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乳腺癌中P53的表达与上皮-间质转化的相关性及其

临床意义*

霍莉莉 李 慧 魏 枫 任秀宝

摘要 目的：探讨乳腺癌组织中P53的表达和上皮-间质转化（EMT）的相互关系及其临床意义。方法：免疫组织化学法检测

63例乳腺癌组织中P53、Twist、Snail、E-Cadherin、N-Cadherin、Vimentin和Fibronectin的表达情况，分析乳腺癌突变型P53蛋白表

达与临床病理特征，患者预后和EMT发生之间的关系。结果：P53、Twist和 Snail的阳性率以及EMT的发生率分别为 44.4%（28/
63）、54.0%（34/63）、68.3%（43/63）和41.3%（26/63）。乳腺癌P53表达与组织学分级相关（P<0.05），与其他临床病理特征无关（P>
0.05）。P53与 Twist、Snail的表达存在相关性，而 Twist、Snail和EMT发生相关（P<0.05）。多因素分析显示，淋巴结转移、P53和

EMT是乳腺癌患者预后的独立影响因素。结论：P53的表达与乳腺癌组织学分级和EMT的发生相关，是患者预后的独立影响因

素，可作为乳腺癌治疗的重要靶点。
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Abstract Objective: This study aims to investigate the correlation and significance between the expression of P53 and epitheli-

al-mesenchymal transition (EMT) in breast cancer. Methods: The expression patterns of P53, Twist, Snail, E-cadherin, N-cadherin, Vi-

mentin, and Fibronectin protein were detected via immunohistochemistry in 63 cases with breast carcinoma. The correlation of P53 pro-

tein with clinicopathologic features and survival of breast carcinoma, as well as the relationship between the expression of P53 and

EMT, was analyzed. Results: The expression rates of P53, Twist, Snail, and EMT are 44.4% (28/63), 54.0% (34/63), 68.3% (43/63),

and 41.3% (26/63), respectively. The P53 protein expression is correlated with tumor grade (P<0.05) but not with other clinicopatholog-

ic features (P>0.05). The expression of P53 is also correlated with the expression of Twist and Snail, which are associated with EMT

(P<0.05). Multivariate survival analysis reveals that lymph node metastasis, P53, and EMT are independent prognostic factors. Conclu-

sion: The expression of P53 is correlated with tumor grade and EMT in breast cancer, which can be used as an independent prognostic

factor. Therefore, P53 may be an effective target for breast cancer therapy.
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乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一，其发生

发展是多基因改变和环境因素联合作用的结果。其

中，P53突变是常见的基因改变之一，研究发现突变

型P53的表达与乳腺癌预后不良相关［1］。上皮-间质

转化（epithelial-mesenchymal transition，EMT）是指具

有极性的上皮细胞转化成为间质细胞并获得侵袭和

迁移能力的过程，目前研究认为EMT是肿瘤细胞发

生侵袭与转移的重要机制［2-3］。本研究采用免疫组织

化学法检测P53和EMT标志物在人乳腺癌组织中的

表达水平，探讨P53和EMT之间的相互关系。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 患者资料 所有标本均取自天津医科大学肿

瘤医院乳腺外科 2003年 7月至 2007年 7月手术切除

的浸润性乳腺癌组织共 63例，经病理确诊均为非特

殊型浸润性导管癌。患者均为女性，年龄27～69岁，

776



中国肿瘤临床 2014年第41卷第12期 Chin J Clin Oncol 2014, Vol. 41, No. 12 www.cjco.cn

中位年龄 49岁。手术前均未接受过抗癌治疗（包括

放疗、化疗及内分泌治疗等）。患者术后分期：Ⅰ期4
例，ⅡA期 24例，ⅡB期 20例，ⅢA期 7例，ⅢB期 2
例，ⅢC期5例，Ⅳ期1例。组织学分级：Ⅰ级3例，Ⅱ

