
乳腺癌（breast cancer）是严重危害女性健康的

恶性肿瘤之一，近年来发病率呈递增趋势，且发病年

龄也越来越年轻。根据 GLOBOCAN 2012全球肿瘤

发生率与死亡率统计数据显示，2012年全世界范围
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p-Akt在预测乳腺癌术后转移复发中的临床意义
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摘要：目的 探讨 p-Akt在预测乳腺癌术后转移复发中的临床意义。方法 选择该院 2001年 1月 -2010年

3月收治的乳腺癌术后 261例患者为研究对象，将其分为术后转移复发组（114例）和术后未转移复发组（147

例），采用免疫组织化学方法检测其 p-Akt的表达，并分析 p-Akt的异常表达与乳腺癌术后转移复发的相关性。

结果 乳腺癌癌旁正常组织与乳腺癌组织间 p-Akt的表达差异有统计学意义（ <0.05）；乳腺癌术后转移复发

与未转移复发患者的乳腺癌组织 p-Akt的表达比较差异有统计学意义（ <0.05）。p-Akt的异常表达与乳腺癌

的肿瘤大小、淋巴结转移和 TNM分期呈显著相关性（ <0.05）。单因素 Logistic回归分析发现，p-Akt的异常表

达与乳腺癌术后转移复发有显著的相关性（ =0.043，RR=1.638，95%Cl为 1.337-1.955）。结论 p-Akt的异常

表达与乳腺癌术后转移复发呈显著相关。

关键词： p-Akt；乳腺癌；转移复发；预后

中图分类号：R736.3 文献标识码：A

Clinical significance of p-Akt in predicting metastasis
of breast cancer after surgery

Dong-liang Liu, Zhen-ning Hang, Ru-jun Gu
(Department of General Surgery, 149 Clinical Department, the 82nd Hospital of People's

Liberation Army, Lianyungang, Jiangsu 222042, China)

Abstract: Objective To study the clinical significance of p-Akt in predicting the metastasis of breast
cancer after surgery. Methods A total of 261 patients who were admitted into our hospital after breast cancer
surgery from January 2001 to March 2010 were studied. There were 114 patients in metastasis group and 147
patients in non -metastasis group. The expression of p -Akt in the breast cancer patients with or without
metastasis after surgery was detected by immunohistochemistry and the correlation between the expression of
p -Akt and breast cancer metastasis was analyzed. Results There was significant difference in p -Akt
expression between normal breast tissue and breast cancer tissues ( < 0.05). The p-Akt expression of breast
cancer tissues also had significant difference between the metastasis group and non-metastasis group ( < 0.05).
The abnormal p -Akt expression was significantly associated with the tumor size, regional lymph node
metastasis and TNM staging of the patients with breast cancer ( < 0.05). Univariate logistic regression analysis
showed that abnormal expression of p-Akt was correlated with the metastasis of breast cancer after surgery ( =
0.043, RR = 1.638, 95%Cl: 1.337-1.955). Conclusions The abnormal expression of p-Akt may be associated
with the metastasis of breast cancer after surgery.
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内罹患乳腺癌的女性约 170万，乳腺癌相关死亡人数

