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·临床研究·

乳腺小黏蛋白在检测乳腺癌患者外周

血微转移中的意义

仲雷　张建国　郭宝良　杨学伟　单明

【摘要】　目的　探讨乳腺小黏蛋白（ｓｍａｌｌｂｒｅａｓｔ
ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｕｃｉｎ，ＳＢＥＭ）ｍＲＮＡ作为检测乳腺癌患者外周血微
转移指标的临床意义。方法　用巢式逆转录聚合酶链反应
（ＮｅｓｔｅｄＲＴＰＣＲ）法检测２２例女性胃癌、１６例结／直肠癌、１０７
例乳腺癌、４０例乳腺纤维腺瘤患者和２７例健康志愿者外周
血中ＳＢＥＭｍＲＮＡ的表达情况。结果　１０７例乳腺癌患者外
周血中ＳＢＥＭｍＲＮＡ有５７例表达，阳性率为５３．２７％，其余对
照组中ＳＢＥＭｍＲＮＡ表达均为阴性。两组比较差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０５）。ＳＢＥＭｍＲＮＡ的阳性表达与患者的淋巴结
转移状况和ＴＮＭ分期均有相关性（Ｐ均＜００１）；而与患者的
年龄、原发肿瘤大小、病理类型、ＥＲ、ＰＲ等无相关性（Ｐ＞
０．０５）。结论　ＳＢＥＭｍＲＮＡ特异表达于乳腺癌患者的外周
血，可能成为检测乳腺癌患者外周血中微转移和判断预后的

指标之一。

【关键词】　乳腺癌；　微转移；　巢式逆转录聚合酶链
反应；　ＳＢＥＭｍＲＮＡ
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ＳＢＥＭｍＲＮＡ

　　乳腺癌的发病率占妇女肿瘤的３１％，死亡率居第二位。远处转移是患者
死亡的主要原因。乳腺癌转移无固定模式，早期乳腺癌即可发生隐匿性转

移［１－３］。因此，早期外周血微转移的检测，对指导临床疾病治疗和判断预后具

有重要意义。本研究利用较敏感的巢式逆转录聚合酶链反应（ＮｅｓｔｅｄＲＴ
ＰＣＲ）技术，以乳腺小黏蛋白ｍＲＮＡ作为标志，检测乳腺癌患者外周血中的循
环肿瘤细胞，并初步探讨其在微转移检测中的意义。

１　资料和方法
１．１　检测对象

收集２００５年１月至２００６年７月在本院普外二科治疗的１０７例乳腺癌患
者外周血标本。患者年龄２９～８０岁，中位年龄４６．５岁。乳腺癌组织学类型：
浸润性导管癌９６例，浸润性小叶癌６例，黏液癌４例，单纯癌１例。ＴＮＭ分
期：Ⅰ期２０例，Ⅱ期７３例，Ⅲ期１４例。雌激素受体（ＥＲ）阳性６７例，ＥＲ阴性
４０例；孕激素受体（ＰＲ）阳性４４例，ＰＲ阴性６３例。另收集２２例女性胃癌、
１６例结／直肠癌、４０例乳腺纤维腺瘤患者和２７例健康志愿者的外周血标本作
为对照组。全部患者均经病理学确诊，乳腺癌患者术前胸片Ｘ线、Ｂ超、ＣＴ及
骨扫描等检查未发现转移灶。

１．２　试剂、仪器及设备
淋巴细胞分离液为天津ＴＢＤ公司产品；ＲＮＡ提取及ＲＴＰＣＲ试剂盒和琼
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脂糖均购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司；ＴａｑＤＮＡ酶购自ＭＢＩ公司；ＤＮＡＭａｒｋｅｒ购自Ｓａｎｇｏｎ
公司；ＥＢ为华美公司产品；ＰＣＲ仪为美国 ＰＥ公司产品；凝胶电泳成像系统为
美国ＢｉｏＲａｄ公司产品；分光光度计为上海第二分析仪器厂产品。
１．３　引物设计

应用 ＤＮＡ分析软件进行引物设计，由上海生物工程技术有限公司合成。
ＳＢＥＭｍＲＮＡ第１轮ＰＣＲ上游引物序列：５′ＴＴＡＧＣＡＧＴＣＣＴＧＧＴＡＣＴＣＴＴＧ
ＧＧ３′；下游引物序列：５′ＡＡＧＣＴＧＡＴＴＣＣＡＴＣＴＣＡＧＧＧＡＣＡ３′，扩增目的
片段长度２７８ｂｐ；第２轮ＰＣＲ上游引物序列：５′ＣＴＧＣＣＣＡＧＡＡＴＣＣＧＡＣＡＡ
ＣＡＧ３′；下游引物序列：５′ＡＧＣＡＧＴＧＧＴＣＧＣＡＧＴＧＧＴＴＧＣ３′，扩增目的片
段长度１１６ｂｐ。
１．４　标本的收集与总ＲＮＡ的抽提

