
·临床研究·

乳腺癌组织中survivin和增殖细胞核抗原的表达

及其临床意义

伦增军暋黄勇暋王静暋侯俊岭暋李朝战暋扈文涛暋鲍广建

作者单位:277102山东 枣庄,枣庄市立医院外二科

暋暋暰摘要暱暋目的暋探讨乳腺癌组织中survivin和增殖细胞核抗原(PCNA)的表达及

其临床价值。方法暋回顾性分析枣庄市立医院2001年1月至2006年12月手术治疗

的156例乳腺癌患者的临床病理学资料(患者术前均未行化疗或放射治疗)。采用免疫

组织化学SP法检测癌组织石蜡切片中survivin及 PCNA 的表达。定性资料间的比

较,依据不同分析目的分别采用线性趋势检验、Kappa检验或氈2 检验;应用多因素

Logistic回归分析与 survivin 及 PCNA 阳性表达有关的因 素。结果 暋 乳 腺 癌 中

survivin及PCNA 阳性表达与肿瘤病理分型、肿瘤大小无关(P>0.050),但其与组织

学分级、临床分期、淋巴结转移数目相关(P<0.050)。Survivin及PCNA 阳性表达随

着癌组织分化程度降低,淋巴结转移数目增加,临床分期增高而增强。多因素Logistic
回归分析显示组织学分级是影响survivin及 PCNA 阳性表达的最主要因素(P<
0.050)。乳腺癌中survivin和PCNA的表达密切关联(Kappa值为0.256,P<0.001)。

Survivin和PCNA双阳性患者复发转移率高于双阴性患者(氈2=6.510,P=0.011)。
结论暋联合检测survivin及PCNA可作为判断乳腺癌生物学行为和预后的重要指标。
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Expressionofsurvivinandproliferatingcellnuclearantigeninbreastcancertissuesand
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暰Abstract暱暋Objective暋Toinvestigatetheexpressionofsurvivinandproliferating
cellnuclearantigen (PCNA)inbreastcancertissueandtheirclinicalsignificance.
Methods暋Theclinicalpathologydataof156patientswithbreastcancermanagedwith
aroutinesurgicaltreatment,whohadnochemotherapyorradiationtherapybefore
operation,inZaozhuang MunicipalHospitalfromJanuary2001toDecember2006
wereretrospectively analyzed .Immunohistochemical SP method was used to
determinetheexpressionsofsurvivinandPCNAinthecancertissues.Comparison
betweenqualitativedatawasperformedusinglineartrendtest,KappatestorChi灢
squaretestaccordingtodifferentanalyticalpurposesrespectively.Logisticregression
analysiswasappliedfortheanalysisofpositiveexpression灢relatedfactorsofsurvivin
andPCNA.Results暋ThepositiveexpressionsofsurvivinandPCNAproteininbreast
cancertissueswerenotrelatedwithpathologyfeatureandtumorsize(P>0.050),

butwereassociatedwithtumorhistologicalgrade,clinicstageandthenumberof
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lymphnodemetastasis(P<0.050).TheexpressionsofsurvivinandPCNA灢positive
cancertissueswereincreasedwiththedecreaseofcancertissuedifferentiation,and
theincreaseinthenumberoflymphnode metastasisandTNM staging.Logistic
regressionanalysisshowedthatthehistologicalgradeofbreastcancerwasthemain
factorimpactingthesurvivinandPCNA expression (P <0.050).Survivin was
positivelyrelatedwithPCNA (Kappavalue,0.256;P<0.001).SurvivinandPCNA
dual灢positivepatientshadhigherratesofrecurrenceandmetastasisthansurvivinand
PCNAdual灢negativepatients(氈2=6.510,P=0.011).Conclusion暋Detectionofthe
expressionsofsurvivinandPCNAcanestimatethebiologicalbehaviorandpredictthe
prognosisforbreastcancer.

