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［摘 要］ 目的：观察人滋养层细胞表面抗原2（TROP2）和血管内皮生长因子受体2（VEGFR2）在三阴性乳腺癌中的表达及与

临床病理因素和预后的相关性。方法：应用免疫组化（两步法）检测151例三阴性乳腺癌、137例非三阴性乳腺癌、48例乳腺良

性肿瘤以及48例正常乳腺组织中TROP2和 VEGFR2的蛋白表达情况，结合临床病理资料综合分析其临床意义和预后价值。

结果：TROP2和VEGFR2分别在乳腺癌细胞的细胞膜和细胞质表达。TROP2和VEGFR2蛋白在三阴性乳腺癌中高表达，阳性

率高于非三阴性乳腺癌、乳腺良性肿瘤和正常乳腺组织，并且TROP2和VEGFR2共同在三阴性乳腺癌高表达，高于非三阴性

乳腺癌，差异有统计学意义。三阴性乳腺癌组织中TROP2阳性表达、VEGFR2阳性表达，以及TROP2和VEGFR 2在三阴性乳

腺癌中的共同高表达与患者的组织学分级、临床分期、远处转移有相关性。TROP2和VEGFR2蛋白共同高表达是三阴性乳腺

癌的独立预后指标。结论：TROP2和VEGFR2可以作为三阴性乳腺癌新的分子靶点，有望用于三阴性乳腺癌的预后评价和免

疫靶向治疗。
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［Abstract］ Objective：To observe the expressions of human trophoblast cell surface antigen 2（TROP2）and vascular endothelial
growth factor receptor 2（VEGFR2）in triple negative breast cancer（TNBC），and explore their correlation with clinicopathological
factors and prognosis. Methods：The expressions of TROP2 and VEGFR2 in 151 cases of TNBC，137 cases of non⁃TNBC，48 cases of
benign breast tumor and 48 cases of normal breast tissues were detected by immunohistochemical method（two⁃step method）. Results：
TROP2 and VEGFR2 were expressed in the cell membrane and cytoplasm of breast cancer cells，respectively. The TROP2 and
VEGFR2 protein was highly expressed in TNBC，and their positive rates were higher than those in non⁃TNBC，benign breast tumor and
normal breast tissues. The co⁃expression of TROP2 and VEGFR2 in TNBC was higher than that in non⁃ TNBC，and the difference was
statistically significant. The positive expressions of TROP2 and VEGFR2 in TNBC tissues and the high co⁃expression of TROP2 and
VEGFR2 in TNBC were associated with the histological grade，clinical stage and metastasis of patients. The high co ⁃ expression of
TROP2 and VEGFR2 proteins is an independent prognostic index of TNBC. Conclusion：TROP2 and VEGFR2 can be used as a new
molecular target for TNBC，which can be expected to facilitate the prognosis evaluation and immune⁃targeting treatment of TNBC.
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乳腺癌是一种高度异质性的肿瘤，其中三阴性

乳腺癌（triple negative breast cancer，TNBC）是一种

特殊的亚型，指雌激素受体（estrogen receptor，ER）、

孕激素受体（progesterone receptor，PR）、人类表皮生

长因子受体2（human epidermal growth factor receptor
type2，HER2）均为阴性表达的乳腺癌，其特征是细

胞分化低、复发风险高［1- 3］、肿瘤负荷大［4- 5］、预后

差。由于没有相应的激素受体或HER2的表达，所

以内分泌治疗及抗HER2靶向治疗均不能成为治疗

TNBC的有效方法［6-8］。目前对于TNBC的主要治疗

方法是手术切除和化疗，但是针对TNBC的常规化

疗药物临床疗效并不理想。因此，寻找TNBC新的

分子靶点是目前亟待解决的问题［9］。

人滋养层细胞表面抗原 2（human trophoblast
surface antigen 2，TROP2）是一种细胞表面钙调节信

号蛋白，调节细胞内的钙信号转导［10］，在胰腺癌、卵巢

癌、胃癌等肿瘤组织高表达，可促进肿瘤细胞的增殖

和侵袭转移［11-13］。血管内皮生长因子受体2（vascular
endothelial growth factor receptor 2，VEGFR2）与肿瘤

