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应应用高通量生物技术预测乳腺癌新辅助化疗

敏感性研究进展

杨后圃暋王殊

暋暋乳腺癌是一种对化疗相对敏感的肿瘤,新辅助化疗在乳腺癌的综合治疗
中占有重要的地位[1]。新辅助化疗在观察化疗药物的敏感性、局部肿瘤降期
和提高保乳率等方面显示出明显的优势[2]。研究显示,新辅助化疗后获得病
理缓解的病例,其远期生存率明显提高[3灢4]。然而,乳腺癌新辅助化疗病理完
全缓解(pCR)率最高仅35%左右,约有10%~40%的患者对现行化疗方案不
敏感,甚至有极少量病人病情进展,预后不良。因此评价肿瘤的近期疗效,对
于预测远期预后,指导后续治疗,有着重要的意义。但无论是临床还是病理学
疗效评价,均需化疗一段时间后方能获得。如果能在化疗前获知肿瘤对于化
疗的敏感性,准确预测新辅助化疗的疗效,将会使得新辅助化疗适应症和方案
的选择更加合理,大幅提高有效率,减少不必要的毒性反应,避免经济上的浪
费,践行肿瘤个体化治疗理念。

现有的研究表明,肿瘤类型、组织病理学分级、初始肿瘤大小及淋巴结状
态等传统临床病理指标和激素受体、Ki灢67、人表皮生长因子受体2(HER灢2)、
TopoII毩、P53、P27以及热休克蛋白等分子生物学指标可能与新辅助化疗疗
效有关。但这些研究的结果并不一致,时至今日,尚没有任何一项指标得到公
认可用于乳腺癌新辅助化疗疗效预测[5]。这些研究普遍存在的问题在于样本
量小,选择的治疗方案各不相同,疗效评价指标各异,且多为回顾性研究,得出
的结果自然存在较多分歧。但更深层的原因在于,乳腺癌绝非性质单一的疾
病,其发生、发展以及化疗敏感性受到众多基因、通路的影响。乳腺癌新辅助
化疗疗效的预测需综合多方面因素,方能获得较好的效果[6]。

随着基因芯片和蛋白质芯片等高通量生物检测技术的问世,人们可以同
时检测成千上万的基因和蛋白质的表达信息,获得肿瘤细胞较为完备的分子
生物学背景。21世纪以来,一系列分子表达谱(molecularprofiling)产品得以
开发运用。70灢基因表达谱(MammaPrint,荷兰)、76灢基因表达谱、21灢基因表
达谱(OncotypeDX,美国)等是其中成功的范例,它们主要针对淋巴结阴性、激
素受体阳性、未接受辅助化疗的早期乳腺癌患者,通过基因表达谱预测,能较
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为准确地判断哪些患者适合化疗,哪些患者不能从化疗中获益,具有比过去的
常规 临 床 病 理 指 标 更 好 的 预 后 价 值 (prognostic value)[7灢10]。 其 中

MammaPrint和 OncotypeDX 已经获得较为广泛的应用,OncotypeDX 更被
写入2008版美国国家综合癌症网络(NCCN)乳腺癌临床实践指南,针对这两

种表达谱的大规模前瞻性临床研究已经在进行之中。可以预见,基因表达谱
在乳腺癌的预后预测方面将有着广阔的前景。近年来,许多研究尝试将分子

表达谱和分子分型应用于乳腺癌新辅助化疗敏感性预测,取得了一定的进展,
现综述如下。

1暋基于基因的预测模型

近年来,基因芯片技术逐渐成熟。2000年,Perou等[11灢12]应用基因芯片技
术筛选出496个在不同乳腺肿瘤间表达差异显著的基因,即所谓的固有基因

亚群(intrinsicgenesubset)。根据肿瘤固有基因亚群差异,将乳腺癌分为

Luminal[ER(+)]、Basal灢like、HER灢2(+)、normal灢like4个亚型。随后,
Calza等[13]在412例的乳腺癌病例中验证了分子分型的存在。Rouzier等[14]利用
基因芯片研究分子分型与紫杉醇序贯CEF方案新辅助化疗敏感性的关系,结果显