级 42 例，Ⅲ级 18 例。ER（+）14 例，PR（+）12 例，

HER-2（+）39例。术后辅助化疗、放疗及内分泌治

疗。随访时间从手术切除时间开始到死亡或2013年
3月。本研究取得受试者知情同意，符合伦理学标准。

1.1.2 主要试剂 P53鼠抗人单克隆抗体购自北京

中杉金桥生物技术有限公司。Twist兔抗人多克隆抗

体购自美国Santa Cruz公司，Snail兔抗人多克隆抗体

购自英国Abcam公司。E-Cadherin、N-Cadherin、Vi⁃
mentin、Fibronectin鼠抗人单克隆抗体购自美国BD公

司。EliVision plus检测试剂盒购自福州迈新生物技

术有限公司。

1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学法检测乳腺癌组织 P53、Twist、
Snail和EMT标志物的表达 标本经10%中性甲醛固

定，常规石蜡包埋，4 μm厚连续切片，常规HE染色及

免疫组织化学染色。石蜡切片常规脱蜡水化，P53抗
体采用EDTA（pH8.0）、其他抗体采用柠檬酸钠缓冲

液热抗原修复，3% H2O2室温孵育20 min阻断内源性

过氧化物酶活性。滴加一抗，4℃孵育过夜。滴加增

加剂，湿盒室温孵育 20 min。滴加酶标记的二抗，湿

盒室温孵育30 min。DAB显色，苏木精对比染色。常

规酒精梯度脱水、二甲苯透明、中性树胶封片。以

PBS代替一抗行阴性对照。

1.2.2 阳性结果判断 1）P53阳性结果判断：P53以细

胞核出现棕黄色颗粒为阳性表达，阳性细胞数≥10%为

阳性切片。2）Twist和Snail阳性结果判断：半定量判断

免疫组织化学结果，光镜下随机观察10个高倍镜视野，

每个视野计数100个肿瘤细胞。按着色程度评分：0分
为无着色，1分为浅黄色，2分为棕黄色，3分为棕褐色；

按阳性细胞所占比例评分：0分为<10%，1分为10%～24%，

2分为25%～49%，3分为≥50%。以两者之和判定结果，

0～2分为阴性，3～6分为阳性。3）EMT阳性结果判断：

E-Cadherin以细胞膜出现棕黄色颗粒为阳性表达，阳性

细胞数>50%为阳性切片；N-Cadherin以细胞膜和（或）

细胞质内出现棕黄色颗粒为阳性表达，阳性细胞数>1%
为阳性切片；Vimentin以细胞质内出现棕黄色颗粒为阳

性表达，阳性细胞数>1%为阳性切片；Fibronectin以细

胞膜出现棕黄色颗粒为阳性表达，阳性细胞数>1%为阳

性切片。其中 E-Cadherin 为上皮细胞标志物，

N-Cadherin、Vimentin和Fibronectin为间质细胞标志物。

上皮细胞标志物表达阴性或者任一间质细胞标志物表

达阳性计为EMT阳性。

1.3 统计学方法

数据采用 SPSS 18.0统计软件进行Mann-Whit⁃
ney U检验、Kruskal-Wallis检验和χ2检验，采用偏相

关分析和二元Logistic回归分析进行相关性分析，运

用单因素Kaplan-Meier生存分析和多因素Cox生存

分析模型分析影响乳腺癌患者预后的相关因素。P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 P53、Twist、Snail和EMT标志物的表达情况

P53的表达主要位于细胞核，在检测的63例标本

中有 28例表达阳性，阳性表达率为 44.4%。Twist主
要定位于细胞质，少数细胞核中亦有表达，阳性表达

率为 54.0%（34/63）。Snail定位于细胞核，阳性表达

率为 68.3%（43/63）。E-Cadherin表达于细胞膜和细

胞质，其阳性表达率为74.6%（47/63）。N-Cadherin表
达于细胞膜和（或）细胞质，其阳性表达率为 38.1%
（24/63）。Vimentin表达于细胞质，其阳性表达率为

23.8%（15/63）。Fibronectin表达于细胞膜，其阳性表

达率为 7.9%（5/63）。根据 EMT 发生的判定标准，

EMT阳性率为41.3%（26/63，图1）。

A B C D E

F G

A：The expression of P53 in breast carcinoma tissue；B：The expression of Snail in breast
carcinoma tissue；C：The expression of Twist in breast carcinoma tissue；D：The expres⁃
sion reduction of E-cadherin in breast carcinoma tissue；E：The expression increase of
N-cadherin in breast carcinoma tissue；F：The expression increase of Vimentin in breast
carcinoma tissue；G：The expression increase of Fibronectin in breast carcinoma tissue

