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PIK3CA 和 TP53 基因突变与乳腺癌分子分型

及组织学分级相关性的研究
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【摘要】   目的    分析乳腺癌突变基因与乳腺癌分子分型和组织学分级的关系，为进一步治疗提供参考依

据。方法    回顾性收集 2016 年 2 月至 2017 年 8 月期间广东省东莞市妇幼保健院和东莞市厚街医院诊治的 46 例
未行化疗的乳腺癌患者的病理切片标本，采用免疫组织化学染色技术检测肿瘤组织中雌激素受体（ER）、孕激素

受体（PR）及人表皮生长因子受体-2（HER-2）的表达，并对病理切片组织进行分级。使用多重 PCR 技术，扩增所

选择的 50 个肿瘤相关基因的 207 个热点突变区域，然后采取高通量的半导体测序平台（SSP）进行检测。结果    46
例乳腺癌患者的组织学分级：Ⅰ 级 8 例，Ⅱ 级 18 例，Ⅲ 级 20 例；ER/PR/HER-2 状态分型：Luminal A 型 9 例，

Luminal B 型 23 例，HER-2 过表达型 9 例，besal-like 型 5 例。所有样本共检测到 8 种基因的 33 个位点突变，包括

AKT1、APC、BRAF、CDKN2A、KRAS、PTEN、PIK3CA 和 TP53 基因，其中 PIK3CA 基因突变 24 例，TP53 基因突

变 18 例，CDKN2A 基因突变 2 例，其余突变基因各检出 1 例。乳腺癌的总基因突变情况与组织学分级和分子分

型均无关（P>0.05）；PIK3CA 基因突变与乳腺癌的组织学分级相关，组织学分级越低 PIK3CA 基因的突变频率越

高（P<0.05）。结论    PIK3CA 基因在组织学分级Ⅰ级患者中的突变率明显增高。
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【Abstract】 Objective    To provide reference for further treatment by analyzing the relationship between mutant
genes of breast cancer and histological classification and molecular typing of breast cancer. Methods    Retrospectively
collectted the pathological specimens of 46 breast cancer patients who treated by the Dongguan Maternal and Child
Health Hospital and the Dongguan Houjie Hospital between February 2016 and August 2017 without chemotherapy.
Among the selected 46 breast cancer patients, we detected tumor tissue estrogen receptor (ER)/ pregnancy hormone
receptor (PR)/human epidermal growth factor receptor-2 (HER-2) status by immunohistochemistry and classified the
pathological tissue section. By using multiple PCR techniques, we detected 207 hot mutation regions of the 50 extended
tumor-related genes on the semiconductor sequencing platform. Results    There were 8 cases of grade Ⅰ, 18 cases of grade Ⅱ, 20 cases
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of grade Ⅲ in 46 breast cancer patients according to histological grade. Of the 46 cases, there were 23 cases of Luminal B,
9 cases of Luminal A, 9 cases of HER-2 (+), 5 cases of type besal-like according to ER/PR/HER-2 expression status.
Moreover, we found that there were 33 gene locus mutations of 8 genes, including AKT1, APC, BRAF, CDKN2A, KRAS,
PTEN, PIK3CA, and TP53. Among of them, the mutation of PIK3CA gene took the most of 24 cases, followed by TP53
(18 cases), 2 cases of CDKN2A gene mutation, and 1 case in the remaining four types of genes respectively. we found that
the gene mutations of breast cancer were not related to the histological classification and molecular type (P>0.05), the
PIK3CA gene mutation was related to the histological classification of breast cancer, the lower the histological
classification level, the higher PIK3CA gene mutation rate (P<0.05). TP53 gene mutation was not related to histological
grading and molecular type (P>0.05). Conclusions     The PIK3CA gene mutation rate in patients with histological grading
Ⅰ level increased significantly. The combination of PIK3CA gene mutation and histological grading of breast cancer may
become a molecular biological indicator to judge the degree of malignancy and prognosis of breast cancer.

