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摘要： 目的 探讨分析肝细胞生长因子（HGF）/酪氨酸蛋白激酶MET（c-met）信号通路与乳腺癌侵袭转移的相关性。方法

选择 2018年 3月至 2019年 3月承德医学院附属医院临床术后经病理证实的乳腺癌标本 75例、乳腺纤维腺瘤标本 60例以及癌

旁正常乳腺组织标本 50例。采用 SP免疫组化法以及逆转录聚合酶链反应（RT-PCR）法检测各组织标本HGF、c-met、β连环素

（β-catenin）蛋白表达和mRNA表达情况。结果 HGF［82.67%（62/75）比 48.33%（29/60）比 14.00%（7/50）］、c-met［86.67%（65/
75）比 55.00%（33/60）比 20.00%（10/50）］、β-catenin［78.67%（59/75）比 41.67%（25/60）比 6.00%（3/50）］在乳腺癌组织、乳腺纤维

腺瘤组织以及癌旁正常乳腺组织中的表达均差异有统计学意义（P<0.05）。在乳腺癌、乳腺纤维腺瘤以及癌旁正常乳腺组织中

HGF、c-met mRNA相对表达量差异有统计学意义（P<0.05），其中乳腺癌相对表达量最高、乳腺纤维腺瘤相对表达量次之；而乳

腺癌、乳腺纤维腺瘤以及癌旁正常乳腺组织中β-catenin mRNA相对表达量比较差异无统计学意义（P>0.05）。HGF表达阳性率

与病人 TNM分期、淋巴结转移、肿瘤大小、ER表达、HER-2表达有关（P<0.05）。c-met蛋白表达阳性率与病人肿瘤 TNM分期、

淋巴结转移密切相关（P<0.05）。β-catenin蛋白表达异常率与病人 TNM分期、淋巴结转移、肿瘤大小密切相关（P<0.05）。结

论 乳腺癌组织中HGF、c-met蛋白高表达而β-catenin蛋白异常表达，且HGF/c-met信号通路及β-catenin蛋白与乳腺癌侵袭转

移密切相关。
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Abstract: Objective To investigate the correlation between HGF/c-met signaling pathway and invasion and metastasis of breast
cancer.Methods From March 2018 to March 2019, 75 breast cancer specimens, 60 breast fibroadenoma specimens and 50 normal
breast tissue specimens were selected from the Affiliated Hospital of Chengde Medical College. The expression of HGF, c-met and β-

catenin protein and the expression of HGF, c-met and β-catenin mRNA were detected by SP immunohistochemistry and RT-PCR.Re⁃
sults There were significant differences in the expression of HGF[82.67%(62/75) vs. 48.33%(29/60) vs. 14.00%(7/50)], c-met[86.67%
(65/75) vs. 55.00%(33/60) vs. 20.00%(10/50)] and β-catenin[78.67%(59/75) vs. 41.67%(25/60) vs. 6.00%(3/50)] in breast cancer, breast
fibroadenoma and adjacent normal breast tissues (P<0.05). The relative expression of HGF and c-Met mRNA in breast cancer, breast fi⁃
broadenoma and adjacent normal breast tissues were significantly different (P<0.05), and the relative expression of HGF and c-Met
mRNA in breast cancer was the highest, followed by that in breast fibroadenoma. There was no significant difference in the relative ex⁃
pression of β -catenin protein between breast cancer, breast fibroadenoma and adjacent normal breast tissues (P>0.05). The positive
rate of HGF expression was related to TNM stage, lymph node metastasis, tumor size, ER expression and HER-2 expression (P<0.05).
The positive rate of c-met protein expression was closely related to TNM stage and lymph node metastasis (P<0.05). The abnormal ex⁃
pression rate of β–catenin protein was closely related to TNM stage, lymph node metastasis and tumor size (P<0.05).Conclusions
The expression of HGF and c-Met protein in breast cancer tissues is up-regulated while that of β-catenin protein is abnormal. HGF/c-
met signaling pathway and β-catenin protein are closely related to the invasion and metastasis of breast cancer.
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乳腺癌是女性常见的一种恶性肿瘤，约有

