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凋 亡 相 关基 因 l i v i n 及 c y c l i n B 1 在乳 腺癌 中 的表 达 及 意 义
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【摘 要 】目 的 ：探讨 l i v i n 在 乳 腺癌 组 织 中的表 达 情 况 及 其 与细 胞 周 期 素 B l ( c y c l i n B 1 ) 的关 系 ；方 法 ：应 用 免疫 组 织 化 学 方 法 检

测 L i v i n 和 c y c l i n B 1 在 5 7 例 乳 腺 癌 和 1 0 例 正 常乳 腺组 织 中的表 达 情 况 ， 并分 析 l i v i n 和 c y c l i n B 1 与 临床 病 理 学 特 征 的关 系 。

结 果 ：L i v i n 和 c y c l i n B 1 蛋 白在 乳 腺 癌 阳性 表 达 率 分 别 为 7 7 ． 2 ％ ( 4 4 ／5 7 ) 和 6 8 ． 4 ％ ( 3 9 ／5 7 ) ， 两 者 的表 达 呈 正 相 关 性 ( y
= 0 ． 7 0 1 ，

P < 0 ． 0 0 1 ) ；L i v i n 的表 达 与淋 巴 结 转 移 、 年龄 、 临 床分 期 、 肿 瘤 大 小 未 见 显 著 相 关 性 ， c y c l i n B 1 的 表 达 与 淋 巴 结 转 移 有 显 著相 关

性 ， 而 与 年龄 、 临床分期 、 肿 瘤大 小 未 见 明显 相 关性 。 结 论 ：L i v i n 和 c y c l i n B l 在 乳 腺 癌 组 织 中表 达 上 调 ， 提 示 其 可 能 在 乳 腺 癌 发

生 、 发 展 中起 重 要 促进 作用 ， c y c l i n B 1 和 淋 巴 结 转 移 的 密切 关 系 表 明它 的高表 达 可 能 反 映患 者较 差 的预 后 。
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【A b s t r a c t 】O bj e c t i v e ：T o s t u d y t h e e x p r e s s i o n o f l i v i n a n d i t s c o r r e l a t i o n w i th c y c l i n B 1 i n b r e a s t c a n c e r ． M e t h o d s ： T h e e x p r e s s i o n s o f

l i v i n a n d c y c l i n B 1 i n b r e a s t c a n c e r p a r a f fi n e m b e d d e d s p e c i m e n s w e r e d e t e c t e d b y i m m u n o h i s t o c h e m i c a l t e c h n i q u e ． T h e r e l a t i o n s h i p

b e t w e e n l i v i n a n d c y c l i n B 1 a n d c l i n i c o p a t h o l o g i c a l c h a r a c t e r i s t i c s w a s a n a l y z e d ． R e s u l t s ： T h e r a t e s o f p o s i t i v e e x p r e s s i o n o f l i v i n a n d

c y c l i n B 1 p r o t e i n i n b r e a s t c a n c e r w e r e 7 7 ． 2 ％ a n d 6 8 ． 4 ％ ， r e s p e c t i v e l y ， a n d t h e c o r r e l a t i o n w a s p s i t i v e ( v = 0 ． 7 0 1 ， 尸< 0 ． 0 0 1 ) ． T h e

s i g n i fi c a n t c o rr e l a t i o n o f c y e l i n B 1 w i t h l y m p h n o d e m e t a s t a s i s e x p r e s s i o n w a s f o u n d i n b r e a s t c a n c e r ． C o n c l u s i o n s ： O u r fi n d i n g s s u g g e s t

t h a t u p r e gn l a t e d e x p r e s s i o n o f l i v i n a n d c y c l i n B 1 p r o t e i n s m a y p l a y a n i m p o r t a n t r o l e i n t h e d e v e l o p m e n t o f b r e a s t c a n c e r ． T h e r e l a t i o n s h i p

b e t w e e n c y c l i n B 1 a n d l y m p h n o d e m e t a s t a s i s e x p r e s s i o n i n d i c a t e s t h a t h i g h e r c y c l i n B 1 e x p r e s s i o n m a y i m p l y p a t i e n t
’

