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摘   要 目的：探讨紧密连接蛋白 1（claudin-1，Cldn-1）和上皮钙黏蛋白（E-cadherin，E-cad）在乳腺

癌组织中的表达及其与乳腺癌侵袭转移的关系。

方法：应用组织芯片技术和免疫组化法检测 77 例乳腺癌标本中 Cldn-1 和 E-cad 的表达情况，并

分析两者与乳腺癌淋巴结转移、TNM 分期和肿块最大径以及组织学分级间的关系。

结果：Cldn-1 和 E-cad 表达强度与乳腺癌的淋巴结转移及临床分期有关，有淋巴结转移的乳腺癌

组 Cldn-1 和 E-cad 表 达 强 度 明 显 弱 于 无 淋 巴 结 转 移 组（P=0.0009，P=0.014）；Cldn-1 在 TNM 

III 期的表达强度分别弱于 I 期和 II 期（P=0.046，P=0.047）。而 E-cad 的表达强度 II 期及 III 期

均弱于 I 期（P=0.021，P=0.001）。Cldn-1 和 E-cad 表达强度与肿块最大径各分组间及组织学各

分 级 之 间 差 异 无 统 计 学 意 义（P=0.967，P=0.150 及 P=0.188，P=0.164）。Cldn-1 与 E-cad 两 者

在乳腺癌组织中的表达强度差异无统计学意义（P=0.747）。

结论：在乳腺癌的发展和转移中 Cldn-1 及 E-cad 的表达强度均呈现减弱趋势，但两者可能是独立

的因素；联合检测有助于对乳腺癌高复发危险性的筛选，两者可作为判断乳腺癌淋巴结转移、复

发和评估预后的参考指标。
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ABSTRACT Objective: To investigate the expressions of tight junction protein claudin-1 (Cldn-1) and E-cadherin (E-cad) 
in breast cancer tissue and their relations with invasion and metastasis of this cancer. 
Methods: The expressions of Cldn-1 and E-cad in the breast cancer samples (n=77) were detected by 
using tissue chip technology and immunohitochemisty. The relations of Cldn-1 and E-cad with lymph 
node metastases, TNM stage, maximum lump diameter and histological classification of breast cancer 
were analyzed. 
Results: The expression intensities of Cldn-1 and E-cad were associated with lymph node metastases and 
clinical stage of breast cancer. The results showed that the expression intensities of Cldn-1 and E-cad in the 
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转移是乳腺癌患者的主要致死因素。普遍认

