的△ＣＴ，用２
－△ＣＴ代表ＢＲＣＡ１ｍＲＮＡ

的表达量。

１．４　免疫组织化学染色　石蜡包埋组织，以５μｍ连续切片，

免疫组织化学染色ＳＰ法操作步骤按说明书进行。用已知阳

性切片作为阳性对照，ＰＢＳ代替一抗作为阴性对照。ＢＲＣＡ１

染色以细胞核和（或）细胞质内出现棕黄色颗粒为阳性，无着色

为阴性细胞。每批染色的阳性对照片应显示为阳性、阴性对照

片应显示为阴性，否则整批切片重染。

１．５　免疫组织化学染色结果分析　（１）定性分析：每张切片随

机选择５个２００倍镜视野。计算阳性细胞率＝（阳性细胞数／

计数肿瘤细胞总数）×１００％。以阳性细胞大于或等于１０％为

阳性，小于１０％为阴性
［５］。（２）定量分析：每张切片随机选取５

个２００倍视野，用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０软件测得每个视野阳性

表达区域面积（ａｒｅａＳＵＭ）和累计光密度（ＩＯＤＳＵＭ）值，通过

ＩＯＤＳＵＭ／ａｒｅａＳＵＭ计算平均光密度（ＩＯＤＡＶＥ），取５个视

野光密度平均值代表该切片ＢＲＣＡ１蛋白的表达量。

１．６　重亚硫酸盐测序ＰＣＲ（ＢＳＰ）检测ＢＲＣＡ１基因启动子甲

基化状态　应用 ＡＢＩ公司的 ＭｅｔｈｙｌＰｒｉｍｅｒＥｘｐｒｅｓｓｖ１．０软

件对ＢＲＣＡ１ｍＲＮＡ转录体转录起始位点上游－２０００ｂｐ和

下游＋１０００ｂｐ进行ＣｐＧ岛分析，发现存在２个ＣｐＧ岛，分别

为长度２４４ｂｐ（－１２７９ｂｐ～－１０３６ｂｐ）和长度２２１ｂｐ（－９３７

ｂｐ～－７１７ｂｐ），以－９３７ｂｐ～－７１７ｂｐ为检测目标，测序分析

甲基化情况。采用 Ｍｅｔｈｐｒｉｍｅｒ针对ＣｐＧ岛设计ＢＳＰ引物，引

物序列如下。上游引物：５′ＧＡＴＴＧＧＧＴＧＧＴＴＡＡＴＴＴＡ

ＧＡＧＴ３′；下游引物：５′ＡＡＴＴＡＴＣＴＡ ＡＡＡ ＡＡＣＣＣＣ

ＡＣＡＡ３′，扩增产物长度为２３４ｂｐ。按ＤＮＡ提取试剂盒说明

书提取乳腺癌、癌旁乳腺组织及乳腺良性肿瘤组织中的ＤＮＡ，

用Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ的 ＭｅｔｈｙｌＣｏｄｅ
ＴＭＢｉｓｕｌｆｉｔｅＣｏｎｖｅｒｓｉｏｎＫｉｔ对样本

基因组ＤＮＡ进行处理。ＢＳＰ总反应体系为２５μＬ，其中，上、

下游引物各为０．５μＬ，甲基化修饰后的ＤＮＡ为１．０μＬ，反应

条件：９５℃预变性５ｍｉｎ，９５℃变性３０ｓ，５６℃退火３０ｓ，７２℃

延伸６０ｓ，循环３５个周期后，最后７２℃延伸５ｍｉｎ结束。产

物经凝胶电泳后回收纯化，与ＴＡ载体链接，转化至ＤＨ５Ａ感

受态细胞后，挑选５个阳性克隆测序，测序结果采用ＢｉＱＡｎａ

ｌｙｚｅｒ软件分析。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１５．０统计软件进行分析处理，

结果以均数±标准差（狓±狊）表示，采用成组设计和配对设计两

样本均数比较的狋检验、χ
２ 检验和Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析进

行数据分析，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　乳腺组织中ＢＲＣＡ１ｍＲＮＡ表达水平的检测　实时荧光

