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肿瘤坏死因子 -琢在乳腺肿瘤中的表达及其与影像学特征的关系 *
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摘要 目的：检测乳腺肿瘤中肿瘤坏死因子 琢(Tumor necrosis factor alpha，TNF-琢)表达及其与影像学特征的关系。方法：利用免疫
荧光和流式细胞术检测MDA-MB-231及MCF-7乳腺癌细胞中 TNF-琢的表达；收集 82例经病理证实的乳腺疾病患者组织及其

病理资料、影像学资料，通过免疫组化检测乳腺组织 TNF-琢的表达，并分析其表达量与病理特征及影像学特征之间的关系。结果：
TNF-琢在MDA-MB-231细胞中呈高表达，恶性乳腺肿瘤组织中 TNF-琢的表达显著高于乳腺良性肿瘤，其表达量与淋巴结转移、
TNM分期相关、核磁共振(MRI)强化是否均匀、钼靶 X射线的边界的平滑度形状是否规则以及 B超中彩色血流信号强弱均显著

相关(P<0.05)。结论：乳腺肿瘤组织中 TNF-琢呈异常高表达，且与乳腺肿瘤的某些影像学特征密切相关。
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The Expression of Tumor Necrosis Factor Alpha in Breast Neoplasms and Its
Relationship with Imaging Manifestations*

To detect the expression of tumor necrosis factor alpha in (TNF alpha) breast cacner and its relationship

with imaging features. Using immunofluorescence and flow cytometry to detect the expression of TNF-琢 in MDA-MB-231 and

MCF-7. Collect 82 patients with mammary gland disease, which was confirmed by pathological tissue, its pathological data, imaging da-

ta, and by immunohistochemistry to detect the expression of TNF-琢 in breast tissues, and analyze and the relationship between its ex-

pression and the pathological features and imaging characteristics. TNF-琢 high expression in MDA-MB-231, the expression of

TNF-琢 in malignant breast tumor tissue significantly higher than that in benign tumor, the expression quantity associated with lymph

node metastasis, TNM stages, strengthen uniform in MRI, the boundary and the shape of the X-ray Mammography (P=0.01), and color

flow signal strength in ultrasound (P<0.05). TNF alpha in breast tumor tissue was unusually high expression, and is closely

related to some of the imaging features of breast tumor.
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前言

乳腺癌是全球女性癌症死亡的重要因素[1]，其治疗方法和

预后主要取决于肿瘤的早期诊断和早期治疗，早期诊断是降低

乳腺癌死亡率最重要的手段[2]。现阶段，CA153以及 CEA为临

床上公认的较好诊断乳腺癌的指标，但是研究报道其敏感性和

特异性并不一致且只有在晚期时才表现出相对较高的诊断效

能[3,4]。肿瘤坏死因子 琢(TNF-琢)是一种已知的炎性因子，而当乳
腺癌微环境中存在炎性反应时，其侵袭力会增加并导致不良预

后[5,6]。本研究检测了 TNF-琢在乳腺癌不同阶段的表达以及其
与乳腺癌病理特征之间的关系。影像学是诊断乳腺癌常用的检

查手段[7]，以超声、钼靶 X线摄片以及核磁共振(MRI)较为常

用。为探讨 TNF-琢的表达与乳腺癌的影像学征象的相关性，本
研究收集了中南医院 2014- 2015年收治的乳腺癌病例进行回

顾性分析，结果报道如下。

1 资料与方法

1.1 细胞培养

人类乳腺癌细胞株 MCF-7 和 MDA-MB-231 购自 Ameri-

can Type Culture Collection。细胞接种于含 10 %已加热灭活

(56℃, 30 min)的胎牛血清(FCS; Sijiqing)，100 U/mL penicillin,

100 mg/mL streptomycin 的 RPMI-1640培养基中 (GIBCO)，于
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37℃，5 % CO2培养箱中生长。

