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　　摘要：目的　探讨 Ｐｉｒｈ２ｍＲＮＡ在乳腺肿瘤组织中的表达及其与乳腺癌发生发展的关系。方法　
回顾性分析湘雅医院乳腺科近 １０年间收治的乳腺肿瘤患者的临床资料，其中包括 Ｉ，ＩＩ期乳腺癌
８７例，ＩＩＩ，ＩＶ期乳腺癌 ２７例 Ｐｉｒｈ２ｍＲＮＡ的表达，并以纤维瘤组织 １０例和正常乳腺组织 ６例作为对照。
结果　Ｐｉｒｈ２ｍＲＮＡ在乳腺癌组织中阳性表达率为 ４３．９％（５０／１１４），１０例纤维瘤组织 １例阳性，６例
正常乳腺组织无表达。乳腺癌与纤维瘤和正常乳腺组织间的 Ｐｉｒｈ２ｍＲＮＡ表达均有差异显著性（Ｐ＝
０．００４）。Ｉ，ＩＩ期乳腺癌和 ＩＩＩ，ＩＶ期乳腺癌中阳性率分别为 ３７．９％（３３／８７）和 ６３．０％（１７／２７），差异
有显著性（Ｐ＝０．０２２）。１１４例乳腺癌中 ５年内远处转移者 ６０例，其 Ｐｉｒｈ２ｍＲＮＡ阳性率为 ６３．３％
（３８／６０）；无瘤生存≥５年者 ５４例，其 Ｐｉｒｈ２ｍＲＮＡ阳性率为 ２２．２％（１２／５４），两者有差异有显著性
（Ｐ＝０．０００）。结论　Ｐｉｒｈ２ｍＲＮＡ在乳腺癌组织中呈较高表达，而在乳腺纤维瘤和正常组织中几乎不表
达；在 ＩＩＩ，ＩＶ期阳性表达明显高于 Ｉ，ＩＩ期乳腺癌。Ｐｉｒｈ２ｍＲＮＡ可能与乳腺癌的发生发展有密切关系。
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　　大量基础研究表明［１－６］，Ｐｉｒｈ２的高表达可能
是导致恶性肿瘤发生发展的因素之一。笔者采用

原位杂交方法检测 Ｐｉｒｈ２ｍＲＮＡ在乳腺肿瘤等组织
中的表达情况并将 Ｐｉｒｈ２ｍＲＮＡ与 ＨＥＲ２的表达
进行相关性分析，试图了解 Ｐｉｒｈ２ｍＲＮＡ在乳腺癌
发生发展中所起的作用。

１　材料与方法

１．１　标本来源及分组
随机选取中南大学湘雅医院乳腺科 １９９６年

１月—２００５年 １０月手术切除的乳腺肿瘤及正常
乳腺组织标本。按组织来源，分为：（１）乳腺癌
组。Ｉ，ＩＩ期（按 ２００３年 ＡＪＣＣ的 ＴＮＭ分期）乳腺
癌 ８７例，ＩＩＩ，ＩＶ期乳腺癌 ２７例，均为女性，年龄
２６～７１岁，中位年龄 ４４岁。浸润性非特殊型癌
８８例，浸润性特殊型癌 ２４例，非浸润性癌 ２例。
（２）乳腺良性肿瘤组。乳腺纤维瘤组织 １０例，女
性，年龄 １６～４２岁，中位年龄２４岁。（３）正常组。
正常乳腺组织６例（乳腺纤维瘤手术时，取自纤维
瘤旁 ２～３ｃｍ正常腺体，ＨＥ染色证实），女性，年
龄 １６～２６岁，中位年龄 ２２岁。
１．２　实验方法与试剂

本实验采用原位杂交法检测 Ｐｉｒｈ２ｍＲＮＡ的表
达。以已知 Ｐｉｒｈ２ｍＲＮＡ阳性的乳腺癌切片作为阳
性对照（由武汉博士德生物工程有限公司提供），

阴性 对 照 组 选 用 ０．０１ｍｏｌ／Ｌ磷 酸 盐 缓 冲 液
（ＰＢＳ）代替含探针的杂交液，以排除假阳性和非
特异性染色。操作步骤按试剂盒要求进行。Ｐｉｒｈ２
原位杂交检测试剂盒（ＭＫ２５８０）购自武汉博士德
生物 工 程 有 限 公 司。试 剂 盒 内 容：胃 蛋 白 酶