24%~60%的乳腺癌病人因为肿瘤转移而死亡［1-2］。

肝细胞生长因子（Hepatocyte growth factor，HGF）也

被称为扩散因子，是具有促有丝分裂的一种独特的

生长因子［3］。HCF由间充质细胞所分泌，其受体酪

氨酸蛋白激酶MET（c-met）蛋白作为一种阔膜蛋白，

存在于多种上皮细胞膜上［4］。当HCF与 c-met蛋白

发生特异性结合，导致 c-met蛋白酪氨酸激酶活性

的激活，从而使该通路上多种底物蛋白发生磷酸

化，从而调控细胞的增殖和分化［5］。本研究探讨分

析 HGF/c-met信号通路与乳腺癌侵袭转移的相关

性，为了阐明乳腺癌发生发展提供依据，现报告

如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选择 2018年 3月至 2019年 3月承

德医学院附属医院临床术后经病理证实的乳腺癌

标本 75例、乳腺纤维腺瘤标本 60例以及癌旁正常

乳腺组织标本 50例。乳腺癌病理类型均为浸润性

导管癌，正常乳腺组织取自乳腺癌根治术后标本距

离肿瘤（或肿瘤结节）边缘大于 5 cm的区域。75例
乳腺癌病人均为女性，年龄（51.93±7.32）岁，范围为

33~76岁，其中左乳腺 39例、右乳腺 36例，肿瘤直径

≥2 cm病人33例、<2 cm病人42例；TNM分期Ⅰ期21
例、Ⅱ期 25例、Ⅲ期 19例、Ⅳ期 10例；其中伴有淋巴

结转移病人35例、无淋巴结转移病人40例。

1.2 方法

1.2.1 SP免疫组化法 石蜡包埋连续切片 4 µm，
3%过氧化氢孵育 10 min封闭灭活内源性过氧化物

酶；磷酸缓冲盐溶液（PBS）冲洗 5 min后将切片放入

0.01 mL/L枸橼酸缓冲液中微波抗原修复 10 min；加
入山羊血清封闭 60 min（37 ℃），滴加适当浓度的一

抗，37 ℃孵育 60 min后 4 ℃过夜，PBS洗 5 min×3；滴
加羊抗兔/鼠 IgG二抗，室温孵育 15 min，PBS洗 5
min×3；3，3’-二氨基联苯胺四盐酸盐（DAB）显色，苏

木素复染核，封片、观察。使用PBS代替一抗作为阴

性对照。

HGF、c-met判断标准：HGF、c-met以正常黏膜

上皮细胞或肿瘤细胞质或胞核出现棕黄色颗粒为

阳性，阳性表达判断标准：①选取染色均匀的组织

区域，在 400倍视野下计数着色细胞占视野总细胞

的百分数，共随机计数 5个视野，取其平均值，按照

百分数记分，0分：0%；1分：>0%~25%；2分：>25%~
50%；3分：>50%。②按照细胞着色强弱程度评分：0
分：不着色；1分：着色弱；2分：中等着色；3分：着色

