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　　［摘要］　目的　探讨乳腺浸润性导管癌中 Ｇ蛋白偶联受体３０（ＧＰＲ３０）、ＨＲＧ１和 ＨＥＲ２及其激活状态磷酸化 ＨＥＲ２

（ｐＨＥＲ２）的表达与淋巴结转移的关系。方法　采用免疫组织化学方法检测７２例乳腺浸润性导管癌组织样本中ＧＰＲ３０、ＨＲＧ１、

ＨＥＲ２和ｐＨＥＲ２的表达。结果　ＧＰＲ３０与 ＨＲＧ１表达呈中度相关性（狉＝０．５９７，犘＝０．０００）；ｐＨＥＲ２与ＧＰＲ３０或 ＨＲＧ１的表

达呈强相关性（狉＝０．７４２，犘＝０．０００；狉＝０．６１５，犘＝０．０００）；ＧＰＲ３０和ｐＨＥＲ２表达在淋巴结转移组明显高于淋巴结未转移组，差

异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　ＧＰＲ３０与 ＨＲＧ１ＨＥＲ２信号途径存在相互联系，可能共同促进乳腺癌淋巴结转移，联合抑

制这两条途径有望成为乳腺癌治疗的新策略。
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　　在恶性肿瘤的发生、发展过程中，不同细胞信号转导通路

之间存在相互作用。大量研究证实，新的雌激素受体 Ｇ蛋白

偶联受体３０（Ｇｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｐｌｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ３０，ＧＰＲ３０）与表皮生

长因子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）家族成

员之间存在交叉对话［１］。目前的研究认为，ＥＧＦＲ家族包括

ＥＧＦＲ、ＨＥＲ２、ＨＥＲ３和 ＨＥＲ４４个成员，Ｈｅｒｅｇｕｌｉｎｓ是一类

ＨＥＲ３和 ＨＥＲ４的配体，能促进 ＨＥＲ３或 ＨＥＲ４与其他ＥＧＦ

家族成员形成异二聚体从而激活下游信号转导途径并引发一

系列生物学功能的改变。在恶性肿瘤尤其是乳腺癌中，

ＨＥＲ２／ＨＥＲ３是最常见也最重要的异二聚体形式
［２］。本课题

组前期的工作已经发现，Ｈｅｒｅｇｕｌｉｎｓ的主要亚型 ＨＲＧ１在多

种乳腺癌细胞系均能通过 ＨＥＲ２／ＨＥＲ３ＭＡＰＫ／ＥＲＫ信号途

径上调ＧＰＲ３０表达并促进乳腺癌细胞的迁徙和侵袭
［３４］，可能

与乳腺癌发生内分泌治疗耐药有关。然而迄今在人类乳腺癌

组织样本中，ＧＰＲ３０与 ＨＲＧ１两条信号途径之间的表达相关

性研究还未见报道。

本研究采用免疫组织化学方法在人类浸润性乳腺导管癌

石蜡组织样本中检测ＧＰＲ３０、ＨＲＧ１、ＨＥＲ２及其激活状态磷

酸化 ＨＥＲ２（ｐＨＥＲ２）的表达，并分析这些指标与淋巴结转移

的相关性。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取浙江大学医学院附属第二医院２００８年

１月至２０１２年２月收治的７２例女性浸润性乳腺导管癌患者

的术后标本，术前均未接受过化疗、放疗或内分泌治疗，年龄

３１～７８岁，平均４６岁。常规石蜡包埋并保存，均经病理检查

证实。

１．２　方法

１．２．１　主要试剂　即用型快速免疫组织化学 ＭａｘＶｉｓｉｏｎ试

剂盒（兔）购自福建迈新生物公司。ＧＰＲ３０兔抗人多克隆抗体

购自Ａｂｃａｍ公司（１∶２００），ＨＲＧ１兔抗人多克隆抗体购自

Ｅｐｉｔｏｍｉｃｓ公司（１∶７５），ＨＥＲ２兔抗人单克隆抗体购自Ｅｐｉｔｏ

ｍｉｃｓ公司（１∶２５０），ｐＨＥＲ２（ｐＹ１２２１／Ｙ１２２２）购自ＣｅｌｌＳｉｇｎａ
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ｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司（１∶３００）。

１．２．２　实验方法　采用免疫组织化学ＥｌｉｖｉｓｉｏｎＰｌｕｓ法检测

组织中 ＧＰＲ３０、ＨＲＧ１、ＨＥＲ２和ｐＨＥＲ２酪氨酸激酶１２２１／

１２２２（ｐＹ１２２１／Ｙ１２２２）位点的表达。用已知的阳性切片作阳性

对照，用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）代替一抗作阴性对照。

１．２．３　结果判断　由两位病理医师进行双盲法观察，对免疫

组织化学结果进行评估。结果判读标准：以细胞膜或细胞质显

棕黄色颗粒为阳性。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件统计进行分析。相关

性分析用Ｓｐｅａｒｍａｎ法进行统计，组间计数资料比较采用χ
２ 检

验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＧＰＲ３０与 ＨＲＧ１表达的相关性　ＧＰＲ３０的阳性率为