的生成和转移相关。目前尚没有TROP2在TNBC中

表达与预后的研究报道，TROP2和 VEGFR2两者在

TNBC中的共同表达也未见研究报道。本文应用免

疫组化染色观察TROP2和VEGFR2在TNBC中的表

达及与TNBC患者临床病理因素、总生存期（overall
survival，OS）的关系，为TNBC的免疫治疗和靶向治

疗提供新的分子标志物。

1 对象和方法

1.1 对象

本实验标本选自 2009—2014年南京医科大学

附属肿瘤医院外科手术的乳腺癌患者，共288例，其

中三阴性乳腺癌 151例、非三阴性乳腺癌 137例。

患者年龄35~77岁，平均年龄54岁。所有患者术前

均未接受过放、化疗和免疫治疗。纳入研究的患者

临床病理资料包括：年龄、组织学分级、临床分期、

肿瘤大小、淋巴结转移情况和是否远处转移，并采

集患者5~10年内生存随访信息。OS为从患者确诊

到死亡的时间，最后一次随访时患者的生存情况纳

入统计。另选取48例乳腺良性肿瘤和48例正常乳

腺组织作为对照组。本实验经过南京医科大学医

学伦理委员会批准和患者的知情同意。

1.2 方法

1.2.1 组织芯片制备

所有标本均以4％中性缓冲甲醛溶液固定24 h，

常规石蜡包埋、HE染色。观察所有乳腺组织的HE
切片，确定典型的病变部位，并做好标记。应用Tis⁃
sue Microarrayer System Quick Ray（UNITMA公司，韩

国）制作乳腺癌组织芯片，核心组织直径为2 mm，设

计的组织阵列为6×10。制作完成的组织芯片蜡块以

每张厚度 3 μm连续切片，贴附于 Thermo免疫组化

防脱黏附载玻片上制作成组织芯片。

1.2.2 免疫组化（IHC）染色（二步法）

一抗制备：兔抗人TROP2单克隆抗体原液（Ab⁃
cam公司，英国），稀释比例为1∶500；兔抗人VEGFR2
多克隆抗体原液（北京中杉金桥），稀释比例为1∶250。

免疫组化染色采用二步法，参照文献［13］，按

EnvisionTM peroxidase kit（Dako公司，丹麦）试剂盒说

明书进行操作。

1.2.3 免疫组化染色结果判断

TROP2和VEGFR2表达水平评分采用半定量H⁃
score法。根据阳性表达强度分为4个级别，无色为0
分，黄色为1分，棕黄色为2分，深棕色为3分；取4个
表达强度相对应的视野，计算阳性细胞百分比，得出

一个平均阳性细胞比，两者得分相乘。最小评分为

“0”（无染色），最大评分为“300”（100％阳性细胞乘以

3+染色强度）。利用X⁃tile软件对数据进行分析，依据

乳腺癌患者的生存预后情况，将TROP2 和VEGFR2
表达情况分为高表达（+）和低或无表达（-），计算出

cut off值。TROP2的IHC评分在0~125分为低或无表

达，126~300分为高表达；VEGFR2的 IHC评分在 0~
120分为低或无表达，121~300分为高表达。

1.3 统计学方法

所有数据分析采用SPSSl8.0统计软件。利用X⁃
tile 软件计算出 cut ⁃ off 值，再将 IHC 染色结果

（TROP2 和 VEGFR2 共同表达水平）分成 4 组：

TROP2 和 VEGFR2 共同高表达组、TROP2 高表达

VEGFR2低表达组、TROP2低表达VEGFR2高表达

组、TROP2和VEGFR2共同低表达组，不同组别间

的比较采用独立样本 t检验或者卡方检验（T < 1或
者n < 40，用Fisher确切概率法检验），患者的生存预

后分析采用Kaplan⁃Meier 方法，Log⁃rank检验用来

比较不同组别间的生存曲线，Cox回归模型用来对

变量间的单因素和多因素危险值进行分析。P ≤
0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 TROP2和VEGFR2蛋白在乳腺癌中的表达

免疫组化染色显示 TROP2在乳腺癌细胞膜和
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细胞质中都有表达，VEGFR2在乳腺癌细胞质中表

