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"摘要#

!

目的
!

探讨
"&>+

启动子基因甲基化在乳腺浸润性导管癌中的意义%方法
!

采用甲基特异性

%"E

和免疫组织化学染色方法分别检测乳腺癌组织&癌旁组织和乳腺正常组织中
"&>+

基因启动子甲基化状

况及上皮型钙黏蛋白#

:S.-RM1357

$表达情况%收集相关临床病理资料#遗传背景&年龄&肿瘤大小&腋窝淋巴结

转移情况&肿瘤细胞分级&临床分期和分子亚型$!分析
"&>+

基因甲基化在乳腺癌中的意义%结果
!

);*

例乳

腺癌患者共发现
++!

例
"&>+

基因启动子甲基化!甲基化率为
';()*J

!

"&>+

基因启动子甲基化组和非甲基

化组相比
:S.-RM1357

蛋白表达水平明显减低!差异有统计学意义#

!

)

P)+(!,*

!

$

"

*(*+

$%单因素分析结果显

示!

"&>+

基因甲基化组和非甲基化组在腋窝淋巴结转移#

!

)

P+<(*A,

!

$

"

*(*+

$&肿瘤组织学分级#

!

)

P

A('AC

!

$P*(*+'

$&人表皮生长因子受体
)

#

"134NS)

$表达#

!

)

P<('C;

!

$P*(**)

$和分子分型#

!

)

P);('A)

!

$

"

*(*+

$比较!差异有统计学意义%

"$]

回归分析显示!

"&>+

基因启动子甲基化和非甲基化组
;

年生存率比较!

差异有统计学意义#

$

"

*(*+

$%结论
!

"&>+

基因启动子甲基化引起基因
IET9

表达下降!

"&>+

基因甲基

化与乳腺癌的腋窝淋巴结转移相关!提示
"&>+

基因启动子甲基化在乳腺癌疾病进程中发挥了一定作用%

"关键词#

!

乳腺肿瘤'

"&>+

基因'

&T9

甲基化'上皮型钙黏蛋白'淋巴结转移
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乳腺癌的发生*发展是一个多因素及多阶段复杂

的过程(乳腺癌治疗后复发*转移是困扰临床的难题#

恶性肿瘤浸润及转移机制一直是肿瘤研究的热点#

细胞间黏附性下降是导致肿瘤转移的因素之一#肿

瘤细胞转移首先是细胞黏附性改变(黏附分子介导的

肿瘤细胞彼此之间的黏附力减少(出现上皮间叶性改

变(肿瘤开始浸润及转移#

"&>+

基因是上皮型钙黏

蛋白$

:S.-RM1357

&的编码基因(而
:S.-RM1357

是重要

的黏附分子#

"&>+

基因的失活与多种肿瘤发生*发

展密切相关#本研究对
);*

例乳腺浸润性导管癌组

织标本中
"&>+

基因启动子区域
;gS"

Z

U

岛的甲基化

状态进行检测(探讨
"&>+

基因启动子甲基化在乳腺

癌发生*发展过程中的作用#

!

!

资料与方法

!(!

!

一般资料
!

选取
)*+*

年
+

月至
)*++

年
+

月本

院收治的
);*

例初诊原发乳腺浸润性导管癌患者(年

龄
)A

$

C;

岁(中位年龄
'A

岁)其中绝经前患者
+'C

例(绝经后患者
+*!

例#纳入标准%$

+

&病理确诊为乳

腺浸润性导管癌患者$患者病理切片均由
!

位病理学

专家进行病理会诊&)$

)

&入院前无放*化疗及内分泌

治疗史)$

!

