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摘摇 要:摇 目的摇 探讨缺血诱导因子鄄1琢(HIF鄄1琢)与血管内皮生长因子(VEGF)蛋白在原发性乳腺癌组织中的

表达及与放疗疗效的关系。 方法摇 采用 SABC 免疫组化方法,检测乳腺癌组织(88 例)和正常乳腺组织(20 例)中

HIF鄄1琢 与 VEGF 蛋白的表达。 并分析 HIF鄄1琢 或 VEGF 蛋白表达与原发性乳腺癌组织临床病理学特征和预后的关

系。 摇 结果摇 HIF鄄1琢 与 VEGF 蛋白在原发性乳腺癌组织中的阳性表达率分别为 69. 32% (61 / 88)、78. 40% (69 /
88),两者存在显著正相关性( r = 0. 68,P = 0. 006)。 二者均与癌组织的临床病理学特征有关;27 例 HIF鄄1琢 阴性表

达患者的生存时间明显长于 61 例阳性表达患者(P = 0. 008);19 例阴性 VEGF 患者的生存时间明显长于 69 例阳性

VEGF 患者(P = 0. 006)。 HIF鄄1琢 阳性表达患者中,VEGF 表达强度及放疗后局部未控率均高于 HIF鄄1琢 阴性组

(P = 0. 01);其中 16 例 VEGF 阴性表达患者的生存时间明显长于 42 例 VEGF 阳性表达患者的生存时间(P =
0郾 01)。 摇 结论摇 HIF鄄1琢 与 VEGF 蛋白表达可能与原发性乳腺癌的发生、浸润、转移有关,二者高表达与乳腺癌放

射抗拒性有密切关系。
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Expression of HIF鄄1琢 and VEGF in Breast Cancer and the
Relationship with the Curative Effect of Radiotherapy
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Hengyang,Hunan 421001, China)

Abstract:摇 Objective摇 To investigate the expression of HIF鄄1琢and VEGF protein in primary breast carcinoma, and
to evaluate its clinical significance in clinicopathological status and prognosis of patients with primary breast carcinoma.
Methods摇 SABC immunohistochemistry was used to assay the expression of HIF鄄1琢or VEGF protein in the primary breast
carcinoma patients (88 cases) or natural breast tissues (20 cases), respectively. 摇 Results摇 The positive expression rates
of HIF鄄1琢and VEGF protein in breast carcinoma tissues were 69. 32% (61 / 88) and 78. 40% (69 / 88), respectively.
Clinicopathological parameters of breast carcinoma were associated with HIF鄄1琢and VEGF protein expression. The positive
rate of HIF鄄1琢 was positively correlated with the expression of VEGF protein ( r = 0. 68, P = 0. 006). The positive expres鄄
sion of HIF鄄1琢 was closely related to clinical stage, prognosis and short - term effects of radiotherapy (P < 0. 05). Con鄄
clusion摇 HIF鄄1琢and VEGF expression in cancerous tissues may play an important role in invasion and metastasis of prima鄄
ry breast carcinoma. The expression of HIF鄄1琢 and VEGF may serve as important parameters for evaluating the response to
radiotherapy and establishing a prognosis for patients with primary breast cancer.
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摇 摇 目前,乳腺癌的发病率跃居女性常见恶性肿瘤的

首位,严重威胁广大女性的健康[1],国内乳腺癌的发

病率和病死率呈逐年上升趋势[2]。 随着肿瘤分子遗
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传学与分子生物学的发展,目前认为肿瘤的生长依赖

