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髓样分化因子ＭｙＤ８８在乳腺癌与癌旁正常组织中的表达与意义

唐乐辉，任国胜　　（４０００１６重庆，重庆医科大学附属第一医院普外科）

　　［摘要］　目的　探讨髓样分化因子ＭｙＤ８８（ｍｙｅｌｏｉｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ８８，ＭｙＤ８８）在乳腺癌及癌旁正常组织中的表
达特点及分布。方法　 收集本科及合川区人民医院普外科３５例乳腺癌患者的临床病理资料（２０１０年１月至２０１１年９
月），平均年龄５２岁。应用ＲＴＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测ＭｙＤ８８在乳腺癌及癌旁正常组织中的基因和蛋白表达水平；应
用免疫组化等方法检测ＭｙＤ８８在乳腺癌及癌旁正常组织结构中的分布，观察在该组织中的表达特点和变化规律。结果
　 ＲＴＰＣＲ结果显示，与癌旁正常组织相比，ＭｙＤ８８在乳腺癌组织中表达明显增高（Ｐ＜０．０１）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与
癌旁正常组织相比，ＭｙＤ８８在乳腺癌组织中表达明显增高（Ｐ＜０．０１）；ＭｙＤ８８蛋白在乳腺癌周围正常组织中也有部分表
达，部分细胞呈弱阳性表达，在乳腺癌组织则呈现明显强烈高表达。不同细胞类型差异性表达 ＭｙＤ８８，且与肿瘤的 ＴＮＭ
分期、肿瘤大小、淋巴侵袭转移密切相关。结论　 ＭｙＤ８８可能在乳腺癌病理发生、发展过程中起到一定的调控作用。
　　［关键词］　 乳腺癌；先天免疫；ＭｙＤ８８
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　　持久性炎症性疾病可诱发癌症的形成，炎症与癌
症具有密切相关性［１］。细胞因子和化学因子在促进

血管生成、转移和破坏适应性免疫中发挥着至关重要

的作用，并且细胞因子和化学因子与癌症相关的炎症

有关，代表一个有益临床研究的新诊断和治疗策略靶

点［２］。Ｔｏｌｌ样受体（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＴＬＲｓ）的发现是
近年来在先天免疫研究方面最重要的进展之一。

ＴＬＲｓ通过识别病原体相关分子模式在抵御入侵微生
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物的宿主防御中起着重要作用［３］。研究［４］发现 ＴＬＲ９
在人乳腺癌细胞株中强烈高表达，ＴＬＲ９的配体刺激体
外侵袭，ＴＬＲ９的表达与肿瘤病理级别、预后及转移有
密切的关系。目前对 ＴＬＲ２和 ＴＬＲ４与乳腺癌的关系
也有新的发现［５－６］，如发现 ＴＬＲ４信号通路在乳腺癌
的化疗和放疗中起着重要的作用，ＴＬＲ２信号通路为乳
腺癌介导 ＮＦｋａｐｐａＢ炎性通路激活的重要信号因子。
通常ＴＬＲｓ能够被激动剂激活，通过 ＭｙＤ８８依赖性和
非依赖性即 ＴＲＩＦ途径启动下游信号转导，形成级联
反应，但是目前少见对这两个通路与乳腺癌的相关性

的报道。本研究对先天免疫 ＭｙＤ８８信号与乳腺癌的
关系进行初步的探讨，旨在深入研究先天免疫下游信

号因子与乳腺癌发病机制的关系。

１　资料与方法

１．１　临床资料
　　经患者知情同意，收集本科和合川人民医院普外科２０１０
年１月至２０１１年９月进行乳腺癌改良根治术且临床资料完整
的３５例患者标本，经病理确诊。均为女性，平均年龄５２（３８～
７２）岁，其中绝经前２０例，绝经后１５例。以乳腺浸润性导管癌
为主，以及１例黏液腺癌，１例髓样癌。依照国际乳腺癌 ＴＮＭ
分期分为：Ⅰ期１例，Ⅱ期２６例，Ⅲ期８例。组织学分类：早期
浸润性导管癌１例，浸润性非特殊性癌３２例，浸润性特殊性癌
２例。标本收集后，每例标本分成２份，１份在术后立即置于液
氮快速冷冻冻存，用于ＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验；另１份经４％
多聚甲醛固定，用于ＨＥ和免疫组织化学染色。