强。按照①、②值之和判断结果，0分：阴性（-）；1~2
分：弱阳性（+）；3~4分：中等阳性（++）；5~6分：强阳

性（+++）。

β连环素（β-catenin）判断标准：β-catenin在细

胞膜、细胞质、细胞核 3个部位表达强度进行判断，

正常 β-catenin表达主要定位于细胞膜，当>70%细

胞膜阳性表达为正常表达，反之为细胞膜表达缺

失；当>10%细胞质或细胞核阳性表达为异位表达。

将细胞膜表达缺失以及异位表达均作为异常表达。

1.2.2 逆转录聚合酶链反应（RT-PCR）检测方法

取 100 mg组织（液氮中保存）放入匀浆器中，在冰浴

条件下将组织剪碎后立即加入预冷的 Trizol提取液

1 mL，充分匀浆，根据试剂使用说明提取组织RNA，
使用紫外分光光度计定量RNA含量。参照文献设

计引物［6］，PCR扩增反应条件为：94 ℃预变性 2 min，
94 ℃ 45 s、55 ℃ 30 s、72 ℃ 30 s，共进行 35个循环，

72 ℃ 8 min。将 PCR产物在 1.5%琼脂糖凝胶中进

行电泳，然后使用凝胶图像分析系统进行吸光度扫

描，用目的基因吸光度与甘油醛 -3-磷酸脱氢酶

（GAPDH）吸光度比值表示目的基因的相对表达量。

1.3 统计学方法 采用统计学软件SPSS 22.0，计量

资料采用 x̄ ± s表示，三组比较采用单因素方差分

析，多组间的两两比较采用 SNK法，计数资料采用

“率”表示，组间比较采用 χ 2检验，以P<0.05为差异

有统计学意义。

2 结果

2.1 三种组织中各蛋白免疫组化表达情况 HGF、
c-met、β-catenin在乳腺癌组织、乳腺纤维腺瘤组织

以及癌旁正常乳腺组织中的表达均差异有统计学

意义（P<0.05），见表1。

2.2 三种组织中HGF、c-met、β-catenin mRNA相

对表达情况 在乳腺癌、乳腺纤维腺瘤及癌旁正常

乳腺组织中HGF、c-met mRNA相对表达量差异有统

计学意义（P<0.05），其中乳腺癌最高、乳腺纤维腺瘤

次之；而乳腺癌、乳腺纤维腺瘤以及癌旁正常乳腺

组织中 β-catenin mRNA相对表达量比较差异无统

表1 不同乳腺组织样本中各蛋白免疫组化表达情况比较

组别

乳腺癌

乳腺纤维

腺瘤

癌旁正常

乳腺组织

χ2值
P值

例

数

75
60

50

HGF
阳性/
例

62
29

7
57.549
<0.001

阳性

率/%
82.67
48.33①
14.00①

②

c-met
阳性/
例

65
33

10
55.291
<0.001

阳性

率/%
86.67
55.00①
20.00①

②

β-catenin
异常/
例

59
25

3
64.614
<0.001

异常

率/%
78.67
41.67①
6.00①
②

注：HGF为肝细胞生长因子，c-met为酪氨酸蛋白激酶MET，β-
catenin为β连环素。

①与乳腺癌比较，P<0.05；②与乳腺纤维腺瘤比较，P<0.05。
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计学意义（P>0.05）。见表2、图1。

2.3 HGF 表达与乳腺癌病人病理相关性分析

HGF表达阳性率与病人 TNM分期、淋巴结转移、肿

瘤大小、ER表达、HER-2表达有关（P<0.05）；c-met
蛋白表达阳性率与病人TNM分期、淋巴结转移密切

相关（P<0.05）；β -catenin蛋白表达异常率与病人

TNM分期、淋巴结转移、肿瘤大小密切相关（P<
0.05）。见表3。
3 讨论

目前乳腺癌治疗靶点的研究仍处于起步阶

段［7-8］。HGF可以促进肿瘤细胞的增殖与转移，同时

还可促进肿瘤组织周围血管以及淋巴管的形成，从

而为肿瘤转移提供通道，对肿瘤的转移可能具有促

进作用，并可能与乳腺癌恶变程度有关［9-10］。HGF

表2 三种乳腺组织中HGF、c-met、β-catenin mRNA
相对表达情况/x̄ ± s

组别

乳腺癌

乳腺纤维腺瘤

癌旁正常乳腺组织

F值

P值

例数

75
60
50

HGF
0.894±0.182
0.521±0.094①
0.305±0.065①②
319.778
<0.001

c-met
1.261±0.284
0.877±0.206①
0.512±0.117①②
170.383
<0.001

β-catenin
0.810±0.291
0.794±0.316
0.821±0.335
0.106
0.900

注：HGF为肝细胞生长因子，c-met为酪氨酸蛋白激酶MET，β-
catenin为β连环素。

①与乳腺癌比较，P<0.05。②与乳腺纤维腺瘤比较，P<0.05。

注：1—DNA分子标记物（Maker）；2—肝细胞生长因子（HGF）；3—
酪氨酸蛋白激酶MET（c-met）；4—β连环素（β-catenin）；5—GAPDH。
图1 PCR显示HGF、c-met及β-catenin在75例乳腺癌组织中的表达