图1 免疫组织化学法检测P53、Snail、Twist和EMT标志物的表达情况（IHC×400）
Fig 1 Immune staining detected the expression of P53, Snail, Twist and markers of EMT（IHC×400）
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2.2 乳腺癌P53的表达与患者临床病理特征的关系

比较乳腺癌组织P53蛋白表达与患者年龄、肿瘤

大小、组织学分级、淋巴结转移、pTNM分期、ER、PR、

HER-2的关系，发现其与组织学分级有关（P<0.05），

组织学Ⅲ级患者的 P53表达率明显高于Ⅰ、Ⅱ级患

者。P53的表达与其他临床病理特征无关（P>0.05，
表1）。
2.3 P53的表达和 EMT发生与乳腺癌患者的预后

分析

单因素分析显示，淋巴结转移、P53和EMT与患

者预后相关，而年龄、肿瘤大小、组织学分级、pTNM、

ER、PR、HER-2、Twist和Snail与预后无关（表2）。多

因素分析显示，淋巴结转移、P53和EMT是患者预后

的独立影响因素。

表1 63例乳腺癌P53的表达与临床病理特征的关系

Table 1 Correlation between expression of P53 and clinicopathologic fea⁃
tures of breast carcinoma

表2 乳腺癌患者预后影响因素

Table 2 Univariate analysis of overall survival

2.4 P53、Twist、Snail和EMT发生的相关性

应用二元 Logistic 回归分析 P53、Twist、Snail 和
EMT发生的关系。以EMT为因变量Y，P53、Twist和
Snail 为 自 变 量 X，建 立 Logistic 回 归 模 型 ：Logit
（p）=-3.076+2.069×Twist+1.914×Snail。Logistic回归

Features
Age（years）

≤50
>50

Tumor size（cm）
≤2
2-5
>5

Tumor grade
Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ

Positive nodes
-
+

pTNM
Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ-Ⅳ
ER

-
+

PR
-
+

HER-2
-
+

aMann-Whitney U test；b：Kruskal-Wallis test；c：χ2 test；*P<0.05

P53
Negative

20
15

2
28
5

3
26
6

17
18

1
25
9

28
7

29
6

15
20

Positive

16
12

4
18
6

0
16
12

13
15

3
19
6

21
7

22
6

9
19

P

0.782a

0.342b

0.037b*

0.866c

0.442b

0.635c

0.667c

0.384c

Feature
Age（years）

≤50
>50

Tumor size（cm）
≤2
2-5
>5

Tumor grade
Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ

Positive nodes
-
+

pTNM
Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ-Ⅳ
ER

-
+

PR
-
+

HER-2
-
+

P53
-
+

Twist
-
+

Snail
-
+

EMT
-
+

*P<0.05

Number
（%）

36（57.1）
27（42.9）

6（9.5）
46（73.0）
11（17.5）

3（4.8）
42（66.7）
18（28.5）

30（47.6）
33（52.4）

4（6.3）
44（69.8）
15（23.9）

49（77.8）
14（22.2）

51（81.0）
12（19.0）

24（38.1）
39（61.9）

35（55.6）
28（44.4）

29（46.0）
34（54.0）

20（31.7）
43（68.3）

37（58.7）
26（41.3）

OS
Median

94.9
88.1

101.0
90.8
91.2

104.5
97.3
77.1

101.6
83.0

109.6
95.9
75.8

92.2
91.1

91.6
92.2

89.8
93.4

100.0
81.2

88.7
94.4

100.5
87.8

100.1
79.6

95%CI

83.5～106.4
74.7～101.5

83.9～118.1
80.1～101.5
71.2～111.2

86.1～122.9
87.2～107.4
59.5～94.7

90.6～112.6
70.4～95.6

100.4～118.8
85.7～106.1
57.1～94.4

82.1～102.4
74～108.2

81.8～101.3
72.3～112

74.5～105.2
82.9～103.9

89.7～110.4
67.2～95.1

75.1～102.3
83.1～105.7

87.6～113.4
76.6～98.9

90.4～110
64.8～94.5

P

0.258

0.986

0.073

0.027*

0.074

0.689

0.828

0.901

0.019*

0.592

0.198

0.022*
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模型似然比检验结果差异有统计学意义（P<0.001），

