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暋暋暰摘要暱暋目的暋通过检测分析乳腺癌患者外周血细胞角蛋白19(cytokeratin19,

CK19)及人乳腺球蛋白(humanmammaglobin,hMAM)mRNA 表达,探讨其作为判

断乳 腺 癌 的 相 关 指 标。方法 暋 应 用 荧 光 定 量 PCR(Fluorescence Quantification灢
PolymeraseChainReaction,FQ灢PCR)技术对40例乳腺癌患者及10名健康志愿者外

周血中CK19及hMAM mRNA的表达进行测定。运用氈2 检验和Fisher确切概率法

对各组间差别进行统计学分析;乳腺癌患者 CK19和 hMAM 表达相关性分析采用

Kappa检验。结果 乳腺癌患者中 CK19和hMAM 阳性率分别为52.5%(21/40)和

55%(22/40),均显著高于正常对照组(CK19阳性为1/10,hMAM 均为阴性)(P <
0.050)。乳腺癌患者 CK19和 hMAM 阳性表达具有相关性(Kappa=0.849,P=
0.000)。CK19阳性表达与肿瘤大小、淋巴结转移和 PR 有密切关系(P<0.050),与

ER、HER灢2无关;hMAM 阳性表达与肿瘤大小、淋巴结转移、ER、HER灢2有关(P<
0.050),与 PR无关。结论暋联合检测乳腺肿瘤患者外周血中CK19及hMAM 应用于

临床动态监测,可起到帮助临床诊断的作用。
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SignificanceofdetectingCK19andhMAMinperipheralbloodofbreastcancerpatients
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暰Abstract暱暋Objective暋Todetectandanalyzetheexpressionofcytokeratin灢19
(CK19)andhuman mammaglobin (hMAM)mRNAinperipheralbloodofbreast
cancer patients to explore their clinical significance.Methods 暋 Fluorescence
quantification灢polymerasechainreaction(FQ灢PCR)wasusedtodetecttheexpressions
ofCK19andhMAM mRNAinperipheralbloodof40breastcancerpatientsand10
healthyvolunteers.Chi灢squaretestandFishertestwereusedforcomparisonbetween
groups,andKappatestwasappliedtoanalyzethecorrelationbetweenCK19and
hMAMexpressions.Results暋ThepositiveexpressionratesofCK10andhMAMin
breastcancer patients were 52.5% (21/40)and 55% (22/40),respectively,

significantlyhigherthanthoseofthehealthycontrols (P<0.050).Therewasa
correlationbetween CK19and hMAM expressionsinthebreastcancerpatients
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(Kappa=0.849,P=0.000).ThepositiveexpressionofCK19wascorrelatedwith
tumorsize,lymphnodemetastasisandprogesteronereceptor(PR)(P<0.050),not
correlatedwithestrogenreceptor (ER)andhumanepidermalgrowthfactorreceptor2
(HER灢2).ThepositiveexpressionofhMAM wascorrelatedwithtumorsize,lymphnode
metastasis,ERandHER灢2(P<0.050),butwasnotcorrelatedwithPR.Conclusions暋
DetectingCK19andhMAMmRNAinperipheralbloodofbreastcancerpatientscanbeused
inclinicaldynamicmonitoring,andishelpfulinclinicaldiagnosis.

暰Keywords暱暋Breastneoplasms;Cytokeratin灢19;Humanmammaglobin;Fluorescence
quantitativePCR

暋暋近年来,乳腺癌的发病率上升明显,以上海,北京,广州等发达城市为著,
乳腺癌已成为白领女性健康的最大威胁[1]。早期发现早期治疗对临床治疗有
着重要的指导意义。寻找一些特异性强、敏感度高的指标成为广大临床工作
者的目标。近年来,分子生物学技术有着突飞猛进的发展,特别是目前用于检
测 外 周 血 肿 瘤 细 胞 的 荧 光 定 量 PCR (Fluorescence Quantification灢
PolymeraseChainReaction,FQ灢PCR)技术的成熟和完善。检测外周血微转
移肿瘤细胞已成为目前研究的热点。本文通过对乳腺癌患者外周血细胞角蛋
白(cytokeratin19,CK19)及人乳腺球蛋白(humanmammaglobin,hMAM)
mRNA表达的检测及分析,探讨其作为乳腺癌判断指标的可行性。

