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摘　要　为便于确定肿瘤的组织学来源 ,推测其在兽医临床诊断中的鉴别意义 ,研究 p63和 Calponin蛋白在 20例

犬乳腺肿瘤 (canine mammary tumor ,CMT)病例中的表达 ,采用免疫组织化学 (immunohistochemistry , IHC) SP染色

方法和光学显微镜观察进行确诊。结果表明 ,鼠抗人单克隆抗体 p63和 Calponin可用于犬乳腺肿瘤病例中肌上皮

的表达研究 ,在乳头状瘤、混合瘤及腺肌上皮瘤等犬良性乳腺肿瘤组织中 p63与 Calponin表达为阳性或强阳性 ;在

乳头状癌、浸润性导管癌等恶性肿瘤组织中 p63与 Calponin蛋白表现为阴性或局灶阳性。选择 p63与 Calponin作

为犬乳腺肿瘤组织基底和腺肌上皮细胞的标记物有一定的敏感性和特异性 ,对良、恶性乳腺肿瘤组织、乳腺肿瘤或

癌旁组织的来源和临床诊断等具有鉴别和指导作用。
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Abstract　In order to confirm the his tological s ource of the tumor tis s ue and pres ume the significance in differential diag2
nosis , 20 cas es of canine mammary tumor were us ed to investigate the expression of p63 and Calponin proteins by im2
munohis tochemical SP method and obs erved by the light micros cop e . Res ults showed that the monoclonal mous e antihu2
man p63 and Calponin antibodies could be us ed to evaluate the expression of myoepithelial cells in canine mammary tu2
mor. In benign mammary tumors , s uch as the p apillary tumor , mixed tumor and adenomyoepithelioma , the myoepithe2
lial cells were showed strong immureactivities with the p63 and Calponin proteins , and unimmureactivities or p artially

immureactivities with them in malignant tumor tis s ues of the p apillary carcinoma and infiltrating ductal carcinoma . The

two antibodies of p63 and Calponin were proved that they pres ented an excellent s ensitivity and sp ecificity for bas al

and myoepithelial cell being markers . They formed a good tool in clinical diagnosis and in processing the his tological re2
s ources of the benign and malignant mammary tumor tis s ues , the tumor and the tis s ue around the carcinoma .
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　　乳腺肿瘤是母犬最为常见的肿瘤之一 ,其组织

发生学十分复杂 ,主要表现为上皮和基底细胞分化

增殖的特征性变化。采用病理组织学诊断 ,对细胞

的形态学特征进行描述常常很难鉴别肌上皮、某些

梭形乳腺上皮细胞、肌纤维母细胞、血管平滑肌细胞

和某些胞质透亮的癌细胞成分[1 ] ,因此 ,需要借助
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免疫组织化学的方法 ,选用适当的标记物来识别病