所有患者取血前均未进行辅助治疗。抽取５ｍｌ外周血，ＥＤＴＡ抗凝，淋巴
细胞分离液提取单个核细胞。按 Ｐｒｏｍｅｇａ公司 ＴｏｔａｌＲＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＳｙｓｔｅｍ试
剂盒说明３０ｍｉｎ内提取总 ＲＮＡ。吸光度法检测 ＲＮＡ纯度，琼脂糖凝胶电泳
检测ＲＮＡ完整性。
１．５　ＲＴＰＣＲ扩增及产物分析

按照 Ｐｒｏｍｅｇａ公司 ＡｃｅｓｓＲＴＰＣＲＳｙｓｔｅｍ试剂盒说明书进行基因扩增。
逆转录总反应体系为 ２０μｌ，其中 ２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２４μｌ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ２μｌ，
ｄＮＴＰｓ２μｌ，Ｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ０．５μｌ，ＡＭＶ反转录酶０．７μｌ，Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）
１５１μｌ，ｍＲＮＡ样品 ２μｌ，去核酶水７．８μｌ。逆转录４２℃，１５ｍｉｎ；逆转录酶变
性９５℃，５ｍｉｎ。

第１轮 ＰＣＲ总反应体系为 ２５μｌ，其中 ｃＤＮＡ１μｌ，ｄＮＴＰｓ０．５μｌ，
２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２２μｌ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ２．５μｌ，上游引物和下游引物各１μｌ，ＤＮＡ
聚合酶０．２μｌ，去核酶水１６．８μｌ。反应条件为９４℃，４ｍｉｎ预变性；９４℃，４５ｓ
变性；５５℃，４５ｓ退火；７２℃，１ｍｉｎ延伸（３０次循环扩增），末次延伸７２℃，
１０ｍｉｎ。第２轮ＰＣＲ取第１轮ＰＣＲ产物１μｌ作模板，加第２轮ＰＣＲ上游引物
和下游引物各 １μｌ，其余反应体系同前。反应条件为９４℃，４ｍｉｎ预变性；
９４℃，４５ｓ变性；５８℃，４５ｓ退火；７２℃，１ｍｉｎ延伸（３０次循环扩增），末次延
伸７２℃，１０ｍｉｎ。

ＤＮＡｍａｒｋｅｒ（１００ｂｐｌａｄｄｅｒ）作为相对分子质量标志，２％琼脂糖凝胶电
泳，紫外监测仪下观察结果，ＵＶＰ拍照。
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１．６　统计学处理
应用ＳＰＳＳ１０．０统计软件进行数据处理，采用χ２检验，以Ｐ＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结果
２．１　各组外周血中ＳＢＥＭｍＲＮＡ的检测结果

１０７例乳腺癌患者外周血中有 ５７例 ＳＢＥＭｍＲＮＡ阳性，阳性率为
５３．２７％；对照组外周血中ＳＢＥＭｍＲＮＡ无１例阳性表达。乳腺癌患者外周血
阳性表达与对照组差异有统计学意义（Ｐ＜００５，表１，图１）。

表１　ＳＢＥＭｍＲＮＡ在乳腺癌、乳腺纤维腺瘤及

健康人外周血的表达

组别 例数
ＳＢＥＭｍＲＮＡ表达

阳性例数 阴性例数
阳性率／（％）

乳腺癌ａ １０７ ５７ ５０ ５３．２７
乳腺纤维腺瘤 ４０ ０ ４０ ０．００
健康人 ２７ ０ ２７ ０．００

　　　　　　　　　　ａ：Ｐ＜０．０５，与乳腺纤维腺瘤和健康人比较

１：标记条带；２：健康志愿者；３：乳腺纤维瘤患者；

４：Ⅱ期乳癌患者；５：Ⅲ期乳腺患者；６：阳性对照（乳癌组织 ）

图１　乳腺癌、健康志愿者外周血中ＳＢＥＭｍＲＮＡ的表达

２２例女性胃癌、１６例女性结／直肠癌患者外周血中均未见 ＳＢＭＥｍＲＮＡ
表达，阳性率均为０００％，与乳腺癌组比较差异有统计学意义（Ｐ＜００５，表２，
图２）。

表２　女性不同恶性肿瘤患者外周血ＳＢＥＭｍＲＮＡ的表达情况

组别 例数
ＳＢＥＭｍＲＮＡ

表达阳性例数

阳性率／

（％）
胃癌组 　２２ 　０ ０．００
结／直肠癌组 １６ ０ ０．００
乳腺癌组ａ １０７ ５７

　　　　　　　　　　　ａ：Ｐ＜０．０５，分别与胃癌组和结／直肠组比较
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１：水（阳性对照）；２：标记条带；３：健康志愿者；４：乳腺癌；５：乳腺增生症；