&卡式功能状态评分$

V%K

评分&

&

A*

分(

接受手术治疗)$

'

&无其他系统恶性肿瘤病史)$

;

&乳

腺癌患者手术前同意采集标本并签署知情同意书#

排除标准%排除乳腺浸润性小叶癌及原位癌(术前行

化疗*放疗或内分泌治疗(排除乳腺癌转移肿瘤及其

他特殊类型乳腺肿瘤$家族性乳腺癌*肉瘤*微乳头状

癌*淋巴瘤*妊娠期乳腺癌*炎性乳腺癌等&#本研究

经过本院伦理委员会批准#

!("

!

方法

!("(!

!

标本采集
!

取患者乳腺癌组织*相应癌旁组

织*淋巴结组织及正常乳腺组织#取基因组
&T9

(提

取的
&T9

经紫外分光光度计定量后(

=)* h

保存

备用#

!("("

!

免疫组织化学法检测
:S.-RM1357

!

乳腺癌组

织标本脱蜡*水化(按试剂说明书步骤采用免疫组织

化学
K%

法染色(抗原修复采用微波法#

:S.-RM1357

染色结果的判断标准%由
!

位病理专科医师分别判定

免疫组织化学染色结果)免疫组织化学染色的切片中

随机选取
;

个高倍视野$

i'**

倍&(计算镜下阳性细

胞百分比及着色程度#

:S.-RM1357

表达以半定量法判

定%中等以上染色阳性细胞数
*

$"

++J

记为
*

分(

++J

$"

),J

记为
+

分(

),J

$"

;+J

记为
)

分(

;+J

$

C;J

记为
!

分(

#

C;J

记为
'

分)评分
'

)

分为

低表达或阴性组(评分
&

!

分为高表达或阳性组#

!("(#

!

基因组
&T9

的亚硫酸氢钠修饰方法
!

使用

亚硫酸氢钠法进行
&T9

修饰并纯化保存(按使用说

明书操作$

:

Z

5#1.0N5L/X8501

(美国
d5-

H

17

公司&#取

+*

!

H

&T9

加入
!I6X

'

@T-$>

裂解液
;

!

@

(

!Ch

变性(放置
)*I57

(加入
)I6X

'

@

亚硫酸氢钠$

Z

>

;(*

&

;)*

!

@

和
*()I6X

'

@

氢醌
!*

!

@

(

;*h

水浴
+A

M

#在
+I@&T9

纯化树脂中加入处理的
&T9

样品

及
AJ

异丙醇
)I@

滤析(

+**J

乙醇与
!I6X

'

@

醋酸

钠沉淀(离心(弃去上清液(干燥(加
)

!

@#:

溶解液(

=)*h

保存备用#

!("(A

!

甲基特异性
%"E

分析
!

"&>+

基因甲基化

引物 $

"&>+SD

&(

DE

%

;gS#99 "#9 999 9##

"9" "#9 ""U 9"S!g

(

DF

%

;gS##9 UU# #9U

9UUU##9#"U"U#S!g

(扩增片段长度
++)4

Z

#

"&>+

基因非甲基化引物$

"&>+S?

&(

?F

%

;gS#99

####9U U## 9U9 UUU ##9 ##U #S!g

(

?E

%

;gS"9"99""99 #"9 9"9 9"9"9S!g

(扩增片

段长度
+)*4

Z

#

%"E

产物用
)(*J

琼脂糖凝胶电泳

分离(凝胶成像系统观察试验结果%电泳中出现甲基

化条带且没有非甲基化条带判定为
"&>+

基因甲基

化$

D

&)条带中出现非甲基化条带且没有甲基化条带

判定为
"&>+

基因非甲基化$

?

&)同时出现甲基化和

非甲基化条带判定为半甲基化$

?D

&#在体外经过甲

基转移酶处理过的乳腺组织基因组
&T9

$美国
T:N

公司&作为阳性对照(未处理的健康人乳腺组织
&T9

作为阴性对照(使用蒸馏水作为空白对照#

!(#

!

统计学处理
!