1暋材料与方法

1.1暋临床资料
收集2008年1月至2009年1月本院乳腺癌患者40例(乳腺癌组),男性

l例,女性39例;年龄32~68岁,中位年龄45岁;术后均经病理证实为浸润性
导管癌。其中35例术前体格检查,胸片、肝脏B超、骨扫描等未见远处转移,
4例行骨扫描提示骨转移,1例肺转移伴胸腔积液。根据 UICC 分期,0期

1例、栺期2例、栻期22例、栿期10例、桇期4例及复发转移1例。对照组为

10例健康志愿者,均为女性,年龄21~39岁,中位年龄33岁。39例行外科手
术(包括保乳手术、改良根治术或乳腺癌根治术);1例未行手术治疗。0期患
者仅接受外科手术治疗;栺和栻期均在术后给与相应化疗、放射治疗、内分泌
治疗等续贯治疗;栿期乳腺癌患者均行新辅助化疗3、4个疗程达临床部分缓
解(PR)后行根治性手术;4例桇期乳癌先行术前化疗6个周期后行姑息性外
科手术;复发转移1例行姑息性化疗。
1.2暋细胞分离和总RNA的提取

分别在患者初诊治疗前抽取静脉血5ml(弃去开始的1ml,以防上皮细
胞污染),乙二胺四乙酸(EDTA)(1mg/m1)抗凝,将抗凝血放在4曟或碎冰
内,3h以内进行RNA 提取。抽血和收集过程中要避免红细胞溶解,因为红
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细胞内有大量RNA酶,会降解 RNA。采用 Trizol法提取细胞总量 RNA 用
于检测(外周血单个核细胞+Trizol500毺l混匀),提取的总RNA置入1.5ml
无菌离心管中,放于-80曟冰箱备用,成批检测。
1.3暋主要试剂与仪器

Trizol试剂 (Invitrogen 公司),特异引物 (specificprimer)逆转录酶
(TaKaRa公司),Tag酶(TaKaRa公司);LightCycler荧光PCR仪(美国罗

氏公司),高速4曟离心机(Eppendorf公司)。
1.4暋引物序列

引物序列由上海生工生物技术有限公司合成。

毬灢actin引物:上游引物5'灢TTGCCGACAGGATGCAGAA灢3',下游引物5'灢
GCCGATCCACACGGAGTACTT灢3',探针FAM灢5'灢TCATTGCTCCTCCTG
AGC灢3'灢TAMRA。

CK19引物:上游引物5'灢ACTACAGCCACTACTACACGAC灢3',下游引
物5'灢CAGAGCCTGTTCCGTCTCAAAC灢3',探针FAM灢5'灢TCTGGCTGC
AGATGACTTCCGAACCA灢3'灢TAMRA。

H灢mam引物:上游引物5'灢TGAAGTTGCTGATGGTCCTCAT灢3',下游引

物5'灢TCAGTCTTAGACACTTGTGGATTGATT灢3',探针FAM灢5'灢AGCACT
GCTACGCAGGCTCTGGCT灢3'灢TAMRA。
1.5暋FQ灢PCR步骤及结果判断

