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原发性乳腺癌恶性钙化乳腺钼靶摄片征象特征
与TWIST蛋白、VEGF及E-cadherin的表达相
关性研究
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［摘要］  背景与目的：现阶段国内女性群体中原发性乳腺癌发生率呈逐渐提升趋势，对女性身心健康造成极大影响。因

此对原发性乳腺癌恶性钙化钼靶摄片征象特征及与血管内皮生长因子（vascular endothelial growth factor，VEGF）以及上皮

钙黏蛋白（E-cadherin，E-Cad）表达相关性进行系统分析，以便于为临床诊治提供针对性指导。方法：运用回顾性分析法

对常州市第二人民医院2015年3月—2019年4月收治的经手术后病理学检查证实的243例原发性乳腺癌患者的资料进行研究，

均于术前接受乳腺钼靶摄片检查，并在术后接受了病理、免疫组织化学检测，以手术后病理学检查结果为金标准，分析本

组诊断结果。结果： 本组243例患者中，恶性钙化118例，无恶性钙化125例；通过分析，Twist蛋白和乳腺癌恶性钙化的发

生、形态以及数量存在显著相关性，且乳腺癌组织内Twist蛋白阳性表现与VEGF阳性表达呈正相关（P＜0.05），Twist蛋白

阳性表现与E-Cad阳性表达呈负相关（P＜0.05）。结论：Twist蛋白、VEGF、E-Cad表达可为乳腺癌恶性钙化钼钯摄片诊断

提供生物学基础，有着重要临床意义。
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Correlation study of molybdenum target mammography and expressions of Twist protein, VEGF and E-cadherin 
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［Abstract］ Background and purpose: At present, the incidence of primary breast cancer in female populations in China is gradually 

increasing, which has a great impact on women's physical and mental health. Therefore, the characteristics of malignant calcified 

mammography and their correlation with expressions of vascular endothelial growth factor (VEGF) and E-cadherin in primary breast 

cancer were systematically analyzed to provide targeted guidance for clinical diagnosis and treatment. Methods: A retrospective 

analysis of 243 patients with primary breast cancer confirmed by surgery and pathology was performed in Changzhou Second People’s 

Hospital from Mar. 2015 to Apr. 2019. All patients received mammography before surgery. And after the operation, pathological and 

immunohistochemical examinations were carried out, and the surgical and pathological results were used as the gold standard to analyze 

the diagnosis results of this group. Results: In this group of 243 patients, there were 118 cases with malignant calcification and 125 

cases without malignant calcification. The results showed that the Twist protein was significantly correlated with breast cancer malignant 

calcification, morphology and quantity. Besides, the Twist protein expression was positively correlated with the VEGF expression 

in breast cancer tissues (P<0.05), and the positive expression of Twist protein was negatively correlated with the positive expression 

of E-cadherin (P<0.05). Conclusion: The expressions of Twist protein, VEGF and E-cadherin can provide a biological basis for the 

diagnosis of malignant calcified molybdenum and palladium in breast cancer, which has clinical significance.
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　　乳腺癌是危害女性健康和生命安全的常见恶

