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新辅助化疗对乳腺癌细胞凋亡和增殖的影响
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[摘要 ]目的:探讨新辅助化疗对乳腺癌肿瘤细胞的凋亡和增殖的影响。方法:应用末端脱氧核苷酸转移酶介导 dUTP缺口末

端标记法(TdT-media ted dUTP-biotin nick end labeling, TUNEL)及免疫组化的 S-P法 ,分别检测新辅助化疗组和对照组乳腺癌

组织中肿瘤细胞的凋亡指数(A I)和乳腺癌肿瘤组织的 K i-67抗原表达。结果:新辅助化疗组肿瘤细胞 A I均数为 9. 26%,比对

照组肿瘤细胞 AI均数 3. 36%明显增高(P <0. 01)。新辅助化疗组肿瘤细胞 Ki-67抗原过表达率为 15. 63%, 比对照组 K i-67

抗原过表达率 50. 0%低(P <0. 05)。结论:新辅助化疗能诱导人体乳腺癌肿瘤细胞发生凋亡 ,并能抑制其增殖。
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Influence of neoadjuvant chemotherapy on apoptosis and

proliferation in patients w ith breast caner
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[ Abstract] Objective:To study the influence of neoad juvan t chemo therapy on tumo r cell apoptosis and pro life ra tion in pa tients w ith

breast cancer. M ethods:The apoptosis index(AI) of tumo r ce lls in the neoad juvant g roup and con tro l g roup w as assayed by TdT-

m ed iated dUTP-bio tin nick end labe ling(TUNEL), and theK i-67 an tigen was exam ined by imm unohisto chem ica lm ethod. R esu lts:The

A I o f tumo r ce lls wa s 9. 26% in the neoadjuvant group and 3. 36% in the control group. The differencew as sign ificant(P <0. 01). The

ove rexpression rate of K i-67 antigen in the neoadjuvant g roup w as 15. 63%, wh ich w as 50. 0% low er than that in the contro l group(P <

0. 05). Conclusions:Neoadjuvant chem o therapy can induce tum or ce ll apoptosis and inhibit tumo r ce ll p ro life ra tion in pa tien ts w ith

breast cancer.

[ Keyw ords] breast neop lasm s;neoplasm s /d rug o the rapy;apopto sis;K i-67 an tigen

　　目前 ,新辅助化疗在乳腺癌的治疗中已得到应

用 ,特别是在局部进展期乳腺癌的应用中已取得良

好的效果。新辅助化疗应用后能降低乳腺癌的临床

分期 ,增加保留乳房手术的机会。为探索新辅助化

疗对乳腺癌细胞凋亡和增殖作用的影响 ,本研究运

用末端脱氧核苷酸转移酶介导 dUTP缺口末端标记

法 (TdT-med iated dUTP-bio tin nick end labe ling,

TUNEL)及免疫组化的 S-P法 ,分别检测乳腺癌组织

中肿瘤细胞的凋亡指数 (apoptotic index, A I)和乳腺

癌肿瘤组织的 K i-67抗原表达情况 。

1　资料与方法

1. 1　一般资料　2002 ～ 2004年 ,我科收住可行手

术治疗的女性乳腺癌患者 52例 ,年龄 28 ～ 80岁 。

术前 、化疗前均经细针穿刺肿块活检 ,细胞学确诊。

其中 ,浸润性导管癌 47例 , 硬癌 4例 , 黏液腺癌

1例。分为新辅助化疗组 (32例 )和对照组 (20

例),两组临床分期 、肿瘤大小 、年龄 、月经状态 、淋

巴结转移 、雌激素受体等指标相似 。新辅助化疗组

患者接受 CEF方案:环磷酰胺 500mg /m
2
,表阿霉素

60mg /m
2
,氟尿嘧啶 500 mg /m

2
, 21天为 1疗程 ,化

疗 2个疗程 ,化疗结束后 2 ～ 3周行乳腺癌改良根治

术。对照组常规术前准备后行乳腺癌改良根治术。

手术后所有患者的乳腺癌标本都经 10%甲醛溶液

固定 ,常规石蜡封存保留 。

1. 2　方法　每例石蜡标本制备 3 ～ 5 μm原组织切

片 3张 , 1张行苏木精 -伊红 (HE)染色 , 2张分别行

TUNEL及 S-P法染色 。采用 TUNEL行细胞凋亡检

测 ,凋亡检测试剂盒由 Roche App lied Science公司

生产 。具体操作步骤为:石蜡切片经二甲苯脱蜡 ,梯

度乙醇水化 ,微波修复抗原 , TUNEL反应液 37 ℃作

用 60 m in。 PBS液中止反应和冲洗后用二抗抗地高

辛复合物 37℃作用 30 m in, DAB显色 ,流水终止反
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应 ,苏木素复染 ,脱水 ,封片 。设定阳性及阴性对照 ,

