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Abstract:Objective暋TodiscusstherelationshipbetweenAKT,p灢AKT,AKT2,VEGF灢Cexpression
andlymphaticmetastasisofbreastinvasiveductalcarcinoma(IDC)andtoresearchtherelevancebe灢
tweenAKTandVEGF灢C,p灢AKTandVEGF灢C,AKT2andVEGF灢CinIDC.Methods暋RT灢PCR
wasusedtodetecttheexpressionsofAKT2andVEGF灢CmRNAon17freshbreastcancertissues.
Immunohistochemical(IHC)method(SP)wasusedtoexaminetheexpressionsofAKT,p灢AKT,

AKT2andVEGF灢Cproteininparaffin灢embeddedspecimensof74breastinvasiveductalcarcinomas.
Western灢blotwasusedtodetecttheexpressionsofAKT,p灢AKT,AKT2andVEGF灢Cproteinon17
freshbreastcancertissues.Results暋TheexpressionofAKT2mRNAinIDCwithlymphaticmetasta灢
siswashigherthanthatinIDCwithoutlymphaticmetastasis(P<0.05).Andtherewasnosignificant
differenceontheexpressionofVEGF灢CmRNA(P>0.05).Thedifferencebetweentheexpressionsof
AKT2andVEGF灢Cproteininthetwogroupswerestatisticallysignificant(P<0.05).Therewasno
significantdifferencesbetweentheexpressionofAKTandp灢AKTproteininthetwogroups(P>
0.05).Theexpressionsofp灢AKT,AKT2andVEGF灢Cproteininmetastasisgroupwerehigherthan
thoseinnon灢metastasisgroup.TherewasnosignificantdifferenceontheexpressionofAKTprotein
betweentwogroups.ThereweresignificantpositivecorrelationsbetweenexpressionofAKTand
VEGF灢C,p灢AKTandVEGF灢Cinbreastcancer(r=0.283,P=0.015;r=0.328,P=0.004).There
wasnosignificantcorrelationsbetweenexpressionofAKT2andVEGF灢CinIDC (r=0.072,P=
0.543).Conclusion暋TheexpressionsofAKT2andVEGF灢Cwerecloselyrelatedtolymphaticmetas灢
tasisofIDC.AKT2andVEGF灢Ccanbeusedaspredictorsoflymphaticmetastasis.
Keywords:Breastneoplasm;AKT;VEGF灢C;Tumormetastasis
摘暋要:目的暋探讨 AKT、p灢AKT、AKT2及 VEGF灢C表达与乳腺浸润性导管癌淋巴结转移的关系,
以及乳腺浸润性导管癌中 AKT、p灢AKT和 AKT2与 VEGF灢C表达的关系。方法暋采用 RT灢PCR法

检测17例乳腺浸润性导管癌新鲜组织中 AKT2和 VEGF灢CmRNA 的表达;用免疫组织化学SP法

检测74例乳腺浸润性导管癌石蜡标本中 AKT、p灢AKT、AKT2和 VEGF灢C蛋白的表达,用 Western
blot法检测17例乳腺浸润性导管癌新鲜标本中 AKT、p灢AKT、AKT2和 VEGF灢C蛋白的表达。结

果暋AKT2mRNA在淋巴结转移组中的表达高于无淋巴结转移组(U=14.000,P=0.043),VEGF灢C
mRNA在两组乳腺浸润性导管癌组织中表达水平差异无统计学意义(U=29.000,P=0.601);AKT2
和 VEGF灢C蛋白在有淋巴结转移组中的表达均高于无淋巴结转移组(P<0.05),而 AKT及p灢AKT
的表达在两组间差异无统计学意义(P>0.05);p灢AKT、AKT2及 VEGF灢C蛋白在淋巴结转移组中表达

均高于无淋巴结转移组;在乳腺浸润性导管癌中 VEGF灢C与 AKT,VEGF灢C与p灢AKT的表达均呈显著

正相关(r分别为0.283和0.328,P值分别为0.015和0.004),VEGF灢C与 AKT2的表达无相关性(r=
0.072,P=0.543)。结论暋AKT2及 VEGF灢C与乳腺浸润性导管癌淋巴结转移密切相关,可作为乳腺浸

