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实时定量ＰＣＲ检测乳腺癌患者内皮素１的表达及其

临床意义

潘小平１，洪晓绿２，蔡高涛１（广州市花都区人民医院：１．检验科；２．感染科　５１０８００）

　　【摘要】　目的　检测内皮素１（ＥＤＮ１）基因在乳腺癌患者外周血中的表达情况，并探讨它在乳腺癌的发生、发

展中的作用。方法　选取２０１３年１月１日至２０１４年５月２０日在花都区人民医院接受乳腺手术且经病理学证实

为乳腺癌的患者５４例纳入试验组，另选取同期体检健康女性６０例纳入对照组。采用实时定量聚合酶链反应

（ＰＣＲ）检测所有研究对象外周血ＥＤＮ１的表达情况，并分析其与各临床参数的关系。结果　乳腺癌患者外周血

ＥＤＮ１表达水平高于体检健康女性，组间比较差异有统计学意义（犘＜０．０１），其表达水平为健康女性人群的５．８７７

倍；ＥＤＮ１的表达水平与患者的年龄和肿瘤的组织类型均无关（犘＞０．０５），与患者的肿瘤大小、区域淋巴结转移情

况、是否有远处转移密切相关（犘＜０．０５）。结论　ＥＤＮ１基因与乳腺癌的发生、发展关系密切，实时定量ＰＣＲ可以

敏感、特异地检测乳腺癌患者外周血中ＥＤＮ１的表达，可以为乳腺癌的筛查与早期诊断提供帮助，宜在临床工作中

开展。
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　　内皮素（ＥＤＮ）是一种细胞因子，它包括ＥＤＮ１、ＥＤＮ２和

ＥＤＮ３，其传导系统在细胞的增殖、分化及转移过程中起重要

作用［１］。大量研究表明，ＥＤＮ传导系统的改变可以调节细胞

的存活率，增强细胞的侵袭力，最终导致肿瘤的发生［２］。本研

究采用实时定量聚合酶链反应（实时定量ＰＣＲ）检测ＥＤＮ１在

乳腺癌中的表达情况，研究其与乳腺癌的关系，为探索乳腺癌

的发生、发展提供新的证据，从而为乳腺癌的诊断和治疗提供

新的途径。

１　资料与方法

１．１　标本来源　选取２０１３年１月１日至２０１４年５月２０日

在本院接受乳腺手术且经病理学证实为乳腺癌的女性患者５４

例纳入试验组，患者年龄３３～７４岁，平均（５０．１±１０．４）岁，其

中年龄不超过５０岁者３２例，＞５０岁者２２例。参照２００３年版

世界卫生组织（ＷＨＯ）乳腺癌分类标准，其中 Ｔ１ 期４０例、Ｔ２

期１１例、Ｔ３ 期１例、Ｔ４ 期２例；区域淋巴结转移Ｎ０ 期３６例，

Ｎ１３期１８例；远处转移 Ｍ０ 期４５例，Ｍ１ 期９例；组织类型中导

管型３６例，小叶型１８例。另选取本院同期体检健康女性６０

例纳入对照组，年龄２３～７４岁，平均（４０．９±１２．３）岁。

１．２　仪器及试剂　Ｃ１０００Ｔｈｅｒｍａｌｃｙｃｌｅｒ聚合酶链反应

（ＰＣＲ）仪（美国ＢｉｏＲＡＤ公司），７３００荧光定量ＰＣＲ仪（美国

·７８５·检验医学与临床２０１５年３月第１２卷第５期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｍａｒｃｈ２０１５，Ｖｏｌ．１２，Ｎｏ．５

 基金项目：广州市医药卫生科技项目（２０１３１Ａ０１１１８７）。

　　作者简介：潘小平，男，硕士，主管检验技师，主要从事临床生化与分子诊断学研究。



ＡＢＩ公司），ＡＦ１００制冷机（意大利Ｓｃｏｔｓｍａｎ公司），ＵＶ１７５０

紫外分光光度仪（日本岛津公司），ＡＢＩ３９００台式高通量ＤＮＡ

合成仪（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）。Ｔｒｉｚｏｌ购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公

