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摇 摇 揖摘要铱 摇 目的摇 探讨乳腺癌患者外周血中内皮祖细胞(EPCs)检测的临床意义。 方法摇 采用前瞻

性研究方法,收集 2014 年 3 月至 2015 年 3 月吉林省肿瘤医院收治的、病理学证实的 70 例浸润性乳腺

导管癌患者、61 例乳腺纤维腺瘤患者和 68 名健康人的外周血,利用流式细胞术检测 EPCs[CD34、CD133
和血管内皮生长因子受体(VEGFR)鄄2 阳性细胞]水平。 采用 Fisher 确切概率检验和 Kruskal鄄Wallis H
检验比较 3 组间 EPCs 阳性率及其表面标志物 CD34、CD133 和 VEGFR鄄2 表达量的差异,并用 Fisher 确
切概率检验分析乳腺癌患者 EPCs 阳性率与临床病理特征的关系;采用 t 检验比较不同临床分期和不同

淋巴结转移状态患者间 EPCs 表面标志物 CD34、CD133 和 VEGFR鄄2 表达量的差异。 结果摇 在乳腺癌患

者、乳腺纤维腺瘤患者和健康人外周血中,EPCs 阳性率及其表面标志物 CD34、CD133 和 VEGFR鄄2 表达

量的差异均有统计学意义(字2 =12郾 811,P<0郾 001;F=15郾 275,P<0郾 001);健康人及乳腺纤维腺瘤组均未

检测到 EPCs,组间两两比较显示,EPCs 表面标志物 CD34、CD133 和 VEGFR鄄2 在乳腺癌患者外周血中的

表达量[M(P25 ~ P75):0郾 006% (0郾 003% ~6郾 008% )]明显高于健康人及乳腺纤维腺瘤患者(P = 0郾 002、
0郾 003),乳腺癌组 EPCs 阳性率也显著高于健康人及乳腺纤维腺瘤患者 [11郾 4% (8 / 70) 分别比

0(0 / 68)、0(0 / 61),P=0郾 006、0郾 007]。 但 EPCs 阳性率与乳腺癌患者的年龄、ER、PR 和 HER鄄2 状态均

无关(P 均>0郾 050)。 进一步分析 EPCs 阳性的 8 例乳腺癌患者临床资料后发现,玉期患者(n = 4)外周

血中 EPCs 表面标志物 CD34、CD133 和 VEGFR鄄2 的表达量明显低于域 ~ 郁期患者(n = 4) [(0郾 300依
0郾 162)% 比 (1郾 130依0郾 318)% ,t = 4郾 640,P = 0郾 004],而淋巴结转移者(n = 4)EPCs 表面标志物 CD34、
CD133 和 VEGFR鄄2 的表达量明显高于未转移者(n = 4) [(1郾 062依0郾 424)% 比 (0郾 370依0郾 287)% ,t =
2郾 700,P=0郾 040]。 结论摇 乳腺癌患者外周血中 EPCs 表面标志 CD34、CD133 和 VEGFR鄄2 表达水平较

