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　　摘要：目的　 探讨前列腺特异抗原（ＰＳＡ）ｍＲＮＡ和雌激素受体（ＥＲ）β亚型在乳腺癌组织中的

表达及其与不同雌激素受体亚型表达之间的关系。方法　检测 ３５例乳腺癌和 １２例癌旁乳腺组织及

１０例乳腺纤维腺瘤组织中的 ＰＳＡｍＲＮＡ和 ＥＲβｍＲＮＡ表达；３５例乳腺癌组织 ＥＲα和 ＰＲ蛋白的表达，

并分析乳腺癌组织 ＰＳＡｍＲＮＡ表达与雌激素受体亚型和 ＰＲ表达之间的关系。结果　ＰＳＡｍＲＮＡ在乳

腺癌组织中的表达水平明显低于癌旁乳腺组织和乳腺纤维瘤组织（Ｐ均 ＝０．００）。ＥＲβｍＲＮＡ在乳腺

癌中的表达水平明显低于癌旁乳腺组织和乳腺纤维腺瘤组织（Ｐ均 ＝０．００）。ＰＳＡｍＲＮＡ表达阳性者

ＥＲβｍＲＮＡ表达水平明显低于 ＰＳＡｍＲＮＡ表达阴性者，差异有显著性（Ｐ ＝０．０３８）。ＥＲα和 ＰＲ阳性

表达的乳腺癌组织中 ＰＳＡｍＲＮＡ表达高于 ＥＲ和 ＰＲ阴性者，差异有显著性（Ｐ ＝０．００１，０．００４）。结

论　ＰＳＡ和 ＥＲβ基因在乳腺癌中的表达下调。ＰＳＡ可能是反映乳腺癌组织中功能性甾体类激素受体

的一个重要指标。
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　　前列腺特异抗原（ＰＳＡ）是当前诊断前列腺癌