性病症，有着较高发病率，近年来，随着人们饮

食结构和生活方式变化，临床乳腺癌的发病率表

现出上升趋势，对女性身心健康和生活质量造成

极大影响。早发现、早诊断是乳腺癌临床针对性

治疗的关键［1］。现阶段，临床乳腺癌的诊断方

法较多，以乳腺超声和乳腺钼靶最为常用，可通

过超声声像与血流显像特征进行早期诊断，进而

行早期治疗。现阶段，乳腺钼靶是针对乳腺疾病

的最理想、最简便、最可靠的无创检测手法，无

明显痛苦，操作简便，同时有着图像分辨率高、

重复性良好等优势［2］。

　　近几年来，国内外对乳腺癌钼靶X线征象与

肿瘤分子生物学指标相关性进行了一定研究，也

得到一些结论。比如证实乳腺钼靶密度和乳腺

癌发生风险呈正相关［3］。乳腺癌病灶主要表现

为高密度，可能与癌变病灶存在出血、铁血黄素

沉积、病灶钙化及纤维组织等因素有关，病灶密

度越高，表明肿瘤细胞增殖活跃、恶性度越高，

预后越差。细胞癌变及成恶性肿瘤是在多因素、

多基因影响和作用下形成的，经诸多复杂步骤渐

进式或突变结果，而在此过程中不可忽略的因

素就是激素参与的机体调控失衡［4］。上皮钙黏

蛋白（E-cadherin，E-Cad）及血管内皮生长因子

（vascular endothelial growth factor，VEGF）可能

影响乳腺癌生物学特性。有研究对原发性乳腺癌

患者术前乳腺钼靶摄片和肿瘤分子生物学指标表

达的对应状态进行观察，发现乳腺钼靶摄片密度

和乳腺癌某些细胞学特征有关。同时，对乳腺癌

钼靶X线形态学分析，发现E-Cad及VEGF的阳性

率和肿瘤组织影像学征象具有相关性，由此表明

钼靶摄片征象和肿瘤分子生物学间的关系在临床

上可能有更深层次的价值 ［5］。而Twist蛋白属于

编码位于常染色体7p21.2，由202个蛋白质构成，

对于胚胎成长效果及细胞迁移功能具有极为显著

的影响，是碱性螺旋环-螺旋蛋白家族内一类极

为保守的转录调控因子。有资料显示，Twist在
阻抑肿瘤细胞程序性死亡，促进肿瘤细胞侵袭作

用，转录期间具有关键的影响。

　　近年来，伴随免疫组织化学检测技术的创新

发展，乳腺恶性钙化钼靶摄片征象和免疫组织化

学检测技术的生物学标志物间的相关性日益受到

临床重视，对乳腺癌恶性钙化早期诊断、预后判

断有重要价值。本课题对243例经手术证实的原

发性乳腺癌患者的临床情况进行研究，现将本课

题研究报告如下。

1 资料和方法

1.1  一般资料

　　收集并整理常州市第二人民医院2015年3
月—2019年4月诊治的243例手术治疗的乳腺癌患

者临床资料。本组患者均为女性，经病理学、影

像学等检查确诊。在术前行钼靶X线片检查，均

接受手术治疗。本组患者在术前均未行放化疗。

本组患者年龄38~67岁，平均（52.1±2.7）岁；病程

1~5年，平均（2.7±0.8）岁；病灶直径1.85~9.40 cm，

平均（4.73±0.88）cm；已婚148例，未婚95例；浸润

性导管癌220例，浸润癌9例，髓样癌8例，其他6
例。术后行免疫组织化学检测，依照检测结论，将

其分为4组，分别为A组［VEGF(－)、E-Cad(－)］、

B组［VEGF(＋)、E-Cad(＋)］，C组［VEGF(+)、

E-Cad(－)］、D组［VEGF(－)、E-Cad(+)］，分别为 
82例、41例、83例和37例。

1.2  方法

1.2.1 乳腺钼靶X线检查

　　选用美国GE公司生产的数字化乳腺钼靶X线

机进行检查，采取常规双乳轴位摄片，及内外侧

斜摄片，如发现乳腺内存在疑似性病灶或钙化需

局部放大来检查。通过自动化模式，获得图像后

会传至工作站处理。

1.2.2 免疫组织化学检测

1.2.2.1  实验试剂

　　VEGF、E-Cad鼠抗人单克隆抗体，鼠/兔
免疫组织化学检测SP试剂盒均购自福州迈新生

物技术开发有限公司；PBS（pH为7.4）购自

上海信 裕 生 物 科 技 有 限 公 司 ； 柠 檬 酸 缓 冲 液 
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endothelial growth factor; E-cadherin
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（0.01 mol/L，pH为6.0）购自北京蓝博斯特生物

