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　　［摘要］　背景与目的：作为黏附分子Catenin家族中的一员，Delta-catenin蛋白在众多肿瘤中的表达意

义及作用机制尚未明确。该研究探讨了Delta-catenin在乳腺癌中的表达情况及其与患者预后的关系。方法：

应用免疫组化检测92例乳腺癌组织芯片中Delta-catenin的表达及其与患者临床病理因素之间的关系。另选32

例冻存的乳腺癌及癌旁正常乳腺组织用于Delta-catenin的mRNA和蛋白检测。结果：与正常乳腺组织相比，

Delta-catenin的mRNA和蛋白在乳腺癌组织中表达显著增高，且Delta-catenin的表达与乳腺癌的组织学分级及

淋巴结转移密切相关(P=0.016，P=0.022)。此外，Kaplan-Meier生存曲线揭示Delta-catenin高表达的患者生

存时间显著短于低表达的患者(P=0.015)，同时Cox多变量分析显示Delta-catenin高表达也是判断患者预后的

独立危险因素(P=0.017)。结论：作为一个癌蛋白，Delta-catenin在乳腺癌组织中的高表达与患者的不良预后

显著相关。
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　　Delta-catenin也称为NPRAP或Neurojungin 

(基因名称为CTNND2)。作为黏附分子Catenin家

族中的一员，除了在神经元突触处发挥重要的

生理作用外，其在肿瘤演进过程中所发挥的作

用也越来越受到人们的关注。Delta-catenin既可

通过其分子结构中的Armadillo序列与E-cadherin

的近膜段区域(Juxtamembrane Domain)结合而定

位在细胞膜［1］，其入细胞核后也可与Kaiso(一

种转录抑制因子)结合并解除后者对下游靶基

因的转录抑制［2］。Delta-catenin的上述功能

和家族中的另一个成员—p120ctn(基因名称为

CTNND1)的功能相似，而且后者参与了不同肿

瘤的侵袭进展［3-4］，因此，可以预测出Delta-

catenin在肿瘤的恶性表型中可能也扮演重要 

角色。

　　大脑神经系统是最初被发现有Delta-catenin

表达的地方，因此，很多文献也主要涉及Delta-

catenin与神经元突触的形态结构及信号传递方

面的内容，而对神经系统以外的器官是否存在

Delta-catenin的表达并不清楚，包括在多种肿瘤

组织中的表达情况。最早的报道称哺乳动物视

网膜的外膜是Delta-catenin在大脑以外组织的表

达部位［5］，另外在犬肾小管上皮细胞系MDCK

中高表达Delta-catenin可以改变细胞形态，包

括诱导层形足板的形成［1］。此后通过RT-PCR

方法在PC12细胞(大鼠肾上腺髓质嗜铬细胞 

瘤)中发现有Delta-catenin基因的表达［6］。Lu 

　　［Abstract］ Background and purpose: As a member of Catenin family, little is known about expressive 
significance and mechanism of Delta-catenin in numerous tumors. In present study, we investigated the expression of 
Delta-catenin in breast cancer tissues and its correlation with the prognosis of patients. Methods: We examined the 
expression of Delta-catenin and its correlation with clinicopathological factors of patients by immunohistochemistry 
in 92 cases of breast cancer tissues with tissue micro-array. The mRNA and protein expression of Delta-catenin were 
also detected in another 32 cases of frozen paired breast cancer tissues and normal breast tissues. Results: Compared 
with normal breast tissues, the mRNA and protein expression of Delta-catenin were increased in breast cancer tissues, 
and expression of Delta-catenin was closely associated with histological grade and lymph node metastasis (P=0.016 
and 0.022, respectively). Moreover, Kaplan-Meier survival analysis revealed that patients with high Delta-catenin 
expression had shorter survival than patients with low expression (P=0.015), and multivariate Cox analysis revealed that 
high Delta-catenin expression was also an independent prognostic factor (P=0.017). Conclusion: Our results suggest 
that Delta-catenin acts as an oncoprotein when overexpressed in breast cancer, and its expression is associated with poor 
prognosis of patients.
  　［Key words］ Delta-catenin; Breast cancer; Prognosis

