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　　摘要：目的　观察乳腺癌组织中 ＦＨＩＴｍＲＮＡ和 ＷＷＯＸｍＲＮＡ表达情况，并探讨其与临床病理学指
标的关系。方法　以逆转录 －聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）法检测 ５１例乳腺癌及癌旁组织标本中染色

体脆性位点抑癌基因 ＦＨＩＴｍＲＮＡ和 ＷＷＯＸｍＲＮＡ表达，半定量分析电泳结果。以免疫组化法检测乳

腺癌石蜡标本中的雌激素受体（ＥＲ）、孕激素受体（ＰＲ）和 ＨＥＲ２基因状态。结果　５１例配对标本

中，ＷＷＯＸｍＲＮＡ表达在乳腺癌组织及癌旁非癌乳腺组织中差异有显著性（Ｐ ＜０．０１）；ＦＨＩＴ基因的

ｍＲＮＡ表达在乳腺癌组织及癌旁非癌乳腺组织中差异有显著性（Ｐ ＜０．０１）。ＦＨＩＴｍＲＮＡ和 ＷＷＯＸ

ｍＲＮＡ在乳腺癌组织中的低表达呈正相关（ｒｓ＝０．３５４，Ｐ ＜０．０５）。ＦＨＩＴｍＲＮＡ和 ＷＷＯＸｍＲＮＡ的

表达与临床病理分期有关（Ｐ＜０．０５），ＷＷＯＸｍＲＮＡ的表达与腋淋巴结转移有关（Ｐ ＜０．０５）。结

论　ＦＨＩＴ和 ＷＷＯＸ基因系重要的候选抑瘤基因，与其他预后指标的联合检测可望对患者的治疗预后

作出更准确的预测。
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　　近年研究认为，ＤＮＡ损伤是恶性肿瘤发生发展
的重要机制，染色体脆性位点抑癌基因对 ＤＮＡ损
伤高 度 敏 感。脆 性 三 联 组 氨 酸 （ＦＨＩＴ）基 因 与
ＷＷＯＸ基因位于重要的染色体脆性位点 ＦＲＡ３Ｂ及
ＦＲＡ１６Ｄ，是近期发现的抑癌基因［１，２］。本文联合
检测乳腺癌及癌旁非癌组织标本中 ＦＨＩＴ与 ＷＷＯＸ
的转录情况，与临床病理学指标对比分析，以探讨

染色体脆性位点抑癌基因失活与乳腺癌浸润、转移

的关系。

１　资料与方法

１．１　临床一般资料
收集我院 ２００３年 １０月 ～２００４年 １０月 ５１例

行乳腺癌切除患者的癌组织及距肿瘤 ３ｃｍ以远癌
旁非癌乳腺组织。所有病例术后均经病理证实，术

前均未行化疗、放疗和内分泌治疗。患者年龄 ２８
～７６（平均 ５１．２）岁。临床分期：Ｉ期 １４例，ＩＩ期
１９例，ＩＩＩ期 １８例。行乳腺癌根治术 １６例，改良根
治术 ３５例。病理类型均为浸润性导管癌。

