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摘要A探究乳腺癌组织中尿素循环关键分子及其与乳腺癌临床病理特征和预后的关系"

首先!通过MNO'及OM?K数据库筛选乳腺癌中差异表达的尿素循环关键分子!分析其与

乳腺癌患者预后的关系" 然后!收集 !"C" 年 CC 月至 !"CE 年 C! 月在西京医院进行手术

治疗的 LH 例乳腺癌患者以及 %& 例非肿瘤#乳腺腺病$患者的手术标本!制作组织芯片!

利用免疫组化染色法研究乳腺癌和正常乳腺#乳腺腺病$组织中精氨酸代琥珀酸合成酶

#20):1:1,8(>>:12478<145287C!'==C$的表达情况!并确定其与临床病理特征和预后之间的

关系" 分析MNO'及OM?K数据库发现!尿素循环关键分子 '==C 在乳腺癌中表达下降!

并与患者的预后显著相关#!P"Q"%$" 免疫组化染色显示'==C 主要定位于胞浆!在乳腺

癌中表达下降!且与R:BEH 表达及分子分型显著相关#!S"Q"!C %!"*""" %$" '==C 在乳腺

癌中表达显著下降!与肿瘤的分子分型%R:BEH 表达密切相关!推测其在肿瘤发生发展中起

着重要的作用" 因此!'==C 低表达可以作为评估乳腺癌预后的潜在指标"

关键词A尿素循环&'==C#精氨酸代琥珀酸合成酶$&乳腺癌&预后
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AA!"!" 年#世界卫生组织国际癌症研究机构

!Z1470124:,12-')71><3,0T78720>5 ,1 N21>70"公布

的最新数据显示#乳腺癌占全球所有新增癌症病

例的 CCQHb#取代肺癌成为世界第一大癌症'C(

%

在中国#乳腺癌发病率约等于妇科宫颈癌)卵巢

癌)内膜癌总和的 CQH 倍#是威胁我国女性生命健

康的最主要疾病'CB!(

% 乳腺癌的异质性很强#针对

不同的乳腺癌分型#寻找特异性靶点并采取精准

的个体化治疗是当前的研究热点'#B&(

% 越来越多

的研究发现#尿素循环关键分子表达与肿瘤的增

殖)侵袭)转移和预后密切相关%

尿素循环主要发生在哺乳动物的肝脏#以氨基

酸等含氮化合物代谢产生的游离氨以及天冬氨酸

为底物生成尿素#避免了机体中过量氨蓄积#维持

机体的氨氮平衡% 在其他器官中#尿素循环!(072

><>-7"是内源性精氨酸)鸟氨酸)瓜氨酸的唯一来

源'%(

% 同时#尿素循环也为多胺)一氧化氮)脯氨

酸的合成提供底物#维持细胞的生存和增殖'EBL(

%

在尿素循环中#精氨酸代琥珀酸合成酶!20):1:1,B

8(>>:12478<145287C#'==C"和精氨酸代琥珀酸裂

解酶!20):1:1,8(>>:1247-<287#'=]"催化瓜氨酸至

精氨酸的反应#为细胞提供内源性精氨酸%

本研究通过MNO'及OM?K数据库分析C !C!

例乳腺癌患者#以及 L" 例正常乳腺组织的 T.'B

87c数据#确定尿素循环关键分子在乳腺癌中的

表达#进一步分析差异表达分子与患者预后的关

系% 收集 LH 例乳腺癌患者以及 %& 例正常乳腺组

织临床病理标本进行石蜡包埋)切片以及免疫组

化染色#确定乳腺癌中尿素循环关键分子 '==C

的表达#及其与乳腺癌临床病理特征和预后的关

系% 旨在探讨尿素循环在乳腺癌中的作用#为乳

腺癌的精准治疗提供理论基础%

#<研究对象与方法

#=#<>?@!数据的获取和分析

C !C!例乳腺癌患者尿素循环关键分子T.'B

87c数据以及 C !C&名乳腺癌患者生存时间数据来

自 9N=N 7̂12数据库!544a8*

"

K712X0,6870*174U

5724J2aU"中的 MNO'_07284N21>70!_TN'"#L"

