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【Abstract】 Objective：To explore the variation of bone marrow micrometastases in HER一2 positive early breast 

canCer before and after Trastuzumab therapy and the effects of Trastuzumab on bone marrow micrometastases．Meth- 

ods：CK19 mRNA in bone marrow was detected by qRT—PCR as an index of mierometastases in 15 cases of HER 一 

2 positive breast cancer and 18 HER 一2 negative breast cancer preoperation and post—chemotherapy．10 cases of 

HER一2 positive breast cancer continued Trastuzumab therapy and then were detected again for CK19 mRNA 3 

months later．Results：CK19 mRNA was found in bone ma~ow of 14 cases of HER一2 positive and 8 cases of HER 一 

2 negative breast cancer preoperation．There was a significant difference between the two groups(P=0．000)．After 

6 cycles adjuvant chemotherapy，CK19 positive rates in HER一2 positive and HER一2 negative breast cancer were 

80．0％ and 16．7％ ，respectively．Significant difference between the two groups was found(P=0．000)．After 3 

months Trastuzumab therapy，expression of CK19 mRNA declined significantly in 10 cases of HER一2 positive breast 

cancer(102．78±98．24 vs 66．92±49．18，P=0．036)．Conclusion：Bone marrow micrometastases correlate with 

HER一2 gene expression．Trastuzumab，a monoclonal antibody for HER一2，can reduce the bone ma~ow microme— 

tastases in breast cancer．Thus bone marrow micrometastases may be a predictive factor for early effects of Trastuzum- 

ab therapy． 
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【摘要】 目的：检测HER一2阳性的早期乳腺癌患者应用曲妥珠单抗(Trastuzumab)治疗前后骨髓微转移的 

改变，探讨 HER一2基因及 Herceptin对骨髓微转移的影响。方法：应用实时定量逆转录 一聚合酶链反应 

(qRT—PCR)方法检测 15例 HER一2阳性乳腺癌及 18例 HER一2阴性乳腺癌患者术前及化疗后骨髓 CK19 

的表达水平 ，其中l0例 HER一2阳性乳腺癌患者在化疗结束后 ，继续应用 Hercepfin治疗，3月后再次抽取骨 

髓标本，qRT—PCR检测 CK19的表达水平。结果：手术前 ，14例 HER一2阳性乳腺癌患者骨髓 CK19表达阳 

性(93．3％)，而 HER一2阴性患者 8例 CK19表达阳性(44．4％)，二者差异显著(P：0．000)。化疗后，12例 

HER一2阳性乳腺癌患者 CK19表达阳性(80．0％)，而 HER一2阴性患者 3例表达阳性(16．7％)，二者差异 

显著(P=0．ooo)。lO例 HER一2阳性乳腺癌患者化疗后继续应用 Herceptin治疗3月后，骨髓 CK19的表达 

明显下降(102．78±98．24 vs 66．92±49．18，P=0．036)。结论：HER一2基因的表达与早期乳腺癌患者骨髓 

微转移密切相关，而Herceptin可以降低骨髓微转移病灶，提示骨髓微转移情况可以作为Herceptin治疗疗效 

的早期预测指标。 
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HER一2基因的表达是早期乳腺癌最重要的预后影响因 

素。研究表明，HER一2阳性的早期乳腺癌患者，无病生存率 

及总生存率均明显低于HER一2阴性患者。近年的一些研 

究显示 ，早期乳腺癌骨髓微转移的存在，是患者出现转移的 

重要因素，在可手术乳腺癌及转移性乳腺癌中，骨髓微转移 

都是一个独立的预后指标 J。在早期乳腺癌中，骨髓微转移 

是否和 HER一2基因的表达相关 ，尚缺乏进一步的实验证 

据。为此，我们以上皮源性细胞特异性标志基因细胞角蛋白 

19(CK19)为标志物 ，研究 HER一2阳性早期乳腺癌与骨髓 

微转移的关系，并进一步探讨了探讨曲妥珠单抗(Herceptin) 

