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乳腺癌中缺氧诱导因子 －２α，微血管密度与
细胞凋亡的关系
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　　摘要：应用免疫 组 织 化 学 技 术 和 末 端 脱 氧 核 苷 酸 转 移 酶 介 导 的 ＸｄＵＴＰ缺 口 末 端 标 记 法
（ＴＵＮＥＬ）检测 ６６例乳腺癌中缺氧诱导因子 －２α（ＨＩＦ２α）的表达，检测微血管密度（ＭＶＤ）和细胞凋
亡。结果示 ６６例乳腺癌 ＨＩＦ２α阳性率为 ４２．４％，其表达随病理分期的升高而增加（Ｐ ＜０．０１）。
ＨＩＦ２α的表达与乳腺癌病理分级无关（Ｐ＞０．０５），而与 ＭＶＤ呈正相关（ｒ＝０．６８５，Ｐ＜０．０１），与
肿瘤调亡指数（ＡＩ）呈负相关（ｒ＝－０．５６１，Ｐ＜０．０１）。乳腺癌 ＭＶＤ与 ＡＩ呈负相关（ｒ＝－０．５８１，

Ｐ＜０．０１）。提示在乳腺癌发展过程中，ＨＩＦ２α对肿瘤的能量代谢和新血管生成有促进作用；微血
管的形成可抑制肿瘤细胞的凋亡，从而促进肿瘤的恶性进展。
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　　肿瘤微环境的改变可影响肿瘤的新生血管生
成和肿瘤细胞的凋亡状态［１］。为此，笔者对乳腺癌

肿瘤细胞中缺氧诱导因子 －２α（ＨＩＦ２α），微血管
的形成与肿瘤细胞凋亡的关系进行研究，现报道如

下。

１　材料和方法

１．１　标本来源
６６例乳腺癌组织取自华中科技大学同济医学

院附属同济医院 １９９８—２００２年手术切除标本。
男 ３９例，女 ２７例；年龄 ３２～６９（平均 ５８）岁。诊
断均经 病理切 片 证 实。按 Ｆｕｒｈｍａｎ分 级，Ｉ级 １６
例，ＩＩ级 ２８例，ＩＩＩ级 １６例，ＩＶ级 ６例。按 １９９７年
国际癌症联合会（ＵＩＣＣ）制定的 ＴＮＭ分期标准，Ｔ１
期 ２１例，Ｔ２期 ２６例，Ｔ３期 １９例。９例癌旁正常
乳腺组织（离肿瘤边缘 ＞５ｃｍ）作为对照，并经病理
切片证实为正常乳腺组织。所有病例术前均行放

疗或化疗。

１．２　免疫组织化学染色
标本经 １０％福尔马林固定，常规脱水包埋，作
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４μｍ连续切片。采用 Ｅｎｖｉｓｉｏｎ免疫组化二步法进行
免疫组化染色，试剂盒购自美国 Ｚｙｍｅｄ公司，实验
步骤根据说明书进行。主要试剂鼠抗人 ＨＩＦ２α单
抗体为美国 Ｎｏｖｕｓ公司产品，鼠抗人第八因子相关
抗原（ＦⅧ ＲＡｇ）单抗为丹麦 Ｄａｋｏ公司产品。细胞
凋亡原位检测试剂盒购自 Ｂｏｅｈｒｒｉｎｇｅｒｍａｎｎｈｅｉｍ公
司，操作按说明书进行。二氨基联苯（ＤＡＢ）显色，
微波修复抗原，ＰＢＳ代替一抗作阴性对照。
１．３　结果判定
１．３．１　ＨＩＦ２α蛋白结果判定　以细胞核或胞浆
内有棕黄色细胞颗粒为阳性，肿瘤细胞无反应为阴

性。高倍镜下（×２００）随机选择 ５～１０个视野，计
数 １０００个瘤细胞中阳性染色细胞，并计算 ＨＩＦ２α
标记指数（ＬＩ）。ＬＩ＝阳性染色细胞／计数瘤细胞总
数 ×１００％。ＬＩ＞５％者为 ＨＩＦ２α阳性表达病例。
１．３．２　为保证肿瘤微血管密度（ＭＶＤ）计数的客
观性和准确性，首先选取具有代表性的组织切片，

排除肿瘤出血区及边缘反应区。低倍镜观察确定

每例切片中 ３个血管密度最高的区域，然后高倍镜
下计数每个区域，其平均值即为该肿瘤的 ＭＶＤ值。
１．３．３　细胞凋亡结果判定　以细胞核内有棕黄
色细胞颗粒为阳性。排除肿瘤坏死区，随机选择 ５
～１０个高倍镜视野（×２００），计数不少于 １０００个
细胞，统计 ＴＵＮＥＬ染色阳性细胞的百分比，表示为
凋亡指数（ＡＩ）。
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１．４　统计学处理
采用 χ２检验及 Ｆｉｓｈｅｒ′ｓ精确概率检验。ＨＩＦ２α