采用
K%KK+A(*

统计软件进行统

计分析(计量资料以
!B"

表示(多组间比较采用方差

分析(两组间比较采用两独立样本
#

检验)计数资料以

例数或百分率表示(组间比较采用
!

) 检验或
F5LM

确

切概率法)生存分析采用
"$]

回归分析(以
$

"

*(*;

为差异有统计学意义#

"

!

结
!!

果

"(!

!

"&>+

基因启动子甲基化在散发性乳腺癌的发

生率
!

);*

例患者乳腺癌组织标本共发现
++!

例

"&>+

基因启动子甲基化(甲基化率为
';()*J

)癌旁

组织标本中有
;;

例
"&>+

基因启动子甲基化(甲基

化率为
))(*J

)

"&>+

基因启动子甲基化率在乳腺癌

组织与癌旁组织中比较(差异有统计学意义$

!

)

P

!*(+;,

(

$

"

*(*+

&#见图
+

*

)

#

!!

D

%

D-3Q13

)

9

*

N

%

"&>+

基因启动子甲基特异性
%"E

分析)

+

*

)

*

'

$

<

%

"&>+

基因启动子甲基化条带)

!

%

"&>+

基因启动子未甲基化条

带)

T"

%阴性对照)

%"

%阳性对照

图
+

!!

"&>+

基因启动子甲基化与非甲基化电泳图

,,+)

重庆医学
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年
,

月第
'C

卷第
+,

期



图
)
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乳腺癌组织与癌旁组织
"&>+

基因启动子

甲基化情况比较

"("

!

:S.-RM1357

蛋白在
"&>+

基因启动子甲基化与

非甲基化乳腺癌组织的表达
!

++!

例患者乳腺癌组织

"&>+

基因甲基化标本中
:S.-RM17357

高表达
))

例

$

+<('CJ

&(低表达
<+

例$

A*(;!J

&)

+!C

例患者乳腺

癌组织
"&>+

基因非甲基化标本
:S.-RM17357

高表达

,;

例$

'C(''J

&(低表达
C)

例$

;)(;;J

&)

:S.-RM17357

表达情况在乳腺癌组织
"&>+

基因甲基化与未甲基

化标本中比较(差异有统计学意义$

!

)

P)+(!,*

(

$

"

*(*+

&#见图
!

*表
+

#

表
+

!!

乳腺癌组织
"&>+

基因启动子甲基化与

!!

:S.-RM1357

蛋白表达的关系

:S.-RM1357

蛋白
%

"&>+

基因启动子!

%

$

J

&"

甲基化 无甲基化
!

)

$

阳性
AC ))

$

);(!

&

,;

$

C'(C

&

)+(!,* *(**+

阴性
+,! <+

$

;;(A

&

C)

$

''()

&

"(#

!

:S.-RM1357

在乳腺癌组织和癌旁组织中的表

达
!

在正常乳腺组织中
:S.-RM1357

主要分布在乳腺

导管上皮和乳腺腺泡上皮#免疫组织化学法染色
:S

.-RM1357

阳性为细胞膜呈棕黄色颗粒着色(

:S.-RM1357

在乳腺癌组织中多呈低表达$图
'9

&(而在癌旁组织中

多为高表达$图
'N

&#

:S.-RM1357

在浸润性乳腺导管癌

细胞细胞膜表达减弱$图
;N

&(甚至缺失$图
;9

&#在

);*

例患者乳腺癌组织中
:S.-RM1357

高表达的比率为

!'(A*J

$

AC

'

);*

&(低表达的比率为
,;()*J

$

+,!

'

);*

&(乳腺癌组织
:S.-RM1357

高表达与低表达在乳腺

癌和癌旁组织存在差异(差异有统计学意义$

!

)

P

+<('!;

(

$

"

*(*+

&#

图
!

!!

"&>+

基因启动子甲基化与未甲基化乳腺癌组织中

:S.-RM1357

蛋白表达情况比较

!!