示Basal灢like和 HER灢2(+)亚型pCR率均为45%,Luminal亚型pCR率是6%,
而Normal灢like亚型无pCR病例。提示Basal灢like和 HER灢2(+)亚型对蒽环
类和紫杉醇的敏感性高于Luminal和 Normal灢like亚型。这项研究提示不同

亚型的乳腺癌化疗敏感性不同,其对化疗效果的预测独立于激素受体和组织
学分级等常规的临床预测指标。
暋暋大量研究尝试应用该技术解决新辅助化疗疗效预测这个难题(表1)。
2003年,Chang等[15]报道应用含12625个基因的cDNA芯片分析24例患者

多西紫杉醇术前化疗前的空心针穿刺标本,发现在化疗敏感和耐药病例间有

92个基因差异表达。化疗敏感相关基因与细胞周期、细胞骨架、黏附、蛋白转

运修饰以及凋亡有关,化疗耐药相关基因涉及转录和信号转导。交叉验证中,
阳性预测率为92%,阴性预测率为83%,而对独立样本的验证结果显示,其预

测模型可以准确预测6例患者的化疗敏感性(6/6)。Luca[16]利用石蜡标本提
取RNA技术结合含有384个基因的cDNA 芯片,筛选出86个与pCR相关

的基因(P<0.05),包括细胞增殖相关、免疫相关和雌激素受体相关基因。
IwaoKoizumi等[17]应用高通量的逆转录PCR技术,在44例接受多西紫杉醇

术前化疗的活检标本中,通过筛选出的差异基因预测临床疗效,准确率达

80%,同时发现,在多西紫杉醇耐药的肿瘤中,与细胞氧化还原相关的基因高

表达,在体外培养的乳腺癌细胞中,这些基因的过表达可抑制多西紫杉醇诱导
的细胞凋亡。Ayers等[18]使用含30721个基因的cDNA芯片对42例接受紫
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杉醇序贯 FAC 方案的患者化疗前后肿瘤标本进行基因表达分析,筛选出

74个差异表达基因,在l8例患者的验证中,其阳性预测值为100%,阴性预测

值为73%,特异性为100%,总体预测准确率是78%。

表1暋基因表达谱预测乳腺新辅助化疗敏感性研究概览

基因数 病例数(训练/验证) 化疗方案 技术平台 作者

92暋暋暋暋 30(24/6)暋 暋暋 暋暋D 暋暋暋HgU95灢Av2 暋暋暋Chang[15,21]

86暋暋暋暋 171(89/82)暋暋暋 暋暋A灢T 暋暋暋RT灢PCR 暋暋暋Luca[16]

85暋暋暋暋 70(44/26)暋暋暋 暋暋D 暋暋暋ATAC灢PCR 暋暋暋Iwao灢Koizumi[17]

74暋暋暋暋 36(24/12)暋暋暋 暋暋T/FAC暋 暋暋暋cDNA芯片 暋暋暋Ayers[18]

22暋暋暋暋 37(37/0)暋 暋暋 暋暋TA 暋暋暋HG灢U133 暋暋暋Dressman[22]

3暋暋暋暋 44(31/13)暋暋暋 暋暋AC 暋暋暋cDNA芯片 暋暋暋Folgueira[23]

512暋暋暋暋 100(52/48)暋暋暋 暋暋GET 暋暋暋寡核苷酸芯片 暋暋暋Olaf[24]

11暋暋暋暋 21(21/0)暋 暋暋 暋暋FEC/T 暋暋暋HG灢U133 暋暋暋Park[25]

253暋暋暋暋 40(40/0)暋 暋暋 暋暋AC 暋暋暋HG灢U133A 暋暋暋Cleator[26]

30暋暋暋暋 133(82/51)暋暋暋 暋暋T/FAC 暋暋暋HG灢U133A 暋暋暋Hess[27]

22暋暋暋暋 45(45/0)暋暋 暋 暋暋DC 暋暋暋RT灢PCR 暋暋暋Mina[28]