高,其可能是一种潜在的生物标志物和治疗靶点。
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揖Abstract铱摇 Objective摇 To investigate the clinical significance of endothelial progenitor cells (EPCs)
in peripheral blood of breast cancer patients. Methods摇 Peripheral blood from healthy volunteers ( control
group, n=68),breast fibroadenoma patients (benign group,n = 61) and patients with invasive ductal breast
cancer (n = 70) in Jilin Cancer Hospital from March 2014 to March 2015 were collected for a prospective
study. The concentration of EPCs (marked by CD34, CD133 and VEGFR鄄2 positive) was determined by flow
cytometry. Fisher爷s exact probability test and Kruskal鄄Wallis H test were used to compare the positive rate of
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EPCs and the expression of CD34, CD133 and VEGFR鄄2 among three groups. Fisher爷 s exact probability test
was used to analyze the relationship between the positive rate of EPCs and clinicopathological features in breast
cancer patients. The expression of CD34, CD133 and VEGFR鄄2 (surface markers of EPCs) was compared in
the patients with different clinical stages and lymph node metastasis status by t test. Results摇 The positive rate
of EPCs and the expression of CD34, CD133 and VEGFR鄄2 presented a significant difference among three
groups (字2 =12郾 811,P<0郾 001; F=15郾 275, P<0郾 001). EPCs were not detected in control group and benign
group. The expression of CD34, CD133 and VEGFR鄄2 in breast cancer group was 0郾 006% (0郾 003% -
0郾 008% )[M(P25-P75)], significantly higher than that in control group or benign group (P=0郾 002 and P=
0郾 003). The positive rate of EPCs was significantly higher than that in control group or benign group [11郾 4%
(8 / 70) vs 0 (0 / 68), P=0郾 006; 11郾 4% (8 / 70) vs 0 (0 / 61), P = 0郾 007]. The positive rate of EPCs was
not correlated with patient age, ER, PR and HER鄄2 status (all P>0郾 05). In eight breast cancer patients with
EPCs positive, the expression of CD34, CD133 and VEGFR鄄2 in stage玉breast cancer was significantly lower
than that in stage 域-郁 breast cancer [(0郾 300依0郾 162)% vs (1郾 130依0郾 318)% , t = 4郾 640,P = 0郾 004),
and the expression of CD34, CD133 and VEGFR鄄2 in patients with lymph node metastasis was significantly
higher than that in patients without [(1郾 062 依 0郾 424)% vs (0郾 370 依 0郾 287)% , t = 2郾 700, P = 0郾 040].
Conclusion摇 CD34, CD133 and VEGFR鄄2 ( surface markers of EPCs) have high expression in peripheral
blood of breast cancer patients, so EPCs might serve as a potential biomarker and a therapeutic target.

揖Key words铱摇 Breast neoplasms;摇 Endothelium, blood vessels;摇 Endothelial growth factor receptor鄄2;
摇 Antigens,CD;摇 Endothelial progenitor cells

摇 摇 乳腺癌是危害女性健康的头号杀手[1]。 尽管针

对 HER鄄2 和激素受体等新型药物的问世极大地改

善了乳腺癌患者的生活质量,但乳腺癌的发生及疾

病进展机制仍然未知,仍需探索与乳腺癌精准诊治

相关的新的生物标志物来完善乳腺癌临床转化性

研究。
抗血管新生是治疗实体肿瘤的主要方向之一。

贝伐珠单克隆抗体及重组人血管内皮抑制素等针对

血管内皮生长因子及其受体 ( vascular endothelial
growth factor and its receptor,VEGF / VEGFR)的抗血

管生成药物已经用于多种实体肿瘤的临床实践[2],
然而,目前仍未发现该类药物的优势人群。 近年来,
研究报道血管内皮细胞与实体肿瘤的血管新生相

关[3鄄4]。
内皮祖细胞( endothelial progenitor cells,EPCs)

