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摘要 ：目的   研究健康人群、三阴性乳腺癌（TNBC）与非三阴性乳腺癌（NTNBC）患者血清中可溶

性E-钙黏蛋白（E-Cad）、表皮生长因子受体（EGFR）的表达和意义。方法  选取49例三阴性乳腺癌患者（TNBC

组），198 例非三阴性乳腺癌患者（NTNBC 组）和 50 例健康人群（非患者组）作为研究对象。采用酶联免疫吸

附试验检测血清中 E-Cad 和 EGFR 表达水平，免疫组织化学检测 FOXA1 表达。采用 ROC 曲线评价血清 E- 

Cad 和 EGFR 对乳腺癌或 TNBC 的临床诊断价值，并以 Youden 指数作为诊断试验的准确度评价指标，分别

预测血清中 E-Cad 和 EGFR 的诊断界值。结果  与非患者组比较，乳腺癌患者 E-Cad、EGFR 和 FOXA1 表达升

高（P <0.01）。与 NTNBC 组比较，TNBC 组 E-Cad 表达差异无统计学意义（P >0.05），而 EGFR 表达升高

（P <0.01），且 FOXA1 表达降低（P <0.01）。E-Cad 和 EGFR 诊断乳腺癌的 ROC 曲线下面积（AUC）分别

为 0.965（95%CI ：0.944，0.986），0.758（95%CI ：0.686，0.830），当 E-Cad 和 EGFR 的界值分别为 1 010.7 和

107.9 ng/ml 时，Youden 指数为 0.807 和 0.385，诊断乳腺癌的敏感性为 92.7% 和 78.5%，特异性为 88.0% 和 60%。

EGFR 诊断 TNBC 的 ROC 曲线下面积为 0.776（95%CI ：0.703，0.848），界值为 139.5ng/ml 时，Youden 指数

为 0.473，诊断 TNBC 的敏感性为 79.6%，特异性为 67.7%。结论  FOXA1 可作为乳腺癌或 TNBC 的辅助诊断

指标 ；血清 E-Cad 和 EGFR 检测可作为诊断乳腺癌的指标，且 EGFR 可作为 TNBC 的诊断指标。
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Abstract: Objectives  To investigate the association of circulating E-cadherin (E-cad) and epidermal growth 
factor receptor (EGFR) with pathological behavior of breast cancer.  Methods  Totally 49 patients diagnosed 
with triple negative breast cancer (TNBC group),198 patients diagnosed with non-triple negative breast cancer 
(NTNBC group) and 50 healthy subjects were involved in this study. Concentration of E-Cad and EGFR were 
obtained by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and the expression of FOXA1 was measured by 
immunohistochemistry. The clinical diagnostic value of serum E-cad and EGFR in breast cancer or TNBC was 
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乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一，其中三