变中肌上皮细胞是否存在 ,从而对乳腺肿瘤病例进

行定性确诊。

p63作为 p53 基因家族成员之一 ,可表达于多

种器官的基底细胞 ,在犬的正常乳腺组织中只表达

于肌上皮细胞[2 ] ,而在肌纤维母细胞、血管平滑肌

细胞中不表达[1 ] ,是鉴别乳腺原位癌与浸润性癌的

首选抗体。平滑肌特异蛋白 Calponin ,可表达于腺

肌上皮细胞[3 ] ,是犬单纯乳腺癌上皮细胞分化的主

要标记物之一[4 ]。目前 ,p63 和 Calponin 2 种蛋白

广泛应用于人类乳腺疾病的鉴别诊断中[5 ] ,对临床

治疗以及预后有一定判断作用。有学者曾分别进行

过 p63和 Calponin在犬乳腺病例中表达的回顾性研

究 ,证实其可作为犬乳腺组织良性损伤的标志物 ,表

达于乳腺组织的基底或肌上皮细胞[2 4 ]。在国内 ,犬

乳腺肿瘤的病理诊断仅建立在初步组织学分类基础

之上 ,尚未能够从免疫组织化学水平上对肿瘤的组

织学来源进行确诊 ,不可避免地影响了临床兽医的

诊断水平以及临床医生对疾病治疗和预后的判断指

导。因此 ,本试验选用 p63 和 Calponin 2 种鼠抗人

单克隆抗体 ,旨在研究其在犬乳腺肿瘤病例中表达

的敏感性和特异性 ,有利于动物良、恶性肿瘤的鉴别

诊断。

1　材　料

111　肿瘤组织来源

采用中国农业大学动物医院经临床症状观察、

病理组织学检查确定为乳腺肿瘤病例的 20 例患犬

作为研究对象 ,手术摘除其肿瘤组织进行研究。所

有患犬全部为自然发生病例。

112　单克隆抗体

选择 2 种鼠抗人单克隆抗体 p63 和 Calponin ,

购自中杉金桥生物技术公司 ( ZM20406 ,ZM20362) 。

抗原修复液、二抗和三抗、DAB 显色试剂盒选用中

杉金桥生物技术公司产品 , ED TA 修复液 ( AL I2
906) ,通用 SP试剂盒 ( SP29000) ,DAB试剂盒 ( ZL I2
9032) 。

2　方　法

211　病理学诊断方法

外科手术摘除的乳腺肿瘤 ,去除脂肪组织后用

福尔马林溶液进行固定 ,经脱水程序、包埋后切成 3

μm的薄片 ,裱片、烘片、标记。常规 H. E.染色用于

病理学诊断分类。

212　免疫组织化学检测程序

肿瘤组织经固定、脱水、包埋、切片之后 ,裱在挂

有丙酮的组化玻片上 ,进行编号标记 ,置 37 ℃温箱

孵育过夜。免疫组化检测程序是 :

1) 100 ℃高温烤片 1 h、运行自动脱蜡程序对组

织片进行脱腊 ,3 %(体积分数) H2O2封闭 20 min ;

2)在修复盒中加入 ED TA抗原修复液 ,微波高

火加热 5 min至沸腾 ,然后放入经过脱蜡的组化片 ,

中火加热保持 20 min ;

3)从微波炉中取出修复盒 ,室温下冷却 20～30

min ;

4)从修复盒中取出组化片 ,蒸馏水洗 3次 ,每次

5 min ;

5)在组织玻片上加入正常羊血清覆盖组织后放

入湿盒中 ,37 ℃温箱孵育 20 min ;

5)甩去组织玻片上正常羊血清 ,滴加 p63 或

Calponin单抗覆盖组织 ,4 ℃冰箱过夜 ;

6)取出玻片 , PBS液洗 3 次 ×5 min ,加入二抗

维持 20 min ;

7) PBS液洗 3次×5 min ,加三抗维持 20 min ;

8) PBS液洗 3 次 ×5 min ,使用 DAB 试剂盒显

色 7 min ,自来水冲洗终止 ;

9)苏木素复染 ,常规透明 ,中性树胶封片。

对照片 :本实验采用阴性和阳性 2种对照 ,1)阴

性对照分别采用 PBS代替一抗 (p63和 Calponin)和

二抗 (辣根过氧化物酶)进行对照 ;2)阳性采用人乳

腺肿瘤 p63和 Calponin阳性病例进行对照。

213　结果观察

使用 Olympus光学显微镜对病理组织切片和

组织化学染片进行组织细胞学观察并记录。

3　结果与分析

由表 1 可见 :乳腺肿瘤患犬以德国牧羊犬 (8

例)为主 ,占患犬总数的 40 % ;发病年龄集中在 10～

13岁 ,以 10 岁居多 (5 例) ,占发病总数的 25 % ;平

均发病年龄为 913岁。本试验收集到的病例多为恶

性肿瘤 ,浸润性导管癌 7例 ,占全部患犬的 35 %。

311　p63的表达

绝大多数病例几乎所有肌上皮细胞核 p63阳性

表达 ,阳性细胞围绕腺泡上皮或导管上皮形成一层

大致均匀间隔的点状线结构 (图1 1 ,2) ,p63阳性表

达的细胞核呈现棕色或棕黄色 ,散在分布 ,串珠状排
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列。所有病例中 p63阳性表达率为 45 % ,且阳性表