例正常乳腺组织尿素循环关键分子 JT.'数据

来源于OM?K数据集#非配对"检验分析基因表达

差异#R2a-21BD7:70进行生存分析%

#=A<人乳腺癌标本的临床资料

选取 !"C" 年 CC 月至 !"CE 年 C! 月在西京医

院进行乳腺癌手术治疗的 LH 例乳腺癌组织以及

%& 例非肿瘤组织!距肿瘤 d% >J"#固定)制作组

织芯片)切片染色% 肿瘤组织经病理诊断均为浸

润性乳腺癌#非肿瘤组织为乳腺腺病% 所有患者

均为首次确诊#术前均未接受任何放化疗治疗)内

分泌治疗且未合并其他恶性肿瘤#排除妊娠期女

性)男性乳腺癌患者)不能明确分子分型者#临床

病理资料完整%

#=B<乳腺癌分子分型的判定

基于不同的基因表达特点收集各个乳腺癌分

子亚型病例#主要包括*](J:12-'型!C" 例")](B

J:12-_型!&H 例")过表达型!#" 例"和_282-B-:W7

型!C" 例"% 本研究通过了西京医院医学伦理委

员会审批#患者及家属知情%

#=C<免疫组化染色检测!""# 的表达

正常乳腺组织以及乳腺癌组织石蜡样本切

片)二甲苯)梯度乙醇脱蜡#自来水冲洗 C" J:1$C

eM0:8B?\M'!C" eM0:8B?\M'碱修复液*M0:8C!*C

)#?\M'#*H )#去离子水定容至 %"" J]"碱修复

液进行高压抗原修复$Cb M0:4,1 B̂C"" 水溶液处

理 C% f#" J:1进行透化#C eg_= 清洗 # 次#每次

# J:1$滴加 #bF

!

h

!

#避光放置 C" f!" J:1#结束

后 C eg_=清洗 # 次#每次 # J:1$采用非一抗来源

的山羊血清封闭 #" J:1$滴加兔来源抗人 '==C

抗体!Ci#""# 'X>2J# 货号*2XCH"L%!"& j过夜

孵育$室温复苏 C 5#C eg_= 清洗 # 次#每次 #

J:1$二抗!山羊抗兔 Z)O#CiC" """#/2>W8,1#货

号*CCCB"#%B""#"室温孵育 C 5#C eg_=清洗 # 次#
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每次 # J:1% \'_染色液显色!(-402;:76(1:;7082-

\'_@747>4:,1 W:4#中山金桥#G]ZBL"C$"#并在显微

镜!C" e"下观察#看到淡黄色着色后立即将切片

置于自来水中终止着色% 苏木素复染 % fC" 8#

Cb盐酸B酒精分化 # f% 8#自来水冲洗 C" f!"

J:1返蓝$脱水中性树胶封片%

结果判读采用半定量评分标准#于高倍镜下

随机选取 C" 个视野进行阳性细胞计数% 评分标

准*

!

染色程度% 无染色!" 分"#淡黄色!C 分"#

棕黄色!! 分"#黄褐色!# 分"%

"