（×１０，Ｒｅｐｓｉｎ）２ｍＬ，预杂交液 ２ｍＬ，Ｐｉｒｈ２寡核苷
酸探针杂交液 ２ｍＬ，封闭液 ５ｍＬ，生物素化鼠抗
地高辛 ５ｍＬ，ＳＡＢＣＰＯＤ５ｍＬ，生物素化过氧化酶
５ｍＬ。Ｐｉｒｈ２原位杂交检测试剂盒（ＭＫ２５８０）针
对人 Ｐｉｒｈ２靶基因的 ｍＲＮＡ序列为：５′－ＡＧＧＣＡ
ＣＣＴＴＧＣＴＧＴＧＡＣＡＡＧＣＴＴＴＡＴＡＣＴＴＧＣＣＧＣ－３′；
５′－ＡＣＴＴＧＴＧＡＡＧＡＡＴＧＴＡＧＣＡＣＡＴＴＧＴＴＴＧＧＡ
ＧＡＡＴＡ－３′；５′－ＣＡＣＡＡ ＧＴＧＴＡ ＴＴＧＡＡ ＡＡＴＧＴ
ＧＴＣＣＣＧＡＣＡＧＡＡＴＴＧ－３′。ＨＥＲ２的检测采用免
疫组化 ＳＡＢＣ法（由湘雅医院病理科检测）。

１．３　Ｐｉｒｈ２ｍＲＮＡ原位杂交结果的判断标准
结果判断均采用半定量的方法，均采用双盲

法观察评估。Ｐｉｒｈ２ｍＲＮＡ在人的组织细胞中主要
着色于细胞浆，少量在细胞核上。按 ＤＡＢ显色强
度和阳性细胞百分比例之积判断是否为阳性。计

数时先于低倍光学显微镜（４０倍及 １００倍）下观
察整个切片染色情况，在细胞浆着色较密集的区

域随机观察 ５个高倍（４００倍）视野，计数每个视
野中阳性细胞百分比例，取 ５个视野的平均值为
该片的 Ｐｉｒｈ２ｍＲＮＡ阳性百分数（ａ），分别记为：
０分（无 阳 性 细 胞），１分 （１％ ～１０％），２分
（１１％～２５％），３分（２６％ ～５０％），４分（５１％ ～
７５％）和 ５分 （≥７６％）。阳 性 细 胞 着 色 强 度
（ｂ），分别记为：０分（无细胞着色），１分（淡黄色
和黄色），２分（棕黄色）和 ３分（黄褐色）。按 ａ×
ｂ的得分分为：０～２分为阴性（－），３～４分为阳
性（＋），５～６分为中等阳性（＋＋），≥６分为强
阳性（＋＋＋）共 ４个等级。
１．４　统计学处理

统计学分析由 ＳＰＳＳ１１．５ｆｏｒＷｉｎｄｏｗ统计软件
包完成。率的比较用 Ｃｒｏｓｓｔａｂｌｅχ２ 检验。Ｋａｐｌａｎ
Ｍｅｉｅｒ法描述生存曲线，Ｌｏｇｒａｎｋ法进行差别显著
性检验。以 α＝０．０５的双尾概率作为统计学检
验的显著性水准。相关性分析采用 Ｎｏｎｐａｒａｍｅｔｒｉｃ
Ｃｏｒｒｌａｔｉｏｎｓ的 Ｓｐｅａｒｍａｎ′ｓ相关。

