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Abstract:Objective暋TostudytheexpressionofCD44+/CD24- phenotypeanditsassociationwiththe
basal灢likebreastcancerandBRCA1inbreastcancer.Methods暋UsingimmunostainingER,PR,HER2
andCK5/6toclassifythematerialintofivetumorsubgroups:basal灢likesubgroup,LuminalAsub灢
group,LuminalBsubgroup,Her2over灢expressingsubgroupandnormalbreast灢likesubgroup.Double灢
stainingimmunohistochemistry(IHC)wasappliedtothedetectionofCD44+/CD24-cellsandsingle灢
staining(IHC)forCK5/6,BRCA1.ThecorrelationsoftheexpressionoftheCD44+/CD24- tobasal灢
likeandBRCA1灢associatedbreastcancerwereanalyzed.Results暋In217casesofbreastcancer,Lu灢
minalAsubgroup:130cases,LuminalBsubgroup:15cases,Her2over灢expressingsubgroup:21ca灢
ses,basal灢likesubgroup:29cases,Normalbreast灢likesubgroup:22cases.BRCA1灢associatedbreast
cancer:57cases.TheexpressionratesofBRCA1waslowinbasal灢likebreastcancer,whichwassig灢
nificantlydifferentfromtheothersubgroups(P<0.001).TheexpressionratesofCD44+/CD24-

phenotypewashighinbasal灢likebreastcancer(20/29,69%)andBRCA1灢associatedbreastcancer(53/

57,93%),whichwassignificantlydifferentfromtheothersubgroups(P=0.003).Conclusion暋The
mutationofBRCA1isassociationwithbasal灢likebreastcancer;andtheCD44+/CD24- breastcancerstem
cellsintumortissueisassociationwithBRCA1灢associatedbreastcancerandbasal灢likebreastcancer.
Keywords:Basal灢likebreastcancer;CD44+/CD24- phenotype;Double灢immunostaining;BRCA1
摘要:目的暋探讨 CD44+/CD24- 表型与BRCA1及basal灢like乳腺癌的相关性。方法暋收集经病理

诊断为乳腺癌患者的手术切除石蜡标本共217例,根据免疫学标志物把217例乳腺癌划分为5类分

子亚型:basal灢like型、luminalA型、luminalB 型、Her2过表达型和normalbreast灢like型。应用免疫

组织化学检测 CK5/6、BRCA1和 CD44/CD24双染的情况,分析 CD44+/CD24- 表型与basal灢like乳

腺癌及BRCA1相关性乳腺癌的关系。结果暋217例乳腺癌标本例中,luminalA型130例、luminalB
型15例、HER2过表达型21例、basal灢like型29例、Normalbreast灢like型22例。BRCA1相关性乳

腺癌57例。basal灢like乳腺癌组织中BRCA1缺失率86%(25/29),明显高于乳腺癌其他分子亚型(P
<0.001)。basal灢like乳腺癌组织中含CD44+/CD24- 肿瘤细胞者20例(20/29,69%),明显高于乳腺

癌其他分子亚型(P=0.003);BRCA1相关性乳腺癌中含 CD44+/CD24- 肿瘤细胞者53例(53/57,

93%)。结论暋BRCA1基因突变与 basal灢like乳腺癌有关;CD44+/CD24- 干细胞表型主要存在于

basal灢like乳腺癌及BRCA1相关性乳腺癌中。
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0暋引言

近年的研究认为CD44+/CD24- 干细胞表型与

basal灢like乳腺癌,特别与BRCA1相关性乳腺癌有

关,BRCA1的突变可能阻断乳腺干细胞的分化,导
致基底细胞样型(basal灢like)乳腺癌的发生[1]。但

目前国内对这方面的研究尚未见报道,为此本试验

采用免疫组织化学检测217例乳腺癌患者肿瘤组织

中 BRCA1 和 CD44/CD24 的表达,探讨 CD44+/
CD24- 干细胞表型与 BRCA1及basal灢like乳腺癌

之间的相关性。
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1暋资料与方法

1.1暋一般资料

收集重庆医科大学附属第一医院 2006 年 3
月—2008年12月手术切除的乳腺癌石蜡标本217
例,均经病理组织学检查证实。术前均未接受过放、
化疗。217例患者均为女性,年龄28~89岁。根据

