
·实验研究·

人人类白细胞分化抗原151和基质金属蛋白酶灢7
在乳腺癌组织芯片中的表达及意义

刘婷暋荣玮暋赵敏

基金项目:黑龙江省教育厅资金资助课题(11511453)

作者单位:161006暋黑龙江 齐齐哈尔,齐齐哈尔医学院微形态实验室(刘婷、荣玮);066000河北 秦皇岛,秦皇岛市人民医院病理科(赵敏)

暋暋暰摘要暱暋目的暋研究穿膜蛋白人类白细胞分化抗原151(CD151)和基质金属蛋白

酶灢7(MMP灢7)在乳腺癌中的蛋白表达及其与乳腺癌发生、发展、转移和预后的关系。
方法暋构建乳腺癌组织芯片,采用免疫组织化学SP法检测 CD151和 MMP灢7的蛋白

表达,探讨二者与临床病理资料之间的关系,并分析二者之间的相关性。定性资料间的

比较采用氈2 检验、Mann灢Whitney检验、Kruskal灢Wallis检验和 Kappa检验。结果暋
CD151和 MMP灢7在正常乳腺组织中表达的阳性率分别为0.0%(0/39)和10.3%
(4/39),在原位癌组织中表达的阳性率分别为33.3%(10/30)和40.0%(12/30),在浸

润性乳腺癌组织中的表达阳性率分别为59.0%(59/100)和70.0%(70/100),3组间两

种蛋白表达的阳性率差异有统计学意义(氈2=41.276,P=0.000;氈2=41.801,P=
0.000)。两种蛋白的阳性表达率与乳腺癌患者的年龄及组织学类型无关联 (P>
0.050),但与淋巴结转移、肿瘤分化程度、TNM 分期有密切关系(P<0.050)。此外

CD151的表达还与肿瘤大小、雌激素(ER)和孕激素(PR)表达有联系(P<0.050)。乳

腺癌中CD151和 MMP灢7两种蛋白的表达强度具有相关性 (Kappa值为0.418,P<
0.010)。CD151和 MMP灢7双阳性患者复发转移率高于对照组患者(氈2=6.159,P=
0.013)。结论暋CD151和 MMP灢7在乳腺癌组织中异常高表达并与乳腺癌发生、发展

及浸润转移有密切关系。联合检测可作为判断乳腺癌生物学行为和预后的重要指标,
其中CD151对ER(-)或PR(-)乳腺癌的判断更具有价值。
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Expressionsof CD151 and MMP灢7in breastcancertissue microarray andtheir
significance 暋 LIU Ting, RONG Wei, ZHAO Min. Department of
Micromorphology,QiqiharMedicalCollege,Qiqihar161006,China

暰Abstract暱暋Objective暋 ToevaluatetheexpressionsofCD151and MMP灢7
(matrixmetalloproteinase灢7)inhumanbreastcancerandtheirrelationswiththe
occurrencedevelopment,andmetastasisandprognosisofbreastcancer.Methods暋By
usingimmunohistochemicalSP method,theexpressionsof CD151 and MMP灢7
proteinsinbreastcancertissuemicroarray (TMA)weretested.Theircorrelations
withclinicopathologicalfeatureswereanalyzed.Therelationshipofthetwoproteins
wasalsoanalyzed.ComparisonbetweenqualitativedatawasperformedusingChi灢
squaretest,Mann灢Whitneytest,Kruskal灢WallistestandKappatest.Results暋The
positiveratesofCD151andMMP灢7expressionswere0.0%(0/39)and10.3%(4/39)
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innormalbreasttissue,33.3%(10/30)and40.0%(12/30)intissuesofcarcinomain
situ,and59.0% (59/100)and70.0% (70/100)ininvasivebreastcancertissues,

respectively.Thedifferencesofthetwokindsofproteinexpressionratesamongthe
threegroupswerestatisticallysignificant(氈2=41.276,P=0.000;氈2=41.801,P=
0.000).Theexpressionsofthetwoproteinsinbreastcancertissuesweren'tassociated
withpatient'sageandhistologicaltype(P>0.050).Buttheysignificantlyrelated
withthedifferentiationdegreeofcancertissue,lymphnode metastasisandTNM
staging(P<0.050).Furthermore,CD151expressionsignificantlyrelatedwithtumor
sizeandER/PRexpression(P<0.050).Therewasapositivecorrelationbetween
CD151andMMP灢7expressions(Kappa=0.418,P<0.010).CD151and MMP灢7
dual灢positivepatientshadhigherratesofrecurrenceandmetastasisthanthecontrol
group(氈2=6.159,P=0.013).Conclusions暋TheexpressionsofCD151andMMP灢7
wereoverexpressedinbreastcarcinoma,whichsuggeststhatthetwoproteinsare
relatedtocarcinogenesis,development,invasionandmetastasis.Jointdetectionof
thetwo makerscanbeusedtodeterminethebiologicalbehaviorandprognosisof
breastcancer.Inparticular,thedetectionofCD151 wouldbe morevaluablefor
patientswithER (-)/PR (-)breastcancer.

