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乳腺浸润性导管癌组织 IRS1、PRSS3蛋白表达与磷酸化蛋白激酶 B表达
和预后的关系研究 *

李 捷 刘紫蒙 郑一琼 解梦博 王正棠
（解放军总医院第一医学中心普通外科 北京 100853）

摘要 目的：探讨乳腺浸润性导管癌（BIDC）组织胰岛素受体底物 1（IRS1）蛋白、丝氨酸蛋白酶 3（PRSS3）蛋白表达与磷酸化蛋白

激酶 B（p-AKT）表达以及预后的关系。方法：选择 2017年 1月至 2018年 12月我院收治的 363例 BIDC患者，采用免疫组化法检

测经手术切除的 BIDC癌组织和癌旁组织中 IRS1蛋白、PRSS3蛋白以及 p-AKT表达，比较 BIDC不同病理特征 IRS1蛋白、

PRSS3蛋白表达差异。Spearman秩相关分析 IRS1蛋白、PRSS3蛋白表达与 p-AKT表达的相关性。术后定期随访，采用 Ka-

plan-Meier生存分析、Cox风险比例回归分析 IRS1蛋白、PRSS3蛋白表达与 BIDC患者预后的关系。结果：BIDC组织中 IRS1蛋

白、PRSS3蛋白、p-AKT阳性表达率分别为 68.87%、58.13%、68.04%，均高于对照组的 46.56%、40.50%、41.60%（P＜0.05）。IRS1蛋

白表达、PRSS3蛋白表达与 p-AKT表达均呈正相关（rs=0.805、0.796，P＜0.05）。肿瘤直径＞2 cm、低中度分化、AJCC分期为Ⅱ期

的患者 IRS1蛋白阳性表达率高于肿瘤直径≤ 2cm、高度分化、AJCC分期为Ⅰ期的患者（P＜0.05），AJCC分期为Ⅱ期、HER-2

阳性表达、Ki-67 阳性表达的患者 PRSS3 蛋白阳性表达率高于 AJCC 分期为Ⅰ期、HER-2 阴性表达、Ki-67 阴性表达的患者

（P＜0.05）。Kaplan-Meier生存分析显示 IRS1蛋白、PRSS3蛋白阳性表达者 PFS生存率、OS生存率低于 IRS1蛋白、PRSS3蛋白

阴性表达者（P＜0.05）。多因素 COX风险比例回归结果显示 AJCC分期Ⅲ期、IRS1蛋白阳性表达、PRSS3蛋白阳性表达是 BIDC

患者预后不良的危险因素（P＜0.05）。结论：BIDC癌组织中 IRS1蛋白、PRSS3蛋白阳性表达率增高，IRS1蛋白、PRSS3蛋白可能

通过调节 p-AKT参与 BIDC癌症进展过程。
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Relationship Research between the IRS1, PRSS3 Protein Expression and
Phosphorylated Protein Kinase B Expression and Prognosis

in Breast Invasive Ductal Carcinoma*

To investigate the relationship between the insulin receptor substrate 1 (IRS1) protein, serine proteinase 3

(PRSS3) protein expression and the phosphorylated protein kinase B (p-AKT) expression and prognosis in breast invasive ductal carcinoma

(BIDC). 363 patients with BIDC who were admitted to our hospital from January 2017 to December 2018 were selected. Im-

munohistochemical method was used to detect the IRS1 protein, PRSS3 protein and p-AKT expression in surgically resected BIDC can-

cer tissues and paracancerous tissues. The expression differences of IRS1 protein and PRSS3 protein in different pathological characteris-

tics of BIDC were compared. Spearman rank correlation analysis was used to analyze the correlation between the IRS1 protein, PRSS3

protein expression and p-AKT expression. Postoperative follow-up was performed regularly. Kaplan-Meier survival analysis and Cox risk

ratio regression were used to analyze the relationship between the IRS1 protein and PRSS3 protein expression and the prognosis of pa-

tients with BIDC. The positive expression rates of IRS1 protein, PRSS3 protein and p-AKT in BIDC tissue were 68.87% ,