阳性细胞数计

数%

#

%b!" 分"#Eb f!%b!C 分"#!Eb f%"b

!! 分"#%Cb fH&b!# 分"#

$

H%b !& 分"% 依据

上述两项积分乘积进行判定*" 分记为! k"U阴性#C

f&分记为! l"U弱阳性#% f$ 分记为! ll"U阳

性# d$ 分记为! lll"U强阳性%

#=D<统计方法

采用 =g== !%Q" 统计软件进行统计学分析#

O02a5g2@ g0:8J$Q" 统计软件进行生存曲线制作%

服从正态分布的计量数据用均数 m标准差!J721

m=\"表示#采用方差分析进行比较$不服从正

态分布的计量资料采用四分位间距进行统计描

述#采用非参数检验!R0(8W2-Bn2--:8秩和检验"进

行组间比较% '==C 蛋白水平与乳腺癌患者临床

病理特征的关系分析采用 =a720J21 秩相关性分

析#生存分析采用 R2a-21BD7:70法并进行 ],)B

021W检验%

A<研究结果

A=#<>?@!数据库分析乳腺癌中尿素循环关键

分子的表达

AA氨基甲酰磷酸合成酶 C!>20X2J,<-a5,8a5247

8<14574287C#Ng=C")'==C)'=]和精氨酸酶!20):B

1287#'TOC"等是催化尿素循环的代谢酶% 主要

表达于肝脏#其他组织中发生一定程度的特异性

表达% 其中 Ng=C 和 '==C 是尿素循环的关键限

速酶#确保尿素循环得以顺利进行% 通过分析

C !C!例MNO'数据库乳腺癌患者及 L" 例 OM?K

正常乳腺组织 JT.'数据发现#这 & 种酶在乳腺

癌中的表达均下调#且差异具有统计学意义!!P

"Q""" C"!见图 C"% 提示乳腺癌患者存在尿素循

环障碍%

注*!2" f!@"结果表明#尿素循环分子Ng=C)'==C)'=])'TOC 在乳腺癌中的表达均下调#且差异具有统

计学意义!!P"Q""" C"%

图 CA尿素循环关键分子在乳腺癌中的表达

:̀)*CA?Ka0788:,1 ,3W7<J,-7>(-78,3(072><>-7:1 X07284>21>70
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A=A<尿素循环关键分子 !""# 表达与预后的相

关性

AA基于以上结果#进一步分析 MNO'数据库中

C !CH 例乳腺癌患者的生存时间发现#尿素循环关

键分子'==C 和 Ng=C 低表达乳腺癌患者总体生

存率均高于高表达患者#而 '=]和 'TOC 高表达

患者总体生存率高于低表达患者% 通过 R2a-21B

D7:70分析并进行 ],)B021W 检验#说明'==C 低表

达对患者预后有显著影响!!S"Q""# C" ,见图 !

!X"-% 而Ng=C)'=]和'TOC 表达水平对乳腺癌

患者的预后无显著影响!!S"Q##C ##"Q%$" C#

"Q&E" &",见图 !!2")图 !!>")图 !!@"-% 选择

与预后有关的'==C 基因进行后续研究%

注*经 R2a-21BD7:70分析和 -,)B021W 检验显示#'==C 高表达组患者总体生存率均低于低表达组患者!!P"Q"%",见图!

!X"-% Ng=C)'=])'TOC表达与乳腺癌患者预后无关!!d"Q"%",见图 !!2")图 !!>")图 !!@"-%

图 !ANg=C)'==C)'=])'TOC 表达与乳腺癌患者预后的关系

:̀)*!AT7-24:,185:a X746771 4577Ka0788:,1 ,3Ng=C# '==C# '=]# 'TOC 21@ 457a0,)1,8:8,3X07284>21>70a24:7148

A=B<免疫组化分析 !""# 在乳腺癌组织及非肿

瘤组织的表达

AA对乳腺癌组织芯片进行 '==C 免疫组化染

色#定义'==C 阴性! k"以及弱阳性! l"为'==C

低表达!'==CB]"#'==C 阳性! ll"及强阳性! l

ll"为高表达!'==CBF"% 免疫组化染色显示

'==C 在正常乳腺组织中高表达,见图 # !2" f

!X"-#而在肿瘤组织中呈现异质性表达,见图 #

!>" f!3"-% 免疫组化结果显示#LH 例乳腺癌组

织中 H& 例!HEQ!Lb"为 '==CB]#!# 例!!#QHCb"

为 '==CBF#而在 %& 例正常乳腺组织中 &H 例

!$HQ"#b"为 '==CBF% 与正常乳腺组织相比#

'==C 在乳腺癌中的表达下降#且差异具有统计学

意义!!P"Q"%#见表 C"%

A=C<!""# 评分与乳腺癌临床病理特征的关系

对乳腺癌患者临床病理信息进行 =a720J21

秩相关性分析发现#'==C 表达与患者分子分型)

R:BEH 显著相关!!S"Q""" %#"Q"!C %#见表 C"%

而与肿瘤直径)雌激素受体 !7840,)71 07>7a4,0#

?T")孕激素受体! a0,)78470,1707>7a4,0#gT")人

类表皮生长因子受体 ! 5(J21 7a:@70J2-)0,645

32>4,007>7a4,0!#F?TB!"以及淋巴结转移无关!!

