
·临床研究·

DNA含含量测定在乳腺癌预后判断中的意义

张敏暋宁连胜暋张瑾

作者单位:300060天津,天津医科大学附属肿瘤医院乳腺科

通信作者:张瑾,E灢mail:Davidz9132002@yahoo.com

暋暋暰摘要暱暋目的暋应用流式细胞仪(flowcytometry,FCM )回顾性分析预后差的早

期乳腺癌及预后好的晚期乳腺癌患者的DNA含量特点,并探讨FCM 对预后的应用价

值,为临床选择治疗方法提供参考。方法暋将手术后常规治疗且10年内出现复发、转
移甚至死亡的栺期乳腺癌11例以及术后10年内健在且淋巴结转移10枚以上的栿期

乳腺癌16例分别作为实验组,再从同期患者中选取术后无病生存的栺期乳腺癌14例

以及预后差且淋巴结转移10枚以上的栿期乳腺癌14例分别作为对照组,应用FCM 对

各组患者进行DNA含量检测,包括 DNA 指数(DNAindex,DI)、S期分数(SPF)以及

DNA倍体。分析比较栺期及栿期乳腺癌实验组与对照组 DNA 含量的特点,并对栿期

乳腺癌患者淋巴结及结外软组织转移水平进行亚组分析。成组设计的计量资料比较采

用t检验,多组间的比较采用单因素方差分析,小样本率的比较采用 Fisher精确概率

法。结果暋(1)栺期乳腺癌实验组中异倍体出现率为6/11,二倍体出现率为5/11;栺
期对照组异倍体出现率为0,二倍体出现率为14/14,两组间差异有统计学意义(P=
0.003)。(2)分别比较栺期及栿期乳腺癌实验组与对照组的 DI和SPF,差异均无统计

学意义(P>0.050)。(3)栿期乳腺癌实验组与对照组的 DNA 倍体间的差异也无统计

学意义(P>0.050)。(4)栿期乳腺癌患者第三水平淋巴结转移组二倍体含量高于第

一、二水平组,第一、二水平组SPF值低于第三水平组,但组间差异均无统计学意义(P>
0.050)。(5)栿期乳腺癌患者软组织不同转移水平组间 DNA 倍体分布的差异无统计学

意义(P>0.050)。结论暋应用FCM 研究早期以及晚期乳腺癌肿瘤的生物学特性,进
行DNA含量测定,对临床判断预后,选择治疗方法有一定的指导意义。
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暰Abstract暱暋Objective暋ToretrospectivelyanalyzeDNAcontentsinearlybreast
cancerwithbadprognosisandadvancedbreastcancerwithgoodprognosisusingflow
cytometry(FCM)andtoassessthevalueofFCMforprognosisofbreastcancers,in
ordertoprovidea methodforclinicchoiceofappropriatetreatment.Methods暋
Patientsforthisstudywererandomlyselectedfromthosewhounderwentsurgeryand
conventionaltreatmentinTianjinCancerHospitalfromJanuary1990toDecember
1992,including11patientswithclinicalstage栺 breastcancerwhohadrecurrence,

