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手术及术后化疗对乳腺癌血液微转移的影响

张　帆 ,姜　军 ,杨新华 ,张　毅 ,范林军　　(第三军医大学附属西南医院乳腺疾病中心 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　探讨乳腺癌血液微转移发生规律以及手术和术后化疗对血液微转移影响。方法　以 40 例乳腺癌患

者为研究对象 ,根据临床分期分为 3 组(0～ Ⅰ期 、Ⅱ期 、Ⅲ期),运用 RT-PCR技术 , 以 CK-19 mRNA为标志物 ,分别检测其术

前 、术后第 2 天 、术后第 1 疗程化疗后血液微转移发生情况。结果　①术前血液微转移阳性率为 22.50%(9/ 40), 其中 0 ～

Ⅰ期 0%(0/ 6)、Ⅱ期 16.00%(4/25)、Ⅲ期 55.56%(5/9), 3 组之间有显著差异(P<0.05)。浸润性导管癌和浸润性小叶癌

阳性率分别为 23.08%和 33.33%,无显著差异(P>0.05)。 ②术后第 2 天血液微转移阳性率为 37.50%(15/40), 手术前后

血液阳性率无显著差异(P>0.05)。 ③术后首次化疗结束血液微转移阳性率为 2.50%(1/40),化疗前后血液阳性率差异

非常显著(P<0.01)。结论　临床分期越晚 ,出现微转移可能性越大。血液微转移与病理类型无关。术后化疗能降低血

液中微转移阳性率 ,是减少术后转移改善预后的重要措施。
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Effects of operation and postoperative chemotherapy on micrometastasis in blood in

breast cancer
ZHANG Fan , JIANG Jun , YANG Xin-hua , ZHANG Yi , FAN Lin-jun(Breast Disease Center , Southwest Hospital , Third Military Med-
ical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To explore the effects of operation and postoperative chemotherapy on micrometastasis in

blood in breast cancer.Methods　A total of 40 cases of breast cancer were divided into three groups(0-Ⅰ , Ⅱ

and Ⅲ stages).CK-19 mRNA as the marker of micrometastasis in peripheral blood samples was detected by RT-PCR

before operation , on the 2 nd day after operation and the last day of the first course of postoperative chemotherapy ,

respectively.Results　The positive rate of CK-19 mRNA expression in blood was 22.50%(9/40)preoperatively.

The positive rates at 0-Ⅰ , Ⅱ and Ⅲ stages were 0%(0/6), 16.00%(4/25)and 55.56%(5/9), respectively.

There was significant difference in positive rate between different stages(P <0.05).The positive rates of CK-19 mR-

NA expression in infiltrating ductal carcinoma and infiltrating lobular carcinoma were 23.08%and 33.33%, respec-

tively .No significant difference in positive rate of CK-19mRNA expression was found between infiltrating ductal car-

cinoma and infiltrating lobular carcinoma(P >0.05).The positive rate of CK-19 mRNA expression in blood on the

second day after operation was 37.50%(15/40).There was no significant difference in positive rate of CK-19 mRNA

expression in blood between preoperation and the second day after operation(P <0.05).The positive rate of CK-19

mRNA expression in blood on the last day of the first postoperative chemotherapy course was 2.50%(1/40).Postop-

erative chemotherapy showed a significant influence on the CK-19 mRNA expression.Conclusion　Micrometastasis

is in a stage-dependent manner , but is not related with pathological grading.Postoperative chemotherapy is a kind of

routine treatment since it can decrease positive rate of micrometastasis significantly.
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　　乳腺癌发生远处转移是影响患者预后的重要因

素 ,一旦出现有临床症状的远处转移已属晚期 。如果
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能在发生远处转移的早期及时诊断出“微转移”并加以