暰Key words暱 暋 Breast neoplasms; Immunohistochemistry; Survivin;

PCNA;Prognosis

暋暋乳腺癌是女性最常见的一种恶性肿瘤之一,近年来其发病率呈直线上升趋
势,在欧美及中国部分大城市已占恶性肿瘤至首位。乳腺癌的病因尚不清楚,目前
乳腺癌的治疗仍以手术治疗为主[1]。影响乳腺癌预后的因素很多,以往许多学者
都认为乳腺肿瘤的大小和腋窝淋巴结是否受累是影响预后的重要指标,此外肿瘤
的组织学分类、癌细胞的分化程度、年龄、绝经状态及激素受体等对预后均有一定
的影响,但是组织形态学相同的乳腺癌,其预后往往不同,说明乳腺癌的生物学特
征不尽相同[2]。近年来国内外应用各种新技术、新方法,从细胞、组织、分子水平上
检测乳腺癌细胞的生物学特征。survivin及增殖细胞核抗原(proliferatingcell
nuclearantigen,PCNA)在肿瘤组织中的过度表达可见于多种恶性肿瘤,是乳腺癌
中常用的基因标志物之一。笔者应用免疫组织化学SP法检测156例乳腺癌组织
中survivin及PCNA的表达,探讨其与病理分型、临床分期、淋巴结转移、肿瘤大
小、组织学分级及其相互之间的关系,并分析其与乳腺癌生物学行为和预后的
关系。

1暋材料与方法

1.1暋临床资料
收集2001年1月至2006年12月枣庄市立医院普外科手术病例156例,有完

整的临床病理学资料,术前均未行化疗或放射治疗。患者均为女性,年龄34~
78岁,平均年龄56.7岁。标本经10%甲醛固定,石蜡包埋,厚4毺m连续切片。按
免疫组织化学SP法常规操作。根据 WHO组织学分级标准进行病理诊断和分
级,其中浸润性导管癌占112例,浸润性小叶癌占22例,单纯癌占12例,其他10例
(髓样癌占4例、导管内癌占3例、腺癌占2例、乳头状癌各为1例)。癌组织采用

Motting灢Han分级法进行组织学分级[3]:(1)根据细胞异型低、中、高分1度、2度、
3度;(2)根据腺体形成>75%、<75%及<10%分1度、2度、3度;(3)根据核分裂相
平均<1、1~2及>2个/高倍视野(计数10个高倍视野计算平均值)分1度、2度、
3度。3项计分总和8~9度者为栿级,6~7度为栻级,3~5度为栺级。按TNM 临床
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分期标准对术后病例进行临床分期,其中栺期29例,栻期104例,栿期23例。全部病
例均行乳腺癌改良根治术。156例乳腺癌中146例获术后随访,随访率93.6%,随
访时间为6~40个月。术后2年死亡者2例,分别为临床栻和栿期病例。
1.2暋试剂与方法

采用免疫组织化学SP方法检测survivin及PCNA的表达。方法简述如
下:石蜡切片经常规二甲苯脱蜡,梯度乙醇水化,柠檬酸缓冲液高温高压修复
抗原,滴加过氧化酶阻断液室温放置10min,磷酸盐缓冲液(PBS)冲洗后,滴
加非免疫性动物血清室温放置10min,滴加一抗即抗survivin抗体(蒸馏水

1暶100稀释)或抗PCNA,4曟冰箱孵育过夜,PBS冲洗后,滴加生物素偶联的
二抗,室温放置10minPBS冲洗,再滴加链霉素亲和素灢过氧化物酶溶液,室
温放置10min,PBS冲洗后,滴加DAB显色,冲洗,苏木素复染,封片,行显微
镜观察。用已知的survivin及PCNA染色阳性的乳腺癌组织作为阳性对照,
以PBS代替一抗作为阴性对照。光镜下观察结果,每片随机观察5个高倍视
野,统计阳性细胞所占的百分数,按阳性细胞所占比例分级。
1.3暋结果判断