５８．３３％（５３／７２），ＨＲＧ１的阳性率为６１．１１％（４４／７２），两者经

Ｓｐｅａｒｍａｎ相关性分析呈正相关（狉＝０．５９７，犘＜０．０５）。

２．２　ＨＥＲ２与ＧＰＲ３０、ＨＲＧ１表达的相关性　ＨＥＲ２的阳性

率为４５．８３％（３３／７２），经 Ｓｐｅａｒｍａｎ相关性分析 ＨＥＲ２与

ＧＰＲ３０呈正相关（狉＝０．２６９，犘＜０．０５），与 ＨＲＧ１无相关性

（狉＝０．０４８，犘＞０．０５）。

２．３　ｐＨＥＲ２与ＧＰＲ３０、ＨＲＧ１表达的相关性　ｐＨＥＲ２的阳

性率为５２．７８％（３８／７２），经 Ｓｐｅａｒｍａｎ相关性分析 ｐＨＥＲ２

（ｐＹ１２２１／Ｙ１２２２）与ＧＰＲ３０以及 ＨＲＧ１均呈显著正相关（狉＝

０．７４２，犘＜０．０５；狉＝０．６１５，犘＜０．０５）。

２．４　ＧＰＲ３０、ＨＲＧ１、ＨＥＲ２及ｐＨＥＲ２表达与淋巴结转移的

关系　在７２例乳腺癌病例中，淋巴结转移率为３３．３３％（２４／

７２），其中 ＧＰＲ３０表达阳性且淋巴结转移的病例占２３．６１％

（１７／７２），ｐＨＥＲ２（ｐＹ１２２１／Ｙ１２２２）表达阳性且淋巴结转移的

病例占３０．５６％（２２／７２），因此淋巴组织转移者 ＧＰＲ３０和

ｐＨＥＲ２的表达显著高于淋巴结未转移者，差异均有统计学意

义（犘＜０．０５）。而 ＨＲＧ１表达阳性且淋巴结转移者占２５．００％

（１８／７２），ＨＥＲ２表达阳性且淋巴结转移者占１８．０６％（１３／

７２），因而淋巴结转移者 ＨＲＧ１和 ＨＥＲ２的表达与淋巴结未转

移者相比，差异均无统计学意义（犘＞０．０５）。

３　讨　　论

尽管内分泌治疗是雌激素受体（ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＲ）阳

性乳腺癌患者的主要治疗手段之一，但只有约６０％的患者能

从中获益，其中近４０％的患者在治疗期间发生耐药。大量的

研究发现，ＥＲ和ＥＧＦ家族细胞信号转导通路之间的相互作用

在乳腺癌发生、发展以及内分泌治疗耐药的形成中发挥重要作

用［５］。

ＧＰＲ３０属于Ｇ蛋白偶联受体家族，是由３７５个氨基酸组

成的７次跨膜受体，不仅能通过其他信号途径间接调节雌激素

的功能，也能直接与内源性雌激素、环境雌激素、三苯氧胺、特

异性激动剂Ｇ１等结合影响下游的快速（非基因组）／慢速（基

因组）效应［６］，因而被分类为雌激素受体。在ＧＰＲ３０与ＥＲ均

阳性表达的乳腺癌，ＥＲ拮抗剂三苯氧胺虽然能竞争性抑制雌

激素与ＥＲ结合，但却能作为激动剂与ＧＰＲ３０结合继续发挥

促肿瘤细胞生长的作用。有研究发现，ＧＰＲ３０在约６０％的浸

润性乳腺导管癌中呈阳性表达，其过表达与肿瘤直径（＞２ｃｍ）

及 ＨＥＲ２过表达呈正相关性，与肿瘤转移也有显著相关性

（犘＜０．０５）
［７］。

在人类的恶性肿瘤中，ＥＧＦ家族信号系统的功能失调是

广泛存在的现象。Ｈｅｒｅｇｕｌｉｎｓ作为 ＨＥＲ３和 ＨＥＲ４的配体，

其主要亚型ＨＲＧ１在约３０％并不过表达ＨＥＲ２的乳腺癌中存

在过表达，以自分泌或旁分泌方式导致 ＨＥＲ２／ＨＥＲ３异二聚

体形成并激活下游信号途径，诱导乳腺上皮细胞恶性转化［８］。

各种研究还表明 Ｈｅｒｅｇｕｌｉｎｓ也与乳腺癌抗雌激素治疗耐药的

发生有关［９］。

笔者对浸润性乳腺导管癌组织样本中对 ＨＲＧ１和ＧＰＲ３０

的表达进行了检测，结果发现 ＧＰＲ３０的阳性率为５８．３３％

