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　　摘要：目的　探讨上皮膜抗原（ＥＭＡ）和表皮糖蛋白基因（ＥＧＰ２）在乳腺癌患者外周血中的表达
及其与肿瘤微转移的关系。方法　采用 ＲＴＰＣＲ方法检测 ５３例乳腺癌患者（乳癌组）和 ２４例乳腺良
性疾病患者（良性病组）ＥＭＡ和 ＥＧＰ２ｍＲＮＡ在外周血中的表达，并分析其与临床指标之间的关系。结
果　乳癌组外周血 ＥＭＡ和 ＥＧＰ２ｍＲＮＡ的表达率分别为 ３３．９６％和 ２８．３０％，而在良性病组外周血表
达率分别为 ０和 ４．１７％，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。ＥＭＡ和 ＥＧＰ２ｍＲＮＡ的检出率与腋窝淋
巴结转移、ＴＮＭ分期等临床参数呈正相关；ＥＭＡ和 ＥＧＰ２ｍＲＮＡ联合检测敏感度和准确性在乳腺癌组
分别为５２．８３％和 ６６．２３％，相对于 ＥＰＧ２ｍＲＮＡ单项检测敏感度及准确性有明显升高，但与 ＥＭＡ
ｍＲＮＡ无统计学差异。结论　ＥＭＡ和 ＥＧＰ２联合检测时准确性明显升高，故两者可作为标志物检测乳
腺癌患者外周血微转移，有可能对乳腺癌的疗效和预后判断有意义。
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　　肿瘤细胞在外周血中的微转移是肿瘤转移复
发的重要起始步骤之一。研究表明，多种肿瘤细

胞在肿瘤发生早期即开始脱落进入血液循环；外

周血中存在肿瘤细胞亦预示肿瘤具有较高的转移

倾向。因此寻找敏感的检测方法和指标检测外周

血中肿瘤细胞转移是目前研究热点。ＥＭＡ（Ｅｐｉ
ｔｈｅｌｉａｌＭｅｍｂｒａｎｅＡｎｔｉｇｅｎ）和 ＥＧＰ２（ＥｐｉｔｈｅｌｉａｌＧｌｙｃｏ
ｐｒｏｔｅｉｎＧｅｎｅ）是 ２种上皮源性肿瘤标志物，笔者应
用逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）的方法检测乳
腺癌和乳腺良性疾病患者外周血 ＥＭＡ和 ＥＧＰ２
ｍＲＮＡ的表达，探讨其与微转移间的关系。

１　资料与方法

１．１　病例分组及临床一般资料
１．１．１　乳腺癌组　５３例，为本院 ２００６年 ７月—
２００７年 ９月手术治疗患者，所有患者按美国癌症
联合委员会（ＡＪＣＣ）乳腺癌进行 ＴＮＭ分期，其中
Ⅰ期 ２０例，Ⅱ期 １６例，Ⅲ期 １２例，Ⅳ期 ５例。组
织学类型：浸润性导管癌 ４５例，浸润性小叶癌
５例，鳞状细胞癌 １例，髓样癌 １例，黏液癌 １例。
腋窝淋巴结转移 ３２例，无转移 ２１例。患者均为
女性，年龄 ３１～７２岁，中位年龄 ４７岁。
１．１．２　乳腺良性疾病组　２４例中乳腺增生症
１２例，乳腺纤维腺瘤 ８例，导管内乳头状瘤 ３例，
浆细胞性乳腺炎 １例。患者均为女性，年龄 １７～
５２岁，中位年龄 ３４岁。

上述 ７７例乳腺疾病患者均经术后病理证实，
排除患其他肿瘤的可能性。全组患者均了解本研

究目的，并签署知情同意书。手术前采取静脉血。

采血前均未接受化学治疗和放射治疗。

１．２　试剂和引物设计
１．２．１　主要试剂及仪器　Ｔｒｉｚｏｌ试剂和 ＲＴＰＣＲ
试剂盒购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｉｎ公司；另备置离心机，ＰＣＲ扩
增仪，超低温冰箱，电泳仪，凝胶成像系统。