技术有限公司；EDTA缓冲液（0.05 mol/L，pH为

8.0）购自湖南艾佳生物科技股份有限公司。

1.2.2.2  仪器

　　所用仪器包括Leica RM2235型切片机、电热

恒温培养箱、高压蒸汽灭菌器、电磁炉、常规水

浴盒、Olympus BX51型光学显微镜以及配套摄

片系统。

1.2.2.3  免疫组织化学检测方法

　 　 将 肿 瘤 组 织 取 出 后 进 行 石 蜡 包 埋 切 片 处

理 ， 常 规 脱 蜡 至 水 ， 用 P B S 进 行 冲 洗 ， 持 续 

3 min，进行3次；再将切片浸于EDTA缓冲液中

再对组织抗原行高压热修复5 min，再迅速冷却

后应用蒸馏水漂洗；滴入适量H2O2去离子水，

温育10 min，以此阻断内源性过氧化物酶活性；

置入PBS冲洗，持续3 min，3次；每份切片滴入

血清，在室温下温育10 min；将血清倾倒出来，

不清洗，每份切片滴加一抗抗体，再入湿盒内，

在室温下进行温育，持续60 min；用PBS冲洗 

3 min，连续3次；滴加生物素标记二抗工作液，

于室温下温育10 min；用PBS冲洗3 min，连续

3次；滴加链霉亲和素-过氧化物溶液，于室温

下温育10 min；用PBS冲洗3 min，连续3次；滴

加DAB显色剂3~5 min，再充分水洗；苏木精复

染，盐酸分化处理，乙醇脱水，二甲苯透明及中

性树胶封片；置于光学显微镜下观察并摄片。

1.3  判断标准

　　采用Twist蛋白作为判定依据。VEGF阳性表

现为细胞质内能见到淡黄-棕黄色颗粒，很少量

在细胞膜内，基于细胞染色度与阳性细胞百分比

得分和予以判定，随机选取5个高倍镜视野予以

判断［2］：① 无染色为0分，浅黄色为1分，棕黄

色为2分，棕褐色为3分。② 阳性细胞≤5%为0
分，5%~25%为1分，25%~50%为2分，＞50%为3
分。如两项得分和在3~6分则判断为阳性（+），

＜3分为阴性（-）。对于E-Cad阳性细胞胞膜

内能见到淡黄-棕黄色颗粒，很少量存在于细胞

质，在切片内阳性染色细胞在≥90%判定为阳性

（+），如切片内阳性率＜90%，或仅是细胞质

或无染色细胞判定为阴性（-）。每张切片均由2
个临床经验丰富的病理医师进行盲审判定结果。

(DAB, ×200)
图 1  E-Cad免疫组织化学检测结果 

Fig. 1  E-Cad immunohistochemistry results

 A: E-Cad (+); B: E-Cad (-)

(DAB, ×200)

图 2  VEGF免疫组织化学检测结果

Fig. 2  VEGF immunohistochemistry results

A: VEGF (+); B: VEGF (-)

钙化点状分布为较大区间内联系分布的钙化，一

般在超过2 cm2，多形性钙化为不同形态的钙化，

呈分枝状、点状、杆状。

1.4  统计学处理

　　通过SPSS 20.0软件对本课题研究进行统计学

处理，计数指标以n（%）表示，组间相比通过χ2与

Fisher精确检验，P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1  本组免疫组织化学检测及分组

　 　 通 过 免 疫 组 织 化 学 检 测 （ 图 1 ~ 2 ） ， 将

VEGF、E-Cad表达一致患者分成4组：A组，82
例，即VEGF（-）、E-Cad（-）；B组，41例，

即VEGF（+）、E-Cad（+）；C组83例，即

VEGF（+）、E-Cad（-）。D组，37例，VEGF
（-）、E-Cad（+）。

杨  梅，等  原发性乳腺癌恶性钙化乳腺钼靶摄片征象特征与TWIST蛋白、VEGF及E-cadherin的表达相关性研究

2.2  本组恶性钙化发生情况

　　从本组出现的恶性钙化病例看，符合条件患

者及A组患者病例和恶性钙化间差异有统计学意

义（P＜0.05），而B、C、D组间差异无统计学意义 
（P＞0.05，表1）。恶性钙化钼靶摄片见图3、4。
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图 3  右乳下象限恶性钙化（箭头处）

Fig. 3  Right lower quadrant malignant calcification (arrow)

A, D: Manifested as cluster-like distribution, polymorphic calcification, 
localized glandular dense shadow, pathological diagnosis is intraductal 
carcinoma; B: The magnified picture A; C: The magnified picture D

