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乳腺癌３ｐ染色体微卫星杂合性缺失与血管生成

乔　峰１，２，姜晓玲２，李曦洲１，施俊义１

１．第二军医大学长海医院甲乳外科，上海２００４３３

２．解放军８８医院病理科，泰安２７１０００

　　［摘要］　目的　探讨乳腺癌染色体３ｐ区域微卫星杂合性缺失（ＬＯＨ）与血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）蛋白表达及临床病
理特征之间的关系。方法　选取乳腺浸润性导管癌病例石蜡组织切块４０例。运用激光显微切割技术留取组织中导管癌及
正常乳腺细胞，应用毛细管电泳测序技术进行４个微卫星位点的ＬＯＨ检测。应用免疫组织化学技术ＳＰ法检测ＣＤ３４、ＶＥＧＦ

和 Ｈｅｒ２的表达，分析ＬＯＨ与乳腺癌临床病理参数的关系。结果　４０例乳腺癌患者中Ｄ３Ｓ１０３８的ＬＯＨ发生率为２０％（８／
４０），Ｄ３Ｓ１２９５的ＬＯＨ发生率为３７．５％（１５／４０），Ｄ３Ｓ１５８１的ＬＯＨ发生率为１７．５％（７／４０），Ｄ３Ｓ３１１８的ＬＯＨ发生率为５％（２／

４０）。ＬＯＨ与ＶＥＧＦ的表达呈正相关（ｒ＝０．６５８０，Ｐ＜０．０１），ＬＯＨ和 ＭＶＤ也呈正相关（ｒ＝０．８０４９，Ｐ＜０．０１）。ＬＯＨ发

生率与 Ｈｅｒ２表达（ｒ＝０．５３９４）、组织学分级（ｒ＝０．４９７２）、淋巴结转移（ｒ＝０．５０６４）、ＴＮＭ分期（ｒ＝０．５９６０）均有相关性（均

Ｐ＜０．０１）。结论　乳腺癌染色体３ｐ微卫星位点ＬＯＨ与血管生成具有相关性，抑癌基因失活并通过对血管生成的影响可能
为肿瘤生长与转移提供了条件；同时检测染色体３ｐ微卫星位点ＬＯＨ与血管生成情况，可能有助于更全面地了解乳腺癌的生

物学特性。

　　［关键词］　乳腺肿瘤；杂合性缺失；病理性新生血管化；血管内皮生长因子
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　　乳腺癌的本质是一种基因病，其发生与基因组

不稳定和体细胞遗传学改变关系密切。肿瘤抑制基

因失活往往是由于１条等位基因发生杂合性缺失

（ｌｏｓｓｏｆｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ，ＬＯＨ），而另外１条等位基

因相应地发生突变。据有关乳腺癌的报道显示，

３ｐ１４（缺失频率１１％～４４％）［１］、３ｐ２１～２２（６９％）［２］、
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３ｐ２４～２６（３０％～４８％）
［２３］为缺失率最高的３个区

域。我们选择这３个区域的４个微卫星（ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌ

ｌｉｔｅ，ＭＳ）位点联合应用激光捕获显微切割与毛细管

电泳技术及ＳＰ法等各种分子生物学方法进行乳腺

癌染色体微卫星位点ＬＯＨ与血管生成相关性的研

究。

１　材料和方法

１．１　组织标本的选择　４３例乳腺浸润性导管癌组

织均来自本院２００５年９月至２００９年２月手术切除

石蜡包埋标本，行毛细管电泳后 ＬＯＨ 信息缺失３
例，获有效信息者４０例。患者年龄３２～７１岁，平均

（４９．０±１０．１）岁。入选标准：参照２００３年 ＷＨＯ乳

腺癌分类标准，所有病例均经２位病理科医师复习

切片确诊为乳腺浸润性导管癌。一般情况及临床病

理学参数、ＴＮＭ分期等来源于病历记录。病理组织

学分级及免疫组化结果来源于病理报告。剔除标

准：术前行化疗、放疗的患者；乳腺穿刺而无手术切

除标本的病例。组织学分级标准：根据ＢｌｏｒｍＲｉｃｈ

ａｒｃｉｓｏｎｄｅ分级标准［４］对所有病例进行评分。

１．２　激光显微切割　石蜡包埋组织切片（厚度

６μｍ）经脱蜡、常规 ＨＥ染色，在 ＭＭＩＣｅｌｌｃｕｔｐｌｕｓ
激光显微切割系统上提取目的细胞。确定要分离的

导管癌以及正常乳腺导管细胞，分别进行切割并收

集于 ＭＭＩＩｓｏｌａｔｉｏｎＣａｐ中备用。

１．３　ＤＮＡ的ＰＣＲ扩增　（１）ＤＮＡ样品抽提：样品

中加消化缓冲液（不含蛋白酶 Ｋ）、蛋白酶 Ｋ溶液、

Ｔｒｉｓ饱和酚，水浴离心后，７０％乙醇洗涤沉淀，室温

晾干３０ｍｉｎ；ｄｄＨ２Ｏ重新溶解沉淀；取１μｌ测定浓

度及纯度，余－２０℃保存备用。（２）微卫星及其引物

序列：微卫星信息及其引物序列来自 ＰｕｂＭｅｄ

Ｈｏｍｅ，荧光引物由上海基康生物技术有限公司提

供（表１）。（３）ＰＣＲ扩增的反应体系：在ＰＣＲ仪中

进行，反应总体积为１０μｌ，其中基因组 ＤＮＡ５０～
１００ｎｇ，上、下游引物各１０μｍｏｌ／Ｌ（１μｌ），ＴａＫａＲａ

ＥｘＴａｑＤＮＡ聚合酶２Ｕ，ｄＮＴＰｓ１μｌ（２５ｍｍｏｌ／

Ｌ），１０×ＥｘＴａｇＢｕｆｆｅｒ（Ｍｇ２＋Ｐｌｕｓ）１μｌ，加ｄｄＨ２Ｏ
补到１０μｌ。反应条件：９５℃预变性５ｍｉｎ后，９４℃
变性３０ｓ、５５～５７℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共３８
次循环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。