回归系数 Wald χ 2 检验显示 P<0.05。Twist 优势比

OR=7.915（2.089，29.990），Snail 优 势 比 OR=6.782
（1.254，36.688），因此可以认为 Twist和 Snail是 EMT
发生的危险因素，即 Twist和 Snail的表达可以促使

EMT发生。在控制EMT的条件下进行 P53与 Twist，
以及P53与Snail的偏相关分析，发现均呈正相关（P<
0.001）。可据此认为在消除EMT影响的条件下，乳腺

癌P53与Twist和Snail的表达间存在相关性。

3 讨论

p53基因定位于 17p13.1，其编码的 P53蛋白在

DNA损伤修复、细胞凋亡和细胞周期阻滞等生物效

应中发挥重要作用［4］。在肿瘤发生过程中，p53是最

常见的突变基因之一。突变型P53不能有效激活P53
下游的DNA损伤应激反应途径，从而失去了肿瘤抑

制功能。免疫组织化学是检测肿瘤组织P53表达水

平的常用手段。因野生型P53蛋白的半衰期较短，免

疫组织化学法无法检测到；而突变型 P53半衰期增

长，因此免疫组织化学法检测到的 P53均为突变型

P53［5］。本研究发现随着乳腺癌组织学分级的升高，

P53的表达率增加，说明P53与乳腺癌的恶性程度有

关。有研究也报道P53的表达与乳腺癌组织学分级

相关，是患者预后不良的独立预测因素之一［1］。

上皮细胞经历EMT过程后会出现细胞间连接消

失、细胞游走和侵袭能力增强。因此，肿瘤细胞经历

EMT是肿瘤发生浸润转移的重要途径［6-7］，而探讨

EMT的发生机制和影响因素对于减少肿瘤转移，延

长患者生存时间具有重要意义。目前认为转录因子

Twist和 Snail在 EMT的发生过程中具有重要作用。

肿瘤细胞高表达 Twist和 Snail，可以抑制E-Cadherin
等上皮标志物的转录，同时上调N-Cadherin等间质

标志物的表达水平，从而介导EMT的发生［7-8］。本研

究也发现，乳腺癌组织表达 Twist和 Snail能够促进

EMT的发生。

近年来有学者提出 P53也参与调控EMT过程。

有研究认为，P53可以通过激活miR-200、miR-192和
miR-34等microRNA，降低 ZEB1、ZEB2和 Snail的表

达，从而抑制EMT的发生［9-11］。因此，在p53基因突变

的肿瘤细胞会出现 P53功能缺失，从而促进EMT的

发生。不仅如此，近年来研究发现某些突变型P53还
具有获得性功能，可以抑制野生型P53的活性或者诱

导某些基因表达进而促进肿瘤的发生［4，12］。在子宫

内膜癌，突变型 P53能够直接结合miR-130b的启动

子，抑制其转录，从而上调 ZEB1的表达水平，促进

EMT的发生并增强细胞的侵袭能力［13］。肺癌 p53基
因突变与 Slug高表达和E-Cadherin低表达有关。沉

默高侵袭性NSCLC细胞系中突变型 P53的表达，能

够显著降低 Slug的水平，增加E-cadherin的表达，同

时降低细胞侵袭能力。重新表达 Slug能够逆转这些

变化［14］。 Zhang 等［15］发现突变型 P53 能够诱导

MCF-10A 发生 EMT。在乳腺癌 MCF7 细胞转入

R175H和R273H两种突变型 P53会出现 Snail1蛋白

表达增加、E-Cadherin表达下降，同时细胞侵袭能力

增加；沉默表达突变型P53的MDA-MB-231的Snail1
的表达或者异位表达miR-34a，都能够抑制细胞的侵

袭特性，诱导上皮细胞标志物的再表达同时下调间

质细胞标志物的水平［16］。上述研究表明突变型P53
具有获得性功能，能够诱导肿瘤细胞发生EMT。但

是这些研究主要探讨了肿瘤细胞系表达突变型P53
