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摘　要　为探讨犬的乳腺肿瘤组织中 PTEN和 V EGF蛋白表达与临床病理学特征关系的相关性 ,采用免疫组织化

学 SP染色法检测了 32例乳腺肿瘤组织及 6例正常乳腺组织中上述 2种蛋白的表达。结果发现 :1) PTEN蛋白在

正常乳腺组织和良性乳腺肿瘤高表达率为 100 % ,在恶性乳腺肿瘤组织中的高表达率为 67 % (8/ 12) ,两者比较差

异极显著 ( P < 0101) ;乳腺肿瘤组织中 PTEN蛋白表达与犬的年龄、肿瘤大小无关 ( P > 0105) ,而与淋巴结转移、组

织学分级有关 ( P < 0101)。2) V EGF蛋白在正常乳腺组织中高表达率为 3313 %(2/ 6) ,在乳腺肿瘤组织中高表达率

为 78 %(25/ 32) ,两者比较差异极显著 ( P < 0101) ;乳腺肿瘤组织中 V EGF蛋白表达与患病犬的年龄、肿瘤大小无

关 ( P > 0105) ,而与淋巴结转移有关 ( P < 0105)。联合检测 PTEN、V EGF表达可作为乳腺癌生物学行为和预后判

断的重要指标。
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Relation between expre ssions of PTEN and VEGF and clinicopathological

feature s in canine mammary gland tumors

Qiu Changwei1 , Lin Degui1 , Chen Shuangyan2 , Song Xiaoyu1 , Wang J inqiu1

(1. College of Veterinary Medicine , China Agricultural University , Beijing 100094 , China ;

2. Grassland Research Institute ,Chinese Academy of Agricultural Sciences , Hohhot 010010 , China)

Abstract　To investigate the relationship between expression of PTEN and VEGF and clinicop athological features in ca2
nine mammary gland tumor , the expression levels of PTEN and VEGF protein were ass ess ed in 32 cas es of canine mam2
mary gland tumors tis s ues and 6 cas es of normal mammary gland tis s ues using SP immunohis tochemical method. The

over2expression rate of PTEN protein was 100 % in normal and well2 differentiated mammary gland tis s ues and 67 % in

breas t cancer cas es resp ectively with a significant difference between the two groups ( P < 0101) . Expression of PTEN

was not related to age and tumor size , but clos ely correlated with lymph node metas tasis ( P < 0101) . The over2ex2
pression rate of VEGF protein was 3313 % in normal mammary gland tis s ues , and 78 % in canine mammary gland tumors

with a significant difference between the two groups ( P < 0101) . Expression of VEGF was not related to age or tumor

size , but clos ely correlated with lymph node metas tasis and clinical s tage ( P < 0105) . Therefore , the combined detec2
tion of PTEN and VEGF could s erve as an important index to es timate the biological behavior and prognosis of canine

mammary gland tumors .
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　　乳腺是犬猫肿瘤常发的部位 ,母犬乳腺瘤发病

率约占全部肿瘤性疾病的 25 %～42 % ,这种疾病在

公犬很少发病 (低于 3 %) [1 ]。乳腺瘤生长与其肿瘤

组织内的血管生长密切相关 ,丰富的血管可向其提

供必要的物质条件。有研究表明 :肿瘤血管的生成

依赖于多种相关因子的调节和诱导 ,血管内皮生长
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因子 (vascular endothelial growth factor ,V EGF)被认

