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乳腺癌患者血浆 ＥＤＡ片段拷贝数变化的临床意义
李涌涛　刘雨雄　张晨光　蒋威华　许文婷　欧江华

摘　要　目的　探讨血浆纤维连接蛋白 ＥＤＡ片段拷贝数变化在乳腺癌患者转移中的意义。方法　选取 ９８例接受手术的

乳腺癌患者，同时选取 １００例病理为乳腺良性病的患者，乳腺癌患者在不同时段留取血浆标本，ＤＮＡ提取采用 Ｏｍｅｇａ基因组

ＤＮＡ提取试剂盒，用 ＡｃｃｕＣｏｐｙＴＭ多重基因拷贝数检测技术进行纤维连接蛋白 ＥＤＡ片段拷贝数检测。结果　乳腺癌患者血浆

标本 ＥＤＡ片段多拷贝显著高于良性患者（乳腺癌 ３９．８％，乳腺良性病 ２．０％，Ｐ＝０．０００）。在治疗前后，乳腺癌患者外周血 ＥＤＡ

片段多拷贝有明显变化（治疗前３９．８％，治疗后１８．４％，Ｐ＝０．００１）。随访５年，２８例乳腺癌患者出现复发或转移，治疗前检测到

ＥＤＡ片段多拷贝的患者有较高的复发转移风险（检测到 ４１．０％，未检测到 ２０．３％，Ｐ＝０．０２６）。随访过程中，血浆 ＥＤＡ多拷贝状

态的变化也较好的反应了患者的预后（未检测到变为检测到的患者 ５７．１％预后差，一直未检测到仅 ８．９％预后差，Ｐ＝０．０００；呈

持续多拷贝状态的患者 ５３．３％预后差，多拷贝变为未检测到的患者均预后好，Ｐ＝０．００４）。结论　通过外周血浆 ＥＤＡ片段拷贝

数检测，为乳腺癌辅助诊断及预后监测提供了一个可选择指标。
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　　复发和转移是导致乳腺癌患者预后较差的主要
原因

［１～４］
。现有研究显示，纤维连接蛋白（ｆｉｂｒｏｎｅｃ

ｔｉｎ，ＦＮ）是细胞外基质的重要组成成分，通过上皮 －

间质迁移，在改变细胞与周围基质的黏附能力中扮演

重要角色。其中纤维连接蛋白 ＥＤＡ片段与肿瘤的生
长和转移密切相关

［５］
。外周血标本留取相对无创且

可多次留取，在临床工作中优势明显
［６］
。笔者对乳

腺癌患者外周血浆的 ＥＤＡ片段基因的拷贝数进行检
测，结合患者的预后进行了研究，现报道如下。

资料与方法

１．研究对象：选取笔者医院 ２０１４年 １～１２月行
手术的乳腺癌患者，同时选择同时期行手术的良性乳
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腺病患者。所有入选患者均留取了外周血标本，且均

签署标本留取知情同意书。最后研究组入选 ９８例患
者，对照组选择１００例病理为乳腺腺病的患者。患者
均为女性，乳腺癌组患者中位年龄 ４６岁（２８～６７
岁），其中，汉族 ７０例，维吾尔族 ２５例，哈萨克族 ３
例；无淋巴结转移１３例，有淋巴结转移８５例。

２．纳入标准：研究组均有明确的浸润性乳腺癌病
理诊断，手术时无远处转移，未进行术前化疗，非妊

娠、哺乳期患者，且临床病理及随访资料完整；对照组

病理结果为良性病变，且留取外周血标本。排除标

准：炎性乳腺癌，乳腺癌患者在治疗中出现远处转移，

在治疗后及随访中乳腺癌患者外周血标本留取不全。

３．乳腺癌患者随访情况：所有乳腺癌患者术后均
行辅助化疗，依据治疗指南继续行后续放疗、内分泌

等综合治疗。所有乳腺癌患者在化疗结束时均未发

现复发或远处转移。随访患者 ５年，其中 ２８例患者
出现复发或转移。３例患者胸壁或区域淋巴结局部
复发，６例单纯骨转移，５例肝转移，７例肺转移，１例
脑转移，１例区域淋巴结复发及骨转移，５例多脏器
转移。

