
乳腺癌相关分子诊断技术的新研究进展①

韦宝斌1,梁丽娜2,罗志斋2,陈善萍1,徐冲1,王俊利2,韦贵将2②

(1.右江民族医学院医学检验学院2013级1班,广西 百色 533000
E-mail:769245239@qq.com;

2.右江民族医学院附属医院检验科,广西 百色 533000)

摘 要: 乳腺癌是一种好发于乳腺上皮组织的恶性肿瘤,威胁女性的身心健康甚至性命。早期诊断是提高乳腺癌治

愈率和生存率的关键。随着临床研究的不断发展,乳腺癌相关诊断技术也不断涌现。作为一种新的医疗诊断技术,分子

诊断技术为乳腺癌的早期诊断、预后判断、化疗、内分泌治疗方案的选择等提供了重要帮助。本文将就乳腺癌相关分子

诊断技术的新进展作一综述。
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  近年来乳腺癌的发病率呈逐年上升的趋势,是我

国女性发病率最高的癌症,每年我国乳腺癌新发病例

和死亡病例分别占全世界的12.2%和9.6%[1-3]。一

般来说,乳腺癌早期无任何临床症状,早期发现及治疗

对降低乳腺癌病死率、改善预后起到很大作用[4]。据

相关 文 献 报 道,乳 腺 癌 的5年 生 存 率 在 原 位 癌 为

100%,Ⅰ期为84%~100%,Ⅱ期为76%~87%,Ⅲ期

为38%~77%[5-6]。目前,乳腺癌相关分子诊断技术

有多种,如基因芯片技术、实时荧光定量PCR技术、高
通量测序技术等。相对于传统的乳腺癌诊断技术,如
乳腺红外线扫描检查、乳腺CT检查等,乳腺癌分子诊

断技术具有灵敏度更高、特异性更强、准确性更好,且
操作更为简便快捷等优势。然而目前却鲜有乳腺癌相

关分子诊断技术的综合对比,故本文就乳腺癌相关分

子诊断技术的最新进展做简要综述。

1 基因芯片技术

1.1 基因芯片技术简介 基因芯片是指按照预定位

置固定在很小面积内的千万个核酸分子密集排列固定

在固相载体形成的微型检测器件。其主要原理是通过

各种可行的技术手段将核苷酸固定到固定的支持物

上,利用碱基互补配对的原理,将处理好的样品与其进

行杂交,从而完成样品基因的检测。基因芯片的概念

由StephenFodor博士[7]于1991年首次提出,并借助

半导体技术进行芯片研制。而世界上第一张基因芯片

则是由美国 Affymetrix生物公司于1991年制造出。
由于基因芯片技术具有快速、敏感、高通量等优点,因
而在基因组研究、基因诊断、DNA序列测定,以及工农