s p o o r p r o g n o s i s ．

【K e y w o r d s 】B r e a s t c a r c i n o m a ；C y c l i n B 1 ；l i v i n

近 年 来 ， 乳 腺 癌 发 病 率 及 检 出 率 正 逐 年 上 升 ， 已

居 女 性 恶 性 肿 瘤 之 前 列 。 目前 研 究 表 明 肿 瘤 的 发

生 、 发 展 与 抑 制 细 胞 凋 亡 基 因 、 细 胞 周 期 的 失 控 等

因 素 密 切 相 关 。 l i v i n 基 因 是 抑 制 细 胞 凋 亡 基 因 _l _
， 其

作 用 途 径 主 要 通 过 与 C a s p a s e 家 族 相 互 作 用 。 C v
．

c l i n B 1 是 一 类 与 细 胞 周 期 有 关 的 蛋 白质 ， 它 参 与 细

胞 周 期 的 调 节 。 本 研 究 应 用 免 疫 组 织 化 学 技 术 检 测

乳 腺 癌 中 l i v i n 蛋 白 的 表 达 情 况 并 探 讨 其 与 c y c l i n

B 1 的 表 达 的关 系 ， 现 报 道 如 下 。

1 材 料 与 方 法

1 ． 1 资料 来源

乳 腺 癌 组 织 标 本 均 取 自 中南 大 学 湘 雅 二 医 院 病 理 科

作 者 介绍 ：王 勇军 ( 19 7 0 一 ) ， 男 ， 主 管技 师 ，

研 究 方 向 ：乳 腺 癌 早 期 的 相 关 因 子 检 测 。

2 0 0 6 年 6 月 ～ 2 0 0 7 年 6 月 手 术 标 本 ， 标 本 离 体 后 立 即切 块

固定 ， 乳 腺 癌 全 部 病 例 行 根 治 手 术 ， 术 前 均 未 接 受 过 放 疗 或

化 疗 。 所 有 病 例 均 为 女 性 ， 年 龄 2 3 — 7 8 岁 ， 平 均 ( 4 9 ． 8 8 ±

1 1 ． 2 6 )岁 。 肿瘤 大 小 ( 2 ． 7 4 ± 0 ． 8 9 ) c m 。 所 有病 例均 经 H E 切 片

证 实 ， 非 特 殊 类 型 5 7 例 按 国 际 抗 癌 联 盟 的 T N M 分 期 法 分

期 ， 1 期 1 3 例 ， 2 期 2 0 例 ， 3 期 1 3 例 ， 4 期 1 1 例 。 正 常乳 腺组

织 1 0 例病 理 标 本亦 均 来 自中南 大学 湘 雅 二 医 院病理 手 术 标

本 。

1 ． 2 方 法

免 疫组 化染 色 ， l i v i n 和 c y c l i n B 1 单克 隆抗 体购 自武 汉 博

士 德生 物技 术公 司 ， 工 作浓 度分别为 l ： 1 0 0 和 1 ： 5 0 。 组 织

蜡 块 4 tx m 连 续 切 片 ， 6 8 ℃ 烤 片过 夜 ， 脱蜡 和 水 化后 ， 切 片浸

入 3 ％ H ：O ： 5 m i n ， 用 0 ． 0 1 m o l／L p H 6 ． 0 柠檬 酸盐 缓 冲液进 行

微 波抗 原 修 复 ， 9 8 ℃ ～ 1 0 0
~

C 1 0 m i n ， 室 温 冷 却 后 P B S 冲洗 ，

小 牛 血 清封 闭 1 5 m i n ， 滴加 一 抗 4 ℃ 过 夜后 ， P B S 浸 泡 冲洗 3

次 ， 每次 2 m i n ， 滴加 二 抗 ， 3 7 qC 室 温 孵 育 2 0 m i n ， P B S 冲洗后 ，

滴 加 S A B C ， 3 7 ℃ 室 温 孵 育 2 0 m i n ， P B S 冲洗 后 D A B 显 色 ， 苏
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木精 复染 。 设 0 ． 0 1 m o l／L P B S 代替 一 抗 作 为阴性 对 照 ， 省 略 一

