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摇 摇 揖摘要铱 摇 目的 摇 探讨 C10orf10 基因在乳腺癌中的表达及其与乳腺癌临床病理特征的关系。 方

法摇 本研究选取从 2007 年 5 月到 2013 年 3 月解放军第 161 医院存档的 200 例乳腺癌组织和 121 例正

常乳腺组织标本中(包括 30 例乳腺癌组织和对应的癌旁正常组织)进行回顾性分析,采用 RT鄄PCR、
qRT鄄PCR 和免疫组织化学方法检测标本中 C10orf10 的 mRNA 及蛋白表达情况。 C10orf10 的 mRNA 及

蛋白表达的组间比较采用 t 检验,分析乳腺癌组织中 C10orf10 表达与患者临床病理特征的关系采用

字2 检验和非参数 Mann鄄Whitney U 检验。 结果 摇 C10orf10 在乳腺癌组织中的 mRNA 平均表达量为

(2郾 57依1郾 24),低于正常组织中的平均表达量(4郾 82依1郾 49) ( t = 14郾 629,P = 0郾 046);并且对于其中的

30 例配对癌和癌旁组织,C10orf10 在癌组织中表达为(2郾 71依1郾 44),也显著低于对应癌旁组织中的表达

(4郾 94依1郾 86)( t=6郾 120,P<0郾 001)。 在乳腺癌组织中 C10orf10 蛋白表达量为(2郾 00依1郾 81),也明显低于

对应癌旁组织(4郾 83依2郾 27) ( t=3郾 782,P=0郾 002)。 乳腺癌组织中 C10orf10 表达与患者临床 TNM 分期

(Z= -2郾 143,P=0郾 032)、淋巴结转移(字2 =5郾 337,P=0郾 021)和 HER鄄2 表达(字2 =7郾 466,P= 0郾 006)有关,
但是与患者年龄(字2 =1郾 449,P=0郾 229)、组织学分级(Z= -1郾 963,P= 0郾 050)、肿瘤大小(字2 = 0郾 359,P =
0郾 549)、肿瘤位置(字2 =2郾 912,P = 0郾 088)、ER(字2 = 0郾 016,P = 0郾 898)和 PR 表达情况(字2 = 0郾 953,P =
0郾 329)无关。 结论摇 C10orf10 可能参与了乳腺癌的发生、发展进程,是一个重要的乳腺癌指标。
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揖Abstract铱 摇 Objective 摇 To investigate the expression of C10orf10 in breast cancer tissue and its
relationship with clinicopathological characteristics of breast cancer patients. Methods 摇 The mRNA and
protein expressions of C10orf10 in tissue samples from 200 cases of breast cancer and 121 cases of normal
breast tissues (including 30 cases of breast cancer and their adjacent normal tissues) in No. 161 Hospital of
PLA from May 2007 to March 2013 were detected by RT鄄PCR, qRT鄄PCR and immunohistochemistry
respectively. C10orf10 mRNA and protein expressions among groups were compared using t test, and the
relationship between C10orf10 expression in breast cancer tissue and clinicopathological characteristics using 字2

test and non鄄parametric Mann鄄Whitney U test. Results 摇 C10orf10 mRNA expression in breast cancer tissue
was 2郾 57 依 1郾 24, significantly lower than 4郾 82 依 1郾 49 in normal breast tissue ( t = 14郾 629, P = 0郾 046).
Among them, C10orf10 mRNA expression in breast cancer tissue of 30 cases was 2郾 71 依 1郾 44, significantly
lower than 4郾 94 依 1郾 86 in adjacent normal breast tissues ( t=6郾 120, P<0郾 001). C10orf10 protein expression
in breast cancer tissues was 2郾 00 依 1郾 81, significantly lower than 4郾 83 依 2郾 27 in the corresponding adjacent
cancer tissues ( t = 3郾 782, P = 0郾 002 ). C10orf10 expression in breast cancer patients was significantly
correlated with TNM stage (Z= -2郾 143, P = 0郾 032), lymph node metastasis (字2 = 5郾 337, P = 0郾 021) and
HER鄄2 expression (字2 = 7郾 466, P = 0郾 006), but not related to patients爷 age ( 字2 = 1郾 449, P = 0郾 229),
histological grade (Z=-1郾 963, P=0郾 050), tumor size (字2 =0郾 359, P=0郾 549), tumor location (字2 =2郾 912,
P=0郾 088), ER (字2 =0郾 016, P=0郾 898) and PR expression (字2 =0郾 953, P=0郾 329). Conclusion摇 C10orf10
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may be a important indicator, playing a role in oncogenesis and progression of breast cancer.
揖Key words铱摇 Breast neoplasms;摇 C10orf10;摇 Gene expression