9

%

:S.-RM1357

在乳腺癌组织中低表达)

N

%

:S.-RM1357

在癌旁组织

中高表达

图
'

!!

:S.-RM1357

在乳腺癌组织及癌旁组织

中的表达$

K%

%

i+**

&

!!

9

%

:S.-RM1357

不表达$

=

&)

N

%

:S.-RM1357

低表达$

j

&)

"

%

:S.-RM1357

高表达$

jj

&)

&

%

:S.-RM1357

高表达$

jjj

&

图
;

!!

乳腺浸润性导管癌组织中免疫组织化学染色
:S.-RM1357

在病灶中表达$

K%

%

i)**

&

"(A

!

"&>+

基因
IET9

的表达情况
!

通过反转录

定量
%"E

法检测
"&>+

基因
IET9

在原发性乳腺

癌*淋巴结转移乳腺癌和正常乳腺组织标本中的表达

情况(见图
,

#

"&>+

基因
IET9

在乳腺癌组织

"&>+

基 因 启 动 子 甲 基 化 标 本 中 表 达 水 平 低

$

*(;!AB*(+*A

&(在乳腺癌组织
"&>+

基因启动子非

甲基化标本中表达水平较高$

*(C!'B*(*C)

&(二者差

异有统计学意义$

#P+,(<<

(

$

"

*(*+

&(见图
C9

#

"&>+

基因
IET9

的表达水平在乳腺癌淋巴结转移

组*淋巴结未转移组及正常乳腺组织比较(差异有统

计学意义$

MP'!(;+;

(

$

"

*(*+

&(见图
CN

#

"(B

!

乳腺浸润性导管癌组织
"&>+

基因启动子甲基

化与患者病理临床特征的关系
!

"&>+

基因启动子

甲基化组和未甲基化组在淋巴结是否转移*人表皮生

长因子受体
)

$

"134NS)

&表达*分子分型及肿瘤细胞组

织学分级中差异有统计学意义$

$

"

*(*;

&(而在民族*

C,+)

重庆医学
)*+A

年
,

月第
'C

卷第
+,

期



年龄*是否绝经*

:E

表达*肿块直径及
V5S,C

表达等

因素中差异无统计学意义$

$

#

*(*;

&(见表
)

#

!!

:

%

"&>+

基因
IET9

$

')!4

Z

&)

U

%内部控制基因
U9%&>

$

+'*

4

Z

&)

N

%乳腺癌组织)

TK

%正常乳腺组织

图
,

!!

乳腺癌和正常乳腺组织中
"&>+

基因
IET9

的表达

!!

9

%

"&>+

基因启动子甲基化与未甲基化乳腺癌组织比较)

N

%乳腺

癌淋巴结转移*淋巴结未转移及正常乳腺组织比较

图
C

!!

不同组织
"&>+

基因
IET9

表达水平比较

表
)

!!

"&>+

启动子甲基化与乳腺癌患者临床病理的关系

临床病理因素
%

"&>+

基因

甲基化$

%

& 无甲基化$

%

&

甲基化

率$

J

&

!

)

$

民族
*(,** *('!<

!

汉族
+)' ;! C+ ')(C')

!

维吾尔族
+), ,* ,, 'C(,+<

年龄$岁&

!(<A+ *(+!C

!"

!; '; )* ); ''('''

!

!;

$

,* +;' C, CA '<(!;+

!#

,* ;+ +C !' !!(!!!

是否绝经
*(*+! *(<*<

!

否
+'C ,, A+ ''(<**

!

是
+*! 'C ;, ';(,!+

淋巴结阳性数目
+<(*A,

"

*(**+

!

无转移
A) )) ,* ),(A)<

!

+

$

!

个
+)+ ,+ ,* ;*('+!

!&

'

个
'C !* +C ,!(A!*

乳腺肿块直径$

.I

&

+(!'A *(;+*

!"

) +!) ;, C, ')(')'

!