表3 HGF、c-met、β-catenin表达与乳腺癌病人75例临床病理相关性分析/例（%）
临床病理特征

年龄

≥50岁
<50岁

TNM分期

Ⅰ~Ⅱ期

Ⅲ~Ⅳ期

淋巴结转移

是

否

肿瘤大小

≥2 cm
<2 cm

ER
阳性

阴性

PR
阳性

阴性

HER-2
阳性

阴性

Ki-67
<14%
≥14%

例数

41
34

46
29

35
40

33
42

49
26

34
41

24
51

31
44

HGF
阳性

35（85.37）
27（79.41）

34（73.91）
28（96.55）

33（94.29）
29（72.50）

32（96.97）
30（71.43）

45（91.84）
17（65.38）

29（85.29）
33（80.49）

24（100.00）
38（74.51）

27（87.10）
35（79.55）

χ 2值
0.460

6.362

6.183

8.413

8.295

0.300

7.400

0.724

P值

0.498

0.012

0.013

0.004

0.004

0.584

0.007

0.395

c-met
阳性

37（90.24）
28（82.35）

36（78.26）
29（100.00）

34（97.14）
31（77.50）

28（84.85）
37（88.10）

43（87.76）
22（84.62）

30（88.24）
35（85.37）

20（83.33）
45（88.24）

27（87.10）
38（86.36）

χ 2值
1.002

7.274

6.233

0.169

0.145

0.132

0.339

0.008

P值

0.317

0.007

0.013

0.681

0.703

0.716

0.560

0.927

β-catenin
阳性

32（78.05）
27（79.41）

32（69.57）
27（93.10）

33（94.29）
26（65.00）

31（93.94）
28（66.67）

40（81.63）
19（73.08）

27（79.41）
32（78.05）

19（79.17）
40（78.43）

25（80.65）
34（77.27）

χ 2值
0.021

5.872

9.540

8.190

0.741

0.021

0.005

0.123

P值

0.886

0.015

0.002

0.004

0.389

0.886

0.942

0.726

注：HGF为肝细胞生长因子，c-met为酪氨酸蛋白激酶MET，β-catenin为β连环素，ER为雌激素受体，PR为孕激素受体，HER-2为人类表

皮生长因子受体2（HER采用免疫组化检验，+++作为阳性），Ki-67为细胞增殖核抗原。
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由间充质细胞所分泌，其受体 c-met蛋白作为一种

跨膜蛋白，在多种上皮细胞膜上均有表达［11］。当

HGF与 c-met蛋白发生特异性结合之后，可激活 c-
met受体蛋白的酪氨酸激酶活性，调控肿瘤细胞的

增殖与分化［12］。β-catenin是一种重要的胞内蛋白，

是具有癌基因潜能的转录激活蛋白，同时也是配体

蛋白（Wnt）/连环蛋白（Catenin）信号通路中的一种

信号转导分子，是细胞间重要的黏附分子之一，在

肿瘤发生、发展、侵袭以及迁移过程中具有着重要

作用［13-14］。研究显示，HGF/c-met介导的信号通路可

促使Wnt/Catenin信号通路传导分子 β-catenin酪氨

酸残基发生磷酸化，使β-catenin不能与上皮钙黏素

胞内部分结合形成复合体，从而降低细胞间黏附作

用，而影响肿瘤组织的侵袭和迁移［15-16］。

本研究结果显示，在乳腺癌组织中，HGF、c-met
蛋白表达阳性率显著高于乳腺纤维腺瘤以及癌旁

正常乳腺组织，而 β-catenin蛋白表达异常率（包括

细胞膜表达缺失以及异位表达）显著高于乳腺纤维

腺瘤以及癌旁正常乳腺组织。与学者相关研究［17-18］

结果相似，提示在乳腺癌中，HGF/c-met信号通路处

于高表达状态，且β-catenin异常表达明显升高。此

外，RT-PCR结果显示，HGF、c-met mRNA相对表达

量在乳腺癌组织中最高，乳腺纤维腺瘤次之，进一

步证实了HGF、c-met在乳腺癌组织中的高表达；而

β-catenin mRNA在三种不同组织中的相对表达含量

无明显差异，可能考虑β-catenin在正常组织中均有

表达，而在乳腺癌组织中出现表现为表达异常，通

过 RT-PCR法仅代表mRNA表达相对含量，而无法

定位具体表达部位［19］。

此外，本研究结果显示，HGF表达阳性率与病

人 TNM分期、淋巴结转移、肿瘤大小、ER表达、

HER-2表达有关（P<0.05）；c-met蛋白表达阳性率与

病人 TNM分期、淋巴结转移密切相关（P<0.05）；β-

catenin蛋白表达异常率与病人TNM分期、淋巴结转

移、肿瘤大小密切相关（P<0.05）。HGF、c-met、β -

catenin蛋白与乳腺癌疾病进展、肿瘤侵袭转移具有

着密切的联系［20-21］，其中HGF蛋白表达与ER表达、

HER-2表达有关，提示 HGF/c-met信号通路、β -

catenin蛋白可能为乳腺癌侵袭转移的调控机制之

一，还需进一步深入研究分析。

综上所述，乳腺癌组织中HGF、c-met蛋白高表

达而 β-catenin蛋白异常表达，且HGF/c-met信号通

路及β-catenin蛋白与乳腺癌侵袭转移密切相关。
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