摇 摇 乳腺癌作为世界范围内女性最常见的恶性肿瘤

之一,是引起女性死亡的重要病因[1鄄3]。 近年来,随
着治疗水平的提高, 乳腺癌的病死率已经有所降

低,但乳腺癌的预防和治疗仍旧是一大难题[4]。
C10orf10(chromosome 10 open reading frame 10)基因

定位于人类 10 号染色体的 q11郾 21 位置,最初是从

人类子宫克隆得到。 该基因编码 212 个氨基酸,具
有一个 t 突触小体相关蛋白受体卷曲的同源性结构

域和一个过氧化物酶体定位信号。 该基因在肾脏、
胎盘、肝脏、卵巢等多种组织中高表达[5鄄7]。 研究表

明,孕激素、雄激素和缺氧条件能够诱导 C10orf10
基因的表达[5, 8鄄9]。 过表达 C10orf10 能够激活转录

因子 Elk鄄1 的活性和增加磷酸化丝裂原活化蛋白激

酶(mitogen activated protein kinase,MAPK)蛋白表达

水平[5], 而且 C10orf10 的表达直接受到 FoxO 和

FoxO3 蛋白的转录调控[9鄄10]。 C10orf10 在乳腺癌中

可能是一个重要的预后因子[11]。 然而,C10orf10 在

乳腺癌中的表达与哪些临床特征有关还需要进一步

的研究。 本研究采用 RT鄄PCR,实时定量 RT鄄PCR
(quantitative real鄄time PCR, qRT鄄PCR)和免疫组织

化学方法检测了乳腺癌组织中 C10orf10 的表达水

平,并探讨了 C10orf10 表达与临床病理特征的

关系。

资料与方法

一、组织样本的收集

选取 2007 年 5 月至 2013 年 3 月解放军第 161
医院乳腺外科部分存档的乳腺癌(浸润性导管癌)
患者速冻组织标本 200 例及癌旁正常组织标本

121 例作为对照(其中有 30 例癌组织和对应的癌旁

正常组织)进行回顾性分析。 所有标本通过石蜡切

片后,至少由两位病理专家诊断。 患者年龄为 29 ~
83 岁,中位年龄 51 岁。 术前未接受放化疗。 121 例

对照标本取自同期远离肿瘤经病理证实的正常乳腺

组织。 该研究由解放军第 161 医院伦理委员会批

准,所有患者均签署了知情同意书。
二、总 RNA 的提取

速冻样本组织总 RNA 的提取采用 TRIzol 法。
加入 TRIzol 试剂(美国 Invitrogen 公司)后迅速进行

组织匀浆,后续步骤根据试剂说明书进行。 取 2郾 0 滋g
总 RNA 进行 DNase I 处理,以去除基因组 DNA 的

污染,最后处理好的 RNA 再逆转录成互补 DNA
(complementary DNA, cDNA)。

三、RT鄄PCR 和实时定量 PCR(qRT鄄PCR)
采用 RT鄄PCR 和 qRT鄄PCR 检测 C10orf10 的表

达,且采用 C10orf10 不同区段设计的引物进行扩增

(表 1)。 对于 RT鄄PCR,设置一系列的循环圈数以确

定 C10orf10 表达的线性增长期。 根据线性增长期

的结果选择适当的循环数(C10orf10 为 35 个循环,
茁鄄actin 为 22 个循环),RT鄄PCR 共检测了 30 例乳腺

癌组织及其对应癌旁正常组织[12]。 对于 qRT鄄PCR,
采用 iQ5 实时监测仪器(Bio鄄Rad Laboratories, USA)
和 SYBR Premix Ex TaqTMII(Takara,大连宝生物公

司) 进行定量检测,基因的相对表达量通过公式

2-吟吟t进行计算,茁鄄actin 作为内参照[13]。 qRT鄄PCR
检测 200 例乳腺癌组织和 121 例癌旁正常组织,包
括 30 例乳腺癌组织及其对应癌旁组织。 为了确定

