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摘
!

要"目的
!

检测乳腺癌患者外周血中细胞角蛋白
'K

"

#c'K

$和癌胚抗原"

#%N

$

:V$N

的表达!探讨其表达是否可作为判

断外周血微转移及预后的分子生物学指标%方法
!

采用逆转录
"

多聚酶链反应"

V5"W#V

$技术检测
32

例术前乳腺癌患者及
04

例

乳腺良性病变患者外周血中
#c'K

和
#%N:V$N

的表达情况%结果
!

#c'K

和
#%N:V$N

在乳腺癌患者血清中阳性率分别为

D&1&J

和
2010J

!在
04

例乳腺良性患者血清中
#c'K:V$N

阳性率为
010J

!无
#%N:V$N

表达%乳腺癌患者和良性肿瘤患

者血清中
#c'K

&

#%N:V$N

表达阳性率比较差异有统计学意义"

!

$

414'

$%

#c'K

和
#%N:V$N

阳性率与临床分期&淋巴结

转移均有关!二者表达呈正相关"

!

$

414'

$%结论
!

乳腺癌患者外周血中
#c'K

和
#%N:V$N

表达与临床分期密切相关!提示

两项指标有望预测乳腺癌外周血微转移和判断预后%

关键词"乳腺肿瘤#转移#角蛋白
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乳腺癌是中国常见的恶性肿瘤之一#其发病率呈逐年上升

趋势#远处转移是导致患者预后不良的主要原因(外周血是肿

瘤发生远处转移的必经途径(但是目前仍然不清楚乳腺癌发

生'发展和浸润转移的具体分子机制#如果在早期能找到其浸

润转移的指标#对于指导治疗'提高术后生存率有重要的意义(

细胞角蛋白
'K

$

G

@

?.T6>*?-+'K

#

#c'K

&存在于上皮细胞中#间叶

组织$如血液'骨髓'淋巴结等&不表达#是上皮性肿瘤微转移检

测的特异性标志)

'

*

(癌胚抗原$

G*>G-+.6:,>

@

.+-G*+?-

O

6+

#

#%N

&过度表达在肠癌'消化道肿瘤'乳腺癌组织中(血清

#%N

水平与乳腺癌患者的导管受累情况'淋巴结转移数和肿

瘤分期有关(因此
#c'K

和
#%N :V$N

可作为乳腺癌患者

癌细胞进入血液循环的标志(本研究采用逆转录
"

多聚酶链反

应$
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&

技术检测
#c'K

和
#%N :V$N

在乳腺癌外周血中的表达情

况#并探讨其与乳腺癌临床分期'远处转移的相关性#为揭示乳

腺癌的生物学特性及临床治疗提供科学依据(

@

!

资料与方法

@1@

!

一般资料
!

32

例乳腺癌组织均取自
&44D

年
D

月至
&44C

年
''

月广西柳州市人民医院乳腺外科住院患者#均为首次手

术或空芯针穿刺诊断#且未经治疗的原发乳腺癌患者#病理诊

断明确#均为女性(

(%

切片病理分型'

5$/

分期参考.中国

肿瘤病理学分类/#其中
5$/

分期分为
)

期
'4

例#

*

期
'C

例#

+

期
'B

例%无淋巴结转移
'2

例#有淋巴结转移
04

例%病理

类型!浸润性导管癌
&2

例#单纯癌
''

例#黏液腺癌
0

例#导管

内癌
D

例%乳腺良性病变患者
04

例#其中乳腺纤维腺瘤
&4

例#

乳腺囊性增生病
C

例#导管内乳头状瘤
&

例(年龄
'K

'

C'

岁#

平均
32

岁(术前胸部
Z

线'

_

超'

#5

及核磁共振成像全身弥

散等检查未发现远处转移灶(

@1A

!

主要试剂和仪器
!

V5"W#V

检测
#c'K:V$N

试剂盒

$广州达晖生物技术有限公司&%血清
#%N

蛋白试剂盒$美国

N,,.??

公司&%

2B44

型荧光定量
W#V

仪$美国
N_X

公司&(

#c'K

的上游引物为
2;"#NU U5# NU5 UUN UU5 UUN

5"0;

#下游引物为
2;"55#U#N 5U5#N#5#N UUN 5#5

5"0;

%

#%N

的上游引物为
2;"5U5NU#5U55U#NNN5U#

555NUU NNU NNU#"0;

#下游引物为
2;"UUU##N#5U

5UUU#N5#N5UN55UU"0;

(

GA$N

模板对照!

