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　　【摘要】　 目的　探讨核苷酸切除修复基因家族成员

ＥＲＣＣ１基因在乳腺癌中的表达情况和新辅助化疗对其的影响

及临床意义。方法　ＲＴＰＣＲ检测５６例术前未行治疗的乳腺
癌标本和３６例术前曾接受新辅助化疗的乳腺癌标本中ＥＲＣＣ１
基因的表达。结果　未化疗组的乳腺癌中，ＥＲＣＣ１基因阳性
表达率为３７．５％，其表达水平与患者的年龄（ｔ＝０．２２９，Ｐ＞
０．０５）、肿瘤大小（Ｆ＝０．５８６，Ｐ＞０．０５）、淋巴结转移（ｔ＝
０．３６５，Ｐ＞０．０５）、病理分型（ｔ＝０．４３４，Ｐ＞０．０５）、组织学分
级（Ｆ＝０．８２０，Ｐ＞０．０５）、ＥＲ（ｔ＝０．５２３，Ｐ＞０．０５）、ＰＲ（ｔ＝
０．４１６，Ｐ＞０．０５）和 ＨＥＲ２（ｔ＝０．８４７，Ｐ＞０．０５）均无明显相
关性。新辅助化疗组ＥＲＣＣ１基因的表达水平高于未化疗组，
差异有统计学意义（ｔ＝３．４２８，Ｐ＜０．０１）。结论　耐药基因ＥＲ
ＣＣ１的表达不受乳腺癌临床病理特征的影响，但新辅助化疗可
能上调ＥＲＣＣ１基因的表达水平，在术后化疗中应予重视。
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　　乳腺癌新辅助化疗对于临床ⅡＢ、Ⅲ期患者具有使肿瘤降期、提高切除率和了
解肿瘤对化疗敏感程度的重要作用。临床医师在专注于手术切除率及术后生存

率的同时，却常常忽视新辅助化疗对肿瘤生物学特性改变及其基因表达水平的

影响。ＥＲＣＣ１（ｅｘｃｉｓｉｏｎｒｅｐａｉｒｃｒｏｓｓｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ１）基因是人类细胞
ＤＮＡ损伤后核苷酸切除修复（ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｅｘｃｉｓｉｏｎｒｅｐａｉｒ，ＮＥＲ）途径基因家族的
重要成员之一。它的表达产物通过形成一种杂合二聚体的结构，连接５’端的核
酸内切酶，因此具有损伤识别和切除５’端的双重作用。近年来的研究显示，ＥＲ
ＣＣ１的低表达常伴随着癌症发病率的增加，而高表达往往与化疗多药耐药有
关［１］。为初步了解ＥＲＣＣ１在乳腺癌中的表达情况及新辅助化疗对ＥＲＣＣ１基因
表达水平的影响，本研究利用冻存的乳腺癌标本，采用成组设计的对照实验，用

ＲＴＰＣＲ进行检测并对该基因的临床意义进行回顾性分析。

１　资料与方法
１．１　研究对象

收集２００６年６月至２００７年１１月间在本院行手术治疗的乳腺癌病例共
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９２例，患者均为女性。其中术前接受新辅助化疗者３６例（新辅助化疗组），年