等［7］报道Delta-catenin表达在一些上皮性肿

瘤 中 是 上 调 的 ， 且 通 过 人 类 表 达 序 列 标 签

(expressed sequence tag，EST)数据库发现了

Delta-catenin基因序列存在于肾脏、卵巢、大

脑、乳腺等肿瘤中。该研究结果进一步指出，

与良性前列腺增生相比，85%的前列腺癌标

本中Delta-catenin的表达是增高的，且Delta-

catenin的高表达与前列腺癌的Gleason评分明显

相关［8］。此外，最近的文献也报道了Delta-

catenin在肺癌、大脑星形细胞瘤及卵巢癌中

的表达明显增高且与患者的不良预后密切相 

关［9-12］。然而，在女性发病率居第一位的乳

腺癌中Delta-catenin的表达情况及其与患者预

后的关系尚不完全明确，仅有的一篇国外文献

报道了Delta-catenin在乳腺癌中表达增高，但

该研究结果是否可靠仍需要在不同的患者群中 

验证［13］。

　　本研究检测了92例乳腺浸润性导管癌标本

中Delta-catenin的表达情况并探讨了它的表达与

患者临床病理因素的关系。同时，我们也观察

了Delta-catenin的表达与乳腺癌患者预后的关

系。该研究为今后深入阐释Delta-catenin在乳腺

癌中的作用机制奠定了基础。

1　材料和方法

1.1　组织标本与患者资料

　　92例乳腺癌标本、28例导管原位癌标本和
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23例癌旁正常乳腺组织标本收集自赤峰学院附

属医院病理科2007—2010年存档蜡块。所有患

者术前均未接受放疗和化疗。患者均为女性，

年龄范围34~73岁(中位年龄51岁)。按照WHO

制定的乳腺癌组织学分级标准：Ⅰ级25例，Ⅱ

级47例，Ⅲ级20例。肿瘤直径<2 cm的41例，

≥2 cm的51例。此外，有淋巴结转移的54例，

没有转移的38例(表1)。所有患者均有详实的术

后随访资料，其生存时间的计算是从手术日期

到由于复发、转移而死亡的日期或到末次随访

日期为止，且所有死亡患者的死因均与乳腺癌

有关。另收集了32对低温冻存的乳腺癌及癌旁

正常乳腺组织用于提取RNA和蛋白。所有标本

的使用均征得了伦理委员会同意且患者本人或

家属知情。
表 1　乳腺癌患者的基本资料

Tab. 1    Fundamental data of patients with breast cancer
Item Number
Total number 92
Median age(range)/year 51(34-73)
Histological grade
    Ⅰ 25
    Ⅱ 47
    Ⅲ 20
Tumor size/cm     41
    <2
    ≥2 51
Lymph node metastasis
    No 38
    Yes 54