是来源于血管内皮细胞的前体细胞,进一步分化为

成熟内皮细胞,进而参与肿瘤新生血管的形成[5]。
在多种实体肿瘤患者的外周血中发现 EPCs 水平上

升,如结直肠癌及肝癌等[6],但有关乳腺癌患者外周

血中是否存在 EPCs 的研究报道很少[7鄄8]。 EPCs 缺

乏特征性血管腔样结构,仅从形态学特征上无法辨

认,须借助特征性细胞表面分子才能区分和识别。
CD34、CD133 和 VEGFR鄄2 是目前较为公认的鉴定

EPCs 的表面分子抗原组合[9鄄11],因此,本研究采用

该组合对乳腺癌患者的外周血标本进行了研究。

材料与方法

一、标本来源

选取 2014 年 3 月至 2015 年 3 月吉林省肿瘤医

院乳腺肿瘤外科收治的、经病理学证实为浸润性乳

腺导管癌的 70 例患者作为研究对象进行前瞻性研

究。 乳腺癌分类标准依据 2012 年国际乳腺癌诊断

标准[12]。 患者纳入标准:手术或穿刺病理学确诊;
女性;年龄 18 ~ 65 岁;未接受过放化疗及免疫治疗

等抗肿瘤治疗;预期生存>6 个月;血常规、肝肾功能

基本正常。 排除标准:(1)合并其他肿瘤或出血性

疾病;(2)患有艾滋病或自身免疫性疾病;(3)临床

资料不完整。 纳入患者年龄范围为 32 ~ 70 岁,中位

年龄为 50 岁。 手术病理检查 47 例,穿刺活组织检

查 23 例;淋巴结转移 46 例,无淋巴结转移 24 例。
同时,选取同期本科收治的 61 例乳腺良性疾病(纤
维腺瘤)患者和本院检验科提供的 68 名健康体检者

的外周血作为对照。 按性别和年龄进行匹配,选取

本院内科收治的急性髓细胞白血病患者骨髓标本,
用于 CD34 和 CD133 双抗体的阳性对照。 选取长春

市妇产医院提供的脐带血标本用于 CD34、CD133 和

VEGFR鄄2 三抗体阳性对照。 本研究已获吉林省肿

瘤医院医学伦理委员会批准,患者均知情同意。
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二、试剂与仪器

人脐静脉血管内皮细胞( human umbilical vein
endothelial cells,HUVEC)购自中国科学院上海细胞

生物研究所,采用含 10%胎牛血清的 DMEM 培养液

在 37毅 C、5% CO2 恒温培养箱中培养。 BD FACS
Calibur 流式细胞仪、红细胞裂解液、多种抗体[抗
CD34、抗 VEGFR鄄2(CD309)、抗 CD45 和同型对照抗

体]、鞘液及加样管均购自美国 BD 公司,抗 CD133
购自德国美天旎生物技术公司。

三、流式细胞检测

术前收集乙二胺四乙酸( EDTA) 抗凝静脉血

2 ml,轻微混匀后室温保存,2 h 内进行检测。 每个

样本取 100 滋l 加入流式细胞检测专用管,并加入相

应单克隆抗体 10 滋l,混匀避光 15 min 后使用红细

胞裂解液充分裂解,避光 10 min,1 500 r / min(离心

机半径为 30 cm)离心 5 min 后弃上清液。 加入 PBS
2 ml 后 1 500 r / min 离心 5 min,弃上清液后加入固

定液。 收集 10 000 个细胞进行分析,利用 CD45 和

侧向角散射光( side scattering,SSC)作图,选择单核

细胞群(图 1)。 以 HUVEC 作为 VEGFR鄄2 阳性表达

对照[12],IgG 同型对照抗体作为阴性对照,应用脐带

血建立标准 EPCs 检测流程[13],将样本中 CD34、
CD133 和 VEGFR鄄2 三抗体阳性表达的细胞定义为

EPCs[14鄄15],并进行数据采集(图 2);CD34、CD133 和

VEGFR鄄2 阳性率>0郾 010% [16] 界定为 CD34、CD133
和 VEGFR鄄2 表达阳性。

五、统计学分析

采用 SPSS24郾 0 统计软件进行数据分析。 理论

频数<5 的多组分类资料比较,采用 Fisher 确切概率

注:R1 门所圈细胞为所有的单个核细胞群;R2 门所圈细胞为单核细

胞群;SSC 为侧向角散射;FSC 为前向角散射;PerCP 为多甲藻黄素鄄叶绿

素鄄蛋白质复合物;CD 为白细胞分化抗原

图 1摇 流式细胞术检测脐带血中单个核细胞群的分布情

况摇 a 图所示脐带血中单个核细胞群; b 图所示单个核细胞

群中的 CD45+细胞(白细胞)

