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乳腺疾病患者血浆 ＶＥＧＦＣ水平与乳腺组织中
ｃｅｒｂＢ２表达的关系
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　　摘要：应用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ法）检测 ６１例乳腺癌患者和 ３６例乳腺良性疾病患者手术
前及 １２例健康人血浆中 ＶＥＧＦＣ的含量，用免疫组织化学法检测乳腺组织中 ｃｅｒｂＢ２的表达情况，并
进行比较分析。结果示，乳腺癌组血浆 ＶＥＧＦＣ（ＰＶＥＧＦＣ）阳性表达率为 ６３．９３％，其表达与肿瘤淋
巴结转移及临床分期有关（Ｐ＜０．０５），与肿瘤大小、月经状况、雌孕激素受体及组织学分级无关
（Ｐ＞０．０５），乳腺癌组 ＶＥＧＦＣ高于良性疾病组（Ｐ＜０．０１），ＶＥＧＦＣ的表达水平在导管内癌与浸润性
导管癌之间差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），ＰＶＥＧＦＣ与乳腺组织中 ｃｅｒｂＢ２的表达呈正相关
（ｒ＝０．４５４，Ｐ＜０．０１）。提示乳腺癌患者血浆中 ＶＥＧＦＣ表达可能成为鉴别乳腺良恶性病变、判断有无
淋巴结转移及预后的辅助指标。 ［中国普通外科杂志，２００７，１６（１１）：１１１２－１１１５］
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　　乳腺癌细胞的生长扩散不仅依靠自身的增
殖，还能分泌众多血管生成因子，如血管内皮生

长因 子 （ＶＥＧＦ）、碱 性 成 纤 维 细 胞 生 长 因 子
（ｂＦＧＦ）、血小板衍生因子（ＰＤＧＦ）等数十种。近
年的研究证明，ｃｅｒｂＢ２原癌基因与乳腺癌的生
物学行为和预后密切相关。以往关于 ＶＥＧＦ家族
的研究主要集中在肿瘤组织中，而近年发现它还

可出现在肿瘤患者的血液、尿液、渗出液、漏出液

中。本文旨在探讨与淋巴管的生发起作用的

ＶＥＧＦＣ在乳腺癌患者血浆中的表达与组织中
ｃｅｒｂＢ２表达的相关性及其与淋巴结转移和预后
的关系。

１　材料和方法

１．１　病例分组及一般资料
１．１．１　乳腺癌组（恶性组）　６１例。均为本院
普外科 ２００５年 １０月—２００６年 ９月手术治疗的
乳腺癌女性患者；年龄为（５０．６±９．８）岁；≤４５
岁者 １７例，＞４５岁者 ４４例。其中病理诊断为浸
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润性导管癌 ４５例，黏液癌 ３例，髓样癌 ４例，导
管内癌 ９例。患者术前均未接受手术治疗及放
疗、化疗。按照美国癌症联合委员会（ＡＪＣＣ）的
ＴＮＭ分期标准分为 ０期 ９例，Ⅰ期 １６例，Ⅱａ期
１５例，Ⅱｂ期 ８例，Ⅲａ期 １０例，Ⅲｃ期 ２例，Ⅳ
期 １例；其中伴淋巴结转移的 ２１例，无淋巴结转
移的 ４０例。
１．１．２　乳腺良性病变（良性组）　３６例。包括
女性乳腺纤维腺瘤 １３例，乳腺增生病 ７例，乳管
内乳头状瘤 １３例，男子乳房发育症 ３例；年龄为
（４３．１±１０．４）岁。
１．１．３　正常对照组（对照组）　１２例。为体检
肝肾功能正常的健康人，均无近期手术、创伤及

肿瘤等病史，年龄为（４６．１±１６．４）岁。
１．２　实验试剂及方法
１．２．１　主要试剂　人 ＶＥＧＦＣ免疫酶联吸附试
验（ＥＬＩＳＡ）试剂盒购自 ＢｅｎｄｅｒＭｅｄＳｙｓｔｅｍｓ公司；
鼠抗人 ｃｅｒｂＢ２单克隆抗体、ＰＶ９０００二步法免
疫组化试剂盒及 ＤＡＢ试剂盒均购自北京中杉金
桥生物技术有限公司。