C10orf10 表达与患者临床病理特征之间的关系,根
据乳腺癌组织中 C10orf10 mRNA 相对表达量的平均

值( 2郾 57 ) 将 乳 腺 癌 患 者 分 成 两 组, > 2郾 57 为

C10orf10 高表达组,臆2郾 57 为 C10orf10 低表达组。
分析不同的 C10orf10 表达组和患者临床病理特征

的关系。

表 1摇 RT鄄PCR 和 qRT鄄PCR 扩增引物序列

基因名称 引物序列 作用

C10orf10
C10F: 5忆鄄ACACTGCCCATGGCTGATAC鄄3忆
C10R: 5忆鄄TGCCCAAAAGTCCAGCTTCT鄄3忆

用于 RT鄄PCR

C10orf10
C10F1: 5忆鄄AAGCTGGACTTTTGGGCAGT鄄3忆
C10R1: 5忆鄄GTTCATGGATCACCGGGAGG鄄3忆

用于 qRT鄄PCR

茁鄄actin
Actin F: 5忆鄄GAGCTACGAGCTGCCTGACGG鄄3忆
Actin R: 5忆鄄CCTAGAAGCATTTGCGGTGG鄄3忆

用作内参

四、免疫组织化学分析

为进一步确定 C10orf10 蛋白水平在乳腺癌组

织中相对于癌旁正常组织是否降低,随机数字表法

选择 15 例乳腺癌组织及其对应的癌旁正常组织进

行了免疫组织化学 SP 法检测。 C10orf10 抗体(Santa
Cruz Biotechnology)稀释比例为 1 颐 100。 以 PBS 缓

冲液代替一抗做阴性对照。 用 DAB 显色,显微镜下

观察。 染色定量分析采取细胞染色强度记分和阳性

率记分的乘积定义表达水平。 肿瘤细胞染色百分比

臆10%记为 0 分,11% ~ 25% 记为 1 分; 26% ~ 50%
记为 2 分; 51% ~ 75% 记为 3 分,>76% 记为 4 分。
肿瘤细胞的染色强度分为阴性记 0 分,弱阳性记

1 分,中阳性记为 2 分,强阳性记为 3 分[13]。
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五、统计学分析

应用 SPSS16郾 0 统计软件进行分析,各组数据经

正态性检验符合正态分布,用 軃x依 s 表示。 C10orf10
的 mRNA 及蛋白表达量的组间比较采用 t 检验,比
较 30 例乳腺癌组织及其对应癌旁正常组织中的

C10orf10 的表达用配对 t 检验,分析乳腺癌组织中

C10orf10 表达与患者临床病理特征的关系采用 字2

检验和非参数 Mann鄄Whitney U 检验。 以 P<0郾 050
为差异有统计学意义。

结摇 摇 果

一、乳腺癌组织及癌旁正常组织中的 C10orf10
mRNA 表达

通过 RT鄄PCR 检测了 30 例乳腺癌组织和对应

正常癌旁组织中的 C10orf10 mRNA 表达,结果显示,
C10orf10 mRNA 表达在大多数(26 / 30)的乳腺癌组

织中低于对应的癌旁正常组织(图 1a,表 2,字2 =
8郾 570,P=0郾 003)。 进一步通过 qRT鄄PCR 分析 200 例

乳腺癌组织和 121 例癌旁正常组织表明,C10orf10
mRNA 表达在乳腺癌组织中的平均表达量低于癌旁

正常组织(2郾 57依1郾 24 比 4郾 82依1郾 49,t= 14郾 629,P =
0郾 046)。 其中对于 30 例癌组织及其癌旁组织,
C10orf10 在癌组织中的表达低于其癌旁正常组织

(2郾 71 依 1郾 44 比 4郾 94 依 1郾 86, t = 6郾 120, P < 0郾 001,
图 1b)。

二、乳腺癌组织及癌旁正常组织中的蛋白表达

C10orf10 蛋白表达量在乳腺癌组织中为(2郾 00依
1郾 81),低于癌旁正常组织(4郾 83依2郾 27) ( t = 3郾 782,
P=0郾 002,图 2)。

三、C10orf10 表达与乳腺癌临床病理特征的

关系

C10orf10 基因的表达与患者年龄(字2 = 1郾 449,
P=0郾 229)、组织学分级(Z = -1郾 963,P = 0郾 050)、肿
瘤大小 ( 字2 = 0郾 359, P = 0郾 549 )、肿瘤位置 ( 字2 =