极有价值的肿瘤标志物，但研究认为其不是前列腺

组织所特有，在乳腺癌组织中，癌细胞内含有高水

平的 ＰＳＡ，是乳腺癌病人内分泌治疗有效和预后良

好的重要标志，而且其表达可能受甾体类激素受体

调节［１］，雌激素受体亚型 β（ＥＲβ）是近年发现的一

种新型雌激素受体亚型，目前对其在乳腺癌发生发

展中的作用仍不明确。笔者通过检测乳腺癌组织

中 ＰＳＡｍＲＮＡ和雌激素受体亚型的表达，探讨两者

之间的关系。

１　材料和方法

１．１　临床资料及分组

１．１．１　乳腺癌组　３５例乳腺癌组织为湘雅二医

院 ２００３年 ５月—２００３年 ７月间手术治疗的原发性

乳腺癌患者，均为女性；年龄 ２８～７５岁，中位年龄

４８．１４岁。已绝经者 １３例，绝经前期者 ２２例。术

前均未行放、化疗。３４例行乳腺癌改良根治术，１

例行乳腺癌根治术。按乳腺癌国际 ＴＮＭ临床分期：

Ｉ期 ４例，ＩＩ期 ２７例，ＩＩＩ期 ４例。病理类型：浸润性

导管癌 １５例，单纯癌 １８例，乳头状瘤癌变 １例，硬

癌 １例。淋巴结转移情况：腋窝淋巴结阴性 １５例，

腋窝淋巴结阳性 ２０例。

１．１．２　癌旁乳腺组织组　为研究后期手术的 １２

例乳腺癌患者组织，均取自距肿瘤边缘 ２ｃｍ以上的

外观无异常的乳腺组织，年龄 ２９～６８岁，中位年龄

为 ４９．２５岁。

１．１．３　乳腺纤维瘤组　１０例为同期手术治疗的

乳腺纤维瘤患者，均为女性，年龄 １９～４１岁，中位

年龄为 ３０．５岁。

所有病例术后均经病理检查证实诊断。每例标

本取材后的标本迅速投入液氮中速冻，然后转存于

－７０℃的冰箱。

１．２　检测方法

１．２．１　逆转录聚合酶链式反应（ＲＴＰＣＲ）　 按

Ｔｒｉｚｏｌ操作说明书步骤提取每例标本的总 ＲＮＡ后，在

ＧｅｎｅＡｍｐ２４００Ｐ扩增仪上进行 ＲＴＰＣＲ。根据紫外

可见分光光度计测的各管总 ＲＮＡ浓度，各取 ４μｇ总

ＲＮＡ的体积做逆转录成 ｃＤＮＡ。逆转录条件：１０×

逆转录反应缓冲液 ２μＬ，２５ｍＭ ＭｇＣｌ２４μＬ，１０ｍＭ

ｄＮＴＰ２μＬ，ＯｌｉｇＤＴ１μＬ，ＲＮＡ酶抑 制剂 （ＲＮａｓｉｎ）０．

５μＬ，ＡＭＶ逆转录酶（２０Ｕ／μＬ）１μＬ，加无核酸酶

水至终反应体系 ２０μＬ，７０℃变性 １０ｍｉｎ，４２℃１ｈ，

９９℃５ｍｉｎ，反应完毕后取出，冰上放置 ５ｍｉｎ，将生

成的 ｃＤＮＡ置于 －２０℃保存。分别取一定量的 ｃＤ

ＮＡ进行 ＰＣＲ扩增。

ＰＳＡ和 ＥＲβ引物序列参照文献由上海生物工程

有限 公 司 合 成［２－３］，ＰＳＡ 正 向：５′ＣＡＣＡＧＡＣＡＣ

ＣＣＣＡＴＣＣＴＡＴＣ３′， 反 向： ５′ＧＡＴＧＡＣＴＧＧＡＧＣ

ＣＡＣＧＡＣＣＴ３′；ＥＲβ正向：５′ＧＧＣＣＧＡＣＡＡＧＧＡＧＴＴＧ

ＧＴＧＧＴＡ３′，反 向：５′ＡＡＡＣＣＴＴＧＡＡＧＴＡＧＴＴＧＣＣＡＧ

ＧＡＧＣ３′；内参照 βａｃｔｉｎ正向：５′ＣＡＣＴＧＴＧＴＴＧＧＣＧ

ＴＡＣＡＧＧＴ３′；反 向：５′ＴＣＡＴＣＡＣＣＡＴＴＧＧＣＡＡＴＧＡＧ

３′。

ＰＳＡ的扩增条件如下：１０×ＰＣＲ反应缓冲液２．５

ｕＬ，１０ｍＭ ｄＮＴＰ０．５μＬ，２５ｍＭ ＭｇＣＬ２１．８μＬ，正向

引物 １μＬ，反 向 引 物 １μＬ，Ｔａｑ酶 ２Ｕ（１μＬ），

ｃＤＮＡ２μＬ，加去离子双蒸水至终反应体系 ２５μＬ，

９４℃预变性 ５ｍｉｎ，９４℃变性 １ｍｉｎ、５５℃退火 １ｍｉｎ、

７２℃延伸 ９０ｓ为 １个循环，共 ３５个循环。

ＥＲβ的扩增条件如下：１０×ＰＣＲ反应缓冲液２．５

μｌ，１０ｍＭｄＮＴＰ０．５μＬ，２５ｍＭＭｇＣｌ２１．５μＬ，正向引