为是促进血管生成的主要因素之一[2 ]。蛋白酪氨

酸磷酸酶 (phosphatase and tensin homolog deleted on

chromosometen , PTEN)是至今发现的第 1 个具有

双特异性磷酸酶活性的抑癌基因。PT EN 基因突

变、缺失及 PTEN 蛋白的低表达与多种肿瘤的发生

发展密切相关[3 ]。本实验采用免疫组织化学方法

对犬的乳腺肿瘤组织和正常乳腺组织中 PTEN、

V EGF表达进行相对定量检测 ,以探讨 PTEN、

V EGF的表达与犬乳腺肿瘤生物学行为的关系。

1　材料与方法

111　试验材料

采用 2005年 8月到 2006年 3月在中国农业大

学动物医院收集的 32例犬乳腺肿瘤手术标本 ,6例

不同的正常乳腺组织取自实验犬。患病动物全是母

犬 ,年龄 4～14岁 ,平均年龄 9岁。按 WHO标准对

32例犬乳腺肿瘤进行组织学分类 ,其中良性肿瘤 20

例 (6215 %) ,恶性肿瘤 12例 (3715 %) 。

112　免疫组织化学

收集的犬乳腺肿瘤组织、正常乳腺组织分别用

中性甲醛固定 ,石蜡包埋 ,3μm连续切片 ,分别进行

HE染色和免疫组化染色 ,严格按照试剂盒要求进

行操作。兔抗人 PTEN 单克隆抗体、鼠抗人 V EGF

单克隆抗体、SP免疫组化试剂盒均购自北京中山公

司。用 PBS代替一抗作阴性对照。

11211　石蜡切片的制作

修整石蜡标准块。将标本固定于标本台上 ,用

石蜡切片机连续切片 ,切片厚度为 3μm ,每例标本

切 5张片子 ,每片上附有 2个相同的组织。

展片与粘片 : 将切下的组织蜡片先放入冷水

中 ,然后放入摊片机的水槽中 ,水温为 40 ℃,切片漂

浮于水面并因受热而展平 ,将载玻片垂直伸入水中

展平的蜡片下 ,小心拾起载玻片 ,蜡片即于载玻片

上 ,倾去带到玻片上的水 ,置于 37 ℃烤箱内烤干。

11212　免疫组化实验

1)将石蜡切片置入二甲苯中透明 5 min ,共 2

次 , 梯度酒精复水 (依次为 100 %(体积分数 ,下同)、

95 %、75 %和 50 %) ,在每种梯度酒精中各浸泡5 min。

2) 0101 mmol/ L ,p H为 712的 PBS(以下只记为

PBS)洗 3次 ,5 min。

3) 3 % (体积分数) H2O2 室温 ( 25 ℃) 孵育 15

min ,以消除内源性过氧化物酶的活性。

4)蒸馏水冲洗 ,PBS浸泡 3次 ,5 min。

5)石蜡切片置于微波炉内进行抗原热修复。将

切片放入盛有抗原修复液的容器中 ,置微波炉中加

热 ,使容器内液体温度保持在 98 ℃并维持 15～20

min。所用抗原修复工作液为 0101 mmol/ L 的 ED2
TA缓冲液。取出容器 ,切片仍置于缓冲液中 ,室温

冷却 30 min。

6)取出切片 ,PBS冲洗 3次 ,5 min。

7)用 10 %(体积分数)正常山羊血清 (为 SP试

剂盒中的 A液)封闭 ,室温 (25 ℃)孵育 15 min ,以消

除非特异性背景着色。倾去血清 ,勿洗 ,直接滴加

1∶50的一抗 ,4 ℃过夜。一抗分别为兔抗人 PTEN

单克隆抗体 ,鼠抗人 V EGF单克隆抗体。

8) PBS冲洗 3次 ,5 min。

9)滴加第 2 代生物素标记二抗工作液 (为 SP

试剂盒中的 B液) ,37 ℃孵育 30 min。

10) PBS冲洗 3次 ,5 min。

11)滴加第 2代辣根过氧化物酶标记链霉卵白素

工作液 (为 SP试剂盒中的 C液) ,37 ℃孵育 30 min。

12) PBS冲洗 3次 ,5 min。

13)新鲜配制的 DAB显色 ,不超过 7 min。

14)自来水冲洗 ,苏木素复染 2 min ,盐酸酒精分

化 15 sec ,中性树胶封片。

113　结果判定标准

PTEN、V EGF蛋白的阳性信号主要存在于腺

泡上皮和导管上皮胞浆中 ,出现黄色或棕黄色颗粒

为阳性染色。采用半定量积分法判断结果 ,阳性细

胞≤5 %为 0 分 ,6 %～50 %为 2 分 , ≥50 %为 3 分 ;

阳性强度淡黄色为 1分 ,棕黄色为 2分 ,棕褐色为 3

分 ;两者积分相乘 ,0分为阴性 ( - ) ,1～3 分为弱阳

性 ( + ) ,4～6分为中度阳性 ( + + ) ,7～9 分为强阳

性 ( + + + ) 。将 ( - + )视为低表达 , ( + + + + + )

视为高表达 ,每例切片选 5个高倍视野进行计数。

114　统计学处理

采用 SPSS1010 统计软件进行统计分析 ,包括

χ检验分析和 Spearman’s检验相关性分析。P <

0105为统计学显著性差异。

2　结　果

211　PTEN、VEGF免疫组化结果

1)免疫组织化学法检测 PTEN 蛋白表达阳性

物质为棕黄色或棕色颗粒 ,主要位于细胞浆 ,少数细

胞核膜见阳性表达物。在良性乳腺肿瘤组织和正常
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乳腺组织中均为中等程度或强阳性表达 (图 1 - 1) ,