为，转移的早期表现是细胞和细胞间的粘连消失，

从而导致个体癌细胞从原发瘤上释放出来。上皮

细胞间的粘连主要由两类连接维持：黏附连接和

紧密连接。多数研究都聚焦在黏附连接的跨膜蛋

白 - 上皮钙黏蛋白（E-cadherin，E-cad）上，并

认为 E-cad 是多数组织癌细胞的抑制物质，同时

也是一些肿瘤的有效预后指标 [1]。而对紧密连接

中 的 紧 密 连 接 蛋 白 1（claudin-1，Cldn-1） 的 研

究较少。本实验应用组织芯片技术及免疫组织化

学（ 免 疫 组 化） 方 法 对 乳 腺 癌 标 本 中 Cldn-1 及

E-cad 的表达情况进行检测，以探讨其与乳腺癌

发生、发展、浸润及转移的关系。

1　材料与方法

1.1  标本及其一般资料 

收集我院 2002 年 12 月—2005 年 10 间手术

治 疗 的 乳 腺 恶 性 肿 瘤 标 本 77 例， 均 为 女 性， 年

龄 31~78 岁。经病理学证实为乳腺浸润性导管癌

（IDC）75 例，非典型髓样癌、黏液癌各 1 例。

根据 TNM 分期，I 期 14 例，II 期 42 例，III 期 21 例；

有 腋 淋 巴 结 转 移 39 例， 无 腋 淋 巴 结 转 移 病 例

38 例。所有患者术前均未行化疗、放疗及内分泌

治疗。标本均经 10% 中性福尔马林溶液固定，常

规处理后石蜡包埋。

1.2  主要试剂和仪器

Cldn-1 鼠 抗 人 单 克 隆 抗 体 浓 缩 液 购 自 美 国

Abcam 公 司（ 批 号 ab56417）， 以 1:400 的 比 例

稀释成工作液。第二代免疫组化 Envision 广谱试

剂盒购自美国 DAKO 公司（编号 K5007）。鼠抗

人 E-cad 单 克 隆 抗 体（4A2C7） 购 自 美 国 Zymed

公司，以 1:200 稀释。组织微阵列打孔系统购自

美 国 Beecher instrument 公 司。 组 织 芯 片 载 体 为

购自德国 Menzel-Glaser SuperFrosto Plus 的玻片。

1.3  实验方法

标本均经 2 位有经验病理医师复诊并根据苏

木精 - 伊红（HE）切片标记出典型病变范围后，

应用组织微列阵打孔仪分别在每例组织蜡块相应

部位取样，然后移植至受体蜡块上，制成乳腺病

变组织芯片蜡块。按同样方法构建另一个包含相

同病例标本且阵列设计相同的组织芯片蜡块以进

行重复实验；分别连续 4 μm 厚切片 , 制备成组织

芯片备用。对组织芯片进行免疫组化染色，实验

步骤按 Envision 两步法试剂盒说明书进行。按上

述方法将每个检测指标在另一张组织芯片上重复

实验。本组资料已去除肿瘤细胞过少及掉片的样

本，并选取 Cldn-1 及 E-cad 两者染色均有效者，

共 计 77 例 有 效 样 本。 统 计 分 析 Cldn-1 和 E-cad

的表达与乳腺癌临床病理特征之间的关系。

1.4  结果评定

无背景着色情况下，以细胞出现黄色颗粒者

为阳性。综合考虑染色强度和阳性细胞数，采用

半定量积分法判定免疫组化染色结果：计算阳性

细胞百分数并赋予分值，≤ 5% 为 0 分，6%~25%

为 1 分，26%~50% 为 2 分，51%~75% 为 3 分，

breast cancer tissues with nodal metastases were significantly lower than those without lymph node metastases 
(P=0.0009, P=0.014), the expression intensity of Cldn-1 in stage III breast cancer was significantly lower 
than that in stage I and stage II (P=0.046, P=0.047), and the expression intensities of E-cad in both stage II 
and stage III breast cancer were significantly lower than that in stage I (P=0.021, P=0.001). The expression 
intensities of Cldn-1 and E-cad were unrelated to the maximum lump diameter and histological classification 
of the tumor (P=0.967, P=0.150 and P=0.188, P=0.164). There was no significant difference between the 
expression intensities of Cldn-1 and E-cad in breast cancer (P=0.747).
Conclusion: Both Cldn-1 and E-cad expressions show a decreasing trend in development and metastases 
of breast cancer, but both may be independent factors. Combination measurement of Cldn-1 and E-cad is of 
value for the screening of breast cancer with high risk of recurrence, and they may be potential indicators for 
metastases, recurrence and prognostic estimation of breast cancer.
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>75% 为 4 分； 观 察 着 色 强 度 并 赋 予 分 值， 无 着