约 52万，分别占全部恶性肿瘤发病率和死亡率 25%

和 15%，均位于女性恶性肿瘤发病率和死亡率的第

一位[1]。2015第 2版 NCCN乳腺癌临床实践指南建

议，对于可切除的乳腺癌仍以手术切除辅以术前或

术后的放疗和全身治疗，对于不可切除的乳腺癌除

非必要，如肿瘤侵及皮肤溃疡、出血、疼痛等，只给予

全身治疗或放疗[2]。Akt又名蛋白激酶 B（PKB），是一

种丝氨酸 /苏氨酸蛋白激酶，为 PI3K/Akt信号通路

的关键分子，多表达于细胞质，在各种因素的刺激作

用下，Akt被激活，发生磷酸化（p-Akt）。Akt在多种

细胞调节过程中扮演重要角色，如糖代谢、细胞的增

殖分化和细胞的迁移等。现已有大量研究证实，

p-Akt通过 PI3K/Akt等信号通路与乳腺癌的发生发

展有显著相关性[3-5]。然而，由于乳腺癌血行转移和淋

巴转移的特性，乳腺癌的淋巴结转移在术前和术后

的判断可能有很大差异，这也导致手术术式的选择

和围手术期全身治疗方案的差异，最终导致一部分

患者在初次诊治后仍在短期内出现转移或者复发。

因此，本研究通过检测乳腺正常组织和乳腺癌组织

中 p-Akt的表达，比较乳腺癌术后转移复发和未转

移复发患者 p-Akt表达的差异，探讨 p-Akt能否作

为预测乳腺癌术后预后的标记物，为指导乳腺癌术

后患者的临床治疗提供线索。

1 材料与方法

1.1 材料和试剂

选取 2001年 1月 -2010年 3月解放军第 82医

院 149临床部收治的乳腺癌患者，并收集其乳腺癌

组织蜡块 261例和相应癌旁组织蜡块 148例，制成

病理组织芯片，重新切片备用。实验试剂鼠抗人 p-

Akt单克隆抗体由 RD SYETENS公司提供，即用型

快捷免疫组织化学 Max Vision TM试剂盒由福州迈新

生物技术开发有限公司提供，即用型正常山羊血清、

DAB显色剂由武汉柏世德生物技术有限公司提供。

1.2 仪器与设备

全自动组织芯片仪 Mini Core购自英国 Mitogen

公司，BT-320型系列生物组织切片机购自湖北博太

电子科技有限公司，BT-310B型系列生物组织自动

包埋机购自湖北博太电子科技有限公司，BT-330摊

片烤片机购自湖北博太电子科技有限公司，HS-150

恒温箱购自南京泰斯特试验设备有限公司，芯片扫

描仪购自日本 Olympus公司。

1.3 实验方法

实验分组：本研究共纳入患者 261例，根据术后

患者的复发情况，将其分为术后转移组（114例）和

术后未转移组（147例）。入组标准：①年龄 18～70岁，

女性；②乳腺癌术后，术式包括乳腺癌局部广泛切除

术、乳腺癌改良根治术、乳腺癌根治术、前哨淋巴结

活检术和腋淋巴结清扫术；③随访 5 年以上（包括

术后 5年内死亡病例），资料完整者。排除标准：①乳

腺癌行姑息性手术者；②随访不足 5年或资料不完

整者。

1.3.1 芯片微陈列设计 预先计算组织芯片待检测

样本的数量，将组织芯片设计成 2组，一组为癌组织

芯片组，另一组为癌周围正常组织（与癌组织距离≥

2.5 cm）芯片组，将癌组织芯片设计为在常规的载玻

片上放置 47个样本，癌周围正常组织芯片设计为 95

个样本。

1.3.2 标本定位 分别对挑选出乳腺癌组织及其周