１．２．２　血浆 ＶＥＧＦＣ（ＰＶＥＧＦＣ）的测定　抽取
健康皮试者及手术前患者静脉血 ４ｍＬ，置于含乙
二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）管中抗凝，离心（２０００ｒ／ｍｉｎ，
１０ｍｉｎ）后取上清液放入 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ（ＥＰ）管中，整个
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过程在采血后 １ｈ内完成。然后置 －２０℃冰箱保
存，待成批检测，避免反复冻融。采用人 ＶＥＧＦＣ
ＥＬＩＳＡ试剂盒测定标本 ＶＥＧＦＣ浓度，严格按照试
剂盒说明书操作。

１．２．３　ｃｅｒｂＢ２免疫组织化学（免疫组化）检测
　收集手术切除标本，１０％甲醛固定，常规石蜡
包埋，４μｍ连续切片；用 ＰＶ９０００二步法，按免疫
组化操作规程进行，ＤＡＢ显色。磷酸盐缓冲液
（ＰＢＳ）代替一抗作阴性对照。ｃｅｒｂＢ２阳性细胞
为膜着色。结果判断：不着色为阴性（－）；着色
阳性细胞数 ＞１０％为阳性，其中着色弱且不连续
为弱阳性 （＋）；着色中 等且部 分连续为阳性
（＋＋）；着色强且连续为强阳性（＋＋＋）。
１．２．４　乳腺癌组织学分级方法　按 ＢｌｏｏｍＲｉｃｈ
ａｎｄｓｏｍ法［１］依据组织分化程度（以腺管的形成为

主要依据）、核多形性和核分裂计分相加，分为

Ⅰ级（３～５分）分化好，Ⅱ级（６～７分）分化中
等，Ⅲ级（８～９分）分化差。
１．３统计学处理

数据以 ＳＰＳＳ１０．００统计软件进行数据处理。
采用 ｔ检验和 Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析。Ｐ＜０．０５为差
异有显著性。

２　结　果

２．１　各组 ＰＶＥＧＦＣ的表达
对照组 ＰＶＥＧＦＣ均数与良性组 ＰＶＥＧＦＣ

均数之间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。恶性
组 ＰＶＥＧＦＣ均数与正常对照组及良性组之间差
异均有统计学意义（Ｐ＜０．０１）（表 １）。

表１　ＰＶＥＧＦＣ在各组中的表达情况（ｘ±ｓ）

分组 ｎ ＰＶＥＧＦＣ（ｐｇ／ｍＬ）

对照组 １２ ７１．３２±３６．９６

良性组 ３６ ９２．０９±３９．５８

恶性组 ６１ １９９．１２±１１１．３７

　　　注：与恶性组比Ｐ＜０．０１

２．２　乳腺不同病理类型的 ＰＶＥＧＦＣ
在 ３６例良性病变中，ＰＶＥＧＦＣ在不同病理

类型之间差异无统计学意义，（Ｐ＞０．０５）。在恶
性组中，浸润性导管癌的 ＰＶＥＧＦＣ均数显著高
于黏液癌、髓样癌和导管内癌的 ＰＶＥＧＦＣ均数
（Ｐ＜０．０５）。导管内癌与黏液癌、髓样癌之间差
异均无统计学意义（Ｐ＞０．０５），导管内癌与乳腺
增生 病 和 乳 管 内 乳 头 状 瘤 差 异 有 显 著 性