$

&

微球蛋

2'3&

重庆医学
&4''

年
C

月第
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卷第
&3

期

"

基金项目"广西卫生厅科技攻关项目$

f&44B042

&(
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!

通讯作者&
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白的
GA$N

%阳性对照!乳腺癌细胞系
/#["B

的
GA$N

%阴性

对照!人纤维肉瘤细胞系
(5'4C4

%假基因扩增对照!乳腺癌细

胞系
/#["B

的基因组
A$N

(

@1B

!

V5"W#V

法检测
#c'K

'

#%N :V$N

水平
!

$

'

&抽提总

V$N

#抽取每例乳腺癌患者治疗前外周静脉血
2:F

#均为肝

素抗凝(留取血清检测
#c'K

及
#%N:V$N

(用试剂盒提供

的
V$N

提取液提取
V$N

(测光密度值$

.

Q

?-G*E!6+8-?

@

#

YA

&

YA

&D4

'

YA

&C4

#并计算
V$N

含量(操作过程严格无菌并避免污

染($

&

&逆转录反应#制作
#c'K

'

#%N :V$N

基因标志物的

标准品浓度(原标准品浓度为
'4

K

G.

Q@

"

:F

#稀释浓度后分别

为
3̂ '4

C

'

3^'4

B

'

3^'4

D

'

3^'4

2

G.

Q@

"

:F

(配制混合液#每

个反应需
V5

反应液
'C

"

F

#鼠白血病病毒$

/"/Fa

&逆转录酶

'

"

F

#

V$N

酶
'<

#共
&4

"

F

#分别加入
2

"

F

的预变性
V$N

'

3

种浓度标准品'阳性及阴性对照#混匀离心#

0B\

水浴
D4:-+

(

$

0

&定量
V5"W#V

测定#配制
W#V

反应混合液#每个反应所需

W#V

反应液
30

"

F

#

5*

g

%&

"

F

#共计
32

"

F

(取
32

"

F

反应液

分别装入定量
W#V

小管中#取
2

"

FV5

反应物加入上述管#混

匀离心#入定量
W#V

仪(每次检测均同法加入不同浓度的标

准品'阳性及阴性对照(反应程序如下!预变性
K0\&:-+

%

K0\328

#

22\D48

#共
34

个循环%延伸
B&\'4:-+

(记录

结果(反应结束后分析实验数据#仪器自动得出未知标本数值

/

(最终计算结果按下列公式换算!

N

$拷贝数"
"

O

总
V$N

&

`

_

$拷贝数"
"

O

GA$N

&

kYA

&D4

值
2̂

"

D

(

@1C

!

结果判断
!

用
V5"W#V

检测
#c'K:V$N

的表达时#在

实验中用人纤维肉瘤细胞系
(5'4C4

的
GA$N

作为阴性对

照#用乳腺癌细胞系
/#["B

的
GA$N

作为阳性对照#用乳腺癌

细胞系
/#["B

的基因组
A$N

作为假基因扩增对照(结果显

示阴性对照和假基因扩增对照均无扩增条带#而阳性对照有扩

增条带(

#%N:V$N

结果判断!以试剂盒给定的阳性界值#

#%N:V$N

为
'4+

O

"

:F

#高于正常值为阳性(

@1D

!

统计学处理
!

应用
LWLL'014

统计学软件对数据进行
(

&

检验#相对系数采用
;

检验和单因素方差分析(以
!

$

4142

为

差异有统计学意义(

A

!

结
!!

果

A1@

!

#c'K

和
#%N:V$N

在乳腺癌患者外周血中表达
!

在

乳腺癌患者外周血中#

#c'K

和
#%N :V$N

阳性率分别为

D&1&J

'

2010J

%乳腺癌患者与乳腺良性病变患者比较#二者阳

性率差异均有统计学意义$

!

$

414'

&(见表
'

(

表
'

!!

外周血中
#c'K

和
#%N:V$N

表达的检测

!!!

结果(

$

$

J

%)

组别
$ #c'K

阳性
#%N:V$N

阳性
!

值

乳腺癌组
32 &C

$

D&1&

&

&3

$

2010

&

乳腺良性病变组
04 '

$

010

&

4

$

4144

&

$

414'

A1A

!

#c'K

和
#%N:V$N

与乳腺癌病理特征及临床分期关

系
!