１．２．２　特异性引物　参照相关文献及 ＮＣＢＩ检
索信息，由上海生物工程公司人工合成。引物序

列见表 １。

表１　相关引物的核苷酸序列及扩增片段长度

引物名称 　　　　序列 产物长度（ｂｐ）

ＥＭＡ 正向：５′ＧＴＡＣＣＴＣＣＴＣＴＣＡＣＣＴＣＣＴＣＣＡＡ３′ ２８６

反向：５′ＣＧＴＣＧＴＧＧＡＣＡＴＴＧＡＴＧＧＴＡＣＣ３′

ＥＧＰ２ 正向：５′ＧＡＡＣＡＡＴＧＡＴＧＧＧＣＴＴＴＡＴＧ３′ ５１３

反向：５′ＴＧＡＧＡＡＴＴＣＡＧＧＴＧＣＴＴＴＴＴ３′

βａｃｔｉｎ 正向：５′ＡＴＣＴＧＧＣＡＣＣＡＣＡＣＣＴＴＧＴＡＣＡＡＴＧＡＧＣＴＧ３′ ８３８

反向：５′ＣＧＴＣＡＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧＡＴＣＣＡＣＡＴＣＴ３′

１．３　实验方法
１．３．１　 样本采集 　 两组患者均 采外周血 各
５．０ｍＬ，以枸橼酸钠抗凝。为避免因针头在穿刺
中沾染上皮细胞而导致假阳性结果，在抽取样本

血前弃血 １ｍＬ。所有抗凝管、注射器、Ｔｉｐ头、
１．５ｍＬ离心管及 ０．２ｍＬＰＣＲ薄壁管均经焦碳酸
二乙酯（ＤＥＰＣ）水处理，去除 ＲＮＡ酶。用淋巴细
胞分离液进行有核细胞的分离，再加入 Ｔｒｉｚｏｌ试剂
后置 －８０℃冰箱保存备用。
１．３．２　ＲＮＡ提取　在标本血的单个核细胞中加入
Ｔｒｉｚｏｌ１ｍＬ，室温放置５ｍｉｎ；加入０．２ｍＬ氯仿，室温
震荡 １５ｓ，放置 ５ｍｉｎ，４℃下 １２０００ｒ／ｍｉｎ离心
１５ｍｉｎ，吸取上清无色液相至另一管中，加入 ０．５ｍＬ
异丙醇，室温下放置 ３０ｍｉｎ，４℃ １００００ｒ／ｍｉｎ离
心。弃上清液，加入 ７５％乙醇 １ｍＬ，振荡器混匀，
４℃下７５００ｒ／ｍｉｎ；离心５ｍｉｎ，弃上清液，半干时
用无 Ｒｎａｓｅ水溶解，吸头冲吸混匀，置 ５５～６０℃
１０ｍｉｎ使 其 充 分 溶 解。在 分 光 光 度 计 上 检 测
Ａ２６０／Ａ２８０的值，计算所提总 ＲＮＡ的含量。
１．３．３　ＲＴＰＣＲ检测
１．３．３．１　逆转录反应体系　ＲＴ的反应体积为
２０μＬ，１０缓冲液 ２μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ２μＬ，
Ｒｎａｓｉｎ抑制剂０．５μＬ（２０Ｕ），ＡＭＶ逆转录酶１μＬ
（５Ｕ），２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２４μＬ，Ｏｌｉｇｏｄ（Ｔ）１５１μＬ，
样本 ＲＮＡ３μＬ（２μｇ），补 ＤＥＰＣ处理过的水至体
积 ２０μＬ。快速离心混匀，３７℃ ６０ｍｉｎ，９５℃
１０ｍｉｎ灭活 ＡＭＶ酶。
１．３．３．２　ＰＣＲ反应体系　逆转录产物 ２．０μＬ，
２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２ ２．５μＬ，１０×缓冲液 ２．５μＬ，
ＴａｑＤＮＡ酶 ０．３μＬ（５Ｕ），ｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）
２μＬ，各 ８．０ｐｍｏｌ的上、下游引物，补 ＤＥＰＣ处理
过的水至体积 ２５μＬ。３对引物分别进行 ＰＣＲ反
应。循环参数如下。ＥＭＡ：预变性 ９５℃ ５ｍｉｎ后
变性 ９５℃，３０ｓ，退火 ６０℃，３０ｓ；延伸 ７２℃，
２０ｓ；共 ３５个循环，７２℃ ４ｍｉｎ延伸。ＥＧＰ２：预
变性 ９４℃ １０ｍｉｎ后变性 ９５℃ ３０ｓ，退火 ５６℃
２５ｓ，延伸７２℃ ３５ｓ；３５个循环，７２℃ ４ｍｉｎ延
伸。βａｃｔｉｎ：预变性 ９４℃ ５ｍｉｎ后变性 ９４℃，
４５ｓ，退火 ５５℃ ３０ｓ，延伸 ７２℃ ６０ｓ；２５个循
环，７２℃ ７ｍｉｎ延伸。不含 ｍＲＮＡ的样本作为
ＲＴＰＣＲ的阴性对照。
１．３．４　ＰＣＲ产物测定　ＰＣＲ产物 ９μＬ上样于
２％琼脂糖凝胶（０．５μｇ／ｍＬ溴化乙锭），５Ｖ／ｃｍ
电泳，电泳缓冲液 １ＴＢＥ。紫外透析灯下对凝胶
进行摄影并保存图像。在 ＤＮＡＭａｒｋｅｒ的指示下，