1.2 免疫荧光

细胞接种于 6孔板中的玻片上生长过夜，4 %多聚甲醛进

行固定，用预冷的 PBS浸洗三次，含 5 %奶粉的 PBS室温下封

闭 1 h，TNF-琢抗体于 4℃冰箱中孵育过夜。在预冷 PBS浸洗

三次，每次 5 min之后，Alexa Fluor 488标记的 anti-mouse IgG

在室温下孵育 1 h，经 PBS充分洗涤后用含 DAPI(与 DNA结

合)的封片剂封片，显微镜下观察拍照(Olympus)。

1.3 流式细胞术

消化贴壁的MDA-MB-231及MCF-7细胞，调整至 105个

/mL，加入 TNF-琢抗体，37℃孵育 1 h，期间每隔 15 min震荡混

匀一次，PBS洗涤，室温孵育 Alexa Fluor 488标记的二抗 30

min，洗涤 3次后上机检测。

1.4 病例资料

资料来源于中南医院 2014年 3月至 2015年 12月进行乳

腺影像学检查且手术经病理确诊的 82例乳腺疾病患者，均为

女性，年龄 22- 82岁，平均年龄(48.6± 12.8)。临床病理特征包

括：年龄、组织分型、TNM分期、淋巴结转移、肿瘤大小、更年期

情况。

1.5 免疫组化检测

手术中切取乳腺癌及其癌旁组织，进行固定后制作为蜡

块。4 滋m厚的石蜡切片于脱蜡剂中进行脱蜡(2× 10 min)，通过

下行酒精梯度进行水化:100 %酒精 (2× 10 min)，95 %酒精(5

min)，80 %酒精(5 min)，70 %酒精(5 min)，蒸馏水(5 min)。利用

高压蒸汽发修复抗原，3 % H2O2(30 min)去除内源性过氧化物

酶，PBS浸洗后，与二抗同源的山羊血清室温封闭 1 h，TNF-琢
抗体于 4 ℃冰箱中孵育过夜。PBS浸洗 (3× 10 min)，使用

SABC试剂盒对二抗进行放大作用，DAB显色。

1.6 影像学检查

由中南医院影像科提供收集的乳腺疾病患者的超声，钼靶

X线摄片以及MRI等影像学结果。

1.7 统计学分析

记录患者的基本情况及临床资料，计数资料采用 SPSS

17.0统计软件进行 x2检验，以 P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 免疫荧光检测乳腺癌细胞 TNF-alpha的表达

MDA-MB-231及 MCF-7细胞培养后制成爬片，anti- TNF-

琢作为一抗时，Alexa Fluor 488标记二抗，在 488 nm激发光下，

MDA-MB-231 和 MCF-7 细胞膜呈现绿色荧光 (Alexa Fluor

488)，且MDA-MB-231细胞的荧光强度较高；以同型 IgG做同

型对照时，未见细胞膜出现荧光。在紫外激发下，细胞核呈现蓝

色荧光(DAPI)(图 1)。

图 1 乳腺癌细胞 TNF-琢的免疫荧光图片
(A), (C) IgG同型对照组; (B), (D)实验组：anti-TNF-alpha作为一抗；(A)，(B) MDA-MB-231细胞；(C)，(D) MCF-7细胞。

Fig. 1 Breast cancer cell immunofluorescence images of TNF-琢
(A), (C) IgG isotype control group; (B), (D) experimental group: anti - TNF - alpha as the antibody; (A), (B) the MDA-MB-231 cells; (C), (D) MCF-7 cell.

2.2 流式细胞术检测乳腺癌细胞 TNF-琢的表达
与空白对照相比，(58.5± 8.6) %的 MDA-MB-231 细胞被

TNF-琢 抗体结合；与空白对照相比，只有 (1.8± 0.78) %的

MCF-7细胞与抗体结合。MDA-MB-231细胞 TNF-琢的表达显
著高于MCF-7细胞，差异具有统计学意义(P<0.05)(图 2)。

2.3 免疫组化检测乳腺肿瘤组织中 TNF-琢的表达及其与病理
特征的关系

82例乳腺疾病患者中，46位年龄 <50，40位女性处于更年

期，导管癌 63例，小叶癌 8例，8例良性纤维腺瘤以及 3例增

生性疾病。在 71例恶性肿瘤中，处于 I-II期的患者 33例，处于

III-IV期有 38例，其中 44例发生了淋巴结转移，31例肿块大

于 2 cm。

在 82例组织中，TNF-琢阴性表达者 8例，其中 4例(6.3 %)

