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要"目的
"

应用逆转录聚合酶链反应!

B;)XYB

#技术检测乳腺癌患者外周血单个核细胞中骨桥蛋白!

AXK

#

5BK7

$细胞

角蛋白
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!
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5BK7

$粘蛋白
!
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FLY!

#

5BK7

的表达"探讨联合检测
AXK

$

Y<!"

$

FLY!

在诊断乳腺癌微转移中的应用价

值%方法
"

应用
B;)XYB

技术检测
6!

例乳腺癌患者外周血中靶基因的表达"并以
%

例乳腺良性纤维瘤及
!'

例健康人外周血作

为对照%结果
"

AXK5BK7

$

Y<!"5BK7

$

FLY!5BK7

在乳腺癌中表达的阳性率分别为
#&2"%8
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#"对照组中
%

例良性纤维瘤
AXK5BK7

阳性率为
!'2(8

!

!

+

%

#"

Y<!"5BK7

$

FLY!5BK7

无表达"
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例健康

人外周血中均无靶基因表达%结论
"

AXK5BK7

$

Y<!"5BK7

$

FLY!5BK7

联合检测在乳腺癌患者微转移的诊断和预后判

断中具有应用价值%
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乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一!在中国!其发病率

每年以
$8

的速度递增%及时发现乳腺癌的微转移可以明显

提高患者的生存率%本试验用逆转录聚合酶链反应*
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B;)XYB

,检测乳腺癌

患者外周血中骨桥蛋白*

40+G4

O

4-+1-

!

AXK

,&细胞角蛋白
!"

*

3

P

+4RG>,+1-!"

!

Y<!"

,和粘蛋白
!

*

5N31-!

!

FLY!

,的
5BK7

的表达!以探讨三者在早期发现乳腺癌微转移的诊断和预后判

断中的应用价值%
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资料与方法

?2?

"

一般资料
"

收集本院
'&&#

年
$

月至
'&&*

年
!&

月经病

理检查证实的乳腺癌患者外周血标本
6!

例!年龄
$%

!

*%

岁!

中位年龄
(!

岁!按照国际抗癌联盟*

L?YY

,

;KF

分期标准!

'

期
%

例!

(

期
!"

例!

%

期
!&

例!

&

期
6

例!其中浸润性导管癌

$6

例!黏液性腺癌
#

例!浸润性导管癌与黏液腺混合癌
!

例!

有淋巴结转移
'6

例!无淋巴结转移
!*

例+对照组中!良性纤维

瘤
%

例!年龄
$'

!

6*

岁!中位年龄
6!

岁+排除乳腺和其他疾病

的健康人
!'

例!为本院健康体检人员!中位年龄
6(

岁%

?2@

"

标本采集及有核细胞分离
"

分别取乳腺癌患者&良性纤

维瘤患者及健康体检人员外周静脉血
(59

!

QS;7

抗凝!按

人淋巴细胞分离液*天津灏洋公司,说明书操作!分离单个核细

胞!生理盐水洗涤
$

次后!置
]%&c

冰箱保存备用%

?2A

"

引物
"

根据
AXK

&

Y<!"

和
FLY!

序列设计引物!由
?-)

M1+>4

.

G-

公司合成%

AXK

上游引物序列'

([)7U7 U;YU;;

YU7U;Y 77; UU)$[

!下游引物序列'

([)Y7U ;;U Y7U

YY;;Y;Y7UYY)$[

!扩增产物长度为
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O

+

Y<!"

上游引

物序列'

([);YUYY77U7;YY;U7U;U7)$[

+下游引物序

列'

([);YYU;;;Y;UYY7U;U;U;)$[

!扩增产物长度为

'(&E

O

+

FLY!

上游引物序列'

([);;U;Y;7Y;UUUU;Y

;Y;;;Y;;;)$[

!下游引物序列'

([);U; 7YY 7YY 7Y7

U7;YY;UU)$[

!扩增产物长度为
'&&E

O

+内参照
$

)73+1-

上

游引物序列'

([)7UYUUU777;YU;UYU;U)$[

!下游引物

序列'

([)Y7UUU;7Y7;UU;UU;UYY)$[

!扩增产物长度
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为
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方法
"

*

!

,总
BK7

提取及鉴定'用
;>1_4=

*

?-M1+>4

.

G-

公

司,提取总
BK7

&用
!(

#

9

焦碳酸二乙酯*

H1G+I

POP

>43,>E4-)

,+G

!

SQXY

,溶液溶解!取适量
BK7

溶液!再用
SQXY

水稀释!

用紫外分光光度计测定
BK7

的浓度和纯度!

