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乳腺癌中 βｃａｔｅｎｉｎ基因突变和表达的研究
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　　摘要：目的　探讨 βｃａｔｅｎｉｎ（βｃａｔ）基因在乳腺癌发生中的作用。方法　应用 ＰＣＲＳＳＣＰ和免疫
组织化学法检测 ４２例乳腺癌组织中的 βｃａｔ基因突变及表达。结果　乳腺癌组织中 βｃａｔ异常表达
率为 ５９．５％（２５／４２）；但在其中未发现 βｃａｔ基因突变。结论　βｃａｔ异常表达在人乳腺癌发生过程
中可能起重要作用，但该蛋白异常表达的原因并非是 βｃａｔ基因突变。
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　 　 研 究［１］ 发 现，乳 腺 癌 中 存 在 β连 环

素（βｃａｔｅｎｉｎ，βｃａｔ）异常表达，这种异常表达与乳

腺癌的发生、发展有关。在某些肿瘤中发现，βｃａｔ

基因外显子 ３突变可能是其异常表达的原因［２］。

本研究检测了乳腺癌中 βｃａｔ基因的表达及其外

显子 ３的突变状况，试图了解 βｃａｔ的表达和突变

与乳腺癌发生的关系。

　　收稿日期：２００６－０５－３１；　修订日期：２００６－１０－２０。
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１　资料和方法

１．１　标本及其一般资料

标本取自本校附属第一医院 ２００３年 １月—

２００４年 ４月手术切除的 ４２例女性乳腺癌组织及

距肿瘤 ５ｃｍ的癌旁正常乳腺组织。年龄 ３２～７５

（平均 ５０．３±１０．５）岁；其中浸润性导管癌 １９

例，浸润性小叶癌 １３例，导管内癌 ５例，黏液腺癌

３例，髓样癌 ２例；ＴＮＭ分期：Ⅰ期 １１例，Ⅱ期 １９

例，Ⅲ期 １２例。所有病变均经病理证实。
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１．２　 试剂与检测方法
１．２．１　主要试剂　鼠抗人 βｃａｔ单克隆抗体购
自北京中山生物技术有限公司。蛋白酶 Ｋ，Ｔａｑ
ＤＮＡ聚合酶，ｄＮＴＰ混合液和 βｃａｔ基因引物均购
自大连宝生物有限公司。

１．２．２　免疫组织化学（免疫组化）染色及结果判
定［３］　采用链霉菌抗生物素蛋白 －过氧化物酶
（ＳＰ）染色法检测乳腺癌和癌旁正常乳腺组织标
本中 βｃａｔ的表达。４μｍ组织切片脱蜡、水化，
３％过氧化氢室温孵育 １０ｍｉｎ以封闭内源性过氧
化物酶活性；高压抗原热修复；１０％非免疫血清
室温孵育 １０ｍｉｎ。滴加一抗，４℃过夜，加生物素
标记的二抗，室温孵育 ２０ｍｉｎ；加 ＳＰ试剂，室温孵
育 １０ｍｉｎ。ＤＡＢ染色，苏木精复染。用磷酸盐缓
冲液（ＰＢＳ）液代替一抗作阴性对照。以正常乳腺
的腺泡及导管上皮细胞 βｃａｔ的表达模式为阳性
对照。如 ＞９０％肿瘤细胞的染色强度和方式与正
常乳腺导管和腺泡上皮细胞染色相同，则为表达

正常；如阳性染色的肿瘤细胞≤９０％，或存在细
胞核染色以及细胞质内阳性颗粒聚集的肿瘤细

胞，则为表达异常。

１．２．３　βｃａｔ基因外显子 ３突变的检测
１．２．３．１　基因组 ＤＮＡ的制备 采用酚 －氯仿法
抽提石蜡包埋组织中 ＤＮＡ。
１．２．３．２　βｃａｔ基因外显子 ３引物　引物 １：５’
ＧＣＴＧＡＴＴＴＧＡＴＧＧＡＧＴＴＧＧＡ３’；引 物 ２：５’ＧＣ
ＴＡＣＴＴＧＴＴＣＴＴＧＡＧＴＧＡＡ３’；扩 增 片 段 长 度 为
２２７ｂｐ。
１．２．３．３　多聚酶链（ＰＣＲ）反应　反应体系为
２０μＬ，包 括 １０ × 缓 冲 液 ２μＬ， 终 浓 度 为

０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ（ｄＮＴＰ），Ｔａｑ酶 ２Ｕ，终浓度为 ２ｍｍｏｌ／Ｌ
（ＭｇＣｌ２），引物各 １２ｐｍｏｌ，模板 ３００ｎｇ。反应条
件：９４℃，１０ｍｉｎ预变性；９４℃，变性 １ｍｉｎ，５５℃，
退火 ２ｍｉｎ，７２℃，延伸 ３ｍｉｎ；３５次循环。
１．２．３．４　单链构象多态性分析（ＳＳＣＰ）　取扩增
产物１０μＬ，加入变性上样液１０μＬ（９５％去离子甲
酰胺，２０ｍｍｏｌ／Ｌ（ＥＤＴＡ），０．０５％溴酚蓝，０．０５％
二甲苯青）混合，９５℃ １０ｍｉｎ变性，冰浴 １０ｍｉｎ，上
样于 ６％ 非 变 性 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶。电 泳 温 度
１６℃，电压 ３００Ｖ，电泳时间 ４．５ｈ。硝酸银染色。
若出现与正常对照组织不同的单链泳动变位或额

