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乳腺癌晚期患者循环肿瘤细胞表型 Vimentin mRNA 与
AKT1 mRNA 水平表达对临床疗效评估的价值研究

欧阳航 a，陈德波 b，骆时木 a，杨培东 b，吴一波 a，张志珊 a

（福建医科大学附属泉州第一医院 a. 检验科；b. 乳腺外科，福建泉州  362000）

摘　要 : 目的　探讨乳腺癌晚期患者外周血中循环肿瘤细胞（circulating tumor cells,CTC）表型标志物波形蛋白（Vimentin）

mRNA 与蛋白激酶 B（protein kinase B,AKT1） mRNA 表达水平与患者治疗疗效的相关性。方法　收集 2018 年 6 月～ 2020
年 1 月在福建医科大学附属泉州第一医院乳腺外科就诊且初次确诊为晚期乳腺癌的患者共 43 例，同时选择 15 例健康

体检者作为对照组。每次分别在患者治疗前以及经过 2 个治疗周期结束后采集外周血标本 7.5ml，经差相富集法富集

CTC 后检测其 Vimentin mRNA 及 AKT1 mRNA 的表达情况，并据实体瘤疗效评价标准 1.1（response evaluation criteria 
in solid tumors, RECIST）进行疗效评估。实验所得数据使用 SPSS20.0 统计软件进行数据分析，GraphPad Prism 7.0 软件

进行数据的作图。结果　晚期乳腺癌患者 Vimentin mRNA 和 AKT1 mRNA 的相对表达量均高于健康对照组（t=2.841，

2.480, 均 P ＜ 0.05）。患者治疗后 Vimentin mRNA 和 AKT1 mRNA 相对表达量低于治疗前，差异均有统计学意义（t=2.879，

2.282, 均 P ＜ 0.05），且治疗后 Vimentin mRAN 表达量下降患者有更高的治疗有效率（P ＜ 0.05）。结论　晚期乳腺

癌患者治疗后 Vimentin mRNA 和 AKT1 mRNA 表达量均显著降低，且治疗后 Vimentin mRNA 表达量降低与更高的治疗

疗效有关，提示治疗前后 Vimentin mRNA 的变化可用于评估患者治疗疗效。
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 Value of Circulating Tumor Cell Phenotype Vimentin mRNA and AKT1 
mRNA Expression in the Evaluation of Clinical Efficacy in Patients with 

Advanced Breast Cancer
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Abstract: Objective　To study the expression of circulating tumor cells phenotype markers Vimentin mRNA and AKT1 mRNA 
in the peripheral blood of patients with advanced breast cancer and their correlation with disease activity therapeutic. Methods　

From June 2018 to January 2020, 43 patients diagnosed as advanced breast cancer were collected from the First Hospital of 
Quanzhou Affiliated to Fujian Medical University. At the same time, 15 healthy subjects were selected as the control group.7.5 
ml of peripheral blood samples were collected before treatment and after two cycles of treatment. Detected the expression of 
Vimentin mRNA and protein kinase B (AKT1) mRNA after enrichment of CTC by differential enrichment method. According 
to the response evaluation criteria in solid tumors (RECIST), the therapeutic effect was evaluated. SPSS20.0 statistical software 
was used for data analysis, and GraphPad Prism 7.0 software was used for data mapping. Results　The relative expression 
of Vimentin and AKT1 mRNA in advanced breast cancer group was higher than that in healthy control group, the differences 
were statistically significant（t=2.841,2.480, all P ＜ 0.05）. After treatment of advanced breast cancer patients, the relative 
expression of Vimentin and AKT1 mRNA were significantly reduced（t=2.879,2.282, all P ＜ 0.05）, and the patients with 
decreased Vimentin expression had higher therapeutic efficiency (P<0.05) Conclusion　The expression levels of Vimentin 
mRNA and AKT1 mRNA in patients with advanced breast cancer were significantly decreased after treatment, and the decreased 
expression of Vimentin mRNA was related to the higher therapeutic effect, which suggesting that the changes of Vimentin mRNA 
could be used to evaluate the therapeutic effect.
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每年在世界范围内大约有 170 万例乳腺癌新发