于肿瘤血管生成。 诱导血管生成的能力是恶性肿瘤

生长、浸润和转移的前提之一[3]。 缺血诱导因子 1 -
琢(hypoxiainducible factor1鄄琢, HIF鄄1琢) 是最近发现的

一种重要的促肿瘤生长因子和血管生长因子,细胞生

物学和动物研究表明其表达与肿瘤的发生及生长有

关[4]。 血管内皮生长因子(vascular endothelial growth
factor, VEGF) 在肿瘤新生血管生成过程中起着至关

重要的作用,增加肿瘤侵袭、转移的机会[5]。 放射治

疗是乳腺癌的重要治疗手段。 然而,常规分割放疗的

疗效尚不理想。 肿瘤复发、转移、对放疗抗拒的基础

是肿瘤微环境缺氧和肿瘤新生血管的形成。 本研究

应用免疫组织化学染色技术(SABC 法)检测 HIF鄄1琢
与 VEGF 蛋白在正常乳腺组织和原发性乳腺癌组织

中的表达,旨在探讨乳腺癌组织中 HIF鄄1琢、VEGF 表

达相关性及对预后的影响。

1摇 资料与方法

1. 1摇 材摇 料

摇 摇 收集 2006 年 7 月 ~ 2011 年 7 月经病理确诊为

原发性乳腺癌患者 88 例,年龄 47. 5 依 3. 2 岁(25 ~
68 岁),排除原位癌。 全部病例均经过乳腺癌改良

根治术及放射治疗(5000 cGy / 5 周)。 平均随访时

间为 42 个月(15 ~ 60 个月),3 例失去随访,随访率

96. 59% 。 对照组标本 20 例,均为疑似乳癌病灶,但
病理检查均为正常或纤维瘤旁的正常乳腺组织。
1. 2摇 免疫组化 SABC 检测

采用免疫组织化学染色 SABC 法。 标本依次进

行以下处理:多聚甲醛固定,石蜡包埋,4 滋m 连续切

片,于 70 益 烤片 15 min,梯度乙醇脱水,30 mL / L
H2O2 灭活内源酶,PBS 漂洗 5 min 伊 3 次。 正常山

羊血清室温孵育 15 min。 滴加 20 ~ 30 滋L PBS 稀释

的一抗 4 益过夜。 PBS 漂洗 5 min 伊 3 次。 二抗依

次在 37 益下,孵育 45 min,PBS 漂洗 5 min 伊 3 次。
DAB 显色 5 ~ 10 min,自来水充分洗涤,苏木素复染

5 min,稀盐酸淡化 30 s,冲洗 5 min。 脱水、透明、封
片,镜检。 用 PBS 替代第一抗体作阴性对照。 鼠源

性 抗 人 HIF鄄1琢mAb ( 工 作 浓 度 1 颐 150, #
ABIN188152)与 VEGF mAb(工作浓度 1 颐 100,# A鄄
BIN190121)和免疫组织化学染色采用 SABC 法试剂

盒均购自上海生工生物技术有限公司。 HIF鄄1琢 表

达阳性判断标准按 Zhong 等[6] 的报道。 HIF鄄1琢 表

达于乳腺癌细胞核,呈棕黄色颗粒状。 ( - ):无染

色或 < 1% 的细胞核染色;( + ):1% ~ 10% 的细胞

核染色,或较弱的胞浆染色;( + + ):10% ~ 50% 的

细胞核染色,或明显的胞质染色;( +++ ): > 50%的

细胞核染色,或较强的胞浆染色。 ( - ) 为阴性;
( + ) ~ ( + + + )为阳性。 VEGF 表达阳性判断标准

按 Volm 等[7] 的评判标准。 选染色均匀的癌间质

区,在 400 倍视野下,以着色细胞占视野细胞总数的

多少分为 0 ~3 级。 0 级:0;1 级: <25%;2 级:26% ~
50%;3 级: >50%。 0 级为阴性,1 级以上为阳性。
1. 3摇 统计学处理