【Keywords】 breast cancer; mutate spectrum; genetic screening; high-throughput sequencing

目前乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤，在我国

乳腺癌已成为女性因恶性肿瘤死亡的第 4 位病因[1]，

中国可能超越美国成为全球乳腺癌新发病例数最

多的国家 [2]。现已证实，乳腺癌与多种因素相关，

但遗传因素尤为重要[3]。乳腺癌相关基因表达水平

的变化远早于形态学变化，不同基因表达谱可能反

映不同的肿瘤亚型，涉及不同的表型和临床特征[4-5]。

随着高通量基因测序技术的快速发展，为检测数千

个基因的表达提供了强有力的工具。乳腺癌多基

因表达谱已逐渐应用于临床实践，对其分子机制有

了更深入的了解[6]。新的分子肿瘤标志物可能被用

于更准确的诊断和开发出更有效的个体化靶点治

疗药物。本研究的主要目的是通过半导体测序平

台（semiconductor sequencing platform，SSP）进行乳

腺癌多基因突变谱检测，分析乳腺癌突变基因与乳

腺癌分子分型和组织学分级的关系，为进一步治疗

提供参考依据。

1    资料与方法

1.1    临床资料

纳入标准：① 在广东省东莞市妇幼保健院和

东莞市厚街医院行乳腺超声并发现病灶；② 超声

引导下穿刺活检证实为非特殊类型浸润性导管癌

且随后进行手术切除活检。排除标准：① 术前进

行新辅助化疗；② 病理学类型为特殊类型浸润性

导管癌。

回顾性收集 2016 年 2 月至 2017 年 8 月期间广

东省东莞市妇幼保健院和东莞市厚街医院收治的

符合要求的患者 46 例，其中男 1 例，女 45 例；年

龄 31～86 岁，平均年龄 47 岁。结合 2012 版 WHO
乳腺癌肿瘤组织学分级[7]分为 Ⅰ、Ⅱ 及 Ⅲ 级，其中

Ⅰ 级 8 例（17.4%），Ⅱ 级 18 例（39.1%），Ⅲ 级 20 例
（43.5%）。依据雌激素受体（ER）/孕激素受体（PR）/

人表皮生长因子受体 - 2（ H E R - 2）状态分型：

Luminal A 型  9 例（19.6%），Luminal B 型  23 例
（50.0%），HER-2 过表达型 9 例（19.6%）；besal-like
型 5 例（10.9%）。本研究经东莞市妇幼保健院伦理

委员会批准，且所有样本的采集均签署知情同意书。

1.2    方法

1.2.1   免疫组织化学染色　采用免疫组织化学染色

法检测乳腺癌组织及其对应的癌旁组织（距离癌组

织小于 3 cm）中 ER、PR 及 HER-2 的表达状态。取纳

入研究的乳腺癌石蜡标本切片，行常规二甲苯脱腊，

梯度乙醇脱水；用 3% 过氧化氢阻断内源性过氧化

物酶；以 0.01 mol/L（pH=6.0）柠檬酸盐缓冲液高压

修复抗原后以山羊血清封闭；滴加一抗 4 ℃ 孵育

过夜；滴加辣根酶标记的二抗；滴加链霉亲和素-

过氧化物酶（SP）；DAB 染色后以苏木精复染；最后

应用中性树胶封片。以 PBS 溶液代替一抗作阴性

对照，以已知阳性染色正常的乳腺组织标本作阳性

对照。

1.2.2   基因突变分析　采集患者的外周血，提取外

周血 DNA，行超声波打断、酶补齐、加 A 尾和接

头，再以多重 PCR 扩增构建测序文库，对构建好的

文库分别进行  Nanodrop 2000 紫外分光光度计、

Qubit 荧光定量仪和 1% 琼脂糖凝胶电泳（设备：赛

默飞，威尔明顿公司，美国）定量检测。本研究方

案扩增  50 个肿瘤相关基因的  207 个热点突变区

域，基因测序采用 BioelectronSeq 4000 高通量测序

仪器（东莞博奥木华基因科技有限公司，东莞，中

国）。将待检样本的基因突变位点与 clinvar（https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/）、单核苷酸多态性数

据库（T h e  S i n g l e  N u c l e o t i d e  P o l y m o r p h i s m
Database，dbSNP，https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
snp/）和肿瘤中体细胞突变的目录（Catalogue of
Somatic Mutationsin Cancer，COSIMC）数据库