４．标本留取：所有患者均在手术前抽取外周血，
加入抗凝管中，经离心后分离上层血浆，置于 －８０℃
冰箱保存。乳腺癌患者在化疗结束后再次抽取外周

血离心后留取标本。随访过程中发现复发或转移时

再次抽取外周血离心后留取标本。未发现复发或转

移患者在随访５年时抽取外周血离心后留取标本。
５．研究方法：对标本进行 ＤＮＡ提取，采用美国

Ｏｍｅｇａ基因组 ＤＮＡ提取试剂盒。采用 ＡｃｃｕＣｏｐｙＴＭ
多重基因拷贝数检测试剂盒进行 ＰＣＲ扩增：取 ２μｌ
ＤＮＡ模板与 ２μｌ内对照 ＤＮＡ混合液混匀后，加入
１０μｌ２×ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ，１μｌ多重 ＰＣＲ引物混合液
以及 ５μｌｄｄＨ２Ｏ。ＰＣＲ 循 环 程 序：９５℃ １０ｍｉｎ；
１１ｃｙｃｌｅｓ×（９４℃ ２０ｓ，６５℃ ４０ｓ，７２℃ １ｍｉｎ３０ｓ）；
２４ｃｙｃｌｅｓ×（９４℃ ２０ｓ，５９℃ ３０ｓ，７２℃ １５ｍｉｎ）；６０℃
６０ｍｉｎ；４℃ ｆｏｒｅｖｅｒ。取 １μｌＰＣＲ产物稀释 ２０倍后，
取１μｌ与０．５μｌＬｉｚ５００ＳＩＺＥＳＴＡＮＤＡＲＤ，８５μｌＨｉ－
Ｄｉ混匀，９５℃变性 ５ｍｉｎ后上 ＡＢＩ３１３０ＸＬ测序仪。
根据每个基因的样本 ＤＮＡ／内对照 ＤＮＡ扩增产物长
度及 荧 光 标 记 信 息，利 用 ＧｅｎｅＭａｐｐｅｒ４．０ 对
ＡＢＩ３１３０ＸＬ测序仪生成的数据文件进行分析，输出每
个产物峰的峰高以及峰面积。输出结果采用 ＥＸＣＥＬ
进行整理、统计和分析。

６．拷贝数确定：取一定量的 ＤＮＡ片段混合物，然
后与适量的样本 ＤＮＡ混合，进行 ＰＣＲ扩增，产物经
毛细管电泳后，对（样本 ＤＮＡ与竞争 ＤＮＡ）扩增产物
根据其长度差异进行分离，分析每个基因片段的 Ｓ／Ｉ
（峰面积比）值，利用参照基因 Ｓ／Ｉ值对目标基因 Ｓ／Ｉ
值进行校正后获取目标基因的准确拷贝数（图 １）。
拷贝数取整数，笔者将拷贝数 ＞２确定为多拷贝。

图 １　采用 ＡｃｃｕＣｏｐｙＴＭ多重基因拷贝数检测的不同拷贝数结果判读图
　

　　７．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ１９．０统计学软件对数
据进行统计分析，计数资料采用例数 （百分比）

［ｎ（％）］表示，不同组间比较采用 χ２检验，以 Ｐ＜
００５为差异有统计学意义。

结　　果
１．乳腺癌与良性患者外周血 ＥＤＡ片段拷贝数检

测结果：９８例初诊乳腺癌患者的血浆标本纤维连接
蛋白 ＥＤＡ片段拷贝数检测，结果 ３９．８％（３９／９８）的
患者检测到 ＥＤＡ片段多拷贝。而在同期留取的 １００

