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暋暋暰摘要暱暋目的暋探讨雌激素受体毬(ER毬)及其异构体(ER毬1、ER毬cx)在人类表皮生长

因子受体2(HER灢2)阳性与阴性乳腺癌组织中的表达差异,分析其与雌激素受体毩(ER毩)、
孕激素受体(PR)表达及临床分期和腋窝淋巴结状况的关系。方法暋采用简单随机抽样

的方法选择中山大学附属第一医院2004年12月至2007年12月收治的 HER灢2高表达

(牱)51例与无表达(-)53例乳腺浸润性导管癌病例,分别检测乳腺癌组织的ER毩、ER毬、

ER毬1、ER毬cx及PR表达水平,分析其相互关系及与肿瘤临床分期、腋窝淋巴结转移等临

床指标的相关性。采用氈2 检验对 HER灢2(牱)组与(-)组淋巴结表达情况进行对比分析,
采用wilcoxon秩和检验对 HER灢2(牱)组与(-)组的临床分期及ER毩、ER毬、ER毬1、ER毬cx、

PR表达进行对比分析,对 HER灢2(牱)及 HER-2(-)组内各指标采用Spearman相关性

分析。结果暋在 HER灢2(牱)与(-)两组中临床分期及淋巴结转移率差异均无统计学意义

(P>0.050);HER灢2(牱)组ER毩、ER毬、ER毬1、ER毬cx、PR的阳性表达率均低于 HER灢2(-)
组,差异均有统计学意义(P<0.050)。HER灢2(牱)组中,ER毬1与ER毩的表达、ER毬cx与

PR的表达均呈正相关(P<0.050),但ER毬、ER毬1及ER毬cx均未显示与淋巴结转移状况及

临床分期相关(P>0.050)。HER灢2(-)组中,ER毬1及ER毬cx的表达均与 ER毩、ER毬、PR
呈正相关(P<0.050),但ER毩、PR、ER毬、ER毬1及ER毬cx均与淋巴结转移情况及临床分期

无显著相关性(P>0.050)。结论暋ER毬1和ER毬cx可能作为乳腺癌预后良好的指标,有
必要进一步研究其与乳腺癌治疗后的生存关系。
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ExpressionsofER毬anditsvariantsER毬1andER毬cxinbreastcancerandtheirclinical
significance暋WANGJia灢ni,LIURen灢bin,MohamedAbdalwali·Thabit,LIANG
Hui灢zhen,WU Zhuang灢hong,ZHANG Wen灢hui.BreastDisease Center,Third
AffiliatedHospitalofSunYat灢SenUniversity,Guangzhou510630,China

暰Abstract暱暋Objective暋 Toinvestigatethedifferenceintheexpressionsof
estrogenreceptor毬 (ER毬),anditsvariantsER毬1andER毬cxinhumanepithelial
growthfactorreceptor2(HER灢2)positiveandnegativebreastcancer,andanalyzethe
expressionsofestrogenreceptor毩(ER毩)andprogesteronereceptor(PR),andtheir
association withclinicalstageandaxillarylymph nodestatus.Methods暋 Group
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sequentialdesignandsimplerandomsamplingwereusedforthestudy.From Dec
2004toDec2007,51casesofHER灢2(牱)and53casesofHER灢2(-)breastinvasive
ductalcarcinomawererandomlyselectedfromtheFirstAffiliated HospitalofSun
Yat灢sen UniversitytoseparatelydetecttheexpressionsofER毩,ER毬,ER毬1and
ER毬cxandPRinbreastcancer,andanalyzetheirrelationshipswithTNMstageand
axillarylymphnodemetastases,andthenanalyzethelymphnodestatusoftheHER灢2
(牱)groupandtheHER灢2(-)groupusingChi灢squaretest,analyzetheTNMstage
andtheexpressionsofER毩,PR,ER毬,ER毬1andER毬cxofHER灢2(牱)andHER灢2
(-)groupsusingWilcoxonranksumtest.Therelationshipoftheseindexinthetwo
groupswereanalyzedbySpearmanrankcorrelationrespectively.Results暋Thepositive
rateoflymphnodemetastasesinboththeHER灢2(牱)andHER灢2(-)patientshad
nosignificantdifference.InboththeHER灢2(牱)andHER灢2(-)groupstherewere
nostatisticaldifferencesinclinicalstageandaxillarylymphnodemetastasis(P>0.
050).IntheHER灢2(牱)groupthepositiveexpressionratesofER毩,ER毬,ER毬1 ,