０５４
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凝胶上 ２８６ｂｐ处条带为 ＥＭＡ，５１３ｂｐ处条带为
ＥＧＰ２，８３８ｂｐ处条带为 βａｃｔｉｎ（图 １）。

! " # " $ " % " & " ' " ( " )

!"***+,

&**+,

!**+,

图 １　ＲＴＰＣＲ产物在琼脂糖凝胶电泳中的结果　１：阴
性对照；２，３：内参照阳性，４，５：ＥＣＰ２ｍＲＮＡ阳
性；６，７：ＥＭＡｍＲＮＡ阳性；Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ

１．４　统计学处理
采用 χ２检验 检验水准 α＝０．０５。Ｐ＜０．０５

为差异有统计学意义。所有统计均由 ＳＰＳＳ１０．０
软件完成。

２　结　果

２．１　ＥＭＡ和 ＥＧＰ２ｍＲＮＡ在两组患者外周血中
的表达

乳腺癌组两指标的值均显著高于良性病组，

差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）（表 ２）。
２．２　ＥＭＡ及 ＥＧＰ２ｍＲＮＡ的表达与临床病理学

指标之间的关系

ＥＭＡ及 ＥＧＰ２ｍＲＮＡ表达与腋窝淋巴结转移、
ＴＮＭ分期有关，淋巴结转移阳性组的表达阳性率
高于阴性组；Ⅲ ＋Ⅳ期 ＥＭＡ及 ＥＧＰ２ｍＲＮＡ的表
达阳性率高于Ⅰ ＋Ⅱ期，差异有统计学意义。其
他因素的分组间差异无统计学意义（表 ３）。

表２　两组外周血ＥＭＡ和ＥＧＰ２ｍＲＮＡ的表达

检测指标 组别 （ｎ）阳性 阴性 阳性率（％） Ｐ值

ＥＭＡｍＲＮＡ
乳癌组　

良性病组

５３

２４

１８

０

３５

２４

３３．９６

０
＜０．０５

ＥＧＰ２ｍＲＮＡ
乳癌组　

良性病组

５３

２４

１５

１

３８

２３

２８．３０

４．１７
＜０．０５

表３　血清ＥＭＡ和ＥＧＰ２ｍＲＮＡ与临床病理指标的关系

临床参数 例数 ＥＭＡｍＲＮＡ（阳性）（％） Ｐ值 ＥＧＰ２ｍＲＮＡ（阳性）（％） Ｐ值

年龄（岁）

　≤５０

　
"