龄在２８～５９岁间，中位年龄４０岁。依据第６版 ＡＪＣＣ乳腺癌 ｃＴＮＭ分期方

案：Ⅱ期２８例，Ⅲ期８例，无Ⅰ，Ⅳ期病例；伴淋巴结转移１１例，不伴淋巴结转

移２５例；病理类型包括非特殊型癌（小叶癌和导管癌）３１例和特殊型癌５例；

组织学分级（ＥｌｓｔｏｎａｎｄＥｌｌｉｓ分级法）：Ⅰ级５例，Ⅱ级１８例，Ⅲ级１３例。该组

接受ＥＴ方案２～４个周期，表柔比星（ＥＰＩ）８０ｍｇ／ｍ２，第１天，静脉注射；多西

他赛（ＴＸＴ）７５ｍｇ／ｍ２，第１天，静脉注射，２１ｄ为１个周期。依据ＷＨＯ有关实

体瘤药物治疗的疗效评价标准：临床缓解（ＣＲ）１３例，其中病理完全缓解

（ｐＣＲ）７例；部分缓解（ＰＲ）１８例，有效率（ＣＲ＋ＰＲ）达８６．１％（３１／３６），病情

无变化（ＮＣ）５例，无疾病进展（ＰＤ）病例。新辅助化疗后１０～１４ｄ手术，其中

２０例行保乳手术，保乳手术率为５５．６％（２０／３６）。其他５６例患者术前未接受

任何临床治疗（未化疗组），年龄在２８～６７岁间，中位年龄４３岁；临床Ⅰ期１７例，

Ⅱ期３１例，Ⅲ期８例，无Ⅳ期；伴淋巴结转移１０例，不伴淋巴结转移４６例；

非特殊型癌（小叶癌和导管癌）４８例和特殊型癌８例；组织学分级Ⅰ级１２例，

Ⅱ级２４例，Ⅲ级２０例。两组患者的年龄、淋巴结转移、临床分期、病理分型、

组织分级情况近似，差异无统计学意义，具有可比性。本研究对未接受任何临

床治疗的未化疗组进行临床病理特征分析，术前未知腋窝淋巴结情况的新辅

助化疗组未纳入分析。

１．２　ＲＴＰＣＲ检测

总ＲＮＡ提取试剂盒及 ＲＴＰＣＲ试剂盒购自深圳晶美生物公司。步骤：

（１）总ＲＮＡ提取。取乳腺癌组织３００ｍｇ，置入液氮预冷的研钵中研磨，用药

匙收集进１５ｍｌ的ＥＰ管，加Ｔｒｉｚｏｌ液（每１００ｍｇ组织加１ｍｌＴｒｉｚｏｌ）充分混匀

静置５ｍｉｎ。采用氯仿异丙醇法提取总ＲＮＡ，电泳可见２８Ｓ、１８Ｓ、５Ｓ３个条

带。紫外分光光度计鉴定 ＲＮＡ的纯度，测定 Ａ２６０ｎｍ／Ａ２８０ｎｍ的比值均在１．８～

２．０之间。（２）第一链ｃＤＮＡ合成。总ＲＮＡ１μｇ，ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８引物１μｌ，焦碳

酸二乙酯（ＤＥＰＣ）水补至１２μｌ，７０℃５ｍｉｎ孵育，冰上骤冷；顺序加入５×ｂｕｆｆ

ｅｒ４μｌ，Ｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ２０Ｕ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ２μｌ，置３７℃５ｍｉｎ孵育，

加２００ＵＭＭｕＬＶ，终体积２０μｌ。置４２℃ ６０ｍｉｎ孵育，７０℃ １０ｍｉｎ，冰上骤

冷，ｃＤＮＡ－２０℃保存。（３）ＰＣＲ。引物由上海生工公司合成，ＥＲＣＣ１Ｓｅｎｓｅ５′
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ＣＡＧＧＧＣＣＧＣＣＡＧＣＡＡＧＧＡＡＧ３′， Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ５′ＡＧＣＣＧＣＣＣＡＴＧＧＡＴＧ
ＴＡＧＴＣＴＧ３′（４３０ｂｐ）；βａｃｔｉｎＳｅｎｓｅ５′ＧＣＧＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣＡＴＴ３′，
Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ５′ＣＡＣＧＡＡＡＣＴＡＣＣＴＴＣＡＡＣＴＣＣＡＴＣ３′（２３３ｂｐ）。反应体系 ：