• 574 • Chinese Journal of Bases and Clinics in General Surgery, May 2019, Vol. 26, No.5

  http://www.gensurg.cn

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/
http://www.gensurg.cn


（https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic）进行匹配得出

突变意义。

1.3    统计学方法

应用 SPSS 19.0 软件进行统计学数据分析。根

据分组情况分别采用 Pearson χ2 或 Fisher 确切概率

法比较组间的差异。检验水准 α=0.05。

2    结果

2.1    基因突变检测结果

46 例患者中，有 38 例（82.6%）患者在 50 种常

见乳腺癌相关基因中产生 8 种基因的 33 个位点突

变。产生突变的基因型包括 AKT1、APC、BRAF、
CDKN2A、KRAS、PTEN、PIK3CA 和 TP53，其中

PIK3CA 基因的突变例数最多，共检测出  24 例
（52.2%）；TP53 基因突变次之，检测出  18  例
（39.1%），患者的平均年龄为 43 岁；CDKN2A 基
因突变检出 2 例，其余突变基因各检出 1 例。三位

点突变的患者有 2 例，两位点突变的患者有 8 例，

单位点突变的患者有 28 例，没有检测出基因突变

的患者有 8 例。各基因突变情况具体见表 1。

表 1    46 例乳腺癌患者的高通量基因测序结果 

基因 核苷酸改变 氨基酸改变 突变类型 类别 患者例数 突变频率（%）

AKT1 c.49G>A p.E17K 错义突变 致病性 1 29.5

APC c.3313C>T p.R1105W 错义突变 意义不明 1 40.6

BRAF c.1796C>T p.T599I 错义突变 意义不明 1 3.2

CDKN2A c.385C>T p.R129C 错义突变 意义不明 1 50.1

c.296G>A p.R99Q 错义突变 意义不明 1 50.6

KRAS c.40G>A p.V14I 错义突变 致病性 1 4.1

PTEN c.511C>T p.Q171X 终止密码突变 意义不明 1 16.5

PIK3CA c.3140A>T p.H1047L 错义突变 致病性 3 24.7～47.5

c.3140A>G p.H1047R 错义突变 致病性 10 6.7～82.0

c.241G>A p.E81K 错义突变 可能致病 1 14.9

c.1636C>A p.Q546K 错义突变 致病性 1 33.1

c.1633G>A p.E545K 错义突变 致病性 3 18.3～32.3

c.1624G>A p.E542K 错义突变 致病性 3 8.8～45.1

c.1616C>G p.P539R 错义突变 可能病性 1 30.9

c.1258T>C p.C420R 错义突变 致病性 1 62.8

c.1214C>T p.S405F 错义突变 致病性 1 4.1

c.1035T>A p.N345K 错义突变 致病性 2 8.1、25.6

TP53 c.856G>A p.E286K 错义突变 致病性 1 49.8

c.823delT p.C275fs 缺失突变 意义不明 1 19.7

c.817C>T p.R273C 错义突变 致病性 2 25.1、65.8

c.768_769del p.T256fs 缺失突变 意义不明 1 13.4

c.743G>A p.R248Q 错义突变 致病性 2 8.7、46.9

c.711G>A p.M237I 错义突变 可能致病 1 40.3

c.659A>G p.Y220C 错义突变 致病性 1 29.4

c.524G>A p.R175H 错义突变 致病/可能致病 1 68.2

c.517G>A p.V173M 错义突变 致病/可能致病 1 3.4

c.488A>G p.Y163C 错义突变 可能致病 1 17.1

c.404G>A p.C135Y 错义突变 可能致病 1 8.7

c.329G>C p.R110P 错义突变 可能致病 1 12.5

c.229C>T p.P77S 错义突变 意义不明 1 33

c.206C>T p.A69V 错义突变 意义不明 1 3.0

c.1025G>C p.R342P 错义突变 致病/可能致病 2 34.5、59.2

c.1009C>G p.R337G 错义突变 意义不明 1 37.0
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2.2    总基因突变情况与乳腺癌组织学分级和分子

分型的关系

乳腺癌的总基因突变情况与组织学分级和分

子分型均无关（P>0.05），具体见表 2。
2.3    PIK3CA 基因突变与乳腺癌组织学分级和分

子分型的关系

PIK3CA 基因突变与乳腺癌的组织学分级相

关，组织学分级越低 PIK3CA 基因的突变频率越高

（P<0.05）；但与乳腺癌的分子分型、ER 表达、PR
表达及 HER-2 表达均不存在相关性（P>0.05），见

表 3。
2.4    TP53 基因突变与乳腺癌组织学分级和分子分

型的关系

TP53 基因突变与组织学分级、分子分型、ER
表达、PR 表达及 HER-2 表达均无关（P>0.05），具

体见表 3。

3    讨论

目前，乳腺癌患者的预后以及治疗方案的制定

是基于肿瘤大小、肿瘤局部浸润情况、淋巴结病理

状况等，以及一些生物学指标如组织学分级、ER 表
达、PR 表达、HER-2 表达等标准化的指标[8]。分子

表 2    不同组织学分级和不同 ER/PR/HER-2 表达状态乳腺癌

的基因检测情况（例）

特点
总基因突变

  P 值
阳性（n=38） 阴性（n=8）

组织学分级

 

