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CST6蛋白的表达与骨质疏松及乳腺癌骨转移预测模
型建立

张洋 李义强+ 刘坤

佳木斯大学附属第一医院，黑龙江佳木斯154003
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摘要：目的探讨CST6蛋白表达与乳腺癌骨转移的关联性、骨转移与骨质疏松间的关系。探索临床病理参数与骨转移的关

联，建立骨转移预测模型，以期为患者进行前瞻性治疗，减少骨不良事件，减缓骨质疏松与骨转移两者恶性循环的进程。方法

收集本院乳腺癌病人术后病理标本。用免疫组化法检出癌组织及癌旁正常组织CST6表达水平，统计每个病例的骨密度值、

临床病理参数，探讨CST6与病理参数、骨转移与骨密度、骨转移与CST6及病理参数间是否两两相关，建立骨转移预测模型并

判定确切率。结果①骨转移组癌组织中CST6阳性率较无转移组及正常乳腺组织明显降低。②CST6阳性率与肿瘤大小、临

床分期及腋窝淋巴结转移情况有关。③骨转移加重骨质疏松，且与年龄、性别相比，其对骨质疏松影响更大。④乳腺癌骨转

移与CST6水平、腋窝淋巴转移情况、病程分期、病理分级、HER一2和ER水平有关。结论 乳腺癌组织中CST6阳性率和癌灶

大小、病程分期、腋窝淋巴转移情况呈负相关。CST6降低及骨质疏松与骨转移存在恶性相关，临床Ⅲ期、组织学Ⅲ级、ER及

HER．2阳性增大乳腺癌骨转移风险。建立乳腺癌骨转移预测模型，可用于临床预测患者骨转移概率。
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The association of protein expression of CST6 with osteoporosis and establishment of prediction

model of bone metastasis in breast cancer
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Abstract：Objective To investigate the correlation between protein expression of CST6 and bone metastasis in breast cancer，to

explore the relationship between osteoporosis and bone clinical parameters with bone metastasis and tO build prediction model of bone

metastasis，with a view tO a prospective treatment for patients，tO minimize adverse events and to slow down the process of vicious

cycle between osteoporosis and
bone metastasis． Methods Immunohistochemistry was used tO detect CST6 expression level in

cancer and adjacent normal tissue groups．BMD data and clinicopamological parameters of each case were obtained． Statistical

analyses were performed to determine their relevance to bone metastasis，tO establish bone metastasis prediction model and tO test it

accuracy．Results①Positive expression rate of CST6 in bone metastases group is lower than that of the other group，including

normal tissue．②Expression of CST6 is correlated to tumor size，clinical stage and axillary lymph node metastasis．③Bone

metastasis aggravated osteoporosis，and its effect on osteoporosis is greater than that of age and sex．④The bone metastasis in

breast cancer is correlated to the expression of CST6，lymph node metastasis，clinical stage，histological grade，expression of HER一

2 and ER．Conclusion The positive expression of CST6 in breast cancer is negatively correlated to tumor size，clinical stage，and

axillary lymph node metastasis．The reduction of expression level of CST6 and osteoporosis are associated with bone metastases in

breast cancer．Clinical stage III，histological gradeⅢ，ER and HER一2 expression are major risk factor for bone metastasis in breast

cancer．We established breast cancer bone metastasis prediction model，and it can be used clinically to predict the risk of bone

metastases in breast cancer patients．

Key words：Breast cancer；CST6；Bone metastasis；Osteoporosis；Prediction model

基金项目：佳木斯大学研究生科技创新项目(YZ2016-029)

}通讯作者：李义强，Email：719508018@qq．com

骨是乳腺癌远处转移最常见部位⋯2|，且骨髓

可掩护癌细胞躲避人体自身免疫行为和药物治疗，
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导致复发转移。