（Ｐ＜０．０５），而与其他良性乳腺疾病间差异无显
著性（Ｐ＞０．０５）（表 ２）。

表２　ＰＶＥＧＦＣ在不同病理类型中的表达（ｘ±ｓ）

　　病理类型 ｎ ＰＶＥＧＦＣ（ｐｇ／ｍｌ）

　对照组 １２ ７１．３２±３６．９６

　恶性组

　　浸润性导管癌 ４５ ２２２．１８±１１６．６０

　　黏液癌 ３ １０３．５３±３３．９８１）

　　髓样癌 ４ ９７．７１±４２．８９１）

　　导管内癌 ９ １６０．７６±６３．７２１）

　良性组

　　纤维腺瘤 １３ １０４．１４±４５．０６

　　乳腺增生病 ７ ７６．６９±４９．９０２）

　　乳管内乳头状瘤 １３ ８７．７３±３０．１６２）

　　男子乳房发育症 ３ ９４．６４±２０．０１

　　注：１）与浸润性导管癌比较，Ｐ＜０．０５；２）导管内癌比较，Ｐ＜０．０５

２．３　ＰＶＥＧＦＣ的表达与乳腺癌的临床病理因
素的关系

恶性组中，肿块直径、绝经前后、雌孕激素受

体的表达情况以及组织学分级等病理因素的

ＰＶＥＧＦＣ表 达 组 间 差 异 均 无 显 著 性 （均

Ｐ＞０．０５）；但 ＰＶＥＧＦＣ的表达与有、无淋巴结转
移差异有显著性（Ｐ＜０．０５），而淋巴结转移数目
≤３个与 ＞３个差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
随着 ＴＮＭ分期的增加 ＰＶＥＧＦＣ值亦升高；Ⅲ，Ⅳ
期高于 ０，Ⅰ，Ⅱ期（Ｐ＜０．０５）（表 ３）。

表３　ＰＶＥＧＦＣ不同临床与病理条件下的表达（ｘ±ｓ）

　　病理因素 ｎ ＰＶＥＧＦＣ（ｐｇ／ｍＬ） Ｐ值

肿瘤大小（ｃｍ）
　　Ｔ≤２
　　Ｔ＞２

３１
３０

１８５．８８±１１０．９７
２１２．８０±１１１．９９

＞０．０５

绝经情况

　　绝经前
　　绝经后

３０
３１

２０７．０４±１０９．３８
１９１．４６±１１４．５３

＞０．０５

淋巴结转移情况

　　（－）
　　（＋）

４０
２１

１６４．２７±８４．８７
２６５．４９±１２６．９２

＞０．０５

淋巴结阳性个数

　　≤３
　　＞３

１３
８

２５１．１１±１１５．１０
２８８．８６±１４９．３３

＞０．０５

雌激素受体（ＥＲ）
　　（－）
　　（＋）

２８
３３

２０１．８６±１２１．７０
１９６．８０±１０３．６６

＞０．０５

孕激素受体（ＰＲ）
　　（－）
　　（＋）

１２
４９

２３０．７１±１１７．５７
１９１．３８±１０９．６６

＞０．０５

分化程度

　　Ⅰ ４ ２１２．６６±８０．４８

　　Ⅱ ３３ ２１７．８６±１１８．２９ ＞０．０５

　　Ⅲ ８ ２４４．７７±１３４．１０

ＴＮＭ分期
　　０，Ⅰ，Ⅱ
　　Ⅲ，Ⅳ

４８
１３

１７２．７７±８９．８７
２９６．４０±１３１．７２

＞０．０５

３１１１
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２．４　ＰＶＥＧＦＣ与 ｃｅｒｂＢ２基因的关系
采用 ＥＬＩＳＡ法检测 ＥＤＴＡ抗凝的 １２例正常人

（对照 组）血 浆 ＶＥＧＦＣ，其 值 为 ７２．８３ｐｇ／ｍＬ
［（６．３０～１２９．０４）ｐｇ／ｍＬ］；取其 ９５％可信区间
的上限 １２９．０４ｐｇ／ｍＬ作为临界值。大于临界值
者为 ＰＶＥＧＦＣ阳 性。在 恶 性 组 患 者 血 浆 中
ＶＥＧＦＣ表达的强度与 ｃｅｒｂＢ２的表达强度呈正
相关（ｒ＝０．４５４，Ｐ＜０．０１）（表 ４）。