表１　微卫星引物序列

Ｔａｂ１　Ｓｅｑｕｅｎｃｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｐｒｉｍｅｒｓ

Ｎａｍｅ Ｐｒｉｍｅｒ（５′３′） Ｎｕｍｂｅｒｏｆｐｒｉｍｅｒ（ｂｐ） Ｍｏｄｉｆｉｅｄｃｌａｓｓ

Ｄ３Ｓ１２９５Ｆ ＡＴＧＧＴＴＴＣＡＴＧＧＡＴＡＣＡＣＡＣＡ ２１ ６ＦＡＭ

Ｄ３Ｓ１２９５Ｒ ＡＴＡＡＧＴＴＴＴＧＡＴＡＣＣＣＡＣＣＣＡ ２１

Ｄ３Ｓ１０３８Ｆ ＴＣＣＡＧＴＡＡＧＡＧＧＣＴＴＣＣＴＡＧ ２０ ６ＦＡＭ

Ｄ３Ｓ１０３８Ｒ ＡＡＡＧＧＧＧＴＴＣＡＧＧＡＡＡＣＣＴＧ ２０

Ｄ３Ｓ１５８１Ｆ ＣＴＣＴＴＣＣＣＡＧＴＣＣＣＴＧＴＡＴＣ ２０ ６ＦＡＭ

Ｄ３Ｓ１５８１Ｒ ＧＡＴＴＧＣＡＣＴＡＴＧＴＣＴＣＣＡＧＧ ２０

Ｄ３Ｓ３１１８Ｆ ＧＣＡＧＧＡＴＣＴＡＣＡＡＡＴＣＡＴＴＴＴＡＴＴＧ ２５ ６ＦＡＭ

Ｄ３Ｓ３１１８Ｒ ＴＧＴＧＡＡＧＧＴＴＴＧＴＡＡＡＴＡＧＴＣＣＡＴＧ ２５

１．４　毛细管电泳测序　将美国 ＡＢＩ公司生产的

ＨｉＤｉＦｏｒｍａｍｉｄｅ１ｍｌ和 ＧｅｎｅＳｃａｎ５００ＬＩＺＳｉｚｅ

Ｓｔａｎｄａｒｄ５０μｌ混合后，取９．５μｌ同 ＰＣＲ产物（２０
倍稀释后）０．５μｌ混合，在 ＡＢＩＧｅｎｅＡｍｐ９７００型

ＰＣＲ仪上９５℃变性５ｍｉｎ，迅速放置在冰中５ｍｉｎ
以上。然后在 ＡＢＩＰｒｉｓｍＴＭ３１０ＧｅｎｅｔｉｃＡｎａｌｙｚｅｒ
上用ＰＥ公司的 ＰＯＰ４胶，１５ｋＶ 于６０℃下电泳

２８ｍｉｎ。电泳数据经ＧｅｎｅＳｃａｎ软件（３．１版）、Ｇｅｎｅ

Ｔｙｐｅｒ（３．７版）处理后得到检测片段大小。

１．５　ＬＯＨ判断标准　当患者正常组织ＤＮＡ标本

为多态标记杂合子，即出现２个等位基因片段，才能

作为信息个体用于ＬＯＨ 分析。与同一个体的正常

癌旁组织比较，ＬＯＨ 是以肿瘤组织中微卫星ＤＮＡ
两种等位基因的相对强度比与正常组织的等位基因

相对强度比之间的比值（ａｌｌｅｌｅｒａｔｉｏ）作为判定依据。

Ａｌｌｅｌｅｒａｔｉｏ值（Ｔ１∶Ｔ２／Ｎ１∶Ｎ２）＜０．６或＞１．６７
时，该位点判为 ＬＯＨ （Ｔ：肿瘤组织，Ｎ：正常组

织）［５］。

１．６　免疫组化染色方法　采用ＳＰ法。免疫组织

化学检测试剂盒及抗体购自福州迈新生物技术有限

公司。用防脱片剂多聚赖氨酸涂载玻片，６０℃烤箱

烘３ｈ，石蜡切片常规脱蜡至水。所有抗体均用已知

阳性标本作阳性对照，用ＰＢＳ代替一抗作阴性对

照。根据每种抗体的要求，对组织抗原进行相应的
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抗原修复。将组织切片置３％过氧化氢溶液，室温

下孵育１５ｍｉｎ以阻断内源性过氧化物酶。ＰＢＳ冲

洗３次×３ｍｉｎ。滴加正常山羊血清封闭液，室温下

孵育１０ｍｉｎ。甩去血清封闭液，每张切片滴加一抗，

放入温盒中于４℃冰箱内过夜。切片过夜后加入二

抗，室温孵育１０ｍｉｎ；加链霉素过氧化酶溶液后室

温下孵育１０ｍｉｎ；上述步骤均以０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ
振洗３次，２ｍｉｎ／次，二氨基联苯胺（ＤＡＢ）显色，复