达，呈棕黄色染色（图 1）。TROP2在三阴性乳腺癌

中阳性表达率为70.19%（106/151），高于非三阴性乳

腺癌（54.74%，75/137）、乳腺良性肿瘤（18.75%，9/48）
和正常乳腺组织（12.5 %，6/48）。VEGFR2在三阴性

乳腺癌中的阳性表达率为 45.03%（68/151），高于非

三阴性乳腺癌（32.85%，45/137）、乳腺良性肿瘤

（27.08%，13/48）和正常乳腺组织（25.00%，12/48），

差异均有统计学意义（P均< 0.05，表 1）。三阴性乳

腺癌中 TROP2 和 VEGFR2 共同阳性表达率为

30.46%（46/151），高于非三阴性乳腺癌（21.17%，29/

137）、乳腺良性肿瘤（10.42%，5/48）和正常乳腺组织

（8.33，4/48），差异均有统计学意义（P均< 0.05）。
2.2 TROP2和VEGFR2的表达与三阴性乳腺癌临

床病理因素之间的关系

对 151例三阴性乳腺癌组织标本中 TROP2和

VEGFR2的蛋白表达情况和临床病理资料进行分

析。结果显示，三阴性乳腺癌组织中TROP2阳性表

达、VEGFR2阳性表达，以及 TROP2和 VEGFR2蛋

白 共 同 高 表 达 与 组 织 学 分 级（χ2=31.099，P <
0.001）、临床分期（χ2=18.918，P < 0.001）、远处转移

（χ2=9.241，P=0.026）有相关性，与患者年龄、肿块

E

DCBA

F G H
A：低分化三阴性乳腺癌TROP2（IHC评分：280分）；B：高分化三阴性乳腺癌TROP2（IHC评分：160分）；C：乳腺良性肿瘤Trop2（IHC评分：0

分）；D：正常乳腺组织TROP2（IHC评分：40分）；E：低分化三阴性乳腺癌VEGFR2（IHC评分：290分）；F：高分化三阴性乳腺癌VEGFR2（IHC评

分：150分）；G：乳腺良性肿瘤VEGFR2（IHC评分：0分）；H：正常乳腺组织VEGFR2（IHC评分：20分），低倍镜：×40，高倍镜：×400。
图1 免疫组化检测乳腺癌组织中TROP2和VEGFR2蛋白表达

Figure 1 Expressions of TROP2 and VEGFR2 protein in breast cancers by IHC
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大小、是否绝经、淋巴结是否转移没有明确相关性

（表 2）。

2.3 TROP2和VEGFR2蛋白高表达与三阴性乳腺

癌患者生存预后相关性分析

利用单因素Cox回归分析模型对三阴性乳腺癌

患者5年生存率与TROP2和VEGFR2蛋白表达的相

关性以及三阴性乳腺癌患者的临床病理资料进行

分析。结果显示，三阴性乳腺癌患者的不良生存预

后与 TROP2 和 VEGFR2 蛋白共同阳性表达（HR=
2.011，95%CI：1.069~8.009，P < 0.001）、临床分期

（HR=2.291，95%CI：1.526~3.316，P < 0.001）、肿瘤大

小（HR=8.920，95%CI：5.416~14.281，P < 0.001）、远

处转移（HR=6.356，95%CI：3.618~16.734，P < 0.001）
有相关性（表 3）。多因素Cox回归模型分析结果显

示，TROP2 和 VEGFR2 蛋白共同阳性表达（HR=
1.623，95%CI：1.324~2.116，P=0.026）、临 床 分 期

表1 TROP2和VEGFR2蛋白在乳腺癌组织中的表达

Table 1 Expressions of TROP2 and VEGFR2 in breast cancers

χ2和P值分别与三阴性乳腺癌比较。

组织类型

三阴性乳腺癌

非三阴性乳腺癌

乳腺良性肿瘤

正常乳腺组织

例

数

151
137
048
048

低或无（-）
45（29.81）
62（45.26）
39（81.25）
42（87.5）0

高（+）
106（70.19）
075（54.74）
009（18.75）
006（12.50）

χ2值

—

7.347
39.522
49.279

P值

—

0.007
<0.001
<0.001

低或无（-）
83（54.97）
92（67.15）
35（72.92）
36（75.00）

高（+）
68（45.03）
45（32.85）
13（27.08）
12（25.00）

χ2值

—

4.474
4.862
6.080

P值

—

0.034
0.027
0.014

TROP2+

VEGFR2+

46（30.46）
29（21.17）
05（10.42）
4（8.33）

χ2值

—

8.239
49.676
57.641

P值

—

0.041
<0.001
<0.001

［n（%）］

TROP2表达 VEGFR2表达

表2 三阴性乳腺癌中TROP2和VEGFR2蛋白表达与临床病理因素的关系

Table 2 The relationship between the expressions of TROP2 and VEGFR2 and clinicopathological factors in TNBC