　Ⅰ 级和 Ⅱ 级 23 3
0.267

　Ⅲ 级 15 5

分子分型

0.257

　Luminal A 型 7 2

　Luminal B 型 20 3

　HER-2 过表达型 8 1

　besal-like 型 3 2

ER 表达

　（+） 27 5
0.281

　（–） 11 3

PR 表达

　（+） 26 5
0.296

　（–） 12 3

HER-2 表达

　（+） 30 4
0.088

　（–) 8 4

采用的是 Fisher 确切概率法，故无具体统计量

表 3    不同组织分级和不同 ER/PR/HER2 表达状态乳腺癌的 PIK3CA 基因和 TP53 基因检测情况（例） 

特点
PIK3CA 基因突变   TP53 基因突变

阳性（n=24） 阴性（n=22） χ2 值 P 值 阳性（n=18） 阴性（n=28） χ2 值 P 值

组织学分级

　Ⅰ 级 7 1

– 0.047

3 5

– 0.377　Ⅱ 级 10 8 5 13

　Ⅲ 级 7 13 10 10

分子分型

　Luminal A 型 5 4

– –

2 7

– 0.552
　Luminal B 型 14 9 9 14

　HER-2 过表达型 5 4 5 4

　besal-like 型 0 5 2 3

ER 表达

　（+） 20 12
– 0.054

11 21
0.998 0.318

　（–） 4 10 7 7

PR 表达

　（+） 19 12
3.166 0.075

10 21
1.885 0.170

　（–） 5 10 8 7

HER-2 表达

　（+） 19 15
0.718 0.397

16 18
– 0.090

　（–） 5 7 2 10

–：采用的是 Fisher 确切概率法，故无具体统计量
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分型指导下的乳腺癌个体化治疗虽已成为常态，但

仍需不断寻求更加高效的精准治疗方案。然而由

于乳腺癌的异质性，使得不同类型的乳腺癌患者之

间、甚至同一例患者病程的不同阶段，即使分期及

分子分型相同，患者对治疗方案的反应也会存在一

定的差异，甚至有的患者在接受最佳治疗方案的治

疗过程中出现病情进展。乳腺癌的组织学分级常

被作为一个单独的预后指标[8]，已有研究证实，乳

腺癌的组织学分级与癌基因产物表达有关[9-10]，而乳

腺癌基因突变与乳腺癌的无瘤生存率和总生存率

显著相关[6]，与 ER 阳性、淋巴结阴性的乳腺癌复发

风险高度相关[11]。随着高通量基因分析技术的快速

发展，乳腺多基因表达谱已逐渐应用于临床实践。

本研究发现，乳腺癌总基因突变与组织学分级无关

（P>0.05）；同时依据分子分型显示，Luminal B 型
患者最多（23 例），Luminal A 型、HER-2 过表达型

和 besal-like 型分别为 9 例、9 例和 5 例，4 型中基因

突变也不具有差异性，与文献报道[8]不一致。其主

要原因可能是选取的基因不同所致，且肿瘤组织的

发生发展是一个复杂多因素的过程。据此，笔者认

为，不同突变基因对不同类型、不同阶段的乳腺癌

的作用并不一致。此外，本研究存在局限性，即选

取的样本数量较少，统计学结果不一定准确，存在

一定的偶然性，下一步需增加样本量进行乳腺癌多

基因突变谱检测，明确基因突变与乳腺癌的组织学

分级和分子分型的相关性。

本研究检出率最高的基因为 PIK3CA 与 TP53
基因，前者 ［在线人类孟德尔遗传数据库（Online
Mendelian Inheritance in Man，OMIM）：171834］
是乳腺癌中基因突变检出率最高的突变之一，该基