ＬＩ与 ＭＶＤ，ＡＩ行相关分析。

２　结　果

２．１　乳腺癌组织 ＨＩＦ２α表达

本组 乳 腺 癌 ＨＩＦ２α表 达 率 为 ４２．４％ （２８／

６６），９例正常乳腺组织无 ＨＩＦ２α表达，两者差异

有显著意义（Ｐ ＜０．０５）。ＨＩＦ２α主要表达于乳

腺癌胞核，胞浆也有表达，肿瘤边缘和坏死明显区

域表达明显增多（图 １）。

２．２　乳腺癌中 ＨＩＦ２α与各病理因素的关系

ＨＩＦ２α在乳腺癌的各种病理类型中的表达差

异无显著性意义（Ｐ ＞０．０５）。ＨＩＦ２α的表达随

乳腺癌病理分期的升高而增加，差别有显著性意义

（Ｐ＜０．０１）。ＨＩＦ２α表达与乳腺癌病理分级无

关，在各级表达中差别无显著性意义（Ｐ ＞０．０５）

（表 １）。

２．３　乳腺癌 ＨＩＦ２α，ＭＶＤ及 ＡＩ三者的相关性

第八因子相关抗原单抗特异地与微血管内皮

细胞内的抗原结合，表现为微血管内皮细胞浆着

色，呈棕黄色。有时血管因肿瘤组织的挤压推移或

切片与血管长轴一致，表现为片状或条索状的棕黄

色结构（图 ２）。ＨＩＦ２α与乳腺癌细胞 ＭＶＤ之间呈

正相关（ｒ＝０．６８５，Ｐ ＜０．０１）。乳腺癌 ＭＶＤ与

ＡＩ呈负相关（ｒ＝－０．５８１，Ｐ＜０．０１）（表 １）。

２．４　细胞调亡

６６例乳腺癌和 ９例正常乳腺组织行凋亡检测，

乳腺癌中细胞凋亡较正常乳腺组织增加（图 ３）；两

者的 ＡＩ分别为 １．２６（０．８９～１．６６）和 ０．１５（０．１１

～０．１９），差异有极显著性（Ｐ＜０．０１）（表 １）。

２．５　ＡＩ与 ＨＩＦ２α的相关性

６６例乳腺癌凋亡检测中 ２８例 ＨＩＦ２α阳性表

达者 相 关 分 析 显 示，ＬＩ与 ＡＩ呈 负 相 关 （ｒ＝

－０．５６，Ｐ＜０．０１）（表 １）。

图 １　乳腺癌组 ＨＩＦ２α蛋白的表达

（可见 ＨＩＦ２α表达明显增多）

图 ２　 乳 腺 癌 组 细 胞 的 ＭＶＤ（可 见

ＭＶＤ表达明显增多）

图 ３　乳腺癌组细胞凋亡（可见凋亡

细胞明显增多）

表 １　乳腺癌中 ＨＩＦ２α表达与病理类型、分期和分级的

关系

项目
ＨＩＦ２α

（＋） （－）

ＭＶＤ阳性

细胞计数
ＡＩ

病理类型

　浸润性导管癌 １２ １８ ５７．３±２５．３４ １．２８±０．３５
　浸润性小叶癌 ８ １２ ６４．６±２７．５２ １．１４±０．５８
　黏液癌 ５ ４ ７８．３±３２．１５ １．１６±０．５４
　髓样癌 ３ ４ ８７．５±４１．２３ １．３２±０．６６
病理分期

　Ｔ１，Ｔ２ １４ ３３ ４３．４±２５．８７ ０．８４±０．２７
　Ｔ３ １４ ５ ９６．７±３９．１２ １．６２±０．７９
病理分级

　Ｉ，ＩＩ １９ ２５ ３９．２±２８．５６ ０．６７±０．２６
　ＩＩＩ，ＩＶ ９ １３ ９９．６±４２．１３ ２．２５±０．４８
对照组 ９ ０．２３±１４．７５ ０．１７±０．１６

３　讨　论

肿瘤形成过程中一个关键的步骤是肿瘤细胞

对缺氧的适应，而适应缺氧的策略则是形成多血

管体系和提高糖酵解速率。通常，ＨＩＦ２α调控的

基因涉及能量代谢、激素代谢、肿瘤血管生成和转

移等多个方面，具体介导转录的基因有血管内皮

因子（ＶＥＧＦ）、葡萄糖载体 １（ＧＬＵＴ１）、糖酵解酶、

红细胞生成素（ＥＰＯ）、诱导型一氧化氮合酶（ｉＮ

ＯＳ）、转铁蛋白、酪氨酸羟化酶、血红素氧化酶 －１

等［１］。Ｋｅｖｉｎ等［２］发 现，ＨＩＦ２α蛋白在大多数乳

腺癌（约占乳腺癌的 ８５％）中表达显著上调，正常

肾组 织 低 于 所 能 测 定 的 阈 值。ＨＩＦ２α对 ＶＥＧＦ

９９２
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ｍＲＮＡ和内皮细胞特异性受体酪氨酸激酶（ＴＩＥ２）

