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　　摘要：目的　探讨雌激素受体亚型 β（ＥＲβ）和血管内皮细胞生长因子（ＶＥＧＦ）在乳腺癌组织中
的表达及两者之间的关系。方法　采用半定量逆转录聚合酶链式反应（ＲＴＰＣＲ）检测 ３５例乳腺癌

组织中 ＥＲβｍＲＮＡ和 ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达，分析两者表达的相关性及其与肿瘤病理参数的关系。结果

　ＥＲβｍＲＮＡ表达水平与 ＶＥＧＦ１２１和 ＶＥＧＦ１６５ｍＲＮＡ的表达水平呈正相关（ｒ＝０．７８５和 ０．６４１，均

Ｐ＝０．０００）。ＶＥＧＦ１２１和 ＶＥＧＦ１６５ｍＲＮＡ在有淋巴结转移的乳腺癌组织中表达水平明显高于无淋

巴结转移者（Ｐ＝０．０３３，０．００４）。结论　乳腺肿瘤血管生成可能受 ＥＲβ的影响，而乳腺癌组织中

ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达水平高者可能易于发生淋巴结转移。
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　　在乳腺癌组织中雌激素对血管生成有重要的

调控作用。体内外实验均表明其作用主要可能是

通过使血管内皮细胞生长因子（ＶＥＧＦ）ｍＲＮＡ表达

水平上调，从而促进 ＶＥＧＦ的分泌而实现的［１－２］；并

且这种作用依赖雌激素受体（ＥＲ）的存在［３］。本实

验采用半定量逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）的方

法检测 ３５例乳腺癌组织中 ＥＲβｍＲＮＡ和 ＶＥＧＦｍＲ

ＮＡ的表达，探讨两者表达的关系及其意义。

１　材料和方法

１．１　一般资料

３５例标本来源于湘雅二医院 ２００３年 ５月—

２００３年 ７月手术治疗的乳腺癌患者，均为女性；年

龄 ２８～７５岁，中位年龄 ４８．１岁。已绝经者１３例，

未绝经者 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。术后病理检查的类型：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：腋窝淋巴结阴性 １５例，腋窝淋巴结阳性 ２０

例。每例标本均取自于乳腺癌组织中央，取材后的

标本迅速置入液氮中速冻，然后转存于 －７０℃的冰

箱。

１．２　材料

Ｔｒｉｚｏｌ购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；逆转录试剂盒购自

Ｐｒｏｍｅｇａ公司；琼脂糖购自上海生物工程有限公司；

Ｔａｑ酶，１０ × ＰＣＲ 反 应 缓 冲 液，１０ｍＭｄＮＴＰ ，

２５ｍＭＭｇＣＬ２均购自 ＭＢＩ公司；ＤＮＡＭＡＲＫＥＳＤ００４

购自北京鼎国生物技术发展中心；引物均委托上海

生物工程有限公司合成；其它实验器材由中南大学

湘雅二医院中心实验室提供。

１．３　检测方法

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定各管总 ＲＮＡ

浓度，然后取 ４μｇ总 ＲＮＡ的体积进行逆转录成 ｃＤ

ＮＡ。逆转录条件：１０×逆转录反应缓冲液 ２μＬ，

２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２４μＬ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ２μＬ，ＯｌｉｇＤＴ

１μＬ，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 ｃＤＮＡ进行 ＰＣＲ扩

增。ＥＲβ和 ＶＥＧＦ引 物 序 列 参 照 文 献 合 成［４－５］。

ＥＲβ：正 向，５′ＧＧＣＣＧＡＣＡＡＧＧＡＧＴＴＧＧＴＧＧＴＡ３′；反

向，５′ＡＡＡＣＣＴＴＧＡＡＧＴＡＧＴＴＧＣＣＡＧＧＡＧＣ３′。ＶＥＧＦ：

正 向，５′ＣＴＧＣＴＧＴＧＴＴＧＧＧＴＧＣＡＴＴＧＧ３′；反 向，５′

ＣＡＣＣＧＣＣＴＣＧＧＣＴＴＧＴＣＡＣＡＴ３′。内 参 照 βａｃｔｉｎ：正

向，５′ＣＡＣＴＧＴＧＴＴＧＧＣＧＴＡＣＡＧＧＴ３′； 反 向，５′

ＴＣＡＴＣＡＣＣＡＴＴＧＧＣＡＡＴＧＡＧ３′。ＥＲβ的扩增条件：１０

×ＰＣＲ反应缓冲液 ２．５μＬ，１０ｍｍｏｌｄＮＴＰ０．５μＬ，

２５ｍｍｏｌＭｇＣｌ２ １．５μＬ，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 ４５ｓ，５８℃退火 ３０ｓ，７２℃延伸 ９０ｓ为 １个循环；

