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  摘 要:目的 探讨乳腺癌中四跨膜蛋白8(Tspan8)、整合素α5(ITGA5)的表达与临床病理特征及预后的

关系。方法 将2018年4月至2020年4月该院收治的136例乳腺癌患者纳入研究。收集患者乳腺癌组织标

本及对应的癌旁组织标本。采用免疫组化法检测Tspan8、ITGA5在乳腺癌组织及对应癌旁组织中的表达情

况,分析Tspan8、ITGA5表达情况与乳腺癌患者临床病理特征的关系。对出院的乳腺癌患者行连续36个月的

随访,记录患者生存状况,比较不同临床病理特征乳腺癌患者的3年生存率。采用多因素Cox回归分析乳腺癌

患者腋窝淋巴结转移的影响因素。结果 乳腺癌组织的 Tspan8、ITGA5阳性表达率高于癌旁组织(P<
0.05)。低分化、肿瘤最大径≥3

 

cm、TNM 分期为Ⅲ~Ⅳ期、有腋窝淋巴结转移、其他分子分型的乳腺癌患者

Tspan8、ITGA5阳性表达率高于中/高分化、肿瘤最大径<3
 

cm、TNM分期为Ⅰ~Ⅱ期、无腋窝淋巴结转移、三

阴性分型的乳腺癌患者(P<0.05)。Tspan8、ITGA5阳性表达患者的3年生存率分别低于Tspan8、ITGA5阴

性表达患者,差异均有统计学意义(P<0.05)。低分化、TNM 分期为Ⅲ~Ⅳ期、有腋窝淋巴结转移、其他分子

分型及Tspan8、ITGA5阳性表达患者的3年生存率低于中/高分化、TNM 分期为Ⅰ~Ⅱ期、无腋窝淋巴结转

移、三阴性分型及Tspan8、ITGA5阴性表达患者(P<0.05)。TNM 分期为Ⅲ~Ⅳ期(HR=2.289,95%CI:

1.519~3.447)、其他分子分型(HR=2.622,95%CI:1.744~3.942)及Tspan8阳性表达(HR=3.622,95%
CI:2.159~6.077)、ITGA5阳性表达(HR=3.142,95%CI:2.022~4.884)均为乳腺癌患者腋窝淋巴结转移

的危险因素(P<0.05)。结论 Tspan8、ITGA5在乳腺癌患者中呈高表达,均与患者临床病理特征及预后

有关。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expressions
 

of
 

transmembrane
 

protein
 

8
 

(Tspan8)
 

and
 

integrin
 

α5
 

(ITGA5)
 

in
 

breast
 

cancer
 

and
 

their
 

relationship
 

with
 

clinicopathological
 

features
 

and
 

prognosis.Methods A
 

total
 

of
 

136
 

breast
 

cancer
 

patients
 

admitted
 

to
 

the
 

hospital
 

from
 

April
 

2018
 

to
 

April
 

2020
 

were
 

enrolled
 

in
 

the
 

study.Breast
 

cancer
 

tissue
 

samples
 

and
 

corresponding
 

paracancerous
 

tissue
 

samples
 

were
 

collected.The
 

ex-
pressions

 

of
 

Tspan8
 

and
 

ITGA5
 

in
 

breast
 

cancer
 

tissues
 

and
 

corresponding
 

adjacent
 

tissues
 

were
 

detected
 

by
 

immunohistochemistry.The
 

relationship
 

between
 

the
 

expressions
 

of
 

Tspan8
 

and
 

ITGA5
 

and
 

the
 

clinicopatho-
logical

 

characteristics
 

of
 

breast
 

cancer
 

patients
 

was
 

analyzed.The
 

discharged
 

breast
 

cancer
 

patients
 

were
 

fol-
lowed

 

up
 

for
 

36
 

months,and
 

the
 

survival
 

status
 

of
 

the
 

patients
 

was
 

recorded.The
 

3-year
 

survival
 

rate
 

of
 

breast
 

cancer
 

patients
 

with
 

different
 

clinicopathological
 

characteristics
 

was
 

compared.Multivariate
 

Cox
 

regression
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

influencing
 

factors
 

of
 

axillary
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

in
 

breast
 

cancer
 

patients.
Results The

 

