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暋暋暰摘要暱暋目的暋研究BP1与C灢erbB灢2基因在乳腺癌组织中的表达及其相互关系。
方法暋采用RT灢PCR方法及免疫组织化学方法检测62例乳腺癌及配对癌旁组织中BP1、
C灢erbB灢2基因的表达及雌激素受体(ER)、孕激素受体(PR)的表达。运用氈2 检验对各组
间差别及相互关系进行分析。结果暋BP1在乳腺癌和癌旁组织中的阳性表达率分别为

64.5%(40/62)和0.05%(3/62),前者明显高于后者,差异具有统计学意义(P<0.050);
BP1阳性表达率在ER阳性乳腺癌组织中为(47.3%)(18/38),在ER阴性乳腺癌组织中
为91.7%(22/24),两者之间差异有统计学意义(P<0.050);BP1阳性表达率在栺期乳腺癌
中为36.3%(4/11),在栻期乳腺癌中为64.3%(27/42),在栿期乳腺癌中为100%(9/9),三
者间差异有统计学意义(P<0.050)。在乳腺癌组织中 C灢erbB灢2阳性表达率为46.8%
(29/62),C灢erbB灢2与BP1共阳性者23例,共阴性者16例。结论暋BP1基因在乳腺癌组
织中表达高于癌旁组织,BP1表达与乳腺癌雌激素受体状态及组织学分级有关,与 C灢
erbB灢2共表达。
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暰Abstract暱暋Objective暋Tostudytheexpressionsofbetaprotein1(BP1)andC灢erbB灢2
inbreastcancerandtheirrelationships.Methods暋 RT灢PCR wasusedtodetectthe
expressionsofBP1and C灢erbB灢2,andimmunohistochemistry wasusedtodetectthe
expressionsofERandPRinbreastcancerandpericanertissuesof62breastcancerpatients.
ThedifferenceandrelationshipbetweengroupswereanalyzedwithChisquaretest.Results暋
ThepositiverateofBP1expressionwas64.5% (40/62cases)inbreastcancerand0.05%
(3/62cases)inpericancertissues,withstatisticallysignificantdifferencebetweenbreast
cancerandpericancertissues(P<0.050).ThepositiverateofBP1expressionwas47.3%
(18/38cases)inERpositivebreastcancerand91.7% (22/24cases)inERnegativebreast
cancer,therewasastatisticaldifferencebetweenthem (P<0.050).Thepositiverateof
BP1expressionwas36.3%(4/11cases)instageIbreastcancer,64.3%(27/42cases)in
stageII,and100%(9/9cases)instageIII,withstatisticaldifferencebetweenthethree
groups(P<0.050).ThepositiverateofC灢erbB灢2expressionwas46.8%(29/62cases)in
breastcancertissue.Twenty灢threecaseshadpositivecoexpressionofBP1andC灢erbB灢2and
16caseshadnegativecoexpressionofBP1andC灢erbB灢2inbreastcancertissue.Conclusion暋
TheBP1expressionishigherinbreastcancerthaninpericancertissues,andcorrelatedwith
histologicalgradeandestrogenreceptorstatus.ThereiscoexpressionofBP1andC灢erbB灢2in
breastcancer.
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暋暋乳腺癌是严重威胁女性健康最常见的恶性肿瘤之一。BP1(betaprotein1)
基因是最近发现的转录因子,属于异型盒基因(homeoboxgene,HB)DLX家

