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摘要 目的：探讨三阴性乳腺癌（TNBC）组织雄激素受体（AR）、基质金属蛋白酶 9（MMP-9）、E-钙黏蛋白（E-cadhenrin）表达与临

床病理特征及预后的关系。方法：选取 2014年 1月至 2017年 1月徐州医科大学附属沭阳医院收集的 91例 TNBC患者手术切除

的癌组织和癌旁组织以及 61例乳腺增生组织（对照组）石蜡标本，免疫组化法检测 AR、MMP-9、E-cadhenrin表达情况。分析 AR、

MMP-9、E-cadhenrin表达与 TNBC患者临床病理参数之间的关系，Kaplan-Meier生存曲线、COX风险比例回归分析 AR、MMP-9、

E-cadhenrin表达与 TNBC患者预后的关系。结果：TNBC癌组织中MMP-9阳性表达率高于癌旁组织和对照组，AR、E-cadhenrin

阳性表达率低于癌旁组织和对照组（P<0.05）。AR表达与分化程度、组织学分级、淋巴结状态有关，MMP-9表达与组织学分级、淋

巴结状态、Ki-67表达有关，E-cadhenrin表达与组织学分级、淋巴结状态有关（P<0.05）。Kaplan-Meier生存分析结果显示MMP-9

阳性表达患者生存率均低于 MMP-9阴性表达患者，AR、E-cadhenrin阴性表达患者生存率均低于 AR、E-cadhenrin阳性表达患者

（P<0.05）。COX风险比例回归分析结果显示淋巴结状态 N1-2、MMP-9阳性表达、AR、E-cadhenrin阴性表达是 TNBC患者预后不

良的危险因素（P<0.05）。结论：MMP-9过度表达和 AR、E-cadhenrin表达缺乏与 TNBC患者肿瘤恶性侵袭行为和预后不良有关，

评价 AR、MMP-9、E-cadhenrin表达状态可为 TNBC患者预后预测提供一定的依据。
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Study on the Relationship between Expression of AR, MMP-9, E-cadhenrin
and Clinicopathological Characteristics and Prognosis of Triple Negative

Breast Cancer Tissue*

To investigate the relationship of expression of androgen receptor (AR), matrix metalloproteinase 9

(MMP-9), E-cadhenrin with clinicopathological characteristics and prognosis of triple negative breast cancer (TNBC) tissue.

Cancerous tissue and paracancerous tissue which were resected surgically in 91 patients with TNBC and 61 cases of breast hyperplasia

(control group) paraffin specimens which were collected in Shuyang Hospital Affiliated to Xuzhou Medical University from January

2014 to January 2017 were selected, expression of AR, MMP-9, E-cadhenrin was measured by immunohistochemical method. The rela-

tionship between the expression of AR, MMP-9, E-cadhenrin and the clinicopathological parameters of TNBC was analyzed, the rela-

tionship between the expression of AR, MMP-9, E-cadhenrin and the prognosis of patients with TNBC was analyzed by Kaplan Meier

survival curve, Cox risk ratio regression. MMP-9 positive expression rate in TNBC cancerous tissue were higher than para-

cancerous tissue tissues and control group, AR, E-cadhenrin positive expression rate were lower than paracancerous tissues and control

group (P<0.05). Expression of AR was correlated with degree of differentiation, histological grade, lymph node status, expression of

MMP-9 was correlated with histological grade, lymph node status, Ki-67 expression, and expression of E-cadhenrin was correlated with

histological grade, lymph node status (P<0.05). Kaplan-Meier survival analysis showed that the survival rate of patients with positive ex-

pression of MMP-9 was lower than those of patients with negative expression of MMP-9, and the survival rate of patients with negative

expression of AR, E-cadhenrin was lower than that of patients with positive expression of AR, E-cadhenrin (P<0.05). COX regression
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analysis showed that lymph node status N1-2, positive expression of MMP-9, AR, E-cadhenrin negative expression were risk factors for

poor prognosis of TNBC patients (P<0.05). Excessive expression of MMP-9, lack of AR, E-cadhenrin expression were asso-

ciated with malignant invasion behavior of tumor and poor prognosis in TNBC patients, and evaluation of expression of AR, MMP-9,

E-cadhenrin could provide certain basis for prognosis prediction in TNBC patients.