)

$

; ,A !+ !C ';(;AA

!#

; ;* ), )' ;)(***

:E *()'+ *(,)!

!

阳性
+!C ,* CC '!(C<,

!

阴性
++! ;! ,* ',(<*!

组织学分级
A('AC *(*+'

!%

)A A )* )A(;C+

!&

+)+ '< C) '*('<,

!'

+*+ ;, '; ;'(';;

"134NS) <('C; *(**)

!

阳性
C; '; !* ,*(***

!

阴性
+C; ,A +*C !A(A;C

V5S,C

$

J

&

*(A+' *(!,C

!'

+' )C +* +C !C(*!C

!#

+' ))! +*! +)* ',(+AA

续表
)

!!

"&>+

启动子甲基化与乳腺癌患者临床病理的关系

临床病理因素
%

"&>+

基因

甲基化$

%

& 无甲基化$

%

&

甲基化

率$

J

&

!

)

$

分子分型
);('A) *(**+

!

@/I57-X9 ), +* +, !A(',)

!

@/I57-XN <) )' ,A ),(*AC

!

>:ES)j C; '; !* ,*(***

!

三阴性
;C !' )! ;<(,'<

!!

淋巴结转移%腋下淋巴结*前哨淋巴结镜下宏转移(同时包括淋巴

结微转移(直径
"

)(*II

的肿瘤转移病灶*成簇肿瘤细胞及单个肿瘤

细胞

"(B

!

"&>+

启动子甲基化组和非甲基化组乳腺癌

"$]

回归生存分析
!

乳腺浸润性导管癌
"&>+

启动

子甲基化和非甲基化组随访
,*

个月(

"&>+

启动子

甲基化$

%P++!

&和非甲基化$

%P+!C

&组
"$]

回归分

析乳腺癌
;

年生存率存在差异(差异有统计学意义

$

$

"

*(*+

&(见图
A

#

"$]

多因素回归分析提示%淋巴

结阳性*组织学分级高*

"134NS)

阳性*三阴性分子分

型*

"&>+

基因启动子甲基化患者乳腺癌死亡危险性

高(见表
!

*

'

#

图
A

!!

"&>+

基因启动子甲基化和非甲基化生存分析

表
!

!!

临床病理因素
"$]

回归变量赋值表

变量 变量分类及赋值

分组 非甲基化
P*

(甲基化
P+

淋巴结情况 无
P*

(

+

$

!

个
P+

(

&

'

个
P)

组织学分级
%

级
P+

(

&

级
P)

(

'

级
P!

腋窝淋巴结转移
T*P*

(

T+P+

(

T)P)

(

T!P!

"134NS)

阴性
P*

(阳性
P+

分子分型
@/I57-X9P+

(

@/I57-XNP)

(

>:ES)

$

j

&

P!

(

三阴性
P'

表
'

!!

"&>+

基因启动子甲基化和非甲基化患者生存曲线

!!!

"$]

多因素回归分析

变量
= CN :,DE

(

)

$ :2

Z

$

=

&

<;(*JL/

淋巴结阳性数目
+()!+ *(!*))+(!,**(**+ )();' +(!+;

$

'(;CA

"134NS) +(*;C *(+*! A('<; *(**' +(;'! *(A)!

$

)(!,)

组织学分级
+(*+, *()C*+!(,+A*(**) +(*'A *(<A;

$

)('!,

分子分型
+(''A *()++ C(,'< *(**+ !(',; +(*;;

$

'(A))

甲基化
+(*A; *()AC+*(A<!*(**+ )(*)! *(C<,

$

)(A!)

A,+)

重庆医学
)*+A

年
,

月第
'C

卷第
+,

期



#

!

讨
!!

论

!!

乳腺癌的发病率逐渐增高(已成为女性最常见的

恶性肿瘤!

+S)

"

#乳腺癌复发及转移是导致死亡的主要

原因!

!

