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３０３３０５． 【基础研究】

乙酰肝素酶在乳腺癌组织中的表达

翁昆仑１，李泽信２，张　鹏２，王建国１

（１．新乡医学院第一附属医院，河南　卫辉　４５３１００；２．新乡医学院第一附属医院普外科，河南　卫辉　４５３１００）

摘要：　目的　检测乳腺癌和癌旁正常乳腺组织中乙酰肝素酶（ＨＰＳＥ）ｍＲＮＡ和蛋白表达情况，探讨其与临床病
理特征的关系。方法　应用反转录聚合酶链反应法检测５０例乳腺癌组织和２０例癌旁正常乳腺组织中 ＨＰＳＥｍＲＮＡ
的表达，同时应用免疫组织化学法检测组织标本中 ＨＰＳＥ蛋白的表达，并与临床病理特征进行相关性分析。结果　
ＨＰＳＥｍＲＮＡ和蛋白在乳腺癌组织中阳性表达率（７０．０％、６８．０％）均显著高于癌旁正常组织（２５．０％、０．０％）（Ｐ＜
００１）。乳腺癌组织中ＨＰＳＥｍＲＮＡ和蛋白的表达与肿瘤大小、组织学分化程度、ＴＮＭ分期及淋巴结转移相关（Ｐ＜
００５）。结论　ＨＰＳＥｍＲＮＡ和蛋白在乳腺癌组织中高表达，且与乳腺癌的发生、发展有关。
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　　乳腺癌是严重威胁女性健康的恶性肿瘤，目前
已取代宫颈癌成为女性发病率最高的恶性肿瘤，且

发病率逐年上升［１］。乙酰肝素酶（ｈｅｐａｒａｎａｓｅ，
ＨＰＳＥ）是一类与肿瘤发生、侵袭、转移密切相关的内
源性糖苷酶，通过降解细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａ
ｔｒｉｘｃ，ＥＣＭ）中硫酸乙酰肝素蛋白聚糖侧链，破坏
ＥＣＭ及基底膜的屏障作用，同时释放储存在基质中
的多种生长因子，促进肿瘤细胞的侵袭、转移［２］。

ＨＰＳＥ是目前抗肿瘤的理想分子靶点。已有研究表
明，ＨＰＳＥｍＲＮＡ及其蛋白在多种恶性肿瘤中高表

达，并与肿瘤的侵袭转移密切相关［３４］。本实验应用

反转录聚合酶链反应（ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒ
ａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴＰＣＲ）和免疫组织化学法检测
ＨＰＳＥｍＲＮＡ及其蛋白在乳腺癌组织中的表达，分
析其与临床病理特征的关系，以探讨 ＨＰＳＥ在乳腺
癌发生、发展中的意义。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取新乡医学院第一附属医院
２０１３年１月至２０１３年１２月住院并经病理确诊的乳
腺癌患者５０例为研究对象，所有患者均为女性，年
龄２４～７７岁，中位年龄４７岁。患者术前均未行任
何化学治疗、放射治疗和内分泌、生物免疫治疗；手

术方式均为乳腺癌改良根治术；其中浸润性导管癌

３２例，浸润性小叶癌１８例。乳腺癌临床病理分期
采用国际抗癌联盟（ｕｎｉｏｎｆｏｒｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌｃａｎｃｅｒ
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ｃｏｎｔｒｏｌ，ＵＩＣＣ）第７版的肿瘤淋巴结转移（ｔｕｍｏｒｎｏｄｅ
ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ，ＴＮＭ）分期，其中Ⅰ期１０例，Ⅱ期２４例，
Ⅲ期１６例；病理组织学分级按世界卫生组织推荐分
级法，Ⅰ级１３例，Ⅱ级２２例，Ⅲ级１５例；淋巴结转
移者３０例，无淋巴结转移者２０例。
１．２　标本收集　取所选乳腺癌患者术中切除的癌
组织、癌旁５ｃｍ正常乳腺组织各２块，编号后分为２
份，１份液氮速冻后放入－８０℃冰箱保存，１份中性
甲醛固定后做石蜡包埋处理。

１．３　主要试剂　组织 ＲＮＡ提取试剂盒及二步法
ＲＴＰＣＲ试剂盒均购自北京康为世纪公司；兔抗人
ＨＰＳＥ多克隆抗体购于英国 Ａｂｃｏｍ公司；免疫组织
化学试剂盒购自上海基因科技公司。