达以良性肿瘤组织为主 ,在浸润性导管癌、乳头状

癌、腺肌上皮癌以及肉瘤样癌等组织中均为阴性表

达。化生性癌中表达为局灶阳性 (图1 3)或全阴性。

表 1　p63和 Calponin在犬乳腺肿瘤中的表达

Table 1　Expression of p63 and Calponin in canine
mammary tumors

序号 品 种 年龄/岁 病理学诊断 p63 Calponin

1 德国牧羊犬 10 乳头状癌 - -

2 杂犬 10 浸润性导管癌 + -

3 英国可卡犬 11 浸润性导管癌 - -

4 京叭犬 6 浸润性导管癌 - -

5 德国牧羊犬 1 化生性癌 + -

6 德国牧羊犬 10 导管乳头状瘤 + + + +

7 西施犬 10 肉瘤样癌 - -

8 德国牧羊犬 4 浸润性导管癌 - -

9 贵妇犬 11 导管内癌 + -

10 博美犬 13 浸润性导管癌 - -

11 吉娃娃犬 11 浸润性导管癌 - -

12 德国牧羊犬 7 化生性癌 + +

13 杂犬 8 混合瘤 + + + + +

14 德国牧羊犬 13 化生性癌 - +

15 京叭犬 8 腺肌上皮瘤 + + + +

16 德国牧羊犬 9 乳头状癌 - -

17 德国牧羊犬 10 浸润性导管癌 - +

18 日本狐狸犬 13 鳞状细胞癌 + -

19 西施犬 9 腺肌上皮癌 - -

20 西施犬 12 乳头状瘤 + + + +

　　注 :p63阳性细胞数 < 5 %为 - ,5 %～25 %为 + ,25 %～50 %为

+ + , > 50 %为 + + + ; Calponin阳性范围 < 5 %为 - ,5 %～25 %为

+ ,25 %～50 %为 + + , > 50 %为 + + + 。

312　Calponin的表达

Calponin在浸润性导管癌、乳头状癌、腺肌上皮

癌等组织中均为阴性表达 ,癌旁组织中围绕腺上皮

或导管形成一层扁平的镶边状结构 (图1 4 ,5) ,阳性

组织细胞浆显示棕色 ,呈不规则的圆形或环状排列

(图1 6) 。

4　讨　论

腺癌和混合瘤是犬乳腺肿瘤的常见类型 ,犬复

合腺瘤和混合瘤的组织学特征病变是出现有不同分

化程度的上皮细胞、骨细胞、软骨细胞以及脂

肪[6 9 ] ;因此 ,肌上皮细胞在乳腺良恶性疾病鉴别诊

断中有重要作用 ,但在病理切片上有时难以识别。

选用适宜的标记物协助识别肌上皮细胞是临床诊断

和判断预后的主要方法。

p63是 p53基因家族一员 ,定位于 3q27～3q29 ,

其结合域与 p53基因有高度同源性[10 ] ,其核抗原的

免疫反应性具有一定优势 ,不受胞浆是否破碎的影

响 ,阳性信号强 ,背景清晰易于辨认。p63在胚胎外

胚层发育中起重要作用 ,缺乏 p63 基因小鼠有明显

发育缺陷 ,如毛囊、牙齿、乳腺或唾腺缺失 ,表皮细胞

分层紊乱[11 ]等。免疫组化结果显示 ,p63 蛋白在正

常乳腺肌上皮、导管原位癌和小叶原位癌癌巢周围

肌上皮、腺肌上皮细胞瘤及腺样囊性癌的细胞核中

均可表达 ,与文献报道较为一致[12 13 ]。p63 与正常

的腺上皮、肌纤维母细胞及血管反应呈阴性 ,与肿瘤

细胞的反应阳性率可达 55 % ;在化生性癌中有局灶

阳性表达 ,可能是癌细胞有基底或肌上皮细胞分化

的倾向[14 ]所致。本实验中 ,p63 在犬乳腺肿瘤组织

中表达的敏感性和特异性较高 ,能够获得与人类肿