Triple negative breast cancer;Androgen receptor;Matrixmetalloproteinase9;E-cadherin;Pathological features;Prognosis

前言

三阴性乳腺癌（Triple negative breast cancer，TNBC）是高侵

袭性、异质性恶性肿瘤，恶性程度高，占全部乳腺癌患者的 15%

～20%，TNBC临床缺乏内分泌和靶向治疗药物，治疗后易复

发，预后差[1-3]。预测 TNBC预后，分析与其侵袭转移生物学行为

相关的分子机制是临床研究的热点。雄激素受体（androgen re-

ceptor，AR）是一种广泛表达于人体各组织的类固醇激素受体，

在多数乳腺癌组织中可检测到 AR表达，AR被证实参与乳腺

癌发生和发展[4-6]。基质金属蛋白酶 9（matrix metalloproteinase

9，MMP-9）是基质金属蛋白酶家族成员，通过分解基底膜纤维

连接蛋白、粘连蛋白参与恶性肿瘤浸润转移 [7-9]。E-钙黏蛋白

（E-cadhenrin）是细胞黏附连接的关键成分，在细胞粘附和维持

上皮细胞表型中起着重要作用，E-cadhenrin也被认为是一种肿

瘤细胞转移侵袭抑制剂，其表达缺乏与癌细胞侵袭、转移有

关[10-12]。本研究拟探讨 TNBC组织 AR、MMP-9、E-cadhenrin表

达与临床病理特征及预后的关系，以期为临床诊治提供参考。

1 资料与方法

1.1 临床资料

选取 2014年 1月至 2017年 1月徐州医科大学附属沭阳

医院收集的 91例 TNBC患者（TNBC组），纳入标准：① 雌激素

受体（estrogen receptor，ER），孕激素受体（progesterone recep-

tor，PR）、人类表皮生长因子受体 2（human epidermal growth

factor receptor 2，HER2）表达阴性和（或）荧光原位杂交

HER2/Neu基因无扩增，经病理组织学诊断为 TNBC；② 均行手

术治疗，病理类型均为浸润性导管癌；③ 标本组织完好，病理结

果完整，随访保持联系者；④ 年龄≥ 18周岁的女性患者。排除

标准：① 术前进行化疗、放疗、免疫治疗；② Luminal 型、Her-2

型、basal-like型等其它类型乳腺癌；③ 入院时已经发生远处转

移者。年龄 46～63岁，平均（55.23± 7.31）岁；乳腺肿块直径

0.62～3.56 cm，平均（2.13± 0.34）cm；组织学分级: Ⅰ级 26例，

Ⅱ级 22例，Ⅲ级 43例；淋巴结状态：N039例，N1-252例；Ki-67

低表达 38例，Ki-67高表达 53例。另选择 61例行手术治疗的

女性乳腺增生患者为对照组，年龄 42～60 岁，平均（54.35±

3.15）岁。TNBC组和对照组年龄比较无统计学差异（P＞0.05），

具有可比性。本研究获得我院医学伦理委员会批准。

1.2 免疫组织化学方法检测 AR、MMP-9、E-cadhenrin表达

取 91例 TNBC患者手术切除的癌组织和癌旁组织（距离

癌组织＞5 cm）和 61例女性乳腺增生患者手术切除组织标本，

经 10%中性福尔马林溶液固定，石蜡包埋，制作 4 滋m切片，二
甲苯中脱蜡。乙醇梯度水化后，取脱蜡热修复液（购自基因科技

上海股份有限公司）进行组织抗原热修复，高压锅模式（隔水

法）预热至 65℃将插有切片的切片架浸入修复液后加盖加热，