1.2　组织芯片的制备

　　步骤如下：①供体蜡块的准备：组织标本

蜡块为供体蜡块，经切片并HE染色后，在显微

镜下选取具有代表性的区域并在蜡块上用记号

笔作好标记；②受体蜡块的准备：用金属模子

制作厚度适宜的受体蜡块，将其置于45 ℃恒温

台上适当软化后，以组织芯片套管打孔针(直径

约1.8 mm)在蜡块上均匀打孔，孔间距约1 mm，

制成组织阵列蜡块模型；③以打孔针在供体蜡

块标记处钻取组织芯条，放入受体蜡模内相应

的孔内，并对标本编号作好记录；④将排布好

组织芯条的蜡块连同模子一并放入50~52 ℃烤

箱中烤3 h，使芯条与周边蜡体紧密融合在一

起。待自然冷却后便制成组织芯片蜡块；⑤组

织芯片蜡块经常规切片、裱片、烤片。留取1 

张组织芯片切片用作HE染色，其余用作免疫组

织化学检测。

1.3　免疫组织化学染色与结果判定

　　将组织芯片蜡块制成4 μm厚的切片，采用

免疫组织化学超敏型二步法进行染色。小鼠抗

人单克隆抗体Delta-catenin(英国Abcam公司)为

1∶50稀释。免疫组化检测试剂盒及DAB显色试

剂购自北京中杉金桥生物公司。以PBS代替一抗

做阴性对照。

　　细胞质中出现棕色颗粒被认为是阳性信

号。染色强度分为4级：0，阴性；1，弱染

色；2，中度染色；3，强染色。阳性细胞百

分数分为5级：0，absent；1，1%~25%；2，

26%~50%；3，51%~75%；4，≥76%。每个

标本的总分数是由肿瘤细胞染色强度和肿瘤细

胞阳性百分数两部分的乘积得出的，范围是

0~12。为了方便统计，我们把所有患者分为2

组：0~7分为低表达组，8~12分为高表达组。

1.4　RT-PCR检测

　　用TRIzol试剂(美国Invitrogen公司)提取

总RNA。cDNA合成用的PrimeScript RT-PCR

试 剂 盒 购 自 宝 生 物 工 程 ( 大 连 ) 有 限 公 司 ，

并 按 照 厂 家 说 明 书 操 作 。 P C R 所 用 引 物 序

列如下：Delta-ca tenin，5’-TACTCCGCA 
AGACGACTGACC-3’和5’-CCATCACACT 
C T C T C AT C C T T C T G - 3 ’ ， 3 0 个 循 环 ， 产

物长度284 bp；β-act in，5’-AGAGCTACG 
AGCTGCCTGAC-3’和5’ -AGTACTTGCG 
CTCAGGAGGA-3’，30个循环，产物长度 

300 bp。Delta-catenin/β-actin的灰度比值作为

Delta-catenin基因的相对表达量。

1.5　蛋白质印迹法(Western blot)检测

　　用组织裂解液(购自上海碧云天生物技术

有限公司)充分裂解冻存的食管癌组织，收集

上清液并进行蛋白定量。等量总蛋白经SDS-

PAGE电泳分离后转印至PVDF膜(美国Millipore

公司)，再分别与一抗Delta-catenin(1∶200)和

β-actin(1∶200，美国Santa Cruz公司)4 ℃条件下

温育过夜。随后PVDF膜与HRP标记山羊抗小鼠

二抗(1∶5 000，Santa Cruz公司)室温下温育2 h，
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再经ECL发光(美国Pierce公司)并曝光胶片(日本

富士公司)。Delta-catenin/β-actin的灰度比值作为

Delta-catenin蛋白的相对表达量。

1.6　统计学处理

　　采用SPSS 13.0统计软件进行数据分析。

Delta-catenin表达与患者临床病理因素的关系采

用卡方检验。患者生存分析采用Kaplan-Meier

法，Log-rank检验患者生存率的差别。Cox多

因素风险比例模型用作评估影响患者预后的独

立危险因子。Wilcoxon符号秩和检验用作比较

不同组别之间的差异。P<0.05为差异有统计学 

意义。

2　结　　果

2.1　与正常乳腺组织相比，Delta-catenin在乳

腺癌中的表达显著增高

　　Delta-catenin在正常乳腺小叶和腺泡细

胞的细胞质中呈现弱的表达，其高表达率为

0%(0/23)。在乳腺癌组织中Delta-catenin的

阳 性 信 号 也 定 位 于 细 胞 质 ， 其 高 表 达 率 为

52.2%(48/92)，明显高于正常乳腺组织的表达

水平(P<0.001)。此外，在28例导管原位癌标本

中Delta-catenin的阳性表达率为32.1%(9/28)，

也 高 于 正 常 乳 腺 组 织 的 表 达 率 ( P < 0 . 0 0 1 ， 

图1)。Delta-catenin的阳性表达与患者临床病理

因素的关系见表2。Delta-catenin在乳腺癌组织

学Ⅰ级的阳性表达率为40.0%(10/25)，Ⅱ级的

阳性表达率为53.2%(25/47)，Ⅲ级的阳性率为

65.0%(13/20)，且各级之间的阳性率差异均有统

计学意义(P均<0.05)。Delta-catenin在有淋巴结

转移的患者中的阳性率为61.1%(33/54)，明显高

于无淋巴结转移患者的39.5%(15/38，P<0.05)。

然而，Delta-catenin的阳性表达与患者年龄、肿

瘤直径均无显著相关关系(P>0.05)。

图 1　正常乳腺、导管原位癌及乳腺癌中Delta-catenin蛋白的免疫组化染色

Fig. 1    Immunohistochemical staining of Delta-catenin in normal breast tissues, ductal carcinoma in situ and breast cancer

 (DAB, ×200)
 A: Delta-catenin expression in normal breast tissues; B: Delta-catenin expression in ductal carcinoma in situ; C: Delta-catenin expression in 
invasive ductal carcinoma.