PTEN在犬恶性乳腺肿瘤中的高表达的表达率为

67 %(图 1 - 2) 。

2) V EGF染色定位于肿瘤及周围血管、少量肌

上皮细胞浆 ,在肿瘤癌巢边缘增强 ,随着肿瘤恶性程

度的增强 ,V EGF的表达率随之增加 ,V EGF蛋白在

正常犬乳腺组织中高表达率为 3313 %(图 1 - 3) ,在

乳腺肿瘤组织中高表达率为 78 %(图 1 - 4) 。

图 1　PTEN和 VEGF蛋白在犬乳腺肿瘤组织中的表达

Fig. 1　Expression of PTEN and VEGF proteins in canine mammary tumor tissues

1. PTEN蛋白在腺肌上皮瘤中表达阳性 (×200) ;

2. PTEN蛋白在恶性肉瘤中表达阳性 (×200) ;

3. VEGF蛋白在良性肿瘤组织中表达阴性 (×200) ;

4. VEGF在恶性肿瘤组织中表达强阳性 (×200)

212　VEGF、PTEN蛋白表达与临床病理特征的关系

PTEN蛋白在犬正常和良性乳腺肿瘤组织中的

表达为 100 %(26/ 26) ,在犬恶性肿瘤中的表达率为

67 %(8/ 12) ,两者比较有显著性差异 ( P < 0101) 。

乳腺肿瘤组织中 PTEN 蛋白表达与犬的年龄、肿瘤

大小无关 ( P > 0105) ,而与组织学分级和淋巴结转

移有关 ( P < 0101) 。V EGF蛋白在正常乳腺组织中

高表达率为 33. 3 % (2/ 6) ,而在乳腺肿瘤组织中高

表达率为 78 % ( 25/ 32) ,两者比较有显著性差异

( P < 0105) ;乳腺肿瘤组织中 V EGF蛋白表达与患

病犬的年龄、肿瘤大小无关 ( P > 0105) ,而与淋巴结

转移有关 (表 1 ,2) 。

表 1　PTEN蛋白表达与犬乳腺肿瘤临床病理特征的关系
Table 1　Relationship between PTEN and clinicopathological features in canine mammary gland tumors

指　标 参数或级别
PTEN蛋白

n 高表达数 低表达数 高表达率/ % χ P

　年龄/岁 < 8 3 2 1 66. 67
≥8 29 16 13 55. 17 0. 146 0 0. 500 < P < 0. 750

　肿瘤最大直径/ cm < 3 5 3 2 60. 00
≥3 27 13 14 48. 15 0. 237 0 0. 500 < P < 0. 750

　淋巴结转移 无 30 19 11 63. 33
有 2 0 2 0 3. 117 9 < 0. 010

　组织学分级 Ⅰ～Ⅱ 10 2 8
Ⅲ 1 0 1 19. 200 0 < 0. 005
Ⅳ 1 0 1

　正常和良性乳腺瘤组织 26 26 0 100 6. 635 0 < 0. 010

　恶性乳腺肿瘤组织 12 8 4 67
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表 2　VEGF蛋白表达与犬乳腺肿瘤临床病理特征的关系

Table 2　Relationship between the V EGF and clinicopathological featuresin canine mammary gland tumors

指　标 参　数
V EGF蛋白

n 高表达数 低表达数 高表达率/ % χ P

年龄/岁 < 8 3 2 1 66. 67
≥8 29 20 9 68. 97 1. 965 7 0. 1 < P < 0. 25

肿瘤最大直径/ cm < 3 5 3 2 60. 00
≥3 27 20 7 74. 00 0. 413 4 0. 50 < P < 0. 75

淋巴结转移 无 30 22 8 73. 33
有 2 2 0 100. 00 0. 711 1 < 0. 05

正常乳腺组织 6 2 4 33. 3

乳腺肿瘤组织 32 25 7 78. 0 4. 136 < 0. 05

3　讨　论

蛋白酪氨酸磷酸酶 (phosphatase and tensin ho2
molog deleted on chromosometen , PTEN)是继 P53

