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[摘 要] 目的：探讨黑色素瘤相关抗原-C1（melanoma-associated antigen-C1, MAGE-C1）在乳腺癌组织中的表达及其与患者临

床病理特征和预后的关系。方法：选取2008年1月至2008年12月河北医科大学第四医院乳腺中心行手术切除的乳腺癌、正常

乳腺组织及良性乳腺病变组织各60例，用RT-PCR和免疫组织化学染色法分别检测3种组织中MAGE-C1 mRNA和蛋白的表达

水平，分析MAGE-C1表达与乳腺癌患者临床病理特征及预后的关系。用DNA甲基化酶抑制剂5-氮杂-2'-脱氧胞苷（5-Aza-CdR）

和组蛋白去乙酰化酶抑制剂曲古抑菌素A（TSA）干预乳腺癌MDA-MB-231和MCF-7细胞，RT-PCR法检测药物干预前后细胞中

MAGE-C1 mRNA表达的变化。结果：乳腺癌组织中MAGE-C1 mRNA及蛋白表达阳性率分别为43.3%（26/60）和38.3%（23/60），

乳腺正常组织及良性病变组织中均未发现MAGE-C1 mRNA 和蛋白的表达。MAGE-C1表达与乳腺癌患者的组织学分级相关

（χ2 =6.233，P<0.05）。MAGE-C1 表达阳性的患者，其无复发生存率低于 MAGE-C1 表达阴性的患者（χ2=4.213，P<0.05）。

MAGE-C1表达（HR=3.980，P<0.05）和临床分期（HR=3.637，P<0.05）是影响乳腺癌患者预后的独立危险因素。单独或联合应用

5-Aza-CdR和TSA对乳腺癌细胞中MAGE-C1的表达均无影响（P>0.05）。结论：MAGE-C1是肿瘤特异性抗原，其表达与乳腺癌

患者的不良预后密切相关。
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Expression and clinical significance of MAGE-C1 in breast cancer tissues
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[Abstract] Objective: To investigate the expression of MAGE-C1 (melanoma-associated antigen-C1) in breast cancer tissues and its

correlation with clinicopathological features and prognosis of breast cancer patients. Methods: Breast cancer tissues, normal breast

tissues and benign breast lesion tissues (60 samples for each) were collected from the Fourth Hospital of Hebei Medical University

during January 2008 and December 2008. The mRNA and protein expressions of MAGE-C1 in three types of breast tissues were detected

by RT-PCR and immunohistochemistry, and their correlation with clinicopathological parameters and prognosis of breast cancer

patients were also analyzed. DNA methylase inhibitor 5-aza-2'-deoxycytidine (5-Aza-CdR) and histone deacetylase inhibitor trichostatin

A (TSA) were used to treat breast cancer MDA-MB-231 and MCF-7 cells, and RT-PCR was used to determine the changes in mRNA

expression of MAGE-C1 after drug treatment. Results: The positive expression rate of MAGE-C1 mRNA and protein in breast cancer

tissues were 43.3% (26/60) and 38.3% (23/60), respectively; and the mRNA and protein expressions of MAGE-C1 were all negative

in normal breast tissues and benign breast lesion tissues. MAGE-C1 expression was positively associated with high tumor grade

(χ2=6.233, P<0.05). Recurrence-free survival (RFS) of patients with negative MAGE-C1 expression was significantly longer than

those patients with positive MAGE-C1 expression (χ2=4.213, P<0.05). MAGE-C1 expression (HR=3.980, P<0.05) and clinical

stage (HR=3.637, P<0.05) could be used as independent prognostic factors for breast cancer patients. 5-Aza-CdR and/or TSA treatment

had no significant influence on MAGE-C1 gene expression (P>0.05). Conclusion: MAGE-C1 is a tumor-specific antigen and its

expression is associated with poor prognosis of breast cancer patients.
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开展肿瘤免疫治疗的关键是鉴定合适的靶抗原，