手术时收集标本，离体后在无菌条件下切取乳

腺癌及癌旁新鲜组织各约 １ｇ，迅速置 －８４℃冰箱
保存。

１．２　主要试剂与仪器
０．１ｍｏｌ／ＬＤＴＴ和 １０Ｕ ／μＬＭＭＬＶ１０Ｕ（Ｉｎｖｉｔｒｏ

ｇｅｎ公司），１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司）、Ｏｌｉ
ｇｏｄＴ（上海博雅技术公司）和 １Ｕ／μＬＴａｑ酶 （Ｆｅｒ
ｍｅｎｔａｓ公司）。ＢｉｏｍｅｔｒａＰＣＲ仪（Ｔｇｒａｄｉｅｎｔ９６型号）
及凝胶成像系统（Ｆｌｕｏｒｃｈｅｍ９９００，Ｇｅｒｍａｎｙ）。
１．３　方法
１．３．１　 引 物 　 ＷＷＯＸ上 游 引 物 为 ５′ＧＡＴＡＡＴＣ
ＣＧＡＣＣＡＡＧＣＣＡＡＣ ３′；下 游 引 物 为 ５′ＡＣＴＧＣＴ
ＴＣＡＣＴＣＧＣＣＣＴＴＧ３′；扩增片断 ２０９ｂｐ。ＦＨＩＴ上游引
物为 ５′ＧＣＣＡＡＣＡＴＣＴＣＡＴＣＡＡＧＣＣＣＴ３′；下游引物为
５′ＴＧＧＧＴＣＧＴＣＴＧＡＡＡＣＡＡＡＴＣＧ３′；扩增片断 １７２ｂｐ。

βａｃｔｉｎ上 游 引 物 为 ５′ＡＣＴＡＴＧＴＴＴＧＡＧＣＣＴＴＣＡＡＣＡ
３′；下游引物为 ５′ＣＡＴＣＴＣＴＴＧＣＴＣＧＡＡＧＴＣＣＡ３′；扩
增片断 ３１７ｂｐ。
１．３．２　组织中总 ＲＮＡ提取　乳腺癌、癌旁组织均
采用异硫氰酸胍 －酚 －氯仿（ＡＧＰＣ）一步法提取总
ＲＮＡ。将总 ＲＮＡ溶于 ０．１％ＤＥＰＣ处理水，紫外分
光光度计检测 ＲＮＡ浓度及 Ａ２６０／Ａ２８０值，调 ＲＮＡ
浓度至 ０．５μｇ／μＬ。
１．３．３　ＲＴＰＣＲ反应分两步进行　ＲＴ反应体系：
在 ２０μｌ反 应体系中 加 ５×Ｂｕｆｆｅｒ４μＬ，０．１ｍｏｌ／Ｌ

ＤＴＴ２μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ１μＬ，１５ｎｍｏｌ／ＬＯｌｉｇｏｄＴ
１μＬ，１０Ｕ／μＬＭＭＬＶ１０Ｕ，模板 ＲＮＡ１μｇ（２μＬ），
０．１％ ＤＥＰＣ处理水 ８μＬ，多聚酶链反应（ＰＣＲ）仪
３７℃反应 ６０ｍｉｎ，９５℃５ｍｉｎ灭活 ＭＭＬＶ。ＰＣＲ反应
体系：在 ５０μＬ反 应 体 系 中 加 １０×Ｂｕｆｆｅｒ５μＬ，
２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２４μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ０．５μＬ，１Ｕ／

μｌＴａｑ酶 １μＬ，上下游引物各 １５ｐｍｏｌ，逆转录（ＲＴ）
产物 ｃＤＮＡ模板 ３μＬ，０．１％ ＤＥＰＣ处理水 ３４．５μＬ，
入 ＰＣＲ仪。反应条件：９５℃变性 ５ｍｉｎ，９４℃４５ｓ，
５６℃４５ｓ，７２℃４５ｓ；共 ３３个循环，７２℃延伸 ７ｍｉｎ。
１．４　ＰＣＲ产物相对定量分析

取 １０μＬＰＣＲ产物在含有溴化已锭的 １％琼脂糖
凝胶上电泳，５Ｖ／ｃｍ，在凝胶成像系统下成像分析。
将 βａｃｔｉｎ条带的光密度值定为 １０，取目的基因条
带与 βａｃｔｉｎ条带光密度值的比值作为目的基因的
相对值。

１．５　统计学处理
采用秩和检验、等级相关分析等统计学方法，

ＳＰＳＳ１１．５版软件分析。

２　结　果

２．１　乳腺癌组织与癌旁非癌乳腺组织中 ＦＨＩＴ与
ＷＷＯＸ转录情况

ＦＨＩＴｍＲＮＡ和 ＷＷＯＸｍＲＮＡ在乳腺癌组织、癌
旁组织中均有表达（附图）；两者在乳腺癌组织中

的表达低于癌旁组织，差异有显著性（Ｐ＜０．０５）。
乳腺癌组织中 ＷＷＯＸ与 ＦＨＩＴ基因表达强度较癌旁
乳腺组织低者分别为 ３０例 （５８．８２％）和 ２２例
（４３．１４％），较 癌 旁 乳 腺 组 织 高 者 均 为 ４例
（７．８４％），与 癌 旁 乳 腺 组 织 相 等 者 为 １７ 例
（３３．３３％），２５例（４９．０２％）（表 １）。

