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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］
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　　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。
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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。

［６］　ＡｄａｍｓＪ，ＣａｒｄｅｒＰＪ，ＤｏｗｎｅｙＳ，ｅｔａｌ．Ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ（ＶＥＧＦ）ｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ：ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｌａｓｍａ
，ｓｅｒｕｍ，ａｎｄｔｉｓｓｕｅＶＥＧＦａｎｄｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌｄｅｎｓｉｔｙａｎｄｅｆｆｅｃｔｓ
ｏｆｔａｍｏｘｉｆｅｎ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２０００，６０（１１）：２８９８－
２９０５．

［７］　ＤｕｆｆＳＥ，ＬｉＣ，ＲｅｎｅｈａｎＡ，ｅｔａｌ．Ｉｍｍｕｎｏｄｅｔｅｃｔｉｏｎａｎｄｍｏ
ｌｅｃｕｌａｒｆｏｒｍｓｏｆｐｌａｓｍａｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒＣ
［Ｊ］．ＩｎｔＪＯｎｃｏｌ，２００３，２２（２）：３３９－３４３．

［８］　赵金伟，王广义．胃癌患者血清 ＶＥＧＦＣ和 ＶＥＧＦＡ的
水平变化及 ＶＥＧＦＣ在胃癌组织中的表达［Ｊ］．吉林大
学学报（医学版），２００６，（０３）：４８３－４８５．

［９］　高鹏，周庚寅，魏军民，等．乳腺癌 ｃｅｒｂＢ２过表达与生
存率、内分泌治疗效果和预后的关系［Ｊ］．中国普通外
科杂志，２００３，１２（１０）：７３５－７３８．

［１０］ＡｚｉｚＳＡ，ＰｅｒｖｅｚＳ，ＫｈａｎＳ，ｅｔａｌ．Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｏｆｉｍｍｕｎｏｈｉｓ
ｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｃｅｒｂＢ２ｐｒｏｄｕｃｔｌｏｃａｌｉｓａｔｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｆｏｒｐｒｏｇｎｏｓｉｓ

ｉｎｈｕｍａｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＰａｔｈｏｌＯｎｃｏｌＲｅｓ，２００１，７
（３）：１９０－１９６．

［１１］ＹｅｎＬ，ＢｅｎｌｉｍａｍｅＮ，ＮｉｅＺＲ，ｅｔａｌ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
ｏｆｔｕｍｏｒａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｂｙｄｉｓｔｉｎｃｔＥｒｂＢｈｏｍｏａｎｄｈｅｔｅｒｏｄｉｍｅｒｓ
［Ｊ］．ＭｏｌＢｉｏｌＣｅｌｌ，２００２，１３（１１）：４０２９－４０４４．

［１２］ＧｏｔｔｆｒｉｅｄＥ，ＫｏｎｅｃｎｙＧＥ，ＭｅｎｇＹＧ，ｅｔａｌ．Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｂｅ
ｔｗｅｅｎＨＥＲ２／ｎｅｕａｎｄｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｅｄｉｃｔｓｃｌｉｎｉｃａｌｏｕｔｃｏｍｅｉｎｐｒｉｍａｒｙｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｐａ
ｔｉｅｎｔｓ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００４，１０（５）：１７０６－
１７１６．

［１３］易晓雷，易文君，冉承茂，等．乳腺癌 ｃｅｒｂＢ２的表达及
其与肿瘤血管生成的关系［Ｊ］．中国普通外科杂志 ，

２００５，１４（４）：２９７－２９９．
［１４］ＷｅｉｃｈＨＡ，ＢａｎｄｏＨ，ＢｒｏｋｅｌｍａｎｎＭ，ｅｔａｌ．Ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆ

ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒＣ（ＶＥＧＦＣ）ｂｙａｎｏｖｅｌＥＬＩＳＡ
［Ｊ］．ＪＩｍｍｕｎｏｌＭｅｔｈｏｄｓ，２００４，２８５（２）：１４５－１５５．



中国普通外科杂志 第１６卷

１．３　检测项目及方法
１．３．１　免疫组化染色检测 ＣＫ１９　按 ＳＰ免疫
组化染色试剂盒（福州迈新）说明书进行，石蜡切

片脱蜡至水，用柠檬酸盐抗原修复液煮沸法对组

织抗原进行修复，加过氧化酶阻断溶液（试剂 Ａ）
室温孵育，正常非免疫动物血清（试剂 Ｂ）室温孵
育，加第一抗体（ＣＫ１９，福州迈新）４℃过夜，加
生物素标记的第二抗体（试剂 Ｃ）室温孵育，链霉
素抗生物素 －过氧化物酶溶液（试剂 Ｄ）室温孵
育。用新鲜配制的 ＤＡＢ溶液显色。胞浆黄染为
阳性结果（图 １）。

