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乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤$ 乳腺癌发病

率占全身各种恶性肿瘤的
$H##3H

%

#

&

$ 现阶段!临床

上主要使用的乳腺癌血清肿瘤标志物为
GI#J%

'

G>I

等!虽然这些肿瘤标志物的检测有助于提高乳

腺癌的早期检出率和诊断性能!但其敏感度较低!特

异性较差%

!

!

%

&

$ 微小核糖核酸"

)+1A26KI

!

)+6KI

(可

参与细胞增殖'细胞凋亡'细胞代谢'胚胎发育等一

系列重要过程%

&

!

J

&

$ 研究报道!在恶性肿瘤患者血浆

里可以检测到
)+6KI

! 这种
)+6KI

来源于肿瘤组

织!且受内源性
6KI

酶的保护 %

(

&

$ 乳腺癌相关研究

显示!乳腺癌患者血液中具有特异的
)+6KI

!这种

)+6KI

与患者的淋巴结转移'临床分期及预后等相

关%

$

&

$ 本研究拟通过
6L47G6

检测乳腺癌患者血浆'

癌组织'癌旁组织及正常人血浆中
)+6"#!$"%7

的表

达!进一步分析血浆中
)+6"#!$"%7

表达在乳腺癌患

者中的临床价值$

#

资料与方法

!"!

临床资料

选取我院
!3#J

年
#

月至
!3#(

年
'

月收治并行

手术治疗的乳腺癌患者
(3

例!选取同时间来我院体

检的正常志愿者
!3

名$ 乳腺癌患者年龄
%%M(J

岁!

平均年龄
J!N&$%NJ

岁!临床分期为
!M"

期!术前行

彩超及
%&

证实无远处转移!术后行
O>G

)环磷酰胺

J33)9P)

!

!氟尿嘧啶
JQ")9R)

!

!吡柔比星
&J)9R)

!

(

化疗
(

个周期或
IG"L

"吡柔比星
&J)9R)

! 加环磷酰

胺
(QQ )9R)

! 序贯多西他赛
$J)9R)

!

( 化疗
-

个周

期!尚未行内分泌治疗或放疗者$ 对照组年龄
%&M((

岁!平均年龄
J%0J'J0J

岁$乳腺癌组织标本取自病灶

处肿块!癌旁组织取自距肿瘤边缘
%#J1)

处*乳腺

癌患者血液标本于患者入院接受治疗前采取
#

次!

院内化疗后采取
#

次!

J),R

次$ 血液标本采取完毕后

立即给予离心处理!

!JQQ#%QQQAR)+:

!

-##Q)+:

*收集

上清液!并保存于
4-Q(

低温箱!备用$该研究经医院

伦理委员会批准!研究者均签署知情同意书$

!"#

仪器与试剂

紫外分光光度计)

S+)@,<:

公司!德国(*高速冷

冻离心机)

T+C*1E+

公司!日本(*普通
7G6

仪)

FSU"

6IV

公司! 美国(*

$J""6<*, L+)< 7G6

仪 )

IFS

公

司!美国(*各种型号移液器)

W+,B2:

公司!法国(*逆

转录试剂)

O<A)<:C*B

公司!立陶宛(*

)+6K<*BX Y+:+

Z+C

)

[SIW>K

公司!德国(*

O*BC 8C*C \:+]<AB*, 8^F6

WA<<: # Y*BC<A

)

621E<

公司 !德国 (*

I,,"+:"U:<

LY

)+6KI /6L"7G6

试剂盒 )默金斯生物技术有限公

摘 要!%目的& 探讨乳腺癌患者血浆
)+6"5!$"%7

表达及其临床意义$ %方法& 采用实时荧光定量
7G6

法检测
(Q

例乳腺癌患者癌及癌旁组织
)+6"5!$"%7

的表达! 并进一步检测
(Q

例乳腺癌患者
和

!Q

名正常志愿者血浆
)+6"5!$"%7

的表达$ %结果&

)+6"5!$"%7

在乳腺癌患者治疗前血浆中的
表达)

-N5J'5N5Q

(高于正常人血浆)

%N-J'QNJ&

()

7_QNQJ

($

)+6"5!$"%7

在乳腺癌组织中的表达高于癌
旁组织)

7_QNQJ

($ 治疗前血浆中
)+6"5!$"%7

表达与癌组织
)+6"5!$"%7

表达呈正相关)

A`QN-5!

!

7`QNQQQ

(* 治疗前血浆中
)+6"5!$"%7

表达与
GI5J%

表达呈正相关 )

A`QN$-(

!