58.13% and 68.04%, respectively, which were all higher than 46.56%, 40.50% and 41.60% in control group (P<0.05). The IRS1 protein
expression, PRSS3 protein expression were positively correlated with p-AKT expression (rs=0.805, 0.796, P<0.05). The positive expres-
sion rate of IRS1 protein in patients with tumor diameter > 2 cm, low to moderate differentiation and AJCC stage II were higher than that

in patients with tumor diameter ≤ 2 cm, high differentiation and AJCC stage I (P<0.05). The positive expression rate of PRSS3 protein in
patients with AJCC stage II, HER-2 positive expression and Ki-67 positive expression were higher than that in patients with AJCC stage

I, HER-2 negative expression and Ki-67 negative expression (P<0.05). Kaplan-Meier survival analysis showed that the PFS survival rate

and OS survival rate of patients with positive expression of IRS1 protein and PRSS3 protein were lower than those with negative expres-
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sion of IRS1 protein and PRSS3 protein (P<0.05). Multivariate COX proportional regression analysis showed that AJCC stage Ⅲ, IRS1

protein positive expression and PRSS3 protein positive expression were risk factors for poor prognosis of patients with BIDC(P<0.05).
The positive expression rates of IRS1 protein and PRSS3 protein in BIDC cancer tissues are increased, and IRS1 protein

and PRSS3 protein may participate in the progression of BIDC cancer by regulating p-AKT.

Breast invasive ductal carcinoma; Insulin receptor substrate 1; Serine proteinase-3; Phosphorylated protein kinase B;