病例，发病率处于较高水平 [1]。而在我国，女性乳

腺癌的发病率同样处于高水平，发病例数及死亡例

数占全球的 11.2% 和 9.2%[2]。当前依靠影像学评价

治疗疗效有滞后的缺点，如果能有高效的监测指标，

将避免部分患者因为无效治疗或过度治疗而导致治

疗失败。因此，我们需寻找一种高效的评价乳腺癌

患者治疗疗效的生物指标。

有研究发现，在乳腺癌患者的早期便可在外

周血中发现循环肿瘤细胞（circulating tumor cells 
CTC）[3]。这部分 CTC 可能具有不同的生理特点

及致病机制，因此寻找具有特异性分子标志的高侵

袭性 CTC 亚群对研究疾病的预后及治疗将有重要

作用。CTC 从原发灶肿瘤组织中脱落进入外周血

循环系统过程中会经历上皮间质转化（epithelial-
mesenchymal transition，EMT），研 究 发 现 该 过 程

将极大提高肿瘤侵袭能力 [4]。参与 EMT 过程的间

质标志物波型蛋白 Vimentin 属于纤丝蛋白家族中

一员，其在肿瘤细胞中表达将增加肿瘤的生长速度

和侵袭力。另有研究发现，蛋白激酶 B（AKT1）

作为 PI3K/Akt 信号途径中的核心成分，与肿瘤细

胞增殖状态相关。其在乳腺癌癌旁正常组织中无表

达，在癌组织中高表达，提示 AKT1 高表达可能在

乳腺癌细胞癌变的过程中起一定作用 [6]，目前尚未

有关于 CTC 中 AKT1 的表达与晚期乳腺癌患者治

疗疗效存在关联的报告，因此有待进一步研究。本

实验将采用阴性富集技术进行乳腺癌患者 CTC 富

集，并联合 qRT-PCR 技术检测 EMT 间质标志物

Vimentin mRNA、细胞增殖标志物 AKT1 的 mRNA
表达情况，以期建立无创的外周血生物标志物监控

肿瘤患者转移及预后的方法，为乳腺癌患者的预后

判断提供依据。

1　材料与方法

1.1　研究对象　本实验收集从 2018 年 6 月～ 2020
年 1 月期间，福建医科大学附属泉州第一医院乳

腺外科收治的经病理学初次确诊为晚期乳腺癌的

女性患者 43 例，平均年龄 49.6±9.3 岁，其中Ⅳ

期转移性乳腺癌患者 27 例，Ⅲ期局部晚期乳腺癌

患者 16 例。另外纳入 15 例健康志愿者，平均年

龄 38.8±8.9 岁。分别抽取患者进行治疗前及 2 个

周期治疗结束后的静脉血 7.5ml。疾病组纳入标

准：①经我院确诊为晚期乳腺癌的初治患者。主要

包括初诊即伴有远处转移或治疗后出现复发转移

的乳腺癌、及不可手术的局部晚期乳腺癌（locally 
advanced breast cancer，LABC），病理分期上讲通

常指除 T3N1M0 以外的 IIIa，IIIb，IIIc 及 IV 期乳

腺癌。②患者依从性良好，ECOG 评分为 0，1 或 2。

③根据实体瘤疗效评价标准（RECIST）指南标准

至少有一个可测量病灶。TNM 分期标准采用美国

癌症联合委员会 AJCC( 第八版 ) 标准。本研究已获

得泉州市第一医院伦理委员会的批准书及受试者的

知情同意。

1.2　仪器与试剂　循环肿瘤细胞差相富集试剂盒

（ 美 国 Cytelligen 公 司）；RNeasy Micro Kit（ 德

国 Qiagen）；RT-PCR 逆转录试剂盒 SYBR 荧光染

料（日本 TaKaRa）；PCR 扩增仪（德国 Eppendorf
公司）；实时荧光定量 PCR 仪（瑞士罗氏公司）；

血清 CEA，CA125 及 CA15-3 检测使用 I2000SR 雅

培全自动化学发光免疫分析仪及相应配套检测试剂

盒。

1.3　方法

1.3.1　治疗方法：患者治疗方案包括化疗或者化疗

联合分子靶向治疗、内分泌治疗或者内分泌治疗联

合分子靶向治疗，所有治疗方案均为 2011 版中国

乳腺癌临床实践指南所推荐的治疗方案，且包含化

疗方案中化疗线数不超过第三线。

1.3.2　CTC 的富集：为防止上皮细胞污染，弃掉前

2ml 血液后，收集患者外周血 7.5ml 于枸橼酸钠抗

凝管，混匀，4h 内处理。按照循环肿瘤细胞差相富

集试剂盒说明书操作步骤，待富集到循环肿瘤细胞，

弃上清至 100μl 后做进一步处理。

1.3.3　qRT-PCR 反应：按照 RNeasy Micro Kit 操作说

明提取上述 100μl 细胞液的 RNA 后，RT-PCR 逆转录

试剂盒进行 cDNA 合成，SYBR 荧光染料试剂盒进行

qRT-PCR。实时定量 PCR 引物由 Primer Premier6 设计

得出，合成由日本 TaKaRa 完成。内参基因 GAPDH
正向：5’-CAAATTCC ATGGCACCGTCA-3’，反向：

5’- GACTCCACGACGTACTCAGC-3’；Vimentin 正

向：5’- AGTCCACTGAGTACCGGAGAC -3’，反向：

5’- CATTTCACGCATCTGGCGTTC -3’；AKT1 正

向：5’-CTGCACAAACGAGGGGAGTA-3’， 反 向：

5’-TCACGTTGGTCCACATCCTG-3’。 所 得 结 果 分

析采用 2-ΔΔCt 方法。△△ Ct=( 待测样品目的基因

Ct 平均值 - 待测样本内参基因 Ct 平均值 )-( 健康

对照样品目的基因 Ct 平均值 - 健康对照样本内参

基因 Ct 平均值 )。
1.3.4　乳腺癌患者疗效评定标准：影像学 RECIST
评定标准：影像学的 RECIST 标准是以患者治疗