2郾 912,P=0郾 088)、ER 表达(字2 = 0郾 016,P = 0郾 898)
和 PR 表达(字2 = 0郾 953,P = 0郾 329)无关,而与患者

TNM 分期 (Z=-2郾 143,P=0郾 032)、淋巴结转移(字2 =
5郾 337,P = 0郾 021) 和 HER鄄2 表达 ( 字2 = 7郾 466,P =
0郾 006)有关(表 3)。 其中,与 TNM 分期玉期患者

(65郾 38% ,17 / 26)相比, 域期(39郾 66% ,46 / 116)和

芋期患者(35郾 29% ,18 / 51)中 C10orf10 高表达的比

例明显降低(字2 = 59郾 013、37郾 908,P 均<0郾 001);与
淋巴结阴性的患者相比(49郾 45% ,45 / 91),淋巴结

阳性患者(33郾 00% ,33 / 100)中 C10orf10 高表达的

比例降低(字2 = 114郾 677,P<0郾 001);并且与 HER鄄2
表达阳性患者相比(54郾 79% ,40 / 73),HER鄄2 表达

阴性患者(34郾 51% ,39 / 113)中 C10orf10 高表达比

例也降低(字2 =103郾 183,P<0郾 001)。

表 2摇 30 例乳腺癌组织及其癌旁正常组织中

C10orf10 mRNA 的表达

癌旁正常组织
乳腺癌组织

高表达 低表达
合计

高表达 3 12 15

低表达 1 14 15

合计 4 26 30

摇 摇 注:字2 =8郾 570, P=0郾 003

讨摇 摇 论

本研究中,笔者检测了 200 例乳腺癌和 121 例

癌旁正常组织中 C10orf10 的表达。 检测结果显示,
无论是 mRNA 水平还是蛋白水平,C10orf10 在乳腺

癌患者组织中的相对表达量都明显低于癌旁正常组

织。 进一步分析发现,C10orf10 表达与患者 TNM 分

期、淋 巴 结 转 移 和 HER鄄2 表 达 有 关。 这 说 明

C10orf10 在乳腺癌的形成过程中具有重要作用,有
进一步深入分析和研究的价值。

注:a 图所示 RT鄄PCR 检测 C10orf10 mRNA 表达,M 为标志物, 茁鄄actin 为内参照; b 图所示 qRT鄄PCR 检测 C10orf10 的 mRNA 表

达量( t=6郾 120,P<0郾 001)

图 1摇 C10orf10 在乳腺癌组织和对应癌旁正常组织中的 mRNA 表达
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注:a 图表示癌旁正常组织的形态结构 (HE摇 伊200);b 图表示乳腺癌组织的形态结构(HE摇 伊200);c 图表示 C10orf10 在

癌旁正常组织中的表达(SP摇 伊200); d 图表示 C10orf10 在乳腺癌组织中的表达(SP摇 伊200)

图 2摇 C10orf10 在乳腺癌组织和对应癌旁正常组织中的蛋白表达

摇 摇 C10orf10 基因在人类多种组织中都有表达,尤
其是在胰岛素敏感组织中, 而且其表达与缺氧、孕
激素、 胰 岛 素、 电 离 辐 射 和 昼 夜 节 律 密 切 相

关[5鄄9, 14鄄15]。 但是 C10orf10 基因的生物学功能和调

控机制缺乏深入研究。 最近研究发现,C10orf10 是

一个参与激活细胞自噬的重要缺氧诱导基因[16],
过表达 C10orf10 能够激活转录因子 Elk鄄1 的活性和

增加 MAPK 表达水平[5], 而且 C10orf10 的表达直接

受到 FoxO 蛋 白 的 转 录 调 控[9]。 本 研 究 发 现,
C10orf10 在乳腺癌组织中的 mRNA 表达明显低于癌

旁正常组织,进一步通过免疫组织化学检测其在乳

腺癌组织中的表达发现,C10orf10 在乳腺癌组织中

的蛋白表达也明显低于癌旁正常组织,这一结果与

Deng 等[11] 的 研 究 结 果 相 一 致。 本 研 究 发 现,
C10orf10 表达于癌旁组织的上皮细胞质中,而 Deng
等[11]认为其不仅在癌旁组织中上皮细胞质表达,而
且在细胞核中也存在轻度表达,这可能与染色判断

