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  摘 要:目的 探讨 Hepsin、基质金属蛋白酶-7(MMP-7)、CD147与三阴性乳腺癌(TNBC)微血管密度

(MVD)的相关性。方法 选取2015年5月至2018年1月中国人民解放军陆军第八十二集团军医院收治的86
例TNBC患者组织标本作为TNBC组,另选取同期中国人民解放军陆军第八十二集团军医院收治的80例非

TNBC患者组织标本作为非TNBC组。比较两组 Hepsin、MMP-7、CD147表达情况及 MVD,并进行Pearson
相关性分析。结果 TNBC组Hepsin、MMP-7、CD147阳性表达率均明显高于非TNBC组,差异均有统计学意

义(P<0.05)。Hepsin、MMP-7、CD147表达、MVD值与年龄、肿瘤直径、病理类型均无关(P>0.05);与月经

情况、临床分期、组织学分级、淋巴结转移有关(P<0.05)。TNBC组织 Hepsin、MMP-7、CD147同时阳性表达

的 MVD值均明显高于Hepsin、MMP-7及CD147单独阳性表达的 MVD值,差异均有统计学意义(P<0.05)。
经Pearson相关性分析显示,TNBC组织Hepsin、MMP-7、CD147阳性表达与 MVD值均呈正相关(P<0.05)。
结论 Hepsin、MMP-7、CD147阳性表达与TNBC组织的 MVD值均呈正相关,三者可能均与TNBC的高侵袭

性有密切关系。
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Abstract:Objective To
 

investigate
 

the
 

correlation
 

between
 

Hepsin,matrix
 

metalloproteinase-7
 

(MMP-
7),CD147

 

and
 

microvessel
 

density
 

(MVD)
 

in
 

triple-negative
 

breast
 

cancer
 

(TNBC).Methods From
 

May
 

2015
 

to
 

January
 

2018,the
 

specimens
 

of
 

86
 

TNBC
 

patients
 

in
 

the
 

82nd
 

Army
 

Hospital
 

of
 

Chinese
 

People's
 

Lib-
eration

 

Army
 

were
 

selected
 

as
 

TNBC
 

group.The
 

specimens
 

of
 

80
 

non-TNBC
 

patients
 

in
 

the
 

same
 

period
 

were
 

selected
 

as
 

non-TNBC
 

group.The
 

expression
 

of
 

Hepsin,MMP-7,CD147
 

and
 

MVD
 

were
 

compared
 

between
 

the
 

two
 

groups
 

and
 

the
 

Pearson
 

correlation
 

analysis
 

was
 

conducted.Results The
 

positive
 

expression
 

rates
 

of
 

Hepsin,MMP-7,CD147
 

in
 

TNBC
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

non-TNBC
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

expression
 

of
 

Hepsin,MMP-7,CD147
 

and
 

MVD
 

were
 

not
 

related
 

to
 

age,tumor
 

diameter
 

and
 

pathological
 

type
 

(P>0.05),but
 

related
 

to
 

menstruation,clinical
 

stage,histological
 

grade
 

and
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

(P<0.05).The
 

MVD
 

of
 

positive
 

expression
 

of
 

combina-
tion

 

of
 

Hepsin,MMP-7,CD147
 

in
 

TNBC
 

tissues
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

positive
 

expression
 

of
 

single
 

Hepsin,MMP-7,CD147,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).By
 

Pearson
 

corre-
lation

 