物 １μＬ，反向引物 １μＬ，Ｔａｑ酶 ２Ｕ（１μ Ｌ），ｃＤ

ＮＡ２μＬ，加去离子双蒸水至终反应体系 ２５μＬ，９４℃

预变性 ５ｍｉｎ，９４℃变性 ４５ｓ、５８℃退火 ３０ｓ、７２℃延

伸 ９０ｓ为 １个循环，共 ３５个循环。

内参照 βａｃｔｉｎ的扩增条件如下：１０×ＰＣＲ反应

缓冲液 ２．５μＬ，１０ｍＭｄＮＴＰ０．５μＬ，２５ｍＭＭｇＣｌ２１．

５μＬ，正向引物 １μＬ，反向引物 １μＬ，Ｔａｑ酶 ２Ｕ（１

μＬ），ｃＤＮＡ１μＬ，加去离子双蒸水至终反应体系 ２５

μＬ，９４℃ 预 变 性 ５ｍｉｎ，９４℃ 变 性 ３０ｓ、５７℃ 退 火

３０ｓ、７２延伸 １ｍｉｎ为 １个循环，共 ３０个循环。

用微量移液器取目的基因 ＰＣＲ产物和 βａｃｔｉｎ

基因 ＰＣＲ产物各 ５μＬ与载样液混匀后（按 ５∶１），

分别加入各孔。１．５％的琼脂糖凝胶电泳检测并照

像保存。用条带的大小和深浅判断 ＰＣＲ产物量，以

βａｃｔｉｎ作为内部参照，经凝胶影像分析仪处理，用

平均光密度乘以条带面积的值表示总的吸光度值

８５２
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来代表各基因 ｍＲＮＡ量。

１．２．２　免疫组化检测　鼠抗人 ＥＲα和 ＰＲ单克隆

抗体购自北京中山生物技术发展有限公司。３５例

乳腺癌标本经 １０％福尔马林固定液，石蜡包埋，４

～５μｍ厚度连续切片，进行 ＨＥ染色观察及免疫组

织化学染色。免疫组织化学染色采用过氧化物标

记的链霉卵白素染色法（ＳＰ法），操作按说明书进

行，以已知阳性的乳腺癌切片作为阳性对照，以 ＰＢＳ

替代一抗作为阴性对照。细胞的胞浆或胞核内出

现棕黄色或黄色颗为阳性细胞，以阳性细胞数为基

础，阳性细胞数在 １０％以上为阳性表达，少于 １０％

为阴性。

１．３　统计学分析

本组资料采用 ＳＰＳＳ１０．０统计软件进行统计学

分析。采用精确概率法和 ｔ检验。

２　结　果

２．１　ＰＳＡｍＲＮＡ的表达

ＰＳＡｍＲＮＡ的特异性条带为 ７１０ｂｐ（图 １）。乳

腺癌组织中 ＰＳＡｍＲＮＡ阳性表达率 ５４．３％ （１９／

３５），癌旁阳性表达率 ８３．３％（１０／１２），乳腺纤维

瘤阳性表达率 ９０．０％（９／１０）。以 βａｃｔｉｎ为内部

参照半定量分析测得的 ＰＳＡｍＲＮＡ光密度值，１９例

ＰＳＡｍＲＮＡ阳性表达的乳腺癌组织中其表达水平为

０．１１～０．５１，平均值为 ０．３１±０．１０；１０例癌旁乳

腺组织 ＰＳＡｍＲＮＡ表达水平为 ０．２６～０．７２，平均值

为 ０．５２±０．１４；９例乳腺纤维瘤组织中 ＰＳＡｍＲＮＡ

表达水平为 ０．３１～０．７５，平均值为 ０．５５±０．１３。

ＰＳＡｍＲＮＡ在乳腺癌组织中的表达水平明显低于癌

旁乳腺组织和乳腺纤维瘤组织，差异均有显著性（ｔ

＝５．３９，４．６３，Ｐ均 ＝０．００）。但其在癌旁乳腺组

织和乳腺纤维瘤组织表达水平无差异（Ｐ＞０．０５）。

２．２　ＥＲβｍＲＮＡ的表达

ＥＲβｍＲＮＡ的特异性条带为 ２５７ｂｐ（图 ２）。半

定量分析测得 ＥＲβｍＲＮＡ吸光度值，在乳腺癌组织

均值 ０．２７±０．１２；癌 旁 乳 腺 组 织 均 值 ０．５４±

０．１２；乳腺纤维瘤组织均值 ０．４±０．１３。ＥＲβｍＲＮＡ

在乳腺癌中的表达明显低于癌旁和乳腺纤维瘤组

织，差 异 均 有 显 著 性 （ｔ＝６．３７，４．０９，Ｐ均 ＝

０．００）。

图 １　ＰＳＡｍＲＮＡ扩增产物（７１０ｂｐ） 图 ２　ＥＲβｍＲＮＡ扩增产物（２５７ｂｐ）

２．３　ＰＳＡｍＲＮＡ表达与 ＥＲβｍＲＮＡ表达关系