黑色素瘤相关抗原（melanoma-associated antigen,

MAGE）属于癌睾丸抗原（cancer testis antigen，CTA）家

族成员，MAGE在多种肿瘤组织中高表达，而在除睾丸

以外的正常人体组织中均不表达 [1-3]，由于血睾屏障

的存在和睾丸不表达人白细胞抗原（human leukocyte

antigen, HLA）分子的特点[4]，MAGE不会引起自身免疫

反应。因此，MAGE可作为肿瘤免疫治疗的理想靶抗

原。MAGE-C1是近年来新鉴定出的MAGE家族成员，

定位于人染色体Xq27区域[5]，目前关于它在乳腺癌中

表达情况及其表达机制的研究甚少。本研究通过

检测乳腺癌组织、乳腺正常组织和良性病变组织中

MAGE-C1 的表达水平，分析其表达与乳腺癌患者

临床病理特征及预后的关系；应用5-氮杂-2'-脱氧胞苷

（5-Aza-2'-deoxycytidine，5-Aza-CdR）和曲古抑菌素A

（trichostatin A，TSA）干预乳腺癌细胞，分析其对

MAGE-C1基因表达的影响，初步探索其表达的机制，

以期为乳腺癌免疫治疗提供新靶点。

1 资料与方法

1.1 研究对象

选取 2008年 1月至 2008年 12月河北医科大学

第四医院乳腺中心行手术治疗患者的乳腺癌组织、

乳腺正常组织（距肿瘤组织边缘 5 cm以上的腺体组

织）和乳腺良性病变组织（纤维瘤及腺病）各 60例。

所有患者术前未行抗肿瘤治疗（如放、化疗或内分泌

治疗）。所有组织标本均经病理学检查证实。所有

受试者均签署知情同意书，研究方案获得医院医学

伦理委员会的批准。

1.2 细胞系及主要试剂

人乳腺癌细胞系 MDA-MB-231 和 MCF-7 来源

于河北医科大学第四医院科研中心。

L-15 培养基、RPMI 1640 培养基购自 Gibco 公

司，TRIzol 购自美国 Invitrogen 公司，5-Aza-CdR 和

TSA购自美国Sigma公司，兔抗人MAGE-C1多克隆

抗体购自美国Abcam公司。

1.3 细胞培养、处理及分组

MDA-MB-231和MCF-7细胞分别用含 100 μg/ml

链霉素、100 U/ml青霉素、10%胎牛血清、8% NaHCO3

的L-15和RPMI 1640培养液于37 ℃、5% CO2环境下

培养。

选取对数生长期细胞进行实验，实验分组如下：

实验组:（1）5-Aza-CdR组：含 5 μmol/L 5-Aza-CdR的

培养基培养 72 h；（2）TSA组：含0.5 μmol/L TSA的培养

基培养 24 h；（3）联合组（5-Aza-CdR+TSA组）：含

5 μmol/L 5-Aza-CdR的培养基培养 48 h后再加入含

0.5 μmol/L TSA的培养基继续培养 24 h；（4）对照组:

同期培养不予以任何药物干预的细胞。

1.4 RT-PCR 检测乳腺癌组织及细胞中 MAGE-C1

mRNA的表达

TRIzol试剂提取组织及细胞标本中的总RNA，逆

转录合成cDNA，PCR扩增，PCR产物于1.5%琼脂糖凝

胶电泳。引物序列：MAGE-C1 (249 bp) F为5′-CCTA

CTGCTGGGATGCCGAGTCTTC-3′，R为 5′-GCCCT‐

CAGGAGAACTCTGGGGAATC-3′；GAPDH (247 bp)