重庆医科大学病理诊断中心报告217例乳腺癌中

ER(+)120例,ER(-)97例;PR(+)110 例,PR
(-)107例;HER2(+++)36例,HER2 (-)181
例;p53(+)136例,p53(-)81例。三阴乳腺癌(ER
-、PR-、HER2-)51例。
1.2暋病例分组

Sorlie和 Nielsen等[2灢3]提出根据乳腺癌组织中

ER、PR、HER2、CK5/6的表达情况,把乳腺癌划分

为5 个分子亚型:luminalA[ER 和 (或)PR+、
HER2-]、luminalB[ER和(或)PR+、HER2+]、
HER2过表达(ER-和PR-,HER2+)、basal灢1ike
(ER-、PR-、HER2-、CK5/6+)、Normalbreast灢
like(ER-、PR-、HER2-、CK5/6-)。HER2 免

疫组织化学检测阳性标准[4]:根据4级系统(0~+
++)进行评估,当评分为+++时认定 HER2阳

性,评分为0~++为阴性。
1.3暋主要试剂

CK5/6鼠抗人单克隆抗体,CD44鼠抗人单克

隆抗体,SP灢9002免疫组织化学染色试剂盒,单染试

剂盒(DAB),双染试剂盒均购自北京中杉生物技术

公司。CD24兔抗人单克隆抗体购自北京博奥森生

物技术有限公司。BRCA1 兔抗人多克隆抗体及

SA1022免疫组织化学染色试剂盒购自武汉博士德

生物有限公司。
1.4暋主要步骤

1.4.1暋免疫组织化学检测 BRCA1、CK5/6表达暋
BRCA1抗体工作浓度为1暶100,CK5/6抗体工作液

浓度为1暶50。按照试剂盒操作步骤,切片经二甲苯

脱蜡及梯度乙醇逐步水化后,微波炉修复(BRCA1)
及高温抗原热修复(CK5/6)15min,凉至室温。3%
H2O2 浸泡10min,5%BSA 封闭液(BRCA1)及正

常羊 血 清 (CK5/6)孵 育 20 min,依 次 加 一 抗

(BRCA1,CK5/6)4曟过夜,二抗(生物素标记)37曟
放置20min,滴加SABC(BRCA1)及SP(CK5/6),
37曟放置20min,DAB显色,苏木精对比染色,脱水

封片。每次实验均以已知阳性组织切片为阳性对

照,以PBS缓冲液为一抗作阴性对照。
1.4.2暋免疫组织化学双染检测 CD44/CD24的表

达暋标本切片常规脱蜡水化后,用微波炉进行抗原

修复。在3%的 H2O2 中孵育10min,用即用型封

闭液孵育10min后PBS液漂洗3次,然后将CD24

一抗(工作浓度为1暶75)和CD44一抗(工作浓度为1
暶50)混合物加入切片上,4曟冰箱孵育过夜。第二

天取出在37曟中孵育40min后PBS液(含0.05%
Tween20)漂洗 3 次滴加生物素标记的第二抗体

(CD44、CD24 两种二抗等量混合)。湿盒中孵育

30min后 PBS液(含 0.05%Tween20)漂洗 3 次。
按照试剂盒说明配好 DAB显色液和 AP灢Red显色

液进行显色。蒸馏水冲洗后进行苏木精对比染色,
自来水冲洗2~3min放入PBS中返蓝,去离子水冲

洗后用封片剂覆盖组织不加盖玻片,水平放置切片

50曟烤箱孵育30min。为了证明CD44/CD24双染的

可靠性,用CD44和CD24单染免疫组织化学做对照。
1.5暋阳性结果判断

(1)CK5/6表达于乳腺癌细胞质中。抗体染色

阳性评定:阳性细胞曒5%为(+),<5%为(-);
(2)正常乳腺组织中 BRCA1蛋白分布于乳腺导管

上皮细胞核内,而乳腺癌组织中 BRCA1蛋白阳性

表达分布于胞质中[5]。BRCA1以细胞质内出现棕

黄色颗粒为阳性,阳性细胞数曒5%为(+),<5%
(-);(3)CD44阳性细胞为细胞膜棕红色,CD24阳

性细胞为细胞质红色。棕黄色染色无红色的细胞鉴

定为CD44+/CD24- 。结果判断参照 Honeth等[6]

