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EpCAM, Vimentin和 N-Cadherin在三阴型乳腺癌中的表达和预后意义 *
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摘要目的：探讨 EpCAM、Vimentin和 N-Cadherin在三阴型乳腺癌（TNBC）中表达的临床病理及预后意义。方法：采用免疫组化

MaxVisionTM法检测 161 例 TNBC 中 EpCAM、Vimentin 和 N-Cadherin 表达，分析其与临床病理特征和预后的关系。结果：

EpCAM、Vimentin 及 N-Cadherin 在 161 例 TNBC 中的表达率分别为 62.1 %、20.5 %、17.4 %。EpCAM 表达与 Vimentin、

N-Cadherin均具有正相关性。EpCAM和 Vimentin蛋白阳性率均随着肿瘤体积增大、淋巴结阳性、TNM分期增高而增高（均为

P＜0.05）；N-Cadherin 表达率随着 TNM分期增高而增高（P=0.000）。Log-rank 检验和单因素分析显示，EpCAM、Vimentin 和

N-Cadherin阳性的患者预后较差（均为 P＜0.001）。多因素 COX分析显示，当仅经临床分期、肿瘤大小和淋巴结转移校正时，

EpCAM是独立的预后因子（P=0.026），但纳入 Vimentin和 N-Cadherin后，EpCAM则不是独立的预后因子（P＞0.05）。结论：

EpCAM在 TNBC中与其临床病理特征和预后相关，并与 EMT关系密切，EpCAM与 EMT可能参与 TNBC的发生发展过程。
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Expression and Prognostic Significance of EpCAM, Vimentin and
N-Cadherin in Triple-negative Breast Cancer*

To investigate the clinicopathological and prognostic significance of EpCAM，Vimentin and N-Cadherin

expression in triple-negative breast cancer (TNBC). The expressions of EpCAM, Vimentin and N-Cadherin in 161 cases of

TNBC were detected by immunohistochemical MaxVisionTM method, and the relationship between their expressions and the clinical

pathological features and prognosis were analyzed. The expression rates of EpCAM, Vimentin and N-Cadherin in 161 cases of

TNBC were 62.1%, 20.5% and 17.4%, respectively. The expression of Vimentin was positively correlated with N-Cadherin and EpCAM.

The positive rates of EpCAM and Vimentin increased with tumor size, lymph node positive and TNM stage (P < 0.05), and N-Cadherin

expression increased with TNM stage (P=0.000). Log-rank test and univariate analysis showed that the expressions of EpCAM, Vimentin

and N-Cadherin were associated with a significantly worse overall survival (P<0.001). In multivariate COX analysis, after adjusting for

TNM stage, tumor size and lymph node metastasis, EpCAM was an independent prognostic factor (P=0.026), but it had no independent

prognostic significance after adjusting for Vimentin and N-Cadherin further. EpCAM is associated with clinical-

pathological features and prognosis in TNBC, and is closely related to EMT, EMT and EpCAM may be involved in the development of

TNBC.
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前言

乳腺癌是女性常见的恶性上皮性肿瘤，具有较强的异质

性，可以根据 ER、PR和 HER2的免疫组化结果进行分子分型
[1]。三阴型乳腺癌（triple-negative breast cancer, TNBC），即 ER、

PR和 HER2均阴性的乳腺癌，侵袭性强，而且缺乏临床有效的

治疗靶点，预后不良[2]，对其发生发展机制研究是近年来的热

点。上皮黏附分子（epithelial cell adhesion molecule , EpCAM）

是一种跨膜蛋白，表达于人类多种上皮性癌中，包括乳腺癌[3]。

EpCAM在乳腺癌中呈高表达，过表达与患者预后差相关，但它

在乳腺癌中的具体作用机制尚不清楚。有研究发现 EpCAM可

在体外乳腺癌细胞株中促进上皮 - 间质转化（epithelial-mes-

enchymal transition , EMT），后者目前认为是一种重要的肿瘤浸

润、转移机制 [4]。但 EpCAM和 EMT在人类乳腺癌，尤其是

TNBC组织中的关系尚罕见文献报道。本研究通过免疫组织化

学法检测 TNBC中 EpCAM与 EMT标志物 Vimentin、N-Cad-
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herin的表达，探讨 EpCAM在 TNBC中与 EMT的关系及预后