１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ１μｌ，１０×ＰＣＲ缓冲液５μｌ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２２μｌ，上下游特异
引物各２５ｐｍｏ１，ｃＤＮＡ５μｌ，Ｔａｑ酶２．５Ｕ，加去离子水至５０μｌ，充分混匀，短
暂离心，９４℃预热５ｍｉｎ，扩增３０个循环：９４℃变性３０ｓ，５５℃退火３０ｓ，７２℃
延伸４０ｓ，９４℃延伸 ５ｍｉｎ。扩增产物用１．０％琼脂糖凝胶电泳，稳压电泳
５００Ｖ／Ｍ约１．０ｈ，５ｇ／Ｌ溴化乙锭（ＥＢ）染色２０ｍｉｎ后在紫外灯下观察、凝胶成
像系统拍照成像，ＬａｂＷｏｒｋＳ４图形分析处理系统分析，ＥＲＣＣ１扩增带灰度与
内参βａｃｔｉｎ扩增带灰度之比值，即表示ＥＲＣＣ１ｍＲＮＡ的相对表达量。
１．３　统计学处理

采用ＳＰＳＳ１３．０完成统计处理，数据用 珋ｘ±ｓ表示；两小样本均数比较采用
ｔ检验或ｔ’检验；成组设计的单因素比较采用ＡＮＯＶＡ方差分析；Ｐ＜０．０５为
差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＥＲＣＣ１基因在未化疗组乳腺癌中的表达水平
ＥＲＣＣ１基因在 ３７．５％（２１／５６）的乳腺癌中有较高的表达，阳性结果为

４３０ｂｐ的亮带（图１），相对灰度值为０．９７３±０．０４２。以患者的年龄、肿瘤大
小、淋巴结转移、病理分型、组织学分级、ＥＲ、ＰＲ和ＨＥＲ２情况分组后发现，其
表达水平各组间差异无统计学意义（Ｐ＜０．０５，表１）。

图１　ＥＲＣＣ１在乳腺癌组织中的表达
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表１　ＥＲＣＣ１表达水平与乳腺癌临床病理特征的关系

临床病理特征 例数 ＥＲＣＣ１／βａｃｔｉｎ 统计参数

年龄 ｔ＝０．２２９

　≤４０岁 ２６ ０．９６１±０．０４７ Ｐ＝０．８２

　＞４０岁 ３０ ０．９７３±０．０３３

腋淋巴结 ｔ＝０．３６５

　＋ １０ １．００３±０．０３５ Ｐ＝０．７２

　－ ４６ ０．９６２±０．０３６

肿块大小 Ｆ＝０．５８６

　＜２ｃｍ ２７ ０．９５８±０．０２１

　２～５ｃｍ ２４ １．００３±０．０４８

Ｐ＝０．５６

　＞５ｃｍ ５ １．０１０±０．０２６

病理类型 ｔ＝０．４３４

　非特殊型癌 ４８ ０．９７４±０．０４１ Ｐ＝０．６７

　特殊型癌 ８ １．００２±０．０４０

组织学分级 Ｆ＝０．８２０

　Ⅰ １２ １．０４１±０．０４１

　Ⅱ ２４ ０．９６５±０．０４８

Ｐ＝０．４５

　Ⅲ ２０ ０．９４６±０．０４１

ＥＲ ｔ＝０．５２３

　＋ ３６ ０．９６５±０．０４２ Ｐ＝０．６０

　－ ２０ ０．９９１±０．０２０

ＰＲ ｔ＝０．４１６

　＋ ２９ ０．９８２±０．０５９ Ｐ＝０．６８

　－ ２７ ０．９６２±０．０２３

ＨＥＲ２ ｔ＝０．８４７

　／ １８ １．００３±０．０２３ Ｐ＝０．４０

　－／＋ ３８ ０．９５７±０．０２９

２．２　新辅助化疗对ＥＲＣＣ１表达的影响
新辅助化疗组给予ＥＴ方案治疗后，４１．７％（１５／３６）新辅助化疗后标本有

ＥＲＣＣ１阳性表达，其相对灰度值较未化疗组 ＥＲＣＣ１基因表达水平有明显升
高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１，表２，图２）。
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表２　ＥＲＣＣ１表达与新辅助化疗的关系