６，７：乳腺癌；９：结肠癌；１０：直肠癌；１１：乳腺纤维腺瘤；１２：乳腺癌组织（阳性对照）

图２　不同研究对象ＳＢＥＭｍＲＮＡ的表达情况

２．２　ＳＢＥＭｍＲＮＡ阳性表达与乳腺癌临床病理学特征的关系
ＳＢＥＭｍＲＮＡ的阳性表达与患者淋巴结转移状况和 ＴＮＭ分期有相关性

（Ｐ＜００１）；而与患者的年龄、原发肿瘤大小、病理类型、ＥＲ、ＰＲ等无相关性
（Ｐ＞０．０５，表３）。

表３　ＳＢＥＭｍＲＮＡ在乳腺癌外周血的表达情况与

临床病理学特征的关系

临床病理学参数 例数 阳性例数（％） 阴性例数（％） χ２值 Ｐ值
年龄／岁
　≤４６．５ ４８ ２７（５６．３） ２１（４３．７）
　＞４６．５ ５９ ３０（５０．８） ２９（４９．２） ０．３１０ ＞０．０５
肿瘤大小

　≤２ｃｍ ３９ ２２（５６．４） １７（４３．６）
　＞２ｃｍ ６８ ３５（５１．５） ３３（４８．５） ０．２４３ ＞０．０５
病理类型

　浸润性导管癌 ９７ ５５（５６．７） ４２（４３．３）
　浸润性小叶癌 ６ ２（３３．３） ４（６６．７）
　粘液癌 ２ ０（０．０） ２（１００．０）
　单纯癌 ２ ０（０．０） ２（１００．０） ５．９７ ＞０．０５
ＥＲ
　阳性 ６７ ３４（５０．７） ３３（４９．３）
　阴性 ４０ ２３（５７．５） １７（４２．５） ０．４５９ ＞０．０５
ＰＲ
　阳性 ４４ ２７（６１．４） １７（３８．６）
　阴性 ６３ ３０（４７．６） ３３（５２．４） １．９６６ ＞０．０５
ＴＮＭ分期
　Ⅰ ２０ ２（１０．０） １８（９０．０）
　Ⅱ ７３ ５１（６９．９） ２２（３０．１）
　Ⅲ １４ １０（７１．４） ４（２８．６） ２４．３００ ＜０．０１
淋巴结转移

　有 ７４ ４９（６６．２） ２５（３３．８）
　无 ３３ ８（２４．２） ２５（７５．８） １６．１５３ ＜０．０１
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２．３　测序结果
本研究所扩增的 ＳＢＥＭｍＲＮＡ片段序列，应用 ＧｅｎｅＢａｎｋ之 ＢＬＡＳＴ软件

进行同源性比较分析，证实扩增产物为目的基因（ＳＢＥＭｍＲＮＡ）片段。

３　讨论
近年来中国乳腺癌的发病率在女性恶性肿瘤中已跃居首位［４］。它作为一

种全身性疾病，早期即可发生微转移，已被大量临床研究所证实［５－７］。血液循

环中的肿瘤细胞是导致肿瘤转移和复发的重要原因之一，因此及时早期检测

外周血中的肿瘤细胞不仅对预测复发、转移有重要的参考价值，而且有助于肿

瘤患者的临床治疗。

目前在乳腺癌微转移检测指标中，尚缺乏公认的分子指标。常用的上皮

组织标志由于其他基因的干扰、组织特异性基因低水平的非特异转录等常导

致假阳性的发生。因此，选择特异性的指标基因是提高微转移检测可靠性的

关键。２００２年５月Ｍｉｋｓｉｃｅｋ等［８］利用表达序列标签技术（Ｅｘｐｒｅｓｓｅｄｓｅｑｕｅｎｃｅ
Ｔａｇ，ＥＳＴ）和基因表达系列分析（ＳｅｒｉａｌＡｎａｌｙｓｉｓｏｆＧｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ＳＡＧＥ）首
次报道了一种新的用于检测乳腺癌微转移的标志物乳腺小黏蛋白（ｓｍａｌｌ
ｂｒｅａｓｔｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｕｃｉｎ，ＳＥＢＭ）。ＳＢＥＭ的基因位于染色体１２ｑ１３．２上，具有一
个３条８肽前后序列重复的疏水核心，类似唾液黏蛋白。Ｍｉｋｓｉｃｅｋ等的进一
步研究指出：该蛋白表达具有特异性，仅在乳腺和唾液腺中表达，与 ｍｕｃ１相
比具有高度特异性，可用于乳腺癌微转移的检测，可作为临床早期诊断乳腺癌