ER毬cxandPR werelowerthaninthe HER灢2 (- )group,withstatistically
significantdifferencesbetweenthetwogroups(P<0.050).Inthe HER灢2 (牱)

group,theexpressionofER毬1 waspositivelycorrelated with ER毩,and ER毬cx
expressionwaspositivelycorrelatedwithPR(P<0.050),butER毬,ER毬1andER毬cx
werefoundirrelevantwithTNMstagesandaxillarylymphnodemetastasis(P>0.
050).Inthe HER灢2 (-)group,theexpressionsofER毬1andER毬cx wereboth
positivelycorrelatedwithER毬,ER毩andPR(P<0.050).ER毩,PR,ER毬,ER毬1and
ER毬cxwereallirrelevantwithTNMstagesandaxillarylymphnodemetastasis(P>
0.050).Conclusion暋ER毬1andER毬cxcouldbeconsideredasfavorableprognostic
markersofbreastcancer.Furtherstudyisneededtoexploretheircorrelationwith
survivalofbreastcancerpatientsaftertreatment.

暰Keywords暱暋Breastneoplasms;EstrogenReceptor毩;EstrogenReceptor毬;

EstrogenReceptor毬1;EstrogenReceptor毬cx

暋暋乳腺癌是女性常见的恶性肿瘤之一。雌激素受体阳性乳腺癌可通过雌激素受体调节

剂如他莫西芬(tamoxifen)、托瑞米芬(toremifene)等进行内分泌治疗,但临床研究显示,即
使雌激素受体阴性仍可能有10%的患者对内分泌治疗有效。这提示除了传统的雌激素受

体之外一定存在其他与雌激素结合而发挥生物学效应的受体。长期以来,学者们认为只

有单一雌激素受体(现称为ER毩)在靶组织和雌激素之间起调节作用。1996年,瑞典学者

Kuiper等[1]发现鼠前列腺和卵巢中存在一种新型雌激素受体亚型ER毬。ER毬及其异构体

在雌激素信号转导和雌激素依赖性组织肿瘤的发病机制方面也起着重要作用。在乳腺癌

组织中ER毬及其异构体表达和作用日益受到重视。但目前对它们在乳腺癌中的表达及与

其他预后指标关系的研究结果和观点仍不一致。
大量研究表明,HER灢2的表达是乳腺癌预后不良的重要指标。本研究采用简单随机抽

样方法抽取 HER灢2高表达(牱)及无表达(-)乳腺浸润性导管癌患者共104例,用免疫组织

化学法检测癌组织中ER毩、ER毬、ER毬1、ER毬cx、PR、HER灢2蛋白的表达情况,结合腋窝淋巴结

转移状况及临床分期进行综合分析,以进一步认识它们之间的相关性及其临床意义。
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1暋资料和方法

1.1暋标本来源

采用简单随机抽样的方法选择中山大学附属第一医院2004年12月至2007年12月

收治的 HER灢2高表达(牱)及无表达(-)乳腺浸润性导管癌患者共104例,其中 HER灢2
过表达(牱)者51例,无表达(-)者53例,两组患者的年龄、临床分期及淋巴结转移状况无

差别。采用免疫组织化学方法分别检测其癌组织细胞 ER毩、ER毬、ER毬1、ER毬cx、PR 及

HER灢2蛋白的表达情况。
1.2暋试剂

一抗系统为小鼠抗人ER毩抗体、小鼠抗人PR抗体及小鼠抗人 HER灢2单克隆抗体(ZM灢
0104,ZM灢0215及 AB灢13391),均购自丹麦DAKO公司。小鼠抗人ER毬单克隆抗体(14C8),
购自美国 Abcam公司。小鼠抗人ER毬1单克隆抗体(PPG5/10)、小鼠抗人ER毬cx单克隆抗