５０

３６

１７

１３（３６．１１）

５（２９．４１）

０．６３０７ １０（２７．７８）

５（２９．４１）
０．９０１９

绝经

　是

　否

１４

３９

４（２８．５７）

１４（３５．９０）

０．６１９５ ４（２８．５７）

１１（２８．２１）
０．９７９２

ＥＲ（雌激素受体）

　阳性

　阴性

２６

２７

８（３０．７７）

１０（３７．０３）

０．７３５０ ８（３０．７７）

７（２５．９３）
０．６９５６

ＰＲ（孕激素受体）

　阳性

　阴性

２７

２６

９（３３．３３）

９（３４．６２）

０．９２１５ ７（２５．９３）

８（３０．７７）
０．６９５６

肿瘤直径（ｃｍ）

　≤３

　＞３

４２

１１

１４（３３．３３）

４（３６．３６）

０．８５０２ １１（２６．１９）

４（３６．３６）
０．５０４９

腋窝淋巴结

　阳性

　阴性

３２

２１

１５（４６．８８）

３（１４．２９）
０．０１４３

１３（４０．６３）

２（９．５２）
０．０１４０

ＴＮＭ分期

　Ⅰ＋Ⅱ ３６ ９（２５．００） ０．０４５０ ７（１９．４４） ０．０３７２

　Ⅰ

　Ⅱ

２０

１６

４（２０．００）

５（３１．２５）

３（１５．００）

４（２５．００）

　Ⅲ＋Ⅳ １７ ９（５２．９４） ８（４７．０６）

　Ⅲ

　Ⅳ

１２

５

６（５０．００）

３（６０．００）

５（３８．４６）

３（６０．００）

１５４
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２．３　ＥＭＡ及 ＥＧＰ２ｍＲＮＡ单项与联合检测的
比较

