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暋暋暰摘要暱暋目的暋探讨人乳腺癌中原癌基因c灢myc和PokemonmRNA在乳腺癌组

织中的表达及其与乳腺癌发生、转移的关系。方法暋收集本院2008年1月至10月

45例浸润性导管癌组织标本、20例癌旁乳腺组织标本和20例正常乳腺组织标本,均为

女性,年龄23~69岁。所有标本均经临床病理确诊。采用原位杂交法检测 Pokemon
mRNA表达,采用免疫组织化学法检测c灢myc表达。采用卡方检验和等级相关法进行

统计分析。结果 (1)PokemonmRNA 的阳性表达率在乳腺癌组织、癌旁乳腺组织和

正常乳腺组织中分别是71.11% (32/45),30.00% (6/20)和20.00% (4/20),3者间

差异有统计学意义(P=0.000)。c灢myc阳性表达率在乳腺癌组织、癌旁乳腺组织和正

常乳腺组织中分别是86.67% (39/45),60.00% (12/20)和50.00% (10/20),3者间

差异有统计学意义 (P=0.004)。(2)乳腺癌细胞质PokemonmRNA表达和乳腺癌细

胞质c灢myc表达都与乳腺癌腋窝淋巴结转移有关(P=0.012,P=0.027)。(3)乳腺癌

细胞质PokemonmRNA表达与c灢myc表达有关联性(r=0.585,P<0.000)。结论暋
PokemonmRNA和c灢myc蛋白可能参与乳腺导管癌的发生和转移。PokemonmRNA
表达和c灢myc表达两者间有相关性。
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暰Abstract暱暋Objective暋ToexploretheexpressionsofPokemon mRNA and

proto灢oncogenec灢mycinbreastcancerandtheirrelation withcarcinogenesisand
metastasis.Methods暋FromJanuarytoOctober2008,45samplesofinvasiveductal
carcinoma,20samplesofpericancertissueand20samplesofnormalbreasttissue
werecollectedforthestudy.Allstudysubjectswerefemale,aged23to69years.All
sampleswereconfirmedpathologically.TheexpressionofPokemon mRNA was
examinedusinginsitu hybridizationandtheexpressionofc灢mycwastestedusing
immunohistochemistry.Chi灢squaretestandSpearman'srankcorrelationcoefficient
wereusedforstatisticalanalysis.Results暋 (1)Therateofpositiveexpressionof
plasmaPokemonmRNAinbreastcancertissue,pericancertissueandnormalbreast
tissuewas71.11% (32/45),30.00% (6/20)and20.00% (4/20)respectively,with
statisticaldifferencebetweenthethreegroups (P=0.000).Therateofpositive
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expressionofc灢mycinbreastcancertissue,pericancertissueandnormalbreasttissue
was86.67% (39/45),60.00% (12/20)and50.00% (10/20)respectively,with
statisticaldifferencebetweenthethreegroups (P =0.004).(2)Thepositive
expressionsofPokemon mRNA andc灢mycinbreastcancerwerecorrelated with
breastcanceraxillarylymphnodemetastasis(P=0.012,P=0.027).(3)Therewasa
positivecorrelationbetweenPokemon mRNAandc灢myc(r=0.585,P<0.000).
Conclusions暋 Pokemon mRNA and c灢myc participatein the pathogenesis and
metastasisofbreastcancer,andthereisacorrelationbetweenPokemonmRNAandc灢
myc.

暰Key words暱 暋 Breast neoplasms; Pokemon mRNA; c灢myc protein;in灢situ
hybridization;Immunohistochemistry