F为 5′-ACCTGACCTGCCGTCTAGAA-3′，R为 5′-TCC

ACCACCCTGTTGCTGTA-3′。PCR扩增条件：MAGE-

C1 95 oC 30 s，59 oC 30 s，72 oC 30 s，共 30 个循环；

GAPDH 95 oC 20 s，58 oC 30 s，72 oC 20 s，共22个循环。

GAPDH为内参对照，无菌双重蒸馏水为空白对照。实

验重复3次。

1.5 免疫组化检测乳腺癌组织中MAGE-C1蛋白的

表达

操作步骤按 SP 免疫组化试剂盒说明书进行。

MAGE-C1多克隆抗体以1∶50稀释，成年男性正常睾

丸组织为阳性对照，乳腺正常组织作为阴性对照。

结果判定：细胞质或细胞核中含有棕黄色颗粒者为

阳性。按染色强度评分：无染色为 0分，淡黄色为 1

分，棕黄色为2分，棕褐色为3分；按阳性细胞所占百

分比评分：<5%为0分，5%≤~25%为1分，25%≤~50%

为2分，50%≤~75%为3分，>75%为4分。上述2项的

评分乘积作为总评分：<3分为阴性，≥3分为阳性。

1.6 病例资料的随访

采用门诊复查、电话等方式对60例乳腺癌患者进

行随访。随访时间16~60个月，共有13例患者失访。

1.7 统计学处理

用SPSS 20.0软件对数据进行统计分析。计数资

料采用 χ2检验或 Fisher 精确概率法，相关性分析用

Spearman相关检验，一致性比较用Kappa系数检验，

Kaplan-Meier 法分析无复发生存率（recurrence-free

survival, RFS），RFS之间的比较采用Log rank检验，

COX 回归模型对乳腺癌相关临床病理学特征及

MAGE-C1蛋白表达进行单因素和多因素分析。以

P<0.05或P<0.01表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 MAGE-C1 mRNA在乳腺正常组织、良性病变组

织和癌组织中的表达

RT-PCR检测结果（图 1）显示，60例乳腺正常组

织及 60 例良性病变组织中均未发现 MAGE-C1

mRNA表达，而 60例癌组织中发现 26例MAGE-C1

mRNA表达阳性，阳性率为43.3%。
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图1 MAGE-C1 mRNA在正常乳腺、良性病变及乳腺癌组织中的表达

Fig.1 Expression of MAGE-C1 mRNA in normal breast tissues, benign breast lesion tissues and breast cancer tissues

2.2 MAGE-C1蛋白在乳腺正常组织、良性病变组织

和癌组织中的表达

免疫组化染色结果显示，MAGE-C1蛋白主要定

位于细胞质，部分定位于细胞核。在 60例乳腺正常

组织及 60例乳腺良性病变组织中未发现MAGE-C1

蛋白的表达（图 2A、B），而 60例癌组织中发现 23例

MAGE-C1蛋白表达阳性，阳性率为 38.3%（图 2C）。

经 Spearman 相关性分析和 Kappa 系数检验得出

MAGE-C1 mRNA 和蛋白表达呈正相关（r=0.902，

Κ=0.897，P<0.01）。

A1, B1 ×100; A2, B2, C1, C3 ×200; C2, C4 ×400. Except for the positive expression of

MAGE-C1 proteins in breast cancer tissues, the others were negative

图2 正常乳腺（A）、良性病变（B）和乳腺癌组织（C）中MAGE-C1蛋白的表达

Fig.2 Expression of MAGE-C1 protein in normal breast tissues (A), benign lesion tissues (B) and breast cancer tissues (C)

2.3 MAGE-C1蛋白表达与乳腺癌患者临床病理特

征的关系

MAGE-C1蛋白表达与乳腺癌患者的年龄、病理

类型、肿瘤大小、淋巴结转移、临床分期、脉管瘤栓、

雌激素受体（estrogen receptor，ER）、孕激素受体

（progestrogen receptor，PR）及人表皮生长因子受体 2

（human epidermal growth factor receptor 2，HER-2）表

达均无明显关系（均P>0.05，表 1），与患者的组织学

分级相关，组织学分级Ⅲ级患者的MAGE-C1蛋白阳

性表达率显著高于组织学分级Ⅰ级和Ⅱ级的患者

（77.8% vs 31.7%，χ2=4.748，P<0.05）。

2.4 MAGE-C1蛋白表达与乳腺癌患者预后的关系

MAGE-C1 蛋白表达阳性乳腺癌患者的 RFS

显著低于 MAGE-C1蛋白表达阴性的患者（χ2=4.213，

P<0.05；图3）。COX回归模型单因素分析结果（表2）

显示，MAGE-C1蛋白表达（HR=5.488，P<0.01）、淋巴

结转移（HR=4.682，P<0.01）、临床分期（HR=5.538，

P<0.01）相关，但临床分期和淋巴结转移并非相互独

立的 2 个指标，临床分期包括淋巴结转移，因此仅

MAGE-C1蛋白表达和临床分期进入回归模型。多

因素分析结果提示，MAGE-C1蛋白表达（HR=3.980，

P<0.05）和临床分期（HR=3.637，P<0.05）是影响乳腺

癌患者预后的独立危险因素。但因髓样癌不适合进

行组织学分级，故COX回归分析未纳入组织学分级

这一指标。

2.5 5-Aza-CdR和TSA干预未诱导出乳腺癌细胞中

MAGE-C1 mRNA表达

未经 5-Aza-CdR 和 TSA 干预的 MDA-MB-231、

MCF-7细胞中未见 MAGE-C1 mRNA 表达。单用

5 μmol/L的5-Aza-CdR培养72 h或单用0.5 μmol/L的
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TSA培养24 h均不能诱导出MAGE-C1基因的表达，

