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　　摘 　要 :目的　探讨端粒酶检测在乳腺癌诊断中的作用及其在乳腺癌发生中与 bcl22 和 bax 蛋白表达的

相关性。方法 　用原位杂交方法检测端粒酶的表达及其活性 ,采用免疫组织化学技术 SABC法检测 bcl22 和

bax。结果 　端粒酶在乳腺癌中的表达率明显高于癌前病变 ( P <0.01 )和乳腺良性肿瘤。端粒酶活性与 bcl2
2 表达负相关 ,与 bax 表达显著负相关 ,与 bcl22/bax 比值明显正相关。结论 　bcl22/bax 表达失衡 (比值增

大)可能是端粒酶激活的重要途径之一。
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　　bcl22 与 bax 是调控细胞凋亡的重要基因 ,在多

种肿瘤的发生发展中起重要作用 ,端粒酶激活可使

端粒延长 ,使细胞获得永生而导致肿瘤。在肝细胞

癌等肿瘤中 bcl22 与端粒酶之间存在着一定相互关

系[1] ,但在乳腺癌端粒酶激活与 bcl22 和 bax 蛋白异

常表达之间亦是否有关 ,目前尚未见报道。我们采

用原位杂交和免疫组织技术检测乳腺良、恶性病变

组织中的端粒酶活性和 bcl22 及 bax 蛋白的表达 ,以

探讨 bcl22 和 bax 与端粒酶活性的之间的相互关系

及其在乳腺癌发生发展中的作用。

1 　材料与方法

1.1 　材料

1.1.1 　标本 　收集我院肿瘤外科 1999 年 2 月～

2000 年 5 月手术切除未经放疗且资料完整的乳腺

癌标本 53 例 (其中乳腺粉刺癌 6 例 ,浸润性导管癌

36 例 ,髓样癌 8 例 ,硬癌 2 例 ,粘液癌 1 例) ,伴有异

型增生的乳腺纤维囊肿病 12 例及乳腺纤维腺瘤 8

例 ;患者均为女性 ,年龄 30～65 岁 ,平均 46 岁。所

有标本均在离体后迅速用 4% 的多聚甲醛固定 ,固

定时间 8h, 常规脱水石蜡包埋切片。

1.1.2 　试剂 　端粒酶原位杂交试剂盒及免疫组织

化学检测试剂盒购自武汉博士德生物工程公司 ,bcl22

及 bax蛋白为 Sigma公司产品 ,工作浓度 1:100 。

1.2 　方法

1.2.1 　端粒酶原位杂交反应　杂交探针为地高辛标

记的多相寡核苷酸探针序列为 : ①5’2AGTCA

GGCTGGGCCTCAGAGAGCTGAGTAGGAAGG 2
3’; ②5’2GCATGTACGGCTGGAGGTCTGTCAA

GGTAGAGACG23’; ③5’2TGCACACCGTCTGGA

GGCTGTTCACCTGCAAATCC 23’。操作步骤按试

剂盒说明书进行。采用缓冲液代替杂交液作阴性对

照。

1.2.2 　免疫组化染色　采用 SABC法

1.2.3 　结果判断　bcl22、bax蛋白及端粒酶阳性信号
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均为棕色颗粒 ,不显色为阴性 ;阳性分级 :弱阳性 +,

阳性细胞数 <25%, 阳性 ++, 阳性细胞数为 26% ～

50%, 强阳性 +++, 阳性细胞数 >50% 。

1.2.4 　统计学处理　χ2检验和等级相关分析。

2 　结果

2.1 　端粒酶在乳腺良、恶性病变中的表达情况

　　端粒酶在乳腺癌中的表达率为 86.7%, 在乳腺纤

维囊肿病为 25% 、乳腺纤维腺瘤无表达 (见表 1) ,前

者与纤维囊肿病的表达率有显著差异 ( P <0.01 ) ;阳

性信号在乳腺癌主要位于细胞浆 ,少量位于胞核 ,亦

有胞核与胞浆同时着色者 ;囊肿病端粒酶阳性信号位

于细胞质 (图略) 。
　表 1 　端粒酶、bcl22 及 bax在乳腺良、恶性病变中的表达

组 　别 例数
端粒酶

+ ( %)

bcl22

+ ( %)

bax

+ ( %)