意义。

1 材料与方法

1.1 临床资料

收集 2000年 1月～2009年 12月滨州市人民医院病理科

诊断的乳腺浸润性导管癌（非特殊型）病例 835例。所有病例均

由高年资病理医师复核切片，制作组织芯片并免疫组化染色。

根据免疫组化结果及 2013年 St Gallen国际乳腺癌大会乳腺

癌分子分型标准分型[5]，筛选出 TNBC 161例，纳入为本文研究

对象。患者年龄 37~77（51.60± 8.70）岁，已绝经患者 93例。161

例患者术前未进行任何放疗、化疗或内分泌治疗。获得随访数

据 141例，中位随访时间 71个月（25~179个月）。

1.2 试剂

EpCAM（鼠单抗，克隆号 VU-1D9）、Vimentin（兔单抗，克

隆号 SP20）、N-Cadherin（鼠单抗，克隆号 D-4）、ER（兔单抗，克

隆号 SP1）、PR（兔单抗，克隆号 SP2）、HER-2（鼠单抗，克隆号

CB11）抗体、Ki-67（鼠单抗，克隆号 MIB-1）及 MaxVisionTM二

步法免疫组织化学染色试剂盒均购自福州迈新生物技术开发

公司。

1.3 方法

1.3.1 免疫组织化学染色方法 采用MaxVisionTM二步法进

行免疫组织化学染色，具体步骤：石蜡切片脱蜡到水，PBS洗后

对组织进行抗原热修复（修复液 PH6.0柠檬酸盐），3 %H2O2封

闭内源性过氧化物酶，PBS洗后滴加第一抗体，室温下孵育 60

min，PBS冲洗后滴加即用型MaxVisionTM试剂，室温下孵育

15 min。PBS冲洗后滴加新鲜配制的 DAB溶液，自来水冲洗，

苏木素复染，脱水、透明、中性树胶封固。以 PBS替代一抗作为

阴性对照。

1.3.2 免疫组织化学染色结果判断 ER、PR阳性定位于细胞

核，ER和 PR的结果判读标准采用 2010年美国临床肿瘤学会

（ASCO）和美国病理学家协会（CAP）指南的判读标准。HER-2

阳性定位于细胞膜，HER-2的结果判读标准采用 2013年美国

临床肿瘤学会（ASCO）和美国病理学家协会（CAP）指南的判读

标准。EpCAM、N-Cadherin 阳性定位于细胞膜 / 细胞质，Vi-

mentin阳性定位于细胞质。EpCAM按文献方法计分[6]，计数组

织中阳性肿瘤细胞的百分数（0～100）和相应阳性强度（0～3），

取其乘积的和为 H-score（0~300）。EpCAM染色的 H-score≥

100分为阳性，＜100分为阴性。由两位病理医师采用双盲法进

行结果评价。对两位病理医师评价结果不一致的病例，取其评

价结果的平均值。Vimentin和 N-Cadherin按文献中方法进行

评价[7]，计数肿瘤组织中阳性细胞的百分数，阳性细胞比例≥ 10

%为阳性，＜10 %为阴性。

1.4 统计学分析

采用 SPSS20.0统计学软件分析数据，计数资料比较采用

X2 检验。通过 Spearman 相关分析评价 EpCAM 表达与 Vi-

mentin、N-Cadherin的相关性。通过 Kaplan-Meier曲线、log-rank

检验和 Cox回归模型分析评估 EpCAM、Vimentin、N-Cadherin

表达与乳腺癌患者预后的相关性。检验水准为琢=0.05，P＜0.05

为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 EpCAM、Vimentin 及 N-Cadherin 表达与 TNBC 临床病理

特征的关系（表 1）

EpCAM、Vimentin及 N-Cadherin 在 161 例 TNBC 中的表

达率分别为 62.1 %(100/161)、20.5 %(33/161)、17.4 %(28/161)，

图 1。EpCAM、Vimentin及 N-Cadherin的表达均与绝经状态无

关（均为 P＞0.05，表 1）。EpCAM蛋白阳性率随着肿瘤体积增

大、淋巴结阳性、组织学级别增高、TNM分期增高而增高（均为

P＜0.05，表 1）；Vimentin蛋白阳性率随着肿瘤体积增大、淋巴

结阳性、TNM分期增高而增高（均为 P＜0.05，表 1），并有随着

组织学级别增高而增高的趋势（X2=2.776，P=0.096）；N-Cad-

herin表达率随着 TNM分期增高而增高（X2=17.919，P=0.000），

并有淋巴结阳性（X2=2.889，P=0.089）而增高的趋势，但与肿瘤

大小（X2=2.294，P=0.130）和组织学分级无关（X2=0.007，P=0.