暋暋近年来,肿瘤分子生物学和分子遗传学的研究表明,原癌基因的激活、抑
癌基因的失活和细胞凋亡调控基因的失调是许多肿瘤的发生机制。myc基因

家族属于核蛋白类调控基因,研究证明c灢myc原癌基因激活的主要方式是该

基因的扩增和过表达[1],证明其在细胞周期变化、细胞的生长代谢、基因的不

稳定性、刺激血管生成、细胞恶性转化、分化及凋亡中起重要的调节作用[2]。
研究发现红系髓性致癌因子(Pokemon)与肿瘤发生密切相关[3],Pokemon能

增加细胞质内c灢myc并维持其稳定性,有可能与肿瘤转移密切相关。为进一

步证实两者在乳腺癌发生、转移中的作用,笔者采用原位杂交和免疫组织化学

方法观察乳腺癌组织中PokemonmRNA 和c灢myc的表达情况,探讨它们之

间的关系。

1暋资料和方法

1.1暋临床资料

全部病例来自本院普外科2008年1月~10月间收治的45例乳腺癌改良

根治术后患者。45例标本均经临床病理确诊,患者均为女性,年龄27~69岁,
平均年龄47岁,术前均未行化疗、放疗、内分泌治疗。采用随机数字表法从

45例乳腺癌标本中选取20例,取距乳腺癌肿块边缘大于5cm 处的乳腺组织

为癌旁乳腺组织。选取同期乳腺纤维腺瘤旁经病理确诊为正常乳腺组织标本

20例为正常乳腺组织标本,患者均为女性,年龄23~51岁,平均年龄36岁。
按 WHO肿瘤国际组织学分类标准复查全部病理切片。45例乳腺癌临床病

理资料:年龄曑50岁26例,>50岁19例;全部为浸润性导管癌,肿块直径>
2cm者29例,曑2cm 者16例,肿块平均直径3.5cm;乳腺癌组织学分级采

用Bloom灢Richardson分级法,即综合组织分化程度、核分裂和核多形性3个

指标,将其分为栺级(高分化)、栻级(中分化)、栿级(低分化),栺级15例,栻级

21例,栿级9例;TNM 分期按国际抗癌联盟 UICC1998年修订 TNM 分期
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法,栺期10例,栻期28例,栿期和桇期共7例;伴有腋窝淋巴结转移者20例、
无腋窝淋巴结转移者25例。
1.2暋主要试剂

(1)PokenonmRNA 原位杂交检测试剂盒(ZBTB7原位杂交检测试剂

盒,产品编号:MK2810灢h),DAB显色试剂盒,由武汉博士德生物工程有限公
司合成,经测序无误;(2)c灢myc鼠抗人单克隆抗体 c灢mycAb灢2 (clone9E
10.3)(产品编号:ms灢139灢P0,产地:labvision,工作浓度1:500,购自晶美生物
工程有限公司);(3)即用型S灢P试剂盒(LHK611灢060)、DAB试剂盒 (购自

晶美生物工程有限公司)。
1.3暋实验方法

原位杂交方法检测PokenonmRNA表达(所有溶液均用 DEPC水配制,
实验器材经高温处理灭活 RNA,实验操作过程严防 RNA 污染),c灢myc的检

测采 用 免 疫 组 织 化 学 链 霉 菌 抗 生 物 素 蛋 白灢过 氧 化 酶 (Streptavidin灢
Peroxidase,S灢P)法,操作按说明书步骤进行。针对人 ZBTB7A 靶基因的

mRNA序列为:(1)5曚灢GACCAGCAGAACGTGTACGAGATCGACTTCGTCAG灢
3曚;(2)5曚灢CGACACATCCGCACCCACACGGGCGAGAA GCCCTA灢3曚;(3)5'灢
GACGCCCGGCGCAACGG CCAGGAGAAGCACTTTAA灢3曚;Pokenon mRNA
原位杂交阳性片为阳性对照;以正常乳腺组织原位杂交时不加探针作为阴性
对照;c灢myc以晶美生物工程有限公司提供的阳性片为阳性对照;以PBS替

代第一抗体的乳腺癌组织免疫组织化学染色结果为阴性对照。
1.4暋结果判断

PokemonmRNA阳性表达的判断标准[3]为:阳性信号表现为核周及细胞质
内出现棕黄色颗粒;半定量分级标准为[4]:(-)未见细胞染色,(+)阳性细胞<
25%,(++)阳性细胞达25% ~50%,(+++)阳性细胞>50%。c灢myc表达的
判断标准[5]:c灢myc蛋白阳性信号表现为核周及细胞质内出现棕色颗粒;半定量分