色为 0 分，浅黄着色为 1 分，黄色为 2 分，棕黄着

色为 3 分。两者相乘，0 分为（-），1~4 分为（+），

5~8 分为（++），9~12 分为（+++）。由 2 名富有

经验的病理医师独立对 2 张组织芯片上的染色结果分

别进行评分，对同 1 病例的评分结果取平均值作为该

病例的最终评分。将评分（-）~（+）设为低表达，

评分（++）~（+++）为高表达（图 1A-D）。

1.5  统计学处理

所有数据采用 χ2 检验。P<0.05 为差异有统

计学意义。

2　结　果

2.1  乳腺癌中 Cldn-1 和 E-cad 的表达强度与病

理参数的关系 

乳 腺 癌 中 有 腋 淋 巴 结 转 移 组 的 Cldn-1 表

达 强 度 弱 于 无 淋 巴 结 转 移 组（χ2=10.986，

P =0.0009）； 乳 腺 癌 TNM 分 期 中，I 期 和 II 期

组 之 间 的 Cldn -1 表 达 强 度 差 异 无 统 计 学 意 义

（χ2 =0.215，P=0.643），III 期的表达强度明显

弱于 I 期和 II 期，差异有统计学意义（χ2=3.998，

P=0.046；χ2=3.962，P=0.047）； 而 在 肿 瘤 最

大 径 各 组 间 及 组 织 学 分 级 G1，G2，G3 组 间 的

Cldn-1 表达强度差异无统计学意义（χ2=0.068，

P=0.967；χ2=3.80，P=0.150）（表 1）。

乳腺癌中 E-cad 表达强度有腋淋巴结转移组

的弱于无淋巴结转移组（χ2=6.065，P=0.014）；

乳腺癌 TNM 分期中，II 期和 III 期的表达强度明

显 弱 于 I 期， 差 异 有 统 计 学 意 义（χ2 =5.349，

P=0.021；χ2=10.496，P=0.001）；II 期 和 III

期 组 之 间 的 E-cad 表 达 强 度 差 异 无 统 计 学 意 义

（χ2=2.577，P=0.108）； 而 在 肿 瘤 最 大 径 各 组

间 及 组 织 学 分 级 G1，G2，G3 组 间 的 E-cad 表 达

强 度 差 异 无 统 计 学 意 义（χ2=3.343，P=0.188；

χ2=3.613，P=0.164）（表 1）。

图 1　乳腺浸润性导管癌 Cldn-1 和 E-cad 的染色强度的比较（Envision 两步法 ×400）　　A：Cldn-1 弱阳性；B：Cldn-1
极弱阳性或阴性；C：E-cad 弱阳性；D：E-cad 强阳性

Figure 1　Comparison of the staining intensities of Cldn-1 and E-cad in invasive duct carcinoma (EnVision two step method ×400) 　　A: 
Cldn-1(weak positive); B: Cldn-1 (very weak positive or negative); C: E-cad (weak positive); D: E-cad (strong positive)

A　　　　　　　　　　　　　B　　　　　　　　　　　　　C　　　　　　　　　　　　   D

表 1　Cldn-1 和 E-cad 的表达与乳腺癌病理学参数的关系

Table 1　The relations of Cldn-1 and E-cad expressions with the clinicopathologic characteristics of the breast cancer

病理学参数 n Cldn-1 表达强度 E-cad 表达强度
低表达 高表达 χ2 P 低表达 高表达 χ2 P

淋巴结转移
　（+） 39 29 10

10.986 0.0009
21 18

6.065 0.014
　（-） 38 14 24 10 28
TNM 分期
　I 14 6 8

5.065 0.080
1 13

10.475 0.005　II 42 21 21 17 25
　III 21 16 5 13 8
肿瘤最大径（cm）
　~2 21 12 9

0.068 0.967
5 16

3.343 0.188　~5 51 28 23 24 27
　>5 5 3 2 2 3
组织学分级
　G1 8 2 6

3.80 0.150
5 3

3.613 0.164　G2 49 28 21 16 33
　G3 20 13 7 10 10
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2.2  乳腺癌中 Cldn-1 表达强度与 E-cad 表达强