2~3 个周期后，通过超声或者 CT 等影像方法测量

实体肿瘤的最大经线，比较治疗前后差异。治疗

的效果分为四类：疾病进展 (progressive disease，

PD)：基线病灶长径总和增加≥ 20% 或者出现新
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的病灶；疾病稳定 (stable disease，SD)：基线病灶

长径总和有缩小但未达到 PR 或者有增加但未达到

PD；部分缓解 (partial response，PR)：基线病灶长

径总和缩小≥ 30%；完全缓解 (complete response，

CR)：所有目标病灶消失。以 PR+CR 认定为治疗有

效，PD+SD 为治疗无效。

1.4　统计学分析　实验所得数据使用 SPSS20.0 统

计学软件进行数据分析，采用 GraphPad Prism 7.0
软件进行数据的作图。计数资料采用率（%）表示，

计量资料呈偏态分布时，用中位数 ( 四分位数间距 )
表示，并用 Wilcoxon 符号秩和检验比较。呈正态

分布时采用均数 ± 标准差（x ± s）表示，两组间

比较采用 Student’s  t 检验。以 P ＜ 0.05 为差异具

有统计学意义。

2　结果

2.1　治疗前 Vimentin mRNA 和 AKT1 mRNA 的表

达水平　乳腺癌组 Vimentin mRNA 和 AKT1 mRNA
表达量（2.32±2.17，1.91±0.93）均大于健康对照

组（1.22±0.76，1.23±0.83），差异具有统计学意

义（t=2.841，2.480，均 P ＜ 0.05）。

2.2　治疗前 Vimentin 及 AKT1 mRNA 表达量与临

床特征的相关性　见表 1。AKT1 mRNA 表达量与

晚期乳腺癌患者的临床分期、ER 状态、PR 状态存

在相关性（P ＜ 0.05），Vimentin mRNA 表达量与

患者的 PR 状态存在相关性（P ＜ 0.05）。

表 1　                   治疗前 Vimentin 和 AKT1 mRNA 表达量与患者临床特征的相关性（x±s）

临床病理特征 n Vimentin 表达量 t 值 P 值 AKT1 表达量 t 值 P 值

年龄（岁）    　　　＜ 50 24 2.18±2.31
0.483 0.632

1.74±0.97
1.338 0.188

            　　　　　　≥ 50 19 2.50±2.02 2.13±0.88

绝经状态   　　　　 绝经前 28 2.09±2.18
0.957 0.344

1.72±0.90
1.894 0.065

            　　　　　　绝经后 15 2.75±2.15 2.27±0.91

Ki67        　　　　　＜ 15% 5 2.25±2.31
0.077 0.939

1.58±0.79
0.832 0.410

                　　　　　≥ 15% 38 2.32±2.18 1.96±0.96

临床分期情况　　　III 期 16 2.59±2.45
0.628 0.534

2.31±1.05
2.270 0.029

                                     IV 期 27 2.16±2.02 1.67±0.79

ER 状态                      阳性 23 1.84±2.18
1.589 0.120

1.64±0.97
2.128 0.039

                                    阴性 20 2.87±2.07 2.23±0.80

PR 状态                      阳性 23 1.54±1.65
2.628 0.013

1.60±0.87
2.456 0.018

                                    阴性 20 3.21±2.38 2.27±0.91

HER-2 状态               阳性 19 2.86±2.66
1.470 0.149

2.03±0.93
0.717 0.478

                                     阴性 24 1.89±1.62 1.82±0.95

2.3　治疗前后 Vimentin mRNA 和 AKT1 mRNA 表达

量变化与治疗效果的相关性　在接受随访的 38 例患

者进一步复查且根据影像学 RECIST1.1 标准对其评

估治疗疗效。治疗前乳腺癌患者的 Vimentin mRNA
相对表达量为 2.32±2.17，治疗后为 1.30±0.75，治

疗前后差异具有统计学意义（t=2.879，P=0.006）；

治疗前 AKT1 mRNA 相对表达量为 1.91±0.93，治疗

后为 1.52±0.57，治疗前后的 AKT1 mRNA 表达量差

异具有统计学意义（t=2.282，P=0.026）。此外，治

疗后 Vimentin  mRNA 相对表达量降低的患者其治疗

有效率 70.37%（19/27），高于治疗后呈现升高者的

27.27%（3/11）的治疗有效率，差异具有统计学意义

（Pa=0.028，a：Fisher’s exact test）。

3　讨论

乳腺癌作为女性最常见的一种恶性肿瘤，仅

2015 年全球因乳腺癌死亡的人数约为 50 万，占因

癌症而死亡人数的 14%[7]。CTC 作为“液态活检”

