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　　摘要：目的　 检测骨桥蛋白（ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎｐｒｏｔｅｉｎ，ＯＰＮ）ｍＲＮＡ在含钙化灶乳腺组织中的表达，及其
在乳腺癌转移发生发展中的意义。方法　采用 ＲＴＰＣＲ法检测 １２８例乳腺病变组织及相应癌旁乳腺

组织和 ９例乳癌转移淋巴结中骨桥蛋白 ｍＲＮＡ的表达。结果　骨桥蛋白 ｍＲＮＡ表达在含钙化灶乳腺

癌组织及转移淋巴结组织中表达最高，良性钙化灶乳腺组织次之，而在癌旁乳腺组织及良性无钙化

病变组织中表达最低，差异有显著意义（Ｐ ＜０．０５）。结论　骨桥蛋白的表达与乳腺癌组织钙化有

关，并可能与乳腺癌的发生有关，检测其表达水平，可望能指导临床治疗，评判患者预后。
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　　文献报道［１］，行乳腺 Ｘ线检查的妇女，有 １／３
～２／３可发现钙化；而乳腺癌患者，钙化的发生率
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此外，研究还发现，含钙化组织的乳腺恶性肿瘤，其
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骨桥蛋白（ＯＰＮ）表达明显增高［２］。

为研究乳腺钙化与乳腺癌的关系及其骨桥蛋白

的表达情况，笔者对 １２８例乳腺病变组织及其癌旁

乳腺组织和 ９例乳癌转移淋巴结进行骨桥蛋白 ｍＲ

ＮＡ的检测，报告如下。

１　资料和方法

１．１　一般资料

标本来源于第二军医大学附属长征医院普通外
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科，患者均为 ２００２年 １１月—２００３年 ７月就诊的