例病理为乳腺腺病患者血浆标本中，仅有 ２０％
（２／１００）检测到 ＥＤＡ片段多拷贝，两组患者比较，外
周血浆中纤维连接蛋白 ＥＤＡ片段多拷贝乳腺癌患者
明显高于良性乳腺疾病患者，差异有统计学意义

（χ２＝４３．０６２，Ｐ＝０．０００，表１）。
２．乳腺癌患者治疗前后血浆纤维连接蛋白 ＥＤＡ

片段拷贝数检测：乳腺癌患者手术前及手术 ＋化疗治
疗后留取外周血浆标本，治疗前 ３９．８％（３９／９８）的患
者检测到ＥＤＡ片段多拷贝，治疗后１８．４％（１８／９８）

·８９·

　·论　　著· ＪＭｅｄＲｅｓ，Ａｕｇｕｓｔ２０２０，Ｖｏｌ．４９Ｎｏ．８　　



表 １　乳腺腺病与乳腺癌患者血浆 ＥＤＡ片段

拷贝数结果比较［ｎ（％）］

组别
ＥＤＡ多拷贝

检测到 未检测到

乳腺腺病组 ２（２．０） ９８（９８．０）
乳腺癌组 ３９（３９．８） ５９（６０．２）

　　Ｐ＝０．０００

的患者检测到 ＥＤＡ片段多拷贝，两组比较，乳腺癌患
者外周血浆中纤维连接蛋白 ＥＤＡ片段多拷贝在治疗
前后有明显变化，差异有统计学意义（χ２＝１０．９１，Ｐ＝
０．００１，表２）。

表 ２　治疗前后乳腺癌患者 ＥＤＡ片段

多拷贝结果比较［ｎ（％）］

组别
ＥＤＡ多拷贝

检测到 未检测到

治疗前 ３９（３９．８） ５９（６０．２）
治疗后 １８（１８．４） ８０（８１．６）

　　Ｐ＝０．００１

　　３．不同血浆纤维连接蛋白 ＥＤＡ片段拷贝数的乳
腺癌患者结局情况：９８例患者中 ２８例出现复发或转
移。治疗前３９例患者检测到血浆 ＥＤＡ片段多拷贝，
４１．０％（１６／３９）的患者出现复发或转移；５９例未检测
到血浆 ＥＤＡ片段多拷贝的患者中仅有 ２０３％
（１２／５９）的患者出现复发或转移，两组比较，治疗前
乳腺癌患者外周血检测到 ＥＤＡ片段多拷贝，其出现
复发转移的风险明显升高，差异有统计学意义（χ２＝
４．９２３，Ｐ＝０．０２６，表３）。

表 ３　患者血浆 ＥＤＡ片段多拷贝与乳腺癌

复发转移结局比较［ｎ（％）］

组别
ＥＤＡ多拷贝

检测到 未检测到

复发／转移组 １６（４１．０） １２（２０．３）
无复发／转移组 ２３（５９．０） ４７（７９．７）

　　Ｐ＝０．０２６

　　４．血浆纤维连接蛋白 ＥＤＡ片段拷贝数变化在不
同乳腺癌患者结局中的比较：随访患者 ５年，１４例患
者从 ＥＤＡ片段多拷贝未检测到变为检测到，５７．１％
（８／１４）的患者结局为复发或转移；而在 ＥＤＡ片段多
拷贝一直未检测到 ４５例患者，仅 ８．９％（４／４５）出现
复发或转移，两组比较差异有统计学意义（χ２ ＝
１５３４５，Ｐ＝０．０００，表４）。９例患者从 ＥＤＡ片段多拷

贝变为未检测到，随访 ５年未发现复发或转移，ＥＤＡ
片段呈持续多拷贝状态的 ３０例患者，５３．３％（１６／
３０）结局为复发或转移，两组比较差异有统计学意义
（χ２＝８．１３９，Ｐ＝０．００４，表４）。