１．４　ＲＴＰＣＲ检测组织中 ＨＰＳＥｍＲＮＡ表达　取
１５ｍｇ组织在液氮保护下研磨，使用组织ＲＮＡ提取试
剂盒提取总ＲＮＡ，然后在质量分数２％琼脂糖凝胶中
电泳，将凝胶移至紫外照射仪下，以３００ｎｍ紫外光线
照射下进行观察，验证 ＲＮＡ的完整性，并进行 ＲＮＡ
定量。ＨＰＳＥ上游引物：５′ＡＴＣＡＡＴＧＧＧＴＣＧＣＡＧＴ
ＴＡＧＧ３′，下 游 引 物：５′ＡＡＡＧＧＴＧＴＣＧＧＡＴＡＧ
ＣＡＡＧＧ３′，扩增片段长度３６９ｂｐ；采用 βａｃｔｉｎ作为
内参对照，上游引物：５′ＡＧＣＧＡＧＣＡＴＣＣＣＣＣＡＡＡ
ＧＴＴ３′，下游引物：５′ＧＧＧＣＡＣＧＡＡＧＧＣＴＣＡＴＣＡＴＴ
３′，扩增片段长度２８５ｂｐ。以上引物均由上海生工生
物工程有限公司合成。反应条件：３７℃反转录
６０ｍｉｎ，９５℃预变性５ｍｉｎ，９０℃变性３０ｓ，５７℃退火
３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，循环４０次，最后再７２℃延伸
５ｍｉｎ。取５μＬ扩增产物于质量分数１．５％琼脂糖凝
胶中电泳，ＤＮＡ凝胶成像扫描进行摄像。
１．５　免疫组织化学法测定 ＨＰＳＥ表达　蜡块切成
４μｍ厚的连续组织切片，常规脱蜡至水，体积分数
０３％过氧化氢浸泡１５ｍｉｎ，以阻断内源性过氧化物
酶。０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄ
ｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）冲洗３次，每次５ｍｉｎ，０．０１ｍｏｌ·Ｌ－１柠
檬酸盐抗原修复液微波抗原修复；体积分数５％牛
血清蛋白常温封闭２０ｍｉｎ；余按试剂盒说明书步骤
操作（一抗稀释度１１００，４℃过夜），二氨基联苯
胺显色，苏木精复染。用 ＰＢＳ替代一抗作为阴性

对照，用已知阳性切片作为阳性对照。结果判定：以

细胞膜和（或）细胞质中出现棕黄色颗粒为阳性显色，

以染色强度和阳性细胞比例评定阳性表达。每张切

片随机选１０个高倍视野（×４００）各计数１００个细胞。
阳性细胞数计分方法为：阳性细胞数≤５０％为０分，
５１％～７５％为１分，≥７６％为２分；染色强度分级如
下：无着色为０分，淡黄色为１分，黄色及更深颜色为
２分。２项得分相加结果≥２分为阳性表达。
１．６　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计
分析，计量资料以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，采用 ｔ
检验，计数资料比较采用 χ２检验，相关性检验采用
Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析法，Ｐ＜０．０５为差异有统计
学意义。

２　结果

２．１　乳腺癌组织及癌旁正常组织中 ＨＰＳＥｍＲＮＡ
表达　乳腺癌组织中 ＨＰＳＥｍＲＮＡ表达阳性率为
７０．０％（３５／５０），癌旁正常组织中ＨＰＳＥｍＲＮＡ表达
阳性率为 ２５．０％（５／２０），乳腺癌组织中 ＨＰＳＥ
ｍＲＮＡ表达阳性率高于癌旁正常组织（Ｐ＜０．０１）。
内参基因βａｃｔｉｎ扩增产物在所有组织中均有稳定
表达（图１）。

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１～６：乳腺癌组织；Ｎ：癌旁正常乳腺组织。

图１　ＨＰＳＥｍＲＮＡ电泳图
Ｆｉｇ．１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｅｒｏｇｒａｍｏｆＨＰＳＥｍＲＮＡ

２．２　乳腺癌组织及癌旁正常组织中ＨＰＳＥ蛋白表达
　结果见图２。免疫组织化学检测结果显示，ＨＰＳＥ
主要在癌细胞的细胞质及细胞膜内呈颗粒状表达。

５０例乳腺癌组织中ＨＰＳＥ蛋白阳性表达３４例，阳性
率为６８．０％；而２０例癌旁正常组织未见ＨＰＳＥ蛋白
阳性表达，阳性率为０．０％。ＨＰＳＥ蛋白中在乳腺癌
组织的阳性表达率高于癌旁正常组织（Ｐ＜０．０１）。

Ａ：乳腺癌组织（×２００）；Ｂ：乳腺癌组织（×４００）；Ｃ：癌旁正常组织（×２００）；Ｄ：癌旁正常组织（×４００）。

图２　乳腺癌组织和癌旁正常组织中ＨＰＳＥ蛋白阳性表达（免疫组织化学染色）
Ｆｉｇ．２　ＰｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＰＳＥｐｒｏｔｅｉｎｉｎｂｒｅａｓｔｃａｒｃｉｎｏｍａａｎｄｎｏｒｍａｌｂｒｅａｓｔｔｉｓｓｕｅ（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇ）
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２．３　ＨＰＳＥｍＲＮＡ和蛋白表达与乳腺癌临床病理
特征的关系　结果见表１。ＨＰＳＥｍＲＮＡ和蛋白与
乳腺癌组织学分级、ＴＮＭ分期、淋巴结转移相关
（Ｐ＜０．０５）。
表１　ＨＰＳＥ表达在乳腺癌组织中表达情况与临床病理特征
的关系