基因的启动子有更强的激活能力，而 ＨＩＦ１α不能

激活 ＴＩＥ２启动子。因此，ＨＩＦ２α信号传导通路

可能在乳腺肿瘤中具有特别的意义。

本研究结果示，６６例乳腺癌 ＨＩＦ２α阳性率为

４２．４％，正 常 乳 腺 组 织 无 ＨＩＦ２α表 达，与 Ｋｅｖｉｎ

等［２］结果相近。而且，ＨＩＦ２α表达随着 ＴＮＭ分期

的升高而增加（Ｐ ＜０．０１），各期间差异有显著

性。提示 ＨＩＦ２α表达与乳腺癌的生长、发展及自

然病程有 关。其 机 制 可 能 是 随 着 肿 瘤 的 不 断 生

长、体积增大、血供不足发生缺氧坏死，诱导 ＨＩＦ

２α表达；而 ＨＩＦ２α在乳腺癌中能增强其下游靶

基因 ＶＥＧＦ，ＧＬＵＴ１和糖酵解酶等基因的表达，从

而起动靶基因转录和相应的蛋白产物增加，使肿

瘤细胞在适应缺氧、能量代谢、肿瘤血管生成及转

移中起重要作用［２］。ＨＩＦ２α表达与病理分级无

关。提示 ＨＩＦ２α表达检测对判定乳腺癌的恶性

程度无明显的临床意义。

ＨＩＦ２α与乳腺癌细胞 ＭＶＤ具有明显相关性，

这可能与乳腺癌中 ＨＩＦ２α增加和 ＶＥＧＦ上调密切

相关。其机制如前所述，随着肿瘤的不断生长，因

血供不足 而导致缺氧坏死，诱导 ＨＩＦ２α过度表

达。而 ＨＩＦ２α在乳腺癌中能增强其下游靶基因

ＶＥＧＦ基因的表达，活化的 ＨＩＦ与靶基因上的 ＨＩＦ

结合位点结合，形成转录起始复合物，从而起动靶

基因转录和相 应的蛋白 产物增 加，ＶＥＧＦ表 达 增

加，进而作用于血管内皮细胞表面的 ＶＥＧＦＲ１和

ＶＥＧＦＲ２，可激活一系列的缺血转导通路，诱导新

生血管的生成，血管密度增加［３］。

肿瘤的生长系通过肿瘤细胞的增殖与凋亡的

失平衡而实现，肿瘤细胞凋亡减少和 ／或增殖活性

增加导致肿瘤的恶性进展，但多数情况下这一过

程是通过细胞凋亡来调节的［４］。目前，ＨＩＦ２α与

乳腺癌细胞凋亡的关系，国内外学者有较大争议。

本研究发现 ６６例行凋亡检测的乳腺癌中 ２８例

ＨＩＦ２α呈 阳 性 表 达，且 ＬＩ与 ＡＩ呈 负 相 关。即

ＨＩＦ２α对细胞凋亡有抑制作用。已有研究证实，

在乳腺癌发展过程中，ＭＶＤ的上调可抑制肿瘤细

胞凋亡，从而促进肿瘤恶性进展［５］。该结果提示

ＨＩＦ２α高表达时，可上调 ＭＶＤ致使乳腺癌中细胞

凋亡抑制，引起肿瘤细胞增殖 ／凋亡平衡的紊乱，

致使乳腺癌中细胞凋亡抑制，有利于细胞增值，从

而促进乳腺癌的发生和发展。

此外，ＨＩＦ２α在调控相关基因表达时，与 ＨＩＦ

２α结合的缺氧反应元件（ＨＲＥ）位点具有细胞特

异性。Ｍａｘｗｅｌｌ等［６］将 ＥＰＯ３′端 ＨＲＥ与靶基因相

连，转染不同哺乳动物细胞，结果发现缺氧可诱导

靶基因在这些细胞中的转录并表达。ＨＲＥ突变可

阻断上述过程，说明 ＨＩＦ对下游基因的调节必须

通过 ＨＲＥ，而 ＨＲＥ的组织细胞特异性则可为乳腺

癌的基因治疗提供可能性。因此，ＨＩＦ２α的检测

为临床提供了一个有意义的参考指标。本研究进

一步表明，ＨＩＦ２α蛋白在乳腺癌中表达的研究不

仅可以为判断乳腺癌的生物学 特性 提供重要依

据，亦为靶向 ＨＩＦ２α的抗乳腺癌治疗提供一定的

理论依据。
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