有效控制 ,可改善患者预后 。本研究通过 RT-PCR方

法检测乳腺癌患者血液 CK-19 mRNA表达 ,研究其手

术前后及化疗前后血液中微转移变化 ,探讨手术和术

后化疗对乳腺癌血液微转移的影响 。
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1　材料与方法

1.1　一般资料
　　为我院 2002年 5 月至 2003 年 2月女性乳腺癌手术患者 40

例共 40 侧 , 年龄 34 ～ 82 岁 , 平均 47.2 岁 , 左侧 26 例 , 右侧 14

例。TNM分期:0 期 1 例 , Ⅰ期5 例 , Ⅱ期 25例 , Ⅲ期 9 例。根

据临床分期分为 3 组(0 ～ Ⅰ期 、 Ⅱ期 、Ⅲ期)。病理组织学类

型:浸润性导管癌 26 例 ,浸润性小叶癌 9 例 , 单纯癌 2 例 ,浸润

性筛状癌 、浸润性导管癌伴粘液腺癌 、导管内癌均为 1 例。 标

本采集时机为:①术前;②术后第 2 天;③术后第 1 疗程化疗结

束后当天(术后化疗均在术后第 7 ～ 15 天开始进行 , 方案为

CEF:5-氟脲嘧啶 500 mg·m-2·d-1×7;环磷酰胺 200 mg/m2 , 静

脉滴注 ,隔日 1 次。表阿霉素 50 mg/m2 , 静脉滴注 ,分第 1、8 天

2 次给药)。取血部位为对侧上肢浅静脉 ,弃去注射器抽取的前

5 ml血 ,以减少标本被皮肤细胞污染可能。以同期我院 10 例

良性乳腺疾病患者为对照(取术前血液标本)。

1.2　CK-19 mRNA检测
1.2.1　引物设计　　CK-19 mRNA 引物参考相关文献 , 由生工

公司 合成 , 上下 游引 物序 列 分别 为:5′-GAGGTGGATTC-

CGCTCCGGGCA-3′, 5′-ATCTTCCTGTCCCTCGAGCAG-3′, 预期产物

DNA为 462 bp。同时以 β-actin 为内参照 , 其引物来自鼎国公司

RT-PCR试剂盒 , 其预期产物 DNA 为 540 bp。

1.2.2　RNA 提取　　在标本获得后 6 h 内进行 , 对血液标本以

密度梯度离心法进行单个核细胞分离 ,以 Tripure提取得到的单

个核细胞 RNA , 分光光度计检测获得 RNA样本 D 值 ,确定样本

A260/ A280>1.65 , 排除 RNA 酶污染可能。行 RN 电泳 , 见清晰的

18 、28 S 两条带 ,证实 RNA无降解 , 可为 RT-PCR反应模板。

1.2.3　RT-PCR反应　　使用 Promega Access RT-PCR System 试

剂盒 ,反应体系 25 μl , 参照试剂盒说明行一步法 CK-19 mRNA

RT-PCR扩增 ,同时每组体系均设立 β-actin 为内参照。 反应条

件如下:48 ℃ 45 min , 94 ℃ 2 min , 进入 PCR循环 , 94 ℃ 30 s、

60 ℃1 min、68 ℃ 2 min , 共 40 个循环 , 68 ℃ 7 min 终延长 , 4 ℃

保存。

1.2.4　产物鉴定　取反应产物 5 μl , 行电泳。电泳条件:1×

TBE 缓冲液 , 2%琼脂糖凝胶 , 电压 5 V/ cm ,时间 30～ 40 min。凝

胶成像系统观察 , 如在 540 bp 处出现清晰条带者可证实 RNA

无降解和反应体系适当。如反应产物在 462 bp 处出现清晰条

带者为待测标本 CK-19 mRNA阳性 ,无此条带者为阴性。

1.3　统计学处理
　　采用χ2 检验。

2　结果

　　RT-PCR检测乳腺癌患者血液中 CK-19 mRNA 表达结果见

图 1。

2.1　乳腺癌术前血液CK-19 mRNA检测结果
　　对照组10 例血液中均未检出CK-19 mRNA 。乳腺癌组血液

CK-19 mRNA阳性率为 22.50%(9/ 40)。其中 0～ Ⅰ 、Ⅱ 、Ⅲ期的

阳性率分别为0%(0/6)、16.00%(4/ 25)、55.56%(5/9)。 0～ Ⅰ 、

Ⅱ 、Ⅲ期 3 组之间有显著差异(P<0.05)。

M:Marker;1:Preoperative blood CK-19;2:Preoperative blood β-actin;

