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　　摘要：目的　探讨乳腺癌特异基因（ＢＣＳＧ１）在乳腺癌新辅助化疗疗效评估中的价值。方法　采
用免疫组化 ＳＰ法和荧光定量 ＰＣＲ方法检测 ３６例乳腺癌患者新辅助化疗（ＣＥＦ方案）前后乳腺癌组
织 ＢＣＳＧ１的表达，比较化疗前后肿瘤体积的变化情况，分析新辅助化疗前后 ＢＣＳＧ１蛋白表达与肿瘤形
态学变化的关系。结果　３６例乳腺癌患者新辅助化疗后肿瘤体积均有明显缩小（Ｐ＜０．０１），病灶缓
解率（ＣＲ＋ＰＲ）为 ８５．６％；新辅助化疗后 ＢＣＳＧ１ｍＲＮＡ表达水平亦明显低于化疗前（Ｐ＜０．０５），
ＢＣＳＧ１蛋白高表达率低于新辅助化疗前（Ｐ＜０．０１）。结论　乳腺癌新辅助化疗后 ＢＣＳＧ１在分子和蛋
白水平表达均明显降低，与新辅助化疗后疗效呈负相关（ｒ＝－０．５３９，Ｐ＜０．０１），提示 ＢＣＳＧ１可作为
乳腺癌新辅助化疗疗效的预测因子。 ［中国普通外科杂志，２００７，１６（８）：７９３－７９６］
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　　新辅助化疗（ｎｅｏａｄｊｕｖａｎｔｃｈｅｎｍｏｔｈｅｒａｐｙ，ＮＡＣ）
在乳腺癌综合治疗中的作用已获得肯定，临床 ＩＩ，
ＩＩＩ期乳腺癌患者，均可行新辅助治疗［１］。以往对

乳腺癌新辅助化疗疗效的评定仅限于以治疗前后

原发肿瘤和转移淋巴结的临床和病理变化来评

定，未能从乳腺癌分子机制上反映其转归。本研

究在对肿瘤形态学和病理学观察的同时，应用免

疫组化和荧光定量 ＲＴＰＣＲ方法检测新辅助化疗
前后癌组织中乳腺癌特异基因（ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｓｐｅ
ｃｉａｌｇｅｎｅ１，ＢＣＳＧ１）表达水平的变化，探讨两者的
内在关系，旨在为评估乳腺癌新辅助化疗疗效提

供一个特异性较强的肿瘤标志物。

１　材料与方法

１．１　一般资料
本组患者为 ２００４年 １０月—２００６年 １２月深

圳市第二人民医院乳腺疾病诊疗中心收治的３６例
乳腺癌病例，均为女性，年龄２６～５１岁，中位年龄
４１岁。均经粗针穿刺组织活检确诊，均为浸润性
非特殊型癌，按 １９９７年 ＵＩＣＣＴＮＭ分期，ⅡＡ期
１２例，ⅡＢ期 １５例，ⅢＡ期 ５例，ⅢＢ期 ４例。其
中伴同侧腋下淋巴结转移的 ２０例。全部患者确
诊前 未 接 受 过 任 何 治 疗，Ｋａｒｎｏｆｓｋｙ评 分 均 为
１００分，无心、肝、肾功能严重损害。
１．２　新辅助化疗（ＮＡＣ）

３６例患者术前新辅助化疗方案均采用 ＣＥＦ方
案：环磷酰胺（ＣＴＸ）６００ｍｇ／ｍ２，表阿霉素（ＥＰＩ）
８０ｍｇ／ｍ２，氟尿嘧啶（５ＦＵ）５００ｍｇ／ｍ２，第 １天静
脉滴注；２１天为 １个周期。化疗 ２个周期后行乳
腺癌改良根治术或保乳手术。术后常规病理检

查。

１．３　检测项目及方法
１．３．１　标本采集　分别取术前经巴德公司生产
的自动弹簧装载活检针穿刺或 Ｍａｍｍｏｔｏｍｅ微创活
检组织及化疗后术中切取的新鲜标本作为新辅助