对骨髓微转移的影响，为 Herceptin治疗疗效的判断提供参 

考。 

1 材料和方法 

1．1 病例资料 

早期乳腺癌骨髓标本取自我院 2007—2010年的患者， 

均经术前穿刺、组织病理证实，HER一2基因阳性表达为免 

疫组织化学(3+)或 FISH检测确认。根据 HER一2基因的 

表达分为 HER一2阳性组及 HER一2阴性组 ，两组问患者的 
一 般情况及病理特点见表 1。统计分析表明两组问分布无差 

异。两组患者分别于手术前、化疗结束后 1月抽取骨髓血标 

本(化疔方案：多西他赛75mg／m ，d ；表柔比星 90mg／m。， 

d J，q21d，共6cycles)，一80％保存备提取 RNA。10例HER 
一 2阳性乳腺癌患者在化疗结束 1月后继续接受Herceptin 

治疗(110rag／W，iv)，3月后同法采集标本，标本采集前均征 

得患者知情同意。 

1．2 Real time RT—PCR 

Trizol RNA提取试剂盒购白Promoga公司，按操作说明 

书，提取总RNA，用逆转录试剂盒按操作说明将mRNA逆转 

录成 cDNA。设 计 并 合 成 CK19引 物：上 游：5 一AT— 

GCGAAGCCAATATGAGGT一3 下游：5 一AGTAACCTCGGAC— 

CTGCTCA一3 内参照 13一actin引物：上游：5 一CCTrCCT- 

GGGTATGGAATCCT一3 ，下 游：5 ～GGAGCAATGATCTT— 

GATCTY一3 引物由上海生工公司合成。PCR反应体系 

25 ，包括反转录产物0．5 ixl，SYBR Green PCR Mastermix 

12．5 l，10mmol／L的上下游引物各 0．5 l，补无菌 DEPC水 

至25 。反应条件：95~C预变性 10s后，95~C变性 5s，6O℃ 

退火延伸34s，共40个循环。加样时，按照ABI7500 realtime 

PCR仪操作说明书，每一样本和基因同时做一个相同的复 

孔。根据仪器给出的ACt值计算相对浓度。 

1．3 统计分析 

采用SPSS10．0统计软件，各组间比较采用秩和检验或 

)( 检验 ，P<0．05为差异具有统计学意义。 

2 结果 

2．1 手术前及化疗后骨髓标本中 CK19的表达 

手术前，14例 HER一2阳性乳腺癌患者骨髓标本 中 

CK19表达阳性，而 HER一2阴性患者 8例 CK19表达阳性 

(93．3％ VS 44．4％)，二者差异显著(P=0．000)。6周期化 

疗结束后，l2例 HER一2阳性乳腺癌患者 CK19表达阳性， 

而HER一2阴性患者3例表达阳性，二者差异显著(80．O％ 

VS 16．7％，P=0．000)(表2)。不同病理类型、不同淋巴结转 

移情况及激素受体状态的乳腺癌，骨髓中 CK19的表达无明 

显差异。 

2．2 Herceptin对 HER一2阳性乳腺癌骨髓中 CK19表达 

的影响 

在 HER一2阳性患者，手术前及化 疗后骨髓 CK19的 

表达量未见 明显变化(100．8O 4-70．35 VS 89．66 4-72．05，P 

= 0．322)，10例 HER一2阳性乳腺癌患者接受 Herceptin治 

疗3月后，CK19表达明显下降(102．78±98．24 VS 66．92± 

49．18，P=0．03)(图 1)。 

表 1 两组乳腺瘤的组织病理特点 n(％) 

Tab．1 Patient and Tumor Characteristics n(％) 

表2 手术前及化疗后骨髓标本中CK19的表达 n(％) 

Tab．2 Expression of CK19 in bone marrow preoperation and post—— 

chemotherapy n(％) 

CK19 positive expression 

Preoperation Post～chemotherapy 

注： 与HER-2阴性患者相比，差异有统计学意义 

Note：Significant difference call be found； with Her一2 negative patients 

图1 HER一2阳性乳腺癌接受 Herceptin治疗后骨髓 CK19表 

达的变化 

注：A：Herceptin治疗前；B：Hereeptin治疗后 

Fig．1 Variation of CKI9 expression in HER 一2 positive patients 

accepted Herceptin therapy 

Note：A：Before Herceptin treatment：B：After Herceptin treatment 

3 讨论 

早期乳腺癌由于肿瘤较小，一般无淋巴结转移，因此，常 

见的预后因素包括激素受体状态及HER一2基因的表达，特 

别是 HER一2基因是最重要的独立预后因素。大量研究证 

实，多种恶性肿瘤包括乳腺癌，肿瘤细胞的早期即可由原发 
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病灶分离播散，进入淋巴血管系统，增殖形成新的转移灶，我 