润性导管癌淋巴结转移的预测因子。
关键词:乳腺肿瘤;AKT;VEGF灢C;肿瘤

转移

中图分类号:R737.9;R73灢37
文献标识码:A
文章编号:1000灢8578(2010)07灢0781灢05

·187·肿瘤防治研究2010年第37卷第7期



0暋引言

乳腺癌是危害妇女健康最主要的恶性肿瘤之

一。浸 润 性 导 管 癌 (invasiveductalcarcinoma,

IDC)是乳腺癌中最常见的组织学类型,约占乳腺癌

的70%左右。大量研究证实,淋巴结转移与否是乳

腺癌重要的预后因素之一。因此在乳腺癌的诊断与

治疗过程中,如何早期检测和控制淋巴结转移则成

为乳腺癌防治的重要环节。目前,乳腺癌的转移机

制仍不清楚。近年来,有很多学者研究发现 AKT的

活化与肿瘤的浸润转移有关。VEGF灢C(vascularen灢
dothelialgrowthfactor灢C)是人类发现的第一种促淋

巴管生成因子,在肿瘤的淋巴道转移中起重要作用。
有学者报道,在胃癌组织中可能存在p灢AKT/VEGF灢
C通路促进胃癌的恶性生物学表型[1]。本实验以乳

腺浸润性导管癌为研究对象,初步探讨 AKT、p灢
AKT、AKT2及 VEGF灢C与乳腺浸润性导管癌淋巴

结转移的相关性。

1暋资料与方法

1.1暋资料

1.1.1暋一般资料

收集广东医学院附属医院病理科 2006 年 1
月—2007年3月存档蜡块标本,其中无淋巴结转移

乳腺浸润性导管癌37例,有淋巴结转移的乳腺浸润

性导管癌37例。均为女性,年龄32~72岁(中位年

龄48岁)。按照病理报告单中大体描述的肿瘤最大

直径作为肿瘤大小的数值,最大者10.0cm,最小者

1.5cm,中位数为3.5cm。根据 WHO(2003年)进
行临床分期:栺期7例,栻期50例,栿期16例,桇期

1例。所有标本均用10%福尔马林固定,石蜡包埋

切片,厚4毺m。另收集2006年11月~2007年3月

广东医学院附属医院外科切除的乳腺浸润性导管癌

新鲜标本17例,其中无淋巴结转移组7例,有淋巴

结转移组10例,所有标本取约1.2cm3 装入冻存管

中,迅速放入-70曟冰箱内保存备用。
1.1.2暋主要试剂

兔抗人p灢AKT(Thr473)单克隆抗体购于 Cell
Signaling公司,兔抗人 AKT2单克隆抗体购于Sig灢
nalwayAntibody公司,兔抗人AKT多克隆抗体和兔

抗人VEGF灢C多克隆抗体购于SantaCruz公司;一步

法RT灢PCR试剂盒购于QIAGEN公司,Trizol试剂为

Invitrogen公司产品,RT灢PCR引物由上海生物公司

合成;化学发光剂为SantaCruz公司产品,预染色的

蛋白 Marker购自北京华美生物有限公司。
1.2暋方法

1.2.1暋RT灢PCR法检测AKT2及VEGF灢CmRNA
的表达

TRIzol法提取组织总 RNA,每例取总 RNA
2毺g进行逆转录聚合酶链反应,同时扩增 GAPDH
作为内参照,每个标本至少重复3遍。AKT2引物

序列(276bp),正义:5曚灢GGCCCCTGA TCA GAC
TCT A灢3曚,反 义:5曚灢TCC TCA GTC GTG GAG
GAGT灢3曚;VEGF灢C 引物序列(130bp),正义:5曚灢
GGC TGT TTG GTC ATT GGC灢3曚,反 义:5曚灢
TGGGTC CAT GCT AAC AAA GA灢3曚;内 参

GADPH 引 物 序 列 (339bp),正 义:5曚灢GGA AGC
TTG TCA TCA ATG G灢3曚,反义:5曚灢AAT CCA
AGCCCTTTGCTGTT灢3曚。50曟 30min逆转录