　　图 １　免疫组化染色 ＣＫ１９阳性淋巴结（胞浆黄
染）×４００

１．３．２　ＲＴＰＣＲ检测方法
（１）总 ＲＮＡ抽提：取约 １００ｍｇ组织于 １０ｍＬ

的离心管（ＤＥＰＣ水处理）中，加入 ＴＲＩＺＯＬ（ＧＩＢ
ＣＯ）１ｍＬ匀浆，室温孵育 ５ｍｉｎ。加入 ０．２ｍＬ氯
仿，振摇 １５ｓ，室温孵育 ３ｍｉｎ。１２０００ｒ／ｍｉｎ４℃
离心 １５ｍｉｎ，取上清置于另一 １．５ｍＬ干净离心管
中，弃沉淀物。室温孵育１０ｍｉｎ。１２０００ｒ／ｍｉｎ４
℃离心 １０ｍｉｎ，弃上清。加入 ７５％乙醇 １ｍＬ，振
摇混匀。７５００ｒ／ｍｉｎ４℃离心 ５ｍｉｎ，弃上清。空
气中干燥 １０ｍｉｎ。加入 １００μＬＤＥＰＣ处理水，溶解
ＲＮＡ。取 ５μＬ测 Ａ２６０、Ａ２８０值及其比值，测定
其浓度和纯度。取 １０μｌＲＮＡ液进行 ２％琼脂糖
凝胶电泳，未降解的 ＲＮＡ可见到２８Ｓ、１８Ｓ、和 ５Ｓ
三条区带，余下的 ＲＮＡ在 －８０℃保存，待作 ＲＴ
ＰＣＲ用。

（２）引物合成：引物按文献报道的基因序
列［２］，由上海生工生物工程公司合成。ＣＫ１９上
游、下 游 引 物 分 别 是 ５′ＡＧＧＴＧＧＡＴＴＣＣＧＣＴＣ
ＣＧＧＧＣ３′和 ５′ＡＴＣＴＴＣＣＴＧＴＣＣＣＴＣＧＡＧＣＡ３′，β
肌动蛋白（βａｃｔｉｎ）上游、下游引物分别是 ５′
ＣＡＣＴＧＴＧＴＴＧＧＣＧＴＡＣＡＧＧＴ３′和 ５′ＴＣＡＴＣＡＣＣＡＴ

ＴＧＧＣＡＡＴＧＡＣ３′，它们各自扩增的片段分别是
４６０ｂｐ和 １５４ｂｐ。βａｃｔｉｎ为内对照。

（３）ｃＤＮＡ合成：反应体系 ２０μＬ包括 ｔｏｔａｌＲＮＡ
０．１～５μｇ，ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８ｐｒｉｍｅｒ（０．５μｇ／μＬ）１μＬ，
５×反应液 ４μＬ，ＲＮＡ酶抑制剂 １μｌ（２０Ｕ／μＬ），
１０ｍＭ ｄＮＴＰ混 合 液 ２μＬ，ＭＭＵＬＶ 逆 转 录 酶
（ＭＢＩ）１μＬ（２００Ｕ／μＬ）。４２℃孵育 ６０ｍｉｎ，７０℃
孵育 １０ｍｉｎ。终止反应，冰上冷却，－２０℃保存。

（４）ＰＣＲ反应：反应体系 ２５μＬ包括 １０×ＰＣＲ
缓冲液 ２．５μＬ，２５ｍＭＭｇＣｌ２１．５μＬ，１０ｍＭｄＮＴＰ
０．５μＬ，１０μＭ引物混合物（ＣＫ１９、βａｃｔｉｎ的上下
游引物）１μＬ，逆转录产物２μＬ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶
（５Ｕ／μＬ）０．３μＬ，９４℃先变性 ５ｍｉｎ，然后 ９４℃
３０ｓ，６０℃ ３０ｓ，７２℃ ３０ｓ共３０个循环，最后７２℃
延伸 ５ｍｉｎ。

（５）ＰＣＲ产物分析：取 ５μｌＰＣＲ产物在 ２％琼
脂糖凝胶（ＥＢ染色）上 ８０Ｖ稳压下电泳 ４０～
６０ｍｉｎ。紫外观察仪上观察结果。以出现 ４６０ｂｐ
的扩增片段为阳性（图 ２）。
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　　图 ２　ＨＥ染色阴性淋巴结 ＣＫ１９、βａｃｔｉｎＰＣＲ扩
增产物表达情 况 　 Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ（１００ｂｐＤＮＡ ｌａｄｄｅｒ）；
１：阴性对照；２～７均出现 βａｃｔｉｎＰＣＲ１５４ｂｐ扩增产
物，说明 ＲＮＡ未降解；２，５出现 ＣＫ１９ＰＣＲ４６０ｂｐ扩增
产物，说明这两个淋巴结存在微转移；３，４，６，７未出
现 ＣＫ１９ＰＣＲ４６０ｂｐ扩增产物，说明这 ４个淋巴结不
存在癌转移。