抗 为 空 白对 照 。

1 -3 判 断 标 准

显 微 镜 下 观 察 ， 免疫 组 化结 果 呈 棕 黄 色 ， L i v i n 和 c y c l i n

B 1 主要 表 达 于 胞 质 ， 也 可 表 达 于 胞 核 。 结果 判 断标 准 ， 采 用

半 定 量 的方 法 ， 光 镜 下 进 行 分析 ， 在 排 除非特 性 染 色前 提 下 ，

以 黄 色 、 棕黄 色 、 棕 褐 色为 阳性 。 记 分 方 法 ：按 切 片 中细 胞 染

色 的深 浅评 分 ， 0 分无 着 色 ；1 分 呈 浅 黄 色 ；2 分呈 棕 黄 色 ；3

分呈 棕褐 色 。 按 切 片 中的 阳性 细胞 比例评 分 ， 每 例 随机 观 察

5 个 视 野 ， 每 个 视 野 10 0 个 细 胞 ， 计 数 5 0 0 个 细 胞 中染 色 阳

性 的 细 胞 数 ， 0 分显 色 细 胞 数 ≤ 5 ％ ；1 分显 色 细 胞 数 占 5 ％ ～

2 5 ％ ；2 分 显 色 细胞 数 占 2 5 ％ ～ 5 0 ％ ；3 分 显 色 细 胞 数 占 5 0 ％

～ 7 5 ％ ；4 分显 色细胞 数 占 7 5 ％ ～ 1 0 0 ％ 。 每例标 本 染 色积 分

为 2 种记 分 的乘积 ， 若乘 积 ≤ 1 为 阴性 ， > 1 为 阳性 。 结果 判

定 采用 双 盲法 ， 由 2 位有 丰富 临床经 验 的病理 医 师进 行 。

1 ． 4 统 计 学分 析

S P S S l 1 ． 0 统计 软 件进 行统 计 分析 ， l i v i n 和 c y c l i n B 1 的表

达 与 临 床病理 指标 间 的关 系采 用 卡 方 检 验 ， S p e a r m a n 相 关 分

析 二 者 的相 关性 。

图 1 L i v i n 在 乳 腺 癌

组 织 中强 表 达 ， 细 胞 质

表 达 为 主 (x 2 0 0 1

图 2 L i v i n 在 乳 腺 癌

组 织 中表 达 ， 细 胞 质 细

胞 核 均 有 表 达 (x 2 0 0 1

2 结 果

2 ． 1 乳 腺 癌 中 L i v i n 和 c v c l i n B 1 的 表 达

L i v i n 免 疫 组 化 阳 性 物 主 要 定 位 于 肿 瘤 细 胞 的

细 胞 质 中 ， 少 数 定 位 于 细 胞 核 中 ， 为 粗 细 不 一 的 棕

黄 色 颗 粒 。 c y c l i n B 1 细 胞 质 和 细 胞 核 内均 可 出现 棕

黄 色 或 棕 褐 色 颗 粒 为 阳 性 ( 图 1 ～ 4 ) 。 L i v i n 阳 性 表 达

率 为 7 7 ． 2 ％ ( 4 4 ／5 7 ) ， c y c l i n B l 的 阳 性 表 达 率 为

6 8 ． 4 ％ ( 3 9 ／5 7 ) 。

2 ． 2 乳 腺 癌 组 织 中 L i v i n 和 c v c l i n B 1 表达 的 关 系

由 表 1 可 知 5 7 例 标 本 中 L i v i n 蛋 白 与 c y c l i n

B 1 蛋 白 的 表 达 有 明显 的 正 相 关 性 。

2 3 L i v i n 和 c v c l i n B 1 在 乳 腺 癌 中的 表 达 与 临 床 病

理 参 数 的 关 系

L i v i n 的 表 达 与 淋 巴 结 转 移 、 年 龄 、 临 床 分 期 、 肿

瘤 大 小 未 见 显 著 相 关 性 。 c y c ]i n B I 的 表 达 与 淋 巴 结

转 移 有 显 著 相 关 性 ， 而 与 年 龄 、 临 床 分 期 、 肿 瘤 大 小

未 见 明 显 相 关 性 ． 见 表 2 。

图 3 c y c l i n B 1 在 乳 腺

癌 组 织 中表 达 ，细 胞 质

表达 ~b i (x 2 0 0 )