表 1  各组恶性钙化的发生情况 

Tab. 1  The occurrence of malignant calcification in each group    

［n (%)］

Group Malignant calcification No malignant calcification

A 12 (14.46)* 70 (84.34)*

B 18 (43.90) 23 (56.10)

C 35 (42.17) 48 (57.83)

D 17 (45.94) 20 (54.06)

χ2 9.813 10.124

P value 0.048 0.039
*: P＜0.05, compared with group B, C and D 

2.3  各组Twist蛋白和乳腺癌恶性钙化形态征象

　 　 从 恶 性 钙 化 形 态 表 现 看 ， 符 合 条 件 患

者 及 A 组 患 者 的 病 例 间 的 差 异 有 统 计 学 意 义

（ P < 0 . 0 5 ） ， 其 余 3 组 间 差 异 无 统 计 学 意 义

（P>0.05，表2）。

表 2  各组Twist蛋白和乳腺癌恶性钙化形态征象 

Tab. 2  Twist protein and malignant calcification signs of breast 

cancer

［n (%)］

Group
Point shape Multiform

Positive Negative Positive Negative

A 6 (50.00)* 12 (14.60)# 5 (41.67) 10 (12.10)#

B 8 (44.44) 6 (14.60) 8 (44.44) 6 (14.60)

C 12 (34.28) 13 (15.60) 14 (40.00) 9 (10.80)

D 5 (29.41) 6 (16.20) 9 (52.94) 5 (13.50)

χ2 9.815 10.184 11.384 10.981

P value 0.049 0.037 0.024 0.034
*: P<0.05, compared with group B, C and D; #: P>0.05, compared with 
group B, C and D

2.4  本组恶性钙化数量情况

　　从恶性钙化数量看，符合条件患者及A组患

者病例相比差异有统计学意义（P<0.05），其余

3组间差异无统计学意义（P>0.05，表3）。

表 3  各组恶性钙化数量对比

Tab. 3  Comparison of the number of malignant calcifications in 

each group  

［n (%)］

Group ＜15 15-35 ＞35

A 8 (66.67)* 4 (33.33)* 0 (0.00)*

B 5 (27.78) 10 (55.55) 3 (16.67)

C 11 (31.43) 18 (51.43) 6 (17.14)

D 4 (23.53) 7 (41.18) 6 (35.29)

χ2 9.888 10.191 11.140

P value 0.043 0.035 0.025
*: P＜0.05, compared with group B, C and D

2.5  原发性乳腺癌组织内Twist和VEGF以及

E-cad表达相关性

　　研究发现，乳腺癌组织内Twist蛋白阳性表现与

VEGF阳性表达呈正相关（P<0.05），Twist蛋白阳性

表现与E-cad阳性表达呈负相关（P<0.05，表4）。

图 4  为右乳上象限肿块伴钙化（箭头处）

Fig. 4  The right upper breast quadrant with calcification (arrow)

A, D: The mass with long burr, polymorphic calcification, pathological 
diagnosis is invasive ductal carcinoma; B: The magnified picture A; C: 
The magnified picture D
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3 讨  论