临床病理因素

年龄（岁）

≤60
>60

组织学分级

Ⅰ
Ⅱ
Ⅲ

绝经

是

否

临床分期

0+Ⅰ+Ⅱ
Ⅲ +Ⅳ

T分期

Tis+ T1+ T2

T3+ T4

N分期

pN0

pN1

pN2

pN3

M分期

M0

M1

TROP2+VEGFR2+

（n=46）

19（31.67）
27（29.67）

05（16.67）
19（32.20）
22（35.48）

25（30.86）
21（30.00）

15（24.59）
31（34.44）

21（30.43）
25（30.49）

04（17.39）
10（33.33）
3（8.57）

19（35.85）

07（12.06）
39（41.94）

TROP2-VEGFR2+

（n=22）

08（13.33）
14（15.38）

5（8.06）
07（11.86）
10（33.33）

12（14.81）
10（14.29）

8（8.89）
10（14.49）

14（22.95）
12（14.63）

08（34.78）
04（13.33）
05（14.29）
5（9.43）

7（7.52）
15（25.86）

TROP2+VEGFR2-

（n=60）

24（40.00）
36（39.56）

04（13.33）
25（42.37）
31（50.00）

32（39.51）
28（40.00）

16（26.23）
44（48.89）

26（37.68）
34（41.46）

7（30.43）
11（36.67）
19（54.29）
23（43.40）

22（37.93）
38（40.86）

TROP2-VEGFR2-

（n=23）

09（15.00）
14（15.38）

11（36.67）
08（13.56）
4（6.45）

12（14.81）
11（15.71）

16（26.23）
7（7.78）

12（17.39）
11（13.41）

04（17.39）
05（16.67）
08（22.86）
06（11.32）

14（24.14）
9（9.68）

P值

0.984

<0.001

0.998

<0.001

0.913

0.251

0.026

χ2值

00.157 0

31.099

00.039

18.918

00.525

11.378

09.241

［n（%）］
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（HR=1.368，95%CI：1.192~2.361，P=0.031）、远处转

移（HR=5.764，95%CI：4.686~9.634，P < 0.01）是三阴

性乳腺癌的独立预后因素。Kaplan⁃Meier和 Log⁃
rank方法分析三阴性乳腺癌患者生存曲线结果显示，

TROP2和VEGFR2蛋白共同高表达三阴性乳腺癌患

者的总体生存时间明显低于TROP2和VEGFR2蛋白

同时低表达或无表达患者的总体生存时间（图2）。
3 讨 论

现代医学治疗肿瘤的基础是肿瘤分子分型，采用

化疗、放疗和分子靶向治疗相结合的治疗方法，而三

阴性乳腺癌对于化疗、放疗都不敏感，且缺乏特异性

的分子靶点，目前没有有效的分子靶向药物［14］。复发

转移性 TNBC 患者的总生存期仅为1~2年［15］。所以

寻找三阴性乳腺癌新的治疗靶点是目前亟待解决

的问题。

TROP2首先发现于胚胎发育的胎盘滋养层细

胞表面，在人滋养层上皮细胞中高表达。有研究发

现TROP2在胃癌、口腔上皮鳞状细胞癌、胰腺癌等

上皮来源的恶性肿瘤中高表达［13，16-17］，在女性生殖

系统恶性肿瘤如卵巢癌［18］、宫颈癌以及男性前列腺

癌中也高表达［19］。但 TROP2在正常组织中低表达

或者不表达。研究表明，TROP2是一种细胞表面钙

调节信号蛋白，调节细胞内的钙信号转导，与人体

多种肿瘤的发生、发展有关［11-12］。VEGFR2是VEGF
的受体，它与配体VEGF结合后通过一系列调控机制

促进血管内皮细胞分裂、增殖、迁移，从而在肿瘤血管

生成中发挥重要作用，是公认的肿瘤血管生成最重要

的影响因子，在多种实体肿瘤中均高表达。

本文结果显示，三阴性乳腺癌中TROP2阳性表

达率、VEGFR2阳性表达率，以及TROP2和VEGFR2
共同阳性表达率均明显高于非三阴性乳腺癌、乳腺

良性肿瘤和正常乳腺组织，差异具有统计学意义。

通过对三阴性乳腺癌患者的临床病理资料分析，发

现三阴性乳腺癌组织中TROP2阳性表达、VEGFR2
阳性表达，以及TROP2和VEGFR 2的共同高表达均

与患者的组织学分级、临床分期、远处转移相关。多

因素Cox回归模型分析结果显示，TROP2和VEGFR2
共同高表达是三阴性乳腺癌的独立预后因素。

TROP2和VEGFR2共同阳性表达患者的OS明显低

A：依据TROP2和VEGFR2共同表达情况进行生存分析；B：依据远处转移情况进行生存分析；C：依据临床分期进行生存分析。

图2 Kaplan⁃Meier和Log⁃rank方法分析乳腺癌患者生存曲线

Figure 2 Analysis of survival of breast cancer patients by Kaplan⁃Meier and Log⁃rank methods
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表3 三阴性乳腺癌患者生存预后情况的单因素和多因素Cox回归分析