的评定方法:阳性细胞>0为(+)。
1.6暋统计学方法

数据采用SPSS16.0统计软件进行分析。计数

资料采用卡方检验或Fisher确切概率法检验。P<
0.05为差异有统计学意义。

2暋结果

2.1暋CK5/6在三阴乳腺癌中的表达

CK5/6阳性表达在乳腺癌细胞质中呈棕黄色,
见图1a、1b。217例乳腺癌组织标本中,三阴乳腺癌

51例(23%),其中 CK5/6阳性表达29例,阴性表

达22 例,即 basal灢like 型 29 例 (13%),Normal
breast灢like型 22 例 (10%);luminalA 型 130 例

(60%);luminalB型15例(7%);HER2过表达型

21例(10%)。
2.2暋BRCA1在乳腺癌组织中的表达

BRCA1阳性表达在乳腺癌细胞质中呈棕黄色,
见图1c、1d。217例乳腺癌组织标本中,BRCA1阳

性表达 160 例(73.3%),阴性表达 57 例(26%)。
BRCA1缺失乳腺癌即BRCA1相关性乳腺癌57例

中含:basal灢like型25例(86%);luminalA型12例

(9%);luminalB型2例(13%);HER2过表达型4
例 (19%);Normalbreast灢like 型 14 例 (63%)。
basal灢like乳腺癌组织中BRCA1缺失率明显高于乳

腺癌其他分子亚型(P<0.001),见表1。

·077· 肿瘤防治研究2010年第37卷第7期



图1暋CK5/6、BRCA1在乳腺癌细胞质中的阳性表达(SP暋1a,1c暳200,1b,1d暳400)

Figure1暋CytoplasmicofCK5/6andBRCA1expressioninbreastcancer(SP暋1a,1c暳200,1b,1d暳400)

表1暋BRCA1与乳腺癌各分子亚型之间的关系

Table1暋AssociationofBRCA1withbreastcancersubgroups

Subgroups Cases
BRCA1

Negativecases
(%) P

Basal灢like 29 25 86 <0.001
LuminalA 130 12 9
LuminalB 15 暋2 13
Her2over灢expressing 21 暋4 19
Normalbreast灢like 22 14 63

2.3暋CD44+/CD24- 在乳腺癌中的表达

双重免疫组织化学检测 CD44和 CD24,CD44
表达于细胞膜上呈棕黄色,CD24表达于细胞质中

呈红色。呈棕黄色无红色的细胞鉴定为 CD44+/

CD24- 肿瘤细胞,见图2。

CD44isstained with diaminobenzidene (DAB)and
CD24 with Ap灢Red.Almostallcellsinthistumorare
CD44+/CD24- .NoCD24stainingisseen(blackarrow).

图2暋免疫双染检测乳腺癌组织中CD44、CD24的表达

(2a暳200,2b暳400)

Figure2暋Immunohistochemicaldouble灢stainingofhuman
breasttumorsforCD44andCD24(2a暳200,2b暳400)

暋 暋BRCA1 相 关 性 乳 腺 癌 组 织 中 含 CD44+/

CD24- 肿瘤细胞者53例(53/57,93%)。basal灢like
乳腺癌组织中含 CD44+/CD24- 肿瘤细胞者20例

(20/29,69%),明显高于乳腺癌其他分子亚型(P=
0.003),见表2。

3暋讨论

BRCA1是遗传性乳腺癌的易感基因,其突变与

30%~45%的家族性乳腺癌、卵巢癌有关。basal灢
like乳腺癌是基于基因谱被鉴定的一种乳腺癌亚

表2暋CD44+/CD24- 表型与乳腺癌各亚型之间的关系

Table2暋AssociationofCD44+/CD24- phenotypeswith
breastcancersubgroups

Subgroups Cases
CD44+/CD24-

Negativecases
(%) P

basal灢like 29 20 69 0.003
luminalA 130 47 36
luminalB 15 暋4 27
Her2over灢expressing 21 暋4 19
Normalbreast灢like 22 暋7 32