外带、电泳带缺失即为突变。

１．３　统计学处理
采用 ＳＰＳＳ１０．０软件进行统计学处理。计数

资料采用 χ２检验或 Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法。

２　结　果

βｃａｔ免疫染色阳性物质呈棕黄色。癌旁正常
组织中，βｃａｔ定位于腺泡或导管上皮细胞膜上，尤
其是细胞 －细胞间交界处，显示了细胞轮廓（图１）。
４２例乳腺癌组织中，２５例 βｃａｔ异常表达，异常率为
５９．５％，表现为胞膜和胞质杂合性染色、胞膜染色减
少或缺失、胞质内颗粒状染色（图２）。

以癌旁正常组织作为对照，扩增产物均为密

度一致的 ３条带。与癌旁正常组织相比，乳腺癌
组织中未见异常电泳带（图 ３）。

　　图 １　癌旁正常乳腺组织 βｃａｔ的表达　胞膜 βｃａｔ
表达阳性，显示出细胞轮廓（ＳＰ×２００）

　　图 ２　乳腺癌组织 βｃａｔ的异常表达　胞膜 βｃａｔ表
达缺失，表现为胞质 βｃａｔ表达阳性（ＳＰ×２００）
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　　图 ３　ＳＳＣＰ电泳结果 　癌旁正常组织显示 ３条电泳
带，与癌旁正常组织相比，肿瘤组织未见异常电泳带。
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３　讨　论

βｃａｔ基因位于人染色体 ３ｐ２１，长度 ２３．２ｋｂ，
包含 １６个外显子，编码分子质量为 ９２ｋＤ的蛋白
质。它具有两种明确的功能：（１）维持组织结构
的完整性和极性，介导细胞同质黏附。（２）作为
Ｗｎｔ信号通路中下游信号分子，参与转录调节，并
与胚胎发育及肿瘤的发生有关。Ｂａｎｋｆａｌｖｉ等［４］检

测了包括乳腺正常组织、良性病变、原位癌、浸润

癌共１４２例乳腺组织中 βｃａｔ的表达，发现从乳腺
正常组织到浸润癌的发展过程中 βｃａｔ膜表达下
调，认为 βｃａｔ的改变是乳腺癌发生过程中的早
期事件。本实验发现，在正常乳腺组织中 βｃａｔ分
布在乳腺导管和腺泡上皮细胞膜上；而在乳腺癌

中出现 βｃａｔ蛋白表达异常，在胞质内异常积聚，
从而可能激活 Ｗｎｔ通路下游的靶基因，导致乳腺
癌的发生。有报道［５－６］，在鼠乳腺肿瘤病毒 －长
末端重复序列（ＭＭＴＶＬＴＲ）控制下编码氨基端截
断 的 βｃａｔ基 因 （ＭＭＴＶΔＮ８９βｃａｔ和 ＭＭＴＶ
ΔＮ９０βｃａｔ），能表达缺失氨基端的 βｃａｔ蛋白，该
蛋白在鼠乳腺上皮细胞中稳定表达并活化，导致

鼠乳腺癌生成。上述研究表明，βｃａｔ异常表达在
乳腺癌发生中可能起重要作用。现已在某些恶性

肿瘤如：结肠癌、肝癌、子宫内膜癌、卵巢癌、前列

腺癌中发现 βｃａｔ基因外显子 ３致癌性突变。
Ｚｈｕａｎｇ等［７］在 １３例 １，３－丁二烯诱导的 Ｂ６Ｃ３Ｆ１
鼠乳腺癌中发现 ３例存在 βｃａｔ基因突变，分别在
密码 子 ３３，３４，４１；这 些 突 变 导 致 βｃａｔ蛋 白
ＧＳＫ３β磷酸化及随后泛素化降解障碍。但本研究
采用 ＰＣＲＳＳＣＰ检测了乳腺癌组织中 βｃａｔ基因外
显子 ３突变，但未发现突变。本结果与 Ｊｏｎｓｓｏｎ等
研究［８］结果相符。这表明在人乳腺癌中 βｃａｔ基
因突变并非是该蛋白异常表达的原因。可能存在

其他途径调节 βｃａｔ蛋白的表达，如：（１）βｃａｔ
破坏复合物异常。该复合物中 ＡＰＣ，ＧＳＫ３β，Ａｘｉｎ
中任何一种改变将导致 βｃａｔ降解障碍而出现异
常表达。（２）βｃａｔ基因扩增。已有研究［９］发现，

恶性肿瘤中存在 βｃａｔ基因扩增从而导致胞质内

βｃａｔ蛋白积聚并易位入细胞核内。（３）Ｗｎｔ通路
上游组分（包括 Ｗｎｔ基因、Ｆｒｉｚｚｌｅ受体、ｄｉｓｈｅｖｅｌｅｄ
蛋白等）的调节。研究［１０］发现，ＭＭＴＶＬＴＲ控制
下 Ｗｎｔ（ＭＭＴＶＷｎｔ）基因能诱导鼠乳腺癌，Ｗｎｔ基
因诱导的肿瘤生成系由 βｃａｔ介导 。
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