表 ４　乳腺癌患者血浆 ＥＤＡ片段拷贝数变化

在不同结局中的比较［ｎ（％）］

ＥＤＡ多拷贝 ｎ
乳腺癌患者预后

复发／转移 无复发／转移
Ｎｏ→多拷贝 １４ ８（５７．１） ６（４２．９）
一直未检测到 ４５ ４（８．９） ４１（９１．１）
呈持续多拷贝 ３０ １６（５３．３） １４（４６．７）
多拷贝→Ｎｏ ９ ０（０）＃ ９（１００．０）

　　与 Ｎｏ→多拷贝比较， Ｐ＝０．０００；与呈持续多拷贝比较，＃Ｐ＝

０００４

讨　　论
乳腺癌发生率呈逐年升高趋势，已成为女性发生

率首位的恶性肿瘤
［７］
。复发转移是导致乳腺癌患者

死亡的主要原因
［８］
。其中纤维连接蛋白 ＥＤＡ片段在

肿瘤细胞的黏附、迁移、增殖以及肿瘤生长中扮演了

重要角色。ＥＤＡ片段通过加强纤维连接蛋白与整合
素的结合而促进肿瘤细胞的黏附和转移，通过增加平

滑肌肌动蛋白的合成而增强肿瘤细胞自身的运动能

力，还可通过 Ｒａｓ－ＭＡＰＫ／ＥＲＫ途径增强细胞的
ＤＮＡ合成，促进细胞周期进展，导致细胞分裂增
殖

［９～１１］
。还有相关研究显示 ＥＤＡ片段可促进肿瘤

淋巴管及血管的形成，从而促进肿瘤的转移
［１２，１３］

。

这些都提示纤维连接蛋白 ＥＤＡ片段可以作为一个更
好的检测指标来辅助诊断和预测乳腺癌转移。通过

对 ＥＤＡ片段拷贝数检测，能较好地反映该基因片段
功能，更好地反映其在肿瘤生长转移中的作用，因此

笔者对不同预后的乳腺癌患者 ＥＤＡ片段拷贝数进行
检测，有一定的临床意义。

ＥＤＡ片段序列高度保守，位于人类 ２号染色体
外显子 ５４３１～５７０１ｂｐ处。ＥＤＡ片段在正常人血浆
中含量很低或无法检测到，而在癌症患者的血液样

本中 ＥＤＡ ＋ＦＮ含量可显著升高［１４，１５］
。相关研究显

示，结肠癌患者肿瘤组织与血清中的 ＥＤＡ水平明显
增加

［１６］
。因此笔者检测乳腺癌患者血浆中纤维连接

蛋白 ＥＤＡ片段的拷贝数变化，结果在 ３９％的乳腺癌
患者血浆标本中检测到 ＥＤＡ片段多拷贝，显著高于
仅有２％检测到 ＥＤＡ片段多拷贝的同期良性乳腺疾
病患者，这也与现有的相关研究结果相一致。显示了

血浆 ＥＤＡ片段拷贝数可以作为乳腺癌的一个更好辅
助诊断检测指标。

·９９·
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外周血浆液体标本相对于组织标本，检测的损伤

小，稳定性好，便于留取，同时可以多次留取进行动态

观察
［１７］
。因此本研究选择患者血浆标本进行研究。

有关血浆中 ＥＤＡ片段拷贝数检测的研究鲜见，通过
研究发现，在治疗前 ３９．８％的患者中检测到 ＥＤＡ片
段多拷贝，治疗后变为 １８．４％，也就是乳腺癌患者外
周血浆中纤维连接蛋白 ＥＤＡ片段多拷贝在治疗前后
有明显降低，两组比较差异有统计学意义 （Ｐ＝
０００１）。同时随访中，有 ９例患者从 ＥＤＡ片段多拷
贝变为未检测到，随访 ５年未发现复发或转移，而
ＥＤＡ片段呈持续多拷贝状态患者，有５３．３％（１６／３０）
结局为复发或转移，两组比较差异有统计学意义