化疗前后的检测标，按常规行石蜡包埋，切片，备

免疫组化检测。

１．３．２　主要试剂　羊抗人 ＢＣＳ，Ｇ１单克隆抗体
（ｓｃ－１０６９９）购自美国 ＳＡＮＴＡ公司；ＳＰ超敏试
剂盒购自北京中山生物技术有限公司；羊抗人

ｍａｓｐｉｎ单克隆抗体（Ｃ－２０）及 ＳＰ超敏试剂盒均
购自福州迈新生物技术开发有限公司；Ｔｒｉｚｏｌ购自
美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；逆转录试剂盒购自美国 ｐｒｏ
ｍｅｇａ公司；荧光定量 ＰＣＲ试剂盒及引物合成均购
自大连宝生物公司。

１．３．３　免疫组化检测　具体操作严格按试剂盒
说明的要求进行，石蜡切片用微波修复抗原。一

抗稀释度 １∶１００，染色过程中用人的脑组织作阳
性对照，用 ＰＢＳ替代一抗作阴性对照，ＤＡＢ显色，
苏木精复染，每例均取１张切片作 ＨＥ染色供病理
形态学观察用。

１．３．４　荧光定量 ＲＴＰＣＲ
（１）ＲＮＡ提取　用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒提取乳腺癌组

织总 ＲＮＡ，按说明书进行操作。取乳腺癌组织块
５０～１００ｍｇ，用液氮在研钵中研磨成粉末，移入
１．５ｍＬ新离心管，加入 １ｍＬＴｒｉｚｏｌ匀浆，冰上孵育
５ｍｉｎ，加入 ０．２ｍＬ氯仿，震荡，冰上孵育５ｍｉｎ，４℃
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ，取上层液相移入 １．５ｍＬ
新离心管，加 ０．５ｍＬ异 丙醇，震荡，冰上 孵育
５ｍｉｎ，４℃ １２０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，弃上清液，加入
１ｍＬ７５％乙醇，震荡，４℃ ７５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃
上清液，室温下干燥后加入 ２０μＬ无 ＲＮａｓｅ水溶解
并用核酸测定仪定量后 －８０℃保存备用。

（２）反转录及荧光 ＰＣＲ反应　采用逆转录试
剂盒方法，每份取 １μｇ总 ＲＮＡ进行 ｃＤＮＡ合成，取
随 机 引 物 １μＬ ５倍 缓 冲 液 ４μＬ，Ｒｎａｓｉｎ２０Ｕ，
１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ２μｌ，ＲｅｖｅｒｔａｉｄＭＭｕｌＶＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔａｓｅ（２０Ｕ／μＬ）１μＬ，加 入 ＤＥＰＣ处 理 水 至
２０μＬ２５℃１０ｍｉｎ，４２℃ ６０ｍｉｎ，７０℃ １０ｍｉｎ进行逆
转录合成的 ｃＤＮＡ。２５μＬ荧光定量 ＰＣＲ反应体系
中含 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭｉｘ１２．５μＬ，ＢＣＳＧ１上游引物为
５′－ＡＧＧＡＧＧＧＧＧ－ＴＣＡＴＧＴＡＴＧＴＧ－３′，下游引物
为 ５′－ＴＴＣＴＣＴＴＴＧＧＡＴＧＣＣＴＣＡＣＣ－３′；内参 ＧＡＤ
ＰＨ上游引物为 ５′－ＧＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧＧＡＧＴ－
３′，下 游 引物 为 ５′－ＣＣＴＧＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＧＧＧ－
３′，上下引物各 ０．８μＬ（５μＭ），ＲＯ×０．３７μＬ，ｃＤ
ＮＡ１μＬ及适量灭菌 ｄｄＨ２Ｏ。制定定量反应的标
准曲线和溶解曲线，以 ＧＡＰＤＨ为内参对 ＢＣＳＧ１的
ｍＲＮＡ进行定量检测。反应条件：９４℃变性 ５ｍｉｎ，
然后按 ９４℃３０Ｓ，５７℃４５Ｓ，７２℃３０Ｓ，进行 ３５个
循环，最后 １个循环 ７２℃延伸 １０ｍｉｎ，产物以达到
阈值时的循环圈数即 Ｃｔ值作为定量结果，以分析
每例标本的 ＢＣＳＧ１ｍＲＮＡ表达水平。
１．４　结果判定
１．４．１　ＮＡＣ后的病灶变化　按世界卫生组织
（ＷＨＯ）抗肿瘤药物客观疗效评定标准［２］进行。