表４　血浆ＶＥＧＦＣ与ｃｅｒｂＢ２基因的关系

指标 分组 ｎ
ｃｅｒｂＢ２

－（％） ＋（％） ＋＋（％） ＋＋＋（％）
ＰＶＥＧＦＣ － ２２ １７（７６．９２） ５（２３．０８） ０（０） ０（０）

＋ ３９ １４（３２） １０（３６） １３（２４） ２（８）

总数 ６１ ３１ １５ １３ ２

　　　注：ｒ＝０．４５４，Ｐ＜０．０１

３　讨　论
ＶＥＧＦ家族包括 ＶＥＧＦＡ，ＶＥＧＦＢ，ＶＥＧＦＣ，

ＶＥＧＦＤ及 ＰＩＧＦ。其中 ＶＥＧＦＣ主要通过与 ＶＥＧ
ＦＲ３相结合，以调节肿瘤淋巴管的生成，属特异
的新生淋巴管刺激因子。

淋巴道转移是乳腺癌转移的最主要方式。

ＶＥＧＦＣ具有促进肿瘤淋巴管生成的作用，与肿
瘤淋巴道转移密切相关［２］。Ｋａｒｐａｎｅｎ等［３］观 察

到，在乳腺癌组织中 ＶＥＧＦＣ能促进淋巴管的生
成。近年来，关于体液中 ＶＥＧＦ的研究已有报道。
Ｈｅｅｒ等［４］测定 ２００名乳腺癌患者血清 ＶＥＧＦ含
量，发现 ＳＶＥＧＦ水平明显高于正常对照组。由
于血清中的粒细胞、血小板所含的大量 ＶＥＧＦ［５］对
实验造成干扰，故近年来倾向于使用血浆进行测

定。Ａｄａｍｓ等［６］用 ＥＬＩＳＡ法检测 ２０１例标本的
ＳＶＥＧＦ和 ＰＶＥＧＦ，结果显示 ＰＶＥＧＦ在乳腺癌患
者中较正常对照组显著升高，但与血小板计数无

相关性。

本实验结果表明，乳腺癌患者 ＰＶＥＧＦＣ明
显高于乳腺良性疾病及正常对照组（Ｐ＜０．０１）；

Ⅲ，Ⅳ期乳腺癌 ＰＶＥＧＦＣ表达明显高于 ０，Ⅰ，
Ⅱ期（Ｐ＜０．０５）；浸润性导管癌明显高于导管内
癌 ＰＶＥＧＦＣ的表达（Ｐ＜０．０５）；导管内癌明显
高于乳腺良性疾病 ＰＶＥＧＦＣ的表达（Ｐ＜０．０５）。

揭示在乳腺癌早期阶段，大量产生的 ＶＥＧＦＣ
即促进淋巴管新生，增加癌细胞发生淋巴转移的

几率，并通过肿瘤内脉管释放入血，使其在血浆

中表达增加。Ｄｕｆｆ等［７］研究发现直结肠癌患者血

浆中 ＶＥＧＦＣ的表达水平明显高于正常人群，在
早期和晚期患者之间 ＰＶＥＧＦＣ的水平也存在显
著差别。赵金伟等［８］对胃癌血清中 ＶＥＧＦＣ的研
究也得出相同结论。本研究还发现，ＰＶＥＧＦＣ
的表达与肿瘤大小、月经状况、激素水平及组织

学分级无关。而淋巴结转移组的乳腺癌患者

ＰＶＥＧＦＣ的表达水平与未发生转移组相比差异具
有显著性（Ｐ＜０．０５）。提示患者血浆 ＶＥＧＦＣ水
平可能作为预测乳腺癌转移、复发潜能的指标。

在乳腺癌预后判断中，用免疫组化方法检测

ｃｅｒｂＢ２基 因 的 表 达 是 较 为 肯 定 的 指 标 之
一［９－１０］。Ｙｅｎ等［１１］ 研 究 表 明 ＥＧＦＲ／ＥｒｂＢ２和
ＥｒｂＢ２／ＥｒｂＢ３异二聚体较之其他受体更能促进
ＶＥＧＦ基因的表达，其过量表达能增加 ＶＥＧＦ的表
达。ＥｒｂＢ介导的 ＶＥＧＦ转录增量调节的区域位于
ＶＥＧＦ启动子上游的 －８８～－６６区域之间，提示
ＶＥＧＦ可能是 ｃｅｒｂＢ２传导路径下游的目标。有
学者［１２－１３］研究指出，ｃｅｒｂＢ２表达会导致 ＶＥＧＦ
表达的增加，进而使血管生成增加。本研究表明

ＰＶＥＧＦＣ表 达 与 ｃｅｒｂＢ２的 表 达 呈 正 相 关
（ｒ＝０．４５４，Ｐ＜０．０１），与上述学者报道相一致。
血浆中 ＶＥＧＦＣ水平与组织中 ｃｅｒｂＢ２基因表达
情况和肿瘤内脉管新生之间可能存在某种联系，其

