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　　［摘要］　目的　分析乳腺癌组织ＣＡＳ蛋白的表达水平与细胞增殖、凋亡指数及患者临床指标的关系。方法　收集普
通导管增生２０例、异型导管增生２０例、导管原位癌１０例、浸润性导管癌５３例、正常乳腺组织１４例的标本，用免疫组织化学方

法观察标本组织中ＣＡＳ蛋白的表达，用ｋｉ６７标记细胞增殖指数，用 ＴＵＮＥＬ法测定凋亡指数，并进行相关统计学分析。

结果　ＣＡＳ在正常乳腺、普通导管增生、异型导管增生、导管原位癌、浸润性导管癌中的阳性率逐渐升高，分别为１４．３％
（２／１４）、２５．０％（０／２０）、４０．０％（８／２０）、６０．０％（６／１０）、７５．５％（４０／５３），差异有统计学意义（χ

２＝２９．３８２，Ｐ＝０．０００）；ＣＡＳ的表

达与乳腺浸润性导管癌患者的年龄、肿瘤大小、肿瘤分期无关，与肿瘤的组织学分级、核分裂像、淋巴结转移有关（Ｐ＜０．０１，

Ｐ＜０．０５）；ＣＡＳ评分与细胞增殖指数呈正相关（ｒ＝０．４３９，Ｐ＝０．００３），而与凋亡指数无相关性（ｒ＝０．２４８，Ｐ＝０．０８３）。

结论　乳腺癌组织中，ＣＡＳ的表达和细胞增殖指数间具有一定的相关性。
　　［关键词］　乳腺肿瘤；细胞凋亡易感蛋白质；免疫组织化学；细胞凋亡
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　　细胞凋亡易感（ｃｅｌｌｕｌａｒａｐｏｐｔｏｓｉｓｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ，ＣＡＳ）基
因位于染色体的 ２０ｑ１３ 区域，与酵母染色体分离基因
（ＣＳＥ１／Ｌ）同源，可以促进由多种化疗药物诱导的细胞凋
亡［１］，在人类多种肿瘤细胞系和实体瘤组织中表达明显增
强［２４］。细胞的增殖和凋亡调节异常与肿瘤发生发展密切相
关，但ＣＡＳ在乳腺癌中的表达情况研究较少，在乳腺癌组织
中，ＣＡＳ是否参与了细胞增殖和凋亡的调节还不清楚。本研
究用免疫组化方法观察乳腺增生性病变和乳腺癌组织中

ＣＡＳ蛋白的表达，探讨ＣＡＳ的临床病理意义，用ｋｉ６７标记
细胞增殖指数，用ＴＵＮＥＬ法测定凋亡指数，研究ＣＡＳ蛋白
与细胞增殖和凋亡的关系。

１　材料和方法

１．１　标本　选取２００７年１月至２０１０年１月在解放军１０５
医院确诊为女性乳腺浸润性导管癌的根治切除手术标本的

存档蜡块５３例，患者中位年龄５１（３３～７６）岁，术前均未接受
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化疗和放疗；另择同期普通导管增生（ＵＤＨ）２０例［中位年龄