组 别 例数 ＥＲＣＣ１／βａｃｔｉｎ 统计学参数

未化疗组 ５６ ０．９７３±０．０４２ ｔ＝３．４２８

新辅助化疗组 ３６ １．８６８±０．１０２ Ｐ＝０．００

图２　ＥＲＣＣ１在有无新辅助化疗标本中的表达差异

３　讨论
在人类细胞中，由化学药物造成的ＤＮＡ损伤主要通过核苷酸切除修复途

径进行修复，其中 ＥＲＣＣ１基因在修复过程中起着关键作用。ＥＲＣＣ１基因位
于染色体１９ｑ１３．２，长度１５ｋｂ，编码由２９７个氨基酸残基组成的蛋白质，与酵
母、大肠杆菌的 ＤＮＡ修复基因具有同源性。ＥＲＣＣ１的表达产物可以特异性
的连接５’端的核酸内切酶，具有损伤识别和切除５’端的双重作用。因此，近
年来有研究认为 ＥＲＣＣ１等核苷酸切除修复（ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｅｘｃｉｓｉｏｎｒｅｐａｉｒ，ＮＥＲ）
相关基因的低表达常伴随着癌症发病率的增加，而高表达往往与铂类和吉西

他滨等多药耐药有关［２－３］。

本研究以特异性引物对乳腺癌组织中ＥＲＣＣ１基因进行ＲＴＰＣＲ检测，结
果显示ＥＲＣＣ１在３７．５％的乳腺癌中有表达，但在组织中的实际表达水平较
低。将５６例未接受新辅助化疗的患者以其临床病理特征进行分组比较，发现
ＥＲＣＣ１基因的表达水平与之均无明显关系。ＥＲＣＣ１的表达与其他的乳腺癌
相关基因的相关性还有待进一步研究。

乳腺癌新辅助化疗已成为临床解决不可切除或切除困难的局部晚期乳腺

癌和炎性乳腺癌的一种规范疗法。它能有效缩小肿瘤原发病灶，杀灭外周微

转移灶，在乳腺癌临床降期、提高手术切除率和了解肿瘤对化疗的敏感程度方

面起着重要作用，同时它也使许多乳房体积相对较小的患者具有保留乳房的

可能。本研究有３６例患者接受２～４周期ＥＴ方案新辅助化疗，临床效果良好。
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但是随后的手术治疗将肿瘤和腋窝淋巴结切除后，也失去了相应的临床体征，

使得在后续的治疗中缺乏常用的临床监测指标，可能导致治疗不足或过度，尤

其是术后化疗的耐药。众所周知化疗耐药是乳腺癌治疗后复发的主要根源。

在以往的新辅助化疗研究中，人们普遍关注于切除率的提高而忽视了耐药的

产生。对于非小细胞肺癌、膀胱癌、卵巢癌等以铂类为基础的化疗方案的临床

研究均提示化疗多药耐药与ＥＲＣＣ１基因的高表达有关［４－５］，因此探讨新辅助

化疗后乳腺癌组织中ＥＲＣＣ１基因表达水平的变化，对术后辅助化疗方案的选
择具有一定的临床指导意义。这一点与 ＥＯＲＴＣ１０９９４／ＢＩＧ０００１（Ｅｕｒｏｐｅａｎ
ＯｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎｆｏｒＲｅｓｅａｒｃｈａｎｄＴｒｅａｔｍｅｎｔｏｆＣａｎｃｅｒ１０９９４／ＢｒｅａｓｔＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ
Ｇｒｏｕｐ）临床试验思想相一致［６］。

本研究中新辅助化疗组ＥＲＣＣ１基因的表达水平是未化疗组的２倍以上，
提示ＥＴ方案新辅助化疗可能有上调ＥＲＣＣ１基因表达的作用。但由于本研究
无足够的新辅助化疗前穿刺新鲜标本，未能进行自身配对，存在一定的局限

性，在以后的研究中笔者将进行前瞻性配对试验，如能明确排除临床病理相关

的混杂因素而得到相同的结论，那么在乳腺癌化疗蒽环类耐药或乳腺癌复发

后使用铂类药物解救治疗时，检测患者乳腺癌组织中ＥＲＣＣ１基因的表达水平
就非常有意义。对于 ＥＲＣＣ１基因表达水平有明显升高趋势者应避免使用铂
类药物。
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