级标准为[4]:(-)未见细胞染色,(+):阳性细胞<25%,(++)阳性细胞达25%~
50%,(+++)阳性细胞>50%。
1.5暋统计学方法

所得数据采用SPSS11.0软件进行统计学处理,计数资料以率表示,进行

氈2 检验,PokemonmRNA和c灢myc关系采用等级相关性分析,检验水准毩=
0.05。

2暋结果

2.1暋3组中PokemonmRNA和c灢myc的表达
乳腺癌组织中PokemonmRNA和c灢myc在细胞质中都有不同程度的表达
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(图1、2)。PokemonmRNA阳性表达率在乳腺癌组织、癌旁乳腺组织及正常乳
腺组织分别为71.1% (32/45)、30.0%(6/20)和20.0% (4/20),3组间差异有
统计学意义(P=0.000);乳腺癌组织PokemonmRNA的阳性表达分别与癌旁
乳腺组织和正常乳腺组织相比,差异有统计学意义(P<0.050),癌旁乳腺组织
与正常乳腺组织比差异无统计学意义(P=0.465)。乳腺癌组织、癌旁乳腺组织
及正常乳腺组织细胞质c灢myc阳性表达率分别为86.7% (39/45)、60.0% (12/
20)、50.0% (10/20),3组间差异有统计学意义(P=0.004);乳腺癌组织分别与
癌旁乳腺组织和正常乳腺组织比,差异有统计学意义(P<0.050),癌旁乳腺组
织与正常乳腺组织比,差异无统计学意义(P=0.525,表1)。

PokemonmRNA阳性表达定位于癌细胞胞质

图1暋乳腺浸润导管癌PokemonmRNA的阳性表达 (原位杂交 SP染色暋暳200)

c灢myc阳性表达定位于癌细胞胞质

图2暋乳腺浸润导管癌c灢myc阳性表达 (免疫组化 SP染色暋暳200)

2.2暋PokemonmRNA和c灢myc表达与乳腺癌临床病理特征的关系

乳腺癌细胞质PokemonmRNA表达与乳腺癌腋窝淋巴结转移有关(P=
0.012),与年龄、肿块大小、组织学分级、TNM 分期无关 (P>0.050)。乳腺

癌细胞质c灢myc表达与乳腺癌淋巴结转移有关(P=0.027),与年龄、肿块大

小、组织学分级、TNM 分期无关(P>0.050,表2)。
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表1暋PokemonmRNA和c灢myc蛋白在乳腺癌、癌旁组织及正常乳腺组织中的表达

PokemonmRNA[例(%)] c灢myc蛋白[例(%)]
组别 例数 氈2 值 P 值 氈2 值 P 值

+ - + -
乳腺癌a 45 32(71.11) 13(28.89) 18.413 0.000 39(86.67) 6(13.33) 10.973 0.004
癌旁乳腺组织b 20 6(30.00) 14(70.00) 12(60.00) 8(40.00)
正常乳腺组织 20 4(20.00) 16(80.00) 10(50.00) 10(50.00)

暋暋a:分别与癌旁乳腺组织和正常乳腺组织比较(PokemonmRNA:P=0.002;c灢myc蛋白:P=0.037);b:与正常乳腺组织比较

(PokemonmRNA:P=0.465;c灢myc蛋白:P=0.525)