族[1],研究发现BP1基因在乳腺癌特别是雌激素受体(ER)阴性的病例中表达率

相当高,提示BP1与乳腺癌的关系密切[2]。本实验检测BP1在乳腺癌中的表达

并分析其与病理因素的关系。

1暋资料和方法

1.1暋病例资料

收集2006年7月至2007年7月郑州大学第一附属医院乳腺外科手术切除

的乳腺癌原发灶及其配对癌旁组织标本(距肿瘤边缘3cm)62例作为有效标本。
患者均为女性,年龄28~70岁,中位年龄49岁,术前均未进行过任何治疗;所有

标本离体5分钟内立即剪取0.5cm暳0.5cm暳0.5cm乳腺癌癌灶中心非坏死

部分及配对癌旁组织两块(冰上操作),分别装入5mlEP管,置于-179曟液氮

中速冻,-80曟冰箱保存备用。另切取相应的组织块0.3cm暳1.0cm暳1.0cm
置入福尔马林液中固定备做常规蜡块及免疫组织化学检测。所有病例均经病理

确诊,根据全国乳腺病理专题学术研讨会(2003)推荐的乳腺癌组织学分类:导管

原位癌6例,小叶原位癌3例,浸润性导管癌35例,浸润性小叶癌18例。根据

2003年AJCC乳腺癌临床分期:栺期11例,栻A 期25例,栻B 期17例,栿期9例。

1.2暋BP1基因与C灢erbB灢2基因mRNA表达的测定

1.2.1暋乳腺癌及癌旁组织总RNA的提取:采用Trizol(凯基生物科技发展有

限公司)一步法,快速提取癌组织总RNA,经1.5%琼脂糖凝胶电泳显示18S、

28S、5S三条电泳带,紫外分光光度计检测 A260nm/A280nm值>1.8。

1.2.2暋cDNA的合成:采用 KeyGenRT灢PCRKit(南京凯基生物科技发展有

限公司)反转录,实验操作参照试剂盒说明进行。

RT灢PCR分析:建立RT灢PCR反应体系,按照KeyGenRT灢PCR试剂盒说明

进行操作,毬肌动蛋白(毬灢actin)为内对照,BP1基因的PCR反应条件为:94曟 变

性30s,59曟 退火45s,72曟 延伸1min,35个循环后72曟延伸7min,4曟 保

存。C灢erbB灢2基因的PCR反应条件为:94曟变性1min,57曟退火1min,72曟
延伸1min,35个循环后72曟 延伸5min,4曟保存。BP1基因引物﹑C灢erbB灢2
基因引物和毬灢actin基因引物见表1。暋暋电泳检测:取待测因子及毬灢actin的

RT灢PCR扩增产物5毺l,分别进行1.5%琼脂糖凝胶电泳、全自动凝胶图像分析

系统进行扫描分析。
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表1暋BP1﹑C灢erbB灢2和毬灢actin基因的引物

基因 暋暋暋暋暋暋暋暋序列 长度(bp)

BP1 sense,5'灢GTATGGCCACCTCCTGTCTT灢3'; 225
antisense,5'灢GAGTAGATGGTCCTCGGCTT灢3'

C灢erbB灢2 sense,5'灢GAAGGTGAAGGTGCTTGGATC灢3'; 342
antisense,5'灢TAGCTCATCCCCTTGGCAATCTG灢3'

毬灢actin sense,5'灢ACCCCCACTGAAAAAGATGA灢3'; 114
antisense,5'灢ATCTTCAAACCTCCATGATG灢3'

1.3暋免疫组织化学

1.3.1暋免疫组织化学染色步骤:包埋组织块4毺m连续切片,60曟烤箱烘烤

30min。浸入二甲苯脱蜡。梯度酒精脱水,PBS液浸泡,抗原修复,冷却至室温。
PBS液浸泡。3%H2O2 室温孵育。PBS液浸泡,血清封闭液,加一抗4曟孵育
过夜。PBS冲洗。滴加生物素标记的二抗,室温孵育,PBS液冲洗。滴加链霉素
抗生物素蛋白灢过氧化物酶溶液,室温孵育30min。PBS液冲洗切片。显微镜下
显色,复染,1%盐酸酒精分化,自来水冲洗。梯度酒精脱水,二甲苯透明,中性树
胶封片。
1.3.2暋免疫组织化学染色结果判断:ER、PR蛋白阳性表达在细胞核,呈棕黄
色颗粒状,以高倍镜(400暳)观察5个视野,每个视野观察100个细胞。染色
强度分级[3]为:阴性(-):细胞不显色或背景深,染色不清晰;弱阳性(+):
25%~50%细胞显色;中度阳性(++):50%~75%细胞显色,着色较深;强阳
性(+++):>75%细胞显色,着色深。
1.3.3暋免疫组织化学质量控制:所有标本均按中国抗癌协会乳腺癌专业委员
会的规范取材,所有结果均在同样实验条件下监测;所有标本的检测结果均经
复查,至少重复两次。设阳性对照和阴性对照,用预实验中已知阳性标本做阳
性对照,PBS代替一抗做阴性对照。
1.4暋统计学处理

采用SPSS12.0软件进行统计处理,运用氈2 检验对各组间差别及相关进行统
计学分析,毩=0.050。

2暋结果

2.1暋BP1基因 mRNA的表达情况

62例乳腺癌组织中,40例呈阳性表达(64.5%),22例呈阴性表达(35.
5%);在62例配对的癌旁组织中,阳性表达仅3例。两组间BP1表达差异有统
计学意义(表2)。
2.2暋BP1的表达与ER及病理组织学分级的关系

38例ER(+)乳腺癌组织中,18例(47.3%)呈BP1阳性表达;24例ER(-)
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表2暋BP1基因在乳腺癌及配对癌旁组织中的表达

暋暋暋暋暋暋暋BP1基因
组别 例数暋暋暋暋暋暋暋 氈2 值 P 值

阳性(例) 阳性率(%)
乳腺癌 62 40暋 64.5暋暋 48.738 0.000
配对癌旁 62 3暋 4.8暋暋

乳腺癌组织中,22例BP1呈阳性表达(91.7%),两者差异具有统计学意义(P
<0.050);11例栺期乳腺癌标本中,4例呈阳性表达(36.4%);42例栻期乳腺
癌标本中,27例呈阳性表达(64.3%),9例栿期乳腺癌标本中,全部阳性表达,
三者之间差异有统计学意义(P<0.050);9例原位癌中2例BP1呈阳性表达
(22.2%),53例浸润性癌中38例呈BP1阳性表达(71.7%),两组之间差异有
统计学意义(P<0.050,表3)。