positive
 

expression
 

rates
 

of
 

Tspan8
 

and
 

ITGA5
 

in
 

breast
 

cancer
 

tissues
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

adjacent
 

tissues
 

(P<0.05).The
 

positive
 

expression
 

rates
 

of
 

Tspan8
 

and
 

ITGA5
 

in
 

breast
 

cancer
 

patients
 

with
 

poor
 

differentiation,tumor
 

maximum
 

diameter
 

≥3
 

cm,TNM
 

stage
 

Ⅲ-Ⅳ,axillary
 

lymph
 

node
 

metastasis
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and
 

other
 

molecular
 

subtypes
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

moderate/well
 

differentiation,tumor
 

maximum
 

diam-
eter

 

<3
 

cm,TNM
 

stage
 

Ⅰ-Ⅱ,no
 

axillary
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

and
 

triple
 

negative
 

subtype
 

(P<0.05).
The

 

3-year
 

survival
 

rate
 

of
 

patients
 

with
 

positive
 

expression
 

of
 

Tspan8
 

and
 

ITGA5
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

patients
 

with
 

negative
 

expression
 

of
 

Tspan8
 

and
 

ITGA5
 

(P<0.05).The
 

3-year
 

survival
 

rate
 

of
 

patients
 

with
 

poor
 

differentiation,TNM
 

stage
 

Ⅲ-Ⅳ,axillary
 

lymph
 

node
 

metastasis,other
 

molecular
 

sub-
types

 

and
 

positive
 

expressions
 

of
 

Tspan8
 

and
 

ITGA5
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

of
 

patients
 

with
 

moderate/high
 

differentiation,TNM
 

stage
 

Ⅰ-Ⅱ,no
 

axillary
 

lymph
 

node
 

metastasis,triple
 

negative
 

subtype
 

and
 

negative
 

ex-
pressions

 

of
 

Tspan8
 

and
 

ITGA5
 

(P<0.05).TNM
 

stage
 

Ⅲ-Ⅳ
 

(HR=2.289,95%CI:1.519-3.447),other
 

molecular
 

subtypes
 

(HR=2.622,95%CI:1.744-3.942),Tspan8
 

positive
 

expression
 

(HR=3.622,95%CI:

2.159-6.077)
 

and
 

ITGA5
 

positive
 

expression
 

(HR=3.142,95%CI:2.022-4.884)
 

were
 

risk
 

factors
 

for
 

ax-
illary

 

lymph
 

node
 

metastasis
 

in
 

breast
 

cancer
 

patients
 

(P<0.05).Conclusion Tspan8
 

and
 

ITGA5
 

are
 

highly
 

expressed
 

in
 

breast
 

cancer
 

patients,which
 

are
 

related
 

to
 

the
 

clinicopathological
 

characteristics
 

and
 

prognosis
 

of
 

patients.
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  乳腺癌是女性常见恶性肿瘤,发病率呈逐年上升

趋势,严重威胁女性生命健康[1]。乳腺癌的进展为多

基因、多因素协同作用的结果,研究表明,该病预后与

有无腋窝淋巴结转移密切相关[2]。临床常依据术中

观察是否有腋窝淋巴结转移评估乳腺癌是否发生转

移,但仍会出现漏诊、误诊,影响治疗结果。所以寻找

一种可准确评估乳腺癌转移的灵敏指标至关重要。
四跨 膜 蛋 白 8(Tspan8)属 于 四 跨 膜 蛋 白 超 家 族

(TM4SF)成员,研究证实胃癌、肝癌中 Tspan8呈过

表达 且 参 与 肿 瘤 转 移、复 发 过 程[3]。整 合 素 α5
(ITGA5)属于整合素家族成员,位于染色体12q11-
q13区域,胃癌、卵巢癌中ITGA5呈高表达且与不良