定量ＰＣＲ结果显示，乳腺癌组织、癌旁正常乳腺组织及乳腺良

性病变组织中 ＢＲＣＡ１ｍＲＮＡ 的相对表达水平为（０．１４±

０．０６）、（０．３１±０．１２）和（０．２９±０．０９），ＢＲＣＡ１ｍＲＮＡ在散发

性乳腺癌组织中的表达明显低于癌旁组织及乳腺良性病变组

织（犘＜０．０５），而乳腺良性病变组织与癌旁组织间比较差异无

统计学意义（犘＞０．０５）。

２．２　乳腺组织中ＢＲＣＡ１蛋白表达水平的检测　ＢＲＣＡ１蛋

白主要分布在细胞核，少数出现在细胞质（图１）。６０例乳腺癌

组织中ＢＲＣＡ１蛋白的表达率为５１．７％（３１／６０），明显低于癌

旁正常乳腺组织的７１．７％（４３／６０）及乳腺良性病变组织的

６６．７％（２０／３０）。根据ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０软件测得，ＢＲＣＡ１

蛋白在乳腺癌组织、癌旁组织及乳腺良性病变组织中的平均光

密度值分别为（０．２３７±０．０８４）、（０．７６２±０．２５５）和（０．６８４±

０．２７２）。乳腺癌组织中ＢＲＣＡ１蛋白表达率及表达量明显低

于癌旁正乳腺组织及乳腺良性病变组织（犘＜０．０５），后两者间

比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

　　Ａ：ＢＲＣＡ１阳性表达；Ｂ：ＢＲＣＡ１阴性表达。

图１　　免疫组织化学染色检测ＢＲＣＡ１蛋白在乳腺癌

组织中的表达情况（ＳＰ，×４００）

２．３　乳腺组织中ＢＲＣＡ１甲基化的检测　对乳腺癌和癌旁正

常组织及乳腺良性病变组织中的ＢＲＣＡ１基因５′调控序列－

９３７ｂｐ～－７１７ｂｐ区段内的ＣｐＧ位点甲基化状态的ＢＳＰ测序

分析，结果显示乳腺癌组织中 ＢＲＣＡ１启动子甲基化率为

３１．７％（１９／６０），而在癌旁正常乳腺组织及乳腺良性病变组织

均未检测出ＢＲＡＣ１启动子甲基化，差异有统计学意义（犘＝

０．０００）。见图２。

　　●：发生甲基化的ＣＧ位点；○：未发生甲基化的ＣＧ位点。

图２　　ＢＳＰ方法检测３种乳腺组织中ＢＲＣＡ１基因

启动子区甲基化黑白点图

２．４　乳腺癌组织中ＢＲＣＡ１蛋白表达与启动子甲基化相关性

　６０例乳腺癌组织中有３１例ＢＲＣＡ１蛋白阳性表达，其中启

动子甲基化的为５例，而２９例ＢＲＣＡ１阴性表达的乳腺癌组织

中ＢＲＣＡ１基因的甲基化的为１４例。用Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析，

ＢＲＣＡ１蛋白表达与甲基化之间为负相关（狉＝－０．３４５，犘＝

０．００７），证明ＢＲＣＡ１基因启动子的甲基化与其转录和翻译水

平呈负相关。

３　讨　　论

与其他肿瘤抑制基因一样，ＢＲＣＡ１参与了许多重要的细

胞进程，它能防止细胞失去控制地生长和分化，在调节细胞进

程、ＤＮＡ损伤修复、细胞生长与凋亡及转录活化和抑制多种生

物学途径中发挥重要作用［６７］。ＢＲＣＡ１功能的缺陷，可能会导

致基因组不稳定性，从而增加肿瘤发生的风险［８］。ＢＲＣＡ１基

因突变在家族性乳腺癌中的作用已得到广泛认同，而在散发性
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乳腺癌中ＢＲＣＡ１基因的突变非常罕见，但有研究发现在散发