联合应用 5 μmol/L 5-Aza-CdR 和 0.5 μmol/L TSA 亦

无法诱导出MAGE-C1基因的表达。

表1 MAGE-C1蛋白表达与乳腺癌患者临床病理学特征的关系 [n(%)]

Tab.1 Relationship between MAGE-C1 protein expression and the clinicopathological features of breast cancer patients [n(%)]

Clinicopathological feature

Age (t/a)

<60

≥60

Pathological type

Invasive ductal breast cancer

Medullary breast cancer

Invasive lobular breast cancer

Tumor size (d/cm)

≤2

>2

Lymph node metastasis

Positive

Negative

Clinical stage

Ⅰ+Ⅱ

Ⅲ

Tumor embolus

Positive

Negative

ER

Positive

Negative

PR

Positive

Negative

HER-2

Positive

Negative

N

41 (68.3)

19 (31.7)

33 (55.0)

10 (16.7)

17 (28.3)

24 (40.0)

36 (60.0)

36 (60.0)

24 (40.0)

44(73.3)

16 (26.7)

25 (41.7)

35 (58.3)

48 (80.0)

12 (20.0)

47 (78.3)

13 (21.7)

23 (38.3)

37 (61.6)

MAGE-C1

Positive

14 (34.1)

9 (47.4)

16 (48.5)

3 (30.0)

4 (23.5)

7 (29.2)

16(44.4)

14 (38.9)

9 (37.5)

16(36.3)

7 (43.8)

9 (36.0)

14 (40.0)

20 (41.7)

3 (25.0)

19 (40.4)

4 (30.8)

11 (47.8)

12 (32.4)

Negative

27 (65.9)

10 (52.6)

17 (51.5)

7 (70.0)

13 (76.5)

17 (70.8)

20(55.6)

22 (61.1)

15 (62.5)

28(63.6)

9 (56.2)

16 (64.0)

21 (60.0)

28 (58.3)

9 (75.0)

28 (59.6)

9 (69.2)

12 (52.2)

25 (67.6)

χ2

0.960

3.173

1.422

0.012

0.271

0.099

0.533

0.097

1.422

P

0.327

0.206

0.233

0.914

0.603

0.753

0.465

0.755

0.233

表2 影响乳腺癌患者预后因素的单因素和多因素分析

Tab.2 Univariate and multivariate analysis of prognostic factors in breast cancer patients

Variable

Ages (t/a): <60 vs ≥60

Tumor size (d/cm): ≤2 vs >2

Pathological type: Medullary vs lobular vs ductal lobular lobular

Clinical stage: Ⅰ+Ⅱ vs Ⅲ

Lymph node metastasis: Positive vs Negative

Tumor embolus: Positive vs Negative

ER: Positive vs Negative

PR: Positive vs Negative

HER-2: Positive vs Negative

MAGE-C1: Positive vs Negative

Univariate analysis

P
0.975

0.898

0.289

0.001

0.008

0.368

0.620

0.380

0.282

0.003

HR
1.017

1.068

1.773

5.538

4.682

1.569

1.332

1.758

1.719

5.488

95%CI
0.369-2.804

0.388-2.942

0.616-5.108

1.963-15.624

1.492-14.696

0.588-4.183

0.429-4.140

0.499-6.188

0.640-4.618

1.757-17.141

Multivariate analysis

P

0.019

0.023

HR

3.637

3.980

95%CI

1.24-10.665

1.212-13.066
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图3 Kaplan-Meier法分析MAGE-C1蛋白表达与