预后有关[4-5]。但目前涉及Tspan8、ITGA5与乳腺癌

关系的研究较少。因此,本研究主要探讨 Tspan8、

ITGA5在乳腺癌中的表达情况及其与患者临床病理

特征及预后的关系,为乳腺癌早期诊断和治疗提供

参考。

1 资料与方法

1.1 一般资料 将2018年4月至2020年4月本院

收治的136例乳腺癌患者纳入研究,年龄25~71岁、
平均(51.37±5.28)岁。纳入标准:(1)经病理检查确

诊且符合《2020
 

CSCO版乳腺癌诊疗指南》中乳腺癌

的诊断标准[6];(2)入院后接受乳腺癌根治术、腋窝淋

巴结清扫术治疗。排除标准:(1)术前有放化疗、新辅

助治疗、内分泌治疗史;(2)心、肝、肺、肾等组织器官

功能异常;(3)合并其他恶性肿瘤、免疫缺陷疾病、血
液系统疾病;(4)认知异常或精神异常;(5)妊娠及哺

乳期女性;(6)依从性差。纳入研究的患者或直系亲

属对本研究知情同意。本研究经本院医学伦理委员

会批准。

1.2 方法

1.2.1 免疫组化法检测组织标本中Tspan8、ITGA5
的表达情况 收集患者癌组织标本及对应的癌旁组

织标本,采用乳腺癌组织及癌旁组织中 Tspan8、IT-
GA5的表达情况。采用4%多聚甲醛常规固定乳腺

癌组织和癌旁组织标本,组织标本经脱水、石蜡包埋、
切片处理后,制得厚度为4

 

μm的组织切片。将组织

切片进行二甲苯脱蜡、不同梯度乙醇脱水处理后,使
用柠檬酸钠溶液在高压高温条件下进行抗原修复,冷
却后加入磷酸盐缓冲液(PBS),冲洗3次,每次5

 

min。随后加入5%山羊血清抗体封闭液进行封闭,
滴加兔抗人Tspan8多克隆抗体(1∶50,美国Biorbyt
公司)、兔抗人ITGA5多克隆抗体(1∶100,美国Bi-
orbyt公司),4

 

℃冰箱内孵育过夜,加入PBS冲洗3
次,加入羊抗兔二抗IgG(1∶1

 

000,北京中杉金桥公

司),37
 

℃下孵育30
 

min,PBS冲洗3次。采用DAB
染色试剂盒显色,苏木精复染,乙醇脱水,树脂胶封

片,高倍显微镜下观察。阳性细胞的判定:显微镜下

观察,细胞质内出现棕黄色或棕褐色颗粒为阳性细

胞。阳性细胞百分比评分:阳性细胞<5%、5%~<
25%、25%~<50%、50%~<75%、≥75%分别计为

0、1、2、3、4分。染色强度评分:无着色、浅黄或黄色、
棕黄色、棕褐色分别为0、1、2、3分。染色指数(SI)=
阳性细胞百分比评分×染色强度评分,蛋白阳性或阴

性表达的判定:SI>3分为阳性,SI≤3分为阴性[7]。

1.2.2 随访 通过电话、门诊复查等方式对出院的

乳腺癌患者行连续36个月的随访,记录患者生存状

况,随访截止时间为2023年4月。第1年每2个月随

访1次,第2、3年每4个月随访1次,死亡或到随访截

止时间即可终止随访。
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1.3 统计学处理 采用SPSS23.0统计软件进行数