（５３／７２），ＨＲＧ１的阳性率为６１．１１％（４４／７２），两者的表达差

异有统计学意义（狉＝０．５９７，犘＜０．０５）。有研究结果提示，

ＨＲＧ１与ＧＰＲ３０之间可能存在相互之间的表达调控
［３４］，而本

文笔者前期在乳腺癌细胞系中的研究已经证实 ＨＲＧ１上调

ＧＰＲ３０表达。

ＨＥＲ２在２０％～３０％的乳腺癌中存在过表达现象，ＨＥＲ２

过表达提示肿瘤患者预后不良，对内分泌治疗反应降低。以往

研究对ＧＰＲ３０与 ＨＥＲ２相关性的结论很不一致，考虑到ＥＧ

ＦＲ需要被磷酸化激活后才能发挥生理功能，因而可能检测

ＨＥＲ２的激活状态更有意义。有文献报道，ｐＨＥＲ２的酪氨酸

激酶ｐＹ１２２１／Ｙ１２２２位点对无病生存期和总生存期都是独立

的预测因子，该位点也被证明在免疫组织化学研究 ＨＥＲ２激

活状态中较其他位点更敏感［１０］。因此，本研究中选择对

ｐＨＥＲ２（ｐＹ１２２１／Ｙ１２２２）进行了检测，结果表明 ＧＰＲ３０表达

与 ＨＥＲ２表达呈弱相关性（狉＝０．２６９，犘＜０．０５），但与ｐＨＥＲ２

呈显著正相关（狉＝０．７４２，犘＜０．０５）。本研究也发现，ＨＲＧ１表

达与 ＨＥＲ２表达无相关性（狉＝０．０４８，犘＞０．０５），但与ｐＨＥＲ２

呈显著正相关（狉＝０．６１５，犘＜０．０５）。这些结果提示，ＨＲＧ１与

ＨＥＲ３结合后并不会改变 ＨＥＲ２的表达，主要是通过激活

ＨＥＲ２及其下游的一系列信号转导途径影响 ＧＰＲ３０表达，这

与笔者之前对乳腺癌细胞系的研究结论相一致，即 ＨＥＲ２／

ＨＥＲ３异二聚体在 ＨＲＧ１上调 ＧＰＲ３０表达的信号转导途径

中处于中心环节［３］。

淋巴结转移是乳腺癌重要的预后指标，既往的报道对

Ｈｅｒｅｇｕｌｉｎｓ和ＧＰＲ３０与恶性肿瘤淋巴结转移的关系并没有得

到一致的结论。在本研究中，ＧＰＲ３０在淋巴结转移者的表达

显著高于淋巴结未转移者（犘＜０．０５），而 ＨＲＧ１与淋巴结转移

差异无统计学意义（犘＞０．０５）。以往的研究认为，在有淋巴结

转移者中，ＨＥＲ２阳性的乳腺癌患者预后差于 ＨＥＲ２阴性者，

但在无淋巴结转移者中仍存在争论，但大部分研究认为 ＨＥＲ２

表达水平与淋巴结转移情况无关［１１］。尽管本研究也没有得出

ＨＥＲ２表达与淋巴结转移具有相关性的结论，但淋巴结转移且

ｐＨＥＲ２表达阳性的病例占３０．５６％（２２／７２），ｐＨＥＲ２在淋巴结

转移者的表达显著高于淋巴结未转移者且差异有统计学意义

（犘＜０．０５），提示激活的 ＨＥＲ２对于乳腺癌淋巴结转移相较于

ＨＥＲ２可能具有更重要的生物学意义。

ＨＲＧ１和ＧＰＲ３０之间存在的相互作用在乳腺癌组织样本

和细胞系中均得到了证实，提示联合干预 ＨＲＧ１与ＧＰＲ３０信

号途径可能是新的乳腺癌治疗策略，已有报道在乳腺癌细胞系

联合给予 ＧＰＲ３０拮抗剂 Ｇ１和 ＨＥＲ２的特异性单抗曲妥珠

单抗加大了对细胞增殖的抑制效应［１２］。进一步对乳腺癌细胞

信号传导途径相互作用的研究将为制定新的治疗方案提供更

多的理论依据。
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需要明确ＰＫＣ表达水平与ＰＫＣ磷酸化之间的联系。总之，本

研究表明ＰＫＣδ介导内皮细胞增殖、凋亡，其可能与下游Ｆａｓ

等其他信号相关。
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