司（批号９１０９）；焦碳酸二乙酯（ＤＥＰＣ）购自美国Ｓｉｇｍａ公司；

脱氧核糖核酸酶Ⅰ（ＤＮａｓｅⅠ）购自美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司（批号

Ｍ６１０Ａ）；ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥＸＴａｑⅡＫｉｔ（批号ＲＲ８２０Ａ）和Ｐｒｉ

ｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ（批号ＲＲ０４７Ａ）均购自日本ＴａＫａ

Ｒａ公司。

１．３　方法

１．３．１　引物设计与合成　在美国国家生物信息中心（ＮＣＢＩ）

核酸序列数据库（Ｇｅｎｅｂａｎｋ）上查找目的基因和内参基因 ｍＲ

ＮＡ序列，采用Ｐｒｉｍｅｒｅｘｐｒｅｓｓ２．０软件设计引物，利用 ＡＢＩ

３９００台式高通量ＤＮＡ合成仪对引物序列进行合成，引物序列

见表１。

表１　试验引物序列

引物名称 引物序列 （５′３′） 基因编号 位置 产物大小（ｂｐ）

βａｃｔｉｎ 上游引物 ＧＣＡＴＧＧＧＴＣＡＧＡＡＧＧＡＴＴＣＣＴ ＮＭ００１１０１．３ ２２１２４１ １０６

下游引物 ＴＣＧＴＣＣＣＡＧＴＴＧＧＴＧＡＣＧＡＴ

ＥＤＮ１ 上游引物 ＴＣＡＡＣＡＣＴＣＣＣＧＡＧＣＡＣＧＴ ＮＭ００１９５５．４ ５５５５７３ ９６

下游引物 ＣＡＣＧＧＴＣＴＧＴＴＧＣＣＴＴＴＧＴＧ

１．３．２　外周血总ＲＮＡ提取及ｃＤＮＡ合成　使用ＴｒｉｚｏｌＲｅ

ａｇａｎｔ试剂盒提取所有研究对象的外周血总 ＲＮＡ，随后采用

ＲＮａｓｅｆｒｅｅ的ＤＮａｓｅⅠ试剂盒提纯总ＲＮＡ。取１μＬＲＮＡ样

品稀释５０倍，在紫外分光光度仪上测定吸光度（Ａ）比值（Ａ２６０／

Ａ２８０），检测 ＲＮＡ 纯度；取１μＬＲＮＡ，１％琼脂糖凝胶电泳

８０Ｖ，２０ｍｉｎ，凝胶成像系统观察总 ＲＮＡ的５ｓ核糖体 ＲＮＡ

（５ｓｒＲＮＡ），１８ｓｒＲＮＡ和２８ｓｒＲＮＡ条带，鉴定 ＲＮＡ抽提质

量。取４μＬＲＮＡ，应用随机引物和ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＴＭＲＴｒｅａｇｅｎｔ