3:The second day after operative CK-19;4:The second day after operative

β-actin;5:The end of postoperative chemotherapy CK-19;6:The end of

postoperative chemotherapy β-actin

图 1　RT-PCR测乳腺癌患者血液中 CK-19 mRNA的表达

Fig 1　Detection of the expression of CK-19 mRNA in blood of

patient with breast cancer by RT-PCR

2.2　乳腺癌术后第 2天和术后化疗结束后血液CK-19

mRNA检测结果
　　乳腺癌术后第 2 天血液 CK-19 mRNA 阳性率为 37.50%

(15/40)。其中 0 ～ Ⅰ 、Ⅱ 、Ⅲ期的阳性率分别为 0%(0/ 6)、

36.00%(9/ 25)、66.67%(6/9)。 0～ Ⅰ 、Ⅱ 、Ⅲ期 3 组之间有显著

差异(P <0.05)。乳腺癌术后短程化疗结束当天血液 CK-19

mRNA阳性率为 2.50%(1/ 40),仅在Ⅲ期中检出 1 例阳性。

2.3　病理类型与CK-19 mRNA表达的关系
　　浸润性导管癌和浸润性小叶癌术前血液 CK-19 mRNA 阳性

率分别为 23.08%(6/ 26)和 33.33%(3/ 9), 无显著性差异(P >

0.05)。

2.4　手术对CK-19 mRNA表达的影响
　　术后第 2 天血液 CK-19 mRNA 阳性率为 37.50%(15/ 40),

较术前为高 ,提示手术操作有促使肿瘤细胞进入血液系统的可

能。但经统计学分析 , 手术前后血液 CK-19 mRNA 阳性率无显

著性差异(P>0.05)。

2.5　术后化疗对乳腺癌血液 CK-19 mRNA表达的影响
　　术后短程化疗结束后血液 CK-19 mRNA 阳性率为 2.50%

(1/40),提示术后化疗能够降低血液 CK-19 mRNA 阳性率。 统

计学分析显示:术后化疗前后血液 CK-19 mRNA 阳性率差异非

常显著(P <0.01);与术前相比 , 术后化疗结束后血液 CK-19

mRNA阳性率降低亦非常显著(P<0.01)。

3　讨论

　　微转移是指常规检查方法不能发现的单个肿瘤细

胞或直径小于 2 mm的微小转移 。由于分子生物和免

疫技术的发展 , ⅠHC 、RT-PCR及流式细胞术在微转移

检测中得到广泛应用[ 1～ 4] 。RT-PCR检测微转移是目

前敏感性最高的方法 ,可检测出 106 ～ 107 个细胞中一
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个肿瘤细胞 ,其敏感性分别是 ⅠHC 和流式细胞术的

10倍和 100倍以上。应用 RT-PCR检测微转移的前提

是检测能够证实癌存在的标志物。作为上皮来源肿

瘤 ,表达上皮来源性细胞生物学特征的细胞角蛋白

(CK)在间叶组织来源的血液中无表达。基于这一特

性 ,利用 RT-PCR 技术检测骨髓 、血液中 CKmRNA 情

况 ,可以判断是否存在微转移 。CK-19 是具有高度组

织特异性和在乳腺癌细胞中广泛表达的细胞角蛋白 ,

是检测乳腺癌微转移检测最有价值的标志物
[ 5 , 6]
。

3.1　乳腺癌血液微转移与病理分期的关系

　　本研究中乳腺癌最常见的两种病理类型浸润性导

管癌和浸润性小叶癌术前血液微转移阳性率分别为

23.08%和 33.33%,统计学分析显示该两种病理类型

患者血液微转移阳性率无显著差异(P >0.05),提示

乳腺癌血液微转移与病理类型无关 。本组病例检测结

果显示在临床分期为 0 ～ Ⅰ 、Ⅱ 、Ⅲ期的乳腺癌病例

中 ,术前血液中检出微转移阳性率分别为 0%(0/6)、

16.00%(4/25)、55.56%(5/9),经统计学分析 0 ～ Ⅰ 、

Ⅱ、Ⅲ期之间有显著差异(P <0.05),显示血液微转移

与肿瘤分期密切相关 ,与临床观察到的中晚期乳腺癌

远处转移发生率较高和转移部位较多吻合。

3.2　根治性手术对血液微转移的影响

　　已有多项研究证实手术刺激增加恶性肿瘤细胞转

移。赵增顺等
[ 7]
发现:胃癌根治术中早期结扎肿瘤引

流血管者与不结扎引流血管者相比较 ,后者术中门静

脉血中检出肿瘤细胞可能性更大。陈静等
[ 8]
在对恶性

肿瘤术中用品进行脱落细胞检测后发现:60例恶性肿

瘤术中使用的手套 、纱布等都不同程度的存在肿瘤细

胞附着。Carter等[ 9]在一项研究中亦提出:在根治术前

2周曾行活检的乳腺癌患者腋窝淋巴结出现的单个肿

瘤细胞可能为活检刺激导致。以上表明:在对恶性肿

瘤行手术治疗过程中 ,由于机械刺激和沾染等原因可

能增加肿瘤转移或术野肿瘤细胞残留 。在本组研究

中 ,术前乳腺癌外周血微转移阳性率为 22.50%(9/

40),术后第 2 天为 37.50%(15/40),但两者之间无统

计学差异 ,可能是由于病例数较少所致 。

3.3　术后化疗对血液微转移的影响

　　Engel等[ 10]曾经对 1例乳腺癌患者血液微转移情

况用流式细胞术进行动态监测 ,发现术中 、术后 4个

月 、术后 8个月血液中的肿瘤细胞量分别是 23 、1 、2个

/μl ,术后 14个月血液中肿瘤细胞消失。骆成玉等[ 11]

在一项大肠癌术后血液微转移变化研究中显示:行肿

瘤根治术的患者 ,术前存在的血液微转移术后很快消

失;如果血液微转移在术后并不消失 ,提示有残瘤存

在;微转移在术后一度转阴后再次出现 , 提示肿瘤复

发;术后血液微转移反复出现 ,提示有隐匿病灶。本研

究发现:乳腺癌患者血液微转移发生率在术前 、术后第

2 天 、术后第 1 疗程化疗结束当日分别为 22.5%、

37.5%、2.5%,微转移发生随不同治疗阶段而变化。

尤其是术后第 1疗程化疗结束后血液微转移发生率显

著降低(P <0.01),显示术后辅助化疗对微转移细胞

存在杀灭作用。术后辅助化疗的目的包括:预防复发

和控制远处微转移以及对复发转移灶的治疗等。本组

用CEF 方案进行术后化疗 ,结果表明术后第 1疗程化

疗结束后微转移检出率显著降低 ,证实该化疗方案对

乳腺癌术后微转移的治疗有明显疗效 。综上结果 ,术

后化疗能显著降低血液中微转移从而检出率 ,应作为

减少术后转移 ,从而改善预后的重要措施。
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