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乳腺癌患者外周血中ＳＢＥＭｍＲＮＡ的表达及意义

陈　忠
１，陈　聆

１，孟凡祥１，杜　鸿
２

（１．江苏省苏州永鼎医院检验科，江苏苏州２１５２００；２．苏州大学附属第二医院检验科，江苏苏州２１５００４）

　　摘　要：目的　探讨乳腺癌患者外周血ＳＢＥＭｍＲＮＡ表达情况及其与临床病理因素的相关性。方法　运用巢式逆转录聚

合酶链反应（ｎＲＴＰＣＲ）检测５６例乳腺癌患者外周血ＳＢＥＭｍＲＮＡ表达情况，以乳腺良性肿瘤患者及健康者各２０例作为对照。

结果　乳腺癌患者外周血ＳＢＥＭｍＲＮＡ表达阳性率为４６．４％（２６／５６），乳腺良性肿瘤患者及健康者表达阳性率均为０．０％（０／

２０，犘＜０．０５）；乳腺癌患者外周血ＳＢＥＭｍＲＮＡ表达阳性率与患者有无淋巴结转移及ＴＮＭ分期相关（犘＜０．０５），但与年龄、肿瘤

大小无关（犘＞０．０５）。结论　乳腺癌患者外周血ＳＢＥＭｍＲＮＡ可作为乳腺癌微转移的判断指标，对乳腺癌临床分期、预后判断

和治疗起重要作用。
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　　乳腺小黏蛋白（ＳＢＥＭ）是与乳腺癌发生相关的标志物
［１］，

仅表达于乳腺和唾液腺，正常外周血中因无上皮源性细胞而不

表达［２］。因此，外周血ＳＢＥＭ ｍＲＮＡ检测有助于发现早期乳

腺癌外周血中循环肿瘤细胞的微转移。本研究采用巢式逆转

录聚合酶链反应（ｎＲＴＰＣＲ）技术对乳腺癌患者进行外周血

ＳＢＥＭｍＲＮＡ检测，评估其在乳腺癌诊疗和预后评估中的意

义，报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　经病理细胞学证实的５６例女性乳腺癌患者

（乳腺癌组），年龄２３～７４岁，中位年龄５７岁，临床Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、

Ⅳ期分别为７、２２、１８、９例，纳入本研究前均未经任何抗癌治

疗。以乳腺良性肿瘤患者（良性组）及健康志愿者（健康组）各

２０例作对照。

１．２　仪器与试剂　Ｈｈｙｂａｉｄ系列 ＰＣＲ扩增仪（美国 Ｔｈｅｒ

ｍｏ）、Ｂｉｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ核酸蛋白测定仪（德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）、Ｆｉｃｏｌｌ

分离液（天津灏洋）、总 ＲＮＡ 提取试剂 Ｔｒｉｚｏｌ（美国Ｉｎｖｉｔｒｏ

ｇｅｎ）、逆转录试剂盒（日本Ｔｏｙｏｂｏ）。

１．３　方法　（１）总ＲＮＡ提取和逆转录：采集受检者外周血静

脉血５ｍＬ（弃去开始的１ｍＬ，避免上皮细胞污染），ＥＤＴＡ抗

凝，生理盐水稀释２～３倍后，用Ｆｉｃｏｌｌ分离液分离有核细胞，

按Ｔｒｉｚｏｌ试剂说明书提取细胞总ＲＮＡ，取部分总ＲＮＡ按逆转

录试剂盒说明书的要求合成ｃＤＮＡ，剩余总ＲＮＡ于－７０℃保

存备用。（２）引物设计：参照 ＧｅｎｅＢａｎｋ中 ＳＢＥＭ 和βａｃｔｉｎ

ｍＲＮＡ序列，用ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０引物设计软件设计跨外显

子上下游引物，上海Ｓａｎｇｏｎ公司合成，引物序列见表１。（３）

巢式ＰＣＲ（ｎＰＣＲ）扩增：ＳＢＥＭ ｍＲＮＡ第１轮扩增反应体系：

１０×缓冲液（Ｍｇ
２＋ 浓度为２５ｍｍｏｌ／Ｌ）２．５μＬ、１０ｍｍｏｌ／Ｌ

ｄＮＴＰ０．５μＬ、１０ｐｍｏｌ／μＬ上下游外引物各０．５μＬ，５Ｕ／μＬ

Ｔａｑ酶０．２μＬ，ｃＤＮＡ模板１μＬ，加ｄｄＨ２Ｏ至２５μＬ；扩增条

件为：９４℃５ｍｉｎ，９４℃３０ｓ、５５℃３０ｓ、７２℃３０ｓ循环２０

次；取第１轮产物２μＬ加入ＳＢＥＭｍＲＮＡ第２轮扩增反应体

系（采用ＳＢＥＭｍＲＮＡ上下游内引物、退火５８℃３０ｓ、扩增３５

个循环，其余反应条件与第１轮相同），７２℃１０ｍｉｎ结束反

应；取产物５μＬ于１％琼脂糖凝胶中电泳，溴化乙啶染色后于

凝胶成像仪观察结果。

１．４　统计学处理　ＳＢＥＭ ｍＲＮＡ阳性表达与临床病理参数

的关系分析采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行χ
２ 检验，显著性检验水

准为α＝０．０５。

２　结　　果

２．１　ＳＢＥＭｍＲＮＡ表达检测　乳腺癌组外周血ＳＢＥＭ ｍＲ

ＮＡ表达阳性率为４６．４％（２６／５６），良性组及健康组未检出

ＳＢＥＭｍＲＮＡ，差异均有统计学意义（犘＜０．０５），见图１。
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表１　　ＳＢＥＭ、βａｃｔｉｎ基因ＰＣＲ扩增引物序列