analysis,the
 

positive
 

expression
 

of
 

Hepsin,MMP-7,CD147
 

in
 

TNBC
 

tissues
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

MVD
 

(P<0.05).Conclusion The
 

positive
 

expression
 

of
 

Hepsin,MMP-7,CD147
 

is
 

positively
 

correlated
 

with
 

the
 

MVD
 

of
 

TNBC
 

tissues,which
 

may
 

be
 

closely
 

related
 

to
 

the
 

high
 

invasiveness
 

of
 

TNBC.
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density

  三阴性乳腺癌(TNBC)是乳腺癌的一种特殊亚

型,是指雌激素受体(ER)、孕激素受体(PR)、人表皮

生长因子受体2(HER-2)均为阴性的乳腺癌,其好发

于年轻女性,细胞分化差,具有高侵袭性、易复发和远

处转移等特点,预后较差[1]。Hepsin是一种Ⅱ型跨膜

丝氨酸蛋白酶,具有多种生理功能,如降解细胞外基

质、介导细胞间黏附、细胞的跨膜信号传导等[2]。有

研究表明,Hepsin与浸润性乳腺癌有密切关系[3]。基

质 金 属 蛋 白 酶-7(MMP-7)是 基 质 金 属 蛋 白 酶

(MMPs)家族成员之一,可由巨噬细胞、纤维母细胞、
肿瘤细胞分泌,可降解基底膜成分,参与炎症、血管新

生、肿瘤转移等[4]。CD147是一种表达于肿瘤细胞表

面的黏附分子,可诱导肿瘤细胞释放 MMP,降解基质

和基底膜,从而促进肿瘤细胞的浸润和转移[5-7]。本

研究探讨 Hepsin、MMP-7、CD147与 TNBC微血管

密度(MVD)的相关性,现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2015年5月至2018年1月中

国人民解放军陆军第八十二集团军医院收治的86例

TNBC患者组织标本作为TNBC组,年龄25~82岁,
平均(55.36±6.47)岁。纳入标准:经免疫组织化学

检查ER、PR、HER-2均为阴性;对免疫组织化学检查

HER-2为(+)或(++)的患者进一步进行FISH 检

测,结果为阴性;术前均未进行抗肿瘤治疗;均无远处

转移。本研究经中国人民解放军陆军第八十二集团

军医院伦理委员会批准,患者均签署知情同意书。另

选取同期中国人民解放军陆军第八十二集团军医院

收治的80例非 TNBC患者组织标本作为非 TNBC
组,年龄27~81岁,平均(55.02±7.14)岁。纳入标

准:术前均未进行抗肿瘤治疗;均无远处转移。

1.2 试剂与仪器 采用常规 HE染色和免疫组织化

学染色。Hepsin兔抗人单克隆抗体(批号ab18256、

ab31148)、MMP-7兔抗人单克隆抗体(批号ab207299)、

CD147兔抗人单克隆抗体(批号ab188190、ab212057)均
购自艾博抗(上海)贸易有限公司;二抗(生物素标记

羊抗兔)来自武汉博士德生物工程有限公司(批号

ab207995)。德国 Microm 公司 El-350-2石蜡包埋

机,德国Leica公司RM2135切片机,日本 Olympus
公司BM51型倒置显微镜。

1.3 方法

1.3.1 免疫组织化学染色及结果判定 免疫组织化

学链霉菌抗生物素蛋白-过氧化物酶(SP)二步法:标
本先经磷酸盐缓冲液(PBS)冲洗,再用4%中性甲醛

溶液固定,常规石蜡包埋,乙醇脱水,4
 

μm切片,再脱

蜡水化,用枸橼酸液高温高压修复抗原。每张切片滴

加过氧化物酶后于37
 

℃孵育10
 

min,后滴加山羊血

清封闭;然后滴加一抗,4
 

℃孵育过夜,PBS冲洗后滴

加二抗,37
 

℃孵育30
 

min,PBS冲洗后加入生物素-过
氧化物酶溶液,37

 