表3暋62例乳腺癌中BP1的表达与ER及病理组织学分级的关系

BP1
因素 例数 氈2 值 P 值

阳性(例) 阳性率(%)
ER
暋+ 38 18暋暋 47.4暋 12.609 0.000
暋- 24 22暋暋 91.7暋
临床分期

暋栺 11 4暋暋 36.4暋 8.759 0.013
暋栻 42 27暋暋 64.3暋
暋栿 9 9暋暋 100.0暋
病理学分级

暋原位癌 9 2暋暋 22.2暋 6.207 0.013
暋浸润性癌 35 38暋暋 71.7暋

暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋BP1:beta蛋白1

2.3暋在乳腺癌组织中C灢erbB灢2基因与BP1基因的表达

62例乳腺癌组织中,29例呈C灢erbB灢2阳性表达(46.8%),33例阴性表达
(53.2%);C灢erbB灢2与BP1共阳性表达者23例,共阴性表达者16例,两者阳
性表达率间的差异有统计学意义(P=0.035,表4)。

表4暋BP1与C灢erbB灢2在乳腺癌组织中的表达情况

C灢erbB灢2
BP1 P 值

阳性(例) 阴性(例)
阳性 23暋暋暋 17 0.035
阴性 6暋暋暋 16

3暋讨论

BP1定位于染色体17q21~22,已克隆的cDNA 全长为1251bp,开放阅

读框(ORF)长约720bp,编码240个氨酸,为人类毬珠蛋白基因的抑制蛋白,
对BP1基因序列的比较发现BP1属于在早期发育过程中起重要作用的 DLX
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家族,与DLX灢4和DLX灢7互为异构重整体[3]。在白血病的研究中,国内外学

者发现BP1基因与急性髓系白血病相关[5-6]。近年来研究表明BP1高表达

和许多恶性肿瘤的发生发展相关[2]。
C灢erbB灢2基因又称 Neu或 HER灢2,定位于17q21,编码相对分子质量为

185000的跨膜蛋白,该蛋白与表皮生长因子受体(EGFR)具有高度的同源

性,故又称为人类表皮生长因子相关基因[7]。C灢erbB灢2过度表达通过启动多

种转移相关机制而增加转移能力,包括细胞迁移率、体外侵袭力、实验性肺转

移等[8-13]。C灢erbB灢2过度表达也影响某些黏附分子如上皮型钙黏附分子

(E灢cadherin)等的合成从而促进转移[14]。目前C灢erbB灢2已被公认为是与乳腺

癌发生发展密切相关的原癌基因,参与调控细胞的生长、增殖及分化,其产物

过度表达常提示恶性程度高、预后差。
为探讨BP1基因与C灢erbB灢2基因在乳腺癌发生发展中的作用机制,本研

究对62例乳腺癌组织中的BP1基因与C灢erbB灢2基因进行检测,并采用免疫

组织化学的方法对 ER、PR 的表达进行检测。结果表明:BP1基因在乳腺癌

组织中的表达阳性率为64.5%,明显高于与配对的癌旁组织4.84%,与 Fu
等[4]的结果一致。研究同时发现BP1mRNA与组织学分级、病理类型及雌激

素受体 ER 的表达相关,尤其是在预后较差的 ER(-)的乳腺癌中BP1基因

的表达尤其高,与Fu等[4]及于满等[15]的研究一致;提示该基因可能在从正常

乳腺组织癌变的早期至晚期的整个过程中均发挥作用,且与乳腺癌的恶性表

型有关。对该基因的联合检测有助于临床判断预后。对本研究数据的统计学

处理发现BP1与C灢erbB灢2有共表达,提示其在乳腺癌的侵袭转移过程中可能

发挥作用,但具体作用机制尚不十分清楚,分析原因认为:(1)在染色体中BP1
基因定位接近erbB2基因[1],预测它们可能共同扩增,在乳腺癌的发生和发展

中共同发挥作用。(2)BP1基因和C灢erbB灢2基因均可与CyclinD1相互发挥

作用。CyclinD1基因是细胞周期素家族中最重要的成员,是目前公认的癌基

因,被证实参与多种实体瘤的分子病理机制,其中最有临床意义的是乳腺癌,
50%乳腺癌过表达cyclinD1[16]。文献报道乳腺癌 CerbB2基因的过表达与

CyclinD1基因的高表达之间有密切联系[17]。而乳腺癌组织中BP1和Cyclin
D1存在明显的共表达性[18]。二者结合提示BP1基因可能通过CyclinD1基

因与 C灢erbB灢2 基因在乳腺癌的发生发展中发挥作用。(3)BP1 基因和

C灢erbB灢2基因通过雌激素受体发挥相互作用。本实验显示BP1基因的表达与

雌激素受体具有相关性,与文献报道一致[4]。虽然本实验结果显示C灢erbB灢2
基因的表达与雌激素受体无关,但有实验[18-19]证实 C灢erbB灢2基因与雌激素

受体之间存在关联性,分析原因可能与标本数量以及标本的选择有关。因此
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BP1与C灢erbB灢2基因在乳腺癌发生发展中的相关性研究尚需进一步深入。
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