合成cDNA,95曟 15min预变性后开始循环:94曟
45s,52曟~58曟45s,72曟1min,共35个循环,最后

于72曟延伸10min。扩增产物在2.0%琼脂糖凝胶

上电泳分离,紫外透射仪下拍照。采用图像分析软

件BandScan4.3版分析电泳条带的光密度值,目的

条带与内参条带吸光度值的比值即为 AKT2 及

VEGF灢CmRNA相对表达量。
1.2.2暋免疫组织化学法检测 AKT、p灢AKT、AKT2
及 VEGF灢C蛋白的表达

SP法对74例乳腺浸润性导管癌组织进行检

测,操作按SP试剂盒说明书进行。经 DAB显色,
苏木精对比染色后封片,于48h内光学显微镜下阅

片。结果判断:每一批免疫组织化学均设已知阳性

对照和 用 PBS 代 替 一 抗 的 空 白 对 照。AKT 及

VEGF灢C阳性表达定位于细胞质,p灢AKT及 AKT2
阳性表达大部分定位于胞质,少部分定位于胞核,均
呈棕黄色或棕褐色颗粒样分布。由两人分别对实验

结果进行双盲法评估。每一切片随机选择3个视野

(暳100),在显微镜(暳400)下计数每个视野100个肿

瘤细胞中阳性细胞的比例,取3个视野的平均百分数

为判定结果。评分标准参照文献[2]作适当修改:阳性

细胞数曑5%为0分;>5%~25%为1分;>25%~
50%为2分;51%~75%为3分;>75%为4分。染色

强度:0分为无染色;1分为淡黄色;2分为黄色;3分为

棕黄色。免疫组织化学结果根据染色阳性细胞数和染

色强度分别评分,两者乘积0~1分为阴性(-);2~3
分为阳性(+ ~ ++);4分以上为强阳性(+++)。

1.2.3暋Western印迹检测 AKT、p灢AKT、AKT2
及 VEGF灢C蛋白的表达水平

从乳腺癌组织中提取蛋白,以毬灢actin的水平作

为等量蛋白质上样对照,每个样本至少重复3遍,取
50毺g蛋白质样品进行SDS灢PAGE电泳,并转至硝

酸纤维膜上;室温封闭2h后,用 TBST缓冲液漂洗

3次,分别加入 AKT、p灢Akt、AKT2或 VEGF灢C抗

体(1暶1000)4曟孵育过夜,TBST漂洗3次后加入辣

根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗(1暶2000),室温摇
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床孵育2h,增强化学发光显色系统显色,暗室内 X
线底片感光成像,将胶片进行扫描或拍照,以毬灢ac灢
tin蛋白水平作为内对照,采用图像分析软件Band灢
Scan4.3版分析目标带的吸光度值。
1.3暋统计学方法

数据采用SPSS11.0统计软件进行分析。根据

资料类型和统计目的不同分别做行暳列表氈
2 检验,

四格表氈
2 检验,Spearman相关分析,独立样本t检

验和 Wilcoxon两样本比较法。P<0.05为差异有

统计学意义。

2暋结果

2.1暋AKT2和 VEGF灢C mRNA 在两组乳腺癌中

的表达

AKT2和 VEGF灢CmRNA 在无淋巴结转移组

的乳腺浸润性导管癌组织中有1例无表达,其余16
例乳腺浸润性导管癌组织中均有表达;统计分析显

示 AKT2mRNA在淋巴结转移的乳腺浸润性导管

癌组织中表达高于无淋巴结转移组,两组间比较差

异有统计学意义(U=14.000,P=0.043),见图1A、
2A。VEGF灢CmRNA 在17例乳腺浸润性导管癌

组织中均有表达,VEGF灢C在两组乳腺浸润性导管

癌组织中表达水平差异无统计学意义(U=29.000,
P=0.601),见图1B、2B。

1~7:breastcancerwithoutlymphaticmetastasis暋暋8~17:breastcancerwithlymphaticmetastasis
图1暋乳腺浸润性导管癌组织中AKT2和VEGF灢CmRNA的表达

Figure1暋TheexpressionofAKT2andVEGF灢CmRNAinIDC

1~7:breastcancerwithoutlymphaticmetastasis
8~17:breastcancerwithlymphaticmetastasis