染后置于显微镜下观察。

１．７　免疫组化结果判定　免疫组化阳性均呈棕色

或棕褐色显色。ＶＥＧＦ阳性定位于细胞质，ＥＲ、ＰＲ
均定位于细胞核，每例切片观察１０个高倍镜视野，将

肿瘤细胞超过１０％阳性染色者判定为阳性表达，反之

为阴性。Ｈｅｒ２、ＣＤ３４阳性定位于细胞膜，在肿瘤

１０％以上区域出现连续细胞膜着色者判定为阳性。

１．８　微血管密度（ｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＭＶＤ）计数

标准　按照 Ｗｅｉｄｎｅｒ［６］的评判标准，计算肿瘤内着

色的毛细血管和微小血管，凡呈现棕色单个内皮细

胞或内皮细胞群者均作为１个血管计数，但肌层较

厚及管腔面积大于８个红细胞直径的血管不计数。

每张染色切片选择３个血管最多的癌间质区，在

２００倍视野下进行血管计数，每例标本分别计数５
个视野，取其平均值。

１．９　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计

分析。计量资料采用珚ｘ±ｓ表示，计数资料采用百分

构成比表示。两个率间差异采用Ｐｅａｒｓｏｎχ
２ 检验，

多个率间单向有序资料采取等级资料的秩和检验。

ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ法进行多组间两两比较。检验水平

（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＬＯＨ检测　电泳图横坐标代表ＰＣＲ产物及

内标的碱基数，纵坐标代表相对荧光信号强度（图

１）。在所有４０例乳腺癌中，共有２１例（５２．５％）患

者发生 ＬＯＨ，其中３例（７．５％）有３个位点发生

ＬＯＨ；５例（１２．５％）有２个位点发生 ＬＯＨ；１３例

（３２．５％）有１个位点发生ＬＯＨ。４个３ｐ位点ＬＯＨ
发生率不同，差异有统计学意义（Ｐ＝０．００３９，

表２）。

２．２　ＬＯＨ与 ＭＶＤ的关系　ＣＤ３４表达于细胞胞

膜，能明确显示血管内皮细胞（图２Ａ），利于计数微

血管生成数目。所有乳腺癌病例 ＭＶＤ平均值为

８４．４２５±３０．２９３（３５．０００～１５３．０００）。将同时有

０个、１个、２个、３个位点发生 ＬＯＨ 的病例分为

ＬＯＨ０～ＬＯＨ３共４个组别，随着发生ＬＯＨ位点数目

的增加，ＭＶＤ数值也增加（表３）。仅ＬＯＨ１与ＬＯＨ２
两组之间 ＭＶＤ差异无统计学意义，而在其他各组间

两两比较 ＭＶＤ差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

图１　两种ＬＯＨ峰型

Ｆｉｇ１　ＴｗｏｔｙｐｅｓｏｆＬＯＨａｐｅｘｍｏｄｅｌｓ
Ｔ：Ｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅ；Ｎ：Ｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｆｒｏｍｔｈｅｓａｍｅｐａｔｉｅｎｔ；ＬＯＨ：

Ｌｏｓｓｏｆｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ

表２　４０例乳腺癌染色体４个３ｐ微卫星位点ＬＯＨ发生率

Ｔａｂ２　ＩｎｃｉｄｅｎｃｅｓｏｆＬＯＨｏｆ４ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｌｏｃｉ

ａｔｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ３ｐｉｎ４０ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｓｐｅｃｉｍｅｎｓ

ＭＳｌｏｃｉ ＩｎｃｉｄｅｎｃｅｏｆＬＯＨｎ（％）

Ｄ３Ｓ１０３８ ８（２０）

Ｄ３Ｓ１２９５ １５（３７．５）

Ｄ３Ｓ１５８１ ７（１７．５）

Ｄ３Ｓ３１１８ ２（５）

　ＭＳ：Ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅ；ＬＯＨ：Ｌｏｓｓｏｆｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ．Ｒａｎｋｓｕｍ

ｔｅｓｔ．Ｐ＝０．００３９

图２　乳腺癌ＣＤ３４（＋，Ａ）和ＶＥＧＦ（＋，Ｂ）染色

Ｆｉｇ２　ＰｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤ３４（Ａ）ａｎｄＶＥＧＦ（Ｂ）

ｉｎｂｒｅａｓｔｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｎｇｄｕｃｔａｌｃａｒｃｉｎｏｍａａｓｄｅｔｅｃｔｅｄ
ｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇ（ＳＰ）

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００

２．３　ＬＯＨ 与 ＶＥＧＦ的关系　ＶＥＧＦ的阳性表达
于细胞质，呈棕黄色至棕褐色颗粒（图２Ｂ）。在所有

４０例中，共有３１例呈ＶＥＧＦ阳性表达，９例ＶＥＧＦ
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阴性表达均发生在ＬＯＨ０组（表４）。不同ＬＯＨ水 平组间ＶＥＧＦ表达差异有统计学意义（Ｐ＜０．００５）。