细胞核内出现棕褐色沉淀为阳性 ,阴性对照中无上

述沉淀物出现。

　　A I=
凋亡细胞数

计数细胞总数
×100%

采用 S-P法免疫组化染色检测乳腺癌肿瘤组织

中 K i-67抗原表达 。 S-P试剂为福州迈新生物技术

开发公司产品。具体操作按试剂盒说明书进行 ,设

定阳性及阴性对照 ,高倍视野下随意计数 1 000个

肿瘤细胞中 K i-67阳性的细胞 , K i-67阳性标记位于

细胞核内 ,呈棕色颗粒 ,胞质阴性 , K i-67表达按阳性

细胞数分为 -(<20%)(见图 1)、 +(20% ～ 40%)

(见图 2)、 (41% ～ 60%)(见图 3)、 (>60%)

(见图 4)。  、 视为过表达 。

1. 3　临床疗效判定　化疗疗效以原发灶的变化衡

量 。乳腺肿块大小以触诊用卡尺测量 ,同时也参考

B超和乳腺钼靶检查结果。均由经主管医师于化疗

前 、每周期结束及手术前各测 1次 。根据 WHO统

一标准分为完全缓解 (CR)、部分缓解 (PR)、无变化

(NC)和进展 (PD), CR+PR为总有效率 。

1. 4　统计学方法　采用 t检验和两样本比较的秩

和检验及等级相关分析。

2　结果

2. 1　新辅助化疗疗效 　新辅助化疗组 32例中 ,

5例达到完全缓解(CR), 15例部分缓解 (PR),总有

效率为 62. 5%。

2. 2　乳腺癌肿瘤细胞凋亡指数　新辅助化疗组乳

腺癌肿瘤细胞 A I为 (9. 26±1. 86)%,对照组 A I为

(3. 36±0. 89)%,两组乳腺癌肿瘤细胞 A I间差异

有统计学意义(t=13. 23, P <0. 01)。

2. 3　乳腺癌组织中 K i-67抗原表达　新辅助化疗

组乳腺癌组织 K i-67抗原过表达率为 15. 63%,明显

低于对照组的 50. 00%(P <0. 05)(见表 1)。

表 1　乳腺癌新辅助化疗组与对照组 Ki-67表达结果比较(n)