metastasisorevendeathintenyearsaftersurgeryand16patientswithclinicalstage
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栿 breastcancerwhosepositiveaxillarylymphnodesweremorethantenandwithten
yeardisease灢freesurvivalaftersurgery;patientsascontrolswereselectedrespectively
inthesameperiod,including14patientswithclinicalstage栺breastcancerandwith
disease灢freesurvivaland14patientsofclinicalstage 栿 breastcancerwithpositive
axillarylymphnodesmorethantenandwithbadprognosis.ThentheDNAcontents
ofallsamplesweretestedwithFCM,includingDNAindex (DI),s灢phasefraction
(SPF)andDNAploidy.ThecharacteristicsoftheDNAcontentsinbothgroupsof
clinicalstage栺and栿breastcancerswereanalyzed.Thelevelsoflymphaticandsoft
tissuemetastasisofstage 栿 breastcancerpatientsinthesubgroups werealso
analyzed.ttestwasusedforthecomparisonofquantitationdata,singleelement
varianceanalysis was usedfor multiple group comparison,and Fisher precise
probabilisticmethodwasusedforsmallsamplecomparison.Results暋柵Inthegroup
of11clinicalstage栺breastcancerpatientswithbadprognosis,theDNAploidywas
aneuploidin6cases(6/11),anddiploidin5(5/11);inthecontrolgroupof14clinical
stage栺breastcancerpatientswithtenyeardiseasefreesurvival,theDNAploidywas
aneuploidinzero(0/14)anddiploidinall(14/14),therewasstatisticallysignificant
differencebetweenthetwogroups(P=0.003).柶 Therewasnostatisticaldifference
inDIbetweenthegroupofstage栺breastcancerwithbadprognosisandthegroupof
clinicalstage栺breastcancerwithtenyeardiseasefreesurvival,andbetweenthe
groupofstage栿breastcancerswithgoodprognosisandthegroupofstage栿breast
cancerswithbadprognosis(P>0.050).柷 TherewasnostatisticaldifferenceinDNA
ploidybetweenthegroupofstage栿breastcancerswithbadprognosisandthegroup
ofstage 栿 breastcancers withgoodprognosis.柸 Accordingtotheanalysisof
differentmetastasisleveloflymphnodesinallcasesofstage栿 breastcancers,the
diploidwasgreaterinthethirdleveloflymphnodesthaninthefirstandsecondlevels
oflymphnodes,whileSPFwaslowerinfirstandsecondlevelsoflymphnodesthan
inthethirdleveloflymphnodes.Buttherewasnostatisticaldifferencebetweenthem
(P>0.050).柹 Accordingtotheanalysisofdifferentmetastasislevelofsofttissue
outsidelymphnodesinallcasesofstage栿 breastcancers,therewasnostatistical
differenceamongthem (P>0.050).Conclusion暋UsingFCMtostudythebiological
characteristicsofearlyandadvancedbreastcanceranddeterminetheDNAcontents
hasguidingsignificanceinclinicalassessmentofprognosisandclinicalchoiceof
therapy.

暰Keywords暱暋Breastneoplasms;暋Flowcytometry;暋DNAcontents

暋暋临床病理情况是评估原发女性乳腺癌预后的主要指标,如早期(栺、栻期)
乳腺癌预后良好,5年生存率为84.6%~100%,10年生存率为77.00%~
100%[1-6],而晚期(栿、桇期)乳腺癌预后差,5年生存率为15%~56%,10年

生存率为8.7%~26.7%[1-4,7-9]。然而,临床上也可见到腋窝淋巴结阴性的

早期乳腺癌患者术后很快出现局部复发或远处转移,而腋窝淋巴结转移>
10枚的晚期乳腺癌患者却长期健在。本研究应用 FCM 进行 DNA 含量测
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定,研究分析此类患者,探讨测定DNA含量对此类患者的辅助诊断价值及意
义,为临床评价预后,选择治疗提供一定的参考。

1暋资料和方法

1.1暋临床资料

1990年1月1日至1992年12月30日天津医科大学肿瘤医院共收治女
性原发乳腺癌患者1179例,所有患者均经病理证实。按2002年 AJCC 标准
重新分期[1]:临床栺期患者179例,其中术后10年复发、转移、死亡者26例,
26例的病理蜡块可供分析者11例,并从无病生存的剩余153例中抽取14例
作为对照;临床栿期患者285例,其中术后腋窝淋巴结转移曒10枚者127例,
而术后10年无病生存者36例,病理蜡块可供分析者16例,同时从剩余的