乳腺癌组中 ＥＭＡ及 ＥＧＰ２ｍＲＮＡ联合检测的
敏感度（阳性率）、特异性和准确性与单项相比，

其敏感度和准确性均明显升高（表 ４）。

表４　ＥＭＡ和ＥＧＰ２ｍＲＮＡ单项与联合检测的比较

检测项目 敏感度（％） 特异性（％） 准确性（％）

ＥＭＡｍＲＮＡ ３３．９６（１８／５３） １００（２４／２４） ５４．５５（４２／７７）

ＥＧＰ２ｍＲＮＡ ２８．３０（１５／５３）１）９５．８３（２３／２４）４２．８６（３８／７７）１）

ＥＭＡｍＲＮＡ＋

ＥＧＰ２ｍＲＮＡ
５２．８３（２８／５３） ９５．８３（２３／２４） ６６．２３（５１／７７）

　　注：１）与联合检测比较，Ｐ＜０．０５

３　讨　论

肿瘤标志物是肿瘤组织产生并可以反映肿瘤

细胞存在于宿主体内的化学分子。一种标志物

可在多种肿瘤中表达，一种肿瘤也可表达多种标

志物。为提高检出的敏感度和准确性，常需联合

几种不同的标志物进行检测以提高对肿瘤的诊

断价值。由于乳腺癌绝大多数发源于上皮组织，

故上皮组织的某些特异性标志物可用于肿瘤转

移的标记。

ＥＭＡ是一种高分子质量 Ｉ型跨膜糖蛋白，具
有大量可变数量的末端重复氨基酸序列及 ０－糖
基化位点，在正常腺细胞中表达率很低；但在癌

组织中由于存在畸形糖基化和糖基化不完全，使

其核心蛋白暴露出新的蛋白表位或新的糖抗原，

从而 成 为 上 皮 组 织 来 源 肿 瘤 特 异 的 抗 原 之

一［１－２］，可作为乳腺癌患者微转移肿瘤细胞的有

效标志物。约有 ９０％以上的乳腺癌组织有 ＥＭＡ
的过度表达。ＥＭＡ的表达与肿瘤特征及临床预
后密切相关并可作为独立的危险预测因子而用

于评估无瘤生存期（ＲＦＳ）和完全生存期（ＯＳ）［３］。
ＥＧＰ２是上皮细胞的标志基因之一，它广泛

表达于上皮来源的组织中。在恶性增生的上皮

来源性肿瘤中，其表达强度远远超过正常组织的

水平。Ｐｈｉｌｉｐ等［４］对 ３９１２份各种人类肿瘤组织
样本运用多肿瘤组织微列免疫组织化学分析，发

现在绝大部分的上皮来源性肿瘤组织中都有

ＥＧＰ２的 表 达。９７％ 乳 腺 癌 组 织 中 可 检 测 到
ＥＧＰ２，其在原发和转移癌组织中表达率较外周
血中高 １０倍［５］，较正常组织高 １００～１０００倍［６］。

ＤｅＧｒａａｆ等［７］研 究显示 ４种乳腺癌细胞系均有

ＥＧＰ２的高表达，其表达下调可以降低肿瘤细胞
的致癌潜能［８］；临床检测其表达水平可用于肿瘤

免疫治疗［９］。

本研究结果发现，乳癌组外周血 ＥＭＡｍＲＮＡ
阳 性 （３３．９６％）和 ＥＧＰ２ ｍＲＮＡ 阳 性 率

（２８．３０％）显著高于良性病组，表明乳腺癌外周
血中存在着微转移的肿瘤细胞。本实验也表明

ＲＴＰＣＲ对于检测 ＥＭＡ和 ＥＧＰ２ｍＲＮＡ的表达具
有较高的特异性。

本组Ⅰ ＋Ⅱ期乳腺癌患者 ＥＭＡ和 ＥＧＰ２ｍＲ
ＮＡ的阳性率分别为 ２５．００％和 １９．４４％，提示实
体瘤可能早期即存在肿瘤细胞的播散；Ⅲ期患者
ＥＭＡ和 ＥＧＰ２ｍＲＮＡ阳性率分别增加到５０．００％和
３８．４６％，Ⅳ期可达 ６０．００％，提示微转移与 ＴＮＭ
分期有关，疾病分期越高，发生血行转移的几率

越大。Ⅲ ＋Ⅳ期与Ⅰ ＋Ⅱ期 ＥＭＡｍＲＮＡ和 ＥＧＰ２
ｍＲＮＡ表达差异有显著性意义（均 Ｐ＜０．０５）。腋
窝淋巴结阴性组 ＥＭＡｍＲＮＡ和 ＥＧＰ２ｍＲＮＡ的表
达率分别为 １４．２９％（３／２１）和 ９．５２（２／２１），而
阳性组表达率则为４６．８８％ （１５／３２）和４０．６３％
（１３／３２），两组间差异有统计学意义（均 Ｐ＜０．
０５）。本研究还显示外周血 ＥＭＡ和 ＥＧＰ２ｍＲＮＡ
表达阳性率与患者年龄、绝经状态、ＥＲ和 ＰＲ表
达状态、肿瘤直径等临床指标无关（Ｐ＞０．０５）。

联 合 检 测 ＥＭＡ 和 ＥＧＰ２ｍＲＮＡ，５２．８３％
（２８／５３）的乳腺癌患者为阳性，明显高于单个标
志物检测的仅 ＥＭＡｍＲＮＡ３３．９６％和 ＥＧＰ２ｍＲＮＡ
２８．３０％的检出率。联合检测与单项检测相比，
敏感度和准确性均明显提高。由于目前尚缺乏