分别在 ＮＡＣ前及 ＮＡＣ后 １周期和 ２周期时，由高
年资临床医师和超声医师根据病灶临床反应及

Ｂ超测量肿瘤大小来评定疗效，完全缓解（ＣＲ）＋
部分缓解（ＰＲ）为临床病灶总缓解率。

４９７
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１．４．２　免疫组化　参考 Ｍｏｈｓｉｎ等［３］报道的标

准，细胞质出现棕黄色细颗粒为 ＢＣＳＧ１阳性细
胞，少数病例可见胞核着色。采用阳性细胞比例

和着色强度 ２项指标综合评定结果，计分方法：阳
性细胞数 ＜ ２５％为 ０分，２６％ ～５０％为 １分，
５１％ ～７５％ 为 ２分，≥７５％ 为 ３分；弱着色计
１分，中度着色计 ２分，强着色计 ３分。每张切片
的 ２项得分之和为该肿瘤阳性结果。 ＜３分为低
表达，≥３分为高表达。
１．５　统计学分析

采用 ＳＰＳＳ１１．０统计软件包进行分析。计量
资料以 ｘ±ｓ表示，组间比较采用 ｔ检验，参数间
比较用 χ２检验，ＢＣＳＧ１蛋白表达与疗效的相关性
分析采用 Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关分析。

２　结　果

２．１　病灶体积变化
新辅助化疗后 １０ｄ７２．２％（２５／３６）病例可见

肿块质地变软，１周期后 ７７．８％（２８／３６）病例肿
块明显缩小，２周期后 ８３．３％（３０／３６）病例肿块
明显缩小，最大直径缩小近 ２／３。化疗 ２周期后
本组病例病灶体积较化疗前缩小 ４５％ ～６５％，平
均缩小 ５０％（Ｐ＜０．０１）。化疗 １周期后 ５例
（２５．０％）腋下淋巴结缩小或逐渐消失，化疗２周
期后 ８例（４０．０％）腋下淋巴结缩小或消失。ＣＲ
３例，ＰＲ２７例，，６例无进展（疾病稳定，ＳＤ），总
缓解率（ＣＲ＋ＰＲ）为 ８３．３％（３０／３６）。
２．２　组织学改变

３１例术后标本肉眼见癌组织与周围乳腺组织

分界清楚，切面呈灰白色，间有点片状坏死；光镜

下见肿瘤细胞出现不同程度的细胞变性坏死，特

别是肿瘤周边的细胞出现明显的细胞核收缩、破

裂、胞浆凝固坏死，炎性细胞浸润。肿瘤区血管内

皮增生，管腔变窄甚至闭塞。其余 ５例肿瘤细胞
亦出现不同程度的细胞变性，但坏死不明显。

８例腋窝转移淋巴结内癌细胞出现不同程度坏
死、钙化和纤维化，其余病例腋窝淋巴结癌细胞亦

出现不同程度核固缩和碎裂。

２．３　ＢＣＳＧ１ｍＲＮＡ表达
３６例患者新辅助化疗前后乳腺癌组织中的

ＢＣＳＧ１ｍＲＮＡ表 达 水 平 分 别 为０．２６±０．０７和
０．１５±０．０５，化疗后 ＢＣＳＧ１ｍＲＮＡ的表达水平明显
低于化疗前（Ｐ＜０．０５）（表 １）。

表１　荧光定量 ＲＴＰＣＲ分析比较乳腺癌 ＮＡＣ前后 ＢＣＳＧ１
的表达

样本数 化疗前Ｃｔ值 化疗后Ｃｔ值 Ｐ值

３６ ０．２６±０．０７ ０．１５±０．０５ ０．０３１

　　注：乳腺癌中ＢＣＳＧ１的表达以 β球蛋白的表达为内参，以 Ｃｔ值

（ｘ±ｓ）来表示，新辅助化疗后 ＢＣＳＧ１ｍＲＮＡ表达水平明显低于化疗

前（Ｐ＜０．０５）

２．４　ＢＣＳＧ１蛋白表达及与 ＮＡＣ疗效的相关性
３６例患者新辅助化疗后 ＢＣＳＧ１蛋白高表达

率为 ３０．６％（１１／３６），明显低于化疗前 ６６．７％
（２４／３６），两组比较差异有显著性（Ｐ＜０．０１）
（图 １－２）。乳腺癌 ＢＣＳＧ１蛋白高表达与 ＮＡＣ疗
效呈负相关（ｒ＝－０．５３９，Ｐ＜０．０１）（表 ２）。