加热冒气后计时 2-5 min，自然降温 20 min。修复后的切片用三

乙醇胺缓冲盐水溶液（Tris Buffered Saline，TBS）（购自基因科

技上海股份有限公司）冲洗 3分钟× 3次，除去 TBS缓冲液，用

阻水笔圈定玻片上的待测组织区域。每张切片加非特异性反应

阻断剂（购自基因科技上海股份有限公司货号：GK600711-A）

1-2滴，室温下孵育 10-min，TBS缓冲液冲洗 3分钟× 3次。除

去 TBS 缓冲液，分别加入鼠抗人 AR 抗体工作液、兔抗人

MMP9抗体工作液、兔抗人 E-cadherin抗体工作液（均购自基

因科技上海股份有限公司），4℃冰箱孵育过夜。孵育完成次日

复温 30 min后，TBS缓冲液冲洗 3分钟× 3次。除去 TBS缓冲

液，每张切片加酶标羊抗鼠 /兔 IgG聚合物（购自基因科技上

海股份有限公司货号：GK600711-B）1-2滴，37℃孵育 30 min，

TBS缓冲液冲洗 3分钟× 3次。除去 TBS缓冲液，每张切片加

二氨基联苯胺（diaminobenzidine，DAB）（购自基因科技上海股

份有限公司货号：GK600711-C）150 滋L室温显色 3～5 min。再

经苏木素复染、脱水、透明、常规封片，光学显微镜随机选取 5

个高倍视野进行观察，放大倍数为 400倍。以 PBS代替一抗为

阴性对照。

1.3 结果判读

由徐州医科大学附属沭阳医院病理科 2名具有副主任职

称的病理医师在双盲条件下独立采用半定量法进行等级评定[13]，

胞浆和 /或细胞核中的淡黄色至棕色颗粒被定义为阳性。随机

从各组选择 3个切片，每个切片随机选取 5个高倍视野观察，

先进行染色密度评分，阴性为 0分，弱阳性为 1分，中度阳性

为 2分，强阳性为 3分，再进行阳性细胞百分比评分，阴性为 0

分，<25%为 1分，25%~50%为 2分，51%~75%为 3分：>75%为

4分，染色密度评分与阳性细胞百分比评分乘积为免疫反应评

分（immuno-reactive score，IRS）。IRS 0分为阴性（-），IRS 1~4分

为弱阳性（+），IRS 5~8分为中度阳性（++），IRS 9~12分为强阳

性（+++）。

1.4 随访

所有 TNBC患者均定期门诊复查，电话或微信随访，随访

截止时间为 2020年 1月，记录随访期间患者生存情况。

1.5 统计学分析

SPSS 25.0进行数据分析，阳性表达率以率(%)表示，采用

卡方检验，两两比较采用校正卡方检验，Kaplan-Meier生存曲

线分析不同 AR、MMP-9、E-cadhenrin 表达的 TNBC患者生存

率，比较采用 Log-Rank x2检验。Cox风险比例回归分析影响

TNBC患者预后的因素，检验水准 琢=0.05，校正检验水准琢=0.
013。
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Note: Bloom and Richardson grading were used for histological grading, the median of Ki-67 expression was taken as the cut-off value, the high

expression was higher than or equal to the threshold value, and the low expression was lower than the cut-off value.