阴 性 乳 腺 癌（triple-negative breast cancer，TNBC） 特

指雌激素受体（estrogen receptor，ER）、孕激素受体

（progesterone receptor，PR）及人表皮生长因子受体

2（human epidermal growth factor receptor 2，HER-2）

表达均为阴性的乳腺癌，其发病率占所有乳腺癌的

10% ～ 20%[1]。与非三阴性乳腺癌（non-tri-negative 

breast cancer， NTNBC）比较，TNBC 具有侵袭性强、预

后差、易复发及内分泌治疗不敏感等特点，已成为医

疗领域广泛研究的对象 [2]。临床研究发现，乳腺癌的

10 年存活率平均为 60%，一期乳腺癌治疗后的存活

率达 80%，零期乳腺癌治疗后的存活率更接近 100%，

因此乳腺癌的早期诊断并及时治疗非常重要 [3]。由于

TNBC 的治疗相比于 NTNBC 更为棘手，所以早期诊断

出乳腺癌的同时并发现 TNBC 的意义更为重要。

研究发现，E- 钙黏蛋白（E-cadhenrin，E-Cad）

和表皮生长因子受体（epidermal growth factor receptor，

EGFR）在健康人群和乳腺癌患者中表达有差异，且在

TNBC 和 NTNBC 中，E-Cad、EGFR 以及组织中叉头框

蛋白 A1（fork head box protein A1，FOXA1）的表达也

有不同 [4-5]，但关于血清中 E-Cad 和 EGFR 的研究较

少，国内外鲜有报道。因此，本研究通过收集乳腺癌患

者和健康人群血液样本，比较血清中 E-Cad 和 EGFR

的差异，并通过受试者工作特征（receiver operating 

characteristic，ROC）曲线评价血清 E-Cad 和 EGFR 对

乳腺癌及 TNBC 的临床诊断价值，同时预测血清中 E- 

Cad 和 EGFR 的 诊 断 界 值。FOXA1 在 TNBC 的发 病、

治疗和预后等方面起到重要作用，故通过检测乳腺

癌患者组织中 FOXA1 的表达，进一步研究 TNBC 和

NTNBC 中 FOXA1 的表达差异，为 TNBC 的早期诊断、

治疗提供参考。

1    资料与方法

1.1    研究对象

1.1.1    患者组    选取 2015 年 7 月 -2016 年 8 月我院

经病理检测确诊为浸润性乳腺癌的 247 例女性患者。

其中，三阴性乳腺癌患者（TNBC 组）49 例（19.80%），

中位年龄 47 岁（23 ～ 71 岁）。非三阴性乳腺癌患者

（NTNBC 组）198 例（80.20%），中位年龄 51 岁（26 ～ 75

岁）。研究符合伦理委员会相关规定，经本院医学伦理

委员会批准。

1.1.2      非患者组    随机选取来我院体检的健康人群

50 例，将血清保存备用。

1.2    方法

1.2.1      E-Cad 和 EGFR 的检测    取患者清晨空腹静

脉血 3 ml，4 000 r/min、4℃离心 15 min，常规分离血

清，备用进行细胞因子的检测。血清可溶性 E-Cad 和

EGFR 的含量测定采用酶联免疫吸附试验，试剂盒由

上海钰博生物科技有限公司提供。E-Cad 和 EGFR 检

测均采用双抗体夹心 ELISA 法，各孔加入标准品或样

品 100 μl，37℃避光孵育 90 min，然后弃去孔内液体，

甩干后直接加入生物素化抗体工作液，继续孵育 1 h，

然后洗板 3 次，最后 1 次洗板甩干后加入酶结合物

工作液，孵育 30 min 后洗板 5 次，甩干后加入底物溶

液，标准孔出现梯度时，加入终止液，使用酶标仪于

450 nm 处测定光密度值，绘制标准曲线并计算样本中

E-Cad 和 EGFR 的含量。

1.2.2    ROC 曲线的建立及界值预测    采用 SPSS 19.0

evaluated by ROC curve. The Youden index was utilized to evaluate the diagnostic threshold of E-cad and EGFR.  
Results  Expression levels of E-Cad, EGFR and FOXA1 in breast cancer patients were significantly increased 
(P < 0.01) compared with healthy volunteers. No statistically significant difference in E-Cad was observed between 
TNBC group and NTNBC group (P > 0.05). Concentration of EGFR increased (P < 0.01) while FOXA1 decreased 
(P < 0.01) significantly in TNBC group when compared with NTNBC group. ROC curve showed that AUC of E-Cad 
and EGFR for breast cancer was 0.965 (95% CI: 0.944, 0.986) and 0.758 (95% CI: 0.686, 0.830), respectively. At 
the threshold of 1 010.7 ng/ml for E-Cad and 107.9 ng/ml EGFR, the Youden index was 0.807 and 0.385, sensitivity 
for diagnosis of breast cancer was 92.7% and 78.5%, and the specificity was 88.0% and 60%, respectively. AUC of 
EGFR for diagnosis of TNBC was 0.776 (95% CI: 0.703, 0.848). At the threshold of 139.5 ng/ml, the largest Youden 
index was 0.473, the sensitivity was 79.6%, and the specificity was 67.7%.  Conclusion  E-cad and EGFR can be 
used as indicators of diagnosis for breast cancer while FOXA1 and EGFR can be a diagnostic candidate for diagnosis 
of TNBC.