围正常组织蜡块切片，进行 HE染色，镜下观察准确

定位后，在供体蜡块标本上标记，包括典型的癌组织

和其周围的正常组织。

1.3.3 组织芯片制作 ①受体蜡块制备：制作成

36 mm×26 mm×17 mm的空白蜡块，共 8块：癌组

织蜡块 6块，正常组织蜡块 2块；②受体蜡块打孔；

③供体蜡块采集组织芯；④组织芯片；⑤重新塑形

组织芯片，置于 4℃冰箱中保存备用；⑥组织芯片的

切片，厚度设计为 4μm，置入 -20℃冰箱冷冻保存

备用。

1.3.4 免疫组织化学染色 组织芯片室温下静置

30 min，后 60℃下烤片 1 h。常规二甲苯脱蜡和乙醇

梯度脱水，1×PBS液洗涤 3次。抗原修复：组织芯片

置于已煮沸的 0.01 mol/L枸橼酸缓冲液（pH 6.0）中

高压锅继续煮沸，至高压锅排气 2 min后，冷却至室

温后 1×PBS液洗涤 3次。过氧化氢灭活内源性过

氧化物酶，1×PBS液洗涤 3次。山羊血清封闭液，

37℃温育 30 min后倾去封闭液。滴加一抗，置于 4℃

冰箱过夜。取出过夜组织芯片，1×PBS液洗涤 3次。

滴加生物素标记二抗，37℃温育 30 min。取出组织芯

片，1×PBS液洗涤 3次，滴加新鲜配置的 DAB显色

液。⑩终止显色，苏木素衬染细胞核。盐酸酒精冲洗，

氨水返蓝。常规乙醇梯度脱水，二甲苯透明。中性树

脂封片留存。

1.4 统计学方法

采用 SPSS 17.0.0统计学软件进行数据分析，计

34· ·

PDF      pdfFactory Pro        www.fineprint.cn

http://www.fineprint.cn


达率为 16.3%，两者间差异有统计学意义（ <0.05）。

见表 2。

2.3 p-Akt的表达与乳腺癌肿瘤大小、淋巴结转移

和 TNM分期的相关性

随着肿瘤大小、淋巴结转移数量和 TNM分期的

增加，在复发组与未复发组中 p-Akt异常表达呈逐

渐上升的趋势（ <0.05）。分别对肿瘤大小、淋巴结

转移数量和 TNM分期分层分析，复发组和未复发组

各亚组中，T1期、pN0期和Ⅰ期的 p-Akt的异常表达

差异有统计学意义（ <0.05），见表 3。

2.4 乳腺癌术后转移复发的单因素 Logistic 回归

分析

单因素 Logistic回归分析发现，p-Akt的异常表

达的与乳腺癌术后复发有显著的相关性（ =0.043，

RR=1.638，95%CI：1.337，1.955），并且肿瘤大小、淋

巴结转移数量和 TNM分期也与乳腺癌术后复发有

显著相关性（ <0.05），而年龄与乳腺癌术后转移复

发无显著相关性（ >0.05）。见表 4。

表 1 复发组与未复发组患者的一般临床资料比较

术后转移组 42±4.3 42 27（23.7） 77（67.5） 6（5.3） 4（3.5） 19（16.8）56（49.1） 31（27.1） 8（7.0） 28（24.7） 60（52.6） 21（18.4） 5（4.3）

术后未转移组 41±5.4 43 111（75.5）28（19.1） 8（5.4） 0（0.0） 58（39.5）77（52.4） 9（6.1） 3（2.0） 83（56.5） 48（32.6） 16（10.9） 0（0.0）