Pathological characteristics; Prognosis

前言

乳腺浸润性导管癌（BIDC）是乳腺癌最常见的病理类型，

早期 BIDC患者经根治手术治疗后可获得较好的预后，而中晚

期患者往往丧失最佳手术治疗时机，死亡率较早期患者明显增

高[1]。早期发现，早期预防和治疗对 BIDC患者预后非常重要，

因此亟需寻找可靠的 BIDC 标志物。磷酸化蛋白激酶 B

（p-AKT）被认为参与包括 BIDC在内的各种类型恶性肿瘤的

细胞增殖、存活、侵袭、迁移、凋亡以及葡萄糖代谢和 DNA修复

的信号传导途径[2]。胰岛素受体底物 1（IRS1）是细胞质衔接蛋

白，通过介导胰岛素样生长因子 -1受体（IGF-1R）的信号传导

参与癌细胞增殖、迁移过程[3]。丝氨酸蛋白酶 3（PRSS3）是一种

胰蛋白酶原，通过羧基末端跨膜结构域锚定在细胞膜上，与细

胞增殖分化以及细胞癌变、侵袭和迁移等病理生理过程密切相

关[4]。但是目前缺乏 IRS1、PRSS3在 BIDC的报道，IRS1、PRSS3

是否与 p-AKT以及 BIDC发病进展有关尚不清楚，鉴于此，本

研究拟采用免疫组化法检测 BIDC组织中 IRS1 蛋白、PRSS3

蛋白的表达，探讨其与 p-AKT表达以及预后的关系，旨在为临

床诊治、病情和预后判断提供参考。

1 资料与方法

1.1 临床资料

选择 2017 年 1 月至 2018 年 12 月我院收治的 363 例

BIDC患者。纳入标准：① 术后组织病理学检查证实为 BIDC；

② 入组前未接受放疗、化疗、免疫、靶向以及中医药治疗等；③

石蜡标本完好。排除标准：① 同时合并其它部位原发恶性肿瘤；

② 其它乳腺癌病理类型；③ 已经发生远处转移的患者；④ 妊娠

或哺乳期间女性。患者资料，年龄 40～61 岁，平均（50.51±

9.27）岁，肿瘤直径＞2 cm 179例，≤ 2 cm 184例；分化程度：低

中度分化 261例，高度分化 102例；美国癌症联合委员会（A-

JCC）分期[5]：Ⅰ期 172 例，Ⅱ期 191 例；雌激素受体（ER）阳性

128例，孕激素受体（PR）阳性 151例，人类表皮生长因子受体

2（HER-2）阳性 113例，Ki-67阳性 190例。

1.2 免疫组化法检测 IRS1蛋白、PRSS3蛋白、p-AKT表达

取经手术切除的 BIDC癌组织、癌旁组织（距癌组织边缘

5 cm以上）各 0.2 g，采用 4%中性甲醛溶液固定，KL-B2型石蜡

包埋机（湖北康龙电子科技有限责任公司）包埋，KH-Q330组

织切片机（湖北孝感阔海医疗科技有限公司）制作 4 滋m切片，
保存待检。取石蜡切片置于二甲苯溶液脱蜡 20 min，依次放入

100%、95%、90%、80%、70%乙醇梯度水化各 5 min，自来水冲洗

5 min。取组织标本置于柠檬酸盐修复液浸泡 10 min，自来水洗

涤两次，放入高压锅隔水加热 2 min，排气冷却至室温，采用

PBS洗涤 3次，每次各 5 min。加入 P0100A内源性过氧化物酶

封闭液（上海碧云天生物科技有限公司）室温静置 15 min，PBS

冲洗后加入 IRS1、PRSS3、p-AKT抗体（北京中杉金桥生物技术

有限公司），4℃冰箱过夜。次日，取组织标本室温下复温，PBS

冲洗 3次加二抗 -山羊抗小鼠 /兔 IgG（采用辣根过氧化物酶

标记，上海碧云天生物科技有限公司），37℃静置 1 h，PBS洗涤

3次，新鲜配制 DAB液显色，自来水冲洗，苏木素复染，自来水

冲洗，待风干后采用中性树胶滴在组织旁边封固，盖上盖玻片。

由我院病理科 2名副主任病理医师进行结果判读。在日本

奥林帕斯 CX41生物显微镜下从每个组织标本中随机选取 3

个高倍视野进行观察，以 PBS为阴性对照，以细胞质或细胞浆

或细胞核中的淡黄色至棕褐色颗粒为阳性。分别进行染色密度

评分（无着色、淡黄色、棕黄色、棕褐色分别评分 0~3分），阳性

细胞百分比评分（≤ 25%、26%~70%、>70%分别评分 1~3分），

阳性细胞百分比评分与染色密度评分乘积为免疫反应评分，以

免疫反应评分≥ 4分为阳性[6]。同样方法采用免疫组化检测癌

组织和癌旁组织中 ER、PR、Ki-67、HER-2表达，以 ER、PR、Ki-67

在细胞核棕黄色表达、HER-2在细胞膜棕黄色表达为阳性。

1.3 随访

由我院肿瘤外科医师或护士对患者进行定期电话随访，术

后 3个月，一个月一次，第 4～12个月每 3个月随访一次，第

2-3年每 6个月随访一次。患者定期进行门诊复查，复查内容包

括血常规、肿瘤标志物、生化、乳腺超声、计算机电子断层扫描

（CT）或磁共振成像（MRI）、骨扫描等，以影像学发现新的肿瘤

灶或转移灶为复发、转移。记录随访期间无进展生存（PFS）及总

生存（OS）情况，PFS指截止随访无肿瘤复发转移或死亡，OS指

截止随访未发生死亡。

1.4 统计学分析

SPSS 25.0进行数据分析，IRS1蛋白、PRSS3蛋白、p-AKT

阳性表达率以例(%)表示计数资料，采用 x2检验。Spearman秩

相关系数描述 IRS1蛋白、PRSS3蛋白表达与 p-AKT表达的相

关性，Kaplan-Meier 生存分析不同 IRS1、PRSS3 蛋白表达下

BIDC患者生存率，Log-Rank 检验生存率的差异，Cox 风险比

例回归分析影响 BIDC预后的危险因素。检验水准 琢=0.05。

2 结果

2.1 BIDC 组织和癌旁组织中 IRS1 蛋白、PRSS3 蛋白、p-AKT

表达比较

BIDC组织中 IRS1蛋白、PRSS3蛋白、p-AKT阳性表达率

均高于癌旁组织（P＜0.05），见表 1。
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2.2 IRS1蛋白、PRSS3蛋白表达与 p-AKT表达的相关性