图2暋AKT2和VEGF灢C基因的RT灢PCR结果

Figure2暋RT灢PCRresultofAKT2andVEGF灢Cgene

2.2暋AKT、p灢AKT、AKT2及 VEGF灢C 蛋白在两

组乳腺癌组织中的表达

AKT、p灢AKT、AKT2及 VEGF灢C在无淋巴结

转移的乳腺浸润性导管癌中阳性率分别为54.05%
(20/37)、86.49% (32/37)、54.05% (20/17)和67.
57% (25/37),在淋巴结转移的乳腺浸润性导管癌

中阳性率分别为64.86% (24/37)、81.08% (30/

37)、89.19% (33/37)和89.19% (33/37)。AKT2
和 VEGF灢C在有淋巴结转移组中的表达均高于无

淋巴结转移组,差异有统计学意义(P<0.05);而
AKT及p灢AKT的表达在两组间比较,差异无统计

学意义(P>0.05),见表1、图3。Western印迹结果

显示:在所有乳腺浸润性导管癌组织中均可见 AKT
(60kD)、p灢AKT(60kD)、AKT2(56kD)及 VEGF灢C
(47kD)蛋白的表达,且p灢AKT、AKT2及 VEGF灢C
蛋白在有淋巴结转移乳腺浸润性导管癌组织中表达

均高于无淋巴结转移组,见图4。
表1暋AKT、p灢AKT、AKT2及VEGF灢C在乳腺浸润性

导管癌中的表达

Table1暋TheexpressionsofAKT,p灢AKT,AKT2and
VEGF灢CinIDC

Groups n AKT p灢AKT AKT2 VEGF灢C

Lymphnode
metastasis(-)3720(54.05)32(86.49)20(54.05)25(67.57)

Lymphnode
metastasis(+)3724(64.86)30(81.08)33(89.19)33(89.19)

暋暋Note:氈
2 Test:therewasnosignificantdifferencebe灢

tweentheexpressionofAKTandp灢AKTproteininthetwo
groups,氈

2valuewas0.897and0.398respectively,P was
0.344and0.528respectively;therewassignificantdiffer灢
encebetweentheexpressionofAKT2andVEGF灢Cprotein
inthetwogroups,氈

2 valuewas11.236and5.103respec灢
tively,Pwas0.001and0.024respectively
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3a:AKT;3b:p灢AKT;3c:AKT2;3d:VEGF-C
图3暋AKT、p灢AKT、AKT2及VEGF灢C蛋白在乳腺浸润性导管癌组织中的表达(SP暳200)

Figure3暋TheexpressionsofAKT,p灢AKT,AKT2andVEGF灢Cproteininhumanbreastinvasiveductalcarcinoma(SP暳200)

1~3:breastcancerwithlymphaticmetastasis
4~6:breastcancerwithoutlymphaticmetastasis
图4暋乳腺浸润性导管癌组织中AKT、p灢AKT、

AKT2及VEGF灢C蛋白的表达

Figure4暋TheexpressionsofAKT,p灢AKT,AKT2and
VEGF灢CproteininIDC

2.3暋AKT、p灢AKT、AKT2及 VEGF灢C 蛋白的表

达与乳腺浸润性导管癌临床病理指标的关系

暋暋AKT和 AKT2蛋白的表达均与淋巴结转移情

况相关,在无淋巴结转移的乳腺癌组织中阳性率均

为54.05%,在淋巴结转移个数为1~3个时,阳性

率分别为43.75%和87.50%,淋巴结转移个数大于

3个时,阳性率分别为80.95%和90.48%,三组间

比较差异均有统计学意义(P<0.05);VEGF灢C的

表达与临床分期有关,栺、栻、栿~桇期时其阳性率

分别为42.86%、80.00%和88.24%,三组间比较差

异均有统计学意义(P<0.05),见表2。
2.4暋乳腺浸润性导管癌中 VEGF灢C 与 AKT、p灢
AKT、AKT2表达的相关性

结果 显 示 VEGF灢C 与 AKT,VEGF灢C 与 p灢
AKT表达呈正相关。VEGF灢C与 AKT2表达无相

关性,见表3。

3暋讨论

AKT是1991年发现的一种对细胞代谢、细胞

增殖和迁移等生命活动中信号转导有重要功能的蛋

白激酶。PI3K/AKT 信号转导通路是细胞内重要

的信号转导通路,在细胞的凋亡、存活、增殖以及迁

表2暋AKT、p灢AKT、AKT2及VEGF灢C与乳腺浸润性导管癌临床病理参数间的关系

Table2暋RelationshipbetweenclinicopathologicalindexeswiththeexpressionofAKT,p灢AKT,AKT2andVEGF灢CinIDC