２　结　果

２．１　Ｐｉｒｈ２ｍＲＮＡ在乳腺肿瘤组织及正常组织中
的表达

乳腺癌组织中 Ｐｉｒｈ２ｍＲＮＡ呈棕黄色，灶性或
弥漫状分布，间质少有染色（图 １）。

Ｐｉｒｈ２ｍＲＮＡ在乳腺癌组织中阳性表达率为
４３．９％（５０／１１４），１０例纤维瘤组织 １例阳性
（１０．０％），６例正常乳腺组织中无表达。乳腺癌
与纤维瘤和正常乳腺组织间的 Ｐｉｒｈ２ｍＲＮＡ表达差
异存在显著性（Ｐ＝０．００４）（表 １）；Ｉ，ＩＩ期乳腺癌
和 ＩＩＩ，ＩＶ期乳腺癌中阳性率分别为 ３７．９％（３３／
８７）和 ６３．０％（１７／２７），两者差异有显著性（Ｐ＝
０．０２２）（表 ２）。

５４４
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图１　乳腺癌组织Ｐｉｒｈ２ｍＲＮＡ阳性表达　Ａ：阳性对照（×４００）；Ｂ：强阳性（×４００）；Ｃ：中等阳性（×４００）

表１　Ｐｉｒｈ２ｍＲＮＡ在乳腺癌与纤维瘤中的表达

Ｐｉｒｈ２ｍＲＮＡ
乳腺癌（１１４例）
例 （％）

纤维瘤（１０例）
例 （％）

正常乳腺（６例）
例 （％） χ２ Ｐ

（－）
（＋）（＋＋）（＋＋＋）

６４
５０

（５６．１）
（４３．９）

９
１

（９０．０）
（１０．０）

６
０

（１００）
（０）

８．３２５ ０．００４

　　注：将纤维瘤与正常乳腺组织合并后再和乳腺癌比较

表２　Ｐｉｒｈ２ｍＲＮＡ在乳腺癌不同分期中的表达

Ｐｉｒｈ２ｍＲＮＡ
Ｉ，ＩＩ期（８７例）
例 （％）

ＩＩＩ，ＩＶ期（２７例）
例 （％） χ２ Ｐ

（－）
（＋）（＋＋）（＋＋＋）

５４
３３

（６２．１）
（３７．９）

１０
１７

（３７．０）
（６３．０）

５．２４４ ０．０２２

２．２　Ｐｉｒｈ２ｍＲＮＡ与乳腺癌远处转移的关系
单因素分析表明，Ｐｉｒｈ２ｍＲＮＡ在 ５年内出现

远处转移组和无瘤生存５年以上组的阳性率分别
为 ６３．３％和 ２２．２％，两组间差异存在显著性
（Ｐ＝０．０００）（表 ３）。Ｐｉｒｈ２ｍＲＮＡ的阳性表达对原
发性乳腺癌预后（远处转移）有显著性影响，Ｐｉｒｈ２
ｍＲＮＡ在 ５年内出现远处转移组和无瘤生存 ５年
以上组的不同表达水平的 Ｌｏｇｒａｎｋ检验差异存在
显著性（Ｌｏｇｒａｎｋ＝１７．０，Ｐ＝０．００００）（图２）。
另外，Ｐｉｒｈ２ｍＲＮＡ与 ＨＥＲ２的表达无相关性（ｒ＝
０．０９１，Ｐ＝０．３３６）（表 ４）。
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图 ２　Ｐｉｒｈ２ｍＲＮＡ对乳腺癌远处转移的影响