暰Keywords暱暋CD151;MMP灢7;Breastneoplasms;Tissuemicroarray

暋暋近年来,乳腺癌发病率呈直线上升趋势,在欧美及中国部分大城市已占恶
性肿瘤首位。乳腺癌的病因尚不清楚,与多种癌基因的异常表达有关。人类白
细胞分化抗原151(CD151)是近年发现的跨膜4超家族(transmembrane灢4super
familyproteins,TM4SF)中唯一的癌基因,有报道其在非小细胞肺癌和结肠癌有
较高水平的表达[1灢2],参与细胞信号转导及增殖、移行等过程,与肿瘤发生和进展
呈正相关。基质金属蛋白酶(MMPs)是一组重要的蛋白水解酶,在肿瘤浸润转
移过程中的作用日益受到关注。本研究检测了乳腺癌组织芯片中CD151和

MMP灢7蛋白表达情况,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暋检测对象
收集齐齐哈尔医学院第一附属医院2003年1月至2007年12月间乳腺癌手

术切除的标本。患者均为女性,临床资料完整。全部病例术前均无放射治疗、化
疗及免疫治疗史,X线胸片、超声、CT及骨扫描均未见转移灶。所有病例均经病
理确诊。所有标本经10%福尔马林固定液固定,石蜡包埋切片。实验分为3组:
原位癌、浸润性癌及正常组。根据 WHO(2003)乳腺癌组织学分类:原位癌

30例,均为导管原位癌;浸润性癌100例,包括浸润性导管癌70例,浸润性小叶
癌30例。癌组织边缘5cm以外的正常乳腺组织40例作为正常组。其中原位癌
组患者年龄41~58岁,平均(48.57暲4.376)岁;浸润性癌组患者年龄38~
67岁,平均(51.2暲7.648)岁;正常组患者年龄 38~67 岁,平均(51.2暲
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7.648)岁。3组间差异无统计学意义(F=1.559,P=0.213)。在100例浸润
性癌中,无淋巴结转移者46例,有淋巴结转移者54例;根据国际抗癌联盟
(UICC)2003年修订的临床分期标准分为栺期35例,栻期32例,栿期33例;
雌激素受体(ER)阳性57例,阴性43例;孕激素受体(PR)阳性45例,阴性

55例。100例浸润性乳腺癌患者中有84例获术后随访,随访率84.0%,随访
截止时间2007年12月,随访时间6~60个月,中位随访时间32个月,术后

2年死亡者2例,均为栿期病例。
1.2暋试剂、仪器及设备

CD151单克隆抗体购自Santacruz公司,工作液浓度为1暶50,MMP灢7
为即用型试剂,与SP试剂盒及 DAB显色液均购自福州迈新生物技术公司。
芯片阵列仪为美国Beecher公司产品。
1.3暋组织芯片的制作

选取蜡块,由病理专家复诊病理切片,对蜡块定位。用美国Beecher阵列
仪先在一受体块(空白蜡块)上打一孔(直径0.6mm),然后根据 HE片上所
画出的精确范围,在供体块(组织蜡块)的相应位置上准确取出所要的组织芯
放入受体块的孔中,详细记录每一孔中所放组织的编号,重复上述操作。每一
例乳腺浸润性癌蜡块选取2点,正常组织选取1点,原位癌选取1点,制成

270点阵列块。用德国LEICA 切片机连续切片,切片厚度3~4毺m。捞片、
烤片后做常规 HE染色,然后由病理专家检查乳腺癌组织芯片中的每一例组
织是否与设计相符[3]。
1.4暋免疫组织化学方法

切片常规脱蜡,梯度酒精脱水,30%H2O2灢甲醇封闭内源性过氧化物酶

20min,枸橼酸高压修复10min,山羊血清封闭,一抗4曟冰箱过夜,第2天切
片恢复室温后,依次加入生物素标记的二抗和辣根酶标记的链霉卵白素,室温
各孵育20min,DAB显色,苏木精衬染。以PBS代替一抗作阴性对照。
1.5暋 结果评定

