
 第 25 卷 第 5 期
  2016 年 5 月

中国普通外科杂志 
Chinese Journal of General Surgery

Vol.25　No.5
May. 　2016

© 版权归中国普通外科杂志所有 http://pw.amegroups.com747

乳 腺 导 管 癌 以 及 小 叶 上 皮 来 源 的 肿 瘤 较 为 多

见 ， 体 内 雌 激 素 水 平 的 波 动 、 绝 经 期 体 内 孕 激 素

的 相 对 缺 乏 等 ， 均 促 进 了 现 阶 段 我 国 乳 腺 癌 发 病

的 增 加 [ 1 ]。 钼 靶 射 线 、 超 声 检 查 以 及 穿 刺 活 检 可

以 提 高 乳 腺 癌 的 早 期 诊 断 水 平 ， 但 仍 然 存 在 2 5 %

左 右 的 乳 腺 癌 患 者 临 床 确 诊 时 已 处 于 中 晚 期 而 需

要 联 合 进 行 化 疗 。 多 柔 比 星 、 吉 西 他 滨 、 紫 杉 醇

以 及 铂 类 化 疗 药 物 对 于 乳 腺 癌 细 胞 的 异 常 增 殖 的

杀 伤 作 用 ， 可 以 缩 小 病 灶 、 抑 制 术 后 复 发 、 提 高

术后生存时间[2]。但部分学者在临床工作中发现，

30%~33%左右的乳腺癌患者对于常规化疗药物的

敏感性不足35% [3-4]，化疗后疾病总体缓解率以及

部 分 缓 解 率 均 不 理 想 ， 提 示 了 单 纯 术 后 化 疗 的 临

床局限性。肝细胞生长因子（hepa tocy te  g row th 

factor，HGF）参与到了多种恶性肿瘤如卵巢癌、

甲状腺癌的发生发展过程 [5-6]。但对于HGF在乳腺

癌 组 织 中 的 蛋 白 水 平 的 表 达 研 究 较 少 ， 本 次 研 究

重在探讨HGF在乳腺癌中的表达以及其对于辅助

化疗方案敏感性的指导意义。

1　材料与方法 

1.1  临床标本

选取121例经病理学证实为浸润性乳腺癌的患

者，其中术前未接受放化疗治疗的55例，术前接

受新辅助化疗治疗的66例浸润性乳腺癌患者。年

龄34~55岁，平均年龄（44.1±8.7）岁；浸润性导

管癌98例，浸润性小叶癌14例，乳头状癌4例，管

状癌3例，黏液癌2例；TNM分期：I期20例，II期
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摘   要 目的：探讨肝细胞生长因子（HGF）在乳腺癌组织中的表达水平变化及与患者远期预后、化疗敏感性

的关系。

方法：选取 121 例经病理学证实为浸润性乳腺癌的患者，采用免疫组化染色方法观察术前未接受放化

疗治疗的 55 例乳腺癌患者癌组织中 HGF 的表达水平，分析术前接受新辅助化疗的 66 例浸润性乳腺癌

患者中不同 HGF 表达情况与患者预后的关系；检测下调 HGF 后乳腺癌 MCF-7 细胞与表阿霉素共培养

的细胞增殖情况。

结果：121 例浸润性乳腺癌患者有 77 例（63.64%）患者乳腺癌组织中 HGF 表达阳性；HGF 表达阳

性、阴性患者的肿瘤分化程度、TNM 分期、淋巴结转移率有关（均 P<0.05）。HGF 阳性表达患者新

辅助化疗缓解率明显低于阴性组的（50.00% vs. 86.67%，P<0.05），5 年存活率明显低于阴性患者的 

（63.98%，vs. 86.67%，P<0.05）；MCF-7 细胞 HGF 表达下调后对表阿霉素的敏感性明显增高（P<0.05）。

结论：HGF 在乳腺癌组织中的表达与肿瘤分化程度、TNM 分期、淋巴结转移相关，阳性表达会影响患

者的化疗效果，下调 HGF 表达可增强乳腺癌细胞对化疗的敏感性。
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30例，III期71例；雌激素受体阳性56例，孕激素