表 2　Delta-catenin表达与乳腺癌患者临床病理因素的关系

Tab. 2    The relationship between Delta-catenin expression and clinicopathological factors of breast cancer patients
Clinical parameters n Negative expression Positive expression P value
Age/year

＜51 52 26 26 0.361
≥51 40 18 22

Tumor diameter/cm
＜2 41 21 20 0.327
≥2 51 23 28

Histological grade
Ⅰ 25 15 10 0.016
Ⅱ 47 22 25
Ⅲ 20 7 13

Lymph node metastasis
No 38 23 15 0.022
Yes 54 21 33
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2.2　Delta-catenin在乳腺癌中的高表达与患者

的不良预后相关，并且Delta-catenin的高表达

是判断患者预后的独立因子

　　Kaplan-Meier生存曲线表明，44例Delta-

catenin低表达患者的平均生存时间为38.24±1.67
个月，而48例Delta-catenin高表达患者的平均

生存时间为29.59±1.31个月，Delta-catenin高

表达患者的生存时间显著短于低表达的患者

(P=0.015，图2)。

　　Cox多因素风险模型显示，Delta-catenin

的高表达也是乳腺癌患者预后的独立危险因素

(Risk=1.513，95%CI：1.081~2.121，P=0.017，

表3)。此外，淋巴结转移状态(Risk=1.967，

95%CI：1.377~2.782，P=0.003)和肿瘤的组织

学分级(Risk=2.207，95%CI：1.585~2.902，

P<0.001)也是判断食管癌患者预后的独立危险

因素，但年龄和肿瘤大小不是独立的危险因素

(P=0.598，0.138)。

2.3　Delta-catenin的mRNA与蛋白水平在乳腺

癌组织中表达增高

　　为了验证免疫组化的结果，我们应用RT-

PCR和Western blot检测了32对低温冻存的乳

腺癌标本和相应的癌旁正常乳腺组织中Delta-

catenin的mRNA与蛋白表达情况。与正常乳腺相

比，乳腺癌组织中Delta-catenin的mRNA与蛋白

水平明显增高(P<0.05，图3)。

图 2　Kaplan-Meier曲线评估Delta-catenin不同表达状态乳腺

癌患者的术后生存时间

Fig. 2    Kaplan-Meier curve assess postoperative survival period 

of patients according to different expression status of Delta-

catenin

表 3　Cox多变量回归分析对92例乳腺癌患者临床病理参数的风险预测

Tab. 3    Multivariate Cox regression analysis of clinicopathologic factors for risk prediction in 92 patients with breast cancer
Factor Risk 95%CI P value
Age 0.677 0.322-1.062 0.598
Tumor size 1.264 0.964-1.826 0.138
Histology grade 2.207 1.585-2.902 ＜0.001
Lymph node metastasis 1.967 1.377-2.782 0.003
Delta-catenin high expression 1.513 1.081-2.121 0.017

图 3　Delta-catenin在乳腺癌组织及相应癌旁正常乳腺组织中mRNA及蛋白的表达

Fig. 3    The mRNA and protein expression of Delta-catenin in matched tumourous (T) and surrounding non-tumorous (N) tissues

3　讨　　论

　　除了在前列腺腺癌中Delta-catenin的蛋白表

达增高外，在膀胱癌和宫颈癌中还存在Delta-
catenin基因的扩增［14-15］。然而，在女性死亡

率居首位的乳腺癌中Delta-catenin是否存在类

似的表达情况尚未完全明确，仅有的1篇文献报

道Delta-catenin在乳腺癌中表达增高(64.06%，

82/128)并与患者的不良预后相关，但该结论的

可靠性仍需要进一步验证［13］。本研究通过收
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集较大标本乳腺癌患者明确了Delta-catenin在