Clinico-

pathological

parameters

Groupings n

AR MMP-9 E-cadhenrin

Positive

expression rate

（%）

x2 value P value
Positive

expression rate

（%）

x2 value P value
Positive

expression rate

（%）

x2 value P value

Age
≥ 50 years old 51 20（35.21）

0.212 0.645
28（54.90）

3.573 0.059
11（21.57）

1.380 0.240
＜50 years old 40 14（35.00） 14（35.00） 13（32.50）

Diameter of

breast mass

≥ 2 cm 55 19（34.55）
0.472 0.492

27（49.09）
0.483 0.487

14（25.45）
0.061 0.806

＜2 cm 36 15（41.67） 15（41.67） 10（27.78）

Differentia-

tion degree

Low to

moderate

differentiation

60 14（23.33）

14.813 0.000

33（55.00）

5.546 0.019

13（21.67）

2.100 0.156

Highly

differentiated
31 20（64.52） 9（29.03） 11（35.48）

Histological

grading

Ⅰ+Ⅱ 48 26（54.17）
12.257 0.000

13（27.08）
14.865 0.000

19（39.58）
9.129 0.003

Ⅲ 43 8（18.60） 29（67.44） 5（11.63）

Lymph node

status

N0 39 21（53.85）
7.924 0.005

12（30.77）
6.500 0.011

16（41.03）
7.546 0.006

N1-2 52 13（25.00） 30（57.69） 8（15.38）

Ki-67

expression

Low

expression
38 14（36.84）

0.008 0.931

11（28.95）

7.773 0.005

13（34.21）

2.064 0.151
High

expression
53 20（37.74） 31（58.49） 11（20.75）

2 结果

2.1 TNBC癌组织、癌旁组织和对照组中 AR、MMP-9、E-cad-

henrin阳性表达差异

癌组织、癌旁组织和对照组 AR、MMP-9、E-cadhenrin阳性

表达率比较差异显著（P<0.05），TNBC癌组织中 MMP-9阳性

表达率高于癌旁组织和对照组（x2=12.425、16.150，P=0.000、

0.000），癌旁组织和对照组MMP-9阳性表达率比较差异无统

计学意义（x2=0.007，P=0.936），AR、E-cadhenrin阳性表达率低
于癌旁组织和对照组（x2=6.379、9.106；9.391、19.511，P=0.012、
0.003；0.002、0.000），癌旁组织和对照组 AR、E-cadhenrin阳性

表达率比较差异无统计学意义（x2=0.588、2.858，P=0.443、
0.091），见表 1。

表 1 TNBC癌组织、癌旁组织和对照组中 AR、MMP-9、E-cadhenrin表达差异 [例（%）]

Table 1 Differences of AR, MMP-9, E-cadherin expression in TNBC cancerous tissue, paracancerous tissue and control group [n（%）]

Groups n
AR MMP-9 E-cadhenrin

Negative Positive Negative Positive Negative Positive

Cancerous tissu 91 57（62.64） 34（37.36） 49（53.85） 42（45.15） 67（73.63） 24（26.37）

Paracancerous tissue 91 40（43.96） 51（56.04） 78（85.71） 13（14.29） 47（51.65） 44（48.35）

Control group 61 23（37.70） 38（62.30） 52（85.25） 9（14.75） 23（37.70） 38（62.30）

x2 value 9.319 29.451 20.485

P value 0.008 0.000 0.000

2.2 AR、MMP-9、E-cadhenrin表达与 TNBC临床病理特征的关

系

低中度分化、组织学分级Ⅲ级、淋巴结状态 N1-2患者 AR

阳性表达率低于高度分化、组织学分级Ⅰ+Ⅱ级和淋巴结状态

N0患者（P<0.05）。组织学分级Ⅲ级、淋巴结状态 N1-2、Ki-67

高表达患者MMP-9阳性表达率高于组织学分级Ⅰ+Ⅱ级、淋巴

结状态 N0、Ki-67低表达患者（P<0.05）。组织学分级Ⅲ级、淋巴

结状态 N1-2患者 E-cadhenrin阳性表达率低于组织学分级Ⅰ+

Ⅱ级、淋巴结状态 N0患者（P<0.05）。见表 2。

表 2 不同 TNBC临床病理特征间 AR、MMP-9、E-cadhenrin阳性表达率的比较 [例（%）]

Table 2 Comparison of positive expression rates of AR, MMP-9, E-cadherin among different clinicopathological features of TNBC [n（%）]
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2.3 不同 AR、MMP-9、E-cadhenrin 表达下 TNBC 患者生存率