n
AKT p灢AKT AKT2 VEGF灢C

- + P - + P - + P - + P

Age
暋<45y 30 12 18

0.938

5 25

0.931

10 20

0.435

4 26

0.153暋曒45y 44 18 26 7 37 11 33 12 32
Tumorsize
暋曑3cm 33 13 20

0.857

4 29

0.391

11 22

0.396

6 27

0.519暋>3cm 41 17 24 8 33 10 31 10 31
Lymphnodemetastasis
暋0 37 17 20 5 32 17 20 12 25
暋1~3 16 9 7 0.047* 4 12 0.585 2 14 0.003* 2 14 0.068
暋>3 21 4 17 3 18 2 19 2 19
Clinicalstage
暋栺 7 3 4 1 6 3 4 4 3
暋栻 50 19 31 0.799 8 42 0.977 15 35 0.417 10 40 0.044*

暋栿~桇 17 8 9 3 14 3 14 2 15

暋暋Note:* referstostatisticalsignificance
表3暋乳腺浸润性导管癌中VEGF灢C与AKT、p灢AKT、

AKT2表达的相关分析

Table3暋RelationshipofVEGF灢CexpressionwithAKT,

p灢AKTandAKT2inIDC

VEGF灢C
AKT p灢AKT AKT2

- +++暋+++- +++暋+++- +++暋+++

- 9 4 3 0 5 5 3 3 8 1 4 3

+ 10 2 4 2 3 7 7 1 4 4 6 4

++ 8 8 2 0 3 7 1 7 3 5 5 5

+++ 3 10 8 1 1 5 6 10 6 4 9 3

暋Note:VEGF灢CandAKT,r=0.283,P=0.015;VEGF灢C
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andp灢AKT,r=0.328,P=0.004;VEGF灢CandAKT2,