"

(恶性肿瘤浸润及转移机制中首先是细胞黏附

性改变(肿瘤细胞彼此之间的黏附力减少(肿瘤出现

倾向浸润及转移#因此(细胞间黏附性改变是导致肿

瘤转移的重要因素之一#

:S.-RM1357

是钙黏附家族中

重要的一员(目前研究发现
:S.-RM1357

参与不同肿瘤

的早期发生*浸润及转移!

'S,

"

#其表达与多种肿瘤的

浸润转移*临床预后有密切联系!

C

"

#

"&>+

是
:S.-RS

M1357

蛋白编码基因(是一种抑癌基因(抑癌基因甲基化

是肿瘤发生*发展过程中基因表达沉默的主要机制(

且在某些情况下是抑癌基因失活的惟一机制#在多

种肿瘤组织中均有
"&>+

基因表达的下调(

"&>+

基

因的表达下调除了受基因多态性*外显子突变等因素

影响外
(

其启动子区域的
;gS"

Z

U

岛异常甲基化作用

近年来被越来越多的研究者所关注!

AS<

"

#

本研究对新疆地区
);*

例患者乳腺癌组织标本

"&>+

基因甲基化进行了检测(研究发现乳腺癌组织

中
"&>+

基因甲基化和
:S.-RM1357

蛋白低表达相关

$

!

)

P)+(!,*

(

$

"

*(*+

&(可能是引起
:S.-RM1357

蛋白

低表达的主要因素#同时研究发现
"&>+

基因甲基

化和淋巴结转移相关(有局部淋巴结转移的乳腺癌组

织的甲基化表达率明显高于无局部淋巴结转移乳腺

癌组织(二者之间差异有统计学意义$

!

)

P+<(*A,

(

$

"

*(*+

&#推测
"&>+

基因甲基化抑制了
:S.-RM13S

57

蛋白表达(使
:S.-RM1357

不能发挥正常作用维持细

胞形态及连接(导致细胞自肿瘤组织中脱落进而引起

肿瘤的转移(这说明
"&>+

基因改变和乳腺癌转移密

切相关#当然(基因表达下调除甲基化外(还有其他

的一些
"&>+

基因改变(如基因突变也是引起基因表

达下调的原因之一#章海波等!

+*

"在肺癌中研究发现(

"&>+

基因
3L+,),*"

#

9

遗传变异可显著增加非小细

胞肺癌$

767SLI-XX.1XXX/7

H

.-7.13

(

TK"@K

&患者确诊

时为晚期并发生转移的概率(

"&>+

基因
3L+,),*"

#

9

遗传变异可促进
TK"@K

的进展!

+*

"

#因此(

"&>+

基因的甲基化也不能完全反映出
:S.-RM1357

的表达

缺失程度#也有可能一部分肿瘤细胞的
"&>+

基因

没有甲基化而失活(这也可以解释肿瘤组织中
:S.-RS

M1357

蛋白表达的异质性#本研究提示%

"&>+

基因

启动子甲基化和非甲基化乳腺癌患者
;

年生存率比

较(差异有统计学意义$

$

"

*(*+

&(和部分研究基本

一致!

<

"

#当然乳腺癌预后和多种因素相关(

"&>+

启

动子甲基化改变是否与乳腺癌的不良预后有关仍需

要大量的研究#本研究由于样本量偏小(研究数据尚

不能确切说明影响肿瘤预后(还需要进一步大样本的

研究#

"&>+

基因甲基化的表观遗传学改变已经成为

肿瘤研究中重要的分子之一!

++S+)

"

(目前(

&T9

甲基化

导致转录失活这一机制已基本明确(但乳腺癌中

"&>+

基因甲基化改变的原因及其调控机制尚不清

楚#因此(需进一步积累更多的临床资料*扩大样本

量进行深入研究#

"&>+

基因信号传导通路及调控

机制仍需要继续深入研究#
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