体(57/3)购自英国Serotec公司。二抗系统为EnVisionTM (K5007)加强型试剂盒,购自美国

SantaCruz公司。
1.3暋检测方法

取经福尔马林液固定、石蜡包埋的存档蜡块,行5毺m 连续切片,于70曟烤片2h后经

二甲苯连续脱蜡3次,10min/次,用100%、85%、75%乙醇水化各10min,置入乙二胺四

乙酸(EDTA)抗原修复液中行微波修复,磷酸盐缓冲液(PBS)浸浴5min(2次)后滴加

3%过氧化氢孵育20min,阻断内源性过氧化物酶。PBS漂洗5min/次(共3次),滴加一

抗,置4曟湿盒中孵育过夜,经3次漂洗后加二抗工作液50毺l,孵育45min,PBS漂洗

5min/次(共3次),用二氨基联苯胺(DAB)于室温下显色,镜下监测显色过程,适时终止

反应,苏木精复染后流水冲洗15min终止反应。经无水乙醇处理后,用二甲苯透明,中性

树胶封片。用PBS代替一抗作为阴性对照,用已知阳性切片作为阳性对照。
1.4暋结果判断

ER毩、ER毬、ER毬1、ER毬cx和PR阳性染色定位于细胞核(ER毬、ER毬1、ER毬cx偶见于细

胞质),以胞核中出现棕黄色颗粒为阳性表达。阅片者在不了解患者临床资料的情况下进

行阅片。随机计数5个高倍视野,计算每视野中阳性细胞所占比例,阳性率=(阳性细胞

数/癌细胞总数)暳100%。其平均值为该张切片的表达水平。阳性细胞在10%以上的

ER毩或PR计为阳性[2](图1,3),曑10%计为阴性(图2,4)。ER毬、ER毬1、ER毬cx阳性细胞

百分数大于20%者记为阳性[3](图5,7,9),曑20%计为阴性(图6,8,10)。对 HER灢2染色

则根据细胞膜的染色状况,曑10%的细胞膜上不连续的细小点状虚线染色或不染色为

(-)即为不表达(图11),10%以上的细胞膜上不连续的细小点状虚线染色为(+),不连续

较粗大的虚线状染色为(牰),如为连续成明显线状染色则评为(牱)即过表达[4](图12)。
为明确 HER灢2的过表达与无表达对比情况,本研究病例不包括(+)及(牰)。
1.5暋统计方法

本组资料结果以百分数表示为定量资料。采用SPSS13.0统计软件的氈2 检验对 HER灢2
(牱)组与(-)组淋巴结表达情况进行对比分析,采用wilcoxon秩和检验对 HER灢2(牱)组与(-)
组临床分期及ER毩、ER毬、ER毬1、ER毬cx、PR表达进行对比分析,对 HER灢2(牱)及 HER灢2(-)组
内各指标采用Spearman相关性分析。检验水准毩=0.050。
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图1暋乳腺癌ER毩阳性表达(免疫组织化学染色暋暳200)

图2暋乳腺癌ER毩阴性表达(免疫组织化学染色暋暳200)

图3暋乳腺癌PR阳性表达(免疫组织化学染色暋暳200)

2暋结果

2.1暋HER灢2(牱)组及 HER灢2(-)组与临床病理学指标的关系

HER灢2(牱)组的淋巴结转移率为41.18%,HER灢2(-)组的淋巴结转移率为52.83%,
两者差异无统计学意义(P>0.050,表1)。HER灢2(牱)组患者ER毩、ER毬、ER毬1、ER毬cx、
PR的阳性表达率分别为33.33%、45.10%、47.06%、78.43%、64.71%,在 HER灢2(-)组
ER毩、ER毬、ER毬1、ER毬cx、PR的阳性表达率分别为71.70%、81.13%、88.68%、88.68%、
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图4暋乳腺癌PR阴性表达(免疫组织化学染色暋暳200)