S"Q#&" ##"Q"LC "#"QC!# ##"Q"%C &#"QCCE E#见

表 !"% 其中 R:BEH 为细胞核内分裂增殖相关蛋

白#临床上常作为肿瘤细胞增殖活性的可靠标记#

与患者预后有关% 实验发现 '==C 低表达与 R:B

EH 呈正相关#即 '==C 低表达患者预后差% 前期

根据以下标准 ](J:12-'型*?T阳性和!或"gT

阳性#F?TB! 阴性#R:BEH PC&b% ](J:12-_型*
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?T阳性和 !或"gT阳性#F?TB! 阴性#R:BEH

$

C&b 或者?T阳性和!或"gT阳性#F?TB! 阳性%

F?TB! 过表达型*?T阴性#gT阴性#F?TB! 阳

性% _282-B-:W7型*?T阴性#gT阴性#F?TB! 阴

性% 对收集的临床病人信息进行整合发现#'==C

低表达与分子分型显著相关#可以针对不同的分

子分型采取精准治疗%

图 #A'==C 在正常乳腺组织和乳腺癌组织中的表达

:̀)*#A?Ka0788:,1 ,3'==C :1 1,0J2-X072844:88(7821@ X07284>21>704:88(78

表 CA'==C 在正常乳腺组织和乳腺癌组织中的表达

M2X*CA?Ka0788:,1 ,3'==C :1 1,0J2-X072844:88(7821@ X07284>21>704:88(78

'==C 表达

低表达 高表达
总计 !值

乳腺腺病组织 HAAAA &HAAAA %&AAAA P"Q""C

乳腺癌组织 H&AAAA !#AAAA LHAAAA

总计 $CAAAA H"AAAA C%CAAAA
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表 !A'==C 表达与乳腺癌患者临床病理参数的关系

M2X*!AT7-24:,185:a X746771 '==C 7Ka0788:,1 21@ >-:1:>,a245,-,):>2-a202J74708:1 X07284>21>70a24:7148

临床病理参数 例数
'==C

低表达 高表达
T5, !值

肿瘤>分级 "Q"&! C "Q#&" #

MCX $ E !

MC> &H #$ L

M! &" !$ C!

M& ! !

分子分型 "Q#!L " "Q""" %

](J:12-' C" C"

](J:12-_ &H &! %

F70B! #" C& CE

_282-B-:W7 C" $ !

EF k"QC#E E "Q"LC "

阳性 %# && L

阴性 && #" C&

GF k"QCC$ C "QC!# #

阳性 &E #$ $

阴性 %C #E C%

HEFIA "QCE% $ "Q"%C &

阳性 H! %& C$

阴性 !% !" %

:,IJK "Q!C" # "Q"!C %

阳性 ! dC&b" E& &L C%

阴性 !

#

C&b" ## !% $

淋巴结转移 k"QC!C % "QCCE E

有 %E &% CC

无 #E !% CC

不确定 % & C

A=D<!""# 表达水平与乳腺癌患者预后的关系

总体生存率和无进展生存期是乳腺癌患者的

预后指标#研究中免疫组化染色的 LH 例乳腺癌患

者中'==C 低表达的患者 H& 例#截至随访结束生

存 E" 例!$CQ"$b"#'==C 高表达的 !# 例患者中

生存 !" 例!$EQLEb"#即 '==C 低表达患者总体

生存率低% '==C 低表达的 H# 例患者中生存 E!

例!$&QLb"#'==C 高表达的 !& 例患者中生存 !"