差异

所有患者均完成随访，中位随访时间 49（36～60）个月。随

访期间 35例（38.46%）死于 TNBC。Kaplan-Meier生存曲线分

析显示，AR阴性表达者生存率为 52.63%（30/57），低于 AR阳

性表达者的 79.47%（26/34）（Log-Rank x2=5.993，P=0.014），

MMP-9阳性表达者生存率为 45.24%（19/42），低于MMP-9阴

性表达者的 75.51%（37/49）（Log-Rank x2=10.150，P=0.001）。
E-cadhenrin阴性表达者生存率为 55.22%（37/67），低于 E-cad-

henrin 阳性表达者的 79.17%（19/24）（Log-Rank x2=3.873，P=0.
049），见图 1。

图 1 不同 AR、MMP-9、E-cadhenrin表达 TNBC患者的 Kaplan-Meier生存曲线

Fig.1 Kaplan Meier survival curve of TNBC patients with different AR, MMP-9, E- cadherin expression

2.4 影响 TNBC患者预后的影响因素

以 TNBC患者随访期间存活情况为因变量（1=死亡，0=

存活），纳入年龄、乳腺肿块直径、分化程度、组织学分级、淋

巴结状态、Ki-67 表达、AR、MMP-9、E-cadhenrin 为自变量，回

归过程采用逐步后退法，以进行自变量的选择和剔除，设定

琢 剔除 =0.10，琢 入选 =0.05。单因素 COX风险比例回归分析结果

显示低中度分化、组织学分级Ⅲ级、淋巴结状态 N1-2、MMP-9高

表达、AR、E-cadhenrin 低表达与 TNBC 患者预后有关（P＜
0.05），多因素 COX风险比例回归分析结果显示淋巴结状态

N1-2、MMP-9高表达、AR、E-cadhenrin低表达是 TNBC患者预

后不良的危险因素（P＜0.05），见表 3。

表 3 影响 TNBC患者预后的单因素和多因素 COX回归分析

Table 3 Univariate and multivariate COX regression analysis of prognosis in patients with TNBC

Independent variable
Univariate COX Multivariate COX

OR 95%CI P OR 95%CI P

Age 1.053 0.963-1.165 0.253 - - -

Diameter of breast mass 1.324 0.993-1.457 0.109 - - -

Differentiation degree 1.459 1.305-1.595 0.019 1.202 0.986-1.323 0.059

Histological grading 1.552 1.442-1.627 0.013 1.233 0.991-1.336 0.052

Lymph node status 1.776 1.654-1.847 0.000 1.642 1.535-1.723 0.000

Ki-67 expression 1.679 1.805-1.657 0.000 1.302 0.995-1.386 0.135

AR 1.878 1.702-1.802 0.000 1.701 1.634-1.882 0.000

MMP-9 1.643 1.534-1.726 0.000 1.567 1.423-1.647 0.003

E-cadhenrin 1.723 1.659-1.843 0.000 1.649 1.534-1.798 0.002

3 讨论

TNBC是 ER、PR、HER2蛋白表达均为阴性的乳腺癌，由

于缺乏相应受体 TNBC患者不能在靶向治疗中获益，且疾病进

展风险增加，是所有乳腺癌类型中预后最差的分子分型之一[14]。

探讨与 TNBC恶性进展相关的分子机制有助于完善临床治疗

方法，阻止 TNBC恶性进展，提高患者生存率，为预后评估提供

可靠信息。

AR是类固醇激素受体家族的一员，位于染色体 Xq11-12，

通过与配体结合或 ERK、PI3K信号转导通路等途径参与胚胎

发育、骨细胞分化、生理调节，男性性征、生殖发育以及女性卵

泡发育等多种生理行为过程[15]。AR在女性乳腺组织也有广泛

的表达，在正常乳腺组织、恶性组织中均有表达，在乳腺上皮癌

变时 AR表达可出现显著变化[16,17]。本研究发现 TNBC患者 AR

阳性表达率低于癌旁组织和对照组，AR阳性表达者具有较高

的分化程度、较低的组织学分级以及较小的淋巴结转移可能，

费晓春等人[18]观察 TNBC患者 AR阳性表达率明显低于 ER、

PR、HER2阳性患者，AR阳性表达者组织学分级较阴性者低，

无疾病生存和总生存高于阴性者。本研究通过随访发现 AR阳

性者生存率高于阴性者，AR阳性表达预后较好，提示 AR在
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TNBC中可能发挥保护作用，AR阳性表达可能对 TNBC侵袭