共 ３５个循环。ＶＥＧＦｍＲＮＡ的扩增条件：１０×ＰＣＲ

反应缓冲液 ２．５μＬ，１０ｍｍｏｌｄＮＴＰ０．５μＬ，２５ｍｍｏｌ

ＭｇＣｌ２１．５μＬ，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 ４５ｓ，

６０℃退火 ４５ｓ，７２℃延伸 ８０ｓ为 １个循环；共 ３５个

循环。内参照 βａｃｔｉｎ的扩增条件：１０×ＰＣＲ反应

缓冲液２．５μＬ，１０ｍｍｏｌｄＮＴＰ０．５μＬ，２５ｍｍｏｌＭｇＣｌ２
１．５μＬ，正向引物 １μＬ，反向引物 １μＬ，Ｔａｑ酶 ２Ｕ

（１μＬ），ｃＤＮＡ１μＬ，加去离子双蒸水至终反应体系

２５μＬ，９４℃预变性 ５ｍｉｎ，９４℃变性 ３０ｓ，５７℃退火

３０ｓ，７２℃延伸 ６０ｓ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。各实验以已扩增产物的 ｃＤＮＡ为标记重复 ３

次。用条带的大小和深浅判断 ＰＣＲ产物量，以 β

ａｃｔｉｎ作为内参照，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以代

表各基因 ｍＲＮＡ量。

１．４　统计学方法

数据以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，显著性采

用 ｔ检验。ＥＲβｍＲＮＡ和 ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达的关系采

用直线相关分析。

２４７
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２　结　果

２．１　ＥＲβｍＲＮＡ和 ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达
ＥＲβｍＲＮＡ的 特 异 性 条 带 为 ２５７ｂｐ（图 １）。

ＶＥＧＦｍＲＮＡ见 ２条特异性条带为 ４３４ｂｐ和 ５６６ｂｐ
（图 ２），分别代表 ＶＥＧＦ１２１和 ＶＥＧＦ１６５的 ２种异
构体。

２．２　ＥＲβｍＲＮＡ和 ＶＥＧＦｍＲＮＡ的关系
对 ３５例乳腺癌组织中 ＥＲβｍＲＮＡ表达水平与

ＶＥＧＦ１２１和 ＶＥＧＦ１６５ｍＲＮＡ的表达水平进行直线
相关 分 析，结 果 显 示 ＥＲβｍＲＮＡ 表 达 水 平 与
ＶＥＧＦ１２１，ＶＥＧＦ１６５ｍＲＮＡ的表达水平呈显著正相

关（ｒ＝０．７８５和 ０．６４１，Ｐ均 ＝０．０００）（图 ３－
４）。
２．３　ＥＲβｍＲＮＡ和 ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达与临床病

理参数的关系

ＥＲβｍＲＮＡ的 表 达 与 ＥＲ和 ＰＲ状 况、临 床 分
期、淋巴结状况和月经状况均无明显的关系（Ｐ
均 ＞０．０５）。ＶＥＧＦ１２１，ＶＥＧＦ１６５ｍＲＮＡ的 表 达 在
有淋巴结转移的乳腺癌明显高于无淋巴结转移者

（Ｐ ＝ ０．０３３， ０． ００４）， 而 ＶＥＧＦ１２１ 和

ＶＥＧＦ１６５ｍＲＮＡ的表达与 ＥＲ和 ＰＲ状况、临床分
期和月经状况无明显关系（附表）。

图 １　ＥＲβｍＲＮＡ扩增产物（２５７ｂｐ） 图 ２　ＶＥＧＦｍＲＮＡ扩增产物 （４３４ｂｐ，５６６ｂｐ）

图 ３　ＶＥＧＦ１２１与 ＥＲβ的线性相关图 图 ４　ＶＥＧＦ１６５与 ＥＲβ的线性相关图

附表　ＥＲβｍＲＮＡ和 ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达与临床病理参数的关系（ｘ±ｓ）