Table 3 Univariate and multivariate analysis of prognostic factors for overall survival in TNBC

影响因素

TROP2+VEGFR2表达（低和无 vs. 高）

年龄（≤60岁 vs. >60岁）

组织学分级（Ⅰvs.Ⅱvs. Ⅲ）

绝经前后比较

临床分期（0+Ⅰ+Ⅱvs. Ⅲ+Ⅳ）

T分期（Tis+T1+T2 vs. T3+T4）

N分期（pN0 vs. pN1 vs. pN2 vs. pN3）

M分期（M0 vs. M1）

95%CI
1.069~8.009
0.667~1.537
0.521~1.052
0.492~1.374
1.526~3.316
5.416~14.281
0.519~1.192
3.618~16.734

HR
2.011
1.031
1.015
0.829
2.291
8.920
0.761
6.356

P值

<0.001
0.768
0.911
0.541

<0.001
<0.001
0.421

<0.001

95%CI
1.324~2.116

—

—

—

1.192~2.361
—

—

4.686~9.634

HR
1.623
—

—

—

1.368
—

—

5.764

P值

0.026
—

—

—

0.031
—

—

<0.001

单因素分析 多因素分析
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于两者共同阴性表达的患者。本研究结果提示

TROP2和VEGFR2可以作为三阴性乳腺癌新的分

子靶点，可用于评价患者的预后。

TROP2在肿瘤中介导的信号通路机制尚不完

全明确。有研究表明，TROP2 蛋白丝氨酸位点在蛋

白激酶 C作用下磷酸化［20］，激活丝裂原活化蛋白激

酶途径（MAPK），从而促进细胞周期进程［21］。

TROP2与 Integrin β⁃1、Talin 蛋白形成复合物共同增

强局部黏着斑激酶 FAK 的作用，通过降低肿瘤细胞

之间的黏附力来促进肿瘤细胞的侵袭和转移［21］。

所以，TROP2与肿瘤细胞的侵袭和转移密切相关。

VEGF是促血管生成因子，VEGFR2在VEGF的信号

转导及血管内皮生成中起主导作用［22］。目前已发

现酪氨酸激酶受体介导VEGFR2的信号转导途径，

VEGFR2磷酸化位点的磷酸化可激活MAPK/ERK的

级联反应，从而介导血管内皮细胞的增殖［23］，并可通

过 FAK 通路调控肿瘤细胞的扩散［24- 26］。通过对

TROP2和VEGFR2相关信号通路的分析，可以发现

两者都可介导MAPK通路和FAK通路，从而调节肿

瘤细胞的增殖、侵袭和转移。

目前没有文献报道 TROP2和VEGFR2的表达

是否与内分泌因素有关。本研究 TROP2和 VEG⁃
FR2在三阴性乳腺癌中的阳性表达率高于非三阴性

乳腺癌，推测TROP2和VEGFR2在三阴性乳腺癌中

的表达可能受到激素水平等的影响，这有待于进一

步研究探讨。

综上所述，TROP2和VEGFR2在三阴性乳腺癌

中高表达，与组织学分级、临床分期和远处转移相

关，是三阴性乳腺癌的独立预后因素，提示 TROP2
和VEGFR2可以作为三阴性乳腺癌新的分子靶点。

本实验室已制备抗人TROP2单克隆抗体，可以特异

性识别肿瘤的TROP2抗原［17］，有望用于三阴性乳腺

癌的免疫治疗和靶向治疗。
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括病毒和细菌间、多种病毒间、多种细菌间混合感

染。由于多重病原体感染人体，可能形成复杂的致

病机制，增加了病毒变异的风险，因此更应重视混

合感染的问题［12］。不同于云南省呼吸道混合感染情

况以MP合并其他病原为主［12］，武汉市以ADV合并感

染多见［13］，南京市主要是SP合并其他病原感染，提示

一直以来FRS感染优先考虑病毒感染的同时，也要重

视SP感染，针对相似临床表现的病例应加强病原的

全面监测与检测，以便采取合理治疗措施。本次监测

中，HMPV、HBoV等病毒有少量检出，由于对这些呼

吸道病毒的监测时间不长，阳性样本数较少，因此，对

它们在南京地区的流行规律还有待进一步研究。

通过对南京市常见呼吸道病原的研究，初步揭

示了近两年南京市 FRS的病原谱及各病原流行特

征。接下来，需进一步完善和深入监测工作，提高

南京市呼吸道病原监测能力，为临床诊疗和防控策

略的制定提供帮助和依据。
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