据处理。计数资料采用例数或百分率表示,组间比较

采用χ2 检验。采用多因素Cox回归分析乳腺癌患者

腋窝淋巴结转移的危险因素。P<0.05为差异有统

计学意义。

2 结  果

2.1 乳腺癌组织和癌旁组织Tspan8、ITGA5阳性表

达率的比较 乳腺癌组织Tspan8、ITGA5阳性表达

率高于癌旁组织(P<0.05),见表1,图1、2。

  注:A为乳腺癌组织(×40);B为癌旁组织(×40);A1、B1为 A、B
的局部放大。

图1  免疫组化法检测乳腺癌和对应癌旁组织中

Tspan8的表达

2.2 Tspan8、ITGA5表达情况与乳腺癌临床病理特

征的关系 不同年龄、月经状况的乳腺癌患者 Ts-
pan8、ITGA5表达情况比较,差异无统计学意义(P>
0.05)。低分化、肿瘤最大径≥3

 

cm、TNM 分期为

Ⅲ~Ⅳ期、有腋窝淋巴结转移、其他分子分型的乳腺

癌患者Tspan8、ITGA5阳性表达率高于中/高分化、
肿瘤最大径<3

 

cm、TNM分期为Ⅰ~Ⅱ期、无腋窝淋

巴结转移、三阴性分型的乳腺癌患者(P<0.05)。见

表2。
表1  乳腺癌组织和癌旁组织中Tspan8和ITGA5

   表达情况比较[n(%)]

组织类型 n
Tspan8

阴性表达 阳性表达

ITGA5

阴性表达 阳性表达

乳腺癌组织 136 39(28.68) 97(71.32) 49(36.03) 87(63.97)

癌旁组织 136 84(61.76) 52(38.24) 93(68.38) 43(31.62)

χ2 30.054 28.526

P <0.001 <0.001

2.3 不同临床病理特征的乳腺癌患者3年生存率的

比较 连续随访36个月后,136例乳腺癌患者中94
例存活,3年生存率为69.12%(94/136)。低分化、

TNM分期为Ⅲ~Ⅳ期、有腋窝淋巴结转移、其他分子

分型及Tspan8、ITGA5阳性表达患者的3年生存率

低于中/高分化、TNM 分期为Ⅰ~Ⅱ期、无腋窝淋巴

结转移、三阴性分型及Tspan8、ITGA5阴性表达患者

(P<0.05),见表3。

表2  Tspan8、ITGA5表达与乳腺癌临床病理特征的关系[n(%)]

项目 n
Tspan8表达

阴性(n=39) 阳性(n=97) χ2 P

ITGA5表达

阴性(n=49) 阳性(n=87) χ2 P

年龄(岁) 1.909 0.167 2.407 0.121

 <50 71 24(33.80) 47(66.19) 31(43.66) 40(56.33)

 ≥50 65 15(23.07) 50(76.92) 20(30.76) 45(69.23)

月经状况 1.127 0.288 3.415 0.065

 已绝经 25 5(20.00) 20(80.00) 5(20.00) 20(80.00)

 未绝经 111 34(30.63) 77(69.36) 44(39.63) 67(60.36)

肿瘤最大径(cm) 10.790 0.001 8.075 0.004

 <3
 

64 27(42.18) 37(57.81) 31(48.43) 33(51.56)

 ≥3
 

72 12(16.66) 60(83.33) 18(25.00) 54(75.00)

分化程度 13.988 <0.001 9.092 0.003

 低分化 30 3(10.00) 27(90.00) 4(13.33) 26(86.66)

 中分化 46 9(19.56) 37(80.43) 15(32.60) 31(67.39)

 高分化 60 27(45.00) 33(55.00) 30(50.00) 30(50.00)

TNM分期 7.572 0.006 5.667 0.017

 Ⅰ~Ⅱ期 76 29(38.15) 47(61.84) 34(44.73) 42(55.26)
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续表2  Tspan8、ITGA5表达与乳腺癌临床病理特征的关系[n(%)]

项目 n
Tspan8表达

阴性(n=39) 阳性(n=97) χ2 P

ITGA5表达

阴性(n=49) 阳性(n=87) χ2 P

 Ⅲ~Ⅳ期 60 10(16.66) 50(83.33) 15(25.00) 45(75.00)

腋窝淋巴结转移 4.884 0.027 4.844 0.028

 有 31 4(12.90) 27(87.09) 6(19.35) 25(80.64)

 无 105 35(33.33) 70(66.66) 43(40.95) 62(59.04)