１２８例女性乳腺疾病患者（表 １）。

按病变性质分组。

（１）乳腺癌组：４１例，均经病理检查证实。其

中含钙化病灶的 ３６例。（２）癌旁组织组：４１例，标

本取自上述患者距肿瘤边缘 ５ｃｍ以远的乳腺组织，

经病理检查证实无癌浸润。（３）转移淋巴组：９例，

均为病理证实有淋巴结转移者。（４）乳腺良性病

变：８７例，包括乳腺囊性增生病 ３８例，乳房纤维腺

瘤 １８例，乳腺囊性增生伴腺瘤形成 １２例，乳管内

乳头状瘤 ７例，乳腺腺病 １２例。其中含钙化病灶

的 ７０例。（５）正常乳腺组：８７例，标本取自良性病

变 ２ｃｍ以远的乳腺组织，经病理检查证实为无病变

的正常乳腺组织。

Ｍａｍｍｏｔｏｍｅ微创旋切系统切取含钙化组织，液

氮保存。

表 １　１２８例病变患者的一般资料

局部病变特点 病例数
病理性质

良性 恶性

年龄（岁）

＜４５ ≥４５

含钙化灶病变 １０６ ７０ ３６ ７０ ３６

无钙化灶病变 ２２ １７ ５ １０ １２

合计 １２８ ８７ ４１ ８０ ４８

１．２　实验方法

１．２．１　样本处理　样本加入 １０００μＬＴｒｉｚｏｌ，匀浆

后室温放置 ５ｍｉｎ；加 ４００μＬ三氯甲烷，振荡混匀，

室温放置 ５ｍｉｎ；４℃１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ；将上

清移入新的离心管，加入 ８００μＬ异丙醇，旋涡振

荡，室温沉淀 １０ｍｉｎ；４℃１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，

弃上清；加入 ６００μＬ预 冷 的 ７５％ 乙 醇 洗 涤，４℃

１００００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ；吸干上清，沉淀在室温干燥

后使用。

１．２．２　逆转录和多聚酶链反应（ＰＣＲ）扩增　取随

机引物（２μｍｄ／Ｌ）１μＬ，组织总 ＲＮＡ２μｇ，加水至

１２μＬ，７０℃ １０ｍｉｎ后快速插入冰水中。离心后，加

入缓冲液 ４μＬ，二硫苏糖醇 （ＤＴＴ）（１００ｍｍｏｌ／Ｌ）

１μＬ，ｄＮＴＰ（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔ ＩＩ 酶

（２００Ｕ／μＬ）１μＬ，混 匀 后 在 ４２℃ 反 应 ５０ ｍｉｎ。

７０℃ １５ｍｉｎ灭活逆转录酶。 －２０℃保存。

１．２．３　ＰＣＲ引物及反应条件　ＯＰＮ引物序列为

５′ＡＧＣＡＡＣＣＧＡＡＧＴＴＴＴＣＡＣＴＣＣ３′（上游），５′

ＴＡＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＣＴＡＴＡＧＧＧＧＣＴＣＴＣＡＴＣＡＴＴＧ

ＧＣＴＴＴＣＣ３′（下游）。β－机动蛋白（ｂｅｔａａｃｔｉｎ）引

物为 ５′ＴＴＣＣＡＧＣＣＴＴＣＣＴＴＣＣＴＧＧＧ３′（上游），

５′ＴＴＧ ＣＧＣ ＴＣＡ ＧＧＡ ＧＧＡ ＧＣＡＡＴ３′（下 游）。

ＰＣＲ反应体系：ｄＮＴＰ（ｅａｃｈ１０ｍｍｏｌ／Ｌ）１μＬ，缓冲液

５μｌ，ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）３μＬ，上游引物（５０μｍｏｌ／Ｌ）

０．５μＬ，下游引物（５０μｍｏｌ／Ｌ）０．５μＬ，反转录产物

５μＬ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μＬ）０．３μＬ，加水至 ５０

μＬ。ＰＣＲ反应条件为 ９４℃ ２ｍｉｎ，９３℃ １５ｓ，５８℃

１５ｓ，７２℃ ３０ｓ，４０个循环。尔后 ７２℃ ５ｍｉｎ，４℃

保存。

１．２．４　电泳、图像处理　ＰＣＲ产物 ２０μＬ与上样

缓冲液 ５μＬ混匀后，在 ２％琼脂糖凝胶中电泳；电

压 ５Ｖ／ｃｍ。电泳结果经上海天能（Ｔａｎｏｎ）公司凝胶

图像处理系统（３．７３）拍照。

１．３　统计学处理

所测结果以均值 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，差异

的显著性用配对 ｔ检验，用 ＳＰＳＳ软件包自动统计。

Ｐ＜０．０５有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＯＰＮｍＲＮＡ在各组织中的表达

半定量 ＲＴＰＣＲ扩增产物电泳结果（图 １）显

示；ＯＰＮｍＲＮＡ在恶性钙化组织中的表达量与在转

移淋巴结骨桥蛋白 ｍＲＮＡ表达量无明显差异；良性

钙化组织中表达量明显低于前两者，癌旁组织中

ＯＰＮｍＲＮＡ表达微量，正常乳腺组织几乎无 ＯＰＮｍＲ

ＮＡ表达。

　　Ｍ：标准分子量 ＤＬ２０００；１：恶性钙化组织；２：转移淋巴

结；３：无钙化乳癌组织 ；４：癌旁乳腺组织 ；５：正常乳腺组织

图 １　ＲＴＰＣＲ检测 ＯＰＮｍＲＮＡ在各组织中的表达

２．２　不同组织中 ＯＰＮｍＲＮＡ的表达量

恶性钙化组织 Ｏｐｎ／ｂｅｔａａｃｔｉｎ值为１．５８±０．１０，

转移淋巴结为 １．３６±０．１４，良性钙化组织为 １．２５

±０．１３，癌旁乳腺组织为 １．０７±０．１０，正常乳腺

１５２
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组织为 １．０５±０．１１。

恶性钙化组织与良性钙化组织，转移淋巴结与

良性钙化组织，良性钙化组织与癌旁乳腺组织，良

性钙化组织与正常乳腺组织间差异均有显著性（均

Ｐ＜０．０５）。恶性钙化组织与转移淋巴结及癌旁乳

腺组织与正常乳腺组织之间差异无显著性（Ｐ ＞

０．０５）（图 ２）。

　　１：恶性钙化组织；２：转移淋巴结；３：良性钙化组织；４：癌

旁乳腺组织；５：正常乳腺组织

图 ２　不同组织中 ＯＰＮ表达量比较

３　讨　论

ＯＰＮ是 一 种 含 精 氨 酸 －甘 氨 酸 －天 冬 氨 酸

（ＡｒｇＧｌｙＡｓｐ，ＲＧＤ）的分泌型糖基化 磷 蛋 白［３］。

此序列是蛋白质分子中与细胞黏附有关的重要物

质，自骨基质最先分离。同时它又是具有多种功

能分泌型钙结合磷酸化糖蛋白，能与骨组织中的

羟磷灰石紧密结合，参与调节骨钙的沉积。近年

来，ＯＰＮ作为一种新型的细胞因子，在早期细胞免

疫应答、肉芽肿炎症、肿瘤发生及转移中的作用倍

受关注［４］。ＯＰＮ不仅与骨组织的矿化，冠状动脉

粥样硬化及泌尿系统结石密切相关，而且可能是

肿瘤发生发展的一个重要标志物。

乳汁 是 乳 腺 的 生 理 性 分 泌 物，含 有 丰 富 的

ＯＰＮ。ＯＰＮ在乳腺癌的存在可能反映泌乳期 ＯＰＮ

生产的正常过程发生畸变。ＯＰＮ在乳汁中存在的

功能尚不清楚，但可显示它抑制羟磷灰石结晶生

长［５］。钙化的抑制需要分子的磷酸化作用［６］，乳

汁含有骨桥结素（ＯＰ）的高度磷酸化形式［７］。有

研究者［５］认为 ＯＰ从钙盐、磷酸盐及富含蛋白液中

抑制羟磷灰石结晶的生长和沉积，正如 ＯＰＮ在低

分化导管原位癌所起的作用一样。

ＯＰＮ的 表 达 与 乳 腺 组 织 钙 化 有 关。Ａｌｔｕｎｄａｇ

等［８］研究发现，乳腺癌患者 Ｘ线检测微钙化发现

病率低可能与小叶组织中 ＯＰＮ水平低有关。

本研究结果提示，ＯＰＮ表达与乳腺组织钙化及

乳腺病变恶性化有关。半定量 ＲＴＰＣＲ扩增产物

电泳结果显示，恶性钙化组织 ＯＰＮｍＲＮＡ表达量与

转移淋巴结 ＯＰＮｍＲＮＡ表达量无明显差异。良性

钙化组织 ＯＰＮｍＲＮＡ表达量明显低于前两者，而癌

旁乳腺组织中 ＯＰＮｍＲＮＡ表达微量，正常乳腺组织

几乎无此表达；差异有显著意义。ＲＴＰＣＲ法检测

乳腺病变组织中 ＯＰＮ表达的强弱与其乳腺病变恶

性程度有关，提示 ＯＰＮ与乳腺组织钙化有关。本

文从分子生物学角度揭示 ＯＰＮ可作为乳癌的预测

指标之一。
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