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乳腺癌组织中Ｎ乙酰氨基葡萄糖转移酶Ⅴ的活性和临床意义
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１．第二军医大学长海医院普通外科，上海２００４３３

２．第二军医大学长海医院病理科，上海２００４３３

３．第二军医大学长征医院肿瘤科，上海２００００３

［摘要］　目的：检测乳腺癌组织中Ｎ乙酰氨基葡萄糖转移酶Ⅴ（ＧｎＴⅤ）的活性并分析其临床意义。方法：应用组织芯片技

术构建１２×１０乳腺癌组织阵列块，通过凝集素印迹法检测以白细胞植物凝集素（ＰＨＡＬ）标记的ＧｎＴⅤ在５７例乳腺癌和１２

例乳腺良性病变中的活性，并探讨其与临床病理学参数间的关系。结果：乳腺癌组织中ＰＨＡＬ阳性８９．４７％（５１／５７），胞质

阳性，乳腺良性病变组织中ＰＨＡＬ阳性８．３３％（１／１２），两者存在显著性差异（Ｐ＜０．０１）。乳腺癌中ＧｎＴⅤ活性在不同病理

类型、不同淋巴结转移状况、不同病理分期患者中的表达无明显差异。结论：乳腺病灶ＧｎＴⅤ高活性提示病变恶性可能大，

可以ＧｎＴⅤ为靶点，治疗出现复发及转移三阴的乳腺癌患者。

［关键词］　乳腺肿瘤；癌；Ｎ乙酰氨基葡萄糖转移酶Ⅴ；组织芯片
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００９，３０（７）：７６７７７０］

　　乳腺癌是严重危害妇女健康的恶性肿瘤，在我
国其发病率不断上升。糖基转移酶已成为肿瘤学研
究的热点，研究［１４］发现 Ｎ乙酰氨基葡萄糖转移酶

Ⅴ（ＮａｃｅｔｙｌｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅⅤ，ＧｌｃＮＡｃＴ
Ⅴ或ＧｎＴⅤ）与肿瘤的转移密切相关。但ＧｎＴⅤ
与浸润性乳腺癌预后关系及机制的研究尚有限。本
研究应用组织芯片技术和凝集素印迹法，探讨ＧｎＴ
Ⅴ在乳腺癌组织中的活性及其对乳腺癌预后的

意义。　　　　

１　材料和方法

１．１　标本收集　选取第二军医大学长海医院２０００
年１月至１０月间浸润性乳腺癌病例５７例，收集存档
的石蜡标本，年龄２９～８２岁，中位年龄５３岁，所有病
例术前均未行放射和（或）化学药物治疗。按 ＷＨＯ
乳腺肿瘤病理学分类：浸润性导管癌４４例，小叶癌８
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例，黏液腺癌４例，大汗腺癌１例。ＴＮＭ分期：Ⅰ期１６
例，Ⅱ期２６例，Ⅲ期１４例，Ⅳ期１例（淋巴结转移２４
例）。随访中脑转移死亡２例，肺或胸膜转移死亡７
例，肝转移死亡３例，因老年痴呆死亡１例，心脏病死
亡１例，另外肝转移带瘤生存１例，骨转移带瘤生存１
例，其余患者自述健康。７年总生存率７５．４４％（４３／

５７），无病生存率７１．９３％（４１／５７）。另收集乳腺良性
病变１２例石蜡标本 （纤维腺病或纤维腺瘤）作为对
照。所有病例临床资料完整。

１．２　病理学复验与肿瘤区域标记　根据 ＷＨＯ乳
腺肿瘤病理学分类和 ＴＮＭ分期标准对存档标本的

ＨＥ染色切片进行复核诊断，并在对应蜡块（组织芯
片供体蜡块）上标记出肿瘤细胞集中的区域。

１．３　组织芯片制作［５］　用莱卡石蜡（ＬｅｉｃａＨｉｓｔｏ
ｗａｘ）与蜂蜡（上海华灵康复器械厂）混合（７３），制备
组织芯片受体蜡块。用美国Ｂｅｅｃｈｅｒ公司组织芯片构
建仪打孔，然后取出供体蜡块（组织蜡块）上做标记的
组织芯放入受体蜡块孔中 （组织芯直径为２ｍｍ），重
复上述操作，制成１２×１０点组织阵列块２块。将制
成的组织阵列面朝下放在载玻片上，于３７℃ 放置３０
ｍｉｎ，取出并轻压载玻片使组织柱在模块中排平。常
规方法连续切片，厚４μｍ，裱于１０％多聚赖氨酸处理
的载玻片上，６０℃ 烘干过夜，即制成组织芯片。