Ｋｉｔ反转录试剂盒合成ｃＤＮＡ，总体积２０μＬ，反应条件：３７℃

１５ｍｉｎ，然后８５℃５ｓ，－８０℃保存备用。

１．３．３　实时定量ＰＣＲ　配制２５μＬ实时定量ＰＣＲ反应体系，

其中ｃＤＮＡ２μＬ，脱氧核糖核苷三磷酸（ｄＮＴＰＳ）０．５μＬ，Ｔａｑ

酶０．５μＬ，１０×ＰＣＲ反应缓冲液２．５μＬ，１０ｐｍｏｌ／μＬ上、下游

引物各０．５μＬ，蒸馏水１８．５μＬ。反应条件：９３℃２ｍｉｎ，然后

９３℃１５ｓ，５５℃２５ｓ，７２℃２５ｓ，共４０个循环。设定熔解曲

线程序：９３℃１ｍｉｎ，６０℃１５ｓ，６０℃１０ｓ，从６０℃缓慢升温

至９３℃，每升高０．５℃检测１次荧光信号值，反应结束仪器自

动生成循环阈值（Ｃｔ值）及熔解曲线图。将ｃＤＮＡ以１０倍倍

比稀释，以１、１０－１、１０－２、１０－３、１０－４ｃＤＮＡ作为模板，同时对

ＥＤＮ１、βａｃｔｉｎ进行实时定量ＰＣＲ，检测其扩增效率是否

一致。

１．４　统计学处理　本实验定量计算采用２
－△△Ｃｔ法［３］，其中，

△Ｃｔ＝目的基因平均Ｃｔ值－内参基因平均Ｃｔ值，－△△Ｃｔ＝

（待测组目的基因平均Ｃｔ值－待测组内参基因平均Ｃｔ值）－

（对照组目的基因平均Ｃｔ值－对照组内参基因平均Ｃｔ值）。

采用ＳＰＳＳ１７．０统计学软件进行数据处理与统计学分析，计量

资料以狓±狊表示，均经过正态性检验和方差齐性检验；对于正

态分布的计量资料两组间比较采用狋检验，组间的两两比较采

用ＳＮＫ 法；对于非正态分布的计量资料两组间比较采用

ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ犝 检验，多组间比较采用 ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓＨ 检

验；相关性分析采用Ｐｅａｒｓｏｎ相关性分析；以α＝０．０５为检验

水准，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＲＮＡ纯度及抽提质量　将提纯的 ＲＮＡ在紫外分光光

度仪上测定Ａ２６０／Ａ２８０比值均在１．８～２．０，证明制备的ＲＮＡ较

纯，无蛋白质污染。凝胶成像系统观察总 ＲＮＡ的５ｓｒＲＮＡ、

１８ｓｒＲＮＡ和２８ｓｒＲＮＡ条带清晰可见，证明总ＲＮＡ抽提比较

完整。见图１。

　　注：１～８号孔为不同样本的总ＲＮＡ。

图１　总ＲＮＡ的５ｓｒＲＮＡ、１８ｓｒＲＮＡ和２８ｓｒＲＮＡ电泳图

２．２　熔解曲线图　ＥＤＮ１和βａｃｔｉｎ各自的熔解曲线只有一

条主峰，无其他杂峰干扰，熔解温度均在８２℃左右，证明实时

定量ＰＣＲ产物并非引物二聚体或其他杂带，特异性较好。见

图２～３。

２．３　扩增效率检测　倍比稀释的ｃＤＮＡ，经实时定量ＰＣＲ

后，以拷贝数的对数为横坐标，以Ｃｔ值为纵坐标，拟合作图，得

到ＥＤＮ１与βａｃｔｉｎ的标准曲线，斜率分别为－３．３９５２３１及

－３．３９９９７３，相关系数分别为０．９９９２５９及０．９９９４０８，说明定

量结果准确可靠；根据斜率分别计算出基因扩增效率：ＥＥＤＮ１＝

０．９７，Ｅβａｃｔｉｎ＝０．９７（扩增效率Ｅ＝１０
－１／斜率－１），证明ＥＤＮ１

与βａｃｔｉｎ的扩增效率相同，可采用２
－△△Ｃｔ法分析本试验结果。

图２　ＥＤＮ１产物熔解曲线图

２．４　实时定量ＰＣＲ结果

２．４．１　两组ＥＤＮ１的表达水平比较　乳腺癌患者ＥＤＮ１的
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表达水平较对照组明显增加，其表达水平为对照组的５．８７７