是恶性肿瘤中的导管癌，其余 4例良性肿瘤分别是 3例(37.5

%)纤维腺瘤，1例(33.3 %)增生。乳腺癌组织中 TNF-琢的表达显
著高于乳腺良性肿瘤(P<0.05)。4例乳腺癌全部发生在未发生

淋巴结转移的患者以及 TNM 分期处于 III-IV 期的患者中。

TNF-琢的表达与乳腺癌淋巴结转移和 TNM分期显著相关(P

<0.05)。

2.4 乳腺肿瘤组织中 TNF-琢与影像学特征的关系
2.4.1 TNF-alpha的表达与MRI结果的关系 收集的病例中，

有 48位患者进行了乳腺核磁共振检查。根据 MRI成像特征，

将其分为边缘、图像增强模式以及强化类型(表 2)，结果显示

TNF-琢的表达与是否均匀强化显著相关(P=0.01)(图 3)。

2.4.2 乳腺肿瘤组织中 TNF-琢的表达与钼靶 X射线特征的关

系 收集的病例中，82位患者都进行了乳房钼靶 X射线检查

(图 4)。根据钼靶 X射线成像特征，我们纳入了边界、密度和形

状三个描述特点(表 3)，结果显示 TNF-琢的表达与边界的平滑
度(P=0.01)以及形状是否规则(P=0.04)显著相关。

2.4.3 乳腺肿瘤组织中 TNF-琢的表达与 B超特征的关系 收

集的病例中，46位患者都进行了乳房 B超检查。根据 B超成像

特征，研究纳入了边界、回声以及彩色血流信号三个描述特点

(表 4)，结果显示 TNF-琢的表达与彩色血流信号显著相关(P=0.

03)，血供丰富且血流信号增强的部位，TNF-琢表达量增加。
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图 2流式细胞术结果

(A), (C)空白对照组; (B), (D)实验组: anti-TNF-alpha作为一抗；(A), (B) MDA-MB-231细胞；(C) , (D) MCF-7细胞；(E)直方图。

Fig.2 The results of low cytometry

(A), (C) blank control group; (B), (D) experimental group: anti - TNF - alpha as the antibody; (A), (B) the MDA - MB - 231 cells; (C), (D) MCF - 7 cell;

(E) histogram.

表 1 乳腺癌组织中 TNF-琢的表达与病理特征之间的关系(n=82)

Table 1 The relationship between TNF-琢 expression and clinicopathological features of breast cancer(n=82)

Clinicopathologic parameters Number of cases (%)
TNF-琢

x2 P
- +

Age

<50 46 (56.0) 6 40 1.29 0.26

≥ 50 36 (44.0) 2 34

Menopause

Yes 40 (48.8) 5 35 0.67 0.41

No 42 (51.2) 3 39

Histologic subtype

Ductal carcinoma 63 (76.8) 4 59 10.58 0.01

Lobular carcinoma 8 (9.8) 0 8

Mammary gland fibroma 8 (9.8) 3 5

Hyperplasia 3 (3.6) 1 2

TNM stages

I-II 33 (46.5) 7 26 6.10 0.01

III-IV 38 (53.5) 1 37

Tumor size

<2 cm 40 (56.3) 5 35 0.14 0.71

≥ 2 cm 31 (43.7) 3 28

Lymph node metastasis

Yes 44 (62.0) 1 41 7.10 0.01

No 27 (38.0) 6 21

3 讨论

肿瘤坏死因子 -琢(tumor necrosis factor-琢，TNF-琢)是一种由
激活的 T细胞、单核 /巨噬细胞、NK细胞等分泌的细胞因子[9]，

最早由 E.A Carswel等在 1975年发现，因其能使多种肿瘤发生

出血性坏死而得名。随后研究者发现 TNF-琢除了能直接杀伤
肿瘤外，还有众多其他的生物学功能，其广泛参与炎症反应、免

疫调节、感染性休克、恶病质等生理和病理过程[10]。TNF-琢是公
认的炎症因子，在风湿性关节炎、结肠炎等疾病中都起着至关

重要的作用[11-13]。近来的研究显示炎症在乳腺癌的发生和进展
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图 3 核磁共振结果与免疫组化结果对比