7`QNQQQ

($ %结论&

)+6"5!$"%7

在乳腺癌患者血浆中表达水平明显上调! 其表达能够反映癌组织中
)+6"5!$"%7

的表
达水平!乳腺癌患者血浆中

)+6"5!$"%7

能成为乳腺癌筛查的一个潜在指标$

主题词!

)+6"5!$"%7

*乳腺癌*血浆
中图分类号!

6$%$N'

文献标识码!

I

文章编号!

5($545$Qa

#

!Q5$

$
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!
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司!"

<)0=', >?*@0A)'51*

#美国
B

$

!"# C;D

抽提

采用
<)0=',

试剂盒%购自
?*@0A)'51*

公司&说明

书抽提血液总
C;D

#具体步骤如下'%

8

&按混合血清

样本体积
!!8

的比例加入
<C?=',

#震荡混匀#室温条

件放置
8EF0*

# 静置后加入体积为
<C?=',

量的
#GE

氯仿#震荡混匀#室温放置$%

!

&静置后
!

份样本离心

%

H"

#

8! """5#8EF0*

&#收集上清液$ %

%

&收集的上清

液置于除酶
IJ

管中# 加入与上清体积相同的水饱

和酌溶液#充分震荡混匀#离心%

H"

#

8! K""5#EF0*

&$

%

H

& 收集的上清液中加入上清体积量
8G!

的水饱和

酚及
8G!

的氯仿#充分震荡混匀#离心%

H"

#

8! """5#

EF0*

&$ %

E

&收集的上清液中加入上清体积量等体积

的氯仿#充分震荡混匀#离心%

H"

#

8! """5#EF0*

&$

%

L

& 收集的上清液中加入上清体积量等体积的异丙

醇#充分震荡混匀#离心%

H"

#

8! """5#EF0*

&$ 去除

上清 #沉淀中加入
8F, $EM

乙醇洗涤 #离心 %

H"

#

#! KKK5##EF0*

&#去除上清#沉淀中加入
#F,<C?=',

洗涤#离心%

H"

#

#! KKK5##EF0*

&$ %

$

&用
<C?=',

再次

完全溶解沉淀#加入
#GE<C?=',

体积的氯仿 #轻柔混

匀 室 温 条 件 静 置
#KF0*

# 离 心 %

H"

#

#! KKK5#

EF0*

&$ %

N

&收集上清#加入等体积的异丙醇#冰上放

置
8"F0*

#离心%

H"

#

8! """5#8EF0*

&$%

O

&去除上清#

沉淀中加入
8F, $EM

乙醇洗涤#轻柔祸漩颠倒数次#

离心%

H"

#

8! """5#8EF0*

&$ %

8"

&去除上清#使沉淀

干燥# 加入
!"!, PIJ.

水溶解
C;D

并测定记录浓

度$

;+*'P)'Q

超微量分光光度仪用于检测所提取

C;D

浓度及质量$ 纯度要求
D!L"GD!N"

比值大于

8:O"

# 且电泳结果显示总
C;D

有清晰的
!N2

和
8N2

条带# 两者亮度比大于或近
!!8

的样本用于基因芯

片检测及
C1+,RA0F1 J.C

检测$

!"$

实时荧光定量
J.C

分析
F0C$#!$$%J

的表达

采用
D,,$0*$3*1

<S

F0C;D TC<RJ.C

试剂盒将

上述提取的
C;D

进行逆转录和实时荧光定量
J.C

检 测 $ 逆 转 录 引 物 '

E% $D...<.DD.<UU.DD<$

U<.U<UUD.UU.DD<<DDU...DDU.$%%

"

F0C$#!$$

%J

上 游
E% $ UDDUD<.<U<DU<..<U<.<U<<UU<$

.DU$%%

#下游
E%$...DDU.<<..<UDDUDD.<U.<$

<..U..$%%

"

VL

'上游
E%$ <.U.<<.UU.DU.D.D$%%

#

下游
E%$DD.U.<<.D.UDD<<<U..<$%%

$ 逆转录反

应程序为'

8L" %"F0*

#

H!" %"F0*

#

$E" 8EF0*

$ 结

束后立即将
4P;D

产物取出#快速置于冰上冷却#后

续所有步骤均在冰上进行$ 将
4P;D

产物稀释
E

倍

后进行荧光定量
J.C

$

J.C

反应程序为'

OE "

预变

性
%F0*

"

OE "

变性
8!2

#

L! "

延伸
8F0*

# 共
H"

个循

环"

OE "