细胞外基质(ECM)是防止肿瘤侵袭转移的重

要藩篱，可被多种酶如基质金属蛋白酶、半胱氨酸蛋

白酶等降解，从而促使癌细胞转移∞o。半胱氨酸蛋

白酶抑制剂(cysteine proteinase inhibitor，cystatin，

CST)超家族通过与半胱氨酸蛋白酶结合，阻止其水

解ECM而发挥抑制作用H1。半胱氨酸蛋白酶抑制

剂M(CST6或cystatin M／E)是乳腺癌的候选抑癌基

因，抑制癌细胞分裂增殖、浸润及细胞黏附，可能在

乳腺癌骨转移中参与重要调控"。0|。

骨质疏松源于骨吸收形成失衡。转移瘤细胞侵

入骨髓腔后，干扰细胞间调控。成骨细胞和破骨细

胞释放生长因子改变骨髓微环境，刺激迁移至此的

癌细胞增殖且产生相关因子提升破骨细胞活性，破

坏骨质；而骨质破坏后也可释放生长因子促进癌细

胞分裂增殖，继而造成恶性循环¨1’12 J。

研究表明¨3|，在软组织、骨、内脏转移三者中，

骨转移具有较好预后，这也更加坚实了我们探索如

何预测及尽可能延缓骨不良事件的意义。

1材料和方法

1．1一般资料

收集佳木斯大学附属第一医院2011年12月至

2016年5月，术前未经治疗的乳腺癌患者改良根治

术后病理石蜡标本，分为术后发生骨转移组和未发

生骨转移组各40例。每例标本均采集癌组织及术

后切自癌细胞阴性的乳腺组织。收集每个病例最近

一次的骨密度数据(骨转移组采集经确诊为骨转移

时的骨密度值即可)。

1．2方法

1．2．1试验方法：免疫组化法：标本均经福尔马林

固定，石蜡包埋存档，2肛m切片。EliVisionⅢsuper／

HRP(放大聚合物法／辣根过氧化物酶)免疫组化染

色检测CST6在组织中的表达。实验方法严格按照

说明书进行操作。骨密度测量：患者骨密度数据均

由我院XR-46双能x线骨密度仪(美国，Norland)

测得。检测时患者采用统一标准体位，扇形扫描人

体腰椎及全髋区的BMD值。

1．2．2结果判定：参照最新全国免疫组化技术与诊

断专题研讨会标准，判断细胞着色强度及着色率。

骨质疏松诊断标准遵循中国老年学学会骨质疏

松委员会(OCCGS)标准差诊断法：一个或一个以上

部位丁值低于同性别峰值骨量2标准差(一

2．0SD)，也可依照OCCGS百分率诊断法，即骨量下

降25％。

1．3统计学处理

采用SPSS 20．0软件分析数值，运用四格表卡

方(∥)检验、Fisher’S精确检验、行×列表的疋2检

验、Spearman相关分析以及Logistic回归模型多因

素分析，P<0．05为标准，建立骨转移预测模型。

2 结果

2．1 CST6在乳腺正常组织、癌组织中的差异性表

达

CST6镜下呈现为均匀细小棕褐色或棕黄色颗

粒，主要位于胞质，其在乳腺正常组织、未发生骨转

移组癌组织及转移组乳腺癌组织中阳性率分别为：

85．00％(68／80)、75．00％(30／40)、42．50％(17／

40)。CST6在正常乳腺组织、未发生骨转移组乳腺

癌组织中表达明显高于骨转移组的乳腺癌组织，差

异有统计学意义(矿分别为23．3l和8．72，P<

0．0125)。

2．2 乳腺癌中CST6的表达与临床病理的关系

分析CST6水平与患者临床病理间的关系，见

表1可知：CST6阳性率与癌灶大小、临床分期、腋窝

淋巴结转移均有显著相关(P<0．05)；与年龄、孕激

素受体(PR)、组织分级、雌激素受体(ER)、人类表

皮生长因子受体2(HER．2)、抑癌基因(p53)、细胞

增殖相关核抗原(Ki-67)和钙黏蛋白(E．cadherin)无

显著相关(P>0．05)。

表1乳腺癌中CST6蛋白的表达及与临床病理的关系

Table 1 Expression of CST6 protein in breast cancer and

its relationship with clinicopathological parameters
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2．3骨质疏松与骨转移的相关性分析