表３　不同ＬＯＨ水平组的 ＭＶＤ情况

Ｔａｂ３　ＭＶＤｉｎｇｒｏｕｐｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｖｅｌｓｏｆＬＯＨ

ＬＯＨｌｅｖｅｌ ＭＶＤ

ＬＯＨ０ ４２ ７８ ５２ ８８ ６８ ８５ ４８ ６４ ５５ ９３ ４４ ７３ ６３ ３５ ５３ ８４ ４８ ５５ ５１

ＬＯＨ１ １０６ ９２ １２１ ９７ ８７ ９４ ９９ １１１ ９８ ４６ ９９ １０２ ７３

ＬＯＨ２ １３１ １０３ ８９ １１６ ９１

ＬＯＨ３ １４４ １５３ １４６

　ＬＯＨ０３ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈａｔｔｈｅｒｅａｒｅ０３ｓｉｔｅｓｗｉｔｈＬＯＨ．ＬＯＨ：Ｌｏｓｓｏｆｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ；ＭＶＤ：Ｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌｄｅｎｓｉｔｙ．ＭＶＤｖａｌｕｅｓｗｅｒｅｓｉｍｉｌａｒｂｅ

ｔｗｅｅｎＬＯＨ１ａｎｄＬＯＨ２，ａｎｄｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂｅｔｗｅｅｎｏｔｈｅｒｓ．Ｒａｎｋｓｕｍｔｅｓｔ．Ｐ＜０．０５

表４　不同ＬＯＨ水平组间ＶＥＧＦ的表达

Ｔａｂ４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＥＧＦｉｎｇｒｏｕｐｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｖｅｌｓｏｆＬＯＨ
（ｎ）

ＬＯＨｌｅｖｅｌ ＶＥＧＦ（＋） ＶＥＧＦ（－）

ＬＯＨ０ １０ ９
ＬＯＨ１ １３ ０
ＬＯＨ２ ５ ０
ＬＯＨ３ ３ ０

　ＬＯＨ０３ｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈａｔｔｈｅｒｅａｒｅ０３ｓｉｔｅｓｗｉｔｈＬＯＨ．ＬＯＨ：Ｌｏｓｓ

ｏｆｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ；ＶＥＧＦ：Ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ．Ｒａｎｋ

ｓｕｍｔｅｓｔ．Ｐ＜０．００５

２．４　ＬＯＨ、ＶＥＧＦ 与各临床病理参数的相关

性　应用Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析ＬＯＨ、ＶＥＧＦ等

各项参数间的相关性，发现ＬＯＨ 与 ＶＥＧＦ、ＭＶＤ、

Ｈｅｒ２、ＥＲ、淋巴结转移、ＴＮＭ 分期及组织学分级呈

正相关。ＶＥＧＦ与ＬＯＨ、ＭＶＤ、Ｈｅｒ２、ＥＲ、淋巴结

转移、ＴＮＭ分期及组织学分级呈正相关。ＭＶＤ与

ＬＯＨ、ＶＥＧＦ、Ｈｅｒ２、淋巴结转移、ＴＮＭ 分期及组织

学分级均呈正相关（表５）。

表５　ＬＯＨ与ＶＥＧＦ等临床病理参数之间相关性分析

Ｔａｂ５　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｂｅｔｗｅｅｎＬＯＨａｎｄｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓｏｆｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｐａｔｉｅｎｔｓ

Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ Ｒｋ＿ＥＲ Ｒｋ＿Ｈｅｒ２ Ｒｋ＿ＬＮ Ｒｋ＿ＬＯＨ Ｒｋ＿ＭＶＤ Ｒｋ＿ＰＲ Ｒｋ＿ＴＮＭ Ｒｋ＿ＶＥＧＦ Ｒｋ＿Ｙｅａｒ Ｒｋ＿Ｇｒａｄｅ

Ｒｋ＿ＥＲ １／０ ０．３５６９ ０．２８２６ ０．４５８５ ０．２２１１ ０．６３３４ ０．３６４５ ０．４１９４ ０．４６９３ ０．２２７３

Ｒｋ＿Ｈｅｒ２  １／０ ０．５４６９ ０．５３９４ ０．５１３２ ０．１４６７ ０．５３０９ ０．６２４７ ０．４１２２ ０．４０５４

Ｒｋ＿ＬＮ  １／０ ０．５０６４ ０．４６１５ ０．０７２３ ０．６０７３ ０．６２５５ ０．２６２０ ０．５３５１

Ｒｋ＿ＬＯＨ    １／０ ０．８０４９ ０．１９２７ ０．５９６０ ０．６５８０ ０．２０９５ ０．４９７２

Ｒｋ＿ＭＶＤ    １／０ ０．０６２１ ０．７１６７ ０．７０２１ ０．２１５６ ０．４８３６

Ｒｋ＿ＰＲ  １／０ ０．２４５９ ０．３０７１ ０．２５９４ ０．２５２８

Ｒｋ＿ＴＮＭ      １／０ ０．６１７１ ０．３９７１ ０．５９１０

Ｒｋ＿ＶＥＧＦ       １／０ ０．５４６９ ０．５７４４

Ｒｋ＿Ｙｅａｒ     １／０ ０．１８３９

Ｒｋ＿Ｇｒａｄｅ       １／０

　Ｔｈｅｕｐｐｅｒｔｒｉａｎｇｌｅｓｈｏｗｓｒ，ｔｈｅｌｏｗｅｒｔｒｉａｎｇｌｅｓｈｏｗｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｓｉｇｎｓ．Ｒｋ＿ＥＲ：Ｒａｎｋｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ；Ｒｋ＿ＬＮ：Ｒａｎｋｌｙｍｐｈｎｏｄｅｓ；Ｒｋ＿