可以诱导EMT的发生，提高肿瘤细胞的侵袭和转移

能力，而关于肿瘤标本中突变型 P53和EMT的相关

性少有报道。因此，本研究以乳腺癌组织标本为研

究对象，发现乳腺癌患者突变型P53的表达与转录因

子Twist和Snail的表达呈正相关，而据上文所述Twist
和 Snail能促进EMT的发生。生存分析发现突变型

P53和EMT均为乳腺癌预后的独立影响因素。据此

推测乳腺癌患者可能通过表达突变型P53上调Twist
和Snail的表达，后者诱导肿瘤细胞发生EMT，进而促

进转移，影响预后。Coradini等［17］发现存在 p53基因

突变的乳腺癌其编码顶端连接复合体的基因 IN⁃
ADL、JAM2、JAM3、MAGI1、PARD6B 和 PVRL2 的表

达显著下调，同时有编码N-Cadherin的基因CDH2和
细胞增殖与转移相关基因 CCNE2、CDK4、CDK6、
MKI67和MTA1的过表达，进一步支持了上述结论。

目前，乳腺癌的复发和转移仍然是威胁患者生

存的重要原因。突变型P53参与乳腺癌发生发展的

多个环节，能够促进肿瘤的浸润转移，因此，针对突

变型P53的治疗策略很可能达到抑制肿瘤细胞转移

的效果，成为肿瘤治疗的新思路。
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天津市肿瘤医院研究发现肿瘤发病和预后相关变异基因

恶性肿瘤的发病率及死亡率均呈上升趋势，癌症死亡已成为人类第一位重要死因，“人们为什么会得癌症”、

“得了癌症怎样得到更有针对性的治疗”成了大众普遍关心的问题。天津市肿瘤医院流行病室主任陈可欣教授主

持的“常见恶性肿瘤的分子流行病学及相关基因的功能研究”发现肿瘤发病和预后相关变异基因，首次发现与乳

腺癌等恶性肿瘤易感性显著相关靶序列SNPs，并填补了目前我国在有针对性地开展常见恶性肿瘤的三级预防模

式及个体化预防措施的研究方面的空白，即不但开展针对病因的一级预防，更注重通过一级预防进行早期发现，

从而达到早期诊断和早期治疗、提高患者生存率的二级和三级预防，对易感人群筛查及个体化诊疗等方面具有重

要意义。该研究项目获2014年天津市科技进步一等奖。

陈可欣教授所主持的课题采用宏观流行病学和微观分子生物学相结合的方法，研究环境因素、基因、机体内

源因素等与常见恶性肿瘤发生之间的关系，探索与常见恶性肿瘤发生及发展相关的遗传变异，确定影响其早诊和

预后分子标志物，为筛选易感人群，早诊及预测预后措施的建立提供科学依据。该研究在已建立的常见恶性肿瘤

的队列人群和病例对照平台基础上，进行常见恶性肿瘤人群易感基因的SNPs和突变位点的筛选和验证研究，旨

在建立基于遗传标记和SNPs的诊断技术，通过全基因组高通量技术检测和生物信息学分析常见恶性肿瘤发生发

展过程中调控网络的关键节点。这些遗传信息的改变可作为常见恶性肿瘤易感人群筛查、个体化诊断和治疗的

遗传标记，对筛选易感人群、进一步提高个体化诊疗水平、最终提高患者生存率及生活质量，具有重要意义。

该研究受到教育部创新团队发展计划基金、863专项、科技部新药创制平台、6项国家自然基金、7项省部级项

目资助。在Cancer Cell、Nature Genet、JCI、PNAS、Cancer Res、Clin Cancer Res、Carcinogenesis等专业杂志上发表

SCI论文46篇。研究成果已被天津市肿瘤医院、天津市疾病预防控制中心、上海肿瘤研究所、南京医科大学公卫学

院和中山大学肿瘤医院所应用。

（摘自天津肿瘤医院网站）

·读者·作者·编者·

780


	12期_Print_部分28
	12期_Print_部分29
	12期_Print_部分30
	12期_Print_部分31
	12期_Print_部分32