受体阳性63例。纳入标准：⑴ 所有浸润性乳腺癌

患 者 的 诊 断 均 经 过 术 前 穿 刺 活 检 或 术 后 组 织 病 理

学检查证实；⑵ 患者术后接受随访观察、各项临

床资料、一般资料完整。排除标准：⑴ 未获取随

访资料、一般资料的患者；⑵ 未经病理学证实的

患者。

1.2  细胞实验材料

人乳腺癌细胞株MCF-7购自上海生物细胞研

究所，PRIM1640培养基购自南京碧云天生物科技

有 限 公 司 ， 噻 唑 兰 （ M T T ） 购 自 罗 氏 检 测 公 司 ，

二甲基亚砜（DMSO）购自南京泰康生物科技有限

公 司 ， H G F 抗 体 以 及 H R P 标 记 二 抗 购 自 a b c u m 公

司，YEAM多功能酶标仪购自美国GE公司，细胞

培养箱购自美国thermo公司，倒置显微镜购自日本

olympics公司。

1.3  免疫组化法  

组 织 采 用 石 蜡 包 埋 ， 切 片 机 切 取 组 织 ， 厚 度

5 mm，用多聚赖氨酸处理。在脱蜡之前，将切片

置于60 ℃恒温箱中烘烤60 min。将切片用二甲苯

浸泡10 min，更换二甲苯后再浸泡10 min。水化

后 进 行 抗 原 修 复 ， 3 % H 2O 2一 甲 醇 溶 液 处 理 切 片

15 min，加入一抗HGF鼠单抗100  mL，37 ℃，

湿 盒 孵 育 1  h 。 加 入 增 强 剂 5 0  L ， 室 温 湿 盒 孵 育 

20 min。加入HRP标记二抗50 mL，室温37 ℃，孵

育30 min。每张片子加2滴新鲜配制的DAB溶液，

显微镜下观察。

1.4  细胞转染与 MTT 检测

乳腺癌细胞MCF-7生长至融合度为90%时，用

胰蛋白酶EDTA消化液消化细胞，加入适当培养基，

吹匀后细胞计数，使细胞最终密度为1×10 5/mL， 

96孔板每孔加入100 μL吹匀后的细胞，置于37 ℃、

5 % C O 2 饱 和 湿 度 的 培 养 箱 中 培 养 。 当 细 胞 密 度

为 3 0 % ~ 5 0 % 时 采 用 l i p o f e c t a m i n  2 0 0 0 进 行 转 染

s i R N A - H G F 、 s i R N A - G F P （ 阴 性 对 照 ） 。 稀 释 

1  μg  s i R N A -H G F 、 s i R N A -G F P 于 适 当 的 培 养 基

（含血清和抗生物），终体积为100 μL，振荡混

匀。加入6 μL liporectamin稀释siRNA，并使复合

体形成。上下吹打5遍或振荡10 s。小心吸出生长

培养基，加入30 μL含有转染试剂以及质粒的培养

基，孵育细胞48~72 h。

MTT实验：4 h后加入表阿霉素，使之浓度梯

度分别为0、2.5、5、10、15、20 ng/mL，并设置

6复孔，在37 ℃、5%CO 2饱和湿度的培养箱中在

共培养，24 h后每孔加入10 μL新型细胞增殖及毒

性 检 测 溶 液 C C K - 8 （ 南 京 凯 基 生 物 科 技 发 展 有 限

公 司 ） ， 置 于 3 7  ℃ 培 养 箱 中 孵 育 2  h ， 酶 标 仪 在 

450 nm波长处检测每孔的吸光度OD值。

1.5  评价标准

近 期 疗 效 评 价 标 准 ： 参 照 R E C I S T 实 体 瘤 疗

效 评 价 标 准 分 为 ： 完 全 缓 解 （ C R ） 、 部 分 缓 解

（PR）、疾病稳定（SD）、疾病进展（PD）；缓

解率=（CR+PR）/本组样本量×100%，总有效率=

（ C R + P R + S D ） / 本 组 样 本 量 × 1 0 0 % 。 免 疫 组 化

结果判定：HGF蛋白阳性着色表达于细胞浆，呈

黄色、棕黄色、褐色表达，⑴ 随机选取10个低倍

镜 视 野 ， 阳 性 细 胞 着 色 比 例 ≦ 5 % 为 0 分 ， > 5 % 为 

1分；⑵ 未见棕黄色着色颗粒为0分，具有明显的

黄色、棕黄色颗粒为1分。综合评分≦1分判断为

阴性，2分为阳性。乳腺癌细胞存活率=加药组的

OD值/对照组的OD值×100%。

1.6  统计学处理

数据分析在SAS 9.3软件包中处理，正态分布

的计量指标采用均数±标准差（x±s）表示，组间

比较采用 t假设检验；计数资料假设检验采用χ2检

验；P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  浸润性乳腺癌患者的 HGF 表达情况

121例浸润性乳腺癌患者有77例患者乳腺癌组

织中HGF表达阳性，阳性表达率为63.64%；HGF

表达与阳患者的肿瘤分化程度、TNM分期、淋巴

结转移率有关（均P<0 .05）；与患者的年龄、肿

瘤 最 大 径 、 雌 激 素 受 体 阳 性 、 孕 激 素 受 体 阳 性 、

是否进行新辅助化疗无关（均P>0.05）（表1）。

2.2  浸润性乳腺癌 HGF 表达与患者化疗近期疗

效的关系

66例术前进行辅助化疗的浸润性乳腺癌患者

中有36例HGF表达阳性，30例表达阴性；HGF阳

性表达患者的化疗缓解率50.00%，明显低于阴性

组的86.67%（P<0.05）（表2）。

2.3  浸润性乳腺癌 HGF 表达与患者化疗远期疗

效的关系

HGF阴性表达患者的5年存活率86.67%，明显

高于阳性患者的63.98%（P<0.05）（表3）。
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表 1　浸润性乳腺癌患者的 HGF 表达与患者临床病理特征