２　结　果

２０例患者中 ＳＬＮ４８个，每例患者为 １～４个，
平均２．４个。ＮＳＬＮ２０６个，每例患者为 ６～１７个，
平均 １０．３个。ＨＥ常规病理检测证实 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 ＳＬＮ
ＣＫ１９表达阳性，２个 ＮＳＬＮ表达阳性。ＲＴＰＣＲ
检测 １４例 患 者 ３０个 ＳＬＮ 和 ２２个 ＮＳＬＮＣＫ
１９ｍＲＮＡ表达阳性（附表）。
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附表　２０例患者ＳＬＮ和ＮＳＬＮ不同检测方法检测结果

编号 ＳＬＮ个数 ＮＳＬＮ个数
ＨＥ

ＳＬＮ ＮＳＬＮ

ＩＨＣ

ＳＬＮ ＮＳＬＮ

ＲＴＰＣＲ

ＳＬＮ ＮＳＬＮ

１ ２ ７ ０ ０ ０ ０ １＋ ２＋

２ ３ １５ ３＋ ０ ３＋ ０ ３＋ ０

３ ３ ９ ０ ０ ０ ０ ０ ０

４ ３ １０ ０ ０ １＋ ０ ３＋ ５＋

５ ４ ９ ０ ０ １＋ ０ ２＋ ０

６ ３ ６ ０ ０ ０ ０ ０ ０

７ ４ １０ ０ ０ ０ ０ ４＋ ５＋

８ １ １２ ０ ０ ０ ０ ０ ０

９ ４ １０ ０ ０ ０ ０ ３＋ １＋

１０ ３ ７ ３＋ ０ ３＋ １＋ ３＋ １＋

１１ １ ８ １＋ ０ １＋ １＋ １＋ １＋

１２ ２ １０ ０ ０ １＋ ０ １＋ ０

１３ １ ８ ０ ０ ０ ０ ０ ０

１４ ４ １２ ０ ０ ０ ０ ３＋ ３＋

１５ １ １２ ０ ０ ０ ０ １＋ ２＋

１６ ２ １６ ０ ０ ０ ０ ０ ０

１７ ２ １７ ０ ０ １＋ ０ ２＋ ０

１８ ２ １２ ０ ０ ０ ０ ０ ０

１９ １ ８ ０ ０ ０ ０ １＋ ０

２０ ２ ８ ０ ０ ０ ０ ２＋ ２＋

合计 ４８ ２０６ ７＋ ０ １１＋ ２＋ ３０＋ ２２＋

３　讨　论
乳腺癌前哨淋巴结的状态对腋窝淋巴结有无

癌转移有预测价值［３］。本组结果表明，前哨淋巴

结有癌转移的 １４例中，９例（６４．３％）腋窝淋巴
结有癌转移，前哨淋巴结没有癌转移的 ６例中，
腋窝淋巴结均没有癌转移。本研究从微转移的

角度进一步证实前哨淋巴结是可能转移的最初

部位。Ｍｏｒｔｏｎ等［４］对皮肤恶性黑色素瘤和 Ｇｉｕｌｉａｎｏ
等［５－６］对乳腺癌的研究表明，淋巴池中的第一站

淋巴结即前哨淋巴结能够被准确定位和切除。

前哨淋巴结是可能转移的最初部位，前哨淋巴结

的组织学特征能反映淋巴池中其余淋巴结的组

织学特征，这在恶性黑色素瘤患者中已得到证

实。Ｇｉｕｌｉａｎｏ等［５］对成功定位前哨淋巴结的 １１４
例患者的前哨淋巴结和非前哨淋巴结进行常规

病理检测发现，１０９例（９５．６％）患者的前哨淋巴
结的状态能准确反映腋窝淋巴结的状态。Ｄａｂｂｓ
等［７］的 研 究 也 表 明，ＳＬＮＤ切除的 ＳＬＮ明 显 较
ＡＬＮＤ切除的 ＮＳＬＮ更具有转移的可能。本研究
通过 ＨＥ、ＩＨＣ和 ＲＴＰＣＲ三种不同的检测方法证
实，前哨淋巴结能准确预测腋窝淋巴结的状态。

前哨淋巴结定位活检在乳腺癌患者治疗中是

一种可行的技术，且其组织学特征能反映腋窝淋

巴结的状态。加上较常规 ＨＥ更为敏感的淋巴结
检测技术的成熟，前哨淋巴结切除代替传统的腋

窝淋巴结清扫将成为可能，使早期乳腺癌的治疗

更趋合理。
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