表３　５年内转移组与无瘤生存５年以上组Ｐｉｒｈ２ｍＲＮＡ的表达率

Ｐｉｒｈ２ｍＲＮＡ
５年内转移（６０例）
例 （％）

无瘤生存５年以上（５４例）
例 （％） χ２ Ｐ

（－）

（＋）（＋＋）（＋＋＋）

２２

３８

（３６．７）

（６３．３）

４２

１２

（７７．８）

（２２．２）
１９．５０８ ０．０００

表４　Ｐｉｒｈ２ｍＲＮＡ与ＨＥＲ２的表达的相关性

ＨＥＲ２
Ｐｉｒｈ２ｍＲＮＡ

（＋）（＋＋）（＋＋＋） （－）
ｒ Ｐ χ２ Ｐ

（＋＋）（＋＋＋）

（－）（＋）

２０

３０

２０

４４
０．０９１ ０．３３６ ０．９４４ ０．３３１

６４４
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３　讨　论

Ｐｉｒｈ２（ｐ５３ｉｎｄｕｃｅｄＲＩＮＧＨ２ｐｒｏｔｅｉｎ，ｆｏｒｐ５３
ｉｎｄｕｃｅｄｐｒｏｔｅｉｎｗｉｔｈａＲＩＮＧＨ２ｄｏｍａｉｎ）最初报道时
称作雄激素受体氨基末端相互影响的蛋白质（ａｎ
ｄｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒＮｔｅｒｍｉｎａｌｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ， ＡＲ
ＮＩＰ），是从酵母双杂交系统（ｔｈｅｙｅａｓｔｔｗｏｈｙｂｒｉｄ
ｓｙｓｔｅｍ）分离出来的［７］。ＡＲＮＩＰｍＲＮＡ的长度约为
１．７ｋｂ，人类 Ｐｉｒｈ２蛋白质在染色体 ４ｑ２１上，编码
９个外显子时其长度扩展到 ３２ｋｂ。Ｐｉｒｈ２相对分
子质量约为３０ｋＤ，包含２６１个氨基酸，１个 Ｈ２锌
环指区域（Ｃ３Ｈ２Ｃ３），该环指区域具有环状结构
的共同序列：ＣＸＸＣＸ（１９，３９）ＣＸ（１，３）ＨＸ（２，３）
Ｃ／ＨＸＸＣＸ（４，４８）ＣＸＸＣ，Ｘ代表着各种氨基酸；
其中 Ｈ２环指富含６个半胱氨酸、２个组氨酸以及
共同具有的等位的 ２个锌离子结构［１，８－９］。Ｌｅｎｇ
等［１］在多种成年小鼠组织中，用 Ｎｏｒｔｈｅｒ印迹法证
实两种 Ｐｉｒｈ２ｍＲＮＡ转录产物的长度约为 １．７ｋｂ
和 １．６ｋｂ；并发现在肝脏组织中 Ｐｉｒｈ２ｍＲＮＡ表达
水平最高，睾丸与心脏其次，肌肉与脾脏的表达

水平最低。

人类的 Ｐｉｒｈ２分 为 野 生 型 和 突 变 型 两 类。
Ｌｏｇａｎ等［２］对多种细胞系（如 ＣＯＳ７细胞等）用
Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹（蛋白印迹）发现野生型 ｈＰｉｒｈ２是一
种不稳定的蛋白，其半衰期为 ３～５ｈ，光密度分
析显示其半衰期约为 ３．５ｈ；而突变型的 ｈＰｉｒｈ２表
达水平稳定。

Ｐｉｒｈ２在恶性肿瘤的主要生物学行为与其所
特有的分子结构锌指 Ｈ２环状区域密切相关。研
究证明，锌指 Ｈ２环状区域具有内在的“泛素化”
蛋白连接酶 Ｅ３活性［１０］；它通过自身相互作用和

“泛素化”介导的蛋白质降解的作用负反馈调节

野生型 ｐ５３的表达。目前，除 Ｐｉｒｈ２在基础方面
的研究外［１－６，１１］，临床研究很少，国内外研究［１２－１４］

发现，Ｐｉｒｈ２表达水平在 ８９％的前列腺癌和 ８４％
的肺癌中高于正常组织中。而尚未见 Ｐｉｒｈ２在乳
腺癌方面的报道。

本研究发现 Ｐｉｒｈ２ｍＲＮＡ在乳腺癌组织中总的
阳性表达率明显高于纤维瘤和正常乳腺组织，

（Ｐ＝０．００４）；其中，Ｉ，ＩＩ期乳腺癌阳性率显著低
于 ＩＩＩ，ＩＶ期乳腺癌，（Ｐ＝０．０２２）。由此可推测，
Ｐｉｒｈ２ｍＲＮＡ的表达和乳腺癌的发生发展相关，它
可能是乳腺癌的促癌基因。