　　ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；ａ：癌组织中 ＷＷＯＸ；ｂ：癌组织中 ＦＨＩＴ；ｃ：β

ａｃｔｉｎｄ：癌旁组织中 ＷＷＯＸ；ｅ：癌旁组织中 ＦＨＩＴ；ｆ：βａｃｔｉｎ

附图 　ＷＷＯＸｍＲＮＡ与ＦＨＩＴｍＲＮＡ在癌与癌旁组织中的表达

８８６
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表１　ＷＷＯＸｍＲＮＡ与ＦＨＩＴｍＲＮＡ在癌与癌旁组织中的表达

指标 标本 平均秩次 低表达数 Ｚ值 Ｐ值

ＷＷＯＸ 乳腺癌组织 ４３．９５ ３０

癌旁组织 ５９．０５ －２．７５５ ０．００６

ＦＨＩＴ 乳腺癌组织 ４６．２４ ２２

癌旁组织 ５６．７６ －２．０５５ ０．０４０

　　 注：数据非正态分布，采用秩和检验

２．２　乳腺癌组织中 ＦＨＩＴ与 ＷＷＯＸ转录情况的

相关性分析

ＦＨＩＴｍＲＮＡ与 ＷＷＯＸｍＲＮＡ在乳腺癌组织及癌

旁组织中的表达呈正相关，ＦＨＩＴ与 ＷＷＯＸｍＲＮＡ在

乳腺癌组织中的低表达亦呈正相关（表 ２）。

表 ２　ＷＷＯＸｍＲＮＡ与 ＦＨＩＴｍＲＮＡ在乳腺癌组织中表达

的相关性分析

表达组织 相关系数（ｒｓ） Ｐ值

表达 ０．３０６ ０．０２９

低表达 ０．３５４ ０．０２１

　　注：均采用等级相关分析

２．３　乳腺癌组织中 ＦＨＩＴ与 ＷＷＯＸ转录与临床

病理学指标的关系

腋淋巴结转移与 ＷＷＯＸｍＲＮＡ的表达相关（Ｐ

＜０．０５）；临 床 病 理 学 分 期 与 ＦＨＩＴ ｍＲＮＡ 和

ＷＷＯＸｍＲＮＡ的表达相关（Ｐ ＜０．０５）；年龄、肿块

大小、ＥＲ、ＰＲ、ｃｅｒＢｂ２状态与标本中 ＦＨＩＴｍＲＮＡ和

ＷＷＯＸｍＲＮＡ表达无关（Ｐ
#

０．０５）（表 ３）。

表 ３　ＷＷＯＸ与 ＦＨＩＴｍＲＮＡ在癌组织中的表达与临床病理学指标的关系

　　　临床病理学指标 例数
ＷＷＯＸｍＲＮＡ

Ｚ值 Ｐ值

ＦＨＩＴｍＲＮＡ

Ｚ值 Ｐ值

年龄（岁）
＜５０

＞５１

２４

２７
－０．６０３ ０．５４７ －０．９４０ ０．３４７

ＥＲ
阳性

阴性

３３

１８
－０．７７３ ０．４４０ －０．９５８ ０．３３８

ＰＲ
阳性

阴性

３３

１８
－０．９７２ ０．３３１ －１．７９７ ０．０７２

ｃｅｒＢｂ２
阳性

阴性

３０

２１
－０．９６５ ０．３３５ －０．７４４ ０．４５７

肿块大小（ｃｍ）
＜２

＞２

２１

３０
－１．２１２ ０．２２６ －３．２６ ０．７４５

淋巴结转移
阳性

阴性

２５

３３
－２．１６４ ０．０３０ ０．１０８ ０．４５１

临床病理分期
Ｉ，ＩＩ

ＩＩＩ

３３

１８
－２．３９６ ０．０１７ －２．３７２ ０．０１８

　　注：采用秩和检验

３　讨　论