例!$#Q#b"#即 '==C 低表达患者的无进展生存

率较高表达组高% 但是通过R2a-21BD7:70生存分

析发现#'==C 表达水平和患者总体生存率!!d

"Q"%",见图 &!2"-)无进展生存期无相关性!!d

"Q"%",见图 &!X"-%
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注*!2"'==C 低表达组患者总体生存率较高表达组低#但差异无统计学意义#!d"Q"%$!X"'==C 低表达组患者无

进展生存率较高表达组低#但差异无统计学意义#!d"Q"%%

图 &A'==C 表达与乳腺癌患者总体生存率以及无进展生存率的关系

:̀)*&A'88,>:24:,1 X746771 '==C 7Ka0788:,1 21@ ,;702--8(0;:;2-21@ a0,)0788:,1B30778(0;:;2-:1 X07284>21>70a24:7148

B<分析及结论

全球乳腺癌的发病率呈上升趋势#位居女性

恶性肿瘤之首'C"(

% 目前#手术结合放化疗是治疗

乳腺癌的主要手段#但其高度异质性)高复发率)

耐药性使治疗效果不可观'&# CCBC!(

% 因此#探讨乳

腺癌的发生)发展及其转移复发的分子机制#寻找

潜在的特异性分子生物靶点对于乳腺癌诊断治疗

有着极其重要的意义%

研究发现#'==C 低表达与骨肉瘤患者术后转

移以及不良预后显著相关'C#(

% 此外#'==C 低表

达与黏液纤维肉瘤的分级和分期密切相关#并且

可以独立预测肿瘤的无转移生存期和疾病特异性

生存期'C&(

% 本实验通过分析MNO'以及OM?K数

据库发现#乳腺癌中'==C)Ng=C)'=]和'TOC 表

达均显著下调#提示乳腺癌存在尿素循环障碍%

其中#'==C 下降与乳腺癌患者预后显著相关!!S

"Q""# C"#与低表达组相比#'==C 高表达组预后

较差% 基于以上分析#本研究制作了乳腺癌以及

乳腺腺病组织芯片#进行免疫组化染色#发现

'==C 在乳腺癌患者中的表达显著下调#且 '==C

低表达与乳腺癌预后以及无病生存期具有一定相

关性% 本实验病例主要处于乳腺癌早期#各分子

分型病人所占比重不同#同时存活率较高#故总体

生存率以及无进展生存期差异不显著% 进一步分

析临床病理特征发现#'==C 表达与 R:BEH 以及乳

腺分子分型显著相关#而与肿瘤 M分期)淋巴结

转移)?T)gT)F?TB! 等无关% 本研究为单中心

小样本研究#所得结果可能存在偏倚#后期还需继

续扩大临床样本量对研究结果进一步补充说明#

以便得出更为可靠的结果#用于临床诊断及参考%

尿素循环缺陷也是乳腺癌治疗的潜在代谢靶

点% 研究发现#'==C 在一些乳腺癌细胞中表达低

或者缺失#这意味着乳腺癌细胞自身不能通过尿

素循环合成内源性精氨酸'C%(

#所以癌细胞生长和

增殖所需的精氨酸必须从循环血液中获得#导致

产生精氨酸依赖'CE(

% 若血清中精氨酸含量降低#

则乳腺癌细胞会因为缺乏营养而死亡'CH(

% 聚乙

二醇修饰的精氨酸脱亚胺酶!'\ZBg?O!""促进精

氨酸转变为瓜氨酸#从而降低血液中的精氨酸含

量#有望用于 '==C 低表达乳腺癌患者的治疗%

此外#JMhT抑制剂通过抑制 N'\!>20X2J,<-B

a5,8a52478<14574287!# 28a20424740218>20X2J<-287#

21@ @:5<@0,,0,4287"的磷酸化#与 '==C 竞争底物

天冬氨酸#从而竞争性抑制精氨酸生成#也可以抑

制'==C 低表达乳腺癌细胞的增殖生长'C$(

% 因

此#'==C 的表达水平对于乳腺癌具有重要的生物

学意义#可成为治疗乳腺癌值得关注的新靶点%

综上#本研究发现 '==C 在乳腺癌中呈现异

质性#但总体表达水平低于正常乳腺组织#并且

'==C 低表达与乳腺癌 R:BEH)患者预后及分子分

型等存在显著相关性% 因此#'==C 在乳腺癌的发

生发展中具有重要作用#有望作为乳腺癌诊断及

治疗的重要靶标%
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