值2） 0.784 0.001 0.001 0.001

组别 年龄 /（岁，
x±s）

中位年
龄 /岁

肿瘤大小（T）例（%）1）

T1 T2 T3

淋巴结转移（pN）例（%）1）

pN0 pN1 pN2

TMN分期例（%）1）

Ⅰ Ⅱ Ⅲ ⅣpN3T4

注：1）所有分期参考 2015年第 2版 NCCN指南 AJCC乳腺癌分期；2）年龄 值由 检验计算得出，其余 值由χ2检验或 Fisher精确检验

计算得出

第 2期 刘冬良，等：p-Akt在预测乳腺癌术后转移复发中的临床意义

量资料以均数±标准差（x±s）表示，以个数和百分

比描述分类变量，组间比较使用四格表χ2检验或

Fisher精确检验，各组间数据的比较依据资料的性

质，用 检验或方差分析， <0.05为差异有统计学

意义。

2 结果

2.1 患者一般资料

乳腺癌术后患者在转移复发组与未转移复发组

之间，年龄差异无统计学意义（ >0.05）；肿瘤大小

（T）、淋巴结转移（pN）、TMN分期比较差异有统计学

意义（ <0.01）。见表 1。

2.2 各组间 p-Akt的表达比较

乳腺癌癌旁正常组织、乳腺癌切除术后转移复

发患者癌组织和乳腺癌切除术后未转移复发患者

癌组织中 p-Akt的表达见附图。所有癌旁正常组织

标本 p-Akt的阳性表达率为 11.4%，全部癌组织 p-

Akt的阳性表达率为 26.4%，两者间差异有统计学意

义（ <0.05）；转移复发患者乳腺癌组织 p-Akt的阳

性表达率为 39.5%，未转移复发患者 p-Akt的阳性表

A B C

A：乳腺癌癌旁正常组织；B：术后转移复发乳腺癌患者癌组织；C：术后未转移复发乳腺癌患者癌组织

附图 免疫组织化学染色 p-Akt的表达 （×200）

表 2 p-Akt在癌旁正常组织和癌组织中表达的比较

阳性表
达 /例

阴性表
达 /例

总数 /
例

阳性表
达率 /%

17 131 148 11.4

24 123 147 16.3

69 192 261 26.4

组别

乳腺癌旁正常组织

术后未转移组

合计

45 69 114 39.5

乳腺癌

术后转移组
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转移组 1） 22.2
（6/27）

40.3
（31/77）

66.7
（4/6）

100.0
（4/4）

15.8
（3/19）

35.7
（20/56）

51.6
（16/31）

75.0
（6/8）

17.9
（5/28）

38.3
（23/60）

57.1
（12/21）

100.0
（5/5）

未转移
组 1）

11.7
（13/111）

28.6
（8/28）

37.5
（3/8）

0.0
（0/0）

12.0
（7/58）

15.6
（12/77）

44.4
（4/9）

33.3
（1/3）

10.8
（9/83）

16.7
（8/48）

43.8
（7/16）

0.0
（0/0）

值 2） 0.013 0.098 0.868 - 0.001 0.072 0.352 0.805 0.005 0.099 0.940 -

组别
T1 T2 T3 pN0 pN1 pN2

TMN分期（TNM）

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ

肿瘤大小（T）

T4

淋巴结转移（pN）

pN3

表 3 转移复发组与未转移复发组不同肿瘤大小、淋巴结转移数目和 TNM分期时 p-Akt异常表达的比较 %

注：1）百分比是指转移和未转移比例数分别占各分层组的百分比；2） 值是根据百分率由χ2检验或 Fisher精确检验
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表 4 乳腺癌术后转移复发的单因素 Logistic回归分析