Ｔａｂ．１　Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐａｍｏｎｇｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｐａｒａｍｅｔｅｒｓ
ａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＰＳＥ

临床病理

特征
ｎ

ＨＰＳＥｍＲＮＡ
阳性表达／例

Ｐ
ＨＰＳＥ蛋白
阳性表达／例

Ｐ

年龄

　　≤５０岁 ２６ ２０
＞０．０５

１９
＞０．０５

　　＞５０岁 ２４ １５ １５
肿瘤直径

　　≤２ｃｍ １３ ６
＜０．０５

５
＜０．０１

　　＞２ｃｍ ３７ ２９ ２９
组织学分级

　　Ⅰ＋Ⅱ ３５ ２０
＜０．０５

２０
＜０．０５

　　Ⅲ １５ １５ １４
ＴＮＭ分期
　　Ⅰ＋Ⅱ ３４ １９

＜０．０１
１８

＜０．０１
　　Ⅲ １６ １６ １６
淋巴结转移

　　是 ３０ ２５
＜０．０５

２５
＜０．０１

　　否 ２０ １０ ９

３　讨论

中国城乡女性乳腺癌的发病呈逐年上升趋势，

乳腺癌城乡病死率持续上升，农村上升速度更

快［５］。目前对乳腺癌的治疗除传统的手术、放射及

化学治疗外，分子靶向治疗已逐渐成为临床重要而

有效的辅助治疗手段。研究发现，ＨＰＳＥ具有促进
肿瘤转移和肿瘤血管生成的作用，可以作为评估肿

瘤侵袭转移能力的标志物，并可能成为肿瘤治疗的

新靶点［６］。

ＥＣＭ及基底膜是限制肿瘤细胞向外周循环转
移的首要屏障，ＨＰＳＥ是目前发现的唯一一种能切
断ＥＣＭ内蛋白多糖主要成分硫酸乙酰肝素蛋白聚
糖上的线性硫酸乙酰肝素侧链的内切糖苷酶，通过

破坏ＥＣＭ及基底膜的完整性，使肿瘤细胞更容易进
入邻近组织或血液、淋巴循环系统。肿瘤持续生长

和侵袭转移离不开肿瘤新生血管的营养供应，ＨＰＳＥ
在降解ＥＣＭ过程中，释放以无活性形式与硫酸乙酰
肝素相结合的 β成纤维细胞生长因子（ｂａｓｉｃｆｉｂｒｏ
ｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ｂＦＧＦ），此外，被固化在硫酸乙酰
肝素蛋白聚糖上无活性的血管内皮生长因子（ｖａｓ
ｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）在此过程中也
得到释放并被激活，与 ｂＦＧＦ共同诱导肿瘤血管生
成，ＨＰＳＥ也可直接促进血管内皮细胞的芽生和侵
袭性生长［７］。已有大量研究证明ＨＰＳＥｍＲＮＡ及蛋

白在多种恶性肿瘤中高表达，且对肿瘤扩散及转移

具有促进作用［８］。

既往实验主要是对肿瘤组织中 ＨＰＳＥｍＲＮＡ和
蛋白分别进行检测，同时检测 ｍＲＮＡ和蛋白的表达
并对二者相关性进行分析少见报道。本实验应用

ＲＴＰＣＲ技术对癌组织及癌旁正常乳腺组织检测发
现，乳腺癌组织 ＨＰＳＥｍＲＮＡ阳性表达率显著高于
癌旁正常组织，与任小龙等［９］在胃癌组织中的研究

结果一致。本实验显示 ＨＰＳＥｍＲＮＡ与肿瘤大小、
组织学分级、ＴＮＭ分期、淋巴结转移相关，与患者年
龄无关。进一步应用免疫组织化学法对乳腺癌及癌

旁正常组织中 ＨＰＳＥ蛋白的表达水平进行分析，乳
腺癌组织ＨＰＳＥ蛋白表达阳性率明显高于癌旁正常
组织，且与肿瘤大小、组织学分级、ＴＮＭ分期及淋巴
结转移相关，结果与Ｔａｎｇ等［１０］报道一致，表明乳腺

癌组织中ＨＰＳＥ的高表达促进了乳腺癌的侵袭与转
移，检测ＨＰＳＥ有助于评估肿瘤的生物学特性。

综上所述，ＨＰＳＥｍＲＮＡ及其蛋白在乳腺癌中
高表达，且与肿瘤的侵袭转移有关，可以作为乳腺癌

治疗的靶点及判断肿瘤生物学特性的标志物。如果

能抑制ＨＰＳＥ的表达，就有可能限制肿瘤的生长及
转移，提高乳腺癌患者的生存率。
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