１．２　组织总ＲＮＡ提取及ＲＴＰＣＲ检测
　　按Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒（天根公司）说明书提取总 ＲＮＡ。总 ＲＮＡ
纯度和浓度使用紫外分光光度计（ＮａｎｏＰｈｏｔｏｍｅｔｅｒ，Ｇｅｒｍａｎｙ）
测定，经测定所用样品的 Ｄ（２６０）／Ｄ（２８０）值都为１．８～２．０。
反转录过程也按试剂说明书进行操作。应用ＰｒｉｍｅＰｒｅｍｉｅｒ５．０
软件设计ＭｙＤ８８和内参 ＧＡＰＤＨ基因引物。引物由上海生工
生物公司合成。ＭｙＤ８８上游引物为５′ＣＣＴＣＣＡＣＡＴＣＣＴＣＣＣＴ
ＴＣＣ３′，下游引物为 ５′ＧＴＣＧＣＡＧＡＣＡＧＴＧＡＴＧＡＡＣＣＴＣ３′，扩
增片段长度为 ７８２ｂｐ；ＧＡＰＤＨ上游引物为 ５′ＡＧＴＣＡＡＣＧ
ＧＡＴＴＴＧＧＴＣＧ３′，下游引物为５′ＣＴＣＧＣＴＣＣＴＧＧＡＡＧＡＴＧＧ３′，
扩增片段长度为２２１ｂｐ。ＰＣＲ循环条件：９４℃ 预变性３ｍｉｎ，
９４℃ 变性３０ｓ，６０℃退火３０ｓ，７２℃ 延伸１ｍｉｎ，３５个循环后
于７２℃ 延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经１．５％琼脂糖凝胶电泳，Ｇｏｌｄ
Ｖｉｅｗ染色。使用紫外光凝胶照相，经 Ｉｍａｇｅ软件进行灰度测
定，实验重复３次。将ＭｙＤ８８的灰度值与ＧＡＰＤＨ灰度值的比
值进行分析。

１．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ表达检测
　　取出收集置－８０℃保存备用的临床标本，使用蛋白裂解
试剂盒（碧云天公司生产）按说明书进行裂解，考马斯亮蓝

Ｇ２５０进行蛋白浓度定量，从标准曲线中确定待测样品的浓

度。制胶后，加入上样品，通电电泳。取下胶带，考马斯亮蓝染

色。用ＰＶＤＦ膜进行转膜，加入兔抗ＭｙＤ８８一抗，４℃过夜，二
抗杂交后显色，拍照。

１．４　免疫组织化学染色
　　切片常规脱蜡和水化后，将切片放入０．０１ｍｍｏｌ的枸橼酸
缓冲液（ｐＨ＝６．０）中进行抗原热修复，自然冷却至室温后，滴
加３％过氧化氢５０μｌ，室温孵育１５ｍｉｎ；滴加山羊血清（含１％
的Ｔｗｅｅｎ１００）封闭２０ｍｉｎ。后加入兔抗 ＭｙＤ８８多抗 （１∶２００）
４℃ 孵育过夜。ＰＢＳ洗后分别滴加山羊抗兔二抗（１∶５００）。
３７℃ 孵育４０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗后，加辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记
的生物素卵白素复合物。显色、脱水、透明、封片后镜检。每张

切片随机选取３个高倍视野（×４００）进行图像分析。

１．５　免疫组化结果判定
　　免疫组化阳性结果（细胞核或细胞质中出现棕黄色颗粒）
的判读，根据以下两方面：①阳性细胞的百分比：＜１％ ＝０；
１％～１０％＝１；＞１０％，≤３０％＝２；＞３０％，≤６０％＝３；＞６０％＝
４。②阳性细胞的染色强弱：阴性 ＝０；淡黄色 ＝１；黄色 ＝２；棕
黄色＝３。① ＋②即为标本的免疫组化评分：０～２分为阴性
（－），３～７分为阳性（＋，＋＋＋即强阳性）。

１．６　统计学处理
　　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件，计数资料组间比较采用确切概
率法检验。

２　结果

２．１　ＨＥ染色观察
　　乳腺癌周围正常组织显示乳腺小叶单位及周围间质结构
正常，间质中散在少量炎症细胞浸润。终末导管及周围间质右

下角见淋巴管样结构，管壁内衬扁平上皮（图１Ａ）。乳腺癌癌
组织呈浸润性生长，癌组织周围大量炎症细胞浸润，毛细血管

增生扩张充血（图１Ｂ～Ｄ）。
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Ａ：ⅡＡ期癌旁正常组织；Ｂ：ⅡＡ期乳腺癌组织；Ｃ：ⅡＢ期乳腺癌