本组乳腺癌中，５年内出现远处转移的 Ｐｉｒｈ２
ｍＲＮＡ阳性率为 ６３．３％，而无瘤生存≥５年的

Ｐｉｒｈ２ｍＲＮＡ阳性率仅为 ２２．２％，两者有差异显著
性（Ｐ＝０．０００）（表 ３）。Ｐｉｒｈ２ｍＲＮＡ在乳腺癌不
同预后中的阳性表达率均存在差异显著性，（Ｐ＝
０．０００，０．００００）（表 ３）。ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存分析
示 Ｐｉｒｈ２ｍＲＮＡ的阳性表达对乳腺癌远处转移率
的风险明显增加（Ｌｏｇｒａｎｋ＝１７．０，Ｐ＝０．００００）
（图 ２）。而 Ｐｉｒｈ２ｍＲＮＡ的阳性表达与 ＨＥＲ２的
表达无关联性（ｒ＝０．０９１，Ｐ＝０．３３６）（表 ４）。
由此推测，Ｐｉｒｈ２ｍＲＮＡ可能是原发性乳腺癌预后
的独立高危因素，且与 ＨＥＲ２之间无相关性；表
明它们对早期乳腺癌预后的影响是相互独立的。

然而，由于目前尚缺乏 Ｐｉｒｈ２在乳腺癌中表达
的大样本和前瞻性研究，以及采用免疫组织化学

逆转录 －聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）等技术进一步
证实，故本研究检测的 Ｐｉｒｈ２ｍＲＮＡ是否只是突变
型，以及 Ｐｉｒｈ２ｍＲＮＡ在乳腺癌中的表达意义及对
其预后的评估价值尚待深入研究证实。
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　　患者　女，４５岁。７年前化脓
性阑尾炎术后不久逐渐出现臀部和

右下肢后部疼痛、麻木不适，当地医

院就诊，诊断为腰椎间盘突出症，后

时常出现右下肢不适，于 ４个月前疼
痛加重，到当地医院行甲基强的松龙

椎管内注射，无效果。１０ｄ前行 ＣＴ
检查发现“腹膜后占位”，转入解放

军总医院。既往无结核病史。体查：

全腹无压痛，右下腹阑尾切口偏内侧

扪及一约 ５ｃｍ×４ｃｍ大小的肿块，
质硬、固定，无压痛。直腿抬高试验

阳性，沿坐骨神经区域压痛，右足背

前侧感觉减退。腹部 ＣＴ示：平 Ｌ５／
Ｓ１水平右侧腰大肌内前方见不规则
状高密度影，边界清，长径 ３．８５ｃｍ，
ＣＴ值 ９００－１３００ＨＵ；相邻右侧髂总
动静脉受压推移变形。脊柱未见明

显异常（图 １－２）。行剖腹探查，术
中见肿物位于腹膜后，大小为４ｃｍ×
３．５ｃｍ×３．５ｃｍ，灰白色，骨样、无

包膜，表面光滑，与脊柱无融合，右

输尿管和髂总动静脉接触面有压痕。

病理诊断：（腹膜后）骨外骨瘤。

图 １　患者术前影像资料　Ａ：腹
部平片；Ｂ：ＣＴ平扫

讨论　骨瘤是骨膜性成骨过程
异常引起的骨组织过度增殖所形成

的一种良性肿瘤 ，生长缓慢，临床症

状一般不明显。好发于颅面骨。偶

尔见于软组织 ，称骨外骨瘤，本病例

腰椎间盘突出症状明显，而术后症状

消失实属罕见。软组织骨瘤发病机

制至今尚未明确。有学者认为骨外

骨瘤由原始间叶细胞分化而来，由膜

内成骨而成熟。本病例发病前有明

确的化脓性阑尾炎手术史，肿瘤位置

恰位于平 Ｌ５／Ｓ１水平右侧腰大肌内
前方，不能排除两者无联系，李希波

等（李希波，卢绮媚．腹腔间隙孤立
性骨瘤 １例 ［Ｊ］．罕少疾病杂志，
２００６；１３（６）：５２－５３）亦报道 １例
位置与本例类似，但无症状，此瘤是

否由周围炎症组织钙化引起，或结核

钙化等引起尚有待于进一步考证。
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