931）。

2.2 EpCAM表达与 Vimentin、N-Cadherin的相关性

161例 TNBC中，Spearman相关分析显示，EpCAM和 Vi-

mentin 表达呈显著正相关 （r=0.270，P=0.001）；EpCAM 和

N-Cadherin的表达呈显著正相关（r=0.156，P=0.049）。

2.3 EpCAM、Vimentin 和 N-Cadherin 表达对 TNBC 预后的影

响

Log-rank检验分析显示，EpCAM表达与 TNBC患者预后

有关，阳性患者的预后较阴性患者差（X2=14.174，P=0.000），图

2；Vimentin（X2=77.861，P=0.000）和 N-Cadherin（X2=55.855，

P=0.000）阳性表达的患者预后也均较阴性患者差。单因素

COX分析显示（表 2），具有提示 TNBC患者预后不良的指标

有肿瘤大小＞5 cm、淋巴结转移、EpCAM阳性、Vimentin阳性、

N-Cadherin阳性和高 TNM分期。纳入临床分期、肿瘤大小、淋

巴结转移、EpCAM、Vimentin和 N-Cadherin表达情况进行多因

素 COX分析，结果显示只有 TNM分期（HR=5.975，P=0.013）

是独立的预后因子，其他指标均不是独立的预后因子（均为

P＞0.05，表 2）。当仅经临床分期、肿瘤大小和淋巴结转移校正

时，EpCAM 则是独立的预后因子 （HR=2.861, 95% CI：

1.134-7.217，P=0.026）。

3 讨论

在乳腺癌的 5种分子亚型中，TNBC最受临床肿瘤学家和

病理学家关注。与其他乳腺癌分子亚型比较，TNBC具有更高

的侵袭性，而且缺乏 ER、PR和 HER2等常见的靶向治疗药物

靶点，使其患者临床预后不良[2]。虽然肿瘤转移的机制尚未完全

揭示，但近年来 EMT在肿瘤转移中的作用越来越受到人们重

视。EMT表现为细胞上皮特征丢失，并同时获得间叶组织特

征。它在胚胎发育、组织再生、炎症、伤口愈合、纤维化和肿瘤

发生中起到重要作用[8]。发生 EMT的细胞表现为细胞钙黏附蛋

白水平变化，如 E-Cadherin表达水平下降和 N-Cadherin表达

增强，同时间叶骨架蛋白如 Vimentin的表达水平上升。本研究

即通过检测 Vimentin 和 N-Cadherin 的表达水平来观察 EMT

的发生。

EMT在乳腺癌的发生发展中可能发挥作用的证据大多来
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表 1 EpCAM、Vimentin及 N-Cadherin表达与三阴性乳腺癌临床病理特征的关系

Table 1 Relation between the expression of EpCAM, Vimentin, N-Cadherin protein and the clinicopathological features of breast invasive ductal

carcinoma

Clinicopathological features N
EpCAM+

P
Vimentin+

P
N-Cadherin+

P
n（%） n（%） n（%）

Menopausal state

Premenopausal 68 46(67.6)
0.216

13(19.1)
0.711

12(17.6)
0.942

Postmenopausal 93 54(58.1) 20(21.5) 16(17.2)

Tumor size

≤ 5 cm 149 89(59.7)
0.028

26(17.4)
0.001

24(16.1)
0.130

＞5 cm 12 11(91.7) 7(58.3) 4(33.3)

Lymph node metastasis

Positive 81 67(83.8)
0.000

25(31.2)
0.001

18(22.5)
0.089

Negative 80 33(40.7) 8(9.9) 10(12.3)

Histological grade

Ⅱ 18 5(27.8)
0.001

1(5.6)
0.096

3(16.7)
0.931

Ⅲ 143 95(66.4) 32(22.4) 25(17.5)

TNM stage

Ⅰ~Ⅱ 124 67(54.0)
0.000

12(9.7)
0.000

13(10.6)
0.000

Ⅲ~Ⅳ 37 33(89.2) 21(56.8) 15(40.5)

源于体外细胞培养实验结果[4]。在临床标本中是否存在 EMT尚

存在争议。Jeong H等[9]研究了 492例乳腺癌中 EMT标志物的

表达情况，发现 EMT 的分子标志物 Vimentin、N-Cadherin、

SMA等在 8 %~10 %的乳腺癌存在阳性表达，并且与 ER、PR、

HER2、组织学分级和基底样表型相关，但同时他们发现与淋巴

结转移和肿瘤大小无关。与上述结果不同的是，本文发现在

TNBC中 Vimentin和 N-Cadherin的表达水平均随着临床分期

的增高而增高，Vimentin还与淋巴结转移相关，提示 EMT在

TNBC的侵袭性生物学行为中具有重要地位。

EpCAM常常在乳腺癌、卵巢癌、前列腺癌、胃癌等很多上

皮性肿瘤中过表达[10]。本文显示 EpCAM在 TNBC中表达率高

达 62.1 %。文献报道的乳腺癌中 EpCAM表达情况与本文相

近。Abd EN等[11]检测了 126例乳腺癌中 EpCAM的表达，发现

在 TNBC中为 88.9 %。Soysal等[6]报道 1365例乳腺癌中 Ep-

CAM的过表达率为 48 %，其中 136例 TNBC中 EpCAM的过

表达率为 63.8 %。EpCAM与 TNBC临床病理特征的关系尚罕

见文献报道。本研究发现 EpCAM的阳性表达与肿瘤体积增

大、淋巴结阳性、组织学级别增高、TNM分期有关。李金梅等[12]