℃孵育20
 

min,用鲜二氨基联苯胺

(DAB)显色,苏木素复染。最后用中性树胶封片,于
显微镜下观察。用PBS代替一抗作为阴性对照。

Hepsin是细胞膜出现黄色至棕褐色颗粒为阳性

表达,MMP-7是细胞质出现棕色或棕黄色颗粒为阳

性表达,CD147是细胞膜和细胞质出现黄色或棕黄色

颗粒为阳性表达。在高倍镜下,每张切片随机选取5
个视野进行观察,先根据染色强度评分:无色0分,淡
黄色1分,棕黄色2分,棕褐色3分;然后根据阳性细

胞数所占百分比评分:阳性细胞数0%计0分,>
0%~25%计1分,>25%~50%计2分,>50%~
75%计3分,>75%计4分;最后根据染色强度与阳

性细胞数评分乘积判断阳性等级:0分为阴性(-),

>0~3分为弱阳性(+),>3~5分为中阳性(++),

>5分为强阳性(+++)。切片由2位病理科医生采

用双盲法评分,取2次结果的平均值作为最终结果。

1.3.2 MVD值 根据 Weidner法,血管内皮细胞可

被CD34抗体染成棕黄色,可与周围血管、肿瘤细胞和

其他结缔组织分开的内皮细胞或内皮细胞簇,作为一

个微血管;只要结构不连续,分枝结构也可作为一个

血管。先在低倍(×100)视野下寻找肿瘤组织间质微

血管密集处,然后在高倍(×400)视野下计数5个视

野的微血管数,取其平均值作为 MVD值。

1.4 统计学处理 采用SPSS19.0统计软件进行数

据分析处理。3组及以上组间均数比较采用方差分析

(F 检验),进一步两两比较采用SNK-q 检验;计数资

料以例数或百分率表示,采用χ2 检验;相关性采用

Pearson相关分析。检验水准α=0.05,以P<0.05
为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 两组 Hepsin、MMP-7、CD147阳性表达率比

较 TNBC组Hepsin、MMP-7、CD147阳性表达率均

明显高于非 TNBC组,差异均有统计学意义(P<
0.05)。见表1、图1。

表1  两组 Hepsin、MMP-7、CD147阳性

   表达率比较[n(%)]

组别 n Hepsin MMP-7 CD147

TNBC组 86 59(68.6) 64(74.4) 52(60.5)

非TNBC组 80 28(35.0) 43(53.8) 24(30.0)

t 18.765 7.728 15.496

P <0.001 0.012 <0.001

·4681· 国际检验医学杂志2020年8月第41卷第15期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,August
 

2020,Vol.41,No.15



2.2 Hepsin、MMP-7、CD147表 达 及 MVD 值 与

TNBC临 床 病 理 因 素 的 关 系  Hepsin、MMP-7、

CD147表达及 MVD值与年龄、肿瘤直径、病理类型

均无关(P>0.05);与月经情况、临床分期、组织学分

级、淋巴结转移均有关(P<0.05)。见表2。

  注:A为 Hepsin在TNBC中高强度表达(+++),细胞膜着色(DAB染色,×400);B为 MMP-7在TNBC中高强度表达(+++),细胞质着

色(DAB染色,×400);C为CD147在TNBC中强度表达(++),细胞膜和细胞质着色(DAB染色,×400);D为 Hepsin在非TNBC中弱强度表达

(+),细胞膜着色(DAB染色,×400);E为 MMP-7在非TNBC中强度表达(++),细胞膜着色(DAB染色,×400);F为CD147在非TNBC中弱

强度表达(+),细胞膜着色(DAB染色,×400)。

图1  两组 Hepsin、MMP-7、CD147阳性表达情况比较

表2  TNBC组 Hepsin、MMP-7、CD147表达及 MVD值与TNBC临床病理因素的关系

项目 n Hepsin阳性[n(%)] MMP-7阳性[n(%)] CD147阳性[n(%)] MVD值(x±s)

年龄(岁)

 <55 45 30(66.7) 34(75.6) 28(62.2) 162.08±15.26

 ≥55 41 29(70.7) 30(73.2) 24(58.5) 163.31±16.04

月经情况

 绝经前 61 49(80.3)* 52(85.2)* 46(75.4)* 181.27±17.64*

 绝经后 25 10(40.0) 12(48.0) 6(24.0) 160.75±14.29

肿瘤直径(cm)