ＦＨＩＴ基因定位于染色体 ３ｐ１４．２区，位于染色

体脆性位点 ＦＲＡ３Ｂ。ＦＨＩＴ在所有正常组织中均有

低水平的表达，其蛋白质功能为调控细胞周期、诱

导细胞凋亡、降解促使细胞增殖的二腺苷三磷酸

（ＡＰ３Ａ）［１，３］。其失活机制可能有：（１）ＦＨＩＴ等位

基因杂合子缺失；（２）增强子区域 ＣｐＧ段的甲基

化致 ＦＨＩＴ基因失活［４］；（３）转录缺失或严重降低

致表达 缺 失 或 降 低。ＷＷＯＸ基 因 定 位 于 染 色 体

１６ｑ２３．３ ～２４．１ 区，位 于 染 色 体 脆 性 位 点

ＦＲＡ１６Ｄ。ＷＷＯＸ主要在激素调节组织中表达，其

蛋白质为参与类固醇代谢的酶［５］。其失活机制可

能有：（１）ＷＷＯＸ等位基因杂合子缺失及纯合子缺

失［６］；（２）甲基化对 ＷＷＯＸ基因有无影响尚无定

论［５，７］；（３）转录缺失或严重降低致表达缺失或降

９８６
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低。

文献报道［２，８］，多种肿瘤组织及肿瘤细胞系中

３ｐ１４．２区及 １６ｑ２３．３～２４．１区存在频繁的杂合

子丢失（ＬＯＨ），且伴发 ＦＨＩＴ与 ＷＷＯＸ的转录异常

及表达缺失。在散发性乳腺癌标本中同样检测到

ＦＨＩＴ基因及 ＷＷＯＸ基因的缺失。对乳腺癌组织与

癌旁非癌乳腺组织中 ＦＨＩＴ和 ＷＷＯＸ基因的 ｍＲＮＡ

表达研究结果显示，两者在乳腺癌中的低表达较

癌旁非癌组织多见，差异有统计学意义。本文及

国内外报道的结果均提示两者为重要的候选肿瘤

抑制基因。相关性分析显示，乳腺癌组织中 ＦＨＩＴ

与 ＷＷＯＸ基因的 ｍＲＮＡ低表达有相关性，与 Ｇｕｌｅｒ

等［９］在蛋白水平的研究结果一致。提示两者在乳

腺癌 ＤＮＡ损伤中同时受到影响。

与乳腺癌临床病理学指标的关系分析显示，

ＦＨＩＴｍＲＮＡ和 ＷＷＯＸｍＲＮＡ表达与肿块大小无关；

ＦＨＩＴｍＲＮＡ表达与淋巴结转移无关；而两者与临床

病理学分期均相关 （Ｐ ＜０．０５）。提示与单因素

指标（肿块大小、淋巴结转移）相比，综合性指标

（临床病理学分期）可更全面地反映癌症的发生与

演变。本文研究显示，ＦＨＩＴｍＲＮＡ和 ＷＷＯＸｍＲＮＡ

表达与乳腺癌患者的 ＥＲ，ＰＲ及 ＨＥＲ２表达无关，

与临床病理学分期有关（Ｐ ＜０．０５）。ＷＷＯＸ蛋

白在晚期乳腺癌标本中表达显著降低［９］。Ｇｉｎｅｓｔｉｅｒ

等［１０］报道 ＦＨＩＴ蛋白失表达的乳腺癌患者预后变

差。多项研究结果提示，ＦＨＩＴ和 ＷＷＯＸ可作为独

立的 乳 腺 癌 治 疗 及 预 后 指 标；其 与 ＥＲ，ＰＲ，

ｃｅｒＢｂ２，ｐ１６，ｐ５３等预后相关指标［１１］联合检测可

望提高预后判断的准确性，有助于制订个体化治

疗方案。
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