Keywords:  triple-negative breast cancer; e-cadhenrin; epidermal growth factor receptor; fork head box protein 
a1; receiver operating characteristic curve
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软件进行非参数法建立 E-Cad 和 EGFR 的 ROC 曲线，

计算 ROC 曲线下面积 ；并以 Youden 指数最大值作为

临界点，计算血清中 E-Cad 和 EGFR 的界值，以及灵

敏度和特异性。

1.2.3      FOXA1 的检测    取 TNBC 组和 NTNBC 组乳

腺癌患者病理石蜡标本及正常乳腺组织标本，分别

进行连续切片 6 张（8 μm/ 张）。具体操作步骤按照

试剂盒说明书进行操作，用 5% 血清进行室温封闭

40 min 后，分别加入 1 ∶ 1 000 的 FOXA1 单克隆抗体

4℃过夜孵育。隔天加入 1 ∶ 1 000 的二抗 37℃孵育

30 min，PBS 清洗后加入 SP 后进行恒温反应 30 min，

加入 DAB 显色液进行显色，中性树胶封片后用 ×10、

×40 物镜显微镜进行观察。阳性染色 ：FOXA1 的阳

性表达主要表现为细胞内出现棕黄色颗粒。×40 显

微镜下观察，随机选择 5 个高倍视野，采用 IPP 软件进

行图像扫描分析，收集数据并计算图片中 FOXA1 蛋白

表达的平均光密度。用于反应组织中 FOXA1 蛋白的

表达含量。平均光密度 = 累积光密度与面积的比值。

1.3    统计学方法

数据分析采用 SPSS 19.0 统计软件，计量资料以

均数 ± 标准差（x±s）或中位数及四分位数 [M（P25，

P75）] 表 示， 组 间 比 较 采 用 方 差 分 析 或 Kruskal-

Wallis H 检验，方差分析采用 LSD-t 检验，秩和检验

两两比较采用 Mann-Whiney U 检验，采用 ROC 曲线评

价血清 E-Cad 和 EGFR 对乳腺癌或 TNBC 的临床诊断

价值，P <0.05 为差异有统计学意义。

2    结果

2.1    不同人群中 E-Cad 和 EGFR 表达情况

3 组人群 E-Cad、EGFR 秩和检验分析结果显示，

3 组间差异有统计学意义（P <0.01）。与非患者组比

较，NTNBC 组和 TNBC 组血清中 E-Cad、EGFR 表达

升高（P <0.01）；与 NTNBC 组比较，TNBC 组血清中

E-Cad 表达差异无统计学意义（P >0.05），EGFR 表达

升高（P <0.05），差异有统计学意义。见附表。

2.2    血清 E-Cad、EGFR 对乳腺癌和 TNBC 诊断
的 ROC 曲线

结果可见，E-Cad 和 EGFR 对于诊断乳腺癌的

ROC 曲线下面积（AUC）分别为 0.965（95%CI：0.944，

0.986），0.758（95%CI ：0.686，0.830）。 当 E-Cad 和

EGFR 的界值分别为 1010.7 和 107.9 ng/ml 时，Youden

指数最大为 0.807 和 0.385，此时，诊断乳腺癌的敏感

附表    不同人群中 E-Cad 和 EGFR 表达比较    [M（P25，P75），ng/ml]

组别 例数 E-Cad EGFR

非患者组 50 779.5（707.5，891.8） 97.9（78.7，128.9）

NTNBC 组 198 1 938.1（1 689.4，2 269.3）1） 125.8（106.1，148.4）1）

TNBC 组 49 1 932.5（1 506.9，2 278.0）1） 158.5（139.7，171.8）1）2）

Z 值 7.432 6.521

P 值 0.000 0.000

注：1）与非患者组比较，P <0.01；2）与 NTNBC 组比较，P <0.01

图 1    血清 E-Cad、EGFR 对乳腺癌和 TNBC 诊断的 ROC 曲线
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性为 92.7% 和 78.5%，特异性为 88.0% 和 60%。由于