图5暋乳腺癌ER毬阳性表达(免疫组织化学染色暋暳200)

图6暋乳腺癌ER毬阴性表达(免疫组织化学染色暋暳200)

81.13%,两组之间各指标的表达差异均有统计学意义(P<0.050,表1),HER灢2(-)组的
表达普遍高于 HER灢2(牱)组。但两组的临床分期及淋巴结转移状况的差异无统计学意义
(P>0.050,表1)。
2.2暋HER灢2(牱)与 HER灢2(-)组内各指标的相关性比较

在 HER灢2(牱)组中,ER毬分别与 ER毬1、ER毬cx表达呈正相关(r=0.278P=0.048,
r=0.426P=0.002),ER毬1与ER毩表达呈正相关(r=0.307,P=0.028),ER毬cx与PR的
表达呈正相关(r=0.283,P=0.045),三者均未显示与淋巴结转移情况及临床分期相关
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图7暋乳腺癌ER毬1阳性表达(免疫组织化学染色暋暳200)

图8暋乳腺癌ER毬1阴性表达(免疫组织化学染色暋暳200)

图9暋乳腺癌ER毬cx阳性表达(免疫组织化学染色暋暳200)

(P>0.050),ER毩与PR的表达呈正相关(r=0.472,P=0.000)。
在 HER灢2(-)组中,ER毬分别与ER毬1、ER毬cx的表达呈正相关(r=0.437P=0.001,

r=0.319P=0.020),ER毬1的表达与 ER毩、PR呈正相关(r=0.479P=0.000,r=0.501P=
0.000),ER毬cx的表达与 ER毩、PR也呈正相关(r=0.439P=0.001,r=0.373P=0.006),
ER毬1与ER毬cx的表达呈正相关(r=0.617,P=0.000),ER毬与ER毩、PR无显著相关性(r=
-0.136P=0.331,r=0.148P=0.290),ER毩与PR呈正相关(r=0.512,P=0.000),但
ER毩、PR、ER毬、ER毬1及ER毬cx均与淋巴结转移情况及临床分期无显著相关性(P>0.050)。
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图10暋乳腺癌ER毬cx阴性表达(免疫组织化学染色暋暳200)

图11暋乳腺癌 HER灢2无表达(-)(免疫组织化学染色暋暳200)

图12暋乳腺癌 HER灢2高表达(牱)(免疫组织化学染色暋暳200)

表1暋HER灢2表达与临床病理学指标的关系

临床分期(例) 淋巴结转移
HER灢2 例数 ER毩(%) PR(%) ER毬(%) ER毬1(%) ER毬CX(%)

栺期栻期栿期桇期阳性数阴性数 阳性率
(牱) 51 6 32 11 2 21 30 41.18% 0.00(40.00) 50.00(80.00) 15.00(70.00) 0.00(50.00) 35.00(35.00)
(-) 53 9 33 9 2 28 25 52.83% 80.00(84.98) 60.00(70.00) 50.00(67.50) 75.00(32.50) 75.00(47.50)
统计量 -0.806a 1.417b -4.825a -2.171a -2.137a -5.509a -3.663a

P 值暋 0.420 0.234 0.000 0.030 0.033 0.000 0.000

暋暋a:Z值;b:氈2 值;HER灢2(牱)组与 HER灢2(-)组的ER毩、PR、ER毬、ER毬1及ER毬CX表达均用中位数(四分位数间距)表示。
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2.3暋ER毬及ER毬1、ER毬cx在胞质内的表达

本研究发现,104例乳腺癌标本中20例胞质内表达 ER毬(图13),17例胞质内表达

ER毬1(图14),18例胞质内表达ER毬cx(图15)。

图13暋乳腺癌ER毬在胞质内阳性表达(免疫组织化学染色暋暳200)

