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目的
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探索乳腺癌干细胞!

?'&'6

#相关基因
'5$$

%

ON76A!

%

>'O$

在乳腺癌患者癌组织%腋窝肿大淋巴结中的表达

与乳腺癌转移及复发的关系$方法
!

以免疫组化法和组织免疫荧光聚合酶链反应!

JOG1'J

#分别检测乳腺癌患者癌组织%腋窝

淋巴结中
?'&'6

相关因子
'5$$

%

'5I$

%

ON76A!

和
>'O$

的基因和抗原表达$结果
!

在术前和术中确诊为乳腺癌的
!$

例患者中

均有癌细胞腋窝淋巴结转移$免疫组化法测得乳腺癌癌组织%腋窝肿大淋巴结
?'&'6

相关因子
'5$$

%

ON76A!

和
>'O$

抗原阳性

过表达"而
'5I$

呈低表达)

JOG1'J

检测乳腺癌组织%腋窝淋巴结中
?'&'6

相关因子
'5$$
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ON76A!

和
>'O$

的基因表达增强!
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BCBK

#"

'5I$

基因低表达!
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BCBK

#$结论
!

乳腺癌伴腋窝淋巴结肿大者
?'&'6

相关因子
'5$$

%

ON76A!

和
>'O$

的基因%抗

原表达明显增高"可能表明
?'&'6

相关因子与乳腺癌细胞易早期转移%复发有关$
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乳腺癌标本或乳腺肿瘤细胞系中乳腺癌干细胞!

?'&'6

"

的鉴别主要是基于肿瘤细胞表面的分子表型如
'5$$

Z

'5I$

%

)

+-N或
:T5W

Z

$除了
'5$$

#与肿瘤的侵袭%转移和复发

有关的因素还包括
?'&'6

的其他相关基因的过表达#如

>'O$

和
ON76A!

$在肿瘤细胞中或表达
>'O$

的细胞株中像

肿瘤干细胞样的细胞只是很少的一部分#它是转录因子
1>f

家族中的一个#在胚胎干细胞中维持多能和增殖的作用$正常

乳腺组织的
>'O$

的过度转导作用导致拥有诱发肿瘤和肿瘤

侵袭能力的细胞系产生$临床研究表明#与低级别和
>'O$

低

表达的肿瘤相比#肿瘤干细胞分子
>'O$

过表达的乳腺肿瘤与

病情进一步恶化%远处转移和生存期更短密切相关+

!

,

$具有螺

旋
G

环
G

螺旋基础结构的转录因子
ON76A!

已被报道在肿瘤细胞

血液播散%转移方面有强大的促进作用#也为临床的研究%有效

的治疗干预提供了理想的标靶$

ON76A!

能促使细胞的表皮间

质化!

*

M

7A2*+73+G4*6*9;2

@

43+A03967A7-9

#

S,O

"#能使癌细胞之

间失去细胞黏附和肿瘤细胞转移+

I

,

$对于上皮恶性肿瘤来说#

S,O

是癌细胞血液播散的关键事件+

D

,

#同时认为它有助于肿

瘤干细胞分子表型的形成+

$

,

$尤其是
S,O

促进了癌细胞从

原发灶脱离并且通过丧失细胞极性和黏附能力来促进癌细胞

的迁徙+

K

,

$进一步阐明
ON76A!

促进肿瘤转移的机制和

ON76A!

功能调节子的识别有助于制订出抑制
S,O

和肿瘤转

移的新策略$乳腺癌淋巴结转移!

+
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4

M

29-.*64*A36A3676

#

TU,

"表明淋巴结内含有侵袭力强的分子表型的癌细胞而且

S,O

调节子的水平表达上调+

E

,

$试验模型提供的证据进一步

解释了原发肿瘤具有发展到肿瘤细胞播散和促进生长因子表

达增加的可能$因而#

TU,

可以作为原发性乳腺肿瘤侵袭和

远处转移潜能的替代性分子标志+

E

,

$目前
?'&'6

在乳腺癌患

者腋窝淋巴结%血液循环和骨髓存在情况与乳腺癌转移的关系
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所知甚少#而且缺乏有效的检测方法$本课题拟以
?'&'6

为

细胞平台#

'5$$

%

ON76A!

%

>'O$

干细胞基因表达为
?'&'6

检

测依据#以免疫荧光聚合酶链反应!

JOG1'J

"检测
'5$$

%

ON76A!

%

>'O$

干细胞基因的表达#初步探索
?'&'6

与乳腺癌

复发和转移的相关性$

!

!

材料与方法

!C!

!

材料
!