91例术后预后差的患者中抽取14例作为对照。栺期乳腺癌实验组11例,年
龄31~63 岁,平均年龄 45.0 岁。首次手术方式包括改良根治术 8 例
(Auchincloss术式3例、Patey术式5例),根治术3例。病理类型包括:单纯
癌6例,浸润性导管癌2例,髓样癌2例,黏液腺癌1例。查体扪及腋窝淋巴结
数目:1枚者2例,2枚者1例,6枚者1例。对照组14例,年龄34~72岁,平
均年龄48.6岁。首次手术方式包括改良根治术9例(Auchincloss术式6例、
Patey术式3例),根治术2例,行1/4乳腺切除+腋窝淋巴结清扫术3例。病
理类型包括:单纯癌6例,浸润性导管癌4例,高分化腺癌1例,腺癌1例,髓样
癌1例,大汗腺样癌1例。查体扪及腋窝淋巴结数目:1枚者2例,2枚者2例,
3枚者1例。栿期乳腺癌实验组16例,年龄28~52岁,平均年龄41.0岁。首
次手术方式包括改良根治术1例(Patey术式1例),根治术15例。病理类型
包括:单纯癌12例,浸润性导管癌3例,浸润性小叶癌1例。腋窝淋巴结转移数目

10~52枚,平均24.36枚。对照组14例,年龄27~69岁,平均年龄44.8岁。首

次手术方式均行根治术。病理类型包括:单纯癌9例,浸润性导管癌2例,髓
样癌1例,大汗腺样癌1例,黏液腺癌1例。腋窝淋巴结转移数目10~42枚,
平均21.88枚。统计结果显示,栺期、栿期乳腺癌实验组分别与相应对照组各临床

因素一致,两者之间具有可比性(表1,2)。

表1暋I期乳腺癌实验组与对照组的各项临床病理因素的统计学分析结果

雌激素受体(例) 孕激素受体(例) 术后化疗(例)
组别 暋暋年龄(岁)暋暋暋暋肿瘤大小(cm) 暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋

无 阳性 阴性 无 阳性 阴性 无 CMF CC 其他
实验组 暋暋45.0暲12.12暋暋暋暋1.46暲0.49 7 3 1 7 1 3 0 4 7 0
对照组 暋暋48.6暲12.96暋暋暋暋1.88暲0.50 2 7 5 4 6 4 2 4 8 0
P 值 暋暋0.881 暋暋暋0.051 0.045 0.138 0.681

暋暋CMF:环磷酰胺+甲氨蝶呤+5灢氟脲嘧啶;CC:秋水仙碱
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表2暋栿期乳腺癌实验组与对照组的各项临床病理因素的统计学分析结果

腋窝淋巴结暋暋暋暋暋暋暋暋腋窝淋巴结转移(例)暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋软组织转移(例) 雌激素受体(例)
组别 年龄(岁) 肿瘤大小(cm)暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋

阳性数(枚) 暋L栺 L栻 L栿 无 L栺T L栻T L栿T 无 阳性 阴性
实验组 41.0暲6.75 5.16暲2.09 21.88暲 9.95 暋0 3 13 7 7 0 2 10 5 1
对照组 44.8暲11.16 4.82暲2.14 25.07暲16.06 暋3 1 10 4 6 2 2 7 4 3
暋P 值 暋暋0.095 0.668 暋0.063 0.179 暋暋暋0.598 0.520

孕激素受体(例) 暋暋暋暋暋术后化疗(例) 暋暋暋暋术后放疗(例)
组别暋暋暋暋暋暋暋暋 暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋

无 阳性 阴性 无 CMF CC 其他 无 内乳区 内锁 内锁胸 根治性放疗 其他
实验组 8 5 3 0 8 8 0 3 0 3 9 0 1
对照组 7 2 5 0 6 7 1 0 0 3 9 0 2

P 值 0.501 暋暋暋0.848 0.521

暋暋L栺:第一水平淋巴结;L栻:第二水平淋巴结;L栿:第三水平淋巴结;L栺T:第一水平淋巴结外软组织;L栻T:第二水平淋巴结外软

组织;L栿T:第三水平淋巴结外软组织;CMF:环磷酰胺+甲氨蝶呤+5灢氟脲嘧啶;CC:秋水仙碱

1.2暋FCM 分析

1.2.1DNA 含量检测:本研究所用 FCM 为美国 Coulter公司生产,型号为

EPICSXL灢MCL。检测之前,先用来自同一个体的正常淋巴结组织细胞为外

标,并以鸡红细胞为内标,控制变异系数(CV)在2%以下,每份样品约测

5000~10000个细胞。

1.2.2暋DNA含量分析方法:以 DI作为判定 DNA 倍体水平的定量标准,计
算公式:DI=(被测肿瘤细胞G0/G1 峰道数)/(正常乳腺细胞G0/G1 峰道数)。