1.5.1暋cDNA的合成:将提取的RNA放入1.5ml无菌离心管,点动离心后,将
三磷酸脱氧核苷酸(dNTP)混合物及反转录缓冲液全部加入逆转录酶管中配置

成反转录反应液,混匀。反转录体系及反应条件参照 TaKaRa 试剂说明书。
10毺l的反应体系包括细胞总RNA500ng,随机引物2毺l,5暳逆转录反应缓冲

液2毺l,寡聚脱氧胸苷引物(Oligodtrimepr)0.5ul,反转录酶0.5毺l,去离子水加
至10毺l,反应条件:37曟15min,85曟5s。
1.5.2暋标准品的处理:本研究将标准品贮存液(2暳106 拷贝数/ml)梯度稀释
为2暳105、2暳103、2暳102、2暳10拷贝数/ml。
1.5.3暋FQ灢PCR:加入探针及 PCR 缓冲液,配置成 PCR 反应液,在 M暳
3000p型定量PCR仪(罗氏公司)上进行扩增,反应体系为:模板5.0毺l、PCR
反应液15.0毺l、水5.0毺l。其中模板为实验组样品反转录产物或对照组样品
反转录产物。PCR反应条件:(1)预变性:95曟30s,1个循环;(2)PCR反应

95曟5s,60曟20s,40个循环。
1.5.4暋标准曲线:标准品扩增曲线:采用BIECHE[2]的标准曲线制备方法,每次扩

增均使用标准品制备标准曲线,范围为102~106拷贝数/ml;定量分析根据标准曲
线,仪器自动计算出标本中每毫升CK19、hMAM 的拷贝数;结果判断以RNA
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浓度曒1.0暳103 拷贝数/ml为阳性,<1.0暳103 拷贝数/ml为阴性[3](图1)。

图1暋40例患者和10例正常对照组毬灢actin扩增曲线

1.6暋统计学处理
采用SPSS13.0软件进行统计处理,运用氈2 检验和Fisher确切概率法对

各组间差别进行统计学分析,乳腺癌患者CK19和hMAM 阳性表达相关性分
析采用 Kappa检验,检验水准毩=0.050。

2暋结果

2.1暋乳腺癌患者与对照组外周血CK19及hMAM 的表达
外周血CK19及hMAM 在两组中的表达见图2、3。乳腺癌患者中CK19

和hMAM 阳性率分别为52.5%(21/40)和55%(22/40),均显著高于正常对
照组(CK19阳性为1/10,hMAM 均为阴性)(P<0.050,表1)。乳腺癌患者

CK19和hMAM 阳性表达具有相关性(Kappa=0.849,P=0.000,表2)。

图2暋CK19扩增曲线

2.2暋乳腺癌外周血CK19及hMAM 表达与病理特征的关系

CK19阳性表达与肿瘤大小、淋巴结转移和PR有密切关系(P<0.050),
与ER、HER灢2无关;hMAM 阳性表达与肿瘤大小、淋巴结转移、ER、HER灢2
有关(P<0.050),与 PR无关(表3)。
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图3暋乳腺球蛋白扩增曲线

表1暋两组外周血中CK19、hMAM 阳性表达状况

CK19 hMAM
组别 例数

阳性(例) 阴性(例) 氈2 值 P 值 阳性(例) 阴性(例) 氈2 值 P 值
对照组 10 1 9 4.266 0.039 0 10 7.716 0.005
乳腺癌组 40 21 19 22 18

暋暋CK19:细胞角蛋白19;hMAM:人乳腺球蛋白

表2暋乳腺癌患者CK19和hMAM表达的相关性暋(例)

hMAM
CK19

阳性 阴性 合计
阳性 20暋 暋暋 1暋 暋暋 21
阴性 2暋暋 暋 17暋暋 暋 19
合计 22暋暋 暋 18暋 暋暋 40

暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋CK19:细胞角蛋白19;hMAM:人乳腺球蛋白;Kappa=0.849,P=0.000