转移行为具有抑制作用，推测可能与 AR表达可抑制细胞周期

G期到 S期转化，进而抑制其增殖，同时降低癌细胞迁移和侵

袭性有关，因此 AR表达缺乏则导致乳腺癌细胞增殖不受抑

制，侵袭转移等恶性行为增加[19]。MMP-9是参与降解细胞外基

质重要酶之一，参与胚胎发育、血管生成、骨骼发育、伤口愈合、

细胞迁移等多种生理过程，在肿瘤侵袭转移、血管生成和肿瘤

发生中也发挥关键作用。体外研究发现MMP-9可促进乳腺癌

祖细胞对局部浸润和转移[20]，MMP-9通过调控 DNA甲基化促

使乳腺癌细胞外基质降解，导致癌细胞转移 [21]。本研究发现

TNBC 癌组织中 MMP-9 表达明显高于癌旁组织和对照组，

MMP-9表达与组织学分级Ⅲ级、淋巴结状态 N1-2、Ki-67 表

达、生存率均存在密切关系，刘玉梅等人[22]指出MMP-9在不同

分子分型乳腺癌中表达差异显著，其中 TNBC过表达更为突

出，有助于鉴别高侵袭性乳腺癌类型，Mehner等人[23]报道显示

MMP-9在人类 TNBC中表达最高，MMP-9与 TNBC 高侵袭、

转移特性有关。以上结果提示 MMP-9参与 TNBC发病、侵袭

转移进展过程，MMP-9通过特异性降解细胞外基质和基底膜

Ⅳ型胶原蛋白，促使细胞外基质和基底膜降解，为肿瘤浸润和

转移提供了便利条件[24]。E-cadherin是钙粘蛋白家族的一员，在

调节钙依赖细胞粘附和细胞连接形成中发挥不可或缺的作用，

E-cadherin细胞质尾部可与各种细胞骨架连接，并介导Wnt、

TGF茁、NF-资B等多种下游信号转导，参与调控上皮细胞发育、
组织器官形成，维持机体稳态，形成黏附性连接等过程，对维持

细胞间隙、细胞相互作用稳态至关重要 [25,26]。在恶性肿瘤中，

E-cadherin 发挥抑癌作用，E-cadherin表达可抑制细胞上皮间

质转化，促进上皮细胞增殖分化和迁移，E-cadherin表达缺乏可

引起细胞表皮结构异常，运动能力增强，促使肿瘤早期侵袭性

行为 [27]。本研究结果表明 E-cadherin在 TNBC中表达下调，

E-cadherin表达缺失与组织学分级增高，淋巴结转移和不良预

后有关，Shetty等人[28]报道显示 TNBC患者 E-cadherin缺失与

阳性淋巴结检出有关。Luo等人[29]认为色域解旋酶 DNA结合

蛋白 4可抑制 E-cadherin表达，促进上皮间质转化过程，导致

TNBC转移、肿瘤复发和死亡。也有研究发现 ELK3、锌指 E-盒

结合同源异形盒 -1协同抑制 E-cadherin表达启动 TNBC上皮

间质转化[30]。

综上，TNBC患者MMP-9阳性表达率升高、AR、E-cadhen-

rin阳性表达率降低，MMP-9、AR、E-cadhenrin表达与 TNBC患

者肿瘤恶性侵袭行为和预后密切相关。检测 AR、MMP-9、

E-cadhenrin表达情况有助于 TNBC患者预后评估。
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