业等领域得到广泛应用。

1.2 基因芯片技术在乳腺癌诊断中的应用 自基因

芯片技术问世以来,因其可高通量平行检测一个组织

细胞中的多个基因表达水平,因此学者们运用该技术

比较乳腺正常组织与乳腺癌组织基因之间的表达差

异,进而发现某些与乳腺癌发生具有密切关联的基因,
为乳腺癌的一级预防提供相关依据。付伟杰等[8]采用

基因芯片技术对乳腺癌 MCF-7细胞系他莫昔芬耐受

的差异表达基因进行检测,探讨S100p对 MCF-7和耐

药型 MCF-7细胞系他莫昔芬耐受和细胞迁移能力的

影响,发现与 MCF-7相比,MCF-7R细胞系中S100p
mRNA和蛋白表达显著上调,干扰其蛋白表达后,

MCF-7R他莫昔芬耐受性明显降低,细胞迁移能力显

著减弱,表明了S100p能够促进乳腺癌细胞他莫昔芬

耐受和增强细胞迁移能力。厉周等[9]利用Agilent人

全基因组Oligo芯片对实验组和对照组的组织样本基

因表达进行分析,并采用real-timePCR技术进行验

证,实验结果证明了不同预后的早期乳腺癌样本的基

因表达存在明显差异,早期乳腺癌的预后与 CD44、

MKI67、NTRK2等基因的表达有关。潘峰等[10]应用

基因芯片分析技术,筛选乳腺癌耐药相关基因,探讨乳

腺癌化疗耐药机制,最终在不同的细胞系中筛选出差

异有显著性意义的基因1520个,结果证实基因芯片技

术可为乳腺癌耐药相关基因的筛查提供全面的技术分

析。沈丽霞等[11]采用乳腺癌和雌激素受体信号通路

DNAoligomicroarray功能基因芯片技术,对金雀异

黄素对雌激素依赖性乳腺癌细胞T47D基因表达及雌

激素受体依赖性信号转导通路的影响进行观察,从而

发现了金雀异黄素激活人乳腺癌T47D细胞雌激素受
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体表达,通过周期蛋白过表达从而调节细胞周期蛋白

依赖性激酶的活性,加速S期进程,促进细胞的增殖。
基因芯片技术充分利用了生物学、信息学等当今

前沿科技成果,因其具有快速、高通量、灵敏度高、特异

性强等优点而在乳腺癌早期诊断中得到大量应用。然

而这项技术目前还存在DNA芯片上原位合成探针可

能会掺入错误的核酸或者杂质等缺陷,这将使得杂交

背景增高,特异性也将降低,另外基因芯片还有价格昂

贵、实验成本高等不足。随着分子生物学的迅猛发展

和人们对越来越多肿瘤的基因表达差异进行研究,基
因芯片技术也在实践中不断完善、成熟。因为有基因

芯片技术,乳腺癌的研究已由原来的细胞水平迈进了

现代分子生物学的范畴,未来逐步完善的基因芯片技

术将为乳腺癌早期诊断提供更加强有力的支持。

2 实时荧光定量PCR技术

2.1 实时荧光定量PCR简介 实时荧光定量PCR
技术是指在PCR反应体系中加入荧光基团,通过荧光

信号积累对整个PCR进程实时监测。荧光染料能特

异性渗入DNA双链,发出荧光信号,从而保证荧光信

号与PCR产物同步增加。其定量的原理在于靶基因

初始拷贝数越多,所产生的循环阈值越小。

2.2 实时荧光定量PCR在乳腺癌诊断中的应用 实

时荧光定量PCR的应用范围很广泛,其中包括 mR-
NA表达情况的研究、单核苷酸多态性的检测以及

DNA拷贝数的测定等。邓艳华等[12]应用双标准曲线

的实时荧光PCR法检测原癌基因人类表皮生长因子

受体2基因扩增在临床乳腺癌诊治中的可行性,并以

荧光原位杂交方法作为对照方法,通过计算目的基因

浓度和内标基因浓度的比值来判断 HER2基因的扩

增情况,得到双标准曲线的实时荧光PCR法用于检测

HER2基因扩增相对准确可靠的结论。陆慧琦等[13]