的关系 [n（%）]

　因素
HGF 表达

χ2 P
阳性（%） 阴性（%）

年龄（岁）
　≥ 45 40（51.95） 20（45.45）

0.472 0.492
　＜ 45 37（48.05） 24（54.55）
肿瘤最大径（cm）
　≥ 5 28（36.36） 14（31.82）

0.255 0.613
　＜ 5 49（63.64） 30（68.18）
分化程度
　高 + 中 23（29.87） 28（63.64）

13.093 <0.001
　低 54（70.13） 16（363.6）
TNM 分期
　I+II 期 19（24.68） 31（70.45）

24.201 <0.001
　III 期 58（75.32） 13（29.55）
淋巴结转移
　是 39（50.65） 13（29.55）

5.089 0.024
　否 38（49.35） 31（70.45）
雌激素受体阳性　
　是 38（49.35） 18（40.91）

0.803 0.370
　否 39（50.65） 26（59.09）
孕激素受体阳性
　是 42（54.55） 21（47.73）

0.52 0.477
　否 35（45.45） 23（52.27）
术前辅助化疗
　是 38（49.35） 28（63.64）

2.305 0.129
　否 39（50.65） 16（36.36）

表 2　浸润性乳腺癌 HGF 表达与患者化疗近期疗效的关系
HGF

表达
n CR PR SD PD

缓解率

（%）

总有效率

（%）
阳性 36 1 17 15 3 18（50.00）33（91.67）
阴性 30 3 23 3 1 26（86.67）29（96.66）
χ2 — — — — — 9.9 0.719
P — — — — — 0.002 0.397