采用半定量积分法判定结果。显色度按细胞着色深浅计分:0分基本无着
色;1分浅黄;2分浅棕,3分深棕。着色面积根据阳性细胞所占百分比计分:无
阳性细胞为0分;阳性细胞<10%为1分;阳性细胞11%~50%为2分;阳性细
胞51%~75%为3分;阳性细胞76%以上为4分。两种分值相乘若曒3,则为表
达阳性[4]。组织芯片中每一例二个点阵者取平均值记为该例分值。
1.6暋统计学方法

应用SPSS11.5软件进行数据分析。依据不同分析目的,对定性资料分
别采用氈2检验、Mann灢Whitney检验、Kruskal灢Wallis检验和Kappa检验,其
中定性资料间的两两比较采用氈2 分割法。检验水准为毩=0.050。
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2暋结果

2.1暋乳腺癌组织芯片构建阵列及免疫组织化学染色结果
蜡块270个点(图1),除一点(正常乳腺组织)在制作过程中移位、扭曲,

不能观察外,其余269个点阵排列整齐。HE染色无掉片、皱缩、重叠和扭曲
现象(图2);免疫组织化学染色有个别组织点不完整,不影响观测结果。
CD151免疫组织化学阳性产物呈棕褐色颗粒状,定位于细胞膜和细胞质
(图3~5)。MMP灢7免疫组织化学阳性产物位于细胞质(图6~8)。

图1暋乳腺癌组织芯片蜡块

图2暋乳腺癌组织芯片阵列(HE染色暋暳20)

CD151表达于癌细胞膜和细胞质。

图3暋导管原位癌中人类白细胞分化抗原151(CD151)的表达(SP染色暋暳400)
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CD151表达于癌细胞膜和细胞质。

图4暋浸润性导管癌中人类白细胞分化抗原151(CD151)的表达(SP染色暋暳400)

CD151表达于癌细胞膜和细胞质。

图5暋浸润性小叶癌中人类白细胞分化抗原151(CD151)的表达(SP染色暋暳100)

MMP灢7表达于癌细胞质。

图6暋导管原位癌中基质金属蛋白酶灢7(MMP灢7)的表达(SP染色暋暳400)

2.2暋CD151和 MMP灢7在不同组织中的蛋白表达
由于在制作组织芯片过程中1例移位、扭曲,不能观察,40例正常乳腺组
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MMP灢7表达于癌细胞质。

图7暋浸润性导管癌中基质金属蛋白酶灢7(MMP灢7)的表达(SP染色暋暳100)

MMP灢7表达于癌细胞质。

图8暋浸润性小叶癌中基质金属蛋白酶灢7(MMP灢7)的表达(SP染色暋暳400)

织计为39例,CD151表达为阴性。CD151在正常乳腺腺管和小叶的基底灢肌
上皮细胞胞质内有微弱表达,腺上皮细胞未见表达,记为阴性,在原位癌呈现
中度局灶性表达,在浸润性乳腺癌尤其是分化低者呈现过度表达,3组间比较
差异有统计学意义(P<0.010,表1)。MMP灢7在正常乳腺组织有微弱表达,
在原位癌和浸润性癌组织表达显著增高,3组比较差异有统计学意义(P<
0.010,表1)。正常乳腺组织分别与原位癌和浸润性癌组织比较,CD151和

MMP灢7的蛋白表达率差异均有统计学意义(P<0.010)。

表1暋CD151和 MMP灢7在正常和病变乳腺组织中的蛋白表达

CD151 MMP灢7
组别 例数

阳性数 阴性数 氈2 值 P 值 阳性数 阴性数 氈2 值 P 值
正常组 39暋暋 0暋 39 41.276 0.000 4暋 35 41.801 0.000
原位癌组a 30暋暋 10暋 20 12暋 18
浸润性癌组b 100暋暋 59暋 41 70暋 30

暋暋a:P<0.001,与正常组比较(CD151暋Fisher=0.000,MMP灢7暋氈2=8.422P=0.004);b:P=0.000,与正常组比较(CD151暋氈2=

39.98,MMP灢7暋氈2=40.227);CD151:人类白细胞分化抗原151;MMP灢7:基质金属蛋白酶灢7
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2.3暋浸润性乳腺癌中CD151和 MMP灢7表达与临床病理因素之间的关系