倍，组间ＥＤＮ１表达水平比较差异有统计学意义（狉＝８．２４６，

犘＝０．０００）。见表２。

２．４．２　乳腺癌患者ＥＤＮ１的表达与各临床参数的关系　各

年龄段及各肿瘤组织类型的患者ＥＤＮ１表达水平比较，差异

均无统计学意义（犘＞０．０５）；而不同肿瘤大小，不同区域淋巴

结转移情况，以及有、无远处转移的患者ＥＤＮ１表达水平比

较，差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。

２．４．３　乳腺癌患者△Ｃｔ均值与各临床参数的相关性分析　

△Ｃｔ均值同样与患者的年龄和肿瘤的组织类型无明显相关性

（犘＞０．０５）；与是否有远处转移密切相关（狉＝－０．２９０，犘＜

０．０５），与肿瘤的大小和区域淋巴结转移情况显著性相关（狉＝

－０．６２２、－０．４２７，犘＜０．０１），见表３。

图３　　βａｃｔｉｎ产物熔解曲线图

表２　两组ＥＤＮ１的表达水平比较（狓±狊）

组别 狀 △Ｃｔ －△△Ｃｔ ２－△△Ｃｔ

试验组 ５４ －３．１１４±１．４８３２．５５５±１．３２４５．８７７（２．３４７～１４．７１３）

对照组 ６０ －０．５５９±１．７９０

表３　乳腺癌患者ＥＤＮ１的表达水平与各临床参数的关系（狓±狊）

临床参数 狀 △Ｃｔ均值 －△△Ｃｔ ２－△△Ｃｔ 狋 犘

年龄（岁）

　≤５０ ３２ －２．９３６±１．３５１ ２．３７７±０．４３９ ５．１９５（３．８３２～７．０４２） １．１３１ ０．２９２

　＞５０ ２２ －３．３７２±１．６５５ ２．８１３±０．１３５ ７．０２７（６．４００～７．７１７）

肿瘤大小

　Ｔ１ ４０ －２．５７３±１．１１４ ２．０１４±０．６７６ ４．０３９（２．５２８～６．４５３） ３２．７５５ ０．０００

　Ｔ２～４ １４ －４．６５８±１．３３３ ４．０９９±０．４５７ １７．１３６（１２．４８４～２３．５２３）

区域淋巴结

　Ｎ０ ３６ －２．６７０±１．３４４ ２．１１１±０．４４６ ４．３２０（３．１７１～５．８８５） １１．５７８ ０．００１

　Ｎ１～３ １８ －４．００１±１．３７５ ３．４４２±０．４１５ １０．８６８（８．１５１～１４．４９１）

远处转移

　Ｍ０ ４５ －２．９２３±１．４５０ ２．３６４±０．３４０ ５．１４８（４．０６７～６．５１６） ４．７８８ ０．０３３

　Ｍ１ ９ －４．０６８±１．３３３ ３．５０９±０．４５７ １１．３８５（８．２９４～１５．６２７）

组织类型

　导管型 ３６ －２．９２２±１．３７０ ２．３６３±０．４２０ ５．１４４（３．８４５～６．８８３） １．８３９ ０．１８１

　小叶型 １８ －３．４９８±１．６６２ ２．９３９±０．１２８ ７．６６９（７．０１８～８．３８１）

３　讨　　论

ＥＤＮ广泛表达于脑、骨骼肌、胰腺、小肠、睾丸等组织

中［４］。ＥＤＮ经前体蛋白翻译后，裂解出一种含有２１个氨基酸

的生物活性物质［５］，它们通过自分泌和旁分泌的方式与细胞表

面的ＥＤＮＡ 和 ＥＤＮＢ受体 （ＥＤＮＲＡ 和 ＥＤＮＲＢ）相互作