ＬＯＨ：Ｒａｎｋｌｏｓｓｏｆｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙ；Ｒｋ＿ＭＶＤ：Ｒａｎｋｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌｄｅｎｓｉｔｙ；Ｒｋ＿ＰＲ：Ｒａｎｋｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ．Ｒａｎｋｓｕｍｔｅｓｔ．Ｐ＜０．０５；
Ｐ＜０．０１

３　讨　论

　　ＬＯＨ见于与乳腺癌相关的多种抑癌基因中，是

抑癌基因重要的失活形式，是乳腺癌发病的重要机
制。而肿瘤血管的生成则是肿瘤发生和转移的先决
条件。因此我们探讨了乳腺癌染色体３ｐ微卫星位点

ＬＯＨ与血管生成等相关临床病理参数之间的关系。

　　ＭＶＤ是肿瘤血管生成活性或强度的定量指标

之一，ＶＥＧＦ是体内最重要的促血管生成因子，与
乳腺癌血管生成、肿瘤增长和转移相关［７］。本研究
发现随着发生ＬＯＨ位点数目的增加，ＭＶＤ数值也
显著增加，说明ＬＯＨ 发生对肿瘤微血管的生成有
明显的促进作用；而所有ＶＥＧＦ阴性表达均发生在
未发生ＬＯＨ的患者，发生ＬＯＨ的肿瘤组织则均呈

ＶＥＧＦ阳性表达，说明ＬＯＨ 的发生与 ＶＥＧＦ的表
达密切相关。发生 ＬＯＨ 的肿瘤很可能通过影响
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ＶＥＧＦ表达来促进微血管的生成，进而表现为ＭＶＤ
数值的明显增加。随着肿瘤血管的生成及增加，肿
瘤的生长、侵袭性以及转移能力将快速发展，本实验
中ＬＯＨ的发生与肿瘤的组织学分级、ＭＶＤ、淋巴结
转移及ＴＮＭ分期均呈正相关，亦对此做出了证实。
因此了解此过程有助于我们全面分析病情，联合检
测染色体微卫星位点的ＬＯＨ 和血管生成可以为临
床预后评估和治疗选择提供更多的信息，同时也提
示可以开展２个或多个靶点的联合靶向治疗，利用
它们之间的相互调节作用加强肿瘤综合性治疗的力

度［８］，为乳腺癌临床治疗提供新策略。

　　染色体微卫星位点的ＬＯＨ一般是通过抑癌基
因的失活、促进血管生成，达到促进肿瘤发生、发展、
演变的结局，此过程涉及细胞信号转导、细胞增殖和
血管生成多方面机制。我们选择的 ４ 个位点

Ｄ３Ｓ１０３８、Ｄ３Ｓ１２９５、Ｄ３Ｓ１５８１、Ｄ３Ｓ３１１８所对应的基
因分别为ＶＨＬ、ＦＨＩＴ、ＦＬＮＢ、ＴＵＳＣ２，本研究证实

４个位点ＬＯＨ发生水平与 ＶＥＧＦ、Ｈｅｒ２表达以及

ＭＶＤ正相关，说明其所对应的４个抑癌基因与

ＶＥＧＦ等血管生成因素之间存在相互作用，进而影
响肿瘤的进一步发展。

　　ＶＨＬ基因定位于染色体３ｐ２５～２６区，得名于

ＶｏｎＨｉｐｐｅｌＬｉｎｄａｕ（ＶＨＬ）病。ＶＨＬ病为临床十
分罕见的家族性常染色体显性遗传性肿瘤病，包括
中枢神经系统血管母细胞瘤、内脏肿瘤和囊肿
等［９１０］。ＶＨＬ基因与 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ致癌信号通路
有着密切的联系［１１］。在 ＶＨＬ基因失活的情况下，

ｐＶＨＬ不能正常表达，因而不能形成Ｅ３泛素连接
酶复合体，导致 ＨＩＦ的含量增加，从而使得ＶＥＧＦ、

ＧＬＵＴ１、ＴＧＦα等细胞因子表达，这些细胞因子广
泛参与细胞内的能量代谢、血管生长、细胞周期、细
胞凋亡等生理过程，与肿瘤的发生、发展密切相
关［１２１３］。有研究发现 ＶＨＬ基因突变，ｐＶＨＬ降解