!8

琼脂糖凝胶

电泳检测
BK7

的完整性%*

'

,应用
B;)XYB

检测
AXK

&

Y<!"

和
FLY!5BK7

的表达'一步法
B;)XYB

试剂盒由
?-M1+>4)

.

G-

公司提供!按照说明书操作!逆转录和
3SK7

的扩增在同

一扩增管中进行%

3SK7

合成反应条件为
((c

温育
$&51-

!

"6c

预变性
'51-

!

3SK7

扩增条件为
"6c!(0

!

(%c$&0

!

#%c#&0

!

6&

个循环!最后延伸
#%c(51-

%扩增仪为
UG-G)

0+,>"#'(

%*

$

,

XYB

产物分析'以
SK7 5,>RG>

为相对分子质

量标志!

!2(8

琼脂糖凝胶电泳!

QV

染色!紫外光下观察结果%

出现特异性条带者为阳性%

?2C

"

统计学处理
"

采用
+

' 检验!

E

)

&2&(

为差异有统计学

意义%

@

"

结
""

果

@2?

"

AXK

&

Y<!"

和
FLY!

在乳腺癌外周血中的表达
"

AXK

&

Y<!"

&

FLY!

在乳腺癌中的表达分别与良性纤维瘤和健

康对照相比!

E

)

&2&(

!差异均有统计学意义!见表
!

%

表
!

""

外周血
AXK

%

Y<!"

和
FLY!

的表达情况&

#

#

8

$'

组别
# AXK

阳性表达
Y<!"

阳性表达
FLY!

阳性表达

乳腺癌
6! '(

*

#&2"%

,

!#

*

$"2&'

,

!'

*

'"2'#

,

良性纤维瘤
% !

*

!'2(&

,

&

*

&2&&

,

&

*

&2&&

,

健康对照
!' &

*

&2&&

,

&

*

&2&&

,

&

*

&2&&

,

@2@

"

AXK

&

Y<!"

和
FLY!

的表达与淋巴结转移情况
"

见表

'

!

Y<!"

和
FLY!

阳性表达在淋巴结转移和未转移
'

组间进

行比较!差异均无统计学意义*

E

$

&2&(

,+

AXK

阳性表达在淋

巴结转移和未转移
'

组间进行比较!差异有统计学意义*

E

)

&2&(

,%

6!

例乳腺癌中!

AXK

&

Y<!"

和
FLY!

均表达的有
#

例!且均为淋巴结转移患者!其中
'

例临床分期是
%

期!

6

例临

床分期是
&

期+三者均阴性的仅
%

例!均为淋巴结未转移患者!

其余
'*

例均有不同程度
AXK

&

Y<!"

和
FLY!

的表达%

表
'

""

AXK

%

Y<!"

和
FLY!

的表达与淋巴结

"""

转移的的关系&

#

#

8

$'

组别
# AXK

阳性表达
Y<!"

阳性表达
FLY!

阳性表达

淋巴结转移
'6 !%

*

*(2&

,

!'

*

(&2&

,

"

*

$*2(

,

淋巴结未转移
!* *

*

6!2!

,

6

*

'$2(

,

$

*

!*2*

,

A
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讨
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乳腺癌是女性高发的恶性肿瘤!在肿瘤发生的早期即可能

发生癌细胞的播散%肿瘤细胞突破基底膜侵入血液循环是发

生远处转移的起始步骤!外周血肿瘤标志物水平的上调常常比

临床表现提早数个月-

!

.

%早期发现检测血循环中是否存在肿

瘤细胞的播散!就可以选择合适的治疗方案!使患者有良好的

预后%

AXK

最早由
:G-

.

G>

等-

'

.报道!是骨骼和牙齿矿化细胞外

基质蛋白!另有研究认为!乳腺癌微钙化灶多由骨特异性矿化

物羟基磷灰石构成!乳腺癌组织表达
AXK

可能与乳腺癌内羟

基磷灰石的形成和沉积有关%

AXK

在乳腺癌微转移中发挥作

用!可能与
AXK

的生理功能有关!

AXK

能够参与细胞的迁移!

调节细胞粘附和运动!参与血管网络的构建!从而激发肿瘤的

转移潜能-

$

.

%新生血管形成是肿瘤细胞生长存活和浸润转移

的基 础!

AXK

与 血 管 内 皮 生 长 因 子 *

M,03N=,>G-H4+IG=1,=

.

>4̂ +I@,3+4>

!

JQÙ

,可共同促进乳腺癌的新生血管形成!修

复和再生!

AXK

也有可能通过刺激内皮细胞粘附和迁移而加

速血管修复%同时!