注:R3 门内细胞为脐带血单核细胞群中 CD34 和 CD309 阳性细胞;d 图

中右象限内细胞为 CD34、CD133 和 VEGFR鄄2 ( CD309)阳性细胞,即为

EPCs;FITC 为异硫氰酸荧光素;PE 为藻红蛋白;SSC 为侧向角散射; APC

为染料蛋白;CD 为白细胞分化抗原;VEGFR 为血管内皮生长因子受体

图 2摇 流式细胞术检测脐带血中 EPCs 分布情况摇 a 和 b 图

分别为 CD309 PE 和 CD133 APC 同型阴性对照抗体表达图;
c 图为脐带血单核细胞群中 CD34 和 CD309 的表达;d 图为

脐带血单核细胞群中 CD133 在 R3 门内细胞中的表达

检验,组间两两比较时检验水平调整为 琢爷 =0郾 050 / 3抑
0郾 017。 正态分布的计量资料用 軃x依s 表示,非正态分

布的计量资料用 M(P25 ~ P75)表示。 2 组计量资料

(疾病分期和淋巴 结 转 移 组 间 CD34、 CD133 和

VEGFR鄄2 表达量)比较采用 t 检验;健康人群、乳腺

纤维腺瘤患者和乳腺癌患者的 CD34、 CD133 和

VEGFR鄄2 表达量比较,以及 3 组间年龄分布的比较

均采用 Kruskal鄄Wallis H 检验。 以 P<0郾 050 为差异

有统计学意义。

结摇 摇 果

一、3 组研究对象的基线资料比较

乳腺癌患者和健康人年龄分布均为正态分布

(W=0郾 987,P = 0郾 713;W = 0郾 970,P = 0郾 098),其年

龄的 M(P25 ~ P75)分别为 50(46 ~ 56)岁和 48(39 ~
56)岁;良性患者的年龄分布为非正态分布 (W =
0郾 928,P = 0郾 001 ), 其 年 龄 的 M ( P25 ~ P75 ) 为

48(39 ~57)岁;3 组间年龄差异无统计学意义(字2 =
2郾 245,P=0郾 325),组间具有可比性。

二、3 组研究对象外周血 EPCs 水平比较

乳腺癌患者外周血中检测到 EPCs,阳性细胞分
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注: SSC 为侧向角散射;PE 为藻红蛋白;APC 为染料蛋白;FITC 为异硫氰酸荧光素;CD 为白细胞分化抗原;EPCs 为内皮祖

细胞;VEGFR 为血管内皮生长因子受体

图 3摇 乳腺癌患者、乳腺纤维腺瘤患者及健康人外周血中 EPCs 表面标志物 CD34、CD133、VEGFR鄄2
(CD309)的表达摇 a、b、c 图, d、e、f 图以及 g、h、i 图分别为健康人、乳腺纤维腺瘤患者和乳腺癌患者外周血

中 EPCs 细胞表面标志物 CD34、VEGFR鄄2 和 CD133 的表达

布于单核细胞群中,EPCs 表面标志物 CD34、CD133
和 VEGFR鄄2 表达量的 M ( P25 ~ P75 ) 为 0郾 006%
(0郾 002% ~0郾 008% ),而乳腺纤维腺瘤患者和健康