分组 n
Ki-67表达

- +   

过表达率

(%)
u
c P

化疗组 32 14 13 4 1 15. 63

对照组 20 4 6 7 3 50. 00 2. 54 <0. 05

合计 52 18 19 11 4 28. 85

2. 4　乳腺癌组织 A I与 K i-67抗原表达的关系　新

辅助化疗组 A I与 K i-67抗原表达之间的等级相关

系数 (rs)=- 0. 204;对照组 A I与 K i-67抗原表达之

间的 rs =- 0. 363,两组乳腺癌组织的 A I与 K i-67抗

原表达之间均无明显相关性 (P >0. 05)。

3　讨论

　　新辅助化疗可杀灭微小转移灶 ,降低肿瘤临床

分期 ,提高保乳率 ,判断化疗敏感性以及改善生存

率 ,作为一种新的治疗战略 ,目前已经较广泛地应用

于临床。许多实验室研究也已证实 ,多种化疗药物

尽管对肿瘤细胞的作用环节不同 ,但都可引起肿瘤

细胞的凋亡 ,细胞凋亡在肿瘤的化疗过程中很可能

是一个重要的作用点
[ 1, 2]
。邵志敏等

[ 3]
曾报道对

51例乳腺癌随机分为术前化疗组和对照组 ,化疗组

术前予 2个疗程的 CMF化疗 ,术后应用原位杂交法

检测两组 A I的差别 ,该文结果表明术前化疗组的

A I明显高于对照组 ,提示在乳腺癌 ,特别是在淋巴

结阳性的乳腺癌 ,术前化疗能诱导肿瘤细胞凋亡。

Chang等
[ 4]
对 28例乳腺癌患者应用 4个周期的 2M

(m itoxantrone 11 mg /m
2
, me thotrexate 35 mg /m

2
,

21天为 1周期)方案术前化疗 ,并分别于治疗前 、第

1疗程化疗结束 24 h、72 h、7天及 21天检测乳腺癌

组织中 A I的表达 ,结果为对化疗有效的患者中 A I

增高 12%, 而对化疗无效者则下降 0. 1%。 Dav is

等
[ 5]
也对 30例乳腺癌行 AT或 FAC方案术前化疗 、

化疗前及化疗后 24 h、48 h分别行 A I检测 ,结果同

样显示化疗后 A I增高。本组资料显示 ,新辅助化疗

组乳腺癌肿瘤细胞 A I均数为 9. 26%,而对照组乳

腺癌肿瘤细胞的 A I均数为 3. 36%,两者差异有统

计学意义 (P <0. 01),表明新辅助化疗能诱导人体

的乳腺癌肿瘤细胞的凋亡 ,与国内外报道一致。

K i-67抗原是一种细胞核抗原 ,由分子量为 345

kDa和 395 kDa的两条多肽链组成的核蛋白 ,基因

定位于第 10号染色体上 ,是由 1 095个碱基对的基

因所编码 ,其表达因细胞周期的不同时相而异。 K i-

67单克隆抗体标记 G1后期 、S期和 G2期 、M 期细

胞核抗原 ,而 G 0期 、G1早期的细胞核不被标记 ,被

认为是较理想的检测细胞增殖活性的抗体
[ 6]
,且由

于 K i-67抗原半衰期短 ,细胞脱离增殖周期后迅速

降解 , K i-67 抗 原明显 优于增殖 细胞核 抗原
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(PCNA)。在过去的研究中证实 , K i-67表达可反映

细胞的増殖情况
[ 7]
。Molino等

[ 8]
亦报道乳腺癌中

K i-67抗原表达与腋淋巴结转移情况 、ER状态 、PR

状态及组织学分级相关 。 Koda等
[ 9]
发现乳腺癌中

T2期肿瘤及组织学分级Ⅲ级者 K i-67阳性表达率增

高;Trihia等
[ 10]
认为 K i-67过表达者总生存率和无

病生存率低于低表达者 。笔者曾就我院 1999 ～

2002年 108例乳腺癌标本进行分析 ,结果显示组织

学分级 Ⅲ级的乳腺癌 K i-67过表达率明显高于组织

学分级 Ⅱ级者 ,在腋淋巴结转移的患者中 K i-67过

表达率明显高于腋淋巴结阴性者 ,可以提示 K i-67

过表达是预后不良的指标
[ 11]
。 B illg ren等

[ 12]
对

51例原发性乳腺癌给予 3 ～ 4个周期 CEF方案术前

化疗后发现 , K i-67表达于化疗后明显下降且第 1周

期化疗后 K i-67下降 >25%者疾病复发危险明显降

低 (P =0. 033);Faney te等
[ 13]
研究了 97例乳腺癌患

者接受含蒽环类方案化疗前后 Bc l-2、ER、p53、HER-

2、K i-67的表达 ,结果发现 ,只有 K i-67表达于化疗

后明显降低 。本组资料中 ,新辅助化疗组乳腺癌组

织中 K i-67过表达率为 15. 63%,对照组乳腺癌组织

中 K i-67过表达率为 50. 00%,两者差异有统计学意

义 (P <0. 05),与国外报道相符 ,表明新辅助化疗能

够抑制乳腺癌肿瘤细胞的增殖 。

A I和 K i-67分别从细胞凋亡和增殖的角度反映

肿瘤组织的生物学行为 ,本研究资料显示 ,无论是新

辅助化疗组还是对照组 ,乳腺癌组织的凋亡指数与

K i-67抗原表达之间均无明显相关性 ,不能反映出在

肿瘤发展的过程中 ,乳腺癌肿瘤细胞的凋亡与增殖

之间相互影响 、相互制约的关系 ,这可能与本组实验

样本量较小有关 。

本研究结果显示 ,新辅助化疗能够有效地诱导

肿瘤细胞发生凋亡 ,降低肿瘤细胞的增殖速率 ,从而

可能使肿瘤缩小 ,减少或延缓肿瘤的转移 ,这为乳腺

癌的新辅助化疗提供了分子生物学理论依据。另

外 ,目前化疗疗效评价仍以触诊或 B超显示原发灶

大小变化来衡量 ,而对于化疗后肿块缩小不明显者 ,

是否的确对化疗不敏感 ,临床工作中是否能通过检

测新辅助化疗前后肿瘤组织中细胞凋亡及 K i-67抗

原表达的变化 ,来进一步补充判断化疗方案是否有

效 ,帮助临床医师指导 、制定个体化治疗方案。本研

究术前诊断均采用细针穿刺肿块活检 ,而此方法很

难得到足够的组织进行细胞凋亡及 K i-67抗原表达

的检测。若能粗针穿刺肿块活检标本 ,检测新辅助

化疗前后肿瘤组织中细胞凋亡及 K i-67抗原表达的

动态变化 ,结果是否将更有意义 ,有待进一步观察 。
　　(本文图 1 ～ 4见封三)
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