采用卡方检验和Spearman相关分析，结果表

示：骨质疏松与骨转移显著相关，与年龄、性别无明

显相关。见表2、3。

表2骨质疏松与性别、年龄、骨转

移卡方检验相关性分析

Table 2

age

Correlation between osteoporosis and sex，

and bone metastasis by chi-square test

表3骨质疏松与性别、年龄、骨转移

Spearman检验相关性分析

Table 3 Correlation between osteoporosis and sex，

age and bone metastasis by Spearman test

1253

2．4 CST6与乳腺癌骨转移的spearman相关分析

癌灶中CST6阳性的患者里只有17(17／47)例

出现骨转移(36．17％)，而在CST6阴性的患者里，

则是23(23／33)例骨转移(69．70％)。Spearman相

关分析结果显示：乳腺癌中的CST6表达与骨转移

事件呈负相关(r=一0．3301，P=0．0017，P<

0．05)，有显著统计学意义。

2．5乳腺癌骨转移与临床病理因素的相关性分析

乳腺癌骨转移的高发与组织学分级高、临床分

期晚、腋窝淋巴结转移、ER和HER一2的阳性表达、

CST6的阴性表达有关(P<0．05)；而与年龄、肿瘤

大小、绝经情况、PR、p53、E．cadherin和Ki-67不相

关(P>0．05)。见表4。

表4乳腺癌骨转移与临床病理资料的关系

Table 4 Relationships between bone metastasis in breast cancer and clinical pathological data

病理参数 组别 例数
骨转移

转移率％
分析

有 无 工2 P}

年龄(岁)

肿瘤大小(cm)

组织学分级

临床分期

腋窝淋巴转移

ER

≤45

45—60

≥60

≤2

2—5

≥5

I

Ⅱ

Ⅲ

I+Ⅱ

Ⅲ

+

一 50 20 30 40．00

∞

∞

：兮

∞

∞

：兮

仉

n

m

n

m

m

>

>

<

<

<

<

∞

∞

∞

"

5

"

土

互

⋯

&

一

i∞筋巧∞∞∞盯∞舵凹∞竹如盯如孔能∞弱酡M∞醯”"韶”的

0毖m均”，m堰他弘0

m如m

0

m丝n勉，：屹拍尥螺丝墙加M弛弛弛∞o坦如强弱拼弛驰如

万方数据



1254 主垦量亟煎墼苤查!!!!芏!!旦箜丝鲞笙!!塑垡!!!!Q!!!!P!塑!Q!!!!竺!!!!!!!!!!：塑!：!!

骨转移 分析
病理参数 组别 例数

有 无
转移率％

X2 P}

注：卡方检验、行X列表卡方检验，n=0．05，‘P<0．05

2．6乳腺癌骨转移的非条件Logistic回归多因素

分析

对骨转移有统计学相关的病理因素：CST6、组

织学分级、临床分期、腋窝淋巴结转移情况、ER、

HER．2。对其进行Logistic回归多因素分析，根据表

5和6建立Logistic回归模型，其方程为：Logit(P)=

一81．245+21．948Xl+10．043X2(1)+17．836X2

(2)+1．352X3+10．467X4+8．315X5—7．838X6结

果显示：腋窝淋巴转移未进入方程(P>0．05)，

CST6、组织学分级、临床分期、ER、HER一2进入方

程(P<0．05)，组织学III级、临床III期、ER及HER

一2阳性表达均是增加乳腺癌骨转移概率的危险因

子，CST6阳性表达是其保护因素。对模型进行似然

比G检验(a=0．05)，模型成立(G=13．525，P<

0．05)。将以上病例代人此模型进行判定，概率P=

1／1+exp[一(仅+∑bjxj)]，判别为可能不发生和可

能发生骨转移时分别为P<0．5和P≥0．5。对上述

病例未发生及发生骨转移的判定准确率分别为

85％和95％，平均切确率为90％。

表5变量及哑变量赋值

Table 5 Variable and dummy variable assignment

表6乳腺癌骨转移Logistic回归模型分析

Table 6 Logistic regression analysis of bone metastasis in breast cancer

影响因素
偏回归系数

(B值)

标准误

(SE)

Wald值

(Waid)

自由度

地方

P值

(Sig)

相对危险度

(RR)

x1临床分期 7．523 2

x、l临床分期(1) 2．195 0．733 8．967 1

xl临床分期(2) 1．564 0．751 4．337 1

x2组织学分级 7．262 2

0．023

0．014

O．031

7．460

4．821

x，组织学分级(1) 2．104 0．756 7．745 1 0．003 8．478

x，组织学分级(2) 1．178 0．414 8．096 1 0．002 3．084

X，ER 0．352 0．078 20．366 1 0．004 1．674

X。Her-2 0．467 0．243 3．693 l 0．005 2．149

x。腋窝淋巴结转移 1．831 0．354 26．753 l 0．058 5．373

X。CST6 —2．783 0．729 14．574 l 0．001 0．072

常数项 1．812 0．181 100．221 1 0．004 0．216

3 讨论

目前已有较多研究尝试从基因和细胞层面探寻

乳腺癌骨转移的机制，虽有一定进展，但能真正应用

到临床解决骨转移实际问题的方法仍然很少‘1 4。。

3．1乳腺组织中CST6的表达

CST6表达于正常乳腺上皮细胞，多项研究表明

其在乳腺癌细胞系中的表达下调或缺失。本实验显
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示CST6在病变中的表达虽较正常组织低，但无统