r=0.072,P=0.543

移等活动中发挥重要的生物学功能。AKT 作为

PI3K/AKT信号转导通路中的中心环节,主要负责

由PI3K始动的生物信息转导,其功能除了涉及细

胞周期调控和凋亡启动外,还参与血管生成、淋巴管

生成、端粒酶活性和细胞侵袭性等诸多重要的生理

和病理过程。研究发现 AKT的过表达及过度激活

广泛存在于各种肿瘤中[3],且p灢AKT 表达水平增

高在许多肿瘤中提示预后不佳,如胰腺癌、胃癌和乳

腺癌等[4灢6]。本结果揭示,AKT 和 p灢AKT 蛋白在

有淋巴结转移乳腺浸润性导管癌中表达高于无淋巴

结转移乳腺浸润性导管癌,且随着淋巴结转移个数

的增加其表达呈升高的趋势,这提示 AKT 的过表

达和过度激活可能会促使乳腺浸润性导管癌发生淋

巴道转移。

AKT 基 因 有 三 种 亚 型:AKT1、AKT2 和

AKT3,分别位于人类染色体的14q32.32、19q13.1
-q13.2和1q14,其结构相似,功能不尽相同,在不

同组织细胞上三种亚型表达水平并不一致。有研究

发现[7灢8],IGF灢1在肿瘤转移中的作用如何,主要取

决于肿瘤细胞内 AKT 亚型所占的比例,如果以

AKT1 为 主,IGF灢1 抑 制 肿 瘤 细 胞 侵 袭 和 转 移,

AKT2为主则促进肿瘤细胞侵袭和转移。研究发现

AKT1主要与肿瘤细胞的增殖有关,有研究者采用

RNA干扰技术抑制乳腺癌 MCF灢7细胞中 AKT1、

PI3KP85亚基的表达,可抑制乳腺癌 MCF灢7细胞

的体外增殖[9];AKT2则主要介导肿瘤细胞的侵袭

和转移,有研究者把全长的、野生型的人类 AKT2
cDNA 转染进人类乳腺癌和卵巢癌细胞中,发现转

染的细胞能够通过上调毬1灢整和素而增加肿瘤细胞

的侵袭和转移能力[10]。本实验结果表明,AKT2
mRNA 及蛋白在有淋巴结转移的乳腺浸润性导管

癌中的表达均高于无淋巴结转移组,且 AKT2蛋白

随着淋巴结转移个数的增加,其阳性率也升高。这

提示 AKT2可能参与了乳腺浸润性导管癌的淋巴

结转移过程,可以作为乳腺浸润性导管癌淋巴结转

移的预测因子。

VEGF灢C作为一种促淋巴管生成因子,可以选

择性地诱导淋巴管的增生,调节免疫功能及肿瘤转

移。研究表明 VEGF灢C 与它的特异性受体 VEG灢
FR灢3结合可诱导受体酪氨酸磷酸化,经细胞内激酶

反应激活 MARK 及PI3K/AKT信号转导通路,最
终促进淋巴管内皮细胞增殖和生存[11]。研究表

明[12]在 乳 腺 癌 组 织 中 VEGF灢C 的 表 达 状 态 与

VEGFR灢3阳性的淋巴管数量及淋巴结转移关系密

切,VEGF灢C可以诱导乳腺癌组织内淋巴管的生成,
进而促进乳腺癌细胞发生淋巴道转移。在本实验

中,我们发现 VEGF灢C蛋白在有淋巴结转移组中的

表达高于无淋巴结转移组,这与 Okada等[13]的报道

一致。然而,本实验结果显示 VEGF灢C mRNA 的

表达在两组间无显著差异,这可能是因样本例数过

少所致。此外,我们还发现 VEGF灢C蛋白的表达与

乳腺癌的临床分期有关,随着病程的进展其表达呈

升高的趋势。因此,我们推测 VEGF灢C可能还与乳

腺癌患者的预后有关。
目前,国内外有关 AKT与 VEGF灢C的相关性

研究大多集中在淋巴管内皮细胞内,在肿瘤细胞内

的报道较少。周晓东等[1]通过分析胃癌组织中p灢
AKT蛋白与 VEGF灢C免疫染色强度后,发现二者

的表达水平呈现高度一致性,较高表达p灢AKT 蛋

白的胃癌组织,其 VEGF灢C亦有较高的表达水平,
从而推测胃癌组织中可能存在p灢AKT/VEGF灢C信

号调节通路促进胃癌的恶性生物学表型。Koba灢
yashi等[14]研 究 表 明 在 胃 癌 组 织 中,p灢AKT 与

VEGF 的 表 达 呈 正 相 关,用 PI3K 的 抑 制 剂

LY294002作用于胃癌细胞后,发现 VEGF的分泌

明显减少。在恶性神经胶质瘤中整合素连接激酶的

抑制剂 QLT0254或 QLT0267通过抑制 AKT的磷

酸化,从而抑制 VEGF 的分泌[15]。VEGF灢C 作为

VEGF家族中的成员之一,活化的 AKT 是否通过

同样的机制上调 VEGF灢C的表达,还需要进一步的

研究证实。我们通过分析乳腺浸润性导管癌中

AKT 与 VEGF灢C、p灢AKT 与 VEGF灢C、AKT2 与

VEGF灢C的相关性得出,AKT、p灢AKT与 VEGF灢C
均呈正相关,AKT2与 VEGF灢C无相关性。这提示

在乳腺浸润性导管癌中 AKT有上调 VEGF灢C表达

的可能,从而促进乳腺浸润性导管癌发生淋巴道转

移。
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综合本实验结果,我们推测,在乳腺浸润性导管

癌的淋巴道转移中可能存在 PI3K/AKT/VEGF灢C
通路在起作用。其机制可能是:各种生长因子作用

于乳腺癌细胞膜上的受体,激活细胞膜上的酪氨酸

激酶,将信号转导至细胞内,使 AKT 磷酸化,磷酸

化的 AKT促进 VEGF灢C蛋白的表达,VEGF灢C分

泌至肿瘤细胞外,与癌组织内淋巴管内皮细胞表面

的 VEGFR灢3结合,促进淋巴管内皮细胞生长,从而

增加了癌细胞进入淋巴系统潜在进入点的密度,促
进乳腺癌发生淋巴结转移。但是AKT上调VEGF灢
C表达的具体机制如何,需要进一步的体内外相关

实验证实。
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