１．４　凝集素印迹法检测 ＧｎＴⅤ活性　ＧｎＴⅤ活
性的检测是通过凝集素印迹法以白细胞植物凝集素

（ＰＨＡＬ）标记体现的［６７］，生物素标记的 ＰＨＡＬ
（ＶＥＣＴＯＲ公司）作为一抗，用免疫组化ＥｎＶｉｓｉｏｎ
二步法进行，其阴性对照采用与猪甲状腺球蛋白
（７．５μｍｏｌ／Ｌ；Ｓｉｇｍａ公司）预孵育过３０ｍｉｎ的生
物素标记的ＰＨＡＬ［６，８］。

１．５　阳性结果评定标准　ＧｎＴⅤ活性阳性部位主
要在细胞质，以出现黄色颗粒且染色强度高于背景
非特异性着色者为阳性细胞。根据显色强度及阳性
细胞数两项指标之和判断阳性等级。参照文献［９］设

定同一条件下的着色强度按照从无到有、由浅（黄
色）至深（黄棕色）分为４个等级，即－、＋、、，相
应计分０、１、２、３；阳性细胞数由少至多亦分为４个
等级，即０、＜２５％、２５％～７５％、＞７５％，分别计分

１、２、３、４；两项得分相加：０～３分为阴性，４～７分为
阳性。

１．６　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１０．５统计软件包进
行χ

２ 检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　组织芯片质量　ＨＥ染色观察癌组织芯显露

满意，脱点少，脱点用常规切片补充（图１）。

图１　乳腺癌组织芯片（Ａ）及ＨＥ染色（Ｂ）

Ｆｉｇ１　Ｔｉｓｓｕｅｍｉｃｒｏａｒｒａｙ（Ａ）ａｎｄＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ（Ｂ）

ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ５７ｂｒｅａｓｔｃａｒｃｉｎｏｍａｓａｎｄ１２ｂｅｎｉｇｎｂｒｅａｓｔｌｅｓｉｏｎｓ

２．２　乳腺癌组织及乳腺良性病变组织中ＧｎＴⅤ的
活性情况　本实验所构建的组织芯片，乳腺癌组织
中ＰＨＡＬ阳性平均８９．４７％（５１／５７），主要在癌细
胞的胞质、胞膜表达，以胞质为主 （图２），乳腺良性
病变组织ＰＨＡＬ阳性率为８．３３％（１／１２）。乳腺癌
组织中ＧｎＴⅤ活性绝大多数呈高表达和中等表达，
而在乳腺良性病变组普遍呈低表达或阴性表达。

ＧｎＴⅤ在乳腺癌组织中的活性与乳腺良性病变组
织之间存在显著差异 （Ｐ＜０．０１）。

图２　ＰＨＡＬ阳性乳腺癌组织

Ｆｉｇ２　ＰＨＡＬｐｏｓｉｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ
Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×１００（Ａ）；×４００（Ｂ）

２．３　乳腺癌组织中ＧｎＴⅤ活性与临床病理学参数
的关系　本组乳腺癌病例中，ＴＮＭ 分期、肿瘤大小
以及有无淋巴结转移对总生存率、无病生存率均有
明显影响（Ｐ＜０．０１，表１）。乳腺癌组织中雌激素受
体（ＥＲ）阳性４０．３５％（２３／５７），孕激素受体（ＰＲ）阳
性４２．１１％（２４／５７），其中 ＥＲ／ＰＲ 均阴性４９．１２％
（２８／５７），ＥＲ／ＰＲ／ＨＥＲ２均阴性２８．０７％（１６／５７）。