ＨＩＦ１α的通道失活，使肿瘤 ＶＥＧＦ水平升高，侵
袭能力增强［１４］。

　　ＦＨＩＴ基因是１９９６年Ｏｈｔａ等［１５］以外显后捕获

法在染色体３ｐ１４．２区定位的一个候选肿瘤抑制基
因。人类最常见的染色体脆性位点 ＦＲＡ３Ｂ位于

ＦＨＩＴ基因编码的第一个外显子（外显子５）的两侧。

ＦＨＩＴ基因的ＬＯＨ使一条等位基因失活，而启动子
的甲基化又导致了另一条等位基因的失活。在那些
存在ＬＯＨ 的乳腺癌中，启动子的甲基化导致了

ＦＨＩＴ基因的“沉默”。有研究认为这种“二次打击
模式”是ＦＨＩＴ基因失活的重要机制，从而支持了

ＦＨＩＴ基因作为肿瘤抑制基因在散发性乳腺癌的发
生发展中起重要作用［１６］。本研究发现ＦＨＩＴ基因

附近的Ｄ３Ｓ１２９５位点ＬＯＨ高达３７．５％，与前述研
究相符。

　　Ｄ３Ｓ１５８１附近的基因为ＦＬＮＢ。肌动蛋白结合
蛋白细丝Ａ（ＦＬＮＡ）和Ｂ（ＦＬＮＢ）表达于血管内皮
细胞，在血管发育过程中发挥重要作用。ＤｅｌＶａｌｌｅ
Ｐéｒｅｚ等［１７］研究发现，用小干扰ＲＮＡ敲除ＦＬＮＢ后
通过减低血管内皮细胞迁移能力从而抑制 ＶＥＧＦ
诱导的体外血管生成。此外，他们发现了一种信号
复合物（包括ＦＬＮＢ、Ｒａｃ１和 Ｖａｖ２），在 ＶＥＧＦ激
活刺激后将进一步与血管内皮生长因子受体 ＶＥＧ
ＦＲ２和整合素αⅤβ５相互作用，从而引发血管生成，
肿瘤在获得新生血管后，可呈几何倍数增生，发展演
变加快。

　　Ｄ３Ｓ３１１８ 位 于 ３ｐ２１．３，此 位 上 的 基 因 为

ＴＵＳＣ２（ｔｕｍｏｕｒｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｃａｎｄｉｄａｔｅ２，ＴＵＳＣ２），
又被称为Ｆｕｓ１。Ｌｅｅ等［１８］发现 ＭｉＲ３７８能提高肿
瘤血管生成及肿瘤细胞的存活、生长，就是通过作用
于ＳｕＦｕ和ＴＵＳＣ２这两个肿瘤抑制因子。

　　本次研究 ＬＯＨ 的检出率低于既往的文献报
道。经过复习实验步骤及复核实验数据后，我们认
为主要是由于既往研究粗糙的切割组织方法混杂了

大量非目标细胞的信息，传统的丙烯酰胺凝胶电泳
则掺杂了实验者的主观臆断，再加上ＰＣＲ反应的放
大作用已经干扰了最终的研究结果。Ｔａｙｌｏｒ等［１９］

所做的研究亦对此做了证实。而本研究联合应用激
光捕获显微切割与毛细管电泳技术等分子生物学方

法成功地解决了目的细胞异质性问题，避免了因时
间、温度、染色剂浓度等原因产生的误差。使染色体
分析的定性、定量研究更加准确，数据化实验结果更
精确、更有统计学意义。

　　乳腺癌的发生发展是综合性多步骤过程，我们
认为：乳腺癌染色体３ｐ微卫星ＬＯＨ与血管生成具
有相关性，抑癌基因失活并通过对血管生成的影响
可能为肿瘤生长与转移提供了条件；如果将染色体

３ｐ微卫星ＬＯＨ与血管生成情况同时检测，可能有
助于更全面地了解乳腺癌的生物学特性。

［参 考 文 献］

［１］　ＭａｔｓｕｍｏｔｏＳ，ＭｉｎｏｂｅＫ，ＵｔａｄａＹ，Ｆｕｒｕｋａｗａ Ｋ，Ｏｎｄａ Ｍ，

ＳａｋａｍｏｔｏＧ，ｅｔａｌ．Ｌｏｓｓｏｆｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙａｔ３ｐ２４ｐ２５ａｓａ

ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｆａｃｔｏｒｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＬｅｔｔ，２０００，１５２：

６３６９．

［２］　ＭａｉｔｒａＡ，ＷｉｓｔｕｂａＩＩ，ＷａｓｈｉｎｇｔｏｎＣ，ＶｉｒｍａｎｉＡＫ，ＡｓｈｆａｑＲ，

ＭｉｌｃｈｇｒｕｂＳ，ｅｔａｌ．Ｈｉｇｈｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ３ｐａｌｌｅｌｏｔｙｐｉｎｇ

ｏｆｂｒｅａｓｔｃａｒｃｉｎｏｍａｓａｎｄｐｒｅｃｕｒｓｏｒｌｅｓｉｏｎｓｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｓｆｒｅ

ｑｕｅｎｔｌｏｓｓｏｆｈｅｔｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙａｎｄａｄｉｓｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｐａｔｔｅｒｎｏｆａｌ

ｌｅｌｅｌｏｓｓ［Ｊ］．ＡｍＪＰａｔｈｏｌ，２００１，１５９：１１９１３０．



·９８４　　 · 第二军医大学学报　２０１１年９月，第３２卷

［３］　ＳｏｕｒｖｉｎｏｓＧ，ＭｉｙａｋｉｓＳ，ＬｉｌｏｇｌｏｕＴＬ，ＦｉｅｌｄＪＫ，ＳｐａｎｄｉｄｏｓＤ

Ａ．ＶｏｎＨｉｐｐｅｌＬｉｎｄａｕｔｕｍｏｕｒｓｕｐｐｒｅｓｓｏｒｇｅｎｅｉｓｎｏｔｉｎｖｏｌｖｅｄ

ｉｎｓｐｏｒａｄｉｃｈｕｍａｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＴｕｍｏｕｒＢｉｏｌ，２００１，２２：