NTNBC 组和 TNBC 组血清中 E-Cad 表达差异无统计

学意义，所以只对 EGFR 诊断 TNBC 进行研究（见图

1B），ROC 曲线下面积为 0.776（95%CI：0.703，0.848）。

当 EGFR 界值为 139.5 ng/ml 时，Youden 指数最大为

0.473，此时，诊断 TNBC 的敏感性为 79.6%，特异性

为 67.7%。见图 1。

2.3    FOXA1 的检测结果

3 组人群 FOXA1 平均光密度表达分析结果显示，

3 组比较差异有统计学意义（F =6.432，P =0.000）。

与 非 患 者 组 FOXA1 蛋 白 含 量（0.31±0.04） 比 较，

NTNBC 组 FOXA1 蛋白含量（1.67±0.11）和 TNBC 组组

织中 FOXA1 蛋白含量（0.87±0.12）表达均上升（P < 

0.01）；与 NTNBC 组比较，TNBC 组组织中 FOXA1 表

图 2    各组 FOXA1 蛋白表达情况    （×400）

A  非患者组                   B  NTNBC 组               C  TNBC 组

达降低（P <0.01），差异有统计学意义，见图 2。

3    讨论

乳腺癌作为一种恶性肿瘤，严重危害女性身体

健康，未及时诊断乳腺癌会拖延治疗的最佳时间和治

疗效果，因此在乳腺癌研究中，除化疗或手术外，尽

早发现及确诊肿瘤已成为其治疗的关键 [6]。血清指

标检查是早期无创性诊断肿瘤的常用手段，能够极大

提高诊断方法的顺应性，为尽早发现肿瘤提供重要参

考 [7]。E-Cad 是一种细胞黏附分子，具有维持组织结

构完整等功能，在肿瘤侵袭转移中起到重要作用 [8]。

LIANG 等的研究结果表明 [9]，相对于健康人群，乳腺

癌患者血清中可溶性 E-Cad 表达升高 ；LI 等的研究

表明 [10]，与 NTNBC 患者比较，TNBC 组织中 E-Cad 表

达降低，但未见 NTNBC 患者与 TNBC 患者血清中 E- 

Cad 含量比较的研究。EGFR 是一类跨膜糖蛋白，具有酪

氨酸激酶活性，并调控细胞增殖作用，高表达的 EGFR

可促进乳腺癌细胞增殖、转移，并促进肿瘤血管生成 [11]。

TAS 等的研究表明 [12]，乳腺癌患者血清中 EGFR 表达

升高，且与 NTNBC 患者比较，TNBC 中 EGFR 表达较高。

本研究结果表明，乳腺癌患者血清中 E-Cad 和 EGFR

表达相对健康人群升高，且在 TNBC 患者中 EGFR 表达

高于 NTNBC 患者，而 E-Cad 表达无差异。ROC 曲线结

果表明，血清 E-Cad 和 EGFR 均具有一定的乳腺癌诊

断价值，E-Cad（曲线下面积为 0.965）诊断价值高于

EGFR（曲线下面积为 0.758），但在乳腺癌患者中，由

于 TNBC 和 NTNBC 患者血清中 E-Cad 表达无差异，

不具备 TNBC 诊断价值，而 EGFR 具有中等的 TNBC

诊断价值。本研究以 Youden 指数作为评价准确度

的指标，当 E-Cad 和 EGFR 的界值分别为 1010.7 和

107.9 ng/ml 时，对于乳腺癌具有较高的诊断价值。当

EGFR 的界值为 139.5 ng/ml 时，适用于三阴性乳腺癌的

诊断。

ER 在乳腺癌的临床进展、诊断及治疗中均有着

极其重要的作用，研究表明 ER 已成为评价患者是否需

要内分泌治疗的重要指标。但由于 ER 在三阴性乳腺

癌中呈现阴性表达，TNBC 患者对内分泌治疗敏感性

较低，因此 TNBC 临床治疗效果常常不佳 [13-14]。FOXA1

是一类由 472 个氨基酸残基组成的转录辅助因子，

主要受体内激素调控。ER 可诱导乳腺癌细胞表达

FOXA1，同时 FOXA1 又可促进 ER 转录复合物与染色

质的结合上调 ER 表达，从而提高内分泌治疗的效果 [15]。

研究表明，FOXA1 与乳腺癌患者的预后存在相关性，

可作为评价治疗效果良好的标志物 [16]。DREW 等的研

究结果表明，与 NTNBC 患者比较，TNBC 中 FOXA1 表

达阳性率降低 [17]，但相关研究文献较少，缺乏文献支

持。本研究结果表明，TNBC 患者 FOXA1 表达降低，

表明 FOXA1 可作为 TNBC 的诊断指标，更为重要的

是，FOXA1 有可能成为治疗 TNBC 的关键靶点。但本

研究还未对 FOXA1 与患者化疗效果及预后的相关性
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（王荣兵 编辑）

展开研究，这可作为下一步的研究方向。

研 究 健 康 人 群、TNBC 与 NTNBC 患 者 血 清 中

E-Cad、EGFR，并结合 ROC 曲线探讨血清 E-Cad 和

EGFR 的临床诊断意义，并预测诊断界值，为临床

TNBC 的诊断提供无创、便捷的血清检测手段 ；并通

过检测 FOXA1 的表达，为 NTNBC 的诊断和靶点治疗

提供参考。
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