乳腺癌组织中的表达也是增高的，其高表达率

为52.2%(48/92)，而在23例癌旁正常乳腺组织

中高表达率为0%(0/23)。此外，Delta-catenin

的表达与肿瘤较高的组织学分级(P=0.016)和淋

巴结转移(P=0.022)密切相关，而在类似的乳腺 

癌［13］和肺癌研究中［9-10］，Delta-catenin的表

达与肿瘤的组织学分级没有关系，但均与淋巴

结转移密切相关，这也提示了Delta-catenin除了

在不同的肿瘤中可能存在不同的作用机制外，

尚需通过扩大样本量的方法进一步证实结果的

可靠性。比类似的研究更进一步［13］，本研究

借助Cox多因素风险模型显示了Delta-catenin的

表达还是判断乳腺癌患者预后的一个独立因素

(Risk=1.513，95%CI：1.081~2.121，P=0.017)，

这对于今后把Delta-catenin作为评估患者预后的

一个生物标记物以及开发针对Delta-catenin的分

子靶向药物具有重要的临床意义。此外，本研

究显示导管原位癌中Delta-catenin的表达也高于

癌旁正常乳腺组织(32.1% vs 0%，P<0.05)，但低

于浸润性乳腺癌组织的表达率(32.1% vs 52.2%，

P<0.05)，这也说明了随着乳腺上皮组织恶性行

为的不断演进，Delta-catenin的阳性表达率也

随之增高。为了进一步验证免疫组化的结果，

在冻存的组织中我们也发现Delta-catenin蛋白

在乳腺癌组织中表达增高，而且Delta-catenin

的mRNA水平也是增高的，这可以解释Delta-

catenin蛋白表达增高是由于其基因表达的水平

增高所致。由此推测Delta-catenin基因水平在肿

瘤中的表达增高可能与多种机制有关。有人认

为可能与转录激活因子E2F1过表达有关［16］，

还有人认为与转录激活因子E2F1、Pax6及转录

抑制因子Hes1的协同表达有关［17］。但也有人

认为在前列腺癌中既没有Delta-catenin基因的

扩增，Delta-catenin启动子区CpG岛的甲基化也

不是主要的调节因素。然而，利用SSCP分析观

察到Delta-catenin基因的5’非翻译区存在点突

变，且该突变并没有影响Delta-catenin的转录效

率，但促进了Delta-catenin的翻译［18］。据此我

们推测在不同的肿瘤中可能存在不同的促Delta-

catenin表达增加的机制，但在乳腺癌中存在何

种机制还有待深入研究。

　　本研究进一步对92例乳腺癌患者进行了完

整的术后随访，Kaplan-Meier曲线揭示Delta-

catenin低表达患者的生存时间显著长于高表达

的患者(P=0.015)，这与我们在肺癌中得出的

结论是一致的。这样的结果也更加证明Delta-

catenin是一个重要的癌蛋白，同时它的表达状

态也可以为临床提供包括食管癌在内的多种恶

性肿瘤患者的预后信息。那么，Delta-catenin促

进乳腺癌侵袭转移的机制是什么呢？有学者发

现，Delta-catenin可能通过促进细胞周期蛋白

CyclinD1和Cdc34表达、组蛋白H3的磷酸化、凋

亡抑制蛋白Bcl-2和survivin的表达而促进前列

腺癌细胞的侵袭增殖［19］。该课题组最新的报

道还称，Delta-catenin通过上调HIF-1α和VEGF

的表达而促进了前列腺癌细胞的血管生成潜 

能［20］，同时也伴随β-catenin和HIF-1α入核的增

加［21］，这些均促进了肿瘤细胞的侵袭增殖。

但Delta-catenin是否也通过上述途径促进乳腺癌

的侵袭进展尚不清楚。

　　总之，本研究所提供的Delta-catenin是判断

乳腺癌患者预后的一个重要指标。
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