敏感度和特异性都比较理想的肿瘤标志物，故认

为联合检测不失为解决这一问题的途径之一［１０］。

ＲＴＰＣＲ技术检测外周血敏感度和特异性较
高，对判断乳腺癌微转移具有一定的临床意义。

尽管循环血中检出 ＥＭＡ和 ＥＧＰ２ｍＲＮＡ不能完全
作为确诊远处转移的依据，但其对提示肿瘤的远

处转移或存在潜伏病灶，以及治疗方案的制定和

判断预后等方面均可提供重要的参考依据。
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本刊启用远程稿件处理系统

　　为了提高办公效率，《中国普通外科杂志》编辑部将于 ２００８年 １月 １日起正式启用“网络编辑管理系统”。请
作者登陆网站 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｚｐｗｚ．ｎｅｔ按照以下步骤进行在线投稿。
投稿步骤
１．　选择“作者投稿”一栏，进入“作者投稿”界面。
如果是第一次投稿，需要先注册本系统：点“注册”进入注册流程，按照系统提示进行注册，请注意，“”选项

为用户必填项！

２．　点“作者投稿”，选择左边的“我要投稿”一栏，按照投稿向导的提示进行。
（１）输入稿件中文文题和英文文题。
（２）输入作者。若所投稿件为多人撰写，在作者信息下添加该文的合作作者，合作作者可以只添加姓名即可。

此处需注意，如该文为 ｎ位作者撰写，需在填写完 ｎ位作者后，再点一下“继续添加作者”后方可点“下一步”，否则
最后一个作者本系统将不会显示。

（３）第三步“学科类型”、“专业类型”、“创作类型”、“投稿栏目”、“文章分类号／ＰＡＣＳ码”可以不选。
如果该文有基金支持，请在“基金类型”下的长条框中输入（包括基金号）；如果有多个，请用分号分开。输完以

后点“下一步”。

（４）输入关键词。请注意各词之间一定要用分号隔开。然后点击“添加”。再点“下一步”。
（５）输入中英文摘要后再单击“下一步”
（６）根据系统提示在相应的栏目中输入你要回避或 ｆ推荐的专家，也可以不写。单击“下一步”，检查稿件的基

本信息，如有需要修改的地方，点击“修改”；再确认无误后，单击“下一步”进入稿件上传步骤。

（７）在“稿件上传操作区”点“浏览”，选中要上传的稿件后，点击右边的“上传稿件”。待弹出“稿件上传完毕，
请继续下一步”的对话框时，点“确定”，再点“下一步”继续投稿。请注意，这一步可能因您的网速和稿件的大小，所

需时间略有不同，请耐心等待，如果长时间仍没有弹出“稿件上传完毕，请继续下一步”的对话框，可重新尝试，确保

稿件上传方可进行下一步。

（８）核对完所投稿件的信息后请点“下一步”。如果您对编辑部有什么特别的要求或说明，请在“给编辑部留
言”框中留下您的意见，点“立即提交”，系统会提示“同志：非常感谢您对本刊物的支持！您的来稿《》
我们已经收到，请等待编辑部通知。查询请登录编辑部网站 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｚｐｗｚ．ｎｅｔ或咨询编辑部邮箱：ｐｗ４３２７４００＠
１２６．ｃｏｍ”。
友情提示

网上投稿后，请邮寄 １份纸质稿（题名页与正文页均需用 Ａ４纸 ４号字隔行打印）、单位介绍信（注明材料真实
可靠，无一稿多投和无科研机密资料泄密）及 ６０元稿件处理费至本编辑部。

为防作者上传稿件不成功，请作者 Ｅｍａｉｌ致本编辑部，信中请注明投稿时间、文题、作者姓名，并将稿件以附件
形式发过来。

编辑部地址：湖南省长沙市湘雅路 ８７号中国普通外科杂志编辑部
Ｅｍａｉｌ：ｐｗ４３２７４００＠１２６．ｃｏｍ；ｊｃｇｓｘｙｃｈ＠１２６．ｃｏｍ。联系电话 ０７３１－４３２７４００。

中国普通外科杂志编辑部
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