表 1 L i v i n 和 c y c l i n B l 在 乳 腺 癌 中的表达 关 系

图 4 ( 州
． 1i n B 1 在 乳腺

癌 组 织 中细 胞 质 和 细 胞

核 均 有 强 表达 f x 2 0 0 )

X
。

= 1 1 ． 0 4 ， P < 0 ． 0 0 5 ； ŷ ： 0 ． 7 0 1 ， P < 0 ． 0 0 1

表 2 乳 腺 癌 L i v i n 和 c y c l i n B 1 蛋 白表达 与 临床 病 理 特 征
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3 讨 论 

乳腺癌 的发生 、发展是一个 多基 因 、多阶段 的 

演进过程 ，涉及多种原癌基因的激活和抑癌基 因的 

失活。Livin是(Inhibitor of apoptosis protein，IAP)家 

族是重要的凋亡抑制因子。Livin抑制细胞凋亡作用 

主要 通过其 (Baculoviral IAP repeat，BIR)区与半胱 

氨酸蛋白水解酶(Caspases家族)结合，抑制其活性， 

与 Caspases蛋白家族中的多个成员相互作用，尤其 

是 Caspases一3／一7和 Caspases一9的活性 ，阻止 Cas— 

pase蛋 白在细胞凋亡时执行蛋 白切除功能 ，达到阻 

断凋亡受体及以线粒体为基础的凋亡途径而起作 

用l 2l。本实验结果表明livin蛋白在乳腺癌组织中大 

量表达，而正常乳腺组织 10例中无一例有 livin阳 

性表达 ，与 Singh的报道一致_3_。Livin在乳腺癌 中表 

达上调 ，提示在乳腺癌发生 、发展中起重要作用 ，可 

作为判断乳腺癌预后新的分子标记物l41，为乳腺癌 

基因治疗提供新靶点l 5l。 

肿瘤除与细胞凋亡有关外 ，细胞周期的失控在 

肿瘤的发生 中亦有着重要作用 。cyclin B1是控制 

细胞进入 G2／M期的关键 因子。作为 M期周期蛋 白， 

Cyclin B1出现于 S期，主要合成于 S／G 期，在 G2／M 

期达到最高，并转运到核中．在有丝分裂后期迅速 

被泛素化降解。cyelin B1与细胞周期蛋白依赖性蛋 

白激酶 1(Cyclin dependent kinase 1，CDKI)结合，发 

挥生物作用 ，使细胞进入分裂期 。正常 G2／M期检 

查点具有阻止恶性转化 的功能 ．通过 p53调节细胞 

内 Cyclin B1水平和活性 ，来调节检查点功能。研究 

表明，细胞周期调 节紊乱是导致肿瘤形成 的原 因之 
一

。 细胞周期调控机制的破坏可导致基因组不稳定 

性增加 ，有助于细胞失控生长和癌肿形成。因为 cv 

clin B1能直接影响有丝分裂 ，它的过度表达可导致细 

胞生长失控、恶性转化 、最终形成肿瘤 Ol且有助于肿 

瘤的侵蚀性生长。本实验中，乳腺癌组织 eyelin B1水 

平较正常乳腺组织明显升高 ．Livin阳性表达 的乳腺 

癌组织 cyclin B1较 Livin阴性表达的乳腺癌组织高， 

说明 cyclin Bl过度表达时 ．可导致细胞生长失控 、增 

殖、发展乃至恶性转化、最终形成肿瘤。 

我们通过实验证 明了凋亡抑制蛋 白 livin以及 

cyclin B1在乳腺癌组织中表达上调，提示其可能在乳 

腺癌发生、发展中起重要促进作用 ，cyelin Bl淋巴结 

转移的密切关系．表明它的高表达客观地提示 cyclin 

Bl在乳腺癌肿的临床病例意义⋯I。对过度表达cyclin 

B1112,13I和(或)livint l的肿瘤细胞进行干扰，降低 evclin 

B1和(或)livin后对肿瘤有明显阻断作用，这些发现 

表明，cyclin B1的下调尤其联合其他分子靶点 ，如 

livin，很可能是抗肿瘤干预的新的策略 ，尤其是对 cy— 

elin B1和(或)livin表达水平较高的肿瘤，是一颇具 

应用前景的、针对性强的抗癌分子靶点。 
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