计学意义，而值得一提的是，骨转移组癌组织中CST

阳性率较无骨转移组癌组织及癌旁组织低，且有显

著差异。可设想CST6在乳腺癌原发过程中的参与

并不占重要地位，而在转移的恶性生物学行为中发

挥重要作用，Shridhar等‘7o的研究也是一个很好的

佐证。

3．2 CST6的表达与临床病理的关系

本实验显示CST6表达与肿瘤大小、临床分期、

腋窝淋巴结转移状况有关，与其他临床病理因素的

关系无统计意义。Vigneswaran等。1 5。的研究指出，

乳腺癌标本中CST6的表达随肿瘤增大而升高。这

与本文结论相反。提示CST6可能抗肿瘤细胞凋

亡。Shridhar等。叫的研究将CST6克隆人人乳腺癌

细胞，发现其能显著地抗肿瘤细胞增殖，而CST6的

原核表达产物同天然cystatin M一样，具备半胱氨

酸蛋白酶抑制作用但无抗增殖作用。因此，CST6抗

增殖不是通过抑制半胱氨酸蛋白酶的路径，CST6

翻译后修饰可能在抗增殖作用的发挥中起着关键作

用。综上，要想明确肿瘤大小与CST6表达的关系

及CST6抗增殖的机制，需要更多样本和不同检测

方法。

3．3骨质疏松与骨转移

骨转移和骨质疏松间有一定相互性，这与

Zheng。20。等的结论一致。控制骨质疏松可能对治疗

骨转移有协同作用，甚至可能会延缓乳腺癌骨转移

的病情发展。Grady等。2川使用治疗骨质疏松的雷洛

昔芬，发现其能降低患浸润性乳腺癌的绝经妇女的

骨转移率。双膦酸盐作为一种破骨细胞抑制剂，降

低破骨细胞数目并控制其活动，抑制骨吸收，从而控

制骨痛。通过如上论述，其在骨转移方面的效用有

望进行新的评估。

3．4 CST6与乳腺癌骨转移

CST6对半胱氨酸蛋白酶中的Legumain(豆荚

蛋白)和cathepsin B、L(组织蛋白酶B、L)具有强效

抑制，而二者活性与乳腺癌的侵袭转移存在正相关。

因此，CST6与半胱氨酸蛋白酶的调节失衡在乳腺癌

的侵袭转移中扮演重要角色。1“”1。CST6的表达水

平与乳腺癌骨转移存在显著负相关。至此便可在临

床上针对不同患者个体化治疗，对高风险者提前干

预，以降低肿瘤骨转移率，改善患者预后。我们大胆

假设，重组CST6能作为一种药物，用于抑制临床上

的骨转移。

3．5乳腺癌骨转移与临床病理因素

关于乳腺癌骨转移的临床病理危险因素的研

究，各学者结论不尽相同。分析本实验病例资料发

现骨转移与临床分期、组织学分级、HER-2、ER、

CST6有关。临床分期是转移的主要高危因素之一，

组织学的高分级、HER．2的阳性表达代表肿瘤具有

更高的恶性程度和侵袭性，这与国内外多数研究观

点一致。ER状态与骨不良事件的关联则存在争议，

部分学者认为ER阳性患者术后经内分泌治疗后无

病生存期长，复发转移率较低，预后较好。

3．6骨转移高危性的预测模型

本模型主要运用于预测乳腺癌骨转移，以便指

导临床个体化的前瞻性治疗。但本模型的建立所用

样本数目较少，更精确的模型需要基于更多样本资

料。可将新样本代人模型来预测转移可能，并通过

临床实践进一步修正模型。

综上所述，该实验探讨了CST6在乳腺正常组

织和癌组织中的表达水平及临床病理因素与骨转移

间的关联，建立了转移预测模型，为研发能预防或延

缓其骨转移的药物提供了新的思路。另一方面，本

研究病例数目较少，研究方法相对单一，针对CST6

在乳腺癌进展过程中发挥的明确作用的探索，还需

更多临床样本，不同检测方法来更深人的研究。
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