DNA倍体分类及计算S期细胞百分率(S灢phasefraction,SPF)均由随机分析

软件分析处理。
1.3暋研究方法

对实验和对照组患者的年龄、肿块大小、腋窝淋巴结状况、病理类型的临

床病理情况进行统计学分析,证明两组患者具有可比性。
亚组分析中的结外软组织转移是指乳腺癌转移癌细胞侵犯到淋巴结外软

组织,亦为预后不良指征的独立因素。

1.4暋统计学方法

将全部数据输入计算机,采用 Excel2000和SPSS10.0软件包,进行数

据处理。成组设计的计量资料比较采用t检验,多组间的比较采用单因素方

差分析,小样本率的比较采用Fisher精确概率法,P<0.050表示差异有统计

学意义。

2暋结果

2.1暋FCM 检测栺期及栿期乳腺癌实验组与对照组的DNA含量

I期乳腺癌实验组与对照组间异倍体及二倍体出现率的差异有统计学意
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义(P=0.003,表3)。栿期乳腺癌实验组与对照组间 DNA 倍体的差异无统

计学意义(P>0.050,表4)。

表3暋I期乳腺癌实验组与对照组的DNA含量

暋暋暋暋暋暋含 DNA倍体的例数
组别暋暋暋暋暋暋 DI SPF

异倍体 二倍体
实验组 6 暋 5 1.098暲0.24 0.129暲0.14
对照组 0 暋14 1.211暲0.38 0.247暲0.22
P 值 暋暋暋暋0.003 0.399 0.127

暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋DI:DNA指数;SPF:S期细胞比例

表4暋栿期乳腺癌实验组与对照组的DNA含量比较

暋暋暋暋暋暋含 DNA倍体的例数
组别暋暋暋暋暋暋 DI SPF

异倍体 二倍体
实验组 4 12 1.201暲0.45 0.240暲0.16
对照组 2 12 1.145暲0.36 0.197暲0.12
P 值 暋暋暋暋0.657 0.712 0.412

暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋DI:DNA指数;SPF:S期细胞比例

2.2暋FCM 检测淋巴结不同转移水平患者的DNA含量

因病理学分期为I期的患者均无淋巴结转移,故只将所有栿期患者按腋

窝淋巴结不同转移水平分组后进行分析,结果显示第三水平转移组二倍体含

量高于第一、二水平组含量,第一、二水平组SPF值低于第三水平组值,但组

间差异均无统计学意义(P>0.050,表5)。

表5暋栿期乳腺癌患者腋窝淋巴结不同转移水平间

DNA含量的分析

暋暋暋暋含 DNA倍体例数
组别 n暋暋暋暋 DI SPF

异倍体 二倍体

L栺 3 1 暋 2 1.244暲0.53 0.164暲0.06
L栻 4 1 暋 3 1.224暲0.47 0.090暲0.08
L栿 23 4 暋19 1.157暲0.39 0.250暲0.14
P 值 0.657 0.712 0.412

暋暋暋暋暋暋暋L栺:第一水平淋巴结组;L栻:第二水平淋巴结组;L栿:第三水平淋巴结组;

暋暋暋暋暋暋暋DI:DNA指数;SPF:S期细胞比例

2.3暋FCM 检测结外软组织不同转移水平患者的DNA含量

因病理学分期为栺期的患者均无结外软组织转移,故只将所有栿期患者

按软组织不同转移水平分组后进行分析,结果显示各组间 DNA 倍体分布的
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差异无统计学意义(P>0.050,表6)。