终延伸
8E2

$ 确认
C1+,$A0F1 J.C

反应的扩

增曲线及溶解曲线#判断扩增效率及特异性"调节基

线至适宜处# 各扩增曲线与基线的交叉点对应的横

坐 标 即 为
.<

值 "

F0C;D

计 算 方 法 根 据
".<

和

"".<

表示#

".<

等于样本
.<

值减去内参
.<

值#

"".<

等癌症组织
".<

减去正常组织
".<

#

VL

为

内参$

.<

值是荧光强度达到设定阈值时所经过的对

应扩增循环次数(

N

)

$

!"%

肿瘤标志物
.D8E%

检测

取所有研究对象化疗前的外周静脉血
%:"F,

*

8"""5

离心
NF0*

*然后取上清液*使用
0!"""WC

化学

发光仪%雅培公司*美国&检测
.D8E%

$ 操作严格参

照说明书$

!"&

统计学处理

采用
WJWW 8L:"

统计学软件进行数据分析$ 患

者血液及组织标本中
F0C$8!$$%J

等指标的表达*差

异检验采用
A

检验"

F0C$8!$$%J

表达与各临床病理

参数之间的关系使用
J1+)2'*

相关分析" 采用
C3.

分析
F0C$8!$$%J

+

.D8E%

在乳腺癌诊断中的诊断价

值$ 检验水准
#X":"E

$

!

结 果

'"! F0C$8!$$%J

在正常人和乳腺癌患者化疗前后

的表达

F0C$8!$$%J

在患者治疗前血浆中的表达高于

正常人血浆 %

N:8E&8:8" @2 %:NE&":EH

*

JY":"E

!"

F0C$

8!$$%J

在乳腺癌组织中的表达高于癌旁组织%

N:EL&

8:HN @2!H:"H&":LL

*

JY":"E

!" 患者化疗后血浆
F0C$

8!$$%J

平均表达水平明显低于治疗前%

E:!!&":N$ @2

N:8E&8:8"

*

JY":"E

!$

'"'

治疗前血浆中
F0C$8!$$%J

与癌组织中
F0C$

8!$$%J

及血浆
.D8E%

相关性

治疗前血浆中
F0C$8!$$%J

表达与癌组织
F0C$

8!$$%J

表达呈正相关%

)X":N8!

*

JX":"""

!"治疗前血浆

中
F0C$8!$$%J

表达与
.D8E%

表达呈正相关%

)X":$NL

*

JX":"""

!$

LH"
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血浆
&'(!)!$!%*

和
+,)-%

诊断乳腺癌效能

患者治疗前血浆
&'(!)!$!%*

表达诊断乳腺癌

(.+

曲线面积为
"/0!!

!

1-2+3

"

4/$!!5"/1!)

#$经软

件平滑处理后$其阈值点是
6/)7

$故取
6/!

为诊断截

点% 此阈值点敏感度为
0)/$2

$特异性为
7/-42

%

治疗前血浆
+,)-%

诊断乳腺癌
(.+

曲线面积

为
4/70!

!

1-2+3

"

4/-6)54/0)4

&$经软件平滑处理后$

其阈值点是
)4/%7

$故取
)4/6

为诊断截点% 此阈值点

的敏感度为
$)/$2

$特异性为
-4/42

%

%

讨 论

&'(8,

可以分为两大类"一类以癌基因发挥作

用$以促进肿瘤的发展和转移'另一类则相反$可以

通过将癌基因下调$ 发挥抑癌作用 (

1

$

)4

)

% 近些年来

&'(8,

与恶性肿瘤间的关系研究逐渐成为热点%

39:'9

等 (

))

)用微阵列芯片从乳腺癌组织中筛选出特

异表达的
&'(8,

$并发现了
!1

条
&'(8,

表达的失

调 '

;<=>

等运用荧光定量技术分析了
&'(!#47

*

&'(!##1

*

&'(!#--

*

&'(!!!#

*

&'(!%%-

在乳腺癌患者

癌组织中的表达情况$发现
&'(!#47

*

&'(!#--

*

&'(!

!!#

在癌组织中高表达(

#!