乳腺癌患者RFS的关系

Fig.3 Correlation between RFS and MAGE-C1 protein

expression analyzed by Kaplan-Meier curve

3 讨 论

乳腺癌是女性常见的恶性肿瘤，近年来在中国

的发病率逐年上升，且出现年轻化的趋势[6]。目前乳

腺癌的治疗方法主要是手术、放疗、化疗和内分泌治

疗，然而，只有分期较早的患者可通过手术达到预期

效果，放、化疗在杀伤肿瘤组织的同时对正常组织亦

会造成损伤，而内分泌治疗仅适用于部分激素依赖

型的患者。因此，学者们一直在寻找更为有效、副作

用更小的治疗方法，肿瘤免疫治疗因其具有特异性

高、副作用小的特点[7]，已成为近年来的研究热点。

MAGE家族成员具有严格的肿瘤特异性表达模

式，其编码的抗原可被CTL细胞所识别，诱导机体产

生特异性免疫应答，因而可作为肿瘤免疫治疗的理

想靶点[8]。目前已发现了60多种MAGE抗原[9]，鉴定

每种MAGE抗原在不同肿瘤中的表达水平已成为免

疫治疗靶点的必要条件。MAGE-C1是新近鉴定出

的MAGE家族成员，其在多发性骨髓瘤[10]、肺癌[11]、甲

状腺癌[12]、肝癌[13]、卵巢癌[14]、唾液腺癌[15]中均有不同

水平的表达。但是关于其在乳腺癌中表达及其临床

意义的研究报道还不多见。

本研究对MAGE-C1在乳腺正常组织、良性病变

组织、癌组织中的表达情况及其与乳腺癌患者临床

病理特征和预后的关系进行了研究。结果显示，乳

腺正常组织及良性病变组织中均未见 MAGE-C1

mRNA 及蛋白的表达，而乳腺癌组织中 MAGE-C1

mRNA和蛋白阳性表达率分别为43.3% 和 38.3%，说

明MAGE-C1有望成为乳腺癌免疫治疗的理想靶点，

并可作为肿瘤标志物检测乳腺癌的发生。

本研究结果显示，MAGE-C1的表达与乳腺癌的

组织学分级相关，组织学分级Ⅲ级患者的MAGE-C1

阳性表达率高于组织学分级Ⅰ、Ⅱ级的患者。组织

学分级是影响乳腺癌患者预后的独立危险因素，分

级越高，提示肿瘤的侵袭性越强，患者的预后越差。

因此推测，MAGE-C1表达可能与乳腺癌的恶性程度

及患者的不良预后密切相关。

MAGE-C1 的表达与多发性骨髓瘤[16]、黑色素

瘤[17] 、唾液腺癌[18]患者的不良预后相关。本研究结

果显示，MAGE-C1表达阳性的乳腺癌患者的RFS与

MAGE-C1表达阴性的患者相比显著降低；单因素及

多因素分析结果提示，MAGE-C1蛋白表达和临床分

期是影响乳腺癌患者预后的独立危险因素。这些结

果进一步表明，MAGE-C1高表达可能是乳腺癌不良

预后的一个重要标志。

MAGE表达的确切机制尚不十分清楚。一些学

者[7,19]发现，不表达MAGE-As基因的肿瘤细胞在予以

DNA甲基化酶抑制剂和组蛋白去乙酰化酶抑制剂干

预后可重新表达该基因。由此他们推断，MAGE在

多种恶性肿瘤组织中表达，其机制可能和肿瘤组织中

表遗传学调节过程失控有关。然而，关于MAGE-C

家族表达的机制研究国内外尚未见报道。本研究应

用DNA甲基化酶抑制剂5-Aza-CdR和组蛋白去乙酰

化酶抑制剂 TSA处理乳腺癌MDA-MB-231、MCF-7

细胞，初步探索MAGE-C1基因表达的机制，结果显

示不经药物干预的MDA-MB-231、MCF-7细胞未见

MAGE-C1基因表达。单独和联合应用5-Aza-CdR及

TSA均不能诱导出两种乳腺癌细胞中MAGE-C1基

因的表达。WISCHLNEWSKI等[20]应用不同剂量的

5-Aza-CdR 和 TSA 处理肝癌细胞，亦无法诱导出

MAGE-A1和MAGE-A12基因的表达。KIM等[21]指

出，结肠癌细胞中MAGE-A1基因的表达和其启动子

区去甲基化并不完全一致。因此可以推测，调节

MAGE基因表达的机制并非只有DNA甲基化和组蛋

白乙酰化，可能还有除它们之外的其他机制参与其

中，未来本课题组还将对MAGE-C1表达的具体机制

进行更深入的研究。

总之，MAGE-C1是肿瘤特异性抗原，其表达与

乳腺癌患者的组织学分级及不良预后密切相关，可

作为乳腺癌指导诊断和预后评估的重要指标，也有

望成为乳腺癌免疫治疗的理想靶点，具有巨大的临

床应用潜力。
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