 <2 31 21(67.7) 23(74.2) 20(64.5) 161.25±14.97

 ≥2 55 38(69.1) 41(74.5) 32(58.2) 160.73±15.38

临床分期

 Ⅰ+Ⅱ期 70 45(64.3) 49(70.0) 39(55.7) 163.79±15.56

 Ⅲ期 16 14(87.5)* 15(93.8)* 13(81.2)* 182.16±16.17*

组织学分级

 Ⅰ级 19 8(42.1) 9(47.4) 7(36.8) 162.28±14.49

 Ⅱ级 26 14(53.8) 16(61.5) 12(46.2) 169.14±14.77

 Ⅲ级 41 37(90.2)* 39(95.1)* 33(80.5)* 180.56±15.52*

病理类型

 浸润性导管癌 73 50(68.5) 54(74.0) 44(60.3) 163.05±16.29

 其他 13 9(69.2) 10(76.9) 8(61.5) 162.86±16.14
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续表2  TNBC组 Hepsin、MMP-7、CD147表达及 MVD值与TNBC临床病理因素的关系

项目 n Hepsin阳性[n(%)] MMP-7阳性[n(%)] CD147阳性[n(%)] MVD值(x±s)

淋巴结转移

 有 38 32(84.2)* 35(92.1)* 31(81.6)* 179.95±14.26*

 无 48 27(56.2) 29(60.4) 21(43.8) 164.38±14.03

  注:与同一项目另外组比较,*P<0.05。

2.3 TNBC组织 Hepsin、MMP-7、CD147阳性表达

的 MVD 值 比 较  TNBC 组 织 Hepsin、MMP-7、

CD147同时阳性表达的 MVD值均明显高于 Hepsin、

MMP-7及CD147单独阳性表达的 MVD值,差异均

有统计学意义(P<0.05)。见表3。
表3  TNBC组织 Hepsin、MMP-7、CD147阳性

   表达的 MVD值比较

指标 阳性例数(n) MVD值(x±s)