标准存在差异有关。 文献报道,C10orf10 在贝沙罗

汀(bexarotene,一种抗肿瘤药物)处理的乳腺细胞中

表达明显升高,可以作为该药物暴露的一个生物标

志物[17]。 C10orf10 高表达是乳腺癌患者预后的有

利因素[11]。 基于本研究结果,笔者猜测 C10orf10 广

泛参与了乳腺发育过程,在乳腺癌中可能是一个潜

在的肿瘤抑制基因,不过这需要进一步的体内、外功

能实验的验证。 目前笔者团队正在构建 C10orf10
的表达质粒,进行初步的功能实验,接下来将重点进

行相关分子机制的筛查和解析。
Deng 等[11]发现 C10orf10 表达与患者年龄、组

织学分级和肿瘤大小无关,而与淋巴结转移相关。
然而,他们认为 C10orf10 表达与患者临床分期无

关,而笔者发现两者有关,可能原因在于:(1)与样

本量大小有关;(2)本研究的 200 例患者均为浸润

性导管癌,而 Deng 等研究的患者类型是否均为浸润

性导管癌并不清楚。 此外,本研究显示 C10orf10 表

达与患者的 HER鄄2 表达有关,而与 ER 和 PR 表达

无关,这说明 C10orf10 在乳腺癌中能够影响 HER鄄2
的表达,但其因果关系以及是直接或是间接调控还

需要后续研究。 C10orf10 表达与其他因子如 CD10、
P63、P53、Ki67 等表达是否存在关联,还有待于进一

步研究。
综上所述,C10orf10 可能在乳腺癌形成过程中

具有重要作用,C10orf10 表达与患者 TNM 分期、淋
巴结转移和 HER鄄2 表达有关。 因此,进一步深入研

究 C10orf10 基因的功能和临床意义无疑将具有重要

的理论意义和潜在的临床诊断应用价值。
本研究的缺陷在于没有患者生存期的数据,因
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表 3摇 C10orf10 基因表达与患者临床病理资料的

关联分析(例)

临床病理特征 总例数
C10orf10 基因表达

高表达 低表达
检验值 P 值

年龄

<51 岁

逸51 岁

92
108

34
49

58
59

字2 =1郾 449摇 0郾 229

组织学分级

摇 1
摇 2
摇 3

20
154
26

7
60
16

13
94
10

Z= -1郾 963 0郾 050

TNM 分期

摇 玉
摇 域
摇 芋

26
116
51

17
46
18

9
70
33

Z= -2郾 143 0郾 032

肿瘤大小

摇 臆 3 cm
摇 > 3 cm

117
81

47
36

70
45

字2 =0郾 359摇 0郾 549

淋巴结转移

摇 无

摇 有

91
100

45
33

46
67

字2 =5郾 337摇 0郾 021

肿瘤位置

摇 右侧

摇 左侧

113
87

41
42

72
45

字2 =2郾 912摇 0郾 088

ER 表达

摇 阴性

摇 阳性

72
114

31
48

41
66

字2 =0郾 016摇 0郾 898

PR 表达

摇 阴性

摇 阳性

86
99

40
39

46
60

字2 =0郾 953摇 0郾 329

HER鄄2 表达

摇 阴性

摇 阳性

113
73

39
40

74
33

字2 =7郾 466摇 0郾 006

摇 摇 注:200 病例中临床分期资料丢失 7 例;肿瘤大小数据丢失 2 例;淋
巴结转移数据丢失 9 例;14 例没有 ER 表达数据;15 例没有 PR 表达数

据;14 例没有 HER鄄2 表达数据

此没能进行生存数据的分析。 另外, 纳入患者类型

单一(均为浸润性导管癌),以后还需要收集其他类

型患者,进一步分析不同类型患者中 C10orf10 表达

与临床病理特征间的关系,为 C10orf10 作为乳腺癌

潜在分子标志物提供参考。 另外,前期研究发现

C10orf10 表达与缺氧、激素和电离辐射等相关,这意

味着 C10orf10 表达与肿瘤放化疗可能存在相关性,
也就是说 C10orf10 表达差异的患者对放化疗的敏

感性可能不同,这也是笔者重点关注的研究方向。
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