本研究选取
!$

例
IB!D

年乳腺癌术后患者#病理

诊断明确$

!$

例均为女性#年龄
DH

"

E"

岁#中位年龄
KDCK

岁$本院乳腺癌患者术中切下的乳腺癌组织%肿大腋窝淋巴结

!

!$

例"均经病理检查结果证实*所有这些操作均遵守科学实

验伦理道德委员会管理章程$

!C#

!

试剂
!

抗体
'5$$

%

'5I$

%

ON76A!

%

>'O$

购于
&39A3

公

司#

JOG1'J

试剂盒%

'5$$

%

'5I$

%

ON76A!

及
>'O$

M

074*0

购

于
O3X3J3

公司*免疫荧光二抗抗体!驴抗兔
(

8

PGQ(O'

和羊抗

兔
1S

抗体购于
&:

!

f&:

"公司*磷酸盐缓冲液!

1?&

#

BCB!

4-+

)

T

#

M

W#C$

"购于南京生物试剂公司$

!C$

!

方法

!C$C!

!

免疫荧光和激光共聚焦操作过程
!

将手术中取下的

乳腺癌灶组织%腋窝淋巴结%正常乳腺组织进行脱水%冰冻切片

固后定于载玻片$

1?&

浸洗切片
D479

后滴加
Dc W

I

>

I

及山

羊血清封闭组织#在湿盒中
D#h

封闭
!K479

!室温
DB479

也

可"$再滴加
'5$$

抗体!以
BCB!4-+

)

T

#

M

W#C$

的
1?&

稀释

!i!BB

"覆盖标本切片$置湿盒中
$h

孵育过夜!

D#h!

"

I2

许"#再用
1?&

浸洗
D479

#重复
K

次#洗去一抗后滤纸擦去标

本液体$滴加荧光二抗置湿盒中#

D# h

避光孵育
!2

#再以

1?&

浸洗
D479

#反复
K

次洗去二抗$以
KBc

甘油封片后立即

在荧光显微镜下观察$以同样方法操作
'5I$

%

ON76A!

%

>'O$

免疫荧光激光共聚焦检查$

!C$C#

!

JOG1'J

检测乳腺癌灶组织%腋窝淋巴结%正常乳腺组

织
'5$$

%

'5I$

%

ON76A!

%

>'O$

的基因表达
!

先以超声波碎掉

冰冻的乳腺组织%乳腺癌组织和腋窝淋巴结$再用
O07]-+

提取

总
JU:

#紫外分光光度计检测质量与含量$采用
O3R3J3

公

司反转录试剂盒#严格按照试剂盒操作说明反转录获得
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&*96*

M

074*0
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KbG':P
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!

:9A7G6*96*

M

074*0

"$退火

条件(

KEh

$常规
1'J

操作#

!B

8

)

T

琼脂糖凝胶电泳#

:+

M

23

(99-A*;2'-

M

-03A7-9

凝胶成像系统观察并拍照$

!C%

!

统计学处理
!

采用
&1&&!DCB

对数据进行统计分析#计

量资料以
6dF

表示#组间非对称比较使用
&A/.*9Ab6>

检验$

#

%

BCBK

为差异有统计学意义$

#

!

结
!!

果

#C!

!

临床病理资料
!

本研究共收集了
!$

例原发性侵袭性乳

腺癌患者#每例肿瘤标本均经有经验的病理医生确认#每例患

者均经国际抗癌协会
OU,

标准分级$乳腺肿瘤小于或等于
I

;4

占
$ICHc

!

E

例"#肿瘤大于
I;4

占
K#CIc

!

H

例"$根据

S+6A-9

和
S++76

方法将肿瘤标本行组织学分级(

!

"

I

级占

$ICHc

!

E

例"#

D

级占
K#CIc

!

H

例"*在所有肿瘤标本中
!!

例

为侵袭性导管癌!

(5'

"#而其余的
D

例为髓样癌或乳腺小叶

癌$为了便于分析资料#笔者还收集了患者标本的部分免疫组

化指标如孕激素受体!

1J

"%雌激素受体!

SJ

"%人表皮生长因

子受体
GI

!

WSJI

"%

'S:

和
?':IIK

$当
!Bc

的细胞核阳性表

达时判定为
1J

或
SJ

过表达$根据
W*0;*

M

A*6A

评分系统使用

单克隆抗体对
WSJI

进行评分$

B

(无细胞膜反应或不足
!Bc

细胞有反应*

!

(超过
!Bc

细胞存在不全性细胞膜反应*

I

(超过

!Bc

细胞有弱至中等强度的完全包膜反应*

D

(超过
!Bc

细胞

强烈的完全包膜反应$

!$

例中有
!I

例
?':IIK

血清抗原高

于
#K

(

8

)

T

#

I

例血清抗原低于
#K

(

8

)

T

$有
!!