bcl

22/bax

乳腺

纤维腺瘤
8 0 100 100 1

纤维囊肿病 12 25 83.3 91.6 1.09

乳腺癌 53 86.7 3 56.6 32.1 1.74

　3 与前一组比较χ2 =20.07, P <0.01

2.2 　bcl22 及 bax在乳腺良、恶性病变中的表达

　　bcl22 及 bax在乳腺良、恶性病变组织中均有不同

程度的表达 ,见表 1, 两者的阳性颗粒均在细胞浆内 ,

为胞浆型。良性病变阳性信号均匀分布 ,乳腺癌阳性

细胞呈局灶性分布 ,少部分呈弥漫分布。一些乳腺癌

病例中 bcl22 阳性表达区域 bax失表达 (图略) 。

2.3 　端粒酶活性与 bcl22、bax 及 bcl22/bax 的关系

　　表 1 显示在乳腺纤维腺瘤、纤维囊肿病、乳腺癌

的形成和发展过程中 ,端粒酶的表达率逐渐增加 ,而

bcl22 及 bax 的表达率却逐渐降低 ;端粒酶与 bcl22

及端粒酶与 bax 之间均呈完全负相关 ,而端粒酶表

达与 bcl22/bax 比值呈明显正相关。在各阳性信号

表达的形态学特征上 ,3 例伴不典型增生的纤维囊

肿病和大部分乳腺癌的端粒酶表达在细胞浆 ,与

bcl22 及 bax 的表达部位基本相同。

3 　讨论

　　端粒酶为一种核糖核蛋白酶 ,它能以自身的

RNA 为模板在 DNA 末端合成端粒 ,维持端粒长度 ,

从而保持细胞分裂增殖能力[2] 。多数恶性肿瘤中

都有较强的端粒酶活性 ,在乳腺癌端粒酶活性明显

增强 ,表达率为 80% ～92% [325] 。但端粒酶在乳腺

癌中的激活机制目前尚不清楚 ,且其与 bcl22 及 bax

之间的关系亦未见报道。

　　本研究采用原位杂交技术在石蜡切片中检测到

乳腺癌端粒酶活性为 86.7%, 结果与众多采用聚合酶

链反应—端粒末端重复序列技术 ( PCR2TRAP) 研究

结果一致 ;观察到端粒酶主要存在于细胞浆和极少数

细胞核内 ,端粒酶的表达在乳腺癌与纤维囊肿病和腺

瘤之间有显著差异 ( P <0.01 ) ,提示在石蜡切片中检

测端粒酶可作为乳腺癌诊断的一个有效指标。

　　bax 与 bcl22 是调节细胞凋亡的一组相对应的

基因 ,在细胞内以二聚体的形式存在 ,bcl22/bax 比

率是影响细胞凋亡的关键[6] 。本研究显示在乳腺

良性病变至恶性肿瘤的转化过程中 ,bcl22 表达率逐

渐降低 ,bax 的表达率明显低于 bcl22,bcl 22/bax 比

值增高 ,这样 bcl22 在结合了所有 bax 之后 ,余下

bcl22 就形成 bcl22/bcl 22 同二聚体 ,从而发挥其抑制

凋亡的作用 ,导致肿瘤的发生。

　　Mandal等[7] 研究认为单纯 bcl22 的过度表达可激

活端粒酶 ,本课题在对乳腺癌发生中的端粒酶与 bcl2
2/bax 的相关性研究中发现 bcl22 在乳腺良性肿瘤至

恶性肿瘤的转化过程中表达率逐渐降低 ,而端粒酶活

性却逐渐增强 ,呈明显负相关 ,这同文献中对肝癌端

粒酶与 bcl22 关系的研究结论相反[1] ,似乎显示在乳

腺癌的发生中端粒酶的激活与 bcl22 无关 ,但我们同

时检测了 bax在相同病例中的表达 ,发现 bax 在乳腺

良性肿瘤、癌前病变和乳腺癌中的表达率呈明显递减

趋势 ,其与端粒酶活性亦呈负相关 ;随着 bcl\|2/bax

比值的增加 ,端粒酶活性增加 ,两者呈明显正相关 ( P

<0.01 ) ,且 bcl22/bax 比值变化似乎早于端粒酶活性

的改变 ;同时我们也观察到 bcl22 与多数端粒酶的表

达具有相同的细胞形态学特征 ,为全浆型或以核周型

为主 ,而这一部位也正好是 bax 失表达部位。研究结

果提示端粒酶的激活可能与 bcl22/bax 的表达失衡即

bcl22/bax 比值增大有重要关系。
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