１９例乳腺癌组织中 ＰＳＡｍＲＮＡ表达阳性者 ＥＲβ

ｍＲＮＡ表达水平为 ０．０８～０．３７，平均值为 ０．２４±

０．０９；１６例 ＰＳＡｍＲＮＡ表达阴性者 ＥＲβｍＲＮＡ表达

水平为 ０．０８～０．５４，平均值为 ０．３２±０．１４。ＰＳＡ

ｍＲＮＡ表达阳性者 ＥＲβｍＲＮＡ表达水平明显低于

ＰＳＡｍＲＮＡ表达阴性者，差异有显著性（ｔ＝２．１７，

Ｐ＝０．０３８）。

２．４　ＰＳＡｍＲＮＡ的表达与 ＥＲ，ＰＲ的关系

２１例 ＥＲ阳性表达的乳腺癌组织中 ＰＳＡｍＲＮＡ

呈阳性表达者 １６例，阳性表达率为 ７６．１９％；１４例

ＥＲ阴性者 ＰＳＡｍＲＮＡ阳性表达 ３例，阳性表达率为

２１．４３％。ＥＲ阳性表达的乳腺癌组织中 ＰＳＡｍＲＮＡ

表达明显高于 ＥＲ阴性者（Ｐ ＝０．００１）。２２例 ＰＲ

阳性表达的乳腺癌组织中 ＰＳＡｍＲＮＡ阳性表达 １６

例，阳性表达率为 ７２．７２％；１３例 ＰＲ阴性者 ＰＳＡ

ｍＲＮＡ阳性表达 ３例，阳性表达率为 ２３．０８％。ＰＲ

阳性表达的乳腺癌组织中 ＰＳＡｍＲＮＡ表达明显高于

ＰＲ阴性者（Ｐ＝０．００４）。

３　讨　论

本研究结果显示 ＰＳＡｍＲＮＡ在乳腺癌的表达水

平下调明显低于癌旁乳腺组织和乳腺纤维瘤中的

表达。与 Ｙｕ等［１］的结果一致。值得提出的是 ＰＳＡ

９５２
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ｍＲＮＡ表达水平在前列腺癌组织中亦下调［４］。可能

是由于 ＰＳＡ基因在乳腺癌和前列腺癌的癌发生过

程中出现变异或缺失，从而导致表达水平下调［５］，

说明 ＰＳＡ可能对乳腺具有保护作用。本研究结果

显示 ＥＲβｍＲＮＡ在乳腺癌组织中的表达水平明显低

于癌旁乳腺组织和乳腺纤维瘤，提示 ＥＲβｍＲＮＡ表

达水平在乳腺癌中下调，与文献［３］报道的基本一

致。表明其表达下调在乳腺癌的发生发展过程中

有着重要的作用。

研究认为，ＰＳＡ基因是受甾体类激素受体调控，

其中主要是受雄激素和孕激素的调节，ＥＲα通过对

孕激素受体的作用而间接调节 ＰＳＡ基因［６］。本研

究资料显示，ＰＳＡｍＲＮＡ表达阳性组的 ＥＲβｍＲＮＡ表

达水平低。提示 ＰＳＡ基因可能并不受新型的雌激

素受体 β亚型的调控。对于 ＰＳＡ与 ＥＲβ的关系，可

能还需从蛋白表达水平以及细胞系等多方面研究

证实。

本研究发现，ＰＳＡｍＲＮＡ的表达与 ＥＲα和 ＰＲ的

状况相关，ＥＲα和 ＰＲ阳性的乳腺癌组织中的 ＰＳＡ

ｍＲＮＡ表达率显著高于阴性者。说明 ＰＳＡ的表达受

ＥＲα和 ＰＲ的影响，进一步证实 ＰＳＡ基因受甾体类

激素受体调控。Ｚａｒｇｈａｍｉ等［７］采 用低浓度的雄激

素、盐皮质激素、糖皮质激素、孕激素对甾体类激素

受体阳性的乳腺癌细胞株 Ｔ４７Ｄ诱导培养，发现只

有雄激素和孕激素能 使 ＰＳＡｍＲＮＡ的 表 达 上 调。

Ｄｉａｍａｎｄｉｓ［４］研 究 发 现，ＰＳＡ能 抑 制 乳 腺 癌 细 胞 系

ＭＣＦ７的生长，而且能使细胞系内雌三醇转变为雌

酮，但在 ＥＲα缺乏的恶性程度较高的 ＭＤＡＭＢ２３１

细胞系中则无此作用。说明 ＰＳＡ可能对乳腺具有

保护作用，而这种保护作用依赖于 ＥＲα的存在。这

些均提示 ＰＳＡ基因具有甾体类激素的依赖性，对

ＰＳＡ的研究可以帮助了解肿瘤组织中甾体类激素受

体的状况，特别是 ＥＲα和 ＰＲ的状况，从而有利于判

断乳腺癌病人内分泌治疗的效果［８］。因此，ＰＳＡ可

能是判断功能性甾体类激素受体的一个重要指标。
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