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暋暋暰摘要暱暋目的暋 探讨乳腺原发癌组织中整合素 毬样 1(integrinbate灢like1,

ITGBL1)mRNA 水平与临床病理因素的关系,评估其对预测患者预后的临床价值。
方法暋采用实时定量RT灢PCR方法检测180例行乳腺癌根治术并随访3年以上的乳腺

浸润性 导 管 癌 组 织 中 ITGBL1 mRNA 的 水 平。采 用 受 试 者 工 作 特 征 (receiver
operatingcharacteristic,ROC)曲线确定ITGBL1mRNA 水平分组的阈值;用氈2 检验

比较组间差异;用 Kaplan灢Meier法绘制生存曲线;用Log灢rank时序检验比较组间生存

期的差异。结果暋ER阴性乳腺癌患者的ITGBL1mRNA高表达率低于ER阳性患者

(氈2=7.475,P=0.006),组织学栿级的乳腺癌患者ITGBL1mRNA高表达率低于栺~
栻级乳腺癌患者(氈2=4.410,P=0.036),而在不同年龄和绝经状态、肿瘤大小、淋巴结

转移状态、临床分期以及 PR 和 HER灢2 状态各组间比较差异无统计学意义(P>
0.050)。ITGBL1mRNA低表达组患者3年无转移生存率低于高表达组,差异有统计

学意义(氈2=4.569,P=0.033);3年无病生存率、5年无病生存率和5年无转移生存率

组间比较虽差异无统计学意义(P>0.050),但随ITGBL1mRNA 表达降低而有下降

趋势。结论暋乳腺原发癌中ITGBL1mRNA 高表达是 ER阳性乳腺癌的生物学特征

之一;ITGBL1mRNA低表达的乳腺癌恶性程度高、组织分化差且患者预后不良,提示

ITGBL1基因是潜在的乳腺癌预后预测分子标志物。
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Expressionofintegrinbeta灢like1 mRNAinprimarycreastcanceranditsclinical
significance暋LIDong灢mei,CHEN Xiao灢hui,LILin,LIXiao灢qing,FENGYu灢
mei.DepartmentofBiochemistryandMolecularBiology,BreastCancerPrevention
and Treatment Key Laboratory of Ministry of Education,Tianjin Medical
UniversityCancerInstituteandHospital,Tianjin300060,China

暰Abstract暱暋Objective暋ToclarifytherelationshipsbetweenITGBL1(integrin
beta灢like1)mRNAexpressionandclinicopathologicalfactorsinbreastcancer,andto
evaluateitsclinincalvalueinpredictingtheprognosisofbreastcancer.Methods暋Real灢
timereversetranscription灢polymerasechainreaction(RT灢PCR)wasusedtodetectthe
expressionlevelofITGBL1mRNAin180casesofprimaryinvasiveductalcarcinoma,
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whounderwentradicalmastectomyandwerefollowedupforatleast3years.Receiver
OperatingCharacteristic(ROC)curve wasusedtoidentifythecut灢offvalueof
ITGBL1mRNAleveltogroupthepatients.Chi灢squaretestwasusedtocompare
differencesbetweengroups.Survivalanalysiswascarriedoutusing Kaplan灢Meier
analysis.Log灢ranktestwasusedtocomparethedifferencesofsurvivalratesbetween
groups.Results暋ThehighexpressionrateofITGBL1mRNAinER灢negativebreast
cancerpatientswaslowerthaninER灢positivebreastcancerpatients(氈2=7.475,P=
0.006),lowerinhistologicalgradeIIIbreastcancerpatientsthaninhistological
gradesIandIIbreastcancerpatients (氈2 =4.410,P=0.036);Nostatistically
significantdifferencewasobservedbetweengroupsinage,menostasisstatus,tumor
size,lymphnodestatus,clinicalstageandthestatusofPRandHER灢2(氈2=4.569,

P=0.033).Three灢yearand5灢yeardisease灢freesurvivaland5灢yearmetastasis灢free
survivalofcaseshadnostatisticaldifferencesbetweengroups.(P>0.050),butwith
decreaseoftheITGBL1 mRNAexpression,therewasadecreasetrendinsurvival.
Conclusions暋 HighexpressionlevelofITGBL1 mRNA isoneofthebiological
characteristicsofER灢positivebreastcancer.PatientswithlowexpressionofITGBL1
mRNAhavehigherdegreeofmalignancy,poordifferentiation,andpoorprognosis,

indicatingITGBL1mRNAisapotentialmolecularmarkerforpredictingprognosisof
breastcancer.