王艳，浸润性导管癌，右乳可见 3.8× 3.5 cm大小肿块。(A)剪影；(B)T2WI；(C)T1增强前；(D)T1增强后；

(E)乳腺癌组织以 anti-TNF-alpha作为一抗的免疫组化图。

Fig. 3 The results of MRI compared with immunohistochemical results

Yan Wang, Infiltrating ductal carcinoma, right breast visible 3.8× 3.5 cm lump size. (A) silhouette; (B) T2WI; (C) before T1 enhancement;

(D) after T1 enhancement; (E) the immunohistochemical figure of breast cancer tissue : anti - TNF - alpha.

过程中发挥了重要的作用[14,15]。炎性细胞因子通过其多效、重叠

及协同活性调节机体的生理功能，参与各种细胞的增殖、分化

和凋亡，影响肿瘤的发生发展[16]。TNF-琢是一把双刃剑，可以通

过破坏肿瘤血管而使得肿瘤细胞凋亡，但在同时 TNF-琢通过
促进肿瘤产生血管生成素导致肿瘤血管形成，从而导致肿瘤的

发展和转移[17-19]。

表 2 乳腺肿瘤组织中 TNF-琢的表达与核磁共振成像特征之间的关系(n=48)

Table 2 The relationship between TNF-琢 expression and MRI features of breast tumor(n=48)

MRI Number of cases (%)
TNF-琢

x2 P
- +

Borderline

Smooth margin 12 3 9 3.65 0.06

Irregularity margin 36 2 34

Photo enhance mode

I 10 3 7 5.62 0.06

II 29 1 28

III 9 1 8

Enhancement patterns

non cyclic reinforcement 23 4 19 2.30 0.13

cyclic reinforcement 25 1 24

Homogenous enhancement 26 0 26 6.60 0.01

Heterogeneous enhancement 22 5 17

本研究通过细胞学和组织学实验发现 TNF-琢在乳腺癌中
表达增高。对比 MDA-MB-231和MCF-7细胞，TNF-琢在高转
移性恶性乳腺癌MDA-MB-231[20]细胞中呈高水平表达，而在恶

性程度较低的 MCF-7 细胞中呈低表达甚至不表达。此外，

TNF-琢 在恶性乳腺肿瘤中的表达要高于良性肿瘤，并且与
TNM分期以及淋巴结转移高度相关。临床分期较高或者存在

淋巴结转移的患者，乳腺肿瘤组织中 TNF-琢水平较高，提示
TNF-琢与乳腺癌的发展和转移相关，与前期研究一致。现阶段
CA153以及 CEA为临床上公认的较好诊断指标，但是其敏感

性和特异性在很多研究报道不一且只有在晚期时才表现出相

对较高的诊断效能。本研究结果表明 TNF-琢作为抗体应用于
乳腺癌的诊断具有一定的意义。
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图 4 钼靶 X线结果与免疫组化结果对比

(A)韩红，浸润性导管癌，右乳外上限可见约 3.4× 3.0 cm高密度块影，形状不规则，边缘不整，可见点状钙化; (B)韩红乳腺癌组织以

anti-TNF-alpha作为一抗的免疫组化图；(C)田香兰，乳腺增生，右乳可见 2.0× 1.7 cm圆形块状影，边缘清晰，未见毛刺状；(D)田香兰乳腺组织以

anti-TNF-alpha作为一抗的免疫组化图。

Fig. 4 The results of X-ray Mammography compared with immunohistochemical results

(A) Hong Han, the infiltrating ductal carcinoma, right breast outside the ceiling is about 3.4× 3.0 cm high density shadow, irregular shape, edge is not

whole, visible dotted calcification; (B) Hong Han, the immunohistochemical figure of breast cancer tissue in anti - TNF - alpha as the antibody;

(C) Xianglan Tian, hyperplasia of mammary glands, right breast visible 2.0× 1.7 cm round block, clear edge, no burr shape; (D) Xianglan Tian, the

immunohistochemical figure of breast cancer tissue in anti - TNF - alpha as the antibody.