运用实时荧光定量RT-PCR测定乳腺癌组织中雌激

素受体α、孕激素受体和人表皮生长因子受体2基因的

表达,用免疫组化染色法作为对照,结果发现实时荧光

定量RT-PCR检测方法可用于雌激素受体α、人表皮

生长因子受体2和孕激素受体 mRNA表达的临床检

测和研究。弓自玉等[14]应用实时荧光定量PCR检测

乳腺癌患者外周血中表皮生长因子受体及细胞角蛋白

20并分析其临床病理联系,发现此两项指标联合检测

可作为乳腺癌诊断、治疗及预后的参考指标。王卉

等[15]应用实时荧光定量PCR探讨微小RNA-21在乳

腺癌细胞和患者血清中的表达及其与乳腺癌侵袭转移

的关系,使得血清中微小RNA-21的表达成为乳腺癌

辅助诊断及预后判断的新的分子标志。
荧光定量PCR诊断乳腺癌应用封闭的检测,扩增

后无需电泳的检测,然而却无法检测扩增产物的大小,

而且荧光定量PCR的复合式检测也会受限于荧光素

种类和检测光源,实验成本比较高。但是随着PCR技

术的不断推广,利用实时荧光PCR诊断乳腺癌的优势

也越来越明显。其操作简便、高通量,而且具有很高的

敏感性、重复性和特异性,可多重扩增,污染可能性小,
有利于乳腺癌的大规模筛查。随着实时荧光定量

PCR技术的逐步完善,其在临床诊治乳腺癌将有良好

的应用前景。

3 高通量测序技术

3.1 高通量测序技术简介 相对于以Sanger测序法

为代表的第一代测序技术,高通量测序技术又称新一

代测序技术。高通量测序技术的突出特征是能对几十

万到几百万条DNA分子同时进行测序,产出序列数

据量大[16]。与Sanger测序技术相比,高通量测序技术

在测序原理上有本质的飞跃,是基于边合成边测序的

原理。高通量测序技术的核心原理在于通过对单条

DNA分子进行相互隔离的PCR以放大后续测序信

号,再利用酶联化学发光反应对单条DNA分子的多

个拷贝进行大规模平行测序。

3.2 高通量测序技术在乳腺癌诊断中的应用 近年

来以下一代测序技术为代表的大规模、高通量基因组

技术的迅速发展,为癌症病因、诊断、预防和制定新的

治疗策略提供了新的机遇[17]。RothéF等[18]选取17
例转移性乳腺癌患者的61个原发/转移灶和29个血

浆样本,应用新一代测序技术进行血浆ctDNA检测,
评估其是否能够代替转移性组织的活检,对癌转移组

织和血浆样本进行综合分析后得到在分子筛选中,血
浆ctDNA 检测在一定程度上可以代替转移性组织的

检测的结论。Roy-Chowdhuri等[19]应用下一代测序

技术分析了来自354位患者的415份乳腺癌样本中

TP53、ATM 等一些众所周知的致癌基因,检测发现

62.1%的患者中共有281个体细胞非同义突变,其中

TP53突变频率高达38.8%,表明了乳腺癌可能含有

可针对治疗的潜在可行的突变,新一代测序技术基于

突变图谱可以为乳腺癌靶向治疗提供有用信息。Ellis
等[20]利用全基因组测序分析新辅助化疗乳腺癌患者

基因突变与芳香化酶抑制剂反应性的关系,发现GA-
TA3突变会增加患者对芳香化酶抑制剂的敏感性,

TP53突变与芳香化酶抑制剂抵抗相关。
高通量测序技术诊断乳腺癌,除了可以快速实现

肿瘤基因组测序外,还可以全面快速地数字化分析肿

瘤转录组、DNA-蛋白质以及表观遗传交互作用,其具

有高通量、耗时短等优势。但是,高通量测序技术诊断

乳腺癌也具有一定的不足。例如:目前需要专门的公

司来为用户对初始图像进行分类和存档,研究者想对

海量小片段数据进行组装和拼接从而得到原始的测序
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结果,还得具备一个足够强大的计算机平台等条件。
随着科技的进步,高通量测序技术也将不断发展,变得

更加成熟,为乳腺癌的诊断提供强有力的技术支持。

4 讨论

综上所述,基因芯片技术虽然具有快速、高通量、
灵敏度高、特异性强等优点,但是也有易受掺入的错误

核酸及混入杂质的影响、实验成本高等不足。实时荧

光定量PCR技术具有很高的敏感性、重复性和特异

性,可多重扩增,污染可能性小等优势,但同时也有不

能检测扩增产物大小,会因为荧光素种类以及检测光

源而受限等缺点。而高通量测序技术则具有高通量、
耗时短等优势,但仍存在需要专门的公司来对初始图

像进行分类、存档和进行处理等不足。每种乳腺癌诊

断相关技术都有其各自的优势与不足。但是,随着科

技的发展,乳腺癌分子诊断技术也将更加成熟全面。
临床医生必须要全方位地了解各种诊断技术的特点,
从而根据患者的临床情况,有效地选择一种或数种方

法联合进行诊断,发挥各项诊断技术的优势,又避免各

项诊断技术的不足,从而得出较为准确的诊断结论。
相信随着分子诊断技术的不断发展与完善,乳腺癌的

早期诊断率必将得到进一步的提高,从而使更多的乳

腺癌患者受益。
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