用［６］，参与细胞的生物功能，如细胞的增殖、分化及诱导细胞转

移等［７］。有研究证实，ＥＤＮ与许多肿瘤有关，如卵巢癌、前列

腺癌、成骨细胞瘤等［８１０］。然而，ＥＤＮ 能否导致乳腺癌的发

生，以及它与乳腺癌的发展、转移等过程是否有关联却少见

报道。

因此，本研究采用本实验室建立的实时定量ＰＣＲ反应体

系及条件，检测了５４例乳腺癌患者及６０例体检健康女性全血

ＥＤＮ１水平，结果发现，乳腺癌患者全血ＥＤＮ１表达水平较对

照组明显增加，其表达水平为对照组的５．８７７倍，组间比较差

异有统计学意义（犘＜０．０１），说明ＥＤＮ１与乳腺癌的发生有

明显的相关性，该结论与 Ｗｕｌｆｉｎｇ等
［１１］报道相同。进一步在

乳腺癌各临床变量之间比较ＥＤＮ１表达水平发现，ＥＤＮ１的

表达水平与患者的年龄和肿瘤组织类型无关（犘＞０．０５），说明

无论乳腺癌患者的年龄处在什么阶段，ＥＤＮ１都会高度表达，

并且在小叶型和导管型乳腺癌中ＥＤＮ１均会大量表达。但在

不同肿瘤大小、区域淋巴结转移情况，以及有、无远处转移的患

者间比较中，ＥＤＮ１的表达存在差异，肿瘤越大，其表达水平

越高；乳腺癌伴随有淋巴结转移，且淋巴结转移的数目越多，

ＥＤＮ１的表达水平也越高；乳腺肿瘤若转移至其他器官，

ＥＤＮ１的表达水平也会增加，这说明ＥＤＮ１与乳腺癌的发展

有明显的相关性。而苗瑞政等［１２］采用放射免疫分析法检测

ＥＤＮ１水平，不同肿瘤大小间比较并无差异，这与本研究结果

有所不同，可能与采用不同的乳腺癌分类方法和不同的检测方

法有关。

本实验只研究了ＥＤＮ１在乳腺癌患者中的表达情况，缺

乏两者之间因果关系的研究，即未能说明是乳腺癌的发生导致

了ＥＤＮ１水平的增加，还是因为ＥＤＮ１的改变导致乳腺癌的

发生。同时也缺乏ＥＤＮ的其他两个成员（ＥＤＮ２与ＥＤＮ３）

在乳腺癌中的表达情况的研究，缺乏三者之间的比较。但有研

究表明，大鼠和狗体内 ＥＤＮ３能负性调节 ＥＤＮ１的生物活

性［１３］，提示在人体组织或癌性组织中，ＥＤＮ１的高表达可能也

·９８５·检验医学与临床２０１５年３月第１２卷第５期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｍａｒｃｈ２０１５，Ｖｏｌ．１２，Ｎｏ．５



受到ＥＤＮ３的调节，但有待进一步的研究证实。另外，ＥＤＮ１

在乳腺癌组织中的表达是否与外周血中的表达情况一致，也是

本课题需要进一步研究的内容。

综上所述，乳腺癌患者ＥＤＮ１的表达水平较健康女性有

明显增加，与患者的年龄和肿瘤的组织类型无关，而与肿瘤的

大小、区域淋巴结转移情况、是否有远处转移有明显的关联性，

证明ＥＤＮ１的增加与乳腺癌的发生、发展关系密切。而实时

定量ＰＣＲ可以敏感、特异地检测乳腺癌患者外周血中ＥＤＮ１

的表达，能为乳腺癌的筛查与早期诊断提供帮助。临床工作

中，将ＥＤＮ１作为乳腺癌的辅助检查之一，可以为临床诊治提

供及时、准确的参考，宜在临床工作中开展。
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时可能会面临各方面的压力，因此要求医师提供及时、合理的