１３１１３６．
［４］　张廷缪，涂小予，徐薇苓，平　波，黄　政，王　坚，等．乳腺癌组

织学分级及预后因素分析［Ｊ］．中华病理学杂志，１９９８，２７：４０５

４０９．
［５］　ＣａｎｚｉａｎＦ，ＳａｌｏｖａａｒａＲ，ＨｅｍｍｉｎｋｉＡ，ＫｒｉｓｔｏＰ，ＣｈａｄｗｉｃｋＲＢ，

ＡａｌｔｏｎｅｎＬＡ，ｅｔａｌ．Ｓｅｍｉａｕｔｏｍａｔｅｄａｓｓｅｓｓｍｅｎｔｏｆｌｏｓｓｏｆｈｅｔ

ｅｒｏｚｙｇｏｓｉｔｙａｎｄｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｅｒｒｏｒｉｎｔｕｍｏｒｓ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，

１９９６，５６：３３３１３３３７．
［６］　ＷｅｉｄｎｅｒＮ．Ｃｕｒｒｅｎｔｐａｔｈｏｌｏｇｉｃｍｅｔｈｏｄｓｆｏｒｍｅａｓｕｒｉｎｇｉｎｔｒａｔｕ

ｍｏｒａｌｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌｄｅｎｓｉｔｙｗｉｔｈｉｎｂｒｅａｓｔｃａｒｃｉｎｏｍａａｎｄｏｔｈｅｒ

ｓｏｌｉｄｔｕｍｏｒｓ［Ｊ］．ＢｒｅａｓｔＣａｎｃｅｒＲｅｓＴｒｅａｔ，１９９５，３６：１６９１８０．
［７］　赵建华，唐金海，孟凡青，秦建伟，赵祥生．乳腺癌组织和血清中

内皮细胞抑制素ＶＥＧＦ表达与肿瘤血管生成［Ｊ］．中国肿瘤临

床，２００５，３２：７９８２．
［８］　ＫｏｎｅｃｎｙＧＥ，ＭｅｎｇＹＧ，ＵｎｔｃｈＭ，ＷａｎｇＨＪ，ＢａｕｅｒｆｅｉｎｄＩ，

ＥｐｓｔｅｉｎＭ，ｅｔａｌ．ＡｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＨＥＲ２／ｎｅｕａｎｄｖａｓｃｕｌａｒ

ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｅｄｉｃｔｓｃｌｉｎｉｃａｌｏｕｔｃｏｍｅ

ｉｎｐｒｉｍａｒｙｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｐａｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００４，

１０：１７０６１７１６．
［９］　ＡｋｃａｇｌａｒＳ，ＹａｖａｓｃａｏｇｌｕＩ，ＶｕｒｕｓｋａｎＨ，ＯｋｔａｙＢ．Ｇｅｎｅｔｉｃｅｖａｌ

ｕａｔｉｏｎｏｆｖｏｎＨｉｐｐｅｌＬｉｎｄａｕｄｉｓｅａｓｅｆｏｒｅａｒｌｙｄｉａｇｎｏｓｉｓａｎｄｉｍ

ｐｒｏｖｅｄｐｒｏｇｎｏｓｉｓ［Ｊ］．ＩｎｔＵｒｏｌＮｅｐｈｒｏｌ，２００８，４０：６１５６２０．
［１０］ＨａｙｄｅｎＭＧ，ＧｅｐｈａｒｔＲ，ＫａｌａｎｉｔｈｉＰ，ＣｈｏｕＤ．Ｖｏｎ Ｈｉｐｐｅｌ

Ｌｉｎｄａｕｄｉｓｅａｓｅｉｎｐｒｅｇｎａｎｃｙ：ａｂｒｉｅｆｒｅｖｉｅｗ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＮｅｕｒｏｓｃｉ，

２００９，１６：６１１６１３．
［１１］ＢｅｍｄｔＪＤ，ＭｏｏｎＲＴ，ＭａｊｏｒＭＢ．βｃａｔｅｎｉｎｇｅｔｓｊａｄｅｄａｎｄｖｏｎ

ＨｉｐｐｅｌＬｉｎｄａｕｉｓｔｏｂｌａｍｅ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓＢｉｏｃｈｅｍＳｃｉ，２００９，３４：

１０１１０４．
［１２］ＭａｘｗｅｌｌＰＨ，ＰｕｇｈＣ Ｗ，ＲａｔｃｌｉｆｅＰＪ．ＴｈｅｐＶＨＬｈＩＦ１ｓｙｓ

ｔｅｍ．Ａｋｅｙｍｅｄｉａｔｏｒｏｆｏｘｙｇｅｎｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ［Ｊ］．ＡｄｖＥｘｐＭｅｄ

Ｂｉｏｌ，２００１，５０２：３６５３７６．
［１３］ＩｖａｎｏｖＳＶ，ＩｖａｎｏｖａＡＶ，ＳａｌｎｉｋｏｗＫ，ＴｉｍｏｆｅｅｖａＯ，Ｓｕｂｒａｍａ

ｎｉａｍ Ｍ，Ｌｅｒｍａｎ Ｍ Ｉ．Ｔｗｏ ｎｏｖｅｌ ＶＨＬ ｔａｒｇｅｔｓ，ＴＧＦＢＩ
（ＢＩＧＨ３）ａｎｄｉｔｓｔｒａｎｓａｃｔｉｖａｔｏｒＫＬＦ１０，ａｒｅｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎｒｅ

ｎａｌｃｌｅａｒｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａａｎｄｏｔｈｅｒｔｕｍｏｒｓ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏｐｈｙｓ

ＲｅｓＣｏｍｍｕｎ，２００８，３７０：５３６５４０．
［１４］ＫｕｒｂａｎＧ，ＨｕｄｏｎＶ，ＤｕｐｌａｎＥ，ＯｈｈＭ，ＰａｕｓｅＡ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａ

ｔｉｏｎｏｆａＶｏｎＨｉｐｐｅｌＬｉｎｄａｕｐａｔｈｗａｙｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ

ｍａｔｒｉｘｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ，ｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎ，ａｎｄａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒ

Ｒｅｓ，２００６，６６：１３１３１３１９．
［１５］ＯｈｔａＭ，ＩｎｏｕｅＨ，ＣｏｔｔｉｃｅｌｌｉＭ Ｇ，ＫａｓｔｕｒｙＫ，ＢａｆｆａＲ，Ｐａｌａｚｚｏ

Ｊ，ｅｔａｌ．ＴｈｅＦＨＩＴｇｅｎｅ，ｓｐａｎｎｉｎｇｔｈｅｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ３ｐ１４．２

ｆｒａｇｉｌｅｓｉｔｅａｎｄｒｅｎａｌｃａｒｃｉｎｏｍａａｓｓｏｃｉａｔｅｄｔ（３；８）ｂｒｅａｋｐｏｉｎｔ，ｉｓ

ａｂｎｏｒｍａｌｉｎｄｉｇｅｓｔｉｖｅｔｒａｃｔｃａｎｃｅｒｓ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，１９９６，８４：５８７５９７．
［１６］付　琼，姚根有，汤绚丽，陈丽荣，郑振洨．乳腺癌与癌前病变的

微卫星不稳定性与３ｐ杂合性缺失［Ｊ］．中华肿瘤杂志，２００７，

２９：３４４０．
［１７］ＤｅｌＶａｌｌｅＰéｒｅｚＢ，ＭａｒｔíｎｅｚＶ Ｇ，ＬａｃａｓａＳａｌａｖｅｒｔＣ，Ｆｉｇｕｅｒａｓ

Ａ，ＳｈａｐｉｒｏＳＳ，ＴａｋａｆｕｔａＴ，ｅｔａｌ．ＦｉｌａｍｉｎＢｐｌａｙｓａｋｅｙｒｏｌｅｉｎ

ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｉｎｄｕｃｅｄｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｍｏ

ｔｉｌｉｔｙｔｈｒｏｕｇｈｉｔｓｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｗｉｔｈＲａｃ１ａｎｄＶａｖ２［Ｊ］．ＪＢｉｏｌ

Ｃｈｅｍ，２０１０，２８５：１０７４８１０７６０．
［１８］ＬｅｅＤＹ，ＤｅｎｇＺ，ＷａｎｇＣＨ，ＹａｎｇＢＢ．ＭｉｃｒｏＲＮＡ３７８ｐｒｏ

ｍｏｔｅｓｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ，ｔｕｍｏｒｇｒｏｗｔｈ，ａｎｄａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｂｙｔａｒｇｅ

ｔｉｎｇＳｕＦｕａｎｄＦｕｓ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，

２００７，１０４：２０３５０２０３５５．
［１９］ＴａｙｌｏｒＴＢ，ＮａｍｂｉａｒＰＲ，ＲａｊａＲ，ＣｈｅｕｎｇＥ，ＲｏｓｅｎｂｅｒｇＤＷ，

ＡｎｄｅｒｅｇｇＢ．Ｍｉｃｒｏｇｅｎｏｍｉｃｓ：ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｎｅｗｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｐｒｏｆｉｌｅｓｖｉａｓｍａｌｌａｎｄｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌｓａｍｐｌｅａｎａｌｙｓｅｓ［Ｊ］．Ｃｙｔｏｍｅ

ｔｒｙ，２００４，５９Ａ：２５４２６１．

［本文编辑］　孙　

檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪檪

岩

·书　讯·

《腹膜外剖宫产术》已出版

　　该书由彭鹏主编，第二军医大学出版社出版，ＩＳＢＮ９７８７８１０６０８５７２，１６开，定价７０．００元。

　　该书详细、系统地介绍了腹膜外剖宫产术有关的临床解剖、各种术式的优缺点、入路、操作方法和手术技巧。特别是手指

分离法腹膜外剖宫产术是目前国内外广泛采用的暴露好、损伤少，对母婴健康干扰极小的一种术式，具有简便、安全、省时、无

并发症等优点。该书可帮助青年产科医师提高手术技巧，避免因剖宫产手术不当或失误造成的副损伤及其他术后并发症，更

好地为广大母婴的健康服务。

　　该书可作为医学生进入临床实践的入门参考书，也适合中、高级产科医务工作者和医学院校师生阅读参考。

　　该书由第二军医大学出版社发行科发行，全国各大书店均有销售。

　　通信地址：上海市翔殷路８００号，邮编：２００４３３

　　邮购电话：０２１６５３４４５９５，６５４９３０９３

　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓｍｍｕｐ．ｃｏｍ