图１　新辅助化疗前乳腺癌组织ＢＣＳＧ１蛋白表达（ＳＰ×１００） 图２　新辅助化疗后乳腺癌组织ＢＣＳＧ１蛋白表达（ＳＰ×１００）

表２　乳腺癌ＢＣＳＧ１表达与ＮＡＣ疗效的相关性（ｎ＝３６）

ＮＡＣ疗效
ＢＣＳＧ１表达

高表达 低表达 Ｐ值 ｒ

ＣＲ＋ＰＲ

ＳＤ

６

５

２４

１
Ｐ＜０．０１ ｒ＝ －０．５３９

３　讨　论

目前，判断乳腺癌新辅助化疗的疗效仍主要

以原发肿瘤和转移淋巴结的变化来评定，有临床

和病理学两种判定标准。临床主要依靠触诊测
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得的肿块大小计算。但触诊方法有过高评估疗

效之弊，采用联合影像学（ＣＴ和超声）检查的结
果进行评估，较能准确反映客观疗效，因为影像

学检查结果与病理学检查的符合率较高［４］。但上

述评价标准并不能从乳腺癌分子机制上反映其

转归。因此，寻找一种能真正反映乳腺癌新辅助

化疗疗效的生物学预测因子，以提高对新辅助化

疗在乳腺癌治疗疗效判断的预测是当前研究的

热点。

ＢＣＳＧ１又 名 ＳＮＣＧ（γｓｙｎｕｃｌｅｉｎ ｇｅｎｅ），是
１９９７年用 ｃＤＮＡ直接测序法发现的乳腺癌相关基
因。Ｊｉ等［５］首先报道 ＢＣＳＧ１在正常乳腺组织中
不表达，在乳腺良性增生或纤维腺瘤中低表达

（１１．１％），在乳腺癌组织中高表达（８５．０％）。
ＢＣＳＧ１阳性乳腺癌细胞其转移及成瘤能力明显
高于 ＢＣＳＧ１阴性乳腺癌细胞。ＢＣＳＧ１在纤维腺
瘤、增 生 症和非典型增生阳性表达率分别为

２０％，７６％，９２．３％，提示 ＢＣＳＧ１的表达与乳腺
组织的增生程度相关。Ｂｒｕｅｎｉｎｇ［６］及 Ｗｕ等［７］报

道，ＩＩＩ／ＩＶ期乳腺癌细胞 ＢＣＳＧ１表达明显高于Ｉ／ＩＩ
期乳腺癌，ＢＣＳＧ１可能是乳腺癌分级的特异基
因，是乳腺癌侵袭和转移的预测指标，潜在的基

因治疗靶点。对 ＢＣＳＧ１进行检测，有助于对乳腺
癌侵袭转移能力的评估，为更准确地确定增生程

度分级及预测其进展提供重要信息，同时，通过

比较治疗前后乳腺癌细胞中 ＢＣＳＧ１的水平，可评
估治疗效果。

本文研究发现，ＢＣＳＧ１蛋白主要为胞质表达，
少数病例可见胞核着色。无论在蛋白水平还是

ｍＲＮＡ水平，患者新辅助化疗后的乳腺癌组织

ＢＣＳＧ１表达水平明显低于化疗前，与新辅助化疗
后患者病灶明显缩小，取得较高临床缓解率相一

致。提示，新辅助化疗能明显缓解乳腺癌患者病

情，延缓临床进展，其可能与抑制乳腺癌组织

ＢＣＳＧ１表达相关。本组结果 ＢＣＳＧ１表达水平与乳
腺癌 ＮＡＣ疗效呈负相关，表明 ＮＡＣ后 ＢＣＳＧ１表
达水平降低越明显疗效越好，提示，可将 ＢＣＳＧ１
基因作为乳腺癌新辅助化疗疗效的预测因子。