基因 引物序列 退火温度（℃） 产物长度（ｂｐ）

ＳＢＥＭ 外引物 Ｆｏｒ：５′ＴＡＧＣＡＧＴＣＣＴＧＧＴＡＣＴＣＴＴＧＧＧ３′ ５５ ２７８

Ｒｅｖ：５′ＡＡＧＣＴＧＡＴＴＣＣＡＴＣＴＣＡＧＧＧＡＣ３′

内引物 Ｆｏｒ：５′ＣＴＧＣＣＣＡＧＡＡＴＣＣＧＡＣＡＡＣＡＧ３′ ５８ １１６

Ｒｅｖ：５′ＡＧＣＡＧＴＧＧＴＣＧＣＡＧＴＧＧＴＴＧＣ３′

βａｃｔｉｎ Ｆｏｒ：５′ＣＡＣＧＡＡＡＣＴＡＣＣＴＴＣＡＡＣＴＣＣ３′ ５６ ２６５

Ｒｅｖ：５′ＣＡＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣＴＧＡＴＣ３′

　　３、５、６、７、１０：表达ＳＢＥＭ；１、２、４、８、９、１１：不表达ＳＢＥＭ；Ｂ：空白对

照；Ｍ：ＤＮＡ分子标记物。

图１　　ｎＲＴＰＣＲ检测乳腺癌患者外周血ＳＢＥＭｍＲＮＡ

２．２　ＳＢＥＭｍＲＮＡ表达阳性与临床病理参数的关系　乳腺

癌组外周血ＳＢＥＭｍＲＮＡ表达阳性率与临床病理参数的关系

分析见表２。

表２　　乳腺癌组外周血ＳＢＥＭｍＲＮＡ表达阳性率与

　　　临床病理参数的关系

临床病理参数 狀 ＳＢＥＭｍＲＮＡ阳性［狀（％）］ χ
２ 犘

年龄（岁）

　≤６０ １８ ８（４４．４） ０．００６７１．００００

　＞６０ ３８ １８（４７．３）

肿瘤大小（ｃｍ）

　≤５ １６ ６（３７．５） ０．３０３３０．５５４５

　＞５ ４０ ２０（５０．０）

ＴＮＭ分期

　Ⅰ＋Ⅱ ２２ ６（２７．３） ４．１５２６０．０２９０

　Ⅲ＋Ⅳ ３４ ２０（５８．８）

淋巴结转移

　有 ３８ ２２（５７．９） ４．８９７２０．０２０８

　无 １８ ４（２２．２）

３　讨　　论

肿瘤微转移的早期发现不仅有助于对恶性肿瘤患者的复

发和预后进行评估，对指导临床诊疗也有重要意义［３４］。

ＳＢＥＭ首次发现于２００２年
［２］，是一种可用于判断乳腺癌复发、

预测乳腺癌转移及辅助化疗的潜在标志物［５］。ｎＲＴＰＣＲ在普

通ＰＣＲ基础上用外、内引物进行两轮扩增，提高了ＰＣＲ敏感

性和特异性。杨华伟等［６］采用ｎＲＴＰＣＲ 检测乳腺癌患者

ＳＢＥＭｍＲＮＡ表达阳性率为５０．７％（３４／６７），稍高于本研究结

果，可能因抽样误差所致。本研究分析了乳腺癌患者外周血

ＳＢＥＭｍＲＮＡ表达阳性率与临床病理因素的关系，结果表明

其阳性率与患者年龄、肿瘤大小无关，但与有无淋巴结转移和

ＴＮＭ分期相关。尤小兰和范健
［７］采用与本研究相同的方法，

结果表明乳腺癌患者ＳＢＥＭ ｍＲＮＡ 表达阳性率为４６．７％

（４３／９２），与本研究结果基本一致，但发现ＳＢＥＭ ｍＲＮＡ阳性

率与患者年龄相关，这可能与地域差异有关，值得深入研究。

本研究结果表明乳腺癌患者外周血中存在肿瘤细胞，且与淋巴

结转移和ＴＮＭ分期有关，提示 ＴＮＭ 分期越晚，肿瘤更易侵

蚀血管，导致乳腺癌细胞进入血循环的机会增大；当乳腺癌患

者发生淋巴结转移时，外周血中肿瘤细胞微转移概率增高，外

周血中ＳＢＥＭｍＲＮＡ阳性率越高。此外，乳腺癌Ⅰ、Ⅱ期患者

也检出ＳＢＥＭｍＲＮＡ表达，提示部分早期乳腺癌患者也可能

存在肿瘤细胞经血循环的微转移，有待进一步研究。

总之，乳腺癌患者外周血ＳＢＥＭ ｍＲＮＡ检测对评估是否

存在乳腺癌微转移具有重要意义，可作为乳腺癌患者诊疗和预

后评估的分子标志物。
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