乳腺癌组织中survivin的判断参照文献[4]的标准:Survivin阳性蛋白为
定位于细胞质或细胞膜上,呈棕黄色颗粒,无着色细胞或着色细胞数曑10%记
为阴性;着色细胞数>10%记为阳性。细胞增殖活性PCNA阳性率的判断参
照文献[5]的标准:阳性PCNA为定位于细胞核,呈棕黄色颗粒,无着色细胞或
着色细胞数曑10%记为阴性;着色细胞数>10%记为阳性。
1.4暋统计学处理

应用SPSS10.0统计软件系统分别进行统计分析;定性资料间的比较,依
据不同分析目的分别采用线性趋势检验、Kappa检验或氈2 检验,P<0.05为
有统计学意义;定性资料间的两两比较采用氈2 分割法,检验水准为0.012。逐
个分析与survivin及PCNA阳性表达有关的临床及病理因素,筛选出显著性
因素(检验水准P<0.05),行多因素Logistic回归分析。

2暋结果

2.1暋Survivin及PCNA表达强度与各临床病理因素的关系
乳腺癌组织中survivin及PCNA的表达分别见图1,2。156例乳腺癌组

织标本中survivin阳性表达率为71.8%(112/156)及PCNA 阳性表达率为

50.0%(78/156)。Survivin及PCNA阳性表达强度与肿瘤病理分型、肿瘤大

小无关(P>0.050),与组织学分级、临床分期、淋巴结转移数目相关,差异有

统计学意义(P<0.050,表1)。Survivin及PCNA阳性表达随着癌组织分化

程度降低,淋巴结转移数目增加,临床分期增高而增强。
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a:乳腺癌组织中survivin阳性表达;b:乳腺癌组织中survivin阴性表达

图1暋乳腺癌组织中survivin的表达(S灢P染色暋暳400)

a:乳腺癌组织中增殖细胞核抗原阳性表达;b:乳腺癌组织中增殖细胞核抗原阴性表达

图1暋乳腺癌组织中增殖细胞核抗原的表达(S灢P染色暋暳400)

表1暋survivin及PCNA表达与临床病理因素的关系

survivin 暋暋暋暋暋暋暋增殖细胞核抗原
病理因素暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋

阳性例数 阴性例数 阳性率(%) 氈2 值 P 值 阳性例数 阴性例数 阳性率(%) 氈2 值 P 值
肿瘤大小 0.374 0.541 0.408 0.523
暋<2cm 20 12 62.5 15 17 46.9
暋2~5cm 72 23 75.8 47 48 49.5
暋>5cm 20 9 69.0 16 13 55.2
病理分型 1.719 0.190 0.291 0.590
暋浸润性导管癌 84 28 75.0 54 58 48.2
暋浸润性小叶澡 14 8 63.6 12 10 54.5
暋单纯癌 8 4 66.7 7 5 58.3
暋其他 6 4 60.0 5 5 50.0
组织学分级 19.045 0.000 6.791 0.009
暋栺 11 19 36.7 12 18 40.0
暋栻 79 22 78.2 52 49 51.5
暋栿 22 3 88.0 19 6 76.0
临床分期 14.357 0.000 6.218 0.013
暋栺 12 17 41.4 11 18 37.9
暋栻 80 24 76.9 50 54 48.1
暋栿 20 3 87.0 17 6 73.9
淋巴转移 24.156 0.000 9.211 0.002
暋(+) 72 9 88.9 50 31 61.7
暋(-) 40 35 53.3 28 47 37.3
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2.2暋Survivin及PCNA表达的多因素Logistic回归分析