表2暋PokemonmRNA和c灢myc蛋白的表达与乳腺癌临床病理特征的关系

PokemonmRNA(例) c灢myc(例)
临床病理指标 例数 暋氈2 值 P 值 氈2 值 P 值

暋暋+ 暋暋-暋 + -
年龄

暋曑50岁 26 16 10 2.747 0.097 22 4 - 1.000b

暋>50岁 19 16 3 17 2
肿瘤大小

暋曑2cm 16 10 6 0.364 0.546a 12 4 1.568 0.211a

暋>2cm 29 22 7 27 2
组织学分级

暋栺 15 8 7 -2.285 0.131a 11 4 1.947 0.163a

暋栻~栿 30 24 6 28 2
TNM 分期

暋栺~栻 38 27 11 - 1.000b 33 5 - 1.000b

暋栿~桇 7 5 2 6 1
腋窝淋巴结转移

暋有 20 18 2 6.245 0.012 20 0 - 0.027b

暋无 25 14 11 19 6

暋暋a:连续性校正;b:Fisher确切概率法

2.3暋乳腺癌细胞质中PokemonmRNA和c灢myc表达的关系

PokenonmRNA与c灢myc同时阴性表达有5例,共阴性率为11.1% (5/
45),同时强阳性(+++)表达有6例,共强阳性率为13.3% (6/45)。随着

PokenonmRNA表达强度增加,c灢Myc的阳性率也逐渐提高,PokenonmRNA与

c灢myc在乳腺癌组织中表达有相关性(r=0.585,P=0.000,表3)。

表3暋PokenonmRNA和c灢myc蛋白在乳腺癌中表达的关系

c灢myc
Pokemon

- + ++ +++ 合计

- 5 4 3 1 13
+ 1 5 2 2 10
++ 0 3 5 3 11
+++ 0 2 3 6 11
合计 6 14 13 12 45

暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋r=0.585,P=0.000

3暋讨论

Pokemon是ZBTB7A基因所编码的蛋白质。它是POK家族成员之一,并
作为转录因子参与一些细胞基因转录的调节[4,6灢7]。近来发现,Pokemon在致癌
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转化过程中发挥着至关重要的功能,并与肿瘤的发生密切相关。研究发现

pokemon在某些类型的人类乳腺癌、肺癌、结肠癌、前列腺癌和膀胱癌中过表
达,表明pokemon与这些肿瘤的发生相关[3]。本实验结果与此相近,显示乳
腺癌细胞质PokemonmRNA 高表达率为71.11%,显著高于癌旁乳腺组织

30.0%及乳腺正常组织20.0%,(P<0.050),提示Pokemon可能在乳腺癌的
发生过程中发挥着重要作用;研究还显示有腋窝淋巴结转移的乳腺癌细胞质

PokemonmRNA表达率为90.0%,无腋窝淋巴结转移的乳腺癌为56.0%,两
者差异有统计学意义(P=0.012),说明Pokemon也可能在乳腺癌侵袭转移
过程中起着一定作用。

原癌基因c灢myc为序列特异性转录因子,该基因定位于染色体8q34,编码
磷酸化蛋白,c灢myc编码蛋白具有DNA结合活性,其亮氨酸拉链区介导各种转
录因子的二聚作用,产生活化转录及细胞增殖的作用[4]。c灢myc原癌基因主要

激活方式是基因扩增、重排或过度表达。c灢myc与细胞生长调控、肿瘤发生及细
胞凋亡密切相关[8,9]。c灢myc基因过度表达可能参与了肿瘤的恶变、进展等过
程[10]。在乳腺癌中c灢myc癌基因的扩增率约30%,对复发及生存期有一定预测
作用[11]。另外Shanmugham等[12]在乳腺癌研究中发现c灢myc与肿块微血管密
度有相关性,考虑其有促进微血管形成作用。本研究结果显示乳腺癌细胞质

c灢myc蛋白过度表达,其表达高于癌旁乳腺组织及正常乳腺组织(P<0.050),有

腋窝淋巴结转移的浸润性导管癌细胞质c灢myc蛋白表达明显高于无腋窝淋巴结
转移 (P=0.027),提示c灢myc蛋白与乳腺癌的转移有关。

本研究对45例乳腺导管癌的PokemonmRNA表达进行了检测,同时对

c灢myc蛋白进行检测,发现PokenonmRNA 与c灢myc蛋白表达的共阴性率
为11.11% (5/45),共强阳性率为13.33% (6/45),随着PokenonmRNA表
达强度增加,c灢myc的阳性率也逐渐提高,两者表达有相关性(等级相关:r=
0.585,P<0.001)。

综上所述,PokemonmRNA高表达可能与乳腺导管癌发生有关。
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