ＥＲ／ＰＲ／ＨＥＲ２／ＰＨＡＬ均阴性仅５．２６％（３／５７）。

　　乳腺癌中ＧｎＴⅤ活性在不同病理类型、不同淋
巴结转移状况、不同病理分期患者中的表达无明显
差异。
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表１　组织芯片中乳腺癌临床病理学指标与预后关系分析

Ｔａｂ１　Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｃｌｉｎｉｃａｌｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎａｎｄｐｒｏｇｎｏｓｉｓｏｆｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｉｎｔｉｓｓｕｅｍｉｃｒｏａｒｒａｙ
（珚ｘ±ｓ）

Ｉｎｄｅｘ Ｎ Ｏｖｅｒａｌｌｓｕｒｖｉｖａｌｆｏｒ７ｙｅａｒｓ（％） Ｐ Ｄｉｓｅａｓｅｆｒｅｅｓｕｒｖｉｖａｌｆｏｒ７ｙｅａｒｓ（％） Ｐ

Ａｇｅ（ｙｅａｒ）

　　≤５０ ２６ ８３．３１±２１．１１ ０．３０ ７９．１２±２７．６５ ０．４３

　　＞５０ ３１ ７６．３５±２８．７７ ７２．６１±３３．９２
Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｔｙｐｅ

　　Ｄｕｃｔａｌｉｎｖａｓｉｖｅ ４４ ７６．７１±２７．７９ ０．２６ ７２．２３±３３．１０ ０．２３

　　Ｌｏｂｕｌａｒｉｎｖａｓｉｖｅ ８ ９２．６３±３．０７ ９２．６３±３．０７

　　Ｏｔｈｅｒｓ ５ ８３．４０±１９．９７ ７７．８０±３２．４２
Ｓｉｚｅｄ／ｃｍ
　　≤２ １９ ９０．１６±１３．８７ ＜０．０１ ８７．７９±１９．４０ ＜０．０１

　　＞２ａｎｄ≤５ ２９ ８１．３１±２４．５８ ７９．４８±２７．７２

　　＞５ ９ ５１．３３±２９．３５ ３７．２２±３４．３２
Ａｘｉｌｌａｒｙｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓ

　　Ｎｅｇａｔｉｖｅ ３３ ９０．６１±１２．９６ ＜０．０１ ９０．７６±１２．１１ ＜０．０１

　　Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ２４ ５４．９２±３６．８０ ６４．０８±３０．９９
ＴＮＭｓｔａｇｅ

　　Ⅰ＋Ⅱ ４２ ８９．２１±１６．２１ ＜０．０１ ８９．７９±１４．８７ ＜０．０１

　　Ⅲ＋Ⅳ １５ ３７．４０±３１．３８ ５０．８０±２７．７８

３　讨　论

　　组织芯片 （ｔｉｓｓｕｅｃｈｉｐ）又称组织微阵列 （ｔｉｓ
ｓｕｅｍｉｃｒｏａｒｒａｙ，ＴＭＡ）。它是将数十种、上百种甚
至上千种的不同组织按照设计，整齐地排放在一张
固相载体（通常是载玻片）上制成组织切片的技术，
具有高通量、可比性强、实验误差小等优点，还可节
约大量时间、财力和人力成本。这一技术由美国国
立癌症研究院的 Ｋｏｎｏｎｅｎ等［１０］于１９９８年首次报
道。本研究采用组织芯片技术，成功构建了１２×１０
乳腺癌组织芯片并配以相应的临床资料以及预后随

访信息，作为实验研究的基础和前提。

　　本实验所构建的组织芯片中临床病理分Ⅰ和Ⅱ
期的患者与分期Ⅲ和Ⅳ的患者总生存率以及无病生
存率有明显差异，其激素受体表达情况也与以往乳
腺癌报道一致，说明该组织芯片整体上能反映乳腺
癌生物学特性，可用于目前的实验研究，以及今后发
现的新标志物的测定。另一方面该技术的成熟可推
广建立更大的组织阵列用于乳腺癌的研究。