分子分型 30.678 <0.001 11.949 0.001

 三阴性 16 14(87.50) 2(12.50) 12(75.00) 4(25.00)

 其他 120 25(20.83) 95(79.16) 37(30.83) 83(69.16)

  注:A为乳腺癌组织;B为癌旁组织。

图2  免疫组化法检测乳腺癌组织和癌旁组织中ITGA5的表达(×200)

表3  不同临床病理特征的乳腺癌患者3年生存率

   的比较[n=94,n(%)]

因素 n 3年生存率 χ2 P

年龄(岁) 3.165 0.075

 <50 71 34(47.88)

 ≥50 65 41(63.07)

月经状况 2.233 0.135

 已绝经 25 11(44.00)

 未绝经 111 67(60.36)

肿瘤最大径(cm) 7.954 0.005

 <3 64 43(67.18)

 ≥3 72 31(43.05)

分化程度 15.917 <0.001

 低分化 30 10(33.33)

 中分化 46 21(45.65)

 高分化 60 45(75.00)

TNM分期 6.411 0.011

 Ⅰ~Ⅱ期 76 47(61.84)

 Ⅲ~Ⅳ期 60 24(40.00)

腋窝淋巴结转移 11.882 0.001

 有 31 12(38.70)

续表3  不同临床病理特征的乳腺癌患者3年生存率

   的比较[n=94,n(%)]

因素 n 3年生存率 χ2 P

 无 105 76(72.38)

分子分型 5.085 0.024

 三阴性 16 14(87.50)

 其他 120 70(58.33)

Tspan8 6.905 0.009

 阴性 39 27(69.23)

 阳性 97 43(44.32)

ITGA5 8.209 0.004

 阴性 49 35(71.42)

 阳性 87 40(45.97)

2.4 乳腺癌患者腋窝淋巴结转移的多因素Cox回归

分析 将乳腺癌患者腋窝淋巴结转移作为因变量,将
单因素分析有意义的指标作为自变量进行多因素

Cox回归分析,结果显示,TNM 分期为Ⅲ~Ⅳ期、其
他分子分型及Tspan8、ITGA5阳性表达是乳腺癌患

者腋窝淋巴结转移的危险因素(P<0.05),见表4。
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表4  乳腺癌患者腋窝淋巴结转移的多因素Cox回归分析

因素 回归系数 标准误 Wald
 

χ2 P HR(95%CI)

TNM分期(Ⅲ~Ⅳ期
 

vs.Ⅰ~Ⅱ期) 0.828 0.209 15.695 <0.001 2.289(1.519~3.447)

分子分型(其他
 

vs.三阴性) 0.964 0.208 21.480
 

<0.001 2.622(1.744~3.942)

Tspan8(阳性表达
 

vs.阴性表达) 1.287 0.264 23.766
 

<0.001 3.622(2.159~6.077)

ITGA5(阳性表达
 

vs.阴性表达) 1.145 0.225 25.897
 

<0.001 3.142(2.022~4.884)