３８（２６～５６）岁］、异型导管增生（ＡＤＨ）２０例［中位年龄４３
（３１～６０）岁］、导管原位癌（ＤＣＩＳ）１０例［中位年龄４９（３２～

７０）岁］、正常乳腺组织１４例。全部标本均经１０％中性甲醛

溶液固定，石蜡包埋，４μｍ厚连续切片。

１．２　免疫组织化学法检测组织中ＣＡＳ蛋白的表达　兔抗人

ＣＡＳ多克隆抗体购自美国Ｂｉｏｔｅｃｈ公司，即用型鼠抗人ｋｉ６７
单克隆抗体和ＥｌｉＶｉｓｉｏｎＴＭｐｌｕｓ试剂盒购自福州迈新生物技

术开发公司。预先采用柠檬酸高温高压抗原修复，ＣＡＳ抗体

工作浓度１４００，分别按试剂盒说明设立阳性对照、阴性对

照和空白对照。

１．３　ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡　ＴＵＮＥＬ原位检测试剂盒

购自ＫｅｙＧｅｎ公司（Ｃａｔ：ＫＧＡ７０３２），采用ＢＩＯＴＩＮ标记ＰＯＤ
法：石蜡切片脱蜡至水，加蛋白酶 Ｋ在３７℃反应３０ｍｉｎ，加

新鲜配制的末端脱氧核苷酸转移酶（ＴｄＴ）反应液［４５μｌ标记

缓冲液、１μｌＢｉｏｔｉｎ１１ｄＵＴＰ、４μｌＴｄＴ］，反应６０ｍｉｎ后加连

接辣根过氧化酶的链霉亲和素（ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎＨＲＰ）避光反应

３０ｍｉｎ，ＤＡＢ显色，苏木素复染。

１．４　结果判定　ＣＡＳ蛋白以胞质出现棕黄色颗粒为阳性，

每一例分别按阳性细胞数和阳性强度进行半定量计分，阳性

细胞数０％为０分，＜１０％为１分，１０％～５０％为２分，

５１％～８０％为３分，＞８０％为４分；阳性强度根据染色结果分

为弱阳性（１分）、中等阳性（２分）、强阳性（３分），两者相乘得

出总分值（０～１２），分值０～１为－，分值２～６为＋，分值

８～１２为。ｋｉ６７以细胞核出现棕黄色颗粒为阳性，凋亡细

胞判定根据细胞核和（或）核膜染成棕黄色颗粒，并且结合组

织学特点。随机计数１０个高倍镜视野（×４００），每个视野计

数１００个细胞，共计数１０００个肿瘤细胞，ｋｉ６７染色阳性细

胞和凋亡细胞所占百分比作为增殖指数和凋亡指数。

１．５　统计学处理　所有数据均用ＳＰＳＳ１３．０软件处理，ＣＡＳ
蛋白与乳腺癌临床病理特征的关系采用χ

２检验，ＣＡＳ表达

评分与增殖指数、凋亡指数之间的关系采用Ｓｐｅａｒｍａｎ等级

资料相关分析，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　乳腺良恶性病变中ＣＡＳ蛋白的表达　ＣＡＳ在胞质中

呈弥漫、均质阳性表达，在１４例正常乳腺、２０例普通导管增

生、２０例异型导管增生、１０例导管原位癌、５３例浸润性导管

癌中的阳性率逐渐增高，分别为１４．３％ （２／１４）、２５．０％
（５／２０）、４０．０％（８／２０）、６０．０％（６／１０）、７５．５％（４０／５３），差异

有统计学意义（χ
２＝２９．３８２，Ｐ＝０．０００，表１）。

２．２　ＣＡＳ蛋白与乳腺癌临床病理特征的关系　如表２所

示，ＣＡＳ蛋白的表达与浸润性导管癌患者的年龄、肿瘤大小、

肿瘤分期无关，与组织学分级、核分裂像、淋巴结转移有关

（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．０５）。

２．３　ＣＡＳ 蛋 白 与 细 胞 增 殖 和 凋 亡 指 数 之 间 的 关

系　Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析结果表明，ＣＡＳ评分与ｋｉ６７指

数呈正相关（ｒ＝０．４３９，Ｐ＝０．００３），ＣＡＳ阴性组、弱阳性组、

强阳性组的ｋｉ６７指数分别为１４．６３±１．１７、３０．７７±３．２２、

４４．８５±５．５７。ＣＡＳ评分与凋亡指数无相关性（ｒ＝０．２４８，

Ｐ＝０．０８３），ＣＡＳ阴性组、弱阳性组、强阳性组的凋亡指数分

别为１．６５±０．１７、１．８９±０．３２、２．０７±０．５２。

表１　正常乳腺、乳腺增生性病变及

乳腺癌中ＣＡＳ蛋白的表达

ｎ

分组 Ｎ
ＣＡＳ

－ ＋ 
正常乳腺　　 １４ １２ ２ ０
普通导管增生 ２０ １５ ４ １
异型导管增生 ２０ １２ ４ ４
导管原位癌　 １０ ４ ２ ４
浸润性导管癌 ５３ １３ １９ ２１