暋暋D:多西紫杉醇;T:紫杉醇;F:氟尿嘧啶;A:阿霉素;C:环磷酰胺;G:吉西他滨;E:表阿霉素;ATAC灢PCR :标签接头竞争PCR技

术;RT灢PCR:逆转录聚合酶链反应;HgU95灢Av2、HG灢U133、HG灢U133A、AffymetrixX3P均为基因芯片型号

暋暋体内试验只能观察一种或两种方案的疗效,体外实验中获得的基因表达

谱数据是解决问题的一种新思路。Bonnefoi等[19灢20]通过体外培养细胞筛选出
不同化疗药物差异基因表达谱,建立预测模型,并在125例乳腺癌患者中验证

其预测pCR能力,结果显示其验证FEC方案的阳性预测率为68%,阴性预测
率为96%,验证TET方案的阳性预测率和阴性预测率分别为71%和92%,
作者认为其预测模型获得较高的阴性预测率,可考虑用于筛选不敏感的患者
改用其他方案。

2暋基于蛋白质的预测模型

如前所述,从基因水平对于乳腺癌新辅助化疗敏感性的预测进行的研究
已有所突破,然而基因的功能是通过其表达的蛋白质实现的,若能直接从蛋白

质水平入手来研究乳腺癌,或许能更全面、真实地反映乳腺癌的分子本质。
2.1暋免疫组化联合检测

鉴于基因芯片以mRNA为检测对象,多数要求新鲜组织,且价格昂贵,临
床应用受到限制。许多学者尝试应用技术方法简单的免疫组织化学染色方法

替代基因芯片进行分子分型。Nielesen等[29]回顾性分析930例乳腺癌患者,
结果显示利用雌激素受体(ER)、孕激素受体(PR)、人类表皮生长因子受体

2型(HER灢2)、细胞角蛋白5/6(CK5/6)、表皮生长因子受体(EGFR)进行分
型,其与 Rouzier[14]分子分型基本一致,敏感性达76%,特异性为100%。
Carey等[30]应 用 免 疫 组 化 方 法 检 测 HER灢2、ER、PR 蛋 白 表 达 水 平,以

HER灢2(-)/ER(-)/PR(-)(三阴性)、HER灢2(+)/ER(-)、ER(+)分别
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代表Basal灢like型、HER灢2(+)/ER(-)型和Luminal型,107例病人 AC方
案化疗4个疗程后,临床反应率分别为85%、70%、47%,pCR分别为27%、
36%、7%,HER灢2(-)/ER(-)/PR(-)型及 HER灢2(+)/ER(-)型的无病
生存期和总生存期差于ER(+)型。这与 Rouzier[14]用基因芯片进行分型预

测的结果相似。研究显示[31],三阴性乳腺癌大致与Basal灢like亚型乳腺癌相
对应,表达肌上皮角蛋白,而不表达ER、PR、HER灢2,在临床上表现为高复发

转移风险,却又难以从内分泌治疗及赫赛汀靶向治疗中获益,因此化疗在这一
类患者的治疗策略中显得尤为重要。近年来,研究发现三阴性乳腺癌对于含

铂类、紫杉类的化疗方案新辅助化疗有较高的敏感性,如Sirohi[32]等发现接受
铂类为主的方案新辅助化疗可达到88%的pCR率,而 MDAnderson肿瘤中

心一项入组1782例接受含蒽环类和紫杉类的新辅助化疗的患者的研究[33]发
现,三阴性乳腺癌 pCR 率显著高于非三阴性乳腺癌(22% 比 11%,P=
0.034)。利用简便易行的免疫组化技术进行分子分型,获得了与昂贵的基因
芯片分型类似的预测效果,相信会有良好的临床应用前景。
2.2暋蛋白质组学

多基因、多通路参与乳腺癌的发生、发展和各种生物学行为,其间涉及多

种蛋白质表达、修饰和降解的过程,单从几个已知蛋白入手,很难完整的反映
其分子本质,蛋白质组学为此提供了很好的研究平台。目前常用的蛋白质组

学技术包括双向凝胶电泳、激光解吸电离飞行时间质谱(laserdesorption/
ionizationtime灢of灢flightmassspec灢trometry)、抗体芯片等。Chuthapisith
等[34]利用双向凝胶电泳,分析乳腺癌耐阿霉素和紫杉两种细胞系均改变的蛋

