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TUNEL~ t]IIER‘。 乳癌细胞凋亡和Ki-67表达的研究 
刮大川，姚棒祥 

f重庆医科大学临床学院普外科 重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨雌激索受体阴性乳癌细胞中Ki。67与细胞捅亡之间的关系。方法：通过l 25f0Hk 诱发雌激崇受津阴性 

乳癌细胞株MDA．MB。435s凋亡 采用M丌弦检测细胞增殖情况，TL【NE啦 检剽细胞捅亡指数，免症纽化拉检测Ki．67阳性表 

达指数，进行相关性分析。结果：在l mm0I／L 1，25{OHk 诱发MDA．MB．4355凋亡过程珥l 肿瘤细胞捅亡指数与Ki-67阳性表 

达指数呈负相关。结论：对捅亡指数及l(i．67b'[1胜表述指数的综台分析，可辛l血反映细胞凋亡和增殖的乎衡状态 xtT-~INN' 

瘤细胞的增生具有参考价值。 
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Study of the expression of Ki一67 and apoptosis tested by TUNEL in the ER、’ 

breast cancer celIline 

L1U Da—chuan．et at 

(Department of Surgery，Col lege of Clinical Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】 Objective：To test the relationship between Ki-67 index and apoptosis in the ER。。breast cancer 

cell line．Methods：Apoptosis was induced by I，25(0Hk in the ER breast cancer cell line．We compared the 

cell number by MTT．determined quantitatively apoptosis cells by TUNEL．and detected the expression of Ki-67 

index immunohistochemical ly．Results：The expression of the Ki-67 index was decreased during apoptosis that 

induced by 10 mmo1．／L 1．25(OH~D,in MDA MB-435s cell line．there was negative correlation between the 

apoptosis and the expression of Ki一67 index．Conclusion：A comprehensive analysis of the apoptosis and Ki一67 

index reflected the balance of proliferation and apoptosis 

[Key words】1，25(OH)zD3；ER ’：MDA—MB．435s；Apoptosis；Ki．67 

Ki-67是细胞的核增殖抗原 ，反映细胞的增殖 

情况。本研究以具有促进肿瘤细胞橱亡作用的l，25 

(OH)zD~诱导雌激素受体阴性乳癌细胞株MDA—M 

435s凋亡 ，进行原位DNA末端标记，计算凋亡细 

胞指数，通过与l(i一67表达的对比，进一步明确在雌 

激素受体阴性乳癌细胞中增殖与凋亡的关系。 

材料与方法 

I．1 材料 

乳癌细胞株MDA。MB．435s：购干中科院上海细胞生物 

研究所。 

RPMI 1640(H~clone) 

作者舟绍：刘太 cI97O ) 男， 宁锦州凡 住度匡师 博士 

研究生 

主要研究万向 { 腺 癀槁基础与临厍研究 

I 25(OHⅡ {Sigma J 

DAB显色试剂盒 (中山公司) 

TLrNEL'磕凋亡检测试剂盘 (Roche．German,,'】 

免疫组化试剂盒(Maxim Biotech．1I、c．usA’ 

Ki．67单抗 f Maxim Biotech．Inc USA) 

l 2 方法 

I 2，I 细胞培养及MT1啦检测 

MDA-MB一435sSL癌细胞常规培养在加^160U／L胰岛 

索、10％眙牛血清的 RPMI 1640完=牟=培养基中 培养条件 

为：37 C．5％CO,，Io0％湿度 待细胞剐剐长满培养瓶底 

部时 0 125％胰酶消化成单个细胞 继续传代。将其配成2 

×1 个／ml细胞悬液，并分为4组 A：正常对照组 B 10 

mmol／L 1,25(OHh 组、c．10"mmol,,'L 1
．25(O1~2 日、 D： 

1 mmol／L I 25(OH~,D-3ff_ 每组 殳8个平行对照。井别接种 

下24孔板中 用M_几法作i无 2天、3天 4天 5天细胞计 

数 

i 2 2 ]'I~IEL法原似检测细胞凋亡 

2 x I旷个／ml细胞悬液接种lT预盏盖玻片的24~'L板中， 
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将细胞分为3组 A：正常对照组、B：I mmollL I 25(OH)2 

嗍 、c：I mmol／LI，25(OH1凸组，每组设8个平行对照。 

分别于加人不同浓度I，25(OHhD-~ l天、2天 3天、4天、5 

天取出盏玻片、按试剂盒说明作TUNEL染乜并计数 

I 2．3 免疫组化法检测K__67 

2叫 个iml细胞悬液接种于预置盖玻片的24孔板中， 

将细胞分为2组 A：正常对照组、B：10*mmol／L1，25(OH)2 

组，每组设8个平行对照。分别于加入不同维度I，25(0H)： 

后1天，2天，3天、4天、5天取出盖玻片，按试剂盒说明作 

免疫组化染色并计数 

1．3 统计 处理 

应用SPSS 10．0 f USA 1统计软件作数据处理分析=计量 

资料以均数±标准差(X=S)表示，J检验比较各浓度药物纽 

I'~Ab值的差异 多因素 茬分析检验细胞周期和凋亡率，秩 

和检验洼比较Ki．67阳性表达 

2 结 果 

2．1 不同浓度1．25(OH)!D对 MDA．MB-435s~胞生 

长的影响 

MTT法检测结果见表l lffSmmo]／LI，25(OH)2D] 