术前诊断与治疗、严格把握手术适应证、提高术中操作技术、加

强围术期管理，最终使广大患者受益。

参考文献

［１］ 庄俊锋，林锡汉，庄丹，等．结肠损伤Ⅰ期手术治疗４８例

分析［Ｊ］．中国医药科学，２０１２，２（６）：１８０１８２．

［２］ 牙韩年．探讨结肠损伤一期手术治疗的安全性和有效性

［Ｊ］．中国中医药咨讯，２０１２，４（３）：１９１．

［３］ ＭｏｒｒｉｓＣＲ，ＨａｒｖｅｙＩＭ，ＳｔｅｂｂｉｎｇｓＷＳ，ｅｔａｌ．Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏ

ｇｙｏｆｐｅｒｆｏｒａｔｅｄｃｏｌｏｎｉｃｄｉｖｅｒｔｉｃｕｌａｒｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．Ｐｏｓｔｇｒａｄ

ＭｅｄＪ，２００２，７８（９２５）：６５４６５８．

［４］ 姚希贤．蒋树林．结肠憩室病［Ｊ］．中国实用内科杂志，

２０００，２０（２）：８３８５．

［５］ 王玉梅．老年性结直肠穿孔１０３例临床分析［Ｊ］．中国医

药指南，２０１３，１１（２２）：４１４２．

［６］ＦａｌｉｄａｓＥ，ＭａｔｈｉｏｕｌａｋｉｓＳ，ＶｌａｃｈｏｓＫ，ｅｔａｌ．Ｓｔｅｒｃｏｒａｌｐｅｒ

ｆｏｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｓｉｇｍｏｉｄｃｏｌｏｎ．Ａｃａｓｅｒｅｐｏｒｔａｎｄｂｒｉｅｆｒｅ

ｖｉｅｗｏｆｔｈｅｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ［Ｊ］．ＧＣｈｉｒ，２０１１，３２（８／９）：３６８３７１．

［７］ ＭａｋａｒａｗｏＴＰ，ＤａｍａｄｉＡ，ＭｉｔｔａｌＶＫ，ｅｔａｌ．Ｃｏｌｏｎｏｓｃｏｐｉｃ

ｐｅｒｆｏｒａｔｉｏｎｍａｎａｇｅｍｅｎｔｂｙｌａｐａｒｏｅｎｄｏｓｃｏｐｙ：ａｎａｌｇｏｒｉｔｈｍ

［Ｊ］．ＪＳＬＳ，２０１４，１８（１）：２０２７．

［８］ ＡｌｆｏｎｓｏＢａｌｌｅｓｔｅｒＲ，ＬｏＰｅｚＭｏｚｏｓＦ，ＭａｒｔＯｂｉｏｌＲ，ｅｔ

ａｌ．Ｌａｐａｒｏｓｃｏｐｉｃｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｅｎｄｏｓｃｏｐｉｃｓｉｇｍｏｉｄｃｏｌｏｎ

ｐｅｒｆｏｒａｔｉｏｎ：ａｃａｓｅｒｅｐｏｒｔａｎｄｌｉｔｅｒａｔｕｒｅｒｅｖｉｅｗ［Ｊ］．Ｓｕｒｇ

ＬａｐａｒｏｓｃＥｎｄｏｓｃＰｅｒｃｕｔａｎＴｅｃｈ，２００６，１６（１）：４４４６．

［９］ 汪建平．大肠癌并急性肠梗阻的处理［Ｊ］．中国实用外科

杂志，２０００，２０（８）：４５９４６１．

［１０］李廷坚，吴佩雁，郭于涛．急诊一期切除吻合治疗结肠癌

急性梗阻［Ｊ］．中国基层医药，２００４，１１（４）：４２２４２３．

［１１］汪建平，唐远志，董文广．结直肠癌并急性肠梗阻的外科

处理：附２２５例临床分析［Ｊ］．中国胃肠外科杂志，１９９９，２

（２）：７９８１．

（收稿日期：２０１４１１１５　　修回日期：２０１４１２２８）

·０９５· 检验医学与临床２０１５年３月第１２卷第５期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｍａｒｃｈ２０１５，Ｖｏｌ．１２，Ｎｏ．５