　　钙化是乳腺病变中常见的一种异常影像学征

象，认为是细胞内氢氧磷灰石钙盐沉积物。虽从

化学成分不能区分钙化的良恶性，但大量研究表

明，相比乳腺良性肿瘤，恶性肿瘤的钙化发生概

率显著增高。当前，对于钙化的形成机制尚未完

全明确，但主要有这两种观点：① 细胞变性坏

死钙化说，就是肿瘤灶局部血供不足，致肿瘤细

胞变性、坏死，大量磷酸根被分解，Ca2+浓度升

高，二者共同作用导致磷酸钙物质沉积；② 细

胞活跃分泌钙化说，就是肿瘤细胞增殖活跃，组

织代谢异常而分泌钙质，在达饱和时就会引起钙

质沉着。从这两个观点看，不管是坏死的，还是

存活的肿瘤细胞均会钙化。同时钙化是乳腺癌诊

断中重要征象和确诊证据，特别是在触诊无典型

异常的“隐性”乳腺恶性肿瘤的诊断中，有着不可

替代的作用，临床上很大部分的乳腺癌可通过单

纯钙化检查进行诊断。研究表明，乳腺癌钼靶X
线摄影片中钙化的显示超过40%，而在病理切片

中，这一发现率上升到70%以上。从临床情况，

典型恶性钙化灶在形态上一般表现为小叉状、泥

沙状，但大部分的形态是不规则的，颗粒量多、

分布广。相比良性钙化，恶性钙化灶边缘粗糙、

体积小，特征相对显著，钼靶X线摄片和其他影

像学方法比较，能更为敏感地显示出钙化征象，

所以，临床将钼靶X线摄片作为早期乳腺癌诊断

方法。研究表明，40%以上乳腺癌影像学检查可

见钙化征象。乳腺癌钙化原因可能是与肿瘤细胞

变形、组织坏死之后出现钙盐沉积、肿瘤细胞分

泌钙等有关。早期检出乳腺癌恶性钙化对治疗具

有重要指导意义。

　　VEGF是血小板源性生长因子家族一个主要

成员，属于特异性强的同源二聚体糖蛋白［6］。

其作用主要是促进血管内皮细胞增殖，以及改善

和提升血管通透性。VEGF被认为是一种特异性

内皮生长因子，能增加血管渗透性，促进新血

管生成，有着多样化的生物学特性，这和VEGF
配、受体间的相互作用复杂性是一致的。VEGF
是现阶段发现的最强的对血管产生直接性作用和

影响的内皮生长因子，在肿瘤发展中，其会导致

表 4  原发性乳腺癌组织内Twist和VEGF以及E-cad表达的关联

Tab. 4  Association of Twist and VEGF and E-cad expression in primary breast cancer tissues