CD151表达与患者年龄及组织学类型无关联(P>0.050,表2),但与肿瘤

大小、肿瘤的分化程度、淋巴结转移、临床分期及 ER和PR的表达有密切关

系(P<0.050,表2)。MMP灢7表达与患者的年龄、肿瘤大小、组织学类型、ER
和PR的表达无关系(P>0.050,表2),却与肿瘤的分化程度、临床分期和淋
巴结转移有联系(P<0.050,表2)。

表2暋浸润性乳腺癌CD151和 MMP灢7的表达与临床病理学因素之间的关系

CD151 MMP灢7
临床因素 例数

阳性数 阴性数 统计量 P 值 阳性数 阴性数 统计量 P 值
年龄 -1.917暋 暋0.055a -1.697暋 暋0.090a

暋<50岁 47 23 24暋 29 18暋
暋曒50岁 53 36 17暋 41 12暋
肿瘤大小 -2.293暋 暋0.022a -1.627暋 暋0.104a

暋曑5cm 76 40 36暋 50 26暋
暋>5cm 24 19 5暋 20 4暋
组织学类型 0.569暋 暋0.451 2.041暋 暋0.153
暋浸润性导管癌 70 43 27暋 46 24暋
暋浸润性小叶癌 30 16 14暋 24 6暋
淋巴结转移 6.274暋 暋0.012 5.184暋 暋0.023
暋阳性 54 38 16暋 43 11暋
暋阴性 46 21 25暋 27 19暋
ER表达 5.346暋 暋0.021 3.266暋 暋0.071
暋ER(+) 57 28 29暋 44 13暋
暋ER(-) 43 31 12暋 26 17暋
PR表达 5.145暋 暋0.023 0.433暋 暋0.511
暋PR(+) 45 21 24暋 33 12暋
暋PR(-) 55 38 17暋 37 18暋
分化程度 6.368暋 暋0.041b 6.830暋 暋0.033b

暋栺 22 10 12暋 11 11暋
暋栻 39 20 19暋 27 12暋
暋栿 39 29 10暋 32 7暋
临床分期 5.801暋 暋0.016 6.332暋 暋0.012
暋栺 35 15 20暋 19 16暋
暋栻+栿 65 44 21暋 51 14暋

暋暋a:Mann灢Whitney检验;b:Kruskal灢Wallis检验;其余为氈2 检验;CD151:人类白细胞分化抗原151;MMP灢7:基质金属蛋白酶灢7

2.4暋CD151和 MMP灢7表达的相关性

Kappa检验结果显示两种蛋白表达的符合度好(Kappa 值为0.418,
P<0.010),乳腺癌中CD151与 MMP灢7的表达存在关联(表3)。

表3暋在浸润性乳腺癌中CD151和 MMP灢7蛋白表达的关系(例)

MMP灢7表达(例)
CD151表达 合计

阳性 阴性
阳性 51 8暋暋 59暋暋
阴性 19 22暋暋 41暋暋
合计 70 30暋暋 100暋暋

暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋Kappa=0.418
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2.5暋浸润性乳腺癌患者的复发、转移情况

100例浸润性乳腺癌患者中有84例获术后随访,随访率84.0%,随访时间

6~60个月,中位随访时间32个月,术后2年死亡者2例,均为栿期病例。84例
中有20例复发或转移,其中6例复发(胸壁复发6例),12例转移(肺转移8例,
肝转移3例,脑转移1例),2例复发并转移。CD151和 MMP灢7双阳性表达组复
发转移率高于对照组(P<0.050,表4)。

表4暋CD151和 MMP灢7表达与患者复发、转移的关系

复发转移(例)
组别 例数 氈2 值 P 值

有 无

CD151(+)MMP灢7(+) 47 16 31 6.1590.013

CD151(+/-)MMP灢7(-/+)

及CD151(-)MMP灢7(-)
37 4 33

合计 84 20 64

3暋讨论

CD151是 Ashman等[5]在1991年以能抑制急性髓性白血病的单克隆抗
体(14A2.H1)作用于血小板与内皮细胞时发现,在血小板表面存在与其结合
的抗原,其激活后能导致血小板聚集,并称这一表面抗原为PETA灢3(platelet灢
endothelialtetraspanantigen灢3)。CD151基因位于人染色体11P15.5,被认
为是跨膜4超家族(TM4SF)成员中唯一的癌基因。近年一些研究发现,
CD151在肿瘤恶性进展中起着重要的作用。Ang等[6]研究前列腺癌后证实:
CD151表达随着癌的进展而不断增高,并且CD151表达越高,患者预后越差。
本研究发现CD151在正常乳腺组织不表达,在原位癌中局灶性表达,而在浸
润性癌中高表达,同时在对浸润性癌的临床资料分析中发现,CD151的表达
与乳腺癌患者的年龄和肿瘤类型无关联(P>0.05);但与肿瘤大小、肿瘤分化
程度、临床分期有密切关系(P<0.050)。这提示该基因可能在从正常乳腺组
织癌变的早期至晚期的整个过程中均发挥作用,且对乳腺癌的发展具有促进
作用。