性乳腺癌中ＢＲＣＡ１ｍＲＮＡ和蛋白表达水平的下降或缺失。

这些结果表明，有突变之外的其他机制参与了散发性乳腺癌中

ＢＲＣＡ１基因在转录水平和（或）转录后水平的抑制。

近年来研究发现ＤＮＡ启动子甲基化模式的改变，尤其是

某些抑癌基因局部甲基化水平的异常增高，在肿瘤的发生和发

展的过程中起到了不容忽视的作用［９］。启动子异常甲基化是

肿瘤发生的早期事件，主要发生在启动子ＣｐＧ岛内５′端胞嘧

啶碱基上，这些位点在正常情况下处于未甲基化状态。发生异

常甲基化往往会改变基因的表达模式，导致抑癌基因的转录抑

制或沉默，失活的抑癌基因不能负调控细胞周期增殖，从而导

致细胞恶性改变［１０］。Ｐ１６、ＮＯＥＹ２、ＴＩＭＰ３、ＲＡＳＳＦ１Ａ等基因

是目前已经得到证实的发生 ＤＮＡ 甲基化的乳腺癌相关基

因［１１１３］。

乳腺癌易感基因ＢＲＣＡ１启动子甲基化近年来在散发性

乳腺癌中也受到广泛关注。Ｒｉｃｅ等
［１４］检测６个散发性乳腺癌

细胞系的ＢＲＣＡ１启动子的甲基化水平及 ｍＲＮＡ表达水平，

发现有１个细胞系的ＢＲＣＡ１的ＣｐＧ位点６０％以上发生甲基

化，其 ｍＲＮＡ表达水平仅为正常乳腺上皮细胞水平的１／８。

其他５个细胞系的ＢＲＣＡ１ｍＲＮＡ表达也有不同程度的下降，

但均未检测到甲基化。说明ＢＲＣＡ１ｍＲＮＡ的表达水平与乳

腺癌发生有关，ｍＲＮＡ表达水平可能受启动子甲基化水平调

控。本研究检测了６０例散发性乳腺癌组织、与之配对癌旁组

织以及３０例乳腺良性病变组织中ＢＲＣＡ１基因表达水平及启

动子甲基化情况。结果显示ＢＲＣＡ１ｍＲＮＡ和蛋白在乳腺癌

组织中表达水平明显低于癌旁组织及乳腺良性病变组织。这

表明乳腺癌中ＢＲＣＡ１基因在转录水平发生了下调。根据亚

硫酸盐测序结果显示ＢＲＣＡ１启动子在部分乳腺癌组织中发

生了甲基化，而癌旁正常乳腺组织和乳腺良性病变组织中均未

发生甲基化。进一步分析发现，在乳腺癌组织中ＢＲＣＡ１蛋白

的表达与其启动子ＣｐＧ岛甲基化状态呈负相关。发生启动子

甲基化的ＢＲＣＡ１蛋白在乳腺癌组织中多为阴性表达，而未发

生启动子甲基化的ＢＲＣＡ１蛋白多呈阳性表达。因此，推测在

散发性乳腺癌中，ＢＲＣＡ１基因启动子的甲基化是导致其表达

显著下调的主要机制。
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ＢＲＣＡ１ｐｒｏｍｏｔｅｒｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｄｅｃｒｅａｓｅｄＢＲＣＡ１

ｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｉｎｃｌｉｎｉｃａｌｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｓｐｅｃｉｍｅｎｓ［Ｊ］．Ｃａｒ

ｃｉｎｏｇｅｎｅｓｉｓ，２０００，２１（９）：１７６１１７６７．

（收稿日期：２０１４１００８　修回日期：２０１４１２１５）

（上接第１１７３页）

［１３］黄世勇，陶泽璋，肖伯奎．连翘酯苷对顺铂耳毒性防护作

用的实验研究［Ｊ］．听力学及言语疾病杂志，２０１１，１９（２）：

１５２１５６．

［１４］蒋利和，马博，谢正轶．二十二碳六烯酸对老年大鼠脑组

织抗氧化和脂肪酸的影响［Ｊ］．食品科学，２０１１，３２（１３）：

２８４２８７．

（收稿日期：２０１４１００８　修回日期：２０１４１２１０）

６７１１ 重庆医学２０１５年３月第４４卷第９期