IRS1蛋白表达、PRSS3蛋白表达与 p-AKT表达均呈正相

关（rs=0.805、0.796，P=0.000、0.000）。
2.3 不同 BIDC临床病理特征 IRS1蛋白、PRSS3蛋白表达比较

肿瘤直径＞2 cm、低中度分化、AJCC分期为Ⅱ期的患者

IRS1蛋白阳性表达率高于肿瘤直径≤ 2 cm、高度分化、AJCC

分期为Ⅰ期的患者（P＜0.05），AJCC分期为Ⅱ期、HER-2阳性

表达、Ki-67 阳性表达的患者 PRSS3 蛋白阳性表达率高于

AJCC 分期为Ⅰ期、HER-2 阴性表达、Ki-67 阴性表达的患者

（P＜0.05），其它病理特征间 IRS1蛋白、PRSS3蛋白阳性表达

率比较均无统计学差异（P＞0.05），见表 2。

表 1 BIDC组和癌旁组中 IRS1蛋白、PRSS3蛋白、p-AKT表达差异[n(%)]

Table 1 Expression differences of IRS1 protein, PRSS3 protein and p-AKT between BIDC group and paracancerous group [n(%)]

Tissues n
IRS1 protein PRSS3 protein p-AKT

Positive Negative Positive Negative Positive Negative

BIDC tissues 363 250（68.87） 113（31.13） 211（58.13） 152（41.87） 247（68.04） 116（31.96）

Paracancerous tissues 363 169（46.56） 194（53.44） 147（40.50） 216（59.50） 151（41.60） 212（58.40）

x2 37.030 22.572 51.253

P 0.000 0.000 0.000

表 2 不同 BIDC临床病理特征 IRS1蛋白、PRSS3蛋白表达比较[n(%)]

Table 2 Comparison of the expression of IRS1 protein and PRSS3 protein in different clinicopathological characteristics of BIDC[n(%)]

Clinicopathological

characteristics
n=363

IRS1 protein

positive（250 cases）
x2 P

PRSS3 protein

positive（211 cases）
0.002

Age

＜50 years 128 81（63.28） 2.881 0.089 72（56.25） 0.286

≥ 50 years 235 169（71.91） 139（59.15）

Tumor diameter

＞2 cm 179 146（81.56） 26.540 0.000 101（56.42） 0.420

≤ 2 cm 184 104（56.52） 110（59.78）

AJCC stage

StageⅠ 172 98（56.98） 21.569 0.000 72（41.86） 14.627

StageⅡ 191 152（79.58） 139（72.77）

Differentiation degree

High differentiation 102 59（57.84） 8.047 0.005 57（55.88） 0.294

Low to moderate

differentiation
261 191（73.18） 154（59.00）

ER

Positive 128 82（64.06） 2.501 0.140 82（64.06） 2.862

Negative 235 168（71.49） 129（54.89）

PR

Positive 151 100（66.23） 0.844 0.358 85（56.29） 1.362

Negative 212 150（70.75） 126（59.43）

HER2

Positive 113 80（70.80） 0.284 0.594 76（67.26） 5.619

Negative 250 170（68.00） 135（54.00）

Ki-67

Positive 190 134（70.53） 0.510 0.475 125（65.79） 9.618

Negative 173 116（67.05） 86（49.71）

P

0.593

0.517

0.000

0.588

0.091

0.243

0.018

0.002
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2.4 不同 IRS1蛋白、PRSS3蛋白表达 BIDC患者生存差异比较