人外周血中未检测到 EPCs 表面标志物 CD34、
CD133 和 VEGFR鄄2 表达(图 3),3 组间比较,差异

有统计学意义(F=15郾 275,P<0郾 001),其中,乳腺癌

患者 EPCs 表面标志物 CD34、CD133 和 VEGFR鄄2 表

达量明显高于健康人和乳腺纤维腺瘤患者 (P =
0郾 002、0郾 003);并且,乳腺癌患者、乳腺纤维腺瘤患

者及健康人 EPCs 阳性率分别为 11郾 4% (8 / 70)、0
(0 / 68)和 0(0 / 61),3 组间比较,差异也有统计学意

义(字2 = 12郾 811,P<0郾 001),其中,乳腺癌患者 EPCs
阳性率均明显高于健康人和乳腺纤维腺瘤患者(P =
0郾 006、0郾 007)。

三、EPCs 与乳腺癌临床病理特征的关系

EPCs 阳性率与乳腺癌患者年龄以及 ER、PR、
HER鄄2 表达等临床病理特征均无关(表 1)。 进一步

分析 EPCs 表面标志物 CD34、CD133 和 VEGFR鄄2 表

达阳性的乳腺癌患者临床病理特征后发现,淋巴结

转移者 EPCs 表面标志物 CD34、CD133 和 VEGFR鄄2
表达量明显高于未转移者( t = 2郾 700,P = 0郾 004),临
床分期为玉期者外周血中 EPCs 表面标志物 CD34、
CD133 和 VEGFR鄄2 的表达量明显低于域 ~ 郁期患

者( t=4郾 640,P=0郾 040)(表 2)。

讨摇 摇 论

1999 年,Crisa 等[17] 在人外周血单核细胞中发

现了 EPCs 亚群,并将其命名为内皮祖细胞。 EPCs
起源于骨髓,与造血干细胞具有共同的前体,并且在

特定条件下能够分化为成熟的内皮细胞。 EPCs 不

仅参与了胚胎期血管的生成,同时在维持血管的正

常结构、功能以及损伤后的修复中均发挥着至关重

要的作用。 研究发现,内皮祖细胞可能参与肿瘤的
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表 1摇 乳腺癌患者 EPCs 阳性率与临床病理特征的关系

临床病理特征 例数 EPCs 阳性[例(% )] 检验值 P 值

年龄

摇 <50 岁 23 2(8郾 7)摇 1郾 000a

摇 逸50 岁 47 6(12郾 8)

淋巴结转移

摇 有 46 5(10郾 9) 1郾 000a

摇 无 24 3(12郾 5)

ER

摇 阳性 46 6(13郾 0) 0郾 760a

摇 阴性 24 2(8郾 3)摇

PR

摇 阳性 48 7(14郾 6) 0郾 420a

摇 阴性 22 1(4郾 5)摇

HER鄄2

摇 阳性 23 2(8郾 7)摇 1郾 000a

摇 阴性 47 6(12郾 8)

临床分期

摇 玉 23 4(17郾 4)

摇 域 21 2(9郾 5)摇 字2 =1郾 121 0郾 806a

摇 芋 12 1(8郾 3)摇

摇 郁 14 1(7郾 1)摇

摇 摇 注:aFisher 确切概率检验;EPCs 为内皮祖细胞;ER 为雌激素受体;

PR 为孕激素受体;HER 为人表皮生长因子受体

表 2摇 8 例 EPCs 表面标志物 CD34、CD133 和 VEGFR鄄2 阳性

表达的乳腺癌患者临床病理特征

临床病理特征 例数
CD34、CD133、VEGFR鄄2

表达量(% )
t 值 P 值

疾病分期

摇 玉期 4 0郾 300依0郾 162
4郾 640 0郾 004

摇 域 ~ 郁期 4 1郾 130依0郾 318

淋巴结转移

摇 是 4 1郾 062依0郾 424
2郾 700 0郾 040

摇 否 4 0郾 370依0郾 287

摇 摇 注:EPCs 为内皮祖细胞;CD 为白细胞分化抗原;VEGFR 为血管内皮

生长因子受体

生长和转移,如肿瘤生长的早期阶段,EPCs 能够通

过定植到局部的血管床部位而参与血管的生成,后
期则可以通过不断分裂、增殖促进肿瘤血管生长[3]。
此外,EPCs 所分泌的多种细胞因子(如 VEGF、粒细

胞集落刺激因子)对于肿瘤血管的生长也起到了一

定的促进作用。 这些细胞因子不仅能够促进肿瘤血

管成熟,而且还可以降低血管壁的通透性,从而减少

肿瘤内部的血管破裂及组织坏死[4]。 因此,本研究

以血管 EPCs 为研究重点,探索其在乳腺癌诊断和

治疗中的临床价值。

关于内皮祖细胞的鉴定已有许多研究报道,现
阶段主要通过其细胞表面标志来进行定义,常用的

细胞表面标志物包括 VEGFR鄄2、趋化因子受体 4、
CD133、 CD34、 CD31、 CD144、 CD14、 c鄄Kit 等[18鄄19]。
Hristor 等[9] 采用 CD34、CD133 和 VEGFR鄄2 三分子