所有数据用 SPSS13. 0 处理,计数资料采用 字2

检验。 进行 Spearman 相关分析,Kaplan鄄Meier 生存

曲线,Log鄄Rank 法进行两组间生存率比较的显著性

检验,Cox 回归模型进行生存分析。 P < 0. 05 为差

异具有统计学意义。

2摇 结摇 摇 果

2郾 1摇 HIF鄄1琢 与 VEGF 蛋白的表达及其与原发性乳

腺癌临床病理学参数的关系

原发性乳腺癌组织的免疫组织化学染色结果显

示,癌细胞的细胞质中见 VEGF 蛋白的阳性表达,均
呈弥漫分布的强弱不等的棕黄色颗粒,癌细胞的细

胞核中有 HIF鄄1琢 蛋白的阳性表达。 乳腺癌组织中

HIF鄄1琢 蛋白与 VEGF 蛋白的阳性表达率分别为

69郾 32% (61 / 88)和 78. 40% (69 / 88),而正常乳腺组

织中的阳性表达率则分别为 5% (1 / 20)和 10% (2 /
20)。 HIF鄄1琢 蛋白与 VEGF 蛋白的阳性表达有着显

著正相关( r = 0. 68,P = 0. 006)。

表1摇 HIF鄄1琢表达与原发性乳腺癌临床病理参数的关系(例,%)

临床病理参数 n 阴性表达 阳性表达

淋巴结转移

有 57 12(21. 05) 45(78. 95)
无 31 15(48. 39) 16(51. 61) a

雌激素受体(ER)
ER( + ) 50 7(14. 00) 43(86. 00)
ER( - ) 38 20(52. 32) 18(47. 68) b

孕激素受体(PR)
PR( + ) 54 18(33. 33) 36(66. 67)
PR( - ) 34 9(26. 47) 25(73. 53)

CerbB - 2 基因

CerbB( + ) 52 17(32. 69) 35(67. 31)
CerbB( - ) 36 10(27. 78) 26(72. 22)

摇 摇 与淋巴结转移组相比,a:P <0. 05;与 ER( + )组相比,b:P <0. 01
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在原发性乳腺癌组织中 HIF鄄1琢 与 VEGF 蛋白

的表达情况与患者临床病理参数之间的关系分别见

表 1、表 2。 统计学分析表明,HIF鄄1琢 与 VEGF 蛋白

的表达与患者年龄、性别、大小及肿瘤发生部位均无

相关性(均 P > 0. 05);雌激素受体阴性及未转移的

组织中 HIF鄄1琢 与 VEGF 蛋白的阳性表达率均明显

低于雌激素受体阳性及有淋巴结转移的癌组织;二
者在孕激素受体阴性组与孕激素受体阳性组的差异

不显著(均 P > 0. 05);二者与乳腺癌的相关基因

CerbB鄄2 表达也无关联(均 P > 0. 05)。

表 2摇 VEGF表达与原发性乳腺癌临床病理参数的关系(例,%)

临床病理参数 n 阴性表达 阳性表达

淋巴结转移

有 57 6(10. 53) 51(89. 47)
无 31 13(41. 94) 18(58. 06) b

雌激素受体(ER)
ER( + ) 50 5(10. 00) 45(90. 00)
ER( - ) 38 14(36. 84) 24(63. 16) a

孕激素受体(PR)
PR( + ) 54 13(24. 07) 41(75. 93)
PR( - ) 34 6(17. 65) 28(82. 35)

CerbB - 2 基因

CerbB( + ) 52 11(21. 15) 41(78. 85)
CerbB( - ) 36 8(22. 22) 28(77. 78)

摇 摇 与 ER( + )组相比,a:P <0. 05;与淋巴结转移组相比,b:P <0. 01

2郾 2摇 HIF鄄1琢、VEGF 表达与乳腺癌放疗疗效及预

后关系

摇 摇 61 例阳性表达患者(b)的生存时间(Cum sur鄄
vival)明显短于 27 例 HIF鄄1琢 阴性表达患者( a) (P
= 0. 008,图 1);19 例阴性 VEGF 患者(a)比 69 例阳