图14暋乳腺癌ER毬1在胞质内阳性表达(免疫组织化学染色暋暳200)

图15暋乳腺癌ER毬cx在胞质内阳性表达(免疫组织化学染色暋暳200)

3暋讨论
大量研究表明,HER灢2、ER和PR是评估乳腺癌治疗及预后的重要指标。HER灢2定

位于染色体17q21,编码相对分子质量为185000的跨膜蛋白,属于人表皮生长因子
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(EGF)受体家族成员,在人类组织的上皮细胞中有广泛表达,参与对细胞生长、繁殖、分裂

的调控及控制肿瘤生长作用。若肿瘤组织 HER灢2过表达,则提示该肿瘤分化较为幼稚,
增殖侵袭能力较强。HER灢2作为判断乳腺癌预后的一个独立指标已被大多数学者接受。

ER与PR均属于核受体超家族中的甾体激素受体。从20世纪60年代发现 ER、PR
以来,长期实践证明ER、PR是乳腺癌内分泌治疗的决定性指标,同时也是影响乳腺癌预

后的重要因子。ER、PR阴性表达的患者对内分泌治疗效果不佳。一般认为ER和PR均

阳性的乳腺癌患者,在肿瘤缓解率、肿瘤复发率、存活时间等方面均较阴性者好[5],但不少

研究发现部分ER和PR阴性的乳腺癌患者对内分泌治疗有效,从而认为可能存在ER的

其他亚型。
1996年,研究发现了另一种与ER结构相似的雌激素受体,即ER毬,因此将传统的ER称

之为ER毩。ER毬基因定位于14q22~24,也属于甾体激素受体,为配体依赖的转录调节蛋白,
由530个氨基酸构成。ER毬与ER毩在DNA 和配体结合区高度同源,而 A/B区、铰链区(D
区)和F区同源性较差[6]。ER毬与ER毩分子结构的相同点决定了它们生物学功能的相似性,
但由于两者在某些区域的差别,它们的作用方式和生物学效应又有所不同。

近来,越来越多的研究表明ER毬可能作为乳腺癌的预后指标,但它与乳腺癌的发展及

预后关系,各家报道并不一致。Park等[7]用原位杂交技术检测ER毬在乳腺癌中的表达并

揭示其与组织学分级负相关,其过度表达可能与乳腺癌的不良预后有关。而一些研究发

现,ER毬表达与肿瘤体积小、组织分化好[8]、无病生存期长相关 [9]。这些差异可能与ER毬
的异构体及其在胞质内的表达有关。LaZennec等[10]认为,ER毬是乳腺癌细胞增殖和侵

袭的重要调节剂,并提示ER毬失表达将导致乳腺癌的发生。而 HER灢2的过表达一般预示

肿瘤恶性程度高、复发率高、生存期短,可推断出ER毬与 HER灢2表达有一定关联。本研究

发现ER毬蛋白在 HER灢2(牱)组中的阳性率明显低于 HER灢2(-)组(wilcoxon秩和检验,
P<0.050),提示ER毬可能与 HER灢2相反而作为乳腺癌预后良好的指标。

ER毬有5个末位外显子选择性剪接构成的异构体,即 ER毬1~ ER毬5
[11-12]。ER毬1是

唯一保留全部功能的异构体[13]。研究发现ER毬1过表达具有抗细胞增殖及促进凋亡的作

用[14-15]。ER毬2即ER毬cx,编码序列与ER毬cDNA相同,羧基末端61位氨基酸被一段独

立的26氨基酸序列代替,导致其只有495个氨基酸。ER毬3仅在睾丸中发现[11],乳腺组织

中尚未发现ER毬4
[12]。ER毬cx和ER毬5不能结合配体,但它们可以通过与ER毩形成无活性

的异二聚体而对雌激素依赖性信号转导产生负向调节[13,16]。乳腺癌组织中ER毬cx的表达

可以调节癌细胞对雌激素的反应,并影响抗激素治疗的临床疗效,因此认为ER毬cx在肿瘤

的发生、发展过程中是一个保护性因子,并且是乳腺癌患者预后良好的指标。
Vesna等[17]发现,在肿瘤体积大于20mm 的病例中,ER毬1和ER毬5的表达显著降低,