将经过筛选的影响survivin及PCNA阳性表达的因素(组织学分级、临床分

期、淋巴结转移数目)代入Logistic模型进行多因素相关回归分析,结果显示组

织学分级、临床分期、淋巴结转移数目与survivin及PCNA阳性表达的程度关系

密切。组织学分级是影响survivin及PCNA阳性表达的最主要因素(表2,3)。

表2暋乳腺癌survivin表达的多因素Logistic回归分析结果

因素 回归系数 标准误 氈2 值 P 值 OR值 OR值95%CI
组织学分级暋 2.101 0.509 18.312 0.000 8.156 3.124~21.404
淋巴结转移数 0.915 0.254 4.416 0.001 2.534 1.573~4.218
临床分期暋 1.219 0.277 5.728 0.000 2.620 1.642~4.982

表3暋乳腺癌PCNA表达的多因素Logistic回归分析结果

因素 回归系数 标准误 氈2 值 P 值 OR值 OR值95%CI
组织学分级暋 1.920 0.439 14.324 0.000 7.536 2.984~20.113
淋巴结转移数 0.908 0.246 4.352 0.001 2.213 1.343~ 4.013
临床分期暋 1.167 0.264 5.547 0.000 2.323 1.453~ 4.124

2.3暋Survivin和PCNA表达的比较

Kappa检验结果显示两种方法的符合度好(Kappa值为0.256,P<0.001),
乳腺癌中survivin和PCNA的表达密切关联(表4)。

表4暋survivin和PCNA的表达的关系(例)
暋暋暋暋暋 暋暋PCNA表达 合计

survivin表达暋暋暋暋暋暋暋暋
阳性 阴性

阳性 66 46 112
阴性 12 32 44
合计 78 78 156

暋暋暋暋暋暋暋暋暋P<0.001,Kappa值为0.256

2.4暋患者的复发、转移情况

156例乳腺癌中146例获术后随访,随访率93.6%。146例乳腺癌患者

有35例出现复发转移,其中10例复发(胸壁复发4例,锁骨上淋巴结复发

6例),3例复发及转移(胸壁复发及肝转移2例,锁骨上淋巴结复发及肺转移

1例),22例转移(肺转移9例,骨转移7例,肝转移5例,脑转移1例)。

Survivin和PCNA表达与患者复发、转移的关系见表5。Survivin和PCNA双阳

性患者复发、转移率高于双阴性患者(氈2=6.510,P=0.011)。
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表5暋Survivin和PCNA表达与患者复发、转移的关系

暋暋暋暋暋复发转移(例)
分组 暋例数暋暋暋暋暋暋 氈2 值 P 值

有暋 暋无
Survivin(+)PCNA(+)a 66暋 22 44 11.655 0.009
Survivin(+)PCNA(-) 40暋 6 34
Survivin(-)PCNA(+) 8暋 4 4
Survivin(-)PCNA(-) 32暋 3 29
合计 146暋 35 111

暋暋a:P<0.012,与Survivin(-)PCNA(-)组比较

3暋讨论
临床研究表明,细胞凋亡是在特定的生理或病理条件下细胞接受某些信

号的触发后,引发的细胞程序化死亡。细胞凋亡是机体的重要生理过程。在
这个过程中,有许多因素参与细胞凋亡的调节。细胞凋亡的异常抑制与恶性
肿瘤的发生、进展以及耐药性的产生密切相关[6-7]。凋亡抑制蛋白(inhibitor
ofapoptosisproteins,IAP)是一族结构、功能相似的凋亡抑制因子,在凋亡的
负性调控中有重要作用[8]。Survivin是近年来克隆出的IAP家族新成员,在
正常情况下仅表达于胚胎组织,在成熟分化的成人组织中表达消失,但可再表
达于多种恶性转化细胞株和恶性肿瘤组织[9]。近年的研究表明,survivin不
但具有抑制细胞凋亡的作用,而且可能参与了细胞有丝分裂的调节,干扰