性 VEGF 患者(b)的生存时间明显延长(P = 0. 006,
图 2)。 HIF鄄1琢 阳性表达的患者中,放疗后局部未

控率及 VEGF 表达强度均高于 HIF鄄1琢 阴性组(P =
0. 01);其中 16 例 VEGF 阴性表达患者( a)的生存

时间明显长于 42 例 VEGF 阳性表达患者(b)的生

存时间(P = 0. 01,图 3)。

3摇 讨摇 摇 论

多数实体肿瘤中均存在缺氧的微环境,是瘤组

织不同于正常组织的较为特异的改变。 肿瘤的缺氧

状态可诱导一系列促血管生成的多种细胞因子释

放,由此增进肿瘤的生长及转移,是肿瘤为耐受缺氧

作出的自身调节和适应。 HIF鄄1 是对肿瘤缺氧直接

图 1摇 HIF鄄1琢表达与患者的生存率曲线

图 2摇 VEGF 表达与患者的生存率曲线

图 3摇 HIF1鄄琢阳性表达组中不同 VEGF 患者的生存率曲线

作出反应的一个关键性蛋白质,在缺氧条件下广泛

存在于哺乳动物和人体内的一种异源二聚体核转录

因子。 它由 琢 和 茁 两个亚单位构成,其中 HIF鄄1琢
是唯一的氧调节亚单位,决定 HIF鄄1 的活性[8]。 缺

氧条件下,细胞核产生 HIF鄄1 与靶基因上的 HIF鄄1
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结合位点结合,启动和促进靶基因的转录。 靶基因

转录启动后,相应的蛋白质产物增加,这些产物在肿

瘤细胞适应缺氧、能量代谢、调节血管内皮生长因子

(VEGF)的表达,促进肿瘤新生血管形成和转移、放
疗抗性和化疗耐药起重要作用[9]。 VEGF 是多功能

性的分子,在生理及病理条件下均发挥重要功能,是
肿瘤诱导产生的新生血管的最主要的细胞因子之

一[10]。 VEGF 基因的表达受许多因素的调控和影

响,其中最主要的缺血缺氧可上调 VEGF 的表达水

平。 目前认为 HIF鄄1琢 在缺氧诱导的 VEGF 基因表

达上调中发挥关键作用[11]。
本研究显示乳腺癌组织中 HIF鄄1琢 阳性率为 69.

32%,并与淋巴结转移、雌激素受体阳性和 VEGF 表

达显著相关,表明 HIF鄄1琢 与乳腺癌血管生成、浸润转

移有关。 VEGF 阳性率为 78. 40%,其表达与淋巴结

转移、雌激素受体阳性有关。 Cox 模型多因素分析表

明,HIF鄄1琢 与 VEGF 可作为独立的预后因素。 其机

制可能是随着肿瘤的不断生长,体积增大,血供不足,
诱导 HIF鄄1琢 的表达,而 HIF鄄1琢 则通过其转录活性影

响其下游基因。 它的下游基因有参与糖代谢的各种

酶如磷酸果糖酶、丙酮酸激酶、烯醇化酶等,各种生长

因子如血管内皮生成因子、胰岛素样生长因子,还有

促红细胞生成素、一氧化氮合酶等。 另有研究认为,
HIF鄄1琢 能通过诱导抗凋亡蛋白 IAP - 2 的表达以及

促凋亡蛋白 Bax 的抑制而抑制肿瘤细胞凋亡[12]。 国

内外最新研究报道,HIF鄄1琢 和 VEGF 高表达的乳腺

癌病人预后不良[13鄄14],我们的研究结果也说明这二者

表达阳性的病人生存大大降低。
综上所述,HIF鄄1琢 与 VEGF 蛋白高表达于原发

性乳腺癌组织,与肿瘤的转移有关,同时,其表达受

雌激素调控,且二者的阳性表达与乳腺癌放射抗拒

性有密切关系。
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