AXK

主要位于肿瘤浸润的前沿!它的表达

与某些肿瘤相关基因如
>,0

&

M)5

P

3

等的表达密切相关!在细胞

表达部位随肿瘤恶化的发生&发展而改变-

6

.

%因此!外周血检

测到
AXK

提示乳腺癌有发生微转移的可能%

细胞角蛋白是细胞骨架中间丝的主要成分!广泛存在于正

常上皮细胞及上皮性癌细胞中%

Y<!"

是细胞角蛋白家族的

重要成员之一!在间叶来源的组织细胞中*如血液&骨髓&淋巴

结等,几乎不表达!是上皮组织来源的组织特异性标志!一旦

于血液&淋巴液和骨髓组织中发现!就提示上述组织中有癌细

胞的存在!因此!

Y<!"

可以作为上皮性肿瘤微转移检测的标

志!也可以作为乳腺癌的肿瘤标志物-

()#

.

%

粘蛋白是一类高相对分子质量的糖蛋白!分为分泌型和膜

结合型!

FLY!

正常情况下主要存在于胃肠道&呼吸道&泌尿

生殖道及乳腺等多种上皮组织中!对正常的上皮起润滑和保护

作用!呈极性分布!在肿瘤组织中多出现异常表达!极性分布丧

失!影响细胞表面分子间的相互粘附作用!使肿瘤细胞逃避免

疫系统的监视!利于肿瘤细胞的转移和生长!近年来发现乳腺

癌的发生&发展与
FLY!

异常表达密切相关-

*)!&

.

%

在本试验中!

AXK

&

Y<!"

和
FLY!

在乳腺癌外周血中被

检测到!且多发生于淋巴结转移患者!检测结果阳性预示患者

有肿瘤细胞的播散或发生远处转移的可能%从结果中也可以

发现!淋巴结转移的病例靶基因阳性率明显高于未转移的病

例!提示淋巴结转移患者肿瘤细胞血行播散的危险性有增加的

趋势!对于淋巴结转移且靶基因阳性的患者!应作为重点人群

采取积极的治疗措施!防止术后复发和远处转移%另外!在淋

巴结未转移而靶基因阳性患者中!虽然尚无证据表明已形成转

移灶!但外周血中的肿瘤细胞至少增加了远处转移的危险!应

给予及时的预后监测和预防性治疗%肿瘤转移是一个复杂的

多步骤过程!血液中检测到或存在播散的肿瘤细胞!并不意味

着将来必定发展为转移灶!因为肿瘤细胞的脱落&侵袭并进入

血液循环只是转移的最初过程%由于外周血标本来源方便!作

者可以通过动态监测患者的情况!对病情预后作出正确判断!

积极采取措施!从而提高患者的生存率-

!!)!'

.

%
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变!这些改变导致浆核比例出现变化!细胞浆内复杂性增强!表

现为
KQ

&

9a

&

FA

的传导性&激光散射性参数的改变!与国内

外报道基本一致-

6)%

.

%但是在本研究中!

KQY

&

KQ:

&

9aY):S

&

FAY

的改变与国内一些报道略有不同%其中!

KQ:

明显下降

的原因是
KQ

核左移后引起散射光减少要远远大于因胞质中

中毒颗粒增多等引起散射光增大-

%

.

%

KQY

&

9aY):S
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FAY

值

的增大原因还需要进一步探讨%因此!白细胞的
JY:

参数在

一定程度上可以反映细菌感染的程度!可作为了解细菌感染程

度的辅助指标之一%

本次回顾性研究中对细菌感染性疾病患者的分组比较中

发现!在患者
\VY

还在正常甚至低于正常的情况下!其白细

胞的体积&浆核比例和细胞浆内复杂性也已经发生了明显变

化!表现为白细胞的
JY:

参数的变化!与国内外研究结果一

致%在国内外研究中还发现!
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KQY):S

较

\VY

和
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*
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,具有更高的敏感度和特异度!其中用
KQJ):S

对细菌感染的诊断性能稍优于其他
$

种-

(

!

%)"

.

!由于本研究的局

限性!对此并没有进行观察%

JY:

数据来源于血常规分析得出的结果!具有快速&客

观&可靠等优点!有很好的临床应用前景%临床上有很多疾病

可以引起机体
\VY

增高!其中最常见的就是急性细菌性感

染!但是不是所有的感染者都会有升高!同样也不是所有
\VY

的升高都是由细菌感染引起的!如果同时能给予白细胞的

JY:

结果!对临床疾病的诊断能起到较好的作用!若能进一步

对其各个参数制定正常参考范围!则对临床的疾病诊断更有

意义%
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-Ĝ ,-H>G=1,E=G1-H13,+4>@4>,3N+GE,3+G>1,=1-@G3+14-

-

D

.