Hepsin 59 178.21±16.03

MMP-7 64 180.13±15.48

CD147 52 175.94±15.27

Hepsin、MMP-7、CD147 41 183.76±16.42

F 6.128

P <0.001

2.4 TNBC 组 织 Hepsin、MMP-7、CD147表 达 与

MVD值的相关性分析 经Pearson相关性分析显

示,TNBC组织 Hepsin、MMP-7、CD147阳性表达与

MVD值均呈正相关(P<0.05)。见表4。
表4  TNBC组织 Hepsin、MMP-7、CD147表达

   与 MVD值的相关性分析

指标 r P

Hepsin 0.614 <0.001

MMP-7 0.672 <0.001

CD147 0.563 <0.001

3 讨  论

  Hepsin基因最早是从人肝脏和肝癌细胞的cD-
NA文库中克隆确定,Hepsin蛋白是一种Ⅱ型跨膜丝

氨酸 蛋 白 酶,参 与 多 种 重 要 的 生 理 反 应 过 程[3]。

KICRHHOFER等[8]研究表明,Hepsin可将单链肝

细胞生 长 因 子(HGF)激 活 为 有 生 物 活 性 的 双 链

HGF,HGF能降解肿瘤组织周围的基质,促进癌细胞

侵袭。

MMPs是可以降解细胞外基底膜基质的一类高

度保守蛋白水解酶,MMP-7是其中相对分子质量最

小的成员,可在多种正常细胞和肿瘤细胞上表达[9]。

MMP-7可通过灭活α-抗胰蛋白酶,活化 MMPs其他

成员(如 MMP-2、MMP-9),降解Ⅳ型胶原、蛋白聚糖、

纤粘连蛋白及层粘连蛋白,促进肿瘤细胞突破基底膜

屏障,向周围组织浸润、转移[10];MMP-7还能促进多

种调节血管生长因子的合成和释放,如血管内皮生长

因子、碱性成纤维细胞生长因子受体1等[11]。
CD147又称细胞外基质金属蛋白酶诱导因子,属

于免疫球蛋白超家族成员,是一种高度糖基化的跨膜

蛋白[12]。CD147广泛表达于人体多种正常细胞,而
在恶性肿瘤细胞中表达明显升高,其在肿瘤浸润、转
移及血管生成中发挥重要作用[13]。李欢等[14]研究表

明,在乳腺癌细胞中,CD147抗体水平升高,MMP-7
蛋白阳性表达率降低,CD147抗体可抑制 癌 细 胞

MMP-7蛋白表达。
肿瘤的生长、转移及预后对血管生成有依赖性。

MVD是 检 测 肿 瘤 血 管 生 成 的 一 项 客 观 指 标[15]。
CD31广泛分布于血管内皮细胞,可作为 MVD的定

量指标,具有较高的特异度和灵敏度[16]。
本研 究 结 果 表 明,TNBC 组 Hepsin、MMP-7、

CD147阳性表达率均明显高于非TNBC组,差异均有

统计学意义(P<0.05)。Hepsin、MMP-7、CD147阳

性表达率在TNBC组织中均明显提高,并参与TNBC
的发病过程。本研究还表明,Hepsin、MMP-7、CD147
表达及 MVD值与年龄、肿瘤直径、病理类型均无关

(P>0.05);与月经情况、临床分期、组织学分级、淋巴

结转移均有关(P<0.05)。提示TNBC恶化程度越

严重,Hepsin、MMP-7、CD147阳性表达率越高。相

关研究表明,Hepsin蛋白与乳腺癌浸润性导管癌的临

床分 期 呈 正 相 关,与 组 织 分 化 程 度 呈 负 相 关[17];
MMP-7作为 MMPs家族成员之一,在多种肿瘤细胞

中均有较高表达,有研究结果显示,MMP-7可促进乳

腺癌的血管生成[18]。另外,有研究显示,CD147基因

沉默可以抑制TNBC细胞的增殖和迁移[19]。因此,
本研究结果与已经发表的相关研究结果结论基本一

致,提示 Hepsin、MMP-7、CD147三者均参与了TN-
BC的发生、发展及肿瘤细胞的侵袭和转移,但鲜有相

关研究表明三者之间的关系。本研究针对此做了进

一步深入研究。
本研究结果表明,TNBC组织 Hepsin、MMP-7、

CD147同时阳性表达的 MVD值均明显高于 Hepsin、
MMP-7及CD147单独阳性表达的 MVD值,差异均

有统计学意义(P<0.05)。说明当 Hepsin、MMP-7、
CD147同时为阳性表达时,MVD值最高,提示 Hep-
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sin、MMP-7及CD147三者参与了TNBC的侵袭和转

移,并且可能存在协同作用,可加剧TNBC的侵袭性。
分析 Hepsin、MMP-7及CD147之间的关系可能是

Hepsin在肿瘤细胞中表达后可通过降解细胞外基质、
介导细胞间黏附、细胞的跨膜信号传导等多种途径参

与肿瘤细胞的侵袭和转移;MMP-7通过降解细胞外

基质,促进和调节血管生长因子的合成和释放,直接

和间接促进肿瘤新生血管形成;CD147则通过诱导

MMPs家族多个成员的表达,参与肿瘤的浸润、转移

及血管生成。
Pearson相 关 分 析 表 明,TNBC 组 织 Hepsin、

MMP-7、CD147阳 性 表 达 与 MVD 值 均 呈 正 相 关

(P<0.05),提示 Hepsin、MMP-7、CD147三者可能

在TNBC肿瘤细胞发生、发展及转移中相互影响,相
互作用。分析其可能原因:CD147在肿瘤细胞中的高

表达可诱导 MMP-7基因的高转录和高表达,导致肿

瘤组织中 MMP-7蛋白水平和活性明显提高;Hepsin
可促进HGF的活化;MMP-7和 HGF的大量合成可

促进间质成分和细胞基底膜的胶原蛋白过度降解,以
及肿瘤细胞间的黏附作用消失,导致肿瘤细胞的侵袭

和转移能力增强。因此,Hepsin、MMP-7、CD147之

间的关系可能是CD147和Hepsin通过诱导MMP-7、
HGF的表达,降解细胞外基质,促进血管生长因子释

放,直接或间接促进肿瘤新生血管形成,导致肿瘤侵

袭和转移。
4 结  论

  本研究为 TNBC肿瘤细胞具有分化差、高侵袭

性、易复发和远处转移等的作用机制提供了研究基

础,为TNBC的靶向治疗提供了参考依据。Hepsin、
MMP-7、CD147阳性表达均与 TNBC组织的 MVD
值呈正相关,三者可能均与TNBC的高侵袭性有密切

关系。
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