瘤组织相似的结果 ,可作为兽医临床鉴别诊断犬乳

腺肿瘤良恶性的主要标志物之一。

Calponin标记肌上皮细胞呈胞浆阳性 ,在腺肌

上皮瘤中敏感性较高 ,特异性较差 ,与肌纤维母细胞

和血管的反应可达 76 %～90 % ,与肿瘤细胞的反应

偶尔呈散在阳性 ,与正常的腺上皮没有反应。实验表

明 ,浸润性癌中 Calponin的阳性表达率为 14128 % ,在

混合瘤、腺肌上皮瘤和乳头状瘤等良性肿瘤中的阳

性表达率高达 100 % ;因此 ,我们认为 Calponin标记

良性肿瘤肌上皮成分较为敏感和特异。

p63和 Calponin均能敏感地标记癌旁正常的乳

腺组织、乳腺增生及增生性病变中的肌上皮细胞 ,显

示连续性围绕 ;在导管原位癌、小叶原位癌癌巢周

围 ,肌上皮数目减少呈间断或不连续环状 ;乳腺浸润

性癌癌巢周围 ,肌上皮基本消失或无肌上皮围绕 ,与

文献报道一致[15 ]。暗示了从正常乳腺腺体、良性增

生腺体到原位癌和浸润性癌腺体 ,肌上皮减少、消失

是逐渐发展的过程。p63和 Calponin表达强度在正

常腺体周围肌上皮最强 ,良性肿瘤次之 ,恶性肿瘤最

弱 ,提示 p63和 Calponin的表达可能与肿瘤的分化

程度有关。同时 ,导管外围肌上皮细胞增生 ,p63阳

性表达是良性病变的特征 ,但不能作为排除恶性病

变的依据 ,应结合病理组织学切片的形态学观察、基

底膜染色等多方面情况对疾病定性进行确切判断。
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图 1　p63和 Calponin蛋白在犬乳腺肿瘤组织中的表达

Fig. 1　Expression of p63 and Calponin proteins in canine mammary tumor tissues

1. p63阳性 (×40) :肌上皮细胞阳性显示串珠状排列 ,内层基底细胞显示阴性。

2. p63阳性 (×40) :肌上皮成分增加 ,阳性细胞增多 ,内层基底细胞减少。

3. p63阳性 (×100) :肌上皮细胞呈局灶阳性 ,阴性和阳性细胞互相环绕 ,腺肌上皮细胞同时增多。

4. Calponin阳性 (×40) :癌旁组织正常的肌上皮 100 %表达 ,与其余细胞界限清楚。

5. Calponin阳性 (×200) :图 4的放大。

6. Calponin阳性 (×200) :局灶阳性。

5　结　论

本试验收集 20 例兽医临床自然发生的犬乳腺

肿瘤病例进行 p63和 Calponin 2种蛋白的免疫组织

化学研究 ,证实在免疫组化诊断中使用鼠抗人单克

隆抗体是可行的 ,能够获得与人类乳腺肿瘤相似的

免疫组化结果。p63和 Calponin作为犬乳腺肿瘤基

底和腺肌上皮细胞的标志物具有高度的敏感性和特

异性。由于犬与人类相似的生活环境和饮食情况、

相似的组织学变化 ,使得自然发生的犬乳腺肿瘤病

例成为人类乳腺肿瘤疾病研究中最好的动物模型 ,

因此 ,在兽医临床上对患犬乳腺肿瘤组织进行病理

诊断、分类、免疫组化检测 ,制定相近的标准动物模

型对于人类乳腺肿瘤的研究、治疗和预后均有重要

的理论和实践指导意义。

本实验病理和组化结果是由北京军区总医院病

理科丁华野教授诊断的 ,在此谨致谢意。
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