过度表达可能提 示乳 腺癌 预后不 良。故 认为

ＰＶＥＧＦＣ有可能成为早期鉴别乳腺良恶性病变、判
断有无淋巴结转移及预后的辅助指标之一。

Ｗｅｉｃｈ等［１４］的报道，在肿瘤患者中血循环的

ＶＥＧＦＣ可能来源于体内多种细胞的分泌，但血
浆中与肿瘤组织中 ＶＥＧＦＣ的相关性尚待深入研
究证实。
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乳腺癌前哨淋巴结活检对腋窝淋巴结状态的预测价

值研究

陈波１，陆云飞２，薛明兴１，叶春梅１，黄自明１

（１．湖北省妇幼保健院 乳腺外科，湖北 武汉 ４３００７０；２．广西医科大学第一附属医院 胃肠腺体外科，广西
南宁 ５３００２１）

　　摘要：为探讨乳腺癌前哨淋巴结（ＳＬＮ）组织学特征对腋窝淋巴结状态的预测价值，笔者应用专利
蓝或锝

９９ｍ
标记的大分子右旋糖苷（

９９ｍＴｃＤＸ）为示踪剂成功显示 ２０例乳腺癌患者的 ＳＬＮ。术中先进行
前哨淋巴结活检（ＳＬＮＢ），再行乳腺癌改良根治术。并应用常规病理（ＨＥ）、免疫组化（ＩＨＣ）和逆转录
聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）方法检测腋窝淋巴结转移。结果示，２０例患者共找到腋窝淋巴结 ２５４个，其
中 ＳＬＮ４８个，ＮＳＬＮ２０６个。常规病理证实 ３例患者 ７个前哨淋巴结有癌转移，ＮＳＬＮ２０６个均无癌转
移。免疫组化染色检测到７例患者１１个 ＳＬＮＣＫ１９表达阳性，２个 ＮＳＬＮ表达阳性。ＲＴＰＣＲ检测 ＣＫ
１９ｍＲＮＡ１４例患者 ３０个 ＳＬＮ和 ２２个 ＮＳＬＮ表达阳性。提示乳腺癌前哨淋巴结活检能准确预测患者腋
窝淋巴结的状态。 ［中国普通外科杂志，２００７，１６（１１）：１１１５－１１１７］

关键词：乳腺癌；前哨淋巴结；免疫组织化学；逆转录聚合酶链反应

中图分类号：Ｒ７３７．９　　　　文献标识码：Ｂ

　　目前，早期乳腺癌的治疗越来越趋向于缩小
手术范围。乳腺癌前哨淋巴结活检（ＳＬＮＢ）是这
一领域 的 一 大 进 展。笔 者 应 用 专 利 蓝 （ｐａｔｅｎｔ
ｂｌｕｅ）或锝９９ｍ标记的大分子右旋糖苷（９９ｍＴｃＤＸ）作
为示踪剂定位乳腺癌前哨淋巴结［１］，并应用免疫

组化染色 （ＩＨＣ）和逆转录聚合酶链反应 （ＲＴ
ＰＣＲ）方法检测腋窝淋巴结微转移，以探讨乳腺癌
前哨淋巴结组织学特征对腋窝淋巴结状态的预测

价值。现报告如下。

　　收稿日期：２００７－０４－０４；　修订日期：２００７－０９－１７。
　　作者简介：陈波，男，湖北长阳人湖北省妇幼保健院主治医师，
主要从事乳腺疾病基础与临床方面的研究。

　　通讯作者：陈波　Ｅｍａｉｌ：ｐｈｉｌａｒｄ＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ．ｃｎ

１　材料和方法

１．１　一般资料
应用专利蓝或９９ｍＴｃ标记的大分子右旋糖苷

（９９ｍＴｃＤＸ）为示踪剂成功显像 ＳＬＮ并经常规病理
证实腋窝淋巴结阴性或仅有 ＳＬＮ阳性的乳腺癌患
者 ２０例，共获得腋窝淋巴结 ２５４个，其中 ＳＬＮ４８
个，ＮＳＬＮ２０６个。
１．２　标本处理

每个淋巴结平均分成 ２块，一块行 ＨＥ常规病
理检查和免疫组化染色检查，另一块立即投入液

氮中冷冻，待提取 ＲＮＡ用于 ＲＴＰＣＲ检测。
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