报道 EpCAM蛋白过表达与 TNBC的组织学分级、淋巴结转移

呈正相关。体外乳腺癌细胞株实验显示，EpCAM可增强乳腺癌

细胞株增殖活性和侵袭能力[13]，但作用机制尚不清楚。本研究

发现在 TNBC 中，EpCAM 表达与 Vimentin 和 N-Cadherin 的

表达呈正相关。有体外乳腺细胞株研究显示，EpCAM参与了

TGF-茁1介导的 EMT，当 EpCAM过表达时，可增强 TGF-茁1介
导的 EMT，敲除 EpCAM可抑制 EMT[14]。

EpCAM在 TNBC中的预后价值尚少见文献报道。Soysal

等[6]研究发现 EpCAM的表达与 TNBC的预后差相关。本研究

也发现 EpCAM的阳性表达的 TNBC患者预后较差。EMT是

图 1 EpCAM、N-Cadherin和 Vimentin在乳腺浸润性导管癌（Ⅲ~Ⅳ期）中的表达（免疫组织化学，DAB显色, × 200）

Fig.1 Expression of EpCAM,N-Cadherin and Vimentin protein in infiltrating ductal carcinoma of breast(TNM stageⅢ~Ⅳ)(Immunohistochemistry, DAB

staining, × 200）Note: A: The positive membrane staining of EpCAM; B: The positive membrane staining of N-Cadherin; C: The positive plasma staining

of Vimentin; Arrow: the postive cell.
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图 2 EpCAM表达与乳腺浸润性导管癌预后的 Kaplan-Meier生存曲线

Fig.2 Kaplan-Meier survival curve for overall survival depending on

EpCAM expression of infiltrating ductal carcinoma of breast

表 2影响乳腺癌整体生存率的单因素和多因素 COX分析

Table 2 Predictors for Overall Survival in Univariate and Multivariate COX Analyses for Breast Cancer Patients

Univariate analysis

HR（95%CI）
P

Multivariate analysis

HR（95%CI）
P

Menopausal premenopausal 1.000

postmenopausal 1.184(0.624-2.246) 0.606

Tumor size ≤ 5 cm 1.000 1.000

＞5 cm 9.957(4.711-21.046) 0.000 2.236(0.997-5.016) 0.051

Lymph node negative 1.000 1.000

positive 3.193(1.560-6.535) 0.001 0.376(0.099-1.431) 0.151

Histological grade Ⅱ 1.000

Ⅲ 1.309(0.465-3.683) 0.610

EpCAM negative 1.000 1.000

positive 4.213(1.861-9.542) 0.001 2.191(0.847-5.665) 0.106

Vimentin negative 1.000 1.000

positive 11.477(5.852-22.509) 0.000 2.204(0.764-6.360) 0.144

N-Cadherin negative 1.000 1.000

postive 8.095(4.224-15.513) 0.000 1.756(0.759-4.064) 0.188

TNM stage Ⅰ~Ⅱ 1.000 1.000

Ⅲ~Ⅳ 11.608(5.914-22.787) 0.000 5.975(1.468-24.325) 0.013

肿瘤浸润、转移的重要机制，理论上伴有 EMT的肿瘤更容易发

生侵袭性生长，预后不良。本研究显示表达 EMT标志物的患者

预后较差，但多因素分析显示 Vimentin和 N-Cadherin均不是

独立的预后因子，只有肿瘤 TNM分期是独立预后因子，提示

EMT可能是 TNBC发生发展中的一过性过程或阶段，仅在肿

瘤浸润、转移过程中发挥非持续性的作用。值得注意的是，Ep-

CAM的预后作用受到 EMT的影响，不考虑 EMT时，EpCAM

是独立的预后因子，纳入 EMT时，则丧失其独立预后价值，这

也提示二者在 TNBC中存在密切关系。

综上，本研究发现 EpCAM在 TNBC中具有较高的表达

率，并与其临床病理特征和预后相关，而且与 EMT关系密切，

EpCAM 与 EMT可能参与 TNBC 发生发展过程。目前针对

EpCAM-CD3的双特异抗体 catumaxoma已在伴有恶性胸腔积

液的乳腺癌患者中观察到了治疗反应[15]，其在 TNBC中的治疗

应用同样值得期待，即 EpCAM很可能成为 TNBC的一个重要

的治疗靶点，值得我们进行进一步深入的研究。
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