暰Keywords暱暋Breastneoplasms;Metastasis;ITGBL1;QuantitativeRT灢PCR

暋暋乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤,而转移是导致乳腺癌患者死亡的主要
原因。转移相关基因的筛选研究,将为转移机制的阐明提供线索,为转移的早
期诊断和患者的预后预测提供分子标志,为抗转移治疗提供靶点。本课题组
在前期研究发现,整合素毬样1(integrinbate灢like1,ITGBL1)mRNA在乳腺
淋巴结转移癌中的表达较其配对的原发癌下调,是潜在的乳腺癌转移相关基
因[1]。本研究采用实时定量RT灢PCR方法检测180例随访3年以上的乳腺原
发癌组织中ITGBL1mRNA 的表达水平,阐明其与患者临床病理因素的关
系,并评估其预测患者预后的临床价值。

1暋材料与方法

1.1暋病例资料和标本收集
自1995年5月至2004年5月于天津医科大学附属肿瘤医院乳腺科收集

到180例乳腺原发癌组织标本。所有患者行乳腺癌根治术并且术前未行放、
化疗。标本取材均经患者知情同意。病理类型为浸润性导管癌(WHO分类)。
患者年龄30~75岁,中位年龄50岁;随访时间36~100个月,其中180例随访
满36个月,4例复发,27例发生远处转移;132例随访满60个月,4例复发,
36例发生远处转移。每一病例均取原发癌组织,并经病理组织学证实。组织
标本取材所用器械均经无RNase处理,标本经液氮速冻后保存于-80曟冰箱
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备用。
1.2暋实验方法

1.2.1暋细胞总RNA的提取:采用Trizol(Invitrogen公司)一步法提取组织细胞总

RNA,紫外分光光度法测定RNA的浓度和纯度,1%琼脂糖凝胶电泳检测RNA的

完整性。
1.2.2暋cDNA 的合成:20毺lSuperScriptTM栻(Invitrogen公司)反应体系,其中包括

5毺g总RNA和0.5毺gOligo(dT)。65曟变性5min,冰浴后加入10nmoldNTPmix、
5暳First灢Strand缓冲液、0.2毺mol二巯基苏糖醇(DTT)和40URNase抑制剂,37曟
温育2min后加入SuperScriptTM栻200U,37曟反应50min。反应完成后70曟
15min终止反应。
1.2.3暋引物和探针的设计与合成:采用 Oligo6.0 软件设计引物和探针。
ITGBL1 上 游 引 物:5曚灢GGCTGGTATGGGAAGAAGTGT灢3曚,下 游 引 物 5曚灢
CGATCTCCTGGAGGATAGCA灢3曚,Taqman 探针:5曚(FAM)灢CATTTACCCCT灢
CCCAGAGCAAGGCA(TAMRA )灢3曚;管 家 基 因 GAPDH 上 游 引 物:5曚灢
GAAGGTGAA灢GGTCGGAGTC灢3曚,下 游 引 物:5曚灢GAAGATGGTGATGGGA灢
TTTC灢3曚,TaqMan 探针:5曚(FAM )灢CAAGCTTCCCGTTCTCAGCC(TAMRA)灢
3曚。引物和探针均由上海生工生物工程公司合成。
1.2.4暋实时定量 RT灢PCR 实时定量 RT灢PCR:采用Platinum Quantitative
PCRSuperMix灢UDG 试剂盒(Invitrogen公司)。20毺l反应体系中包括由

40ng总 RNA 反转录所获得的cDNA、10毺lPlatinum QuantitativePCR
SuperMix灢UDG、10毺mol/L的上下游引物和 TaqMan探针各0.4毺l。PCR 反