组合,Fadini 等[10]选择 CD34 和 CD133 双表达组合,
Liu[11] 等 选 择 CD34 和 VEGFR鄄2 双 表 达 组 合。
Yoder 等[20]总结了近 20 位研究者关于 EPCs 免疫表

型的分析结果后,认为最经典的鉴定 EPCs 的抗原

组合为 CD34、CD133 和 VEGFR鄄2。 因此,本研究采

用目前公认的 CD34、CD133 和 VEGFR鄄2 三分子表

达来定义乳腺癌 EPCs。
本研究设立了多个阳性对照组,分别采用不同

的标本类型,对试验方法进行了多种验证和质量评

估,包括 HUVEC(VEGFR鄄2 阳性),急性髓细胞白血

病患者骨髓 ( CD34 和 CD133 ), 脐带血 ( CD34、
CD133 和 VEGFR鄄2 共表达)和 IgG 同型抗体(阴性

对照)等,建立了科学而可信的检测方法学。
本研究发现健康人外周血中不存在 EPCs 表面

标志物 CD34、CD133 和 VEGFR鄄2,该结果与文献

[21]的结果一致,但在乳腺癌患者中发现了 EPCs
表面标志物 CD34、CD133 和 VEGFR鄄2 阳性者,尽管

阳性率仅为 11郾 4% ,但由于乳腺癌患者的人群基数

大,因此以 EPCs 作为诊断或治疗的靶点也会使众

多的乳腺癌患者受益。 目前研究发现,EPCs 表面标

志物 CD34、CD133 和 VEGFR鄄2 表达量与淋巴瘤、肝
癌、结肠癌等肿瘤的大小、对抗血管生成药物的反应

性和预后等密切相关[22]。 厉倩等[4] 采用流式细胞

术检测肝癌患者外周血中 EPCs 水平,发现 EPCs 水

平明显高于健康对照者,且循环 EPCs 水平与肝癌

分期呈正相关。 Yang 等[23] 通过检测患者外周血中

EPCs 的数量发现,其含量增加与疾病分期及进展呈

正相关,提示 EPCs 是这些肿瘤治疗的潜在靶点。
因此,理论上 EPCs 有潜力作为生物标志物用于肿

瘤的诊断及治疗等临床实践。
尽管在乳腺癌入组患者中未发现 EPCs 与临床

病理特征相关,但在 EPCs 表面标志物 CD34、CD133
和 VEGFR鄄2 阳性患者中,本研究发现疾病分期早或

无淋巴结转移的患者,其 EPCs 表面标志物 CD34、
CD133 和 VEGFR鄄2 表达量较低,提示 EPCs 表面标

志物 CD34、CD133 和 VEGFR鄄2 与乳腺癌的发生和

发展可能具有关联性。
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本研究存在一定缺陷,主要是病例数较少,患者

分布不均衡,研究结果还需要扩大样本量进一步验

证。 并且,由于本研究结果为观察性研究,影响因素

较多,还需设计更加严谨的前瞻性研究提供高级别

证据 证 实 EPCs 表 面 标 志 物 CD34、 CD133 和

VEGFR鄄2 的临床价值。
综上所述,本研究提供了一种简单、有效的方法

可用于检测乳腺癌患者外周血内皮祖细胞,并分析

了内皮祖细胞在乳腺癌诊疗中的临床意义,为乳腺

癌的早期诊断、疾病分期和预后判断提供了新的

思路。
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