组织；Ｄ：ⅢＡ期乳腺癌组织

图１　乳腺癌与癌旁正常组织病理学观察　（ＨＥ×４００）

２．２　不同乳腺组织中ＭｙＤ８８的表达
　　免疫组化法检测发现，ＭｙＤ８８在３５例乳腺癌组织全部阳
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性表达（图２），表达阳性率为１００％。在乳腺癌周围正常组织
中，ＭｙＤ８８在炎性细胞、肌上皮及梭形的成纤维细胞中可见表
达，导管上皮未见表达；ⅡＡ期乳腺癌组织癌细胞包括浆细胞
均表达ＭｙＤ８８；ⅡＢ期乳腺癌组织强烈与炎性细胞强烈高表达
ＭｙＤ８８；ⅢＡ期乳腺癌组织中癌细胞及炎性细胞强烈高表达
ＭｙＤ８８。

! "

# $

Ａ：癌旁正常组织；Ｂ：ⅡＡ期乳腺癌组织；Ｃ：ⅡＢ期乳腺癌组织；
Ｄ：ⅢＡ期乳腺癌组织

图２　乳腺癌与癌旁正常组织免疫组化观察ＭｙＤ８８的
表达　（三步法 ×４００）

２．３　乳腺癌组织中ＭｙＤ８８的表达与临床病理特征的
关系

　　乳腺癌患者中，４５岁前后ＭｙＤ８８的表达水平有差异，但无
统计学意义（Ｐ＞０．０５），ＭｙＤ８８的阳性表达与临床肿瘤大小、
受侵淋巴细胞数目、临床分期呈正相关（Ｐ＜０．０５，表１）。

表１　乳腺癌组织中ＭｙＤ８８的表达与临床病理指标的关系（珋ｘ±ｓ）

病理学参数　　　 ｎ ＭｙＤ８８

年龄

　＜４５岁 ７ １６．４５±６．７６

　≥４５岁 ２８ １７．２３±６．５４

肿瘤直径（ｃｍ）

　＜２ １０ １２．３２±５．０３

　２～５ ２０ １７．９１±４．７６ａ

　＞５ ５ ２３．７４±６．７９ａｂ

受侵淋巴数

　０ １７ １２．２８±４．６５

　１～３ １１ １６．９５±３．７９ｃ

　＞３ ７ ２４．０８±６．０４ｃｄ

临床分期

　Ⅰ １ ８．０５±０．０１

　ⅡＡ ２０ １５．０１±５．６３ｅｆ

　ⅡＢ ６ １７．２２±５．１２ｅｆ

　Ⅲ ８ ２５．１４±７．２６ｅ

ａ：Ｐ＜００５，与 ＜２ｃｍ比较；ｂ：Ｐ＜００５，与２～５ｃｍ比较；ｃ：Ｐ＜
００５，与０比较；ｄ：Ｐ＜００５，与１～３比较；ｅ：Ｐ＜００５，与Ⅰ期比
较；ｆ：Ｐ＜００５，与Ⅲ期比较

２．４　基因检测结果
　　与癌旁正常组织 ＭｙＤ８８基因表达（１．１０５８±０．１１６７）相

比，乳腺癌组织 ＭｙＤ８８基因表达（１．５４４５±０．１８３３）明显增

强，差异有显著统计学意义（Ｐ＜０．０１，图３）。
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Ｍ：标准；１～５：癌周正常组织；６～１０：乳腺癌组织

图３　ＲＴＰＣＲ检测乳腺癌与癌旁正常组织ＭｙＤ８８基因的表达

２．５　蛋白检测结果
　　与癌旁正常组织ＭｙＤ８８蛋白阳性目标面密度值（０．７１９１±

０１１０２）相比，乳腺癌组织 ＭｙＤ８８蛋白阳性目标面密度值

（１．００４２±０．０５２３）明显增强（Ｐ＜０．０１，图４）。
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１～５：癌周正常组织；６～１０：乳腺癌组织