年龄

≤60岁 45.7（86/188）
0.136

>60岁 38.4（28/73）

肿瘤大小

T1 19.6（27/138）

0.039
T2 73.3（77/105）

T3 42.9（6/14）

T4 100.0（4/4）

淋巴结转移

pN0 24.7（19/77）

0.037
pN1 42.1（56/133）

pN2 77.5（31/40）

pN3 72.7（8/11）

TMN分期

Ⅰ 25.2（28/111）

0.001
Ⅱ 55.6（60/108）

Ⅲ 56.8（21/37）

Ⅳ 100.0（5/5）

p-Akt表达

异常表达 65.2（45/69）
0.043

正常表达 35.9（69/192）

因素 术后转移率 /% 值

2.35 0.58 9.16

13.8 1.95 59.4

10.76 1.82 55.1

13.9 3.07 62.3

1.638 1.337 1.955

RR
95%CI

下限 上限

3 讨论

Akt（又称Akt1）是通过抑制细胞凋亡过程参与

细胞存活途径的[6]。Akt1最初在转化逆转录病毒中

被鉴定为癌基因 Akt8[7]。Akt是通过以下方式参与

PI3K/Akt/mTOR途径和其他信号途径的：①结合磷

脂：Akt具有一个 PH结构域，该域与磷酸肌醇具有

高亲和力，能结合任一 PIP3 或 PIP2 [8]，从而调节细

胞的生长过程；②磷酸化：一旦经由 PIP3的结合正

确地定位在膜上，Akt即可以通过其激活激酶磷酸

化[9-10]。除了是 PI3-激酶的下游效应，Akt也可以在

一个非 PI3- 激酶依赖的方式下激活。ACK1 或

TNK2，是一种非受体酪氨酸激酶，它可以通过其酪

氨酸 176残基使 Akt磷酸化[11]。研究表明，cAMP的

升高剂也可以在胰岛素的存在时通过蛋白激酶 A

（PKA）激活 Akt [12]；③泛素化：被泛素化的 p-Akt

（E17K）可以比野生型的 Akt更有效地向细胞核易

位，这种机制可能有助于在人类诱发癌症[13]；④脂质

磷酸酶和 PIP3：PI3K依赖 Akt的活化可以通过肿瘤

抑制因子 PTEN来调节，其基本上可以作为 PI3K的

上述相反的调节[14]。Akt可以通过结合和调节多种下

游效应器来调节细胞的存活和新陈代谢[13]。BAD是

一种 Bcl-2家族的促凋亡蛋白。Akt可以使 BAD蛋

白磷酸化 [15]，这使得 BAD 从 Bcl-2/Bcl-X 复合体游

离，失去促凋亡功能[16]。Akt也可以通过调节 IκB激

酶（IKK）激活 NF-κB，从而引起的促存活基因的转

录[17]。Akt活化可以终止细胞周期停滞在 G1期和 G2

相[19-20]。Akt1的也被牵连在血管生成和肿瘤发展。虽

然 Akt1在小鼠中虽然 Akt1的缺乏抑制生理性的血

管生成，但它增强在皮肤和血管基质异常相关的病

理性血管生成和肿瘤生长[21-22]。目前已有大量研究证

实，Akt与肿瘤细胞的生存，增殖和侵袭相关联，不断

激活 Akt的肿瘤细胞可能依赖 Akt而存活[23]。

本研究总体上表明，p-Akt在乳腺正常组织和

乳腺癌组织中均被表达，但是 p-Akt在乳腺癌组织

中总体上的表达显著高于正常乳腺组织中的表达，

同时发生转移复发者癌组织中 p-Akt的表达显著高

于未发生转移复发者。进一步通过分组亚层分析发

现，乳腺癌组织 T分期为 T1期时，p-Akt的表达在

转移复发组和未转移复发组间的表达有显著差异，

其他 T分期两组间并无显著差异；乳腺癌组织 pN分

期为 pN0期时，p-Akt的表达在转移复发组和未转

移复发组间的表达有显著差异，表明 p-Akt在乳腺癌

组织和乳腺正常组织中的表达虽存在显著差异，但

是在乳腺癌的早期该差异更为明显，提示笔者 p-Akt
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是否是早期乳腺癌术后转移复发的一个分子标记

物。同时单因素因素 Logistic回归分析结果也提示，

p-Akt与肿瘤大小、淋巴结转移数量和 TNM分期均

是乳腺癌术后转移复发的独立预测因素，这也与结果

中两组患者一般资料存在显著差异相吻合。

本研究虽然收集到的病例数总数不少，但根据

不同的分组标准，如肿瘤大小、淋巴结转移数量和

TMN分期等进行亚组分析时，有些亚组内病例数相

对不足，这些不足很可能影响本研究对亚组结果的

分析，如根据组织分化程度或者组织分型的不同，

p-Akt的异常表达是否亦存在差异等。同时，已有大

量的研究证实，激素受体的状况、Ki-67及 her-2的

表达等与乳腺癌的发生有密切关系，并且这些分子

的表达情况也与患者的预后呈一定相关性。由于本

研究仅初步研究探讨 p-Akt 在乳腺癌术后转移、

复发中的意义，尚未能将其与目前激素受体的状况、

Ki-67及 her-2的表达与乳腺癌转移复发的研究相

结合，这也是本研究的不足之处。但已得出的结果亦

能部分表明，p-Akt很可能与乳腺癌细胞的迁徙转

移有一定的相关性，随着 p-Akt的异常表达增加，乳

腺癌细胞的侵袭性和迁徙转移能力逐渐增加。因此，

通过对 p-Akt的定量检测，对乳腺癌患者行乳腺癌

术后的转移复发有预测作用，对指导临床施行相应

的辅助治疗有一定的价值。
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