病理参数 例数 ＥＲβ ＶＥＧＦ１２１ ＶＥＧＦ１６５

ＥＲ
　阳性 ２１ ０．２７±０．１０ ０．５１±０．１５ ０．３１±０．１０
　阴性 １４ ０．２８±０．１６ ０．５８±０．１９ ０．３７±０．１３
ＰＲ
　阳性 ２２ ０．２７±０．１０ ０．５３±０．１５ ０．３２±０．１０
　阴性 １３ ０．２８±０．１６ ０．５６±０．２０ ０．３６±０．１４
ＴＮＭ分期
　ＩＩＩ ３１ ０．２７±０．１３ ０．５３±０．１８ ０．３３±０．１１
　ＩＩＩ ４ ０．２９±０．０８ ０．６３±０．０９ ０．４２±０．０９
淋巴结状况

　阳性 １９ ０．３０±０．１２ ０．６０±０．１５ ０．３９±０．１３

　阴性 １６ ０．２４±０．１３ ０．４８±０．１７ ０．２８±０．０６
月经状况

　绝经 １３ ０．２７±０．１４ ０．４９±０．２１ ０．３０±０．１９
　月经 ２２ ０．２８±０．１２ ０．５７±０．１４ ０．４０±０．１２

　　　　注：与阴性组比较，Ｐ＜０．０５

３４７
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本资料显示，ＥＲβｍＲＮＡ的表达与 ＥＲ，ＰＲ，淋巴

结转移情况、临床分期和月经状况之间未存在明显

的相关性，与文献的报道不完全一致［６］。说明对

ＥＲβ这种新型 ＥＲ的作用尚需进一步研究。本组

ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达与 ＥＲ，ＰＲ，临床分期和月经状况

无明显的关系，与大多数文献报道基本一致。但

Ｇｒｅｂ等［５］认为 ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达水平具有激素依

赖性。本组 ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达水平在淋巴结转移

组明显高于无淋巴结转移者，与吴后男等［７］研究结

果一致。因此认为 ＶＥＧＦ促进乳腺肿瘤新生血管形

成的同时，也促进癌浸润和淋巴道的转移。这可能

是由于丰富的血管不仅增加了肿瘤细胞进入血液

循环的机会，也增加了肿瘤细胞侵入邻近与毛细血

管伴行的淋巴管或通过静脉 －淋巴管吻合处进入

淋巴管的几率而促进淋巴道的转移。

本组 乳 腺 癌 组 织 中 ＥＲβｍＲＮＡ 表 达 水 平 与

ＶＥＧＦ１２１和 ＶＥＧＦ１６５ｍＲＮＡ的表达水平呈正相关，

提示 ＥＲβ能上调 ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达。这可能是

ＥＲβｍＲＮＡ高水平表达的乳腺癌预后较差的原因之

一。ＢｕｔｅａｕＬｏｚａｎｏ等［１］认为 ＥＲβ能使乳腺癌细胞系

ＭＤＡＭＢ２３１的 ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达水平上调。ＥＲβ

上调 ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达的机制可能系雌激素通过

ＥＲβ和 ＥＲα与 ＡＰ１增强元件结合后的作用方式不

同［４，６］，且 ＥＲβｍＲＮＡ水平与表皮生长因子受体（ＥＧ

ＦＲ）的表达呈正相关［８］。ＥＧＦＲ常与内分泌治疗不

敏感、ＰＲ表达的下降有关。ＥＲα可促进 ＥＧＦＲ下

调，而 ＥＲβ通过与 ＥＲα形成二聚体复合物促进 ＥＧ

ＦＲ的表达［８］，或直接启动 ＥＧＦＲ的表达；或通过 ＥＧ

ＦＲ信号途径促进 ＥＲβ的表达。后者通过与 ＡＰ１

相互 作 用 调 节 肿 瘤 细 胞 对 抗 雌 激 素 的 反 应［７］。

ＶＥＧＦ基因转录受许多细胞因子的调节，如血小板

生长因子（ＰＤＧＦ）、表皮生长因子（ＥＧＦ）、胰岛素样

生长因子 （ＩＧＦ）和转化生长因子（ＴＧＦ）等，其中

ＥＧＦ是其重要的调节因子。故笔者认为 ＥＲβ可能

直接调节 ＶＥＧＦ基因转录和／或通过调节 ＥＧＦ等因

子而间接调节 ＶＥＧＦ基因转录。
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