survivin与有丝分裂纺锤体微管的特异性结合,可致survivin抗凋亡活性的
丧失[10]。Survivin直接抑制效应分子caspase灢3和caspase灢7的活性来阻止细胞
的凋亡,并通过抑制细胞凋亡,与细胞增殖、分裂和细胞周期控制密切相关。
其表达可作为某些癌的预后和复发的标志,与癌的发生、转移有一定的关
系[11]。本研究结果显示,乳腺癌组织中Survivin阳性表达率为71.8%,随着
癌组织分化程度降低、淋巴结转移数目增加、临床分期增高而增强。Survivin
蛋白在乳腺癌发生的早期即起作用并持续于乳腺癌的浸润、转移过程中,其表
达可作为乳腺癌组织分化及预后的参考指标。

PCNA是真核细胞 DNA 合成所必须的一种酸性核蛋白,相对分子质量
为36000。近年研究证明[12],它是 DNA 聚合酶的辅助蛋白之一,参与 DNA
合成并在细胞周期中起重要调控作用。PCNA 在 DNA 合成的 G1 期开始增
加,至S期达到高峰,G2/M 期又迅速降低,PCNA 合成和表达与细胞增殖状
态相关。采用免疫组织化学技术测定肿瘤组织中PCNA 的表达是临床上广
泛应用、具有较高特异性的评价肿瘤增殖细胞活性的指标[13]。文献报道,在
乳腺癌组织中PCNA 的阳性表达率与临床分期、腋淋巴结转移有密切的关
系[14]。本研究结果显示,乳腺癌组织中PCNA阳性表达率为50%,随着癌组
织分化程度降低、淋巴结转移数目增加、临床分期增高而增强。本研究结果

PCNA阳性表达率较其他研究结果低,可能与肿瘤的组织类型、淋巴转移情
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况、临床分期不同等有关。文献报道,在腋窝淋巴结转移阴性患者中PCNA
高表达者的预后较低表达者差,腋窝淋巴结转移阳性患者中PCNA高表达者

5年生存率和总生存率均明显低于 PCNA 低表达者[15]。乳腺癌组织中

PCNA的过度表达增加了癌细胞转移的危险性,可作为预测乳腺癌细胞的侵
袭性、转移潜能和设计治疗计划的重要指标[16]。本研究提示survivin和

PCNA的表达密切关联。这可能与survivin蛋白在乳腺癌发生、发展不同阶
段的表达呈进行性上升趋势有关。Survivin不仅参与凋亡的调控,还促进了
细胞增殖,影响了 PCNA 的表达,具体机制还有待进一步研究。多因素

Logistic回归分析提示组织学分级是影响survivin及PCNA阳性表达的最主
要因素。组织学分级低者,survivin及 PCNA 阳性表达强,复发转移率高。
Survivin及PCNA均高表达者,组织学分级低,预后不佳,应加强术后的巩固
性治疗和随访,以提高患者生存率。联合检测survivin及PCNA蛋白在乳腺
癌组织中的表达,有助于临床医师对乳腺癌进展和预后的判断。

目前手术治疗仍是乳腺癌的主要治疗手段之一,术式有多种,总的趋势不
外保守和扩大两方面,至今仍争论不休。乳房局部切除术和全乳切除术是保
守手术的代表术式,术后需辅助放化疗,对严格选择的局限性早期癌,可收到
较好的效果。但如何选择合适的早期癌患者还难得出结论。本研究结果提示
经切除组织活检证实的乳腺癌患者,若survivin和PCNA 表达均呈阳性,表
明肿瘤的组织学分级低,预后不佳,宜行根治手术,加强术后的巩固性治疗和
随访。对于拟行保乳手术的患者,建议穿刺肿块行survivin和PCNA联合检
测,若为阳性表达则不宜行保乳手术。

总之,survivin和PCNA的表达相互影响,分析其与乳腺癌生物学行为和
预后的关系,可为预测乳腺癌患者的预后,选择合适的化疗方案及辅助治疗,
提高治愈率提供有效的指标。
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