乳腺癌外周血
#c'K

与临床分期阳性率差异有统计学意

义$

!

$

414'

&#随着临床分期的增加#

#c'K

阳性率水平呈逐渐

增加趋势(其中
)

'

*

期和
+

期乳腺癌患者
#c'K

阳性表达率

分别为
0414J

'

D'1'J

'

C&13J

%有淋巴结转移阳性率达

C010J

#在有淋巴结转移患者中其阳性率高于无转移者#两两

相比较
#c'K

的阳性表达率差异均统计学意义$

!

$

414'

&(

#%N:V$N

阳性率与临床分期'淋巴结转移相关$

!

$

414'

&(

两者阳性率与肿物大小无关$

!

%

4142

&(见表
&

(

A1B

!

#c'K

和
/#/2

表达的相关性
!

应用
LWLL'014

软件#

采用
;

检验和单因素方差分析
#c'K

和
#%N:V$N

的表达具

有相关性$相关系数法得相关系数
>̀ 41D43

$

!

$

4142

&#

#c'K

和
#%N:V$N

在乳腺癌中的表达呈正相关(见表
0

(

表
&

!!

乳腺癌患者血清
#c'K

和
#%N:V$N

表达与
5$/

分期#肿瘤大小及腋窝淋巴结转移的关系

临床病理参

数
$

#c'K

] h

阳性率$

J

&

!

#%N:V$N

] h

阳性率$

J

&

!

肿瘤大小

!&

&G: '2 D K D414 C B 3D1B

!%

&G: 04 '''K D010

%

4142 '0'B 2D1B

%

4142

5$/

分期

!)

'4 B 0 0414 C & &414

!*

'C B '' D'1' 2 '0 B&1&

!+

'B 0 '3 C&13

$

414' C K 2&1K

$

414'

淋巴结转移

!

无
'2 B C 2010 '& 0 &41&

!

有
04 D &2 C010

$

414' K &' B414

$

414'

表
0

!!

乳腺癌组织中
#c'K

和
#%N:V$N

表达相关性

#%N:V$N

的表达
#c'K

的表达

] h

相关系数

] '0 C

h 3 &4 <̀ 41D43

B

!

讨
!!

论

自
'CDK

年
N8HR.>?H

在外周血中发现癌细胞以来#肿瘤

微转移的概念便在临床中建立起来#并逐渐成为研究热点之

一(血行转移是乳腺癌转移的主要途径之一#如果能在亚临床

阶段检测到微小转移灶#则对肿瘤的分期'治疗和预后有重要

意义(

W>6?E.R

等)

&

*从有远处转移的前列腺癌患者外周血中获

得癌细胞#将其注入裸鼠体内#结果在部分肺内形成了转移灶#

因此#循环血液中检测出癌细胞#在一定程度上表明肿瘤具有

较强的转移倾向#有助于临床肿瘤的分期和治疗方案的选择(

#.?6

等)

0

*报道将乳腺癌患者骨髓中分离出来的癌细胞在体外

克隆#接种于裸鼠可形成肿瘤#亦提示临床检测乳腺癌患者微

转移对预测复发'转移具有重要意义(随着分子生物技术的发

展#尤其是
V5"W#V

技术的成熟和完善#被认为是目前检测外

周血微转移的有效方法(

在乳腺癌分子预后指标的研究上#已发现了多种具有诊断

和治疗价值的标记物)

3

*

(

#c'K

是上皮组织来源的组织特异

性标志#是一相对分子质量为
34^'4

0 的酸性蛋白质#为上皮

细胞骨架的一部分#在恶性上皮细胞中#激活的蛋白酶加速了

细胞角蛋白降解#使得大量片段入血#

#c'K

在乳腺癌发生早

期即上升#且与疗效'肿瘤转移密切相关(其表达与乳腺癌微

转移和疗效密切相关)

2

*

(作为上皮来源肿瘤#表达于上皮来源

性细胞生物学特征的
#c'K

在间叶组织来源的血液中无表达#

基于这一特性#利用
V5"W#V

技术检测血液中
#c'K

可以判断

是否存在微转移(因此在淋巴结'骨髓和外周血中查获上皮膜

抗原和角蛋白的表达阳性#可以认为是乳腺癌诊断及微转移的

指标)

D

*

(

W*>-TH

等)

B

*研究发现其表达缺失和乳腺癌的局部复

发明显显著相关#也和远处的转移和总生存率有关(王梅等)