和 Rb基因之后 ,至今发现的第 1 个具有磷酸酶活

性与肿瘤发生关系密切的抑癌基因。肿瘤的发生是

一个长期、多因素、多阶段作用的过程 ,在这一过程

中癌基因的激活与抑癌基因的失活被认为是其中重

要的事件。随着对 PTEN 研究的深入 ,对其结构特

点、功能机制及信号转导途径等的认识都取得了很

大进展。此外 ,在前列腺癌、子宫内膜癌、黑色素瘤

等多种肿瘤均常伴有染色体 10q等位基因的缺失。

这些均提示第 10 号染色体片段上有与肿瘤相关的

基因存在。1997 年 , Steck 等 3 个实验小组在该位

点发现了一个肿瘤抑制基因并命名为 PT EN [4 ]。

PTEN开放读码框架序列分析表明 ,其编码的蛋白

与细胞骨架蛋白 Tensin 和 auxilin具有明显的同源

性 ,因此被命名为 PTEN [5 6 ]。Stambolic 等发现

PTEN杂合性敲除小鼠 ( PTEN + / - )对乳腺癌高

度易感 ,6 个月后有近一半 (49 %)的雌性小鼠发生

了乳腺癌 ,因此 , PT EN 基因的丢失或变异是导致

乳癌发生发展的重要因素[7 ]。

1) 本实验采用免疫组织化学的方法检测了

PTEN在 32例犬乳腺肿瘤和 6 例正常乳腺组织中

的表达情况 ,结果显示在乳腺癌组织中 PTEN 蛋白

表达的阳性率为 67 % ,而在正常乳腺组织和良性乳

腺肿瘤组织中 PTEN 蛋白的表达阳性率为 100 % ,

两者之间的差异有统计学意义 ,提示 PT EN 基因的

缺失或突变与乳腺癌的发生发展有关。随着肿瘤恶

性程度的增加 ,PTEN蛋白表达的阳性率显著下降 ,

结果表明 , PTEN 蛋白低表达的病例 ,其恶性程度

高 ,更容易出现浸润和转移 ,这一研究结果与人的医

学报道很相近[8 ]。PTEN蛋白表达水平与患病动物

年龄和肿瘤大小无关 ,但与腋淋巴结转移和组织学

分级呈负相关 ,提示 PTEN 蛋白低表达可能与肿瘤

细胞的增殖及浸润转移有相关性。上述结果表明

PTEN 的表达状态与乳腺癌的分化、生长有关 ,反映

了乳腺癌的恶性生物学行为 ;伴有腋淋巴结转移的

乳腺癌组织 PTEN 高表达率显著低于无腋淋巴结

转移者 ,这在一定程度上显示 PTEN 表达的缺失或

减弱有利于乳腺癌的淋巴结转移。其作用机制可能

是 :与细胞骨架蛋白 Tensin同源的 PTEN 在细胞迁

移和肿瘤侵袭转移的 2 条通路上扮演着重要角色 ,

一方面 PTEN 通过抑制局灶黏附激酶 ( FA K)的磷

酸化 ,使 FA K/ P130case通路受阻 ,阻断整合素介导

的细胞迁移和局灶黏附的形成 ,从而抑制细胞的方

向性迁移 ;另一方面 PTEN 通过使 Shc 去磷酸化 ,

阻断 Shc/ MAP K通路 ,抑制细胞的无方向性随机迁

移。PT EN 基因异常引起其磷酸酶活性急剧下降 ,

促进肿瘤细胞的侵袭和转移[9 ]。

2)肿瘤组织的迅速生长、浸润和转移都需要血

管的形成。如果肿瘤内没有血管的形成 ,实体瘤便

不会继续生长 ,也不会转移 ,从而不会危及人与动物

的生命。V EGF (血管内皮生长因子)作为内皮细胞

特异性的有丝分裂原 ,能够高度特异地选择诱导血

管内皮细胞有丝分裂 ,刺激内皮细胞增殖并促进血

管形成 ,增加血管尤其是微小血管的通透性 ,并且使

血浆大分子外渗并沉积在血管外的基质中 ,为新生

血管网的建立提供营养和必须的基质[10 11 ]。此外 ,

V EGF还可以通过自分泌途径直接导致肿瘤细胞某

些不明性状的改变 ,甚至提供肿瘤细胞逃避机体的

免疫监控 ,从而有利于肿瘤的发展。
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3) 本实验发现 ,V EGF在犬良性和恶性乳腺肿

瘤组织中都有表达 ,且随着肿瘤恶性程度的增加 ,

V EGF的表达量也随之增加。这与 Toi、Linderholm

等学者报道的结果相一致[12 13 ]。实验结果还表明 ,

V EGF表达与乳腺肿瘤大小、发病年龄无关 ,而与淋

巴结转移有关。这说明乳腺癌组织中的 V EGF 表

达与肿瘤生长和浸润以及淋巴结转移之间存在着密

切相关性 ,其机制可能是 V EGF通过一系列复杂的

机制诱导血管的形成 ,为肿瘤的生长提供充足的营

养 ,并使肿瘤边缘部分的癌细胞与淋巴管接触增多 ,

或通过静脉2淋巴管吻合处的血管进入淋巴管 ,还可

以增加微血管通透性 ,并诱导新生淋巴管的形成 ,从

而促使肿瘤转移 ,但详细的机制目前尚不十分清楚 ,

有待进一步研究[14 ]。
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