组第2天表现出抑制肿瘤细胞的生长，随时间的延 

长，抑制肿瘤细胞生长的作用更加明显，而lO 

表1 1．25(OH)z 及作用时间对细胞生长的影响 (Ab) 

正常 H — —  —  

与对照组相比 P<O．05 

· 与对照组相比 P<O O1 

lfftmmol／L I
，25(0H如 组同107M 1，25(OH)凸组相比 P<O．05 

¨ 10~mmol／L I 25(OH'gDCtI
． N]1ff~M I 25(OH)凸 组相比尸<0．01 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


重庆医科大学学报2001年第26卷第2期 tJournal of Chongqing Medical University 2001 VoJ 26 No 2 ．153． 

mmol／L l，25(OH~D 组在第4天才出现细胞生长抑 

制。l mmoUL 1．25(oH) D3组是最适药物浓度组。 

2．2 TUNEL击观察细胞凋亡百分数 

低倍镜 (40×)下选择对照背景好，细胞分布 

较均匀的5个区域，于高倍镜 (200 x)选择200个 

细胞计数阳性细胞百分数，阳性细胞染色呈棕色， 

结果见表2 在用药后第1灭，10 mmoll L I，25(OH)2 

D3组同正常组相比，P<O．0I，同10’ mmollL I，25 

(oH)2D龃 相比，尸<0．05。第2天，10 mmol／L I，25 

(0H)2D胡 同正常组及104mmol／L 】，25(OH)zD3组相 

比，P<0．O】。第3天，10。。mrnol／L I，25(OH)，D，组、 

】 mmol／L 1，25(OH~D3组同正常组相比，P<0．01。 

第4灭，第5天10 mmol／L组同10-Tmmol／L~J]．凋亡百分 

数相比，尸<0 01 说明104mmot／L】，25(oH)2D 组 

在用药后第l天即诱导了肿瘤细胞的凋亡，与其它 

组相比具有显著意义，且呈时间依赖性。 

2-3 免瘦组化捡A'IKi．67阳性细胞百分率 

采用半定量方法对Ki-67阳性细胞进行评价 

(1)在低倍镜下 (40×)选择染色较好，细胞分 

布较均匀的区域，阳性细胞染色为黄色至淡黄色， 

在200 x倍视野下行阳性细胞计数，如无阳性细胞 

染色或阳性细胞染色<l0％评为0分，】0％--30％评为 

1分，3衅 —60％评为2分，>6o％评为3分 (2)根 

据染色的强度评分 肿瘤细胞无染色评为0分，弱 

染色评为】分，中等程度的染色评为2分，强染色评 

为3分。将 (J)、 f2)两种评价的得分相加，是 

阳性肿瘤细胞的最后评分。同时计数阳性细胞表达 

指数，见表3 第1天l0 mol／L l 25(OH) D1组K ．67 

的阳性表达指数同对照组相比P<0 05．第2灭、第3 

天、4天、5天，尸<0．0i。 

3 讨 论 

本研究采用的DNA断裂位点的3’·羟基末端标记 

法结合组织化学方法，可以准确定位，有利于发现 

凋亡发生中早期的DNA断裂 ，本法较形态学标 

准，可发现更多的凋亡细胞，凋亡指数也相对提高 

可更准确反映凋亡程度”】。Kf·67是核增殖抗原，它 

在细胞周期的G 、S、G：、M表达，静息期不表 

， 由于Ki-67在细胞恬动周期的广泛表达性，通过对 

Kj-67的检测可以反映肿瘤细胞的增殖活性。研究发 

现Kj-67在雌激素受体阴性的乳癌细胞株MDA-MB- 

435s中阳性表达率为78．62％。在1，25(OH~D 作用下 

MDA·MB·435s的凋亡率逐渐增加，Ki·67的表达逐 

渐降低，Ki-67的弱表达与MDA-MB-435s细胞的凋 

亡呈负相关。 

细胞的增殖和凋亡是反映细胞生长状态的两个 

方面，无论是对Ki-67的免疫组化检测还是Tunel法 

的凋亡检测均不能反映细胞的增殖状况，只有Ki-67 

指数及凋亡指数的联台检测可以反映细胞增殖和凋 

亡程度，对于II占床动态观察肿瘤细胞生长变化，判 

断其复发和预后具有临床价值。 
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