表 3　浸润性乳腺癌 HGF 表达与患者化疗远期疗效的关系

（%）
HGF 表达 n 3 年 5 年

阳性 36 86.11 63.89
阴性 30 93.33 86.67
χ2 — 0.900 4.440
P — 0.343 0.035

2.4  不同 HGF 表达的乳腺癌 MCF-7 细胞对化疗

的敏感性分析

HGF下调表达的si -HGF组在0.5、1、2、4、 

8 ng/mL的表阿霉素中乳腺癌MCF-7细胞存活率均

明 显 的 低 于 空 白 对 照 、 阴 性 对 照 组 ， 差 异 具 统 计

学意义（均P<0.05）（表4）。

3　讨　论

乳 腺 癌 早 期 可 无 明 显 临 床 症 状 ， 乳 腺 局 部 微

小 肿 块 在 触 诊 以 及 临 床 体 格 检 查 中 可 以 触 及 ， 但

部 分 病 变 容 易 与 小 叶 纤 维 囊 性 病 变 相 混 ， 超 声 以

及 钼 靶 射 线 检 查 虽 然 可 以 明 显 提 高 早 期 诊 断 灵 敏

度 以 及 特 异 度 3 0 % 以 上 ， 但 仍 然 存 在 1 5 % 左 右 的

漏诊率[7]。对于早期即发生远处淋巴结转移以及肝

脏 、 脑 部 等 重 要 内 脏 器 官 转 移 的 患 者 ， 保 留 乳 腺

的 根 治 性 手 术 ， 以 及 传 统 根 治 性 乳 腺 癌 切 除 术 联

合 淋 巴 结 清 扫 难 以 彻 底 切 除 病 变 。 新 型 辅 助 化 疗

主 要 通 过 在 围 手 术 期 运 用 多 柔 比 星 、 吉 西 他 滨 、

紫 杉 醇 以 及 卡 铂 等 细 胞 毒 性 药 物 ， 进 而 抑 制 细 胞

增殖、DNA扩增[8-9]，改善预后。但问天娇等[10-12]通

过分析了175 mg/d以及顺铂55 mg/d联合化疗6个周

期后，17%的乳腺浸润型导管癌的疾病总体缓解率

仅为30%，患者的总生存时间不足39个月，提示了

传 统 单 纯 化 疗 的 临 床 应 用 的 局 限 性 。 近 年 来 对 于

恶 性 肿 瘤 基 因 突 变 以 及 癌 基 因 水 平 的 探 讨 发 现 ，

促 癌 基 因 通 过 对 于 新 生 血 管 、 淋 巴 结 的 侵 袭 以 及

细 胞 周 期 的 调 控 作 用 ， 进 而 促 进 癌 细 胞 的 转 移 和

复发。肝细胞生长因子为跨膜G蛋白偶联受体家族

成 员 ， 通 过 对 于 细 胞 内 第 二 信 使 的 信 息 传 递 以 及

miRNA的调控，进而促进肿瘤的侵袭和转移[13-15]。

迄 今 为 止 已 发 现 在 卵 巢 浆 液 性 囊 腺 癌 、 甲 状 腺 乳

头 状 癌 等 恶 性 肿 瘤 组 织 中 显 著 表 达 ， 但 在 乳 腺 癌

发生发展中的作用研究较少，本次研究在探讨其在

乳腺癌中表达差异的同时，进一步揭示了新型辅助

表 4　不同 HGF 表达的乳腺癌 MCF-7 细胞与表阿霉素共培养的细胞存活率（x±s）

组别
表阿霉素（ng/mL）

0.5 1 2 4 8
空白对照组 94.2±3.9 91.5±4.3 83.0±7.4 64.1±8.0 39.5±6.8
阴性对照组 93.8±4.0 92.3±4.7 85.1±7.8 62.9±8.3 41.0±6.4
si-HGF 组 70.3±5.21) 58.0±6.11) 42.1±5.51) 33.9±4.71) 31.4±5.01)

注：1）与空白对照组、阴性对照组比较，P<0.05
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化疗中HGF的波动与临床预后的关系。

本次研究中乳腺癌患者中HGF的阳性表达率

为63.64%，明显高于Ahmed等 [16-17]报道的16%左

右 的 平 均 乳 腺 小 叶 或 者 胆 管 上 皮 的 阳 性 表 达 率 ，

提示了HGF蛋白水平表达的增强。对于相关临床

特征的分析发现 ，HGF与乳腺患者患者的雌激素

或 者 孕 激 素 受 体 的 阳 性 率 并 无 明 显 关 联 ， 雌 激 素

受体ER以及孕激素受体PR激活介导的下游HER/

cyc /bc l -2信号通路的活化并不影响到HGF在乳腺

癌 中 的 促 癌 作 用 的 发 挥 。 乳 腺 癌 分 化 程 度 越 差 、

临床分期越晚、 淋巴结转移率越高，患者的HGF

阳 性 表 达 率 越 强 ， 特 别 是 发 生 淋 巴 结 转 移 的 患

者 ， H G F 的 阳 性 率 可 达 5 0 % 。 新 型 辅 助 化 疗 可 以

缩 小 围 手 术 期 患 者 乳 腺 癌 病 灶 的 大 小 ， 改 善 远 期

临床预后并提高 患者的生存质量，HGF阳性表达

患 者 的 化 疗 缓 解 率 5 0 . 0 0 % 显 著 的 低 于 阴 性 组 的

86.67%。HGF表达的增强可以通过促进磷酸二脂

酶 以 及 二 磷 酸 腺 苷 的 活 性 ， 进 而 促 进 细 胞 核 周 边

的钙离子等第二信使的表达，促进VEGF对于新生

血 管 的 促 生 成 作 用 ， 并 协 助 逃 逸 免 疫 监 察 。 对 于

远期疗效分析可见，HGF阳性的患者其3年生存率

以及5年生存率可分别达93.33%、86.11%，明显

高于HGF阴性的患者。Ho -Yen等 [18-20]通过前瞻性

分析了33例小样本量的乳腺小叶原位癌进行单纯

吉西他滨35 mg/d联合卡铂65 mg/d的新型辅助化疗

后，HGF阳性表达率为45%的乳腺癌患者明显高于

阳性表达率为13%的患者，提示了HGF对于评估新

型 辅 助 化 疗 方 案 疗 效 的 临 床 价 值 。 另 外 ， 本 次 研

究进行了细胞水平的试验，发现HGF转染乳腺癌

si -MCF -7后，虽然基因的敲除，在表阿霉素的细

胞毒性作用下HGF可以起到化疗的保护性作用，

抑制表阿霉素对于乳腺癌细胞MCF -7中DNA复制

以 及 染 色 体 形 成 ， 进 而 促 进 细 胞 凋 亡 。 而 在 表 阿

霉素为4 μg/L以及8 μg/L的作用下，HGF对于乳腺

癌MCF-7细胞的保护性作用呈现了一定的平台期表

现，提示HGF对于细胞增殖可能具有一定的浓度

依 赖 性 ， 但 本 次 研 究 并 未 进 一 步 探 讨 ， 提 示 了 一

定的不足。

综 上 所 述 ， H G F 在 乳 腺 癌 组 织 中 的 表 达 ，

同时HGF的阳性表达与与肿瘤分化程度、TNM分

期、淋巴结转移 相关。HGF阳性表达会影响患者

的化疗效果，通 过细胞水平的试验敲除HGF表达

后可以增强乳腺癌细胞对化疗的敏感性。
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