3 讨  论

乳腺癌属于激素受体依赖型恶性肿瘤,我国乳腺

癌发病率呈逐年上升趋势,为女性癌症相关死亡的重

要原因之一[8]。晚期乳腺癌会向远处转移,累及多脏

器,腋窝淋巴结转移是导致乳腺癌远处转移、术后复

发的主要因素,会增加患者死亡风险。研究证实,病
灶范围、肿瘤大小、TNM 分期、淋巴结转移为评估乳

腺癌患者预后的重要依据[9]。临床对乳腺癌患者实

施腋窝淋巴结清扫术治疗,但手术创伤大、并发症较

多,而且对腋窝淋巴结无转移的患者而言属于过度治

疗,不会改善局部控制率和生存率。所以,为乳腺癌

预后提供新的预测标志物,能为疾病诊断和治疗提供

新思路。
四跨膜蛋白超家族成员参与恶性肿瘤转移、浸润

过程,Tspan8可作为肿瘤诊断、预后评估指标[10]。有

研究通过在结肠癌细胞中的实验研究发现,Tspan8
为细胞膜蛋白,不影响肿瘤细胞生长、分裂,其参与癌

细胞运动,Tspan8水平升高,癌细胞转移活性、浸润

能力增强[11]。另一研究认为,Tspan8通过c-Met、

Notch、Rhokinase等信号通路,促进肿瘤新生血管的

形成[12]。本研究结果显示,乳腺癌组织Tspan8阳性

表达率高于癌旁组织(P<0.05);不同分化程度、

TNM分期、分子分型、有无腋窝淋巴结转移的乳腺癌

患者Tspan8表达情况比较,差异有统计学意义(P<
0.05),Tspan8与腋窝淋巴结转移有关,提示Tspan8
在乳腺癌中呈高表达且与病情进展有关。有研究发

现,肠癌细胞株中Tspan8呈过表达,与消化系统肿瘤

转移、浸润有关,与本研究结果相似[13]。另一研究报

道,胰腺癌转移灶细胞系Tspan8
 

mRNA表达水平高

于原发灶细胞系[14]。分析原因:经血管内皮细胞生长

因子受体(VEGFR)、成纤维生长因子受体(FGFR)、

c-Kit等靶点阻断磷脂酰肌醇3-激酶(PI3K)/丝氨酸

苏氨酸激酶(AKT)、VEGFR/
 

Janus激酶2(JAK2)/
信号转导和转录激活因子3(STAT3)等信号通路,可
抑制癌细胞增殖、迁移,促使癌细胞死亡。Tspan8表

达上调,会促进肿瘤细胞生长、转移,该作用与PI3K/

AKT、MAPK/AKT等信号通路有关[15]。本研究结

果显示,Tspan8阳性表达患者的3年生存率低于Ts-
pan8阴性表达患者(P<0.05),提示Tspan8过表达

与乳腺癌预后不良有关,有望成为评估乳腺癌预后的

标志物。
整合素为细胞表面的黏附分子,包含α亚基、β亚

基。整合素家族为跨膜二聚体蛋白,具有细胞黏附、
信号通路受体功能,ITGA5亚基或二聚体可结合细胞

外结构、基质蛋白,从而调控细胞周期,调控细胞增

殖、侵袭、迁移等,其有组织、功能特异性[16-17]。IT-
GA5经依赖黏附、非黏附途径促进乳腺癌发生、发展。
本研究结果显示,乳腺癌组织ITGA5阳性表达率高

于癌旁组织(P<0.05);ITGA5阳性表达与分化程

度、TNM分期、腋窝淋巴结转移、分子分型有关(P<
0.05)。这提示ITGA5高表达与乳腺癌发生、发展有

关。免疫组化实验显示,ITGA5在肝癌组织中的表达

高于普通肝组织,与本研究结果一致[18]。研究表明,
乳腺癌骨转移瘤中ITGA5呈高表达,其可促进癌细

胞向骨组织黏附,但肺、肝、脑转移癌中ITGA5呈低

表达[19]。有研究示,抑制ITGA5可延缓肺癌细胞迁

移。本研究结果显示,ITGA5阳性表达患者的3年生

存率低于ITGA5阴性表达患者(P<0.05),提示IT-
GA5高表达与乳腺癌预后不良有关。有研究发现,胶
质瘤中ITGA5表达升高且随胶质瘤 WHO分级增加

而升高,ITGA5表达与肿瘤增殖、恶性程度相关[20]。
多因素Cox回归分析显示,TNM分期为Ⅲ~Ⅳ期、其
他分子分型及Tspan8、ITGA5阳性表达是乳腺癌患

者腋窝淋巴结转移的危险因素(P<0.05),提示Ts-
pan8、ITGA5表达升高导致乳腺癌细胞侵袭能力增

强,细胞黏附性下降,易发生腋窝淋巴结转移、侵袭,
监测Tspan8、ITGA5水平变化可反映乳腺癌浸润、转
移的风险。综上所述,Tspan8、ITGA5在乳腺癌患者

中呈高表达,均与患者临床病理特征及预后有关。
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