应条件为50曟温育2min、95曟预变性2min、95曟变性30s、60曟退火延伸

1min、40个循环。CT值为荧光信号达到设定阈值时所经过的循环数,用检

测到的Ct值,以GAPDH mRNA为内参照,计算ITGBL1mRNA表达量,计
算公式[2]为:2Ct(GAPDH)-Ct(ITGBL1)。
1.3暋统计学处理

统计学分析采用SPSS13.0软件。如果所有样本ITGBL1mRNA 表达

量不符合正态分布,则各病例的ITGBL1表达量按定性分析,采用 ROC曲线
确定分组的阈值。用氈2检验和Fisher精确概率法比较组间差异,用 Kaplan灢
Meier法绘制生存曲线,用Log灢rank时序检验比较组间生存期的差异。P<
0.05为差异有统计学意义。

2暋结果

2.1暋乳腺原发癌组织的ITGBL1mRNA表达与临床病理因素的关系

ER阴性乳腺癌患者的ITGBL1mRNA高表达率低于ER阳性患者(P=
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0.006),组织学栿级乳腺癌患者中ITGBL1mRNA高表达率低于栺~栻级乳腺癌患

者(P=0.036),而在不同年龄、绝经状态、肿瘤大小、淋巴结转移状态、临床分期以

及PR和 HER灢2状态各组间比较差异无统计学意义 (表1)。

表1暋乳腺原发癌组织中ITGBL1mRNA表达与

临床病理因素的关系

暋暋暋暋暋暋暋ITGBL1mRNA
组别 例数暋暋暋暋暋暋 氈2 值 P 值

高表达例数 高表达率(%)
年龄(岁) 0.006 0.940
暋曑50 92 58 63.0
暋>50 88 55 62.5
绝经状态 0.007 0.934
暋- 96 60 62.5
暋+ 84 53 63.1
肿瘤大小(cm) 1.615 0.446
暋曑2 24 15 62.5
暋2~5 136 88 64.7
暋>5 20 10 50.0
临床分期 3.533 0.060
暋I+II 147 97 66.0
暋III 33 16 48.5
组织学分级 4.410 0.036
暋I+II 127 88 69.3
暋III 27 13 48.1
暋缺失 26
淋巴结状态 0.511 0.475
暋- 76 50 65.8
暋+ 104 63 60.6
ER 7.475 0.006
暋+ 101 73 72.3
暋- 66 34 51.5
暋缺失 13
PR 1.157 0.282
暋+ 77 53 68.8
暋- 84 51 60.7
暋缺失 19
HER灢2 0.698 0.404
暋- 113 72 63.7
暋+ 51 29 56.9
暋缺失 16

2.2暋乳腺原发癌组织中ITGBL1mRNA水平与患者预后的关系

ITGBL1mRNA低表达组患者无转移生存率低于高表达组,差异有统计

学意义(P=0.033);ITGBL1mRNA 低表达组患者3年无病生存率、5年无

病生存率和5年无转移生存率低于高表达组,差异虽无统计学意义(P<
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0.050),但随ITGBL1mRNA表达降低而有下降趋势(表2,图1)。

图1暋ITGBL1mRNA高水平组与低水平组患者的无转移生存曲线

3暋讨论

ITGBL1基因是1999年Berg等在筛选与整合素毬亚基序列同源的表达
序列标签(expressionsequencetag,EST)的研究中,在骨肉瘤、成骨细胞、胎
儿肺和人脐静脉内皮细胞中发现并克隆得到的[3]。ITGBL1基因定位于人染
色体13q33,DNA全长26kb,含有11个外显子和13个内含子;mRNA全长