　　细胞癌变时癌细胞膜上糖蛋白的糖基出现异
常，影响肿瘤细胞的识别和黏附，进而造成肿瘤转
移，糖基转移酶的参与起了关键作用。ＧｎＴⅤ是

Ｎ型糖链合成中的一个限速酶，与肿瘤的转移密切
相关。ＧｎＴⅤ以β１，６分支连接方式催化复杂性寡
糖为细胞表面蛋白侧链，决定Ｎ糖链类型及复杂型
糖链结构，是一种由ｒａｓ／ｒａｆ途径调控的酶。

　　以往研究［１１１２］表明，ＧｎＴⅤ在结肠癌、肝癌、胆

管癌、肺癌、子宫内膜癌中活性显著增强，结肠癌中

ＧｎＴⅤ表达程度与远距离转移成正相关。在比较
人肝癌高转移和低转移的模型中发现，高转移模型

ＧｎＴⅤ活性明显高于低转移模型［１３］。人肝癌中

ＧｎＴⅤ活性的高低与病情的严重程度是完全一致
的。Ｊｉｎ等［１４］研究发现 ＧｎＴⅤ活性增高与肝外胆
管癌淋巴结转移潜能成正比，肝外胆管癌与良性胆
管疾病对照ＧｎＴⅤｍＲＮＡ表达水平升高７．７５倍。

Ｙａｍａｍｏｔｏ等［１５］发现ＧｎＴⅤ表达与子宫内膜癌预
后不良相关。

　　２００５年 Ｈａｎｄｅｒｓｏｎ等［６］研究发现３２３例乳腺
癌患者中转移淋巴结内通过ＰＨＡＬ印迹染色所反
映的ＧｎＴⅤ的活性较原发肿瘤明显增强，在无淋巴
结转移的乳腺癌中ＧｎＴⅤ活性增高也提示预后不
良，并独立于肿瘤大小、细胞核分裂情况或患者年龄
等因素。

　　多数研究表明ＧｎＴⅤ可增加肿瘤的恶性程度、
增强活性、促进转移，但也有一些不同的研究结论。

Ｉｓｈｉｍｕｒａ等［１６］研究发现 ＧｎＴⅤ表达水平和β１，６
分支Ｎ聚糖与膀胱癌分期相反，ＧｎＴⅤ阳性的患者
较阴性患者生存期明显长。Ｉｓｈｉｂａｓｈｉ等［１７］对照了

人类食管癌和邻近非肿瘤组织中ＧｎＴⅤ的表达，认
为它的表达增加是食管肿瘤起源的早期事件。

ＤｏｓａｋａＡｋｉｔａ等［１８］也发现ＧｎＴⅤ低水平表达与非
小细胞肺癌的病理Ⅰ期以及其他非鳞癌的预后不良
以及生存期短有关。日本研究者［１９］用抗ＧｎＴⅤ单
克隆抗体对１３０例由于睾丸生殖细胞肿瘤切除的睾
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丸标本行免疫组化检测，发现在恶性肿瘤转移和进
展时人睾丸生殖细胞中ＧｎＴⅤ的阳性表达下降及

β１，６分支 Ｎ糖链减少或消失，并且认为ＧｎＴⅤ可
能是非精原细胞的睾丸生殖细胞肿瘤第Ⅰ期的预示
因子。

　　本实验研究发现ＧｎＴⅤ活性在绝大多数乳腺
癌肿瘤细胞中呈阳性 （８９．４７％），与良性乳腺疾病
有显著差异，说明乳腺病灶ＧｎＴⅤ高活性提示病变
恶性可能大。本组织芯片中乳腺癌患者ＰＨＡＬ阳
性比例远高于ＥＲ、ＰＲ以及 ＨＥＲ２癌基因阳性比
例，ＥＲ／ＰＲ／ＨＥＲ２／ＰＨＡＬ 均 阴 性 率 极 低

（５．２６％）。现在临床上对于ＥＲ／ＰＲ／ＨＥＲ２癌基因
扩增三阴性的乳腺癌患者出现复发及转移时往往束

手无策，今后如采用ＧｎＴⅤ为靶点治疗乳腺癌，对
于该类患者不失为一个良好的治疗方向。
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