淋巴结转移是影响癌症患者预后的重要因素。本研究显示,伴区域淋巴
结转移的乳腺癌组织CD151阳性率显著高于无区域淋巴结转移的乳腺癌组
织(P<0.050),提示CD151阳性表达可能与乳腺癌的淋巴结转移有关。Lan
等[7]应用分别包含正义和反义CD151基因的重组腺病毒载体转染人舌鳞癌
细胞系Tca8113,发现转染正义 CD151腺病毒载体的细胞迁移能力明显增
加,也表明CD151在肿瘤转移中起着重要的作用。本研究还发现 CD151的
表达与乳腺癌组织ER或PR的表达有关,ER或PR阴性的癌组织组CD151
的阳性率高于阳性组。这与 Yang[8]等的报道一致,进一步提示检测 CD151
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有助于对预后较差的ER或PR阴性乳腺癌患者的预后进行判断。
肿瘤浸润转移的发生、发展是多步骤连续过程,包括癌细胞黏附基底膜,

降解局部蛋白,癌细胞游走等。肿瘤细胞从原发灶脱离,自身能分泌或诱导宿
主分泌一系列降解基底膜和间质的溶解酶,通过多种途径降解细胞外基质蛋
白,才可越过基质屏障进行迁移[9]。在参与破坏细胞外基质的酶类中,基质金
属蛋白酶(MMP)发挥了重要作用,几乎可以分解细胞外基质的各种成分,促
进肿瘤浸润、转移。MMP灢7是基质溶解素的一种,具有高度蛋白溶解能力及
广泛的底物特异性。MMP灢7能破坏细胞基底膜,利于肿瘤转移,能破坏局部
组织结构,利于肿瘤生长,能对细胞外基质有改建作用,促进肿瘤新生血管形
成[10]。MMP灢7在头颈部鳞状细胞癌、肺癌、前列腺癌、尿道癌及结直肠癌中
均有高表达。本研究显示 MMP灢7的表达为浸润性乳腺癌组>原位癌组>正
常乳腺组,MMP灢7的表达与淋巴结转移、肿瘤分化程度、临床分期有关系,提
示 MMP灢7异常表达参与了乳腺癌的恶性进展,增加了癌细胞转移的危险性,
可作为预测乳腺癌细胞侵袭性和转移潜能的重要指标。

本研究显示CD151与 MMP灢7呈正相关,提示CD151可能是通过激活基
质金属蛋白酶 MMP灢7对乳腺癌的浸润转移发挥重要作用。长期以来学者们
对CD151调控细胞信号转导、细胞增殖及移行等过程的机制研究集中在其基
因表达产物与整合素在细胞表面结合形成复合物,激活黏附斑激酶(FAK)这
一通路上[11],但最近有文献报道 MT1灢MMP和 CD151能共定位,形成 3毬1
integrin/CD151/MT1灢MMP 复 合 物,沉 默 CD151 影 响 MT1灢MMP 的 活
化[12]。还有 文 献 报 道 CD151 的 C 末 端 可 与 proMMP灢7 相 互 作 用,在

proMMP灢7的分泌与在膜表面的激活时起重要的作用[13灢14],可见 CD151是

MMPs的重要调控子,它通过调节 MMPs促进浸润转移。本研究在某种程度
上也支持了文献报道。

目前对CD151和 MMP灢7在乳腺癌组织的表达及其与肿瘤进展和患者预
后关系的研究少见报道。本研究对84例浸润性癌患者进行了3年随访。由
于病例数有限,CD151和 MMP灢7双阳性患者与任一单阳性患者和双阴性患
者相比较统计学差异不显著,但合并后3组,可见CD151和 MMP灢7双阳性患
者复发或转移率明显高于后者,说明CD151和 MMP灢7对短期随访患者有预
测预后的价值。

综上所述,CD151和 MMP灢7在乳腺癌的发生、发展过程中具有重要的作
用,联合检测CD151和 MMP灢7表达可为乳腺癌的诊断、预后判断及治疗提供
参考依据,其中CD151对ER(-)或PR(-)乳腺癌的判断更具有价值。
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