Data n
Twist VEGF E-cad

（-） （+） Positive 
rate/% χ2 P

value （-） （+） Positive 
rate/% χ2 P

value （-） （+） Positive 
rate/% χ2 P

value

Age/year 0.087 0.781 0.094 0.745 0.096 0.871

  ≤45 99 27 72 72.73 21 78 78.79 87 12 87.88

     ＞45 144 30 114 79.17 30 114 79.17 90 14 62.50

Malignant calcification 10.128 0.007 8.847 0.005 11.136 0.003

     Yes 50 6 44 88.00 9 41 82.00 47 3 94.00

     No 161 105 56 34.78 98 63 39.13 91 70 43.48

Malignant calcification 
   form 1.367 0.711 1.777 0.731 1.324 0.729

     Point shape 31 10 21 67.74 8 23 74.19 28 3 9.68

     Multiform 36 8 28 77.78 10 26 72.22 27 9 25.00

     Uncertain 15 1 14 93.33 1 14 93.33 5 10 66.67

Number of malignant 
   calcification (Pie) 0.075 0.777 0.088 0.745 0.077 0.870

     ＜15 38 11 27 71.05 10 28 73.68 28 10 26.32

     15-35 39 10 29 74.36 8 31 81.58 30 9 30.00

     ＞35 15 2 13 86.67 3 12 80.00 10 5 33.33

杨  梅，等  原发性乳腺癌恶性钙化乳腺钼靶摄片征象特征与TWIST蛋白、VEGF及E-cadherin的表达相关性研究



《中国癌症杂志》2019年第29卷第12期 939

血管生成加快，增加大量异常肿瘤血管，加快肿

瘤发展。有研究报道，VEGF高表达在出现恶性

钙化乳腺癌患者中的阳性率要低于无恶性钙化 

患者［7］。

　　E-Cad属于Ca2+依赖性细胞黏附素，是一

种机体细胞间重要的黏附因子；如果其表达降

低会致肿瘤细胞间的连接性降低，进而造成肿

瘤细胞自原发病灶脱落进到基底膜。有研究报 

道［8］，子宫内膜癌组织内的E-Cad表达低于正

常组织。并伴随肌层浸润度增大、FIGO分期增

加，其阳性率会随之下降，由此表明E-Cad表达

可直接导致肿瘤细胞趋向离散，易从原发灶脱

落，侵犯到邻近组织和血管，进而出现转移；同

时，E-Cad表达和细胞分化度有着密切关系，相

比低分化病例，高分化病例的E-Cad表达更高。

研究表明，E-Cad表达水平和乳腺恶性钙化数量

密切相关［9］。

　　从临床情况看，乳腺病变病理切片中钙化检

出率达到70%以上。彭竹琴等［10］研究报道，早期

乳腺癌钙化的乳腺钼靶X线检查率在30%~50%。

恶性钙化是早期乳腺癌钼靶X线检查中一个重要

征象，大多数表现为大小不均、染色浓淡不均，

且大多表现为细小颗粒状，通常是密集成 簇分 

布［11］。临床普遍认为直径＜0.5 mm的独立丛状微

小钙化如果在10枚/mm2，那么恶性钙化的风险比

较大［12-13］。恶性钙化是早期诊断隐性乳腺癌一种

重要依据。本次研究针对选取的243例患者按照免

疫组织化学检测条件进行分组，对各组患者钙化

形态、钙化数量等方面进行检测，结果显示，在A
组患者出现恶性钙化数量为12例，占比为14.46%，

B组恶性钙化数量为18例，占比为43.90%，C组为35
例，占比为42.17%，D组为17例，占比为45.94%，由

上述数据可知，A组恶性钙化占比明显低于B组、

C组及D组，差异有统计学意义（P<0.05）；对4组

Twist蛋白以及乳腺恶性钙化形态征象研究发现，

A组患者点状阳性率为50%，B组为44.44%，C组为

34.28%，D组为29.41，A组点状阳性率明显高于其

他各组，差异有统计学意义（P<0.05），A组多形态

阴性率为12.1%，B组为14.6%，C组为10.8%，D组

为13.5%，4组患者多形态阴性率相比，差异无统计

学意义（P>0.05）；对4组患者恶性钙化数量对比，

A组钙化数量低于15枚患者数为66.67%，B组为

27.78%，C组为31.43%，D组为23.53%，钙化数量为

15~35枚间A组占比为33.33%，B组为55.55%，C组

为%，D组为13.5%。

　　同时，A 组患者中VEGF、E-Cad免疫组织

化学检测均呈阴性表达，与乳腺癌恶性钙化发

生率、形态表现及钙化灶数量差异均有统计学

意义（P<0.05）；而在B、C、D组中VEGF、

E-Cad免疫组织化学检测均为阳性表达的乳腺癌

的恶性钙化上述三个方面差异均无统计学意义

（P>0.05）；通过对Twist蛋白、VEGF以及E-Cad
表达的与乳腺癌阳性表达率的关联性分析发现，

Twist蛋白、VEGF阳性表达率明显高于癌旁组

织，并且Twist蛋白、VEGF阳性表达情况与恶性

钙化出现情况存在紧密关联，与患者年龄、恶

性钙化形态及恶性钙化数量无关；E-Cad阳性表

达率显著低于癌旁组织，且E-Cad阳性表达情况

和恶性钙化出现情况存在紧密关联，与患者年

龄、恶性钙化形态及恶性钙化数量不存在关联

性。乳腺癌组织内Twist蛋白阳性表达与VEGF阳

性表达呈正相关（P<0.05），Twist蛋白阳性表达

与E-Cad阳性表达呈负相关（P<0.05）。由此表

明，乳腺癌是否出现恶性钙化和VEGF、E-Cad阳

性表达间存在正相关性［14-15］。且Twist蛋白或许

经VEGF介导的肿瘤血管过度形成，进而对肿瘤

的进展与迁移等方面存在重要影响，此外Twist
蛋白或许经自身调节控制特质导致E-cad表达下

降，进而造成肿瘤细胞上皮-间质转化。既往研

究在钙化形态上的结果有所不同，在发生机制上

还需进一步研究。这可能和钙化形态的分类标准

及方法有关，及在样本研究中细化至钙化形态研

究的样本量比较少有关。钙化数量和既有研究结

果基本一致，但是关于钙化数量和乳腺癌标志物

表达间关系的研究还不多。

　　综上所述，钙化在乳腺癌诊断中有着重要价

值。在乳腺癌钼靶X线摄片中，有无恶性钙化、

钙化形态及数量等征象与VEGF、E-Cad不同表达

存在相关性。这为乳腺癌分子生物学表现及预后

判断提供重要的依据，为临床综合治疗提供有价
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值的指导。
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