例患者
'S:

血

清抗原高于
#9

8

)

T

#

D

例患者
'S:

血清抗原低于
#9

8

)

T

$
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(正常乳腺组织中的
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抗原*

?

(乳腺癌组织中的
'5$$

抗原*
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(转移淋巴结中的
'5$$

抗原*
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%

S

(

JOG1'J

检测$

图
!
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在邻近正常的乳腺组织'乳腺癌组织和转移的腋窝淋巴结中的表达
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抗原"
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!转移淋巴结中的
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抗原"

#

#
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检测$

图
$

!!
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在邻近正常的乳腺组织!乳腺癌组织和转移的腋窝淋巴结中的表达

!!

!

!正常乳腺组织中的
,")%

"

&

!乳腺癌组织中的
,")%

"

"

!转移淋巴结中的
,")%

"

#

#

'

!

()*+"(

检测$

图
-

!!

,")%

在邻近正常的乳腺组织!乳腺癌组织和转移的腋窝淋巴结中的表达

!.!

!

"#%%

#

"#$%

抗体检测
!

遂行组织冰冻切片
"#%%

和

"#$%

抗体染色#激光共聚焦检测$激光共聚焦扫描显示!

"#%%

抗原尽管也表达于正常乳腺组织%图
/!

&'但主要存在于

肿瘤细胞膜上'细胞间质内也有少量表达"乳腺癌组织%图
/&

&

和转移淋巴结中%图
/"

&

"#%%

的表达要明显强于邻近正常的

乳腺组织$

()*+"(

检测结果显示!在乳腺癌组织和转移淋巴

结中
"#%%

基因表达均明显强于邻近正常的乳腺组织%图
/#

#

'

&'而
"#%%

在肿瘤组织和转移淋巴结中的过表达$

()*+"(
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结果显示乳腺癌组织和转移的腋窝淋巴结中的
"#%%4(5!

表达明显强于邻近正常的乳腺组织%

!

"

1.10

&'在乳腺癌组织

和转移的腋窝淋巴结之间的表达差异无统计学意义%

!

#

1.10

&$

"#$%

在正常乳腺组织#原发癌灶内和淋巴结中皆少量

表达或不表达%图
$

&'差异无统计学意义%

!

#

1.10

&$

!."

!

,")%

检测
!

原发乳腺癌组织和转移淋巴结中的
,")%

具有自我更新和促使癌细胞增殖的功能'

,")%

抗原主要表达

于肿瘤细胞膜上和细胞基质内"它可表达于正常乳腺组织上皮

细胞核内%图
-!

&'乳腺癌组织%图
-&

&和转移的腋窝淋巴结中

%图
-"

&'明显强于邻近正常的乳腺组织%图
-!

&$

()*+"(

结

果显示!在乳腺癌组织和转移淋巴结中
,")%

基因表达均明显

强于正常的乳腺组织%图
-#

#

'

&$

()*+"(

检测'乳腺癌组织

和转移的腋窝淋巴结中的
,")%4(5!

表达明显强于邻近正

常的乳腺组织%

!

"

1.10

&'在乳腺癌组织和转移的腋窝淋巴结

之间的表达差异无统计学意义%

!

#

1.10

&$

!!

!

!正常乳腺组织中的
)6789/

"

&

!乳腺癌组织中的
)6789/

"

"

!转移淋巴结中的
)6789/

"

#

#

'

!

()*+"(

检测$

图
%

!!

)6789/

在邻近正常的乳腺组织!乳腺癌组织和转移的腋窝淋巴结中的表达

!.#

!

)6789/

检测
!

原发性乳腺癌和淋巴结转移灶中
)6789/

的过表达可能有助于癌细胞的迁徙#侵袭和远处转移分别以激

光共聚焦#

()*+"(

对
-

种组织中的
)6789/

的表达状态进行

了检测$激光共聚焦照片显示!乳腺导管癌上皮的基底层的细

胞核内和细胞间质内'而且正常乳腺组织内小管上皮基底层的

细胞核内也可见少量表达%图
%!

&$然而正常乳腺组织

)6789/

较原发乳腺癌组织%图
%&

&和转移的腋窝淋巴结组织

%图
%"

&的荧光强度弱得多$

()*+"(

检测结果显示乳腺癌组

织和转移腋窝淋巴结中
)6789/

基因的表达较正常乳腺组织中

的表达要强很多%图
%#

#

'

&'差异有统计学意义%

!

"

1.10

&'然

而在后二者中差异无统计学意义%

!

#

1.10

&$

"

!

讨
!!

论

".$

!