表6暋栿期乳腺癌患者淋巴结外软组织不同转移水平

患者间DNA含量的分析

暋暋暋暋含 DNA倍体的例数
组别 例数暋暋暋暋 DI SPF

暋暋暋异倍体暋二倍体
无转移组 11 4 暋 7 暋1.244暲0.53 0.164暲0.06
L栺T 13 1 暋12 暋1.244暲0.53 0.164暲0.06
L栻T 2 1 暋 1 暋1.224暲0.47 0.090暲0.08
L栿T 4 0 暋 4 暋1.157暲0.39 0.250暲0.14
P 值 暋暋暋0.657 暋0.712 0.412

暋暋暋暋暋L栺T:第一水平淋巴结外软组织;L栻T:第二水平淋巴结外软组织;L栿T:第三水平淋巴结外软组织;

暋暋暋暋暋DI:DNA指数;SPF:S期细胞比例

3暋讨论

乳腺癌患者一般以其综合参数作为预后估计,如病期、淋巴结转移情况、
组织学分级、甾体激素受体以及治疗方法等[10]。由于疾病本身就包含着多因
素,它所反映的是疾病进展到一定程度的现状,并不直接反映肿瘤内在的生物
学特征。临床上常见相同的病期和组织学类型所出现的预后截然不同,不能
用传统的一般因素进行解释。为此,国内外的一些研究者应用FCM 对肿瘤

DNA含量进行检测,并进行了相关问题的探讨。Muss等[11]研究了101例腋
窝淋巴结阴性的女性原发乳腺癌DNA含量与临床、生化等指标的关系,结果
显示SPF与预后相关。Winchester等[12]研究了257例腋窝淋巴结阴性的乳
腺癌患者的FCM 检测结果,发现当肿瘤为二倍体时,只有SPF较高时才与复
发有相关性。王娴等[13]报道了25例腋窝淋巴结阴性术后复发、转移的女性
原发性乳腺癌患者,并与50例无瘤生存患者配对应用FCM 检测其 DNA 含
量,结果显示高SPF患者术后5年生存率明显低于低SPF患者。类似报道还
有很多[14-15],但对晚期乳腺癌的相关研究甚少。

本研究选取栺期以及栿期乳腺癌中的一些特殊患者,即术后10年出现复
发、转移、死亡的栺期乳腺癌以及术后10年无病生存且淋巴结转移数目曒
10枚的栿期乳腺癌患者。应用FCM 回顾性检测其瘤组织的 DNA 含量,分
析其DNA含量特点,由此可反映肿瘤内在的一些生物学特性,为临床选择治
疗方法提供参考。

文献报道,正常细胞核DNA含量呈二倍体分布,而以二倍体瘤细胞为主
的肿瘤恶性程度相对较低,以异倍体占优势者恶性程度则较高,预后差[16]。
本研究结果显示,栺期对照组瘤体DNA倍体以二倍体为主,而乳腺癌实验组
则以异倍体细胞占优势,说明在早期乳腺癌中,FCM 检测的 DNA 含量对判
定预后有一定的指导意义。
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DI、SPF都是从DNA分子水平反映细胞增殖状况的客观指标,而实验肿瘤
遗传学研究表明,细胞核DNA是细胞的遗传物质,是决定细胞生长、分化、分裂
和各种改变的重要因素。在恶性肿瘤中细胞染色体的数量明显改变,结构也发
生畸变,这些必然反映在其分子基础的DNA含量的变化上[17]。故本研究中栺期
乳腺癌实验组DI、SPF比对照组高;栿期乳腺癌实验组DI、SPF比对照组低。本
研究结果与文献报道的情况基本一致,但仅显示出趋势,这可能是由于样本数量
少,蜡块组织的细胞碎片多,造成 CV 值增大而影响 FCM 检测结果的准确
性[18]。增加样本例数,完善实验技术可能会出现有意义的结果。

当前,随着乳房普查的广泛开展以及女性防癌意识的增强,早期乳腺癌检
出率越来越高。但栺期乳腺癌患者复发、转移甚至死亡者仍达10%左右。因
此,更有必要对早期乳腺癌患者肿瘤恶性程度和生物学特性进行判定。乳腺
癌DNA含量的检测为指导治疗提供一定的依据,有利于进一步提高生存率。
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