因定位于 3q26.3，含 20 个外显子。PIK3CA 基因突

变通过磷脂酰肌醇-3-激酶/丝氨酸激酶信号通路

（PI3K/AKT）途径引发 AKT 持续活化，导致成纤维

细胞和乳腺上皮细胞的生长和转化，不仅可以抑制

细胞凋亡，还可以促进浸润。有研究[12]表明，在乳

腺癌中 PIK3CA 基因突变发生率为 8%～40%，约

4/5 发生在螺旋区（exon9）和激酶区（exon20）这

2 个热点区域。目前认为，PIK3CA 基因突变与乳

腺癌患者年龄、淋巴结病理状况、肿瘤直径、肿瘤

局部浸润情况及肿瘤细胞分化程度之间无显著相

关性，但与不同的分子分型相关[13]。也有报道[14-15]表

明，该基因突变与淋巴结转移情况及组织学分级相

关。Kalinsky 等 [16]分析了 590 例乳腺癌标本后发

现，PIK3CA 基因突变（中位随访时间为 12.8 年）可

以改善总生存率（P=0.03），预示良好预后。但也有

不同的研究结果。李少英等[17]分析了 250 例乳腺癌

标本后发现，PIK3CA 基因突变患者的生存时间显

著缩短（P=0.004），尤其是 ER 阳性和 HER-2 阴性

的患者（P=0.002）。还有研究[18-19]证实，PI3K 通路激

活后，无论是通过抑癌基因 PTEN 的失活还是癌基

因 PIK3CA 的激活，都可引起乳腺癌患者对靶向药

物 Herceptin 的耐药。通过对 PIK3CA 通路的研究

可进一步明确乳腺癌的发病机制和寻找新的分子

治疗靶点，以指导个体化的靶向治疗。邓粤敏等[20]

分析了 176 例原发性乳腺癌标本后发现，PIK3CA
基因突变与患者的年龄、淋巴结转移和肿瘤大小均

无相关性，但与组织学分级有关，Ⅱ–Ⅲ 级患者的

PIK3CA 基因突变率远远高于 Ⅰ 级患者（P<0.05）。
本研究发现，PIK3CA 基因突变与组织学分级存在

明显的相关性，组织学分级 Ⅰ 级患者的基因突变

率为 87.5%，高于 Ⅱ–Ⅲ 级患者，差异具有统计学

意义（P<0.05），但与其他临床病理学特征未发现明

显相关性。该结果说明，PIK3CA 基因突变可以作

为判断乳腺癌恶性程度的指标，并对低度恶性乳腺

癌的综合治疗起到一定的指导意义。但由于本研

究的病例数较少，结果还有待进一步观察。

TP53（OMIM：191170）由 11 个外显子和 10 个
内含子组成，跨度约 20 kb。是一种抑癌基因，可以

是胚系突变也可以是体细胞突变，与乳腺癌的发生

有关。近年来国内外的研究[21-23]发现，TP53 胚系突

变在家族或遗传性乳腺癌中，尤其在年轻乳腺癌患

者中的致病作用可能更大。在本研究中 TP53 基因

突变与组织学分级和分子分型均无关。TP53 基因

突变检出率在不同国家间具有年龄差异[23-24]，在中

国乳腺癌高风险人群中有较高的检出率，提示高风

险人群或 BRCA1/2 基因突变阴性的年轻乳腺癌患

者应该接受 TP53 突变的检测[25]。本组患者中，发

生 TP53 基因突变的乳腺癌患者共 18 例（39.1%），

仅次于 PIK3CA 基因突变，且平均年龄为 43 岁，小

于总体样本的平均年龄（47 岁），提示此基因突变

在低龄乳腺癌患者中可能更为普遍，因此建议高风

险人群或 BRCA1/2 基因突变阴性的年轻乳腺癌患

者应检测 TP53 的基因突变情况。

综上所述，PIK3CA 基因在组织学分级Ⅰ级患

者中的突变率明显增高，说明该基因突变和乳腺癌

组织学分级结合可能会是判断乳腺癌恶性程度及

预后的分子生物学指标。此外，通过对该基因通路

的研究找到新的靶点和靶向治疗方法，可完善乳腺

癌的个体化综合治疗。在乳腺癌患者中 TP53 基因

突变患者的年龄较低，建议高风险人群和 BRCA1/2
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基因突变阴性的年轻乳腺癌患者应检测 TP53 基因

的突变情况。
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