目前，临床上诊断乳腺癌主要基于两种途径，一种途径是

传统的影像学检查，包括超声、电子计算机断层扫描(Computed

Tomography，CT)、磁共振成像 (Magnetic Resonance Imaging,

MRI)、钼靶 x线摄影(Molybdenum Target Radiography)、核素扫

描及正电子发射体层显像 (Position emissioncomputed tomogra-

phy，PET)等；另一种途径是糖蛋白抗原 -153(carbohydrate anti-

gen-153，CA153)、癌胚抗原(carcino-embryonic antigen，CEA)为

代表的肿瘤标志物血清学检查。尽管随着影像设备的日臻完

表 3 乳腺肿瘤组织中 TNF-琢的表达与钼靶 X射线成像特征的关系(n= 82)

Table 3 The relationship between TNF-琢 expression and X-ray Mammography features of breast tumor (n= 82)

B ultrasound Number of cases (%)
TNF-琢

P
- +

Borderline

Smooth margin 8 1 7 0.45

Spicules of margin 38 2 36

Echo

Uniform 11 1 10 0.69

Nonuniform 35 2 33

Color blood flow signal

Unapparent 9 2 7 0.03

Increase 37 1 36

X-ray Mammography Number of cases (%)
TNF-琢

p
- +

Borderline

Smooth margin 19 5 14 0.01

Spicules of margin 63 3 60

Density

high 25 4 21 0.21

low 57 4 53

Shape

Roundness 18 4 14 0.04

Irregularity 64 4 60

表 4 乳腺肿瘤组织中 TNF-琢的表达与 B超特征的关系(n=46)

Table 4 The relationship between TNF-琢 expression and B ultrasound features of breast tumor (n= 46)
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善，通过多种影像检查相结合已能实现对肿瘤直径 2-3cm的小

肿瘤的筛查[21]，但对肿瘤直径小于 1cm的微肿瘤而言，受分辨

率的限制仍无法准确清楚地识别，并且大部分检查对患者还存

在电离辐射损伤。HER-2、PR和 ER等是经典的乳腺癌肿瘤标

志物，但在确诊的患者中，阳性率并不高，无法对三阴乳腺癌进

行诊断，并且在良性乳腺增生中也有增高表现，因此单独应用

血清肿瘤标志物水平诊断乳腺癌存在一定的局限性。

影像学中核磁共振、钼靶以及 B超都是乳腺疾病的检测方

法，医生根据乳房的征象对乳房疾病进行判断。研究表明当乳

房中出现肿块，且边缘不齐，有毛刺状，出现环化和均匀增强，

形状不规则，彩色血流信号增高等征象，肿瘤的恶性几率增高
[22-24]。同时，影像学也是乳腺疾病筛选的重要方法[25]。本研究结

果显示 TNF-琢的表达与这些影像学征象有一定的相关性。在
血供丰富以及质地均匀增强的乳腺肿瘤中，TNF-琢的表达量增
加。乳腺癌的影像学征象按 BI-RADS标准分级[26]，当乳房中出

现肿块且边缘不齐，有毛刺状，出现环化和均匀增强，形状不规

则，彩色血流信号增高等征象，肿瘤的恶性几率增高[22]。分级越

高、恶性几率越大的乳腺组织，TNF-琢的表达越高。TNF-琢的表
达与乳腺癌的发生和发展存在一定的联系。这为以后 TNF-琢
抗体在乳腺肿瘤中的应用起着一定的指导性意义，且其具有无

创性和无辐射性，可作为一种很好的肿瘤标志物，指导非手术

的乳腺肿瘤患者进行化疗选药。但 TNF-琢在乳腺癌中的作用
机制还需要进一步研究。

综上所述，乳腺肿瘤组织中 TNF-琢呈异常高表达，且与乳
腺肿瘤的某些影像学特征密切相关。目前，曲妥珠单抗

(Trastuzumab) 又名 " 赫赛汀 " 是临床上应用非常广泛的

TNF-琢抗体[27,28]，与其他药物一样，赫赛汀的的疗效也是因人而

异，本研究结构提示可根据影像学结果指导患者用药。
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