C

*

研究也发现术后
#c'K:V$N

的表达水平增加与肿瘤术后临

床复发有一定关系#并且认为局部控制好坏与分子水平缓解密

切相关(
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本研究结果显示#

#c'K

和
#%N :V$N

阳性率分别为

D&1&J

'

2010J

%本实验发现
04

例乳腺良性病变患者中有
'

例

#c'K

表达阳性#可能原因为!$

'

&

V5"W#V

灵敏度高#存在假阳

性可能%$

&

&有癌前病变可能(淋巴结转移者和无淋巴结转移

者
#c'K

阳性表达率分别为
C010J

'

2010J

#两两相比较

#c'K

的阳性表达率差异均有统计学意义(结果表明
V5"W#V

技术能检出常规病理检查不能发现的微转移灶#可显著提高对

乳腺癌外周血转移诊断的敏感度及准确率(

乳腺癌患者外周血
#c'K:V$N

的水平在
5$/

分级组

间差异有统计学意义$

!

$

414'

&#并随着临床分期的递增#

#c'K:V$N

的水平及阳性检出率逐渐升高#提示患者发生肿

瘤细胞血行播散的危险随着临床分期的递增有增加的趋势#本

研究结果显示#

*

'

+

期患者
#c'K

的表达水平高于
)

期患者#

各期间
#c'K

表达阳性率差异均有统计学意义(结果与
9.+

O

等)

K

*的报道一致(这些结果提示
#c'K

的表达与乳腺癌的生

物学行为及恶性程度有关#

#c'K

的检测将有助于临床评估乳

腺癌患者的预后(

#%N

是相对分子质量为
'C4̂ '4

0 的糖蛋白#由
DCD

个氨

基酸残基组成#主要表达于胚胎性肿瘤'肺'胃肠'乳腺癌组织#

#%N:V$N

属于上皮组织特异性标志基因#在正常人的间叶

组织不表达#为检测外周血中微转移提供了可能(

#%N

在绝

大多数浸润性导管癌组织中呈阳性#而原位癌'小叶癌的阳性

率仅
04J

#乳腺良性病变很少阳性)

'4

*

#它可以促进肿瘤细胞与

正常细胞的结合#并对肿瘤的转移起重要的作用(

本实验结果显示乳腺癌患者外周血中
#%N :V$N

表达

阳性率为
2010J

#其阳性表达与乳腺良性疾病患者比较差异

有统计学意义#

#%N:V$N

的表达与乳腺癌患者的淋巴结转

移状况'

5$/

分期有相关性#而与肿瘤大小无明显相关性(

乳腺癌患者外周血均可检测出不同表达量的
#c'K

和

#%N:V$N

#综合
#c'K

和
#%N:V$N

阳性率在乳腺癌随临

床分期增高而增加的结果#提示
#c'K

和
#%N:V$N

的表达

可能受到包括肿瘤细胞的特性等多种因素的影响(本组实验

显示#

#c'K

和
#%N:V$N

在病理分布的总阳性率比较接近#

两者在乳腺癌
5$/

分期'淋巴结转移阳性患者中表达呈正相

关关系$

!

$

414'

&(提示
#c'K

'

#%N

基因及蛋白表达变化对

于乳腺癌预后均有不同程度的意义(对基因与乳腺癌预后评

价的进一步研究#尤其是对乳腺癌相关基因及蛋白表达水平的

定量检测和不同基因关联作用及相关新基因的研究#更加明确

基因与乳腺癌的细胞分子生物学关系#这有助于检测肿瘤细胞

的早期血行转移(但结果亦显示
#c'K

和
#%N :V$N

在乳

腺癌外周血中阳性率仅为
D&1&J

'

2010J

#对此可能的解释

有!$

'

&肿瘤细胞可能呈间歇性释放入血)

''

*

%$

&

&由于肿瘤在

基因表达上具有异质性#加上微循环的某种因素#血液循环中

肿瘤细胞也许不表达该基因#有别于组织标本)

'&

*

%$

0

&标志物

的特异性或检测的方法的敏感性有待提高(故本组采用多次

采血'多种肿瘤标志基因联合检测方法以提高检测的阳性率(

综上所述#在乳腺组织中#

#c'K

和
#%N:V$N

均是较可

靠的反映细胞增殖及微转移灶存在的较敏感标记物#它能较准

确地反映细胞的增殖活性#对判断临床分期有一定参考价值#

并可作为肿瘤浸润转移'指导治疗和估计预后的参考指标(
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