们以往的研究也显示 ，乳腺癌细胞黏附分子 E—cadhefin的 

表达缺失会导致肿瘤细胞的播散入血，因此，早期播散的肿 

瘤细胞是转移的重要途径 。细胞角蛋白 19(CK19)是一 

种严格的上皮特异性分布蛋白质 ，非上皮来源组织或细胞如 

正常血液、骨髓和淋巴结不表达，因此，CK19可作为肿瘤患 

者骨髓 中是否存在播散肿瘤细胞即微转移的标志 。Braun 

等在一项大规模临床试验中证实，骨髓微转移的发生与肿瘤 

的大小、分化程度、激素受体状态等均相关⋯。但由于研究 

中人选的病人包括 T1、T 及 L 的各个分期，对于早期乳腺 

癌(T )，骨髓微转移的发生是否与临床病理特征相关尚没 

有定论 ，Krishnamurthy等研究表明，在早期乳腺癌，未发现骨 

髓微转移的发生与淋巴结状态及肿瘤 的临床病理特征相 

关 j。我们的结果表明，HER一2阳性的乳腺癌骨髓微转移 

发生率显著高于 HER一2阴性患者，而与肿瘤的激素受体状 

态、淋巴结转移情况无关，特别是在辅助化疗结束后，HER一 

2阳性患者骨髓标本中播散肿瘤细胞仍保持较高的表达率， 

而 HER一2阴性患者则明显降低，提示癌细胞的播散可能不 

同于淋巴转移途径，而受 HER一2基因调控。已有研究证 

实，在淋巴结阳性的乳腺癌 中，伴有骨髓微转移的患者无病 

生存率及总生存率均显著低于无骨髓微转移者。。J，在早期乳 

腺癌中，随访表明骨髓播散肿瘤细胞数量较多时，提示更容 

易出现复发或转移 ，证实骨髓微转移可作为预后判 断指 

标。 

在乳腺癌的治疗 中，对于新辅助化疗、辅助化疗及靶 向 

治疗等，主要依靠影像学指标进行疗效判定，缺乏有效地生 

物学指标，而影像学检查对于亚临床病灶敏感性不高，常常 

导致治疗延误或过度。有学者研究发现 ，Herceptin可显著降 

低外周血循环肿瘤细胞的数量，而 Rack等在最新的一项研 

究中发现，HER一2阳性乳腺癌患者应用 Herceptin治疗 12 

月后，可显著降低骨髓中 HER一2阳性的播散肿瘤细胞数 

量，而 2例治疗后播散肿瘤细胞无变化者，则出现了转 

移 I9 J。我们的结果也显示，HER一2阳性乳腺癌患者在辅 

助化疗后骨髓微转移未见明显变化 ，而继续接受 Herceptin 

治疗3月后，骨髓播散肿瘤细胞的数量显著下降，提示骨髓 

播散肿瘤细胞在Herceptin治疗的疗效判定方面具有参考价 

值 ，有助于指导治疗。选择骨髓微转移作指标，也具有取材 

容易，检测方便，便于重复等优点。当然，由于病例数较少， 

缺乏随访资料，能否以骨髓播散肿瘤细胞的变化来选择 Her- 

ceptin的疗程、准确判断Herceptin的疗效仍有待更详尽的循 

证医学证据。 
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l l l 化学元素和核素符号规范书写的要求 i 

{ l ； 
根据GB3102．8—93(物理化学和分子物理学的量和单位》的规定，现将化学元素和核素符号书写的规范要求介绍如下： ； 

i ①元素或核素的单字母符号均用正体大写，双字母符号首字母正体大写，第二个字母用正体小写。②核素的核子数(质子数)应标 i 

；注在元素符号的左上角，例如：60Co、 p 99mTc、 I等；把核子数标注在元素符号右上角的写法是错误的，例如：N“、Co60等。③离子价； 

l态的字符应标注在元素符号的右上角，例如：H ，c1一，0 ，Mg̈ ，Al̈ ，PO4 等，不应写成0_ ，0一一，Mg“，Mg ，A1 ，} 

；P04I3等。④激发态的字符(电子激发态用 ；核子激发态用正体m，也可用 )标注在元素或核素符号的右上角，例如：“。Agm，； 

l“。Ag ，He ，NO 等。⑤分子中核素的原子数标注在核素符号右下角，例如：H2，FeSO 等。⑥质子数(原子序数)标注在元素符号左 { 

i下角，例如：82Pb，26Fe等。⑦对于形状相似的元素符号、化合物的化学式符号，书写时应注意区分，如：Co(钻)一c0(一氧化碳)；No i 

c(锘)一NO(一氧化氮)；Ba(钡)一Ra(镭)；Nb(铌)一Nd(钕)一Np(镎)；HF(氟化氢)一Hf(铪)等。 c 

； 《现代肿瘤医学》编辑部 { 