但本组病例较少，今后还有待积累更多病例资料

深入研究证实。

参考文献：

［１］　吕新生．乳腺癌的新辅助化疗［Ｊ］．中国普通外科杂
志，２００６，１５（１０）：７２１－７２４．

［２］　ＷｏｒｌｄＨｅａｌｔｈＯｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ．ＷＨＯｈａｎｄｂｏｏｋｆｏｒｒｅｐｏｒｔｉｎｇｒｅｓｕ
ｉｔｓｏｆｃａｎｃｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔ［Ｍ］．Ｇｅｎｅｖａ：ＯｆｆｓｅｔＰｕｂｌｉｃａｔｉｏｎ，
ｌ９７９．

［３］　ＭｏｈｓｉｎＳＫ，ＺｈａｎｇＭ，ＣｌａｒｋＧＭ，ｅｔａｌ．Ｍａｓｐｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｉｎｉｎｖａｓｉｖｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ：ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎｗｉｔｈｏｔｈｅｒｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｆａｃ
ｔｏｒｓ［Ｊ］．ＪＰａｔｈｏｌ，２００３，１９９（４）：４３２－４３５．

［４］　ＡｋａｓｈｉＴａｎａｋａＳ，ＦｕｋｕｔｏｍｉＴ，ＷａｔａｎａｂｅＴ，ｅｔａｌ．Ａｃｃｕｒａｎｃｙ
ｏｆｃｏｎｔｒａｓｔｅｎｈａｎｃｅｄｃｏｍｐｕｔｅｄｔｏｍｏｇｒａｐｈｙｉｎｔｈｅｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎｏｆ
ｒｅｓｉｄｕａｌｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒａｆｔｅｒｎｅｏａｄｊｕｖａｎｔｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．Ｉｎｔ
ＪＣａｎｃｅｒ，２００１，９６（１）：６６－７３．

［５］　ＪｉＨ，ＬｉｕＹＥ，ＪｉａＴ，ｅｔａｌ．Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆａｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ
ｓｐｅｃｉｆｉｃｇｅｎｅ，ＢＣＳＧ１，ｂｙｄｉｒｅｃｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｃＤＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ
［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，１９９７，５７（４）：７５９－７６４．

［６］　ＢｒｕｅｎｉｎｇＷ，ＧｉａｓｓｏｎＢＩ，ＫｌｅｉｎＳｚａｎｔｏＡＪ，ｅｔａｌ．Ｓｙｎｕｃｌｅ
ｉｎｓａｒｅｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｔｈｅｍａｊｏｒｉｔｙｏｆｂｒｅａｓｔａｎｄｏｖａｒｉａｎｃａｒｃｉｎｏ
ｍａｓａｎｄｉｎｐｒｅｎｅｏｐｌａｓｔｉｃｌｅｓｉｏｎｓｏｆｔｈｅｏｖａｒｙ［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒ，
２０００，８８（９）：２１５４－２１６３．

［７］　ＷｕＫ，ＷｅｎｇＺ，ＴａｏＱ，ｅｔａｌ．Ｓｔａｇｅｓｐｅｃｉｆｉｃｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｓｐｅｃｉｆｉｃｇｅｎｅｇａｍｍａｓｙｎｕｃｌｅｉｎ［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒ
ＥｐｉｄｅｍｉｏｌＢｉｏｍａｒｋｅｒｓＰｒｅｖ，２００３，１２（９）：９２０－９５９．
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第１期 肝脏外科及肝肿瘤 第７期 肝脏外科及肝移植

第２期 胆道外科及胆石症 第８期 胆道外科及胆道肿瘤

第３期 胰腺外科及胰腺炎 第９期 胰腺外科及胰腺肿瘤

第４期 胃肠道外科及消化道肿瘤 第１０期 胃肠道外科及大肠肿瘤

第５期 乳腺、甲状腺外科 第１１期 甲状腺、乳腺外科

第６期 血管外科及门静脉高压症外科 第１２期 微创外科及其他
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