2498bp,其中编码序列1484bp,编码494个氨基酸的成骨细胞特异性富含半
胱氨酸蛋白(osteoblastspecificcysteine灢richprotein,OSCP),该蛋白包括一
个典型的信号肽和一个由10个EGF灢like串连重复序列组成的共471个氨基
酸的亲水性功能区,也被命名为含十个整合素 EGF灢like重复序列蛋白(ten
integrinepidermalgrowthfactor (EGF)灢likerepeatdomains protein,
TIED)。EGF样结构域存在于生长因子受体、黏附分子、凝血因子和纤溶因
子等蛋白中,通过钙离子介导的蛋白二聚体的形成,参与细胞间黏附和受体与
配体间相互作用,因此,TIED可能具有连接细胞与细胞和细胞与基质的黏附
分子功能[4-8]和(或)受体结合的信号传递功能[9];TIED与整合素毬亚基富含
半胱氨酸重复区域之间序列的同源性高达68%,但 TIED没有跨膜区和精氨
酸灢甘氨酸灢天冬氨酸(Arg灢Gluy灢Asp,RGD)序列,因此 TIED可能具有与整
合素不同的生物学功能或作用机制[5]。通过比较乳腺癌细胞 MDA灢MB灢231
的高骨转移潜能的亚克隆细胞系与亲代细胞以及小鼠颅骨成骨细胞的基因表
达谱差异的研究发现,ITGBL1在“成骨样暠癌细胞中表达上调,提示在类骨样
“osteomimic暠乳腺癌细胞的形成和转移中可能起重要作用[10-12]。Wagner
等[13]研究发现ITGBL1可能是造血祖细胞与间充质干细胞间的特异性连接
蛋白,其高表达有利于稳定造血祖细胞的干细胞特性,推测ITGBL1可能对维
持干细胞特性起重要作用。但是,关于ITGBL1的生物学功能及其在肿瘤发
生发展中的作用及机制研究尚无报道。
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表2暋乳腺原发癌组织中ITGBL1mRNA水平与患者预后的关系

无病生存暋暋 无转移生存暋
组别 例数 缺失例数 暋 氈2 值 P 值 氈2 值 P 值

例数 生存率(%) 例数 生存率%
随访时间3年 3.319 0.068 4.569 0.033
ITGBL1高水平组 113 0暋暋 98 86.7暋暋 101 89.4暋
ITGBL1低水平组 67 0暋暋 51 76.1暋暋 52 77.6暋
随访时间5年 2.316 0.128 1.998 0.158
ITGBL1高水平组 79 34暋暋 59 74.7暋暋 61 77.2暋
ITGBL1低水平组 53 14暋暋 33 62.3暋暋 35 66.0暋

暋暋乳腺癌是高度异质性肿瘤,由于其组织学起源不同和基因表达差异而具

有不同的生物学特性和不同的转移潜能,因而,基于肿瘤组织的分子特征将乳

腺癌分类为不同的亚型,可以弥补临床常规病理和生物学指标对患者预后评

估和疗效评价的不足。Oh等[14]发现ER阳性乳腺癌的基因表达特征与乳腺

导管的腔上皮细胞(luminalepithelialcel1)相似,称为 ER(+)/luminal灢like
亚型;ER 阴性乳腺癌的基因表达特征与乳腺导管的肌上皮/基底细胞
(myoepithelial/basalcell)相似,称为ER(-)/basal灢like亚型。前者对三苯

氧胺(TAM)等内分泌治疗有效,患者预后较好;而后者预后较差。Dontu
等[15]认为在正常情况下乳腺组织内的乳腺干细胞为 ER(-)的细胞群,它们

在激素的作用下可以产生ER(+)的祖细胞,并继续生长构成正常的乳腺;当
乳腺干细胞分化调控异常时,可形成ER阳性或ER阴性的乳腺癌干细胞,并
在不同的微环境中转化为预后完全不同的肿瘤细胞群。本研究发现ER阳性

乳腺癌组织中ITGBL1mRNA 水平显著高于 ER 阴性组织,提示ITGBL1
mRNA高表达是 ER阳性乳腺癌的生物学特征之一。笔者推测ITGBL1的

编码蛋白TIED可能在乳腺干细胞向ER阳性的乳腺腔上皮分化和癌变中起

重要作用。本研究发现,组织学栿级乳腺癌患者原发灶的ITGBL1mRNA表

达率低于栺~栻级乳腺癌患者,且ITGBL1mRNA低表达组患者3年无转移

生存率低于高表达组,即ITGBL1mRNA 低表达的乳腺癌恶性程度高、组织

分化差且患者预后不良,提示ITGBL1基因是潜在的乳腺癌预后预测分子标

志物。关于ITGBL1编码蛋白 TIDA在乳腺癌发生、发展和转移中的作用机

制还有待于通过体内外实验研究进一步阐明。
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