型[2],其大多数是散发性(无家族遗传史)。很多研

究发 现 BRCA1 与 basal灢like 乳 腺 癌 有 相 关 性,

Turner等[7]发现basal灢like乳腺癌与携带 BRCA1
基因突变乳腺癌在形态学、免疫组织化学、分子特征

上有很显著的相似性。Sorlie等[2]对18例BRCA1
突变、2例BRCA2突变及96例散发性乳腺癌样本

的基因谱进行分析,发现 BRCA1突变多为 basal灢
like亚型,表明BRCA1基因突变与basal灢like乳腺

癌有着很紧密的关系。Richardson等[8]研究发现

basal灢like乳腺癌与BRCA1相关性乳腺癌均存在较

高频率的X染色体异常,特别是X染色体的单亲二

体型(isodisomy)伴 X 染色体小部分区域高表达。

Furuta等[9]通 过 在 试 管 内 三 维 培 养 体 系 证 实

BRCA1可以间接调控乳腺上皮细胞分化形成腺泡,
通过RNA干扰减少乳腺上皮细胞中的 BRCA1的

表达从而阻碍腺泡的形成,但却增加了上皮细胞的

增殖,进一步解释了 BRCA1的丢失和减少可导致

basal灢like乳腺癌的发生。Saal等[10]通过小鼠实验

发现敲除肿瘤抑制基因PTEN 后导致basal灢like乳

腺癌的形成,并且 PTEN 的缺失与 BRCA1相关遗

传性乳腺癌及basal灢like乳腺癌有显著的联系,此外

在BRCA1相关遗传性乳腺癌中PTEN基因突变频

繁,包括基因内染色体断裂、倒置、缺失和微型拷贝

数畸变,揭示了PTEN 突变是 BRCA1基因突变导

致乳腺癌发生的机制。与上述研究相一致,本实验

检测217例乳腺癌组织标本中 BRCA1 蛋白发现

basal灢like乳腺癌组织中 BRCA1 缺 失 率 为 86%
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(25/29),明 显 高 于 乳 腺 癌 其 他 分 子 亚 型 (P<
0.001)(见表 1),表明 BRCA1 基因突变与 basal灢
like乳腺癌有相关性。

由上可知,携带 BRCA1基因突变的乳腺癌通

常是basal灢like亚型,然而大多数散发性乳腺癌都是

管腔亚型[11]。因此有学者提出BRCA1可能是乳腺

干细胞的调节器,basal灢like乳腺癌起源于已经阻断

分化的干细胞[12灢13]。Wright等[14]通过研究来自5
个不同的BRCA1基因缺陷小鼠乳腺肿瘤的16个

细胞系,发现含有 BRCA1 基因缺陷的肿瘤包含

CD44+CD24- 肿瘤细胞,只有包含了这些标志物的

细胞才能形成没有预先分类的球形结构,在体外实

验中扩张这些球形体可导致自发性增加含有干细胞

标志物的细胞,表明 BRCA1基因缺陷的小鼠乳腺

癌中含有部分乳腺癌干细胞特性的异质群体细胞即

含CD44+CD24-/low 的 BRCA1基因缺陷的肿瘤

与乳腺癌干细胞之间有关联。Liu等[15]通过实验证

实了BRCA1在 ALDH1(+)/ER(-)乳腺干/祖细

胞分化为 ALDH1(-)/ER(+)上皮细胞或上皮细

胞的存活是必需的,BRCA1功能丢失导致 ALDH1
(+)/ER(-)乳腺干/祖细胞的遗传不稳定的积累,
管腔分化的迷乱和可能影响管腔细胞的生存从而形

成ER(-)乳腺癌,进一步支持了干细胞自我更新

和分化的失调可能导致basal灢like乳腺癌的发生。
另外,阻断导管分化可能导致basal灢like乳腺癌的形

成,其中常常包含大量的 CD44+/CD24- 细胞[1]。
相应的,本实验通过双重免疫组织化学测定217例

乳腺 癌 组 织 标 本 乳 腺 癌 干 细 胞 表 型 (CD44+/

CD24- )的表达情况,发现BRCA1相关性乳腺癌组

织中含 CD44+/CD24- 肿瘤细胞者 53 例(53/57,

93%),basal灢like乳腺癌组织中含 CD44+/CD24-

肿瘤细胞20例(20/29,69%),明显高于乳腺癌其他

分子亚型(P=0.003),见表2,更证实乳腺癌干细胞

表 型 (CD44+/CD24- )与 basal灢like 乳 腺 癌 和

BRCA1相关性乳腺癌之间有密切关联。
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