（Ｐ＝０．００４）。这也显示了血浆 ＥＤＡ片段拷贝数可
以作为一个乳腺癌治疗效果参考的检测指标。

相关研究发现，ＥＤＡ片段在肿瘤转移中扮演重
要角色，在乳腺癌的发生、发展中，ＥＤＡ片段可通过
ＥＭＴ促进肿瘤细胞的黏附和迁移［１８］

。笔者通过研究

发现，在治疗前检测到血浆 ＥＤＡ片段多拷贝，４１％的
患者结局为复发或转移。而在 ＥＤＡ片段一直未检测
到的患者中，仅 ２０．３％出现复发或转移。肿瘤生长
必需有血管为之提供氧及营养物质。研究发现，ＥＤＡ
片段在肿瘤血管形成过程中有一定作用

［１９］
。那么动

态观察血浆 ＥＤＡ片段拷贝数，发现乳腺癌及随后的
过程中 ＥＤＡ片段呈持续多拷贝状态的患者，５３．３％
的患者结局为复发或转移。从 ＥＤＡ片段多拷贝未检
测到变为检测到，５７．１％的患者出现复发或转移。结
合相关研究，动态监测血浆 ＥＤＡ片段拷贝数，可以作
为乳腺癌复发或转移的辅助预测指标，同时对复发风

险高的患者的后续加强治疗提供参考价值
［２０］
。

综上所述，通过对乳腺癌患者纤维连接蛋白

ＥＤＡ片段拷贝数检测，笔者发现外周血浆液体标本
留取方便，可多次留取进行动态观察。外周血浆

ＥＤＡ片段多拷贝在乳腺癌患者中显著高于良性乳腺
疾病患者，提示 ＥＤＡ拷贝数检测可以作为诊断乳腺
癌的一个辅助诊断检测指标。动态监测发现，呈持续

ＥＤＡ多拷贝及从未检测到变为后期随访又检测到
ＥＤＡ多拷贝的患者，５０％的结局为复发或转移，显示
了血浆 ＥＤＡ片段拷贝数检测可以作为预测患者预后
的辅助检测指标，可以在今后的临床工作中提供一种

无创的手段来进行乳腺癌的诊断与预后的评估。
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基因突变患者 ＣＩ效果较明确，其他耳聋基因突变患
者 ＣＩ效果尚需进一步研究［１６，１７］

。新生儿出生后将

听力筛查与常见耳聋基因筛查相结合，也可以为重

度、极重度遗传性耳聋患儿是否需进行人工耳蜗植提

供评估依据。

目前发现的耳聋基因近３００种，虽然扩大筛查的
基因及变异位点，能提高检出率，但纳入更多位点也

可能会出现一些变异临床意义解释不清的情况。此

外扩大筛查范围势必增加检测成本，对一些极其罕见

的耳聋基因变异进行筛查不符合卫生经济学，故目前

在国内仍以开展常见的耳聋基因筛查为主，对听力缺

失患儿，若常见耳聋基因检测阴性，再扩大后续的检

测，减少漏诊
［１８］
。

综上所述，本研究通过分析１０００例杭州地区新
生儿群体中耳聋基因的携带特点及联合新生儿听

力筛查结果，初步建成杭州地区新生儿耳聋基因突

变率信息储备库。在成熟的新生儿听力筛查的基

础上，融入耳聋基因热点突变位点的筛查，可以从

分子水平上早期发现和诊断先天性遗传性耳聋，对

迟发性耳聋进入早期日常听力保健和安全用药指

导，减少听力障碍儿童的出生，为儿童听力保健提

供一种新的模式。
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