乳腺癌组织和腋窝淋巴结中
&":"8

分子标志物
"#%%

的

高表达是癌细胞增殖#转移的关键环节
!

第
/

个被确认的实体

肿瘤干细胞来源于乳腺癌'那些具有
"#%%

;

"#$%

<标志物的

一小撮细胞亚群%仅
/11

个那样少&能再生为一个肿瘤实体'反

之'不具有这种生物标志的众多肿瘤细胞却具有该功能(

=

)

$试

验结果表明
"#%%

分子在原发乳腺癌和转移的腋窝淋巴结中

高表达而在正常乳腺组织中低表达$而
"#$%

在肿瘤组织#腋

窝淋巴结和正常组织中均低表达'这与以前的研究相符合$

>7

等(

?

)报道到了乳腺癌肿瘤干细胞是由高水平的透明质酸受体

"#%%

和对热稳定的低表达的
"#$%

分子为特征的细胞$这表

明乳腺癌干细胞主要在形成的初始阶段其主要作用并维持这

种趋势$乳腺癌干细胞
"#%%

;

"#$%

<也保持干细胞的多种特

性如自我更新#增殖和促进癌细胞转移等$进一步研究表明'

以透明质酸诱导为基础的这类肿瘤细胞的标志包括高聚集的

"#%%

;

"#$%

<为特征的肿瘤侵袭性细胞'细胞连接蛋白如钙黏

素和封闭素下调'以及丰富的表皮间质化标志物如强烈的淋巴

细胞侵袭和对化疗产生抵制的分子表型过表达(

3

)

$因而以

"#%%

为标靶可以干预乳腺癌干细胞的分化#自我更新和肿瘤

的侵袭$

".!

!

乳腺癌干细胞
,")%

的高表达维系了癌细胞的自我更新

并增加了对治疗的抵制和复发的概率
!

正常组织中的
,")%

'

尤其是孕期'具有多重功能如乳腺上皮细胞的自我更新#增殖'

以及环境诱导的多重特性(

/1*//

)

$正常乳腺组织中
,")%

一旦

变异'他的转导就会导致具有侵袭#克隆能力的肿瘤细胞系产

生$实验结果表明和正常组织相比'乳腺组织和受累腋窝淋巴

结内
,")%

的基因和蛋白均为过表达$这表明
,")%

与细胞

2$$/
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的产生和分化状态密切相关$而且当正常组织内
,")%

呈高

表达时赋予了肿瘤发生的能力$临床研究已表明!与组织内

,")%

呈中低程度表达相比'

",)%

干性分子高表达的肿瘤与

疾病进展#远处转移和远期更短的生存期有关(

/

)

$

,")%

预后

差与肿瘤干细胞耐药增多导致肿瘤患者化疗失败率高有密切

关系(

/$

)

$

"#%%

;

"#$%

<

*

@A6乳腺癌干细胞中
)6789/

的过表达由于

使上皮间质化而促进了肿瘤的侵袭转移$尽管
)6789/

在其他

上皮类肿瘤细胞的核内表达是低频率事件'但是在乳腺癌细胞

核内表达却具有重要的临床意义$试验结果显示
)6789/

主要

表达在乳腺癌和转移淋巴结中
"#%%

;

"#$%

<

*

@A6癌细胞核内'

同时正常组织内也有少量表达$这表明
)6789/

可能主要在肿

瘤的起始和促进肿瘤转移方面起作用$更重要的是'笔者发现

在
!"#

级的乳腺癌组织和腋窝淋巴结内发现
)6789/

的表达

上调$表明转移淋巴结内
)6789

的高表达及后者从阴性到阳

性的转变可能会导致更差的预后$研究证明乳腺上皮中

)6789/

可能通过
"#%%

的过表达促进乳腺癌干细胞的产生和

醛酸脱氢酶活性的增加使上皮间质化(

?

'

/-

)

$另一方面'

)6789/

诱导了上皮间质化'能使上皮肿瘤细胞具有间质化细胞系的特

性如与癌细胞远处转移密切相关的迁徙和侵袭能力(

/%

)

$本研

究和文献报道表明肿瘤间质中的
)6789/

与肿瘤中阳性
'(

和

+(

的状态紧密相关$所有
)6789/

高表达的肿瘤细胞株都显

示了
'(

基因和蛋白的表达'以及二者在乳腺癌患者中呈反比

关系(

/0

)

$

本研究发现原发性乳腺癌和转移性腋窝淋巴结中的

"#%%

#

,")%

及
)6789/

分别较正常乳腺组织高表达'而且在

)6789/

高表达患者中
'(

呈低表达'预示了这类患者可能预后

更差$
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