$

#%

)

%

有研究显示$

&'(!#!$!%*

在伴有
?(,@

突变的

直肠癌以及急性髓细胞性白血病中高表达$ 在骨肉

瘤细胞中则低表达(

#6

$

#-

)

'此外$

&'(!#!$!%*

还可以通

过肿瘤靶向抑制基因
@A*B$

促进胶质母细胞瘤细

胞的侵袭及远处迁移(

#7

)

% 本研究通过
(BC*+(

检测

!4

名正常人血浆和
74

例乳腺癌患者癌组织* 相对

应的癌旁组织及血浆中
&'(!)!$!%*

的表达%本研究

结果显示$

&'(!)!$!%*

在癌组织中的相对表达量为

0/-7")/60

$ 显著性高于癌旁组织的
6/46"4/77

+

*D

4/4-

&% 说明
&'(!)!$!%*

在乳腺癌组织中高表达% 患

者治疗前血浆中
&'(!)!$!%*

的表达 +

0/)-")/)4

&高

于正常人血浆+

%/0-"4/-6

&+

*D4/4-

&$提示患者治疗

前血浆中
&'(!)!$!%*

也是高表达的%

治疗前血浆中
&'(!)!$!%*

的表达与癌组织中

&'(!)!$!%*

的表达呈正相关+

:E4/0)!

$

*E4/444

&% 因

此推测$乳腺癌患者血浆中
&'(!)!$!%*

的表达水平

能够反映癌组织的
&'(!)!$!%*

表达水平%同时又将

患者治疗前血浆中
&'(!)!$!%*

的表达量与治疗前

血浆中
+,)-%

表达相关性分析$结果显示两者呈正

相关+

:E4/$07

$

*E4/444

&$进一步提示了
&'(!)!$!%*

可作为乳腺癌血浆中肿瘤标志物的可能%

(.+

曲线

分析结果显示$治疗前血浆中
&'(!)!$!%*

表达诊断

乳腺癌
(.+

曲线下面积高于
+,)-%

表达$ 说明血

浆中
&'(!)!$!%*

表达水平也可以作为筛查正常人

与乳腺癌患者的一个潜在指标%

综上所述$血浆中
&'(!)!$!%*

表达水平可能成

为乳腺癌筛查的一个潜在指标%
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全球临床试验注册制度由世界各国政府共同决定由
Zb3

领导建立! 临床试验注册具有伦理和科学的双重意

义"目的是为了尊重和珍惜所有试验参与者的贡献"他们的贡献用于改善全社会的医疗保健"因此"任何临床试验都

与公众利益相关! 公开临床试验的信息"并将其置于公众监督之下是试验研究者的义务和道德责任! 临床试验注册

不仅能确保追溯每个临床试验的结果"公开在研试验或试验结果信息还有助于减少不必要的重复研究!

中国临床试验注册中心#

./0*121 .,0*04+, \)0+, Q1502=1)

"

./0.\Q

$为国家卫生计生委#原卫生部$下属的国家临床

试验注册中心" 是世界卫生组织国际临床试验注册协作网一级注册机构 #

Z'),? b1+,=/ 3)5+*0h+=0'* U*=1)*+=0'*+,

.,0*04+, \)0+, Q1502=)+=0'* <,+=-')P <)0P+)6 Q1502=1)

"

Zb3 U.\Q< <)0P+)6 Q1502=1)

$"由中国循证医学中心和四川大学

华西医院等于
!EEC

年
$

月
!C

日正式成立并运行%

./0.\Q

的宗旨是联合中国和全球的临床医师&临床流行病学家&统计学家&流行病学家和医疗卫生管理者"严

格科学地管理中国临床试验信息"提高其质量"为广大医务工作者&医疗卫生服务消费者和政府卫生政策制定者提

供可靠的临床试验证据"让医疗卫生资源更好地服务于中国人民和全人类的健康事业!

所有在人体实施的试验均属于临床试验"都应该先注册后实施! 凡已注册临床试验都会被授予
Zb3 U.\Q<

全

球统一的唯一注册号!

我国众多医学期刊已和中国临床试验注册中心共同建立了临床试验报告发表机制"正在分步实施优先发表&直

到只发表具有全球性唯一的注册号的临床试验报告!

./0.\Q

接受中国地区及全球的临床试验注册申请"还接受获得
Zb3 U.\Q<

认证的二级注册机构输送的注册

资料"并向
Zb3 U.\Q<

中央数据库输送注册信息供全球检索!除注册临床试验外"

./0.\Q

以中国循证医学中心&循

证医学教育部网上合作研究中心&中国
.'4/)+*1

中心&英国
.'4/)+*1

中心&四川大学华西医院国际临床流行病学网华

西资源与培训中心为人才和技术支持平台"负责指导临床试验设计&中心随机&论文写作&教育培训"推动提高我国临

床试验的质量!

通过
./0.\Q

检索入口网址
SSS:4/04=):')5

"公众可方便地查询已注册临床试验信息"并与
Z\3

全球检索入口

链接"可方便地查询全球已注册临床试验!

凡临床试验都应在中国临床试验注册中心注册

Y_!