275

DY=1-X,+I4=

!

'&&(

!

!'6

*

$

,'

66&)6662

-

#

. 许东升
2

血细胞分析仪临床应用进展-

D

.

2

中华检验医学杂志!

'&&%

!

$!

*

*

,'

*6*)*(&2

-

*

. 赵尉宁!董华
2

氨苄西林
)

舒巴坦钠治疗下呼吸道细菌感染疗效观

察-

D

.

2

山东医药!

'&&#

!

6#

*

*

,'

(!2

-

%

. 吕美艳!王明山!杨丽红!等
2

细菌感染性疾病患者白细胞
JY:

参

数的变化及临床意义-

D

.

2

检验医学!

'&&*

!

''

*

(

,'

(*%)(%&2

-

"

. 金艳慧!王明山!杨红丽!等
2

中性粒细胞体积与浆核复杂性在感

染和应激性疾病的变化及意义-

D

.

2

中华检验医学杂志!

'&&"

!

$'

*

$

,'

$'#)$$&2

*收稿日期'

'&!&)&#)&#

,

*上接第
$&#

页,

""

-

D

.

2

国际检验医学杂志!

'&&#

!

'*

*

!'

,'

!!&")!!!!2

-

6

. 张红军
2

骨桥蛋白的功能及与消化系统等疾病的关系-

D

.

2

国外医

学'生理病理及临床分册!

!"""

!

!"

*

#

,'

('6)('*2

-

(

.

:+,+I4

O

4N=4N7

!

F,M>4NH10S

!

XG>>,R1F

!

G+,=2F4=G3N=,>HG+G3)

+14-4@3,-3G>3G==01-+IG

O

G>1

O

IG>,=E=44H4@

O

,+1G-+0 1̂+IE>G,0+

3,-3G>

'

345

O

,>104-4@Y<)!"

!

YQ7,-H5,0

O

1-,0HG+G3+14-5,>R)

G>0

-

D

.

27-+13,-3G>BG0

!

'&&$

!

'$

*

'Y

,'

!%%$)!%"&2

-

#

. 邱林!丛笑!贾立群!等
2

肿瘤细胞株和癌组织角蛋白
!"

&

'&5B)

K7

表达及临床意义-

D

.

2

中华肿瘤杂志!

'&&&

!

''

*

!

,'

$')$(2

-

*

.

g,>G+0R

P

Dg

!

V,>-G,?

!

7

P

=4-a

!

G+,=2FLY!

.

G-G4MG>GT

O

>G00GH1-

E>G,0+3,-3G>

'

0+>N3+N>G,-H+>,-03>1

O

+14-,=,3+1M1+

P

4@+IGFLY!

O

>454+G>,-H>4=G4@G0+>4

.

G->G3G

O

+4>,=

O

I,

*

QB),=

O

I,

,

1->G

.

N)

=,+14-4@+IGFLY!

.

G-GGT

O

>G0014-

-

D

.

2F4=Y,-3G>

!

'&&#

!

(

'

(*)

*&2

-

%

. 李斌!陈武科!陈鹏!等
2

乳腺癌中
F;7!

&

FFX)"

表达与临床病

理研究-

D

.

2

重庆医学!

'&!&

!

$"

*

''

,'

!((')!((62

-

"

. ?冰生!王长利
2

肿瘤骨桥蛋白相关信号通路研究进展-

D

.

2

国际

肿瘤学杂志!

'&&"

!

$#

*

%

,'

(#")(*!2

-

!&

.马春雷!刘静蕾!刘晓娟
2BK7

干扰乳腺癌细胞骨桥蛋白基因表

达抑制的研究-

D

.

2

中国医药!

'&&"

!

6

*

"

,'

#6()#6*2

-

!!

.周龙!雷建平!李瑶
2

粘蛋白*

FLY!

,与肿瘤的关系-

D

.

2

江西医

药!

'&&%

!

6$

*

6

,'

$#6)$#*2

-

!'

.庄亚强!莫军扬!朱其一!等
2

应用
BD)XYB

检测
Y<!"

在乳腺癌前

哨淋巴结表达的临床研究-

D

.

2

华夏医学!

'&&*

!

'&

*

!

,'

6$)662

*收稿日期'

'&!&)&()!&

,

''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''

'
'
'
'
'

'''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''
'
'
'
'

(

((

(

欢迎投稿
"

欢迎订阅

)

"&$

)

国际检验医学杂志
'&!!

年
$

月第
$'

卷第
$

期
"

?-+D9,EFGH

!

F,>3I'&!!

!

J4=2$'

!

K42$