表3暋乳腺癌外周血CK19、hMAM 表达与病理特征的关系

CK19 hMAM
病理因素 例数 P 值 P 值

阳性例数 阴性例数 阳性例数 阴性例数
肿瘤大小 0.003 0.009
暋曒2cm 25 18 7 18 7
暋<2cm 15 3 12 4 11

淋巴结转移 0.000 0.003
暋有 24 19 5 18 6
暋无 16 2 14 4 12
ER 0.112 0.001
暋+ 21 14 7 17 4
暋- 19 7 12 5 14
PR 0.001 0.216
暋+ 18 15 3 12 6
暋- 22 6 16 10 12

HER灢2 0.538 0.004
暋+ 17 10 7 14 3
暋- 23 11 12 8 15

暋暋CK19:细胞角蛋白19;hMAM:人乳腺球蛋白

3暋讨论
细胞角蛋白是上皮细胞骨架系统中间丝成分之一,表达于正常上皮及上

皮源性原发肿瘤及其转移肿瘤细胞,CK19是其中一种组分,在各种腺上皮和
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腺上皮起源的恶性肿瘤中均有表达,在上皮性肿瘤组织中表达稳定[4],但在正
常外周血、骨髓组织、淋巴结中则不表达,其敏感性较高而特异性不足。
Watson等[5]发现hMAM 基因只在乳腺上皮细胞中表达,且在乳腺癌中过度
表达。由于其在乳腺特异性的表达,hMAM mRNA 和蛋白可作为乳腺癌诊
断标记。肿瘤微转移时脱落的癌细胞数量少,浓度低。以往的免疫组化、形态
学等方法无法检测出血液、骨髓、淋巴结等处的微转移。随着分子生物学技术
的发展,FQ灢PCR方法敏感性高,运用该技术联合检测CK19及hMAM 的基
因表达,可作为判断游离肿瘤细胞存在、微转移及预后的一种可行方法[6]。

FQ灢PCR主要是利用Taq酶5'灢3'外切酶活性,在常规PCR基础上加入荧
光标记探针进行核酸定量分析[7],可靠的灵敏度和特异性,其自动化的检测
能最大限度减少污染,显著减少假阳性的发生率[8]。

本研究应用FQ灢PCR技术对40例乳腺癌患者和10例健康志愿者外周血中

CK19和hMAM进行检测,以外周血中目的基因和毬灢actin的比值作为该基因的
表达水平,结果发现,健康志愿者外周血中CK19的阳性表达(1/10)和hMAM
阳性表达(零例阳性),明显低于乳腺癌患者[CK19:52.5%(21/40),hMAM:
55.0%(22/40)],两者间差异有统计学意义(P<0.050)。CK19及hMAM 在
乳腺癌患者外周血中的表达可作为乳腺癌特异性标志物。CK19及hMAM
表达与病理因素的关系分析显示,CK19阳性表达与肿瘤大小、淋巴结转移有
关(P<0.050),与文献[9]报道相一致,也与PR 有关(P<0.050),但与 ER、
HER灢2无关;hMAM 阳性表达与肿瘤大小、淋巴结转移、ER、HER灢2有关
(P<0.050),与 PR 无关。这说明外周血hMAM 阳性表达能够反映病期。
CK19和hMAM阳性表达有相关性(Kappa=0.849,P=0.000)。

近年研究也表明循环血液中肿瘤细胞存在与乳腺癌患者复发及预后相
关,但是并非所有循环血液中肿瘤细胞均能引起临床转移,部分肿瘤细胞处于

G0 期,不具侵袭力,但循环血液仍然是肿瘤细胞发生转移的重要通道。通过
外周血探查肿瘤,是一种被患者所能接受的方式,但是经多年的研究与实践证
实,迄今尚无理想结果[10]。本研究发现CK19及hMAM 是检测乳腺癌微转
移较有价值的标记物,与文献报道一致[11灢12]。有瘤细胞的检出提示转移的高
危性,相信随着长期随访的建立及检测学方法的不断改进,微转移检测的意义
及其临床价值会得到进一步证实[13]。微转移的早期发现对于判断病情,术后
监测,指导预后方面,有一定的可行性,鉴于本研究样本量较小,有待进一步
证实。
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