度的关系

乳腺癌中，Cldn-1 和 E-cad 的表达强度两组

间无关（P>0.05）。提示该两种因子在乳腺癌中

同时具有特异性表达，但两者可能是相对独立的

因素，并无因果关系（表 2）。

探讨十分必要。

E-cad 是一类钙依赖性跨膜糖蛋白。它通过

介导同型细胞间的黏附反应以维持上皮细胞结构

的完整性和细胞的极性，具有细胞接触性生长抑

制的功能；同时还可促进旁分泌信号传递，起信

息 传 递 和 细 胞 稳 定 作 用。E-cad 是 典 型 的 肿 瘤 浸

润 抑 制 基 因 [7]。Faleiro-Rodrigues 报 道 在 多 种 肿

瘤中由于上皮钙黏蛋白表达降低和功能障碍而导

致肿瘤侵袭性增加 [8]。有研究 [9-10] 发现：分化程

度 良 好 的 肺 癌 组 织 的 E-cad 的 表 达 率 为 60%，

而分化程度差或未分化肺癌的 E-cad 表达率仅为

25.9%；E-cad 表达降低与淋巴结转移密切相关。

E-cad 在 高、 中、 低 分 化 型 胃 癌 中， 阳 性 表 达 率

逐渐减少，提示 E-cad 的低表达与肿瘤的分化程

度 有 关 [11]。 在 人 口 腔 鳞 状 上 皮 细 胞 癌 中，E-cad

的表达与口腔鳞状上皮细胞癌分化不良及远处转

移相关 [12]。在乳腺癌组织中 E-cad 也表现为缺失

或异位 [13-14]。在三阴性乳腺癌的临床病理研究中

发现 E-cad 的表达明显下降 [15]。

本实验显示：有腋淋巴结转移组的 E-cad 表

达 强 度 明 显 弱 于 无 淋 巴 结 转 移 组，II 期 和 III 期

组 的 表 达 强 度 明 显 弱 于 I 期 组。 说 明 E-cad 可 以

在一定程度上反映肿瘤的转移和复发危险性。对

E-cad 的检测有助于制定个体化治疗方案，以便

消除因不必要的治疗引起的并发症，延长生存期。

至 于 本 实 验 所 显 示 的 E-cad 表 达 强 度 在 II 期 和

III 期组间比较差异无统计学意义，可能与本组样

本较少有关；而是否呈依次递减的态势，还有待

于大样本的检测与统计分析。

Cldn-1 与 E-cad 在细胞间的黏附连接和紧密

连接结构中影响着细胞的稳定性和黏附性，对抑

制肿瘤的浸润转移发挥着重要作用。本实验显示，

在乳腺癌的进程中，Cldn-1 与 E-cad 的表达强度

比较差异无统计学意义，说明两者在乳腺癌中同

时有特异性表达，推测两者有可能是相对独立的

因素。但究竟它们是否存在协同运作，还需要更

多的深入研究。由于 Cldn-1 与 E-cad 的表达下调

或表达缺失、功能障碍将会使肿瘤细胞易于脱离

原 瘤 向 远 处 侵 袭 转 移。 因 此， 加 强 对 Cldn 蛋 白

作用机制的探索和对两者的联合检测，将有助于

判断乳腺癌淋巴结转移、复发和评估预后，为乳

腺癌的治疗提供一个新的思路。

表 2　乳腺癌中 Cldn-1 表达强度与 E-cad 的表达强度的

关系

Table 2　The relation between the expression intensities of 
Cldn-1 and E-cad in the breast cancer

Cldn-1 表达

强度
n

E-cad 表达强度
低表达 高表达 χ2 P

　低表达 43  18 25
0.104 0.747 

　高表达  34 13 21

3　讨　论

Cldn-1 是 带 有 2 个 细 胞 外 环 结 构 的 跨 膜 蛋

白，是构成上皮细胞紧密连接链的主要成分；它

有构筑上皮细胞屏障的作用，同时对上皮细胞膜

功能区的离子通路的极化方位、受体和酶都起到

关键作用。紧密连接的损坏或不完整会导致细胞

内聚力丧失，细胞稳定性下降，细胞与细胞间互

相分离，从而增加了肿瘤细胞的运动性，便于肿

瘤的浸润和转移。研究 [1-2] 表明：Cldn-1 表达的

下调以及部分或全部丧失与助长肿瘤的恶性潜能

和浸润性及疾病反复有关。Fritzsche 等 [3] 认为，

Cldn-1 的差异表达与肾恶性肿瘤的进展相关，可

作为判断肾细胞癌预后的一个指标。对于肺癌、

前列腺癌 Cldn-1 也显示出能抑制肿瘤浸润转移的

作 用 [4-5]。 就 宫 颈 癌 而 言，Cldn-1 在 癌 变 前 的 表

达更为强烈，而在浸润性癌中其表达则显著减弱。

在与乳腺导管原位癌成分中的表达相比，Cldn-1

的表达在浸润性癌细胞成分中减弱程度更大 [1]。

Cldn-1 表达下调与乳腺癌无病生存期缩短有关，

与淋巴结转移及乳腺癌的复发有关 [1, 6]。

本实验显示：有腋淋巴结转移组的 Cldn-1 表

达强度弱于无淋巴结转移组（P=0.0009）；虽然

TNM 各期总体上差异无统计学意义（P=0.080），

但 随 着 肿 瘤 病 期 的 加 重，III 期 乳 癌 的 Cldn-1 表

达强度明显弱于 I 期和 II 期。说明 Cldn-1 的表达

减弱与乳腺癌的发展、复发转移有关，可将其作

为乳腺癌复发转移的检测指标之一。同时，加大

样本量对 Cldn-1 在 TNM 各期的表达进行进一步
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