图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测乳腺癌与癌旁正常组织ＭｙＤ８８蛋白的表达

３　讨论

　　寻找导致肿瘤侵袭和转移的原因是肿瘤治疗和研
究的当务之急。尽管包括白细胞、细胞因子、补体等炎

症肿瘤微环境的化合物成分在肿瘤微环境中与流行病

学炎症并没有直接的相关性，但在特定的器官中，炎性

环境可以增加患癌症的风险。近年的研究正逐步解开

连接炎症和癌症的分子途径。慢性炎症的刺激导致肿

瘤释放许多直接促进其自身生长的因子，从而构成了

一个炎性微环境，极大地促进肿瘤的发生和发展［６］，

以及恶性细胞的增殖和存活、血管生成和转移，说明炎

症与癌症具有密切相关性，而持续性的炎症能诱导癌

症的产生，有利于肿瘤的发生和发展。因此，与癌症相

关的炎症的诊断和治疗成为肿瘤的创新战略目标［７］。

通常ＴＬＲｓ能够被激动剂激活，通过 ＭｙＤ８８依赖性和
非依赖性即 ＴＲＩＦ途径启动下游信号转导，形成级联
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反应［８］。ＴＬＲ３主要依靠 ＴＲＩＦ通路激活，而 ＴＬＲ４激
活则通过ＭｙＤ８８和ＴＲＩＦ两条通路激活下游炎性信号
通路［９］。研究［１０］表明，ＴＬＲｓ和相关细胞内信号分子
构成了一个重要的细胞通路介导的炎症过程。有研

究［４］显示ＴＬＲ２是与ＮＦκＢ信号活性是一个关键受体
信号，能够促进乳腺癌细胞的活性和增加侵袭性。相

对于正常的乳腺癌上皮细胞，ＴＬＲ９的表达水平在乳腺
癌中明显升高，并且这种表达与雌激素受体呈负相关，

但相关病理生理学机制仍不明确。还有研究［５］发现，

与携带正常的ＴＬＲ４基因的患者相比，ＴＬＲ４功能丧失
的乳腺癌患者在经过放疗和化疗后的复发率明显增

加。新近研究［１１］发现，ＴＬＲ５在乳腺癌中高度表达，
ＴＬＲ５介导的先天免疫反应的激活，引起乳腺癌细胞本
身抗肿瘤活性。从这些研究可以看出，ＴＬＲｓ在乳腺癌
的肿瘤细胞活性、侵袭性，以及乳腺癌放疗和化疗中都

起着重要的作用。

　　当前一些研究都集中于 ＴＬＲｓ上游信号，然而
ＴＬＲｓ是通过ＭｙＤ８８依赖性和非依赖性即 ＴＲＩＦ途径
启动下游信号转导，激活炎症信号，ＭｙＤ８８和 ＴＲＩＦ信
号通路在 ＴＬＲｓ上游信号的炎性介导中的作用仍不清
楚。本研究显示，ＭｙＤ８８信号因子在乳腺癌细胞强烈
高度反应和表达，无论是基因或是蛋白水平都呈现明

显的高表达；在癌旁周围组织中，ＭｙＤ８８弱表达于一
些乳腺组织、炎细胞及部分梭形的成纤维细胞；而在乳

腺癌组织中，癌细胞及炎性细胞、浆细胞、肌上皮均强

烈高表达，甚至部分淋巴细胞表达弱阳性变化。乳腺

癌组织中ＭｙＤ８８的基因和蛋白表达水平均高于周围
正常乳腺组织。本组病理标本中，除１例黏液癌炎性
细胞浸润较少外，其他病例乳腺癌组织内均有炎性细

胞浸润，并且恶性程度越高的组织，炎性细胞相对浸润

越明显，而炎性细胞浸润越明显的乳腺癌组织，相对来

说ＭｙＤ８８的表达更强烈。但是这种高表达特点并未
与年龄呈正相关。与此同时，ＭｙＤ８８的阳性表达与临
床肿瘤大小、受侵淋巴细胞数、临床分期呈正相关。这

些强烈高表达给我们一种提示，ＭｙＤ８８与炎性细胞、
肿瘤的生长有着密切的联系，不管它是抑制肿瘤的生

长还是促进肿瘤的增长，对肿瘤细胞的转移等是有利

作用或是副作用，都为进一步认识 ＭｙＤ８８信号因子在

乳腺癌中的发病机制提供了较好的研究依据。ＭｙＤ８８
高表达特点说明，上游信号因子可能均通过它启动下

游的相关因子，达到炎性激活或产生其他作用的目的，

而其在炎症过程中到底具备什么角色仍需要进一步的

研究。

　　总之，ＴＬＲｓ作为启动炎症反应的主要信号因子在
相关肿瘤疾病和乳腺癌疾病中的作用日趋突显。

ＴＬＲｓ信号在肿瘤产生、血管发生及转移、特异性免疫
调节中发挥重要的作用。
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