的生物学标志物。

ＲＴＰＣＲ是一种很敏感的检测方法，能在１×１０６～１×１０７个正常组织细胞
中检出一个肿瘤细胞［９］。近年来，在外周血肿瘤细胞的检测方法上，ＲＴＰＣＲ
技术通过扩增肿瘤细胞“标志性”靶ｍＲＮＡ来证实血中肿瘤细胞的存在，被广
泛用于各种实体瘤微转移的检测［１０－１２］。ＮｅｓｔｅｄＲＴＰＣＲ是在ＲＴＰＣＲ的基础
上，取外侧引物对指引下的第１轮ＰＣＲ产物作为模板，用内侧引物对进行第２
轮扩增，具有更高的敏感性和特异性。在本研究中，由于大量ＲＮＡ酶的存在，
血浆中不会有游离的 ｍＲＮＡ，利用 ＲＴＰＣＲ技术检测到的 ｍＲＮＡ显然来自外
周血中完整的循环细胞［１３］，除乳腺癌细胞外，正常乳腺细胞、乳腺良性肿瘤细

胞不可能进入外周循环，因此特异标志物 ＳＢＥＭｍＲＮＡ阳性可以提示血循环
中有乳腺癌细胞。

本研究结果显示，ＳＢＥＭｍＲＮＡ在健康志愿者、乳腺纤维腺瘤患者、女性
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胃癌和结／直肠癌患者外周血中表达均为阴性，而乳腺癌患者外周血中ＳＢＥＭ
ｍＲＮＡ的阳性率（５３．２７％）与对照组间的差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），表明
ＳＢＥＭｍＲＮＡ作为检测乳腺癌外周血循环肿瘤细胞的标志物具有很高的特异
性。通过分析检测结果与患者临床病理学特征的关系，发现 ＳＢＥＭｍＲＮＡ的
阳性率与患者的年龄、原发肿瘤大小、病理类型、ＥＲ、ＰＲ等均无相关性（Ｐ＞
０．０５），而与患者的 ＴＮＭ分期和淋巴结转移状态相关（Ｐ＜０．０５）。ＳＢＥＭ
ｍＲＮＡ的阳性率随ＴＮＭ分期的增加而增高，Ⅲ期达７１．４％（１０／１４）。这一结
果符合恶性肿瘤细胞的生物学行为。同时，本研究结果显示Ⅰ和Ⅱ期乳腺癌
患者亦有１０．０％和６９．９％的阳性率，提示部分Ⅰ、Ⅱ期乳腺癌患者可能已经
有血循环的微转移。这再次说明乳腺癌是一种早期可出现转移的全身性疾

病，因此对于临床上认为相对早期、但外周循环检测阳性的患者，在术后综合

治疗中应加以重视。本研究还发现，并非所有乳腺癌患者外周血中均能检测

到ＳＢＥＭｍＲＮＡ，包括２８．６％Ⅲ期乳腺癌患者。这提示肿瘤细胞可能是成簇
间断释放入血液循环的，实际上血液循环中出现肿瘤细胞的机会很可能要高

于仅凭一次取血检测得到的结果，因此，增加取血次数和每次取血量可能会提

高阳性率。在乳腺癌预后指标中，腋窝淋巴结状态是重要参数之一。研究发

现，有淋巴结转移的患者 ＳＢＥＭｍＲＮＡ阳性率为 ６６．２％，淋巴结阴性者
ＳＢＥＭｍＲＮＡ阳性率为２４．２％，两者比较差异有统计学意义。提示外周血中
ＳＢＥＭｍＲＮＡ阳性表达在一定程度上能够反映临床病期，对进一步指导治疗、
判断预后有重要意义。

癌细胞脱离原发灶，播散至血循环或淋巴系统，最后进入靶器官实质是一

个多步骤、多因素参与的极其复杂的过程，与肿瘤细胞自身生物学特性、机体

免疫状况、局部微循环等多因素有关。因此，虽然本研究显示ＳＢＥＭｍＲＮＡ是
一个有价值的检测乳腺癌微转移的标志物，但还需对患者进行长期随访，以进

一步明确微转移与复发、转移和预后的关系。
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