　ＣＡＳ：细胞凋亡易感基因

表２　ＣＡＳ蛋白与浸润性导管癌临床病理特征的关系

ｎ

临床参数 Ｎ
ＣＡＳ

－ ＋  χ２ Ｐ

年龄（岁） ０．３９０ ０．８２３

　　≤５０ ２８ ６ １０ １２

　　＞５０ ２５ ７ ９ ９
肿瘤直径ｄ／ｃｍ ３．１２７ ０．５３７

　　＜２ ６ ２ ３ １

　　２～５ ４４ １０ １６ １８

　　＞５ ３ １ ０ ２
淋巴结转移 ６．９３４ ０．０３１

　　阴性 ２３ ９ ９ ５

　　阳性 ３０ ４ １０ １６
ＴＮＭ分期 ４．０６８ ０．１３１

　　Ⅰ＋Ⅱ ３９ ９ １７ １３

　　Ⅲ＋Ⅴ １４ ４ ２ ８
组织学分级 ２４．０３０ ０．０００

　　Ⅰ １１ ４ ７ ０

　　Ⅱ ２４ ８ １０ ６

　　Ⅲ １８ １ ２ １５
核分裂像（／１０ＨＰＦ） １８．７３９ ０．００１

　　０～５ １３ ７ ６ ０

　　６～１０ ２２ ５ ９ ８

　　＞１１ １８ １ ４ １３

　ＣＡＳ：细胞凋亡易感基因

３　讨　论

　　ＣＡＳ编码蛋白是一种核转运因子，参与了细胞凋亡与细

胞增殖［５］。在正常细胞中，ＣＡＳ的功能像个闸门，决定细胞

是增殖还是凋亡，正常状态下发生凋亡的组织（前列腺和乳

腺）ＣＡＳ可以部分表达。ＣＡＳ过度表达或缺失都可诱发肿瘤

的形成，在肿瘤发病机制中发挥重要的作用［６８］。我们观察

到ＣＡＳ同核分裂像、ｋｉ６７指数正相关，并且随着组织学分级

的升高，ＣＡＳ蛋白表达和ｋｉ６７指数也越高，证实了ＣＡＳ在

细胞增殖中起着重要的作用。ＣＡＳ在正常乳腺、普通导管增

生、异型导管增生、导管原位癌、浸润性导管癌中的阳性率逐

渐升高，并且随着乳腺癌组织学分级的升高，ＣＡＳ的表达逐

渐增强，说明ＣＡＳ在乳腺导管上皮病变的发生、发展、增殖过
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程中起着重要作用。

　　由于细胞周期与凋亡途径是相互关联的，增生和凋亡的

调节失衡常导致细胞的恶性转化。研究发现，ＣＡＳ过表达

可增强ＩＦＮγ诱导的细胞凋亡［９］。由干扰素γ和多柔比星

联合处理的 ＨｅｐＧ２细胞ＴＮＦα、ＣＡＳ、Ｂａｘ和Ｂａｄ的水平上

调，从而大大增强细胞凋亡［１０］。最近研究发现ＣＡＳ、Ｈｓｐ７０、

ＰＨＡＰＩ三者可以共同作用，加速Ａｐａｆ１核苷酸变换，阻止非

活性Ａｐａｆ１／ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＣ的聚集，在细胞凋亡过程中扮演

了十分重要的调控角色，另外ＣＡＳ的ＲＮＡｉ敲除实验也证明

了其在细胞凋亡中的作用［１１］。我们的实验结果表明，在乳腺

癌组织中，虽然随着ＣＡＳ评分增加，凋亡指数呈逐渐升高趋

势，但无统计学意义，ＣＡＳ与ｋｉ６７指数呈正相关，说明在乳

腺癌发生、发展过程中，ＣＡＳ可能主要起到促进细胞增殖的

作用。ＣＡＳ表达与细胞凋亡无直接关系，可能原因是：（１）

ＣＡＳ本身与肿瘤细胞凋亡指数无明显相关性，但可能通过调

节其他凋亡调控蛋白促进细胞凋亡。Ｐｅｉｒó等［１２］观察到子宫

内膜癌中ＣＡＳ与凋亡调节蛋白Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｂａｘ显著正相

关，说明ＣＡＳ不仅参与ＴＮＦ受体介导的凋亡途径，也可能与

Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｂａｘ相关联参与线粒体凋亡途径；（２）乳腺癌中

ＣＡＳ诱导细胞凋亡的作用还可能受到凋亡抑制因子如Ｂｃｌ２
的拮抗，在子宫内膜癌中ＣＡＳ蛋白的表达与Ｂｃｌ２显著负相

关［１２］，上述假设在乳腺癌中是否成立还需进一步实验证实。

　　乳腺癌的淋巴结转移情况是影响乳腺癌患者预后的主

要因素，本实验观察到ＣＡＳ的表达与淋巴结转移有关，有淋

巴结转移组ＣＡＳ的表达高于无淋巴结转移组。Ｌｉａｏ等［１］发

现ＣＡＳ可通过增加癌细胞基质金属蛋白酶２（ＭＭＰ２）的分

泌从而增强肿瘤的侵袭性，与肿瘤浸润、转移有关，将ＣＡＳ视

为预测肿瘤转移的标记物。Ｔｓａｏ等［４］证实ＣＡＳ的过表达可

以促进结直肠癌细胞分泌ＣＥＡ和ｃａｔｈｅｐｓｉｎＤ，从而促进肿

瘤转移，免疫组化证实结直肠癌转移灶中癌细胞ＣＡＳ强表

达。Ｔｕｎｇ等［１３］观察到癌转移灶中ＣＡＳ定位于纤维间质和

腺腔内，并且有转移的患者血清ＣＡＳ水平高于无转移者；有

学者提出结直肠癌患者血清ＣＡＳ蛋白水平可以作为预测肿

瘤淋巴结转移的分子标志［１４］。我们的研究结果与上述研究

一致，有淋巴结转移的乳腺癌ＣＡＳ表达水平高于无淋巴结

转移者，说明ＣＡＳ不仅与乳腺癌的发生、发展、增殖有关，还

可能成为预测乳腺癌淋巴结转移、预后的分子标志。但探讨

ＣＡＳ对乳腺癌预后的意义还需积累更多的临床随访资料。
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