表明在肿瘤发展过程中 ER毬的转录下调。这一发现与 ER毬为抑癌基因的假说吻合。在

侵袭性乳腺癌中,ER毬1和ER毬5mRNA的表达与肿瘤低侵袭性相关,表明了它们的预测

价值与预后价值。并且作者发现 ER毬1和 ER毬5mRNA 的表达与其他临床病理指标(年
龄、月经状况、淋巴结转移)无相关。本研究结果表明:HER灢2(牱)组中 ER毬1的阳性率低

于 HER灢2(-)组(P<0.010),且ER毬1与ER毩、ER毬的表达呈正相关(P<0.050),但均未

显示与淋巴结转移情况及临床分期相关;HER灢2(-)组中,ER毬1的表达与预后良好的指

标ER毩、PR呈正相关(P<0.010);ER毬1与ER毬cx的表达正相关(P<0.010),与淋巴结转
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移情况及临床分期无显著相关性(P>0.050),与文献[5]的研究结果一致,提示 ER毬1可

作为乳腺癌预后良好的指标。
Ahr等[18-19]的研究表明ER毬cx表达降低的病例淋巴结阳性率及肿瘤转移率均较高。

Saji等[20]发现脉管浸润与ER毬cx阴性表型相关,研究结果还显示ER毬cx缺失的乳腺癌具有

以下特征:(1)更具侵袭性;(2)更易浸润脉管系统;(3)淋巴结转移率高;(4)远处转移率

高;(5)患肿瘤转移性疾病风险高。这些研究结果均表明ER毬cx高表达与良好的预后相关。
Shaaban等[21]指出ER毬cx及ER毬5与总生存率(OS)正相关,并且ER毬cx与无瘤生存率(DFS)
正相关,而 ER毬1与 OS无相关。本研究结果表明,HER灢2(牱)组中 ER毬cx的阳性率低于

HER灢2(-)组(P<0.010),且与ER毬及PR的表达呈正相关(P<0.050),但未显示与ER毩、
淋巴结转移情况及临床分期的相关性。HER灢2(-)组中,ER毬cx的表达与 ER毩、ER毬、ER毬1、
PR均呈正相关(P<0.050),与淋巴结转移情况及临床分期无显著相关性。这预示ER毬cx可

作为乳腺癌预后良好的指标,将ER毬、ER毬1、ER毬cx与ER毩及PR联合检测对指导乳腺癌的

内分泌治疗及判断患者预后有较重要的意义。
大量研究报道了乳腺癌组织中ER毬可在胞质内表达,与正常乳腺组织或良性增生病变

相比,乳 腺 原 位 癌 或 浸 润 性 癌 组 织 中 胞 质 内 ER毬的 表 达 与 肿 瘤 进 展 高 度 相 关[22]。
Shaaban[21]等指出:胞质ER毬cx表达及胞质、胞核共表达ER毬cx,预示OS急剧下降,仅胞质表

达ER毬cx的病例预后更差。近期一项283例浸润性乳腺癌的研究表明肿瘤分期较高的病例

中胞质ER毬水平较高[23]。本实验亦检测到ER毬、ER毬1、ER毬cx在胞质内的表达,但例数较

少,未能进一步分析其临床病理意义。
本研究结果还显示,ER毬及其异构体ER毬1和 ER毬cx在 HER灢2(牱)组与(-)组中的

表达差异均有统计学意义,且两组的ER毬1和ER毬cx分别与ER毩及PR呈正相关关系,预
示其可作为乳腺癌预后良好的指标,但发现其与临床分期及腋窝淋巴结转移状态未显示

明显相关性(可能与样本例数较少有关)。本课题组正在对ER毬及其异构体与乳腺癌患者

无瘤生存和总生存的关系进行深入地研究。
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