本次随访截止 2021年 3月，363例患者失访 29例，中位

随访 25（12～36）个月，随访期间死亡 64例，复发转移 48例。

IRS1 蛋白阳性表达者 3 年 PFS 生存率、OS 生存率分别为

63.20%（146/231）、77.49%（179/231），低于 IRS1蛋白阴性表达

者的 73.79%（76/103）、88.35%（91/103）；PRSS3 蛋白阳性表达

者 3 年 PFS 生存率、OS 生存率分别为 61.97%（145/234）、

75.64%（177/234），低于 PRSS3 蛋白阴性表达者的 77.00%

（77/100）、93.00%（93/100）（Log -Rank x2=4.900、6.068；7.947、
13.700，P=0.027、0.014；0.005、0.000），见图 1。

图 1 不同 IRS1蛋白、PRSS3蛋白表达下 BIDC患者生存曲线图

Fig.1 Survival curve of patients with BIDC under different expressions of IRS1 protein and PRSS3 protein

2.5 Cox比例风险回归分析预后不良的影响因素

建立 COX回归方程，纳入年龄（赋值：0=＜60岁，1=≥ 60

岁）、肿瘤直径（赋值：0=≤ 2 cm，1=＞2 cm）、AJCC分期（赋值：

0=Ⅰ期，1=Ⅱ期）、分化程度（赋值：0=高度分化，1=低中度分

化）、ER表达（赋值：0=阴性，1=阳性）、PR表达（赋值：0=阴

性，1=阳性）、HER2表达（赋值：0=阴性，1=阳性）、Ki-67表达

（赋值：0=阴性，1=阳性）、IRS1蛋白表达（赋值：0=阴性，1=阳

性）、PRSS3蛋白表达（赋值：0=阴性，1=阳性）、p-AKT 表达

（赋值：0=阴性，1=阳性）为自变量，BIDC患者预后（赋值：0=

存活，1=死亡或复发转移）为因变量。逐步法排除无关变量，单

因素 COX风险比例回归结果显示低中度分化、AJCC 分期为

Ⅱ期、IRS1 蛋白阳性表达、PRSS3 蛋白阳性表达与 BIDC 患

者预后有关（P＜0.05），多因素 COX风险比例回归结果显示

AJCC分期为Ⅱ期、IRS1蛋白阳性表达、PRSS3蛋白阳性表达

是 BIDC患者预后不良的危险因素（P＜0.05），见表 3和表 4。

表 3 影响 BIDC患者预后的单因素 COX回归方程

Table 3 Univariate Cox regression equation influencing the prognosis of patients with BIDC

Factors 茁 SE Wald x2 HR(95%CI) P

AJCC stage II 0.221 0.094 5.528 1.247（1.037～1.500） 0.006

IRS1 protein positive expression 0.192 0.087 4.870 1.212（1.022～1.437） 0.010

PRSS3 protein positive expression 0.207 0.096 4.649 1.230（1.019～1.485） 0.015

表 4 影响 BIDC患者预后的多因素 COX回归方程

Table 4 Multivariate Cox regression equation influencing the prognosis of patients with BIDC

Factors 茁 SE Wald x2 HR(95%CI) P

Differentiation degree 0.292 0.089 10.764 1.339（1.125～1.594） 0.000

AJCC stage 0.395 0.124 10.147 1.484（1.164～1.893） 0.000

IRS1 positive expression 0.202 0.078 6.707 1.224（1.050～1.426） 0.003

PRSS3 positive expression 0.295 0.103 8.203 1.343（1.098～1.644） 0.000

3 讨论

蛋白激酶 B（Akt）是细胞经典的信号通路 -磷脂酰肌醇 -3-

激酶（PI3K）/ AKT组成部分，PI3K被激活后产生磷脂酰肌醇

-3-磷酸盐（PI-3-P），PI-3-P与 AKT结合完成下游信号的转导，

参与细胞增殖分化、生存凋亡，葡萄糖摄取与储存等生理过

程 [7-9]。Akt信号通路参与细胞转录、翻译、迁移、代谢、增殖、存

活以及血管生成等调控，Akt 磷酸化可引起下游信号通路异

常，导致人类肿瘤发生和进展，现有研究显示 Akt信号通路的

激活与 BIDC发病和进展有关[10]。

已知胰岛素样生长因子（IGF）/胰岛素信号传导途径参与

恶性肿瘤细胞增殖和迁移 [11-13]，IGF是与胰岛素高度同源的蛋

白，通过激活细胞膜外受体 - IGF-1R并与之结合，募集胰岛素

受体底物（IRS），将信号转导至下游信号分子[14-16]，调节细胞生

物学行为，参与肿瘤细胞增殖、凋亡、细胞分化及血管生成等过

程[17-19]。IRS1是介导 IGF /胰岛素信号转导的关键调节蛋白，通
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过调控 IGF /胰岛素下游信号转导参与结直肠癌[20]、非小细胞