的良好指标，不仅对患者预后有提示意义，而且可

以辅助乳腺癌早期诊断，CTC 变化的监测在临床治

疗方案的选择等方面同样具有重要的指导意义 [8]。

有研究指出，CTC 上的分子表型可以用于证实肿

瘤细胞在尚不明原因的转移性患者中的性质和生

物学起源 [9]。如 ARDAVANIS 等 [10] 的研究证实针

对患者组织学检测人表皮生长因子受体 2 （human 
epidermal growth factor receptor 2，HER-2）状态阴

性但其外周血中的 CTCs 表达 HER-2 阳性的患者，

也能从曲妥珠单抗治疗中获益。因此我们需要选取

最有潜力的 CTC 表型标志物作为监测指标。而在

本研究选取的 CTC 两种表型标志物中，Vimentin
作为 EMT 过程中的重要间质型标志物，而 AKT1
基因则与肿瘤增殖状态相关，最终会增强肿瘤细胞

转移的能力，在近年来一直受到关注。
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Vimentin 是 保 持 细 胞 完 整 度 的 众 多 中 间 丝 中 的

一种蛋白质，可参与细胞黏附、迁移和运动。YU
等 [11] 研究发现，乳腺癌患者中的 CTC 可通过上皮 -
间质细胞转化进入外周血循环中，因此部分 CTC
具有间质细胞表型的特征。另外王合兵等 [12] 人结

论 表 明 CK19 和 Vimentin 在 早 期 乳 腺 癌（I 期 +II
期）中表达相比健康组升高，这与本研究结果中

发现的晚期乳腺癌组患者外周血 CTC 中 Vimentin 
mRNA 表达量高于健康对照组相似。有学者指出，

Vimentin 过表达易导致癌细胞的转移并影响患者的

预后 [13]。本研究通过检测晚期乳腺癌患者治疗前后

Vimentin mRNA 表达量的变化佐证了该观点。我们

发现患者在治疗后 Vimentin 表达量较治疗前有一定

的降低，且在治疗后 Vimentin 表达量降低的患者有

更高的治疗有效率（P ＜ 0.05），提示我们可通过

观察患者治疗前后 Vimentin 表达量的变化来监测

治疗疗效。本研究中另一个 CTC 相关表型标志物

AKT 是 PI3K/Akt 信号途径中的核心成分，与调节

细胞存活等多种重要的生物学功能具有相关性，与

肿瘤细胞增殖能力有关。目前已有多种针对 AKT
的小分子抑制剂药物研发，然而也有研究发现抑制

AKT1 的功能后，反而促进了乳腺癌的转移 [14]。值

得注意的是，我们发现相比Ⅲ期的局部晚期乳腺癌

患者，IV 期的转移性乳腺癌患者 AKT1 mRNA 表

达量更低。部分学者认为 AKT1 在乳腺癌的增殖

和转移过程中发挥着不同的作用 [15-16]。通过激活

AKT1 可促进肿瘤细胞的增殖，但会抑制肿瘤细胞

的侵袭与转移。相反当 AKT1 功能受抑制而表达下

降后，虽然癌细胞的生长受到抑制，但是其转移能

力则显著加强。这或许解释了本研究入组的 IV 期

转移性乳腺癌患者其 AKT1 mRNA 表达量更低的原

因。此外通过检测患者治疗前后 AKT1 mRNA 表达

量，发现治疗后表达量较治疗前有一定的降低，差

异具有统计学意义（P ＜ 0.05），但并未发现其表

达量的降低与治疗疗效之间存在关系。AKT1 能否

作为一个有效地监测疗效的标志物还有待进一步的

研究。

本 研 究 通 过 实 验 发 现 了 CTC 表 型 标 志 物

Vimentin，AKT1 对于晚期乳腺癌的疗效监测有一

定的应用价值，但尚存在一些不足。受限于研究时

间，本研究中入组的样本量较少，今后还将扩大

样本量做进一步研究。另外治疗后 CTC 表型标注

Vimentin，AKT1 表达量的降低是否能改善患者的

预后，在未做长期的随访前还暂时未知，今后我们

也将继续对这些患者进行跟踪研究。
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