白,结果显示CK8、keratin灢19等多种蛋白表达改变。目前大量研究通过双向
凝胶电泳技术已经从乳腺癌、结肠癌、胰腺癌、肉瘤等多种肿瘤中筛选出肿瘤

化疗敏感性相关蛋白,推动了化疗疗效预测研究的进展。虽然双向凝胶电泳
技术对蛋白质可以实现一次性分离,并很好的与质谱分析等鉴定方法相匹配,
在发现标志物方面有着独到的优势,但其操作复杂,结果不易分析,在疗效预
测方面的研究不多。最近,激光解吸电离飞行时间质谱等基于非凝胶的蛋白

质分析技术逐渐成熟,使得研究者可以直接从血清、渗出物及组织裂解液等粗
样品中直接提取蛋白信息,得到了较为广泛的应用。Smith等[35]对乳腺癌顺

铂敏感及耐药细胞系进行基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱(MALDI灢
TOF灢MS)分析,发现有15种蛋白差异表达。在顺铂耐药组,细胞角蛋白17
等9种蛋白低表达,基质金属蛋白酶9等6种蛋白高表达。Brozkova等[36]应
用表面增强激光解吸电离飞行时间质谱(SELDI灢TOF灢MS)技术分析了105例

乳腺癌患者的组织裂解液,发现了130个峰,将患者聚类为与 LuminalA、
LuminalB、Basal灢like、HER灢2(+)、Normal灢like相对应的5组,提示蛋白质
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组学的研究结果与过去cDNA芯片表达谱的结果一致。而 Raihanatou等[37]

应用更为简便的组织芯片技术,检测了34种标志物,通过k灢均值聚类,利用其
中24种标志物就可以将236例患者分为Luminal灢A、Luminal灢B、Basal灢Like、
HER灢2(+)和另外一种 MMN(mulitplemarkernegetive,多种标记物阴性,
实际相当于 Normal灢like)5型。与 Luminal亚型相比,剂量密集型化疗后

HER灢2(+)和Basal灢like两类患者的无事件生存期较差,而在接受高剂量化
疗后,此两型的风险比下降,提示 HER灢2(+)和Basal灢like两型接受高剂量化
疗是更好的选择。近年来,抗体芯片技术迅速发展,使得快速、批量检测已知
蛋白变得更加便捷。Smith等[38]报道采用包含224种抗体的蛋白质芯片,检
测阿霉素敏感和耐药细胞系蛋白质表达水平,筛选出多种差异蛋白,包括丝裂
原活化蛋白激酶(MAPK)通路相关蛋白、cyclinD2以及CK18等,这些蛋白下
调与阿霉素耐药有关。

蛋白质组学研究开展时间尚短,技术操作相对复杂,传统蛋白质组学筛选
的蛋白鉴定存在一定难度,更多应用于发现标志物或是对基因芯片结果进行
验证和补充,在疗效预测方面的应用,还有赖于其技术本身及信息学的
发展[39]。

3暋存在的问题和前景
尽管基于高通量生物芯片技术的分子分型在乳腺癌新辅助化疗疗效预测

方面取得了一定的成绩,但仍然存在一些不容忽视的问题。一方面,目前所报
道的分子表达谱选取的分子数从数个到数百不等,其具体分子之间重叠较少,
一致性较差。目前很少有研究关注这方面问题。Cheng等[40]曾就乳腺癌预
后预测分子表达谱之间一致性进行过研究,结果发现,尽管其具体分子之间差
异很大,但预测效果相似。该作者推测,乳腺癌发生发展可能与众多通路有
关,不同表达谱选取了相同通路上不同的分子进行建模,殊途同归,均能准确
地进行预测。这一解释是否适合新辅助化疗疗效预测模型,尚有待进一步研
究确定。其次,如何优化分子模型结构,降低其应用成本,是亟需解决的一个
问题。由于基因芯片等技术价格昂贵,多数研究样本量较小,其模型必须通过
大样本前瞻性验证方可应用于临床。

总之,应用高通量生物技术建立多因子模型,进行新辅助化疗敏感性预
测,效果明显优于单一临床病理指标,具有良好的应用前景。但这类技术发展
时间尚短,仍然存在许多尚未解决的问题,需进一步研究验证。
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