肺癌 [21] 等恶性肿瘤的发生和进展。本研究发现 IRS1蛋白在

BIDC癌组织中阳性表达率高于癌旁组织，且 IRS1蛋白表达与

BIDC肿瘤直径、分化程度、AJCC分期和生存率有关，说明

IRS1蛋白在 BIDC可能发挥促癌作用。邹华伟等人[22]同样发现

IRS1在乳腺癌组织中高表达，IRS1表达与 AJCC分期、淋巴结

转移以及生存时间有关。相关研究发现 IRS1在乳腺癌细胞增

殖中发挥关键作用，抑制 IRS1表达可阻止其介导的下游信号

激活，进而导致癌细胞增殖减少，凋亡增加[14]。本研究相关性分

析显示 IRS1蛋白表达与 p-AKT呈正相关，说明两者在 BIDC

中可能发挥协同作用机制。Liu [23]等人发现 IRS1可激活 PI3K/

AKT信号途径，促使缺氧诱导因子 1琢，血管内皮生长因子表
达，促使乳腺癌细胞有丝分裂和血管形成，推测 IRS1蛋白可能

通过启动 AKT信号通路参与 BIDC恶性进展过程。

PRSS3属于丝氨酸蛋白酶的一种，是胰蛋白酶原的三种主

要同工型之一，主要在胰腺腺泡细胞中合成，分泌到小肠发挥

促进消化作用，由于 PRSS3具有活性丝氨酸残基催化位，趋化

因子、生长因子、生长因子受体等被激活后均可通过分泌丝氨

酸蛋白酶传递信号，促使肿瘤的发生、增殖和转移[24-26]。现有报

道显示 PRSS3在前列腺癌组织中表达上调，PRSS3高表达与

前列腺癌术后肿瘤进展有关 [27]，PRSS3在胃癌组织中高表达，

PRSS3高表达与胃癌淋巴结转移和术后生存有关[28]。本研究发

现 PRSS3 蛋白在 BIDC 中阳性表达率明显高于癌旁组织，

PRSS3蛋白表达与 BIDC的 AJCC分期，HER-2和 Ki-67表达

有关，回归分析结果示 PRSS3蛋白阳性表达是 BIDC患者随访

期间死亡的主要危险因素之一，说明 PRSS3蛋白阳性表达与

BIDC恶性增殖侵袭行为以及生存率低下有关。PRSS3蛋白参

与 BIDC的机制尚不清楚，可能 PRSS3蛋白促使内皮细胞迁

移，诱导肿瘤转移有关[29]，或与 PRSS3蛋白过表达增强癌细胞

侵袭能力有关[30]。本研究相关性分析结果显示 PRSS3蛋白表达

与 p-AKT呈正相关，提示 PRSS3蛋白、p-AKT可能相互协同

促使 BIDC进展。马洪海[31]发现 PRSS3在肺癌中高表达，敲低

肺癌细胞中 PRSS3的表达后，p-AKT水平降低，说明 PRSS3

表达降低后 AKT相关信号通路受到抑制，由此推测 PRSS3蛋

白可能通过调节 AKT相关信号通路参与 BIDC癌症进展。

综上，BIDC癌组织中 IRS1蛋白、PRSS3蛋白阳性表达率

增高，IRS1蛋白、PRSS3蛋白表达与 BIDC临床病理特征以及

术后生存均存在密切关系，可作为 BIDC预后评估的生物学指

标。IRS1、PRSS3可能通过 AKT信号通路参与了 BIDC发病和

进展过程。
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