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Abstract Objective: This study aimed to evaluate a new tumor marker, NPY1R, for the detection of circulating breast cancer cells

and to investigate the relationship between NPY1R expression and the clinicopathological features of breast cancer patients. Methods: The

marker NPY1R, which could detect circulating cancer cells, was identified by the Digital Gene Expression Displayer tool of the Cancer

Genome Anatomy Project. The expression levels of NPY1R in 142 breast cancer patients and 60 healthy volunteers were determined using

the real-time semi-quantitative nested polymerase chain reaction. The correlation between NPY1R expression and the clinicopathological

features of the patients was then analyzed. A follow-up study was performed with 131 breast cancer patients for 38 months to observe the

effect of NPY1R expression on the survival of breast cancer patients. Results: NPY1R was highly expressed in the cancer patients as

compared with the normal controls (P < 0.01). The high-level expression of NPY1R was positively correlated with the clinical stages and

lymph node metastasis as well as the status of the estrogen and progesterone receptors (P<0.05). Breast cancer patients with circulating cancer

cells that expressed NPY1R had shorter tumor-specific survival as compared with those without NPY1R expression (P < 0.01). Conclusion:

NPY1R may serve as a useful marker to predict cancer metastasis and to evaluate the prognosis of breast cancer patients.
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乳腺癌外周血标记物NPY1R的检测及临床意义*

刘 镭① 潘理会① 黄 亮② 黄 旭② 程露阳① 肖丽君① 徐大为①

摘要 目的：鉴定一种新的检测乳腺癌循环癌细胞的肿瘤标记物NPY1R（neuropeptide Y receptor Y1）。探讨NPY1R在乳腺

癌外周血中的表达水平及其与临床病理学特征的关系。方法：通过肿瘤基因组解剖计划（cancer genome anatomy project，CGAP）
数据库的数字基因表达演示工具（digital gene expression displayer，DGED），发现了一种新的乳腺癌外周血标记物NPY1R。采用实

时半定量巢式PCR技术，检测了142例乳腺癌和60例正常人外周血中NPY1R的表达水平，并进一步分析了NPY1R表达与乳腺癌

临床病理特征的相关性。对131例患者随访38个月，观察NPY1R的表达对乳腺癌患者生存时间的影响。结果：证实NPY1R在142
例乳腺癌外周血中的表达水平明显高于正常组（P<0.01）。并且，NPY1R在外周血中的表达水平与临床分期、淋巴结转移和ER、PR、

HER2具有相关性（P<0.05）。131例随访患者中，NPY1R表达阳性组的生存率显著低于阴性组（P<0.01）。结论：NPY1R是外周血

循环癌细胞一种新的肿瘤标记物，可作为判断乳腺癌转移和预后的评估指标。

关键词 乳腺癌 NPY1R 肿瘤标记物 循环癌细胞
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乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一，治疗失

败的主要原因是具有转移潜能的肿瘤细胞在术前或

术中脱离原发灶随血行转移。微转移是一个独立的

预后指标，其价值优于肿瘤的分级和分期。因此，及

时发现肿瘤的血行微转移，对减少日后转移性肿瘤

的发生，改善预后，提高生存率，具有重要的意义。

神经肽Y（NPY）主要在大脑和外周神经发挥调

节作用，其受体包括6种亚型。使用体外受体放射自

显影技术，发现Y1和Y2受体在乳腺癌、肾上腺肿瘤、

肾细胞癌、卵巢癌等多种肿瘤的细胞和血管中高表

达。瘤神经纤维或肿瘤细胞本身释放的内源性NPY
可激活 NPY 受体，并介导肿瘤细胞增殖和血液供
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应。本研究通过肿瘤基因组解剖计划（CGAP）SAGE
（Serial Analysis of Gene Expression）数 据 库 发 现

NPY1R基因在乳腺癌外周血中高表达。以该基因作

为分子标记物，测定了乳腺癌患者外周血的微转移

情况，并进一步分析了其与乳腺癌发生、转移和预后

的关系。

1 材料与方法

1.1 材料

收集 2008年 11月至 2011年 12月承德医学院附

属医院肿瘤科病历资料完整的乳腺癌外周血标本

142 例，均为女性，年龄 21～82 岁，中位年龄为 52
岁。抽血前均未接受化学治疗和放射治疗。所有患

者均经手术治疗证实，手术后均经病理确诊。其中

浸润性导管癌98例，单纯癌7例，湿疹样癌5例，髓样

癌 19例，浸润性小叶癌 13例。淋巴结转移阳性 84
例，淋巴结转移阴性 58例。Ⅰ期和Ⅱ期乳腺癌患者

89例，Ⅲ期和Ⅳ期 53例。雌激素受体（ER）阳性 82
例，阴性 60例。孕激素受体（PR）阳性 63例，阴性 79
例。HER2阳性 68例，阴性 74例。另选取正常捐献

者外周血60例，均为女性，年龄22～76岁，中位年龄

为 49岁，与乳腺癌组比较差异无统计学意义。经胸

片和B超检查未发现乳腺相关和其他疾病。

1.2 差异基因的筛选

利用 CGAP 提供的 SAGE Genie 数据库（http：//
cgap.nci.nih.gov/SAGE），选取数字基因表达演示

（DGED）工具。选择乳腺癌组织和正常白细胞两个

池，设置F值为16，即表达差异大于16倍以上，P值设

置为0.01。差异表达的基因按差异显著性高低排序，

比对出在短序列标签文库和长序列标签文库中均出

现的差异基因，作为候选基因。

1.3 总RNA提取和cDNA合成

将3～5 mL外周血置于淋巴细胞分离液上，密度

梯度离心法分离单个核淋巴细胞。细胞计数后，按

106个/mL在 1.5 mL eppendorf管中加入适量 Trizol试
剂，提取总RNA。分光光度法测定纯度后取5 μg，按
逆转录试剂盒（QIAGEN）操作步骤进行逆转录获得

cDNA。

1.4 实时半定量巢式PCR方法检测外周血癌细胞

第一轮PCR反应体系包括：2.5 μL外周血的cDNA
模板，0.2 μmol/L 外侧引物（上游序列为：5'-TATACC
ACTCTTCTCTTGGTGCTG-3'；下游序列为：5'-CTGG
AAGTTTTTGTTCAGGAACCCA-3'），0.2mM dNTP，50mM
Tris-HCl（pH 8.3），10 mM KCl，5 mM（NH4）2SO4，2 mM
MgCl2，0.75 U of Taq polymerase ，总体积为25 μL。反

应条件为：94℃变性20 s，退火温度为62℃，72℃延伸

40 s，35个循环后，再72℃延伸10 min。

取 2 μL第一轮PCR的产物作为第二轮的模板，

20 μL PCR反应体系还包括：0.25 μmol/L内侧引物

（上游序列为：5'-ATCTGCCCTTGGCCATGAT-3'；下
游 序 列 为 ：5'-AGGCCAGGTTTCCAGAGACA-3'），

SYBR Green PCR master mix（上海基康生物技术有限

公司）。反应条件：94℃变性 4 min，94℃ 15 s，58℃
30 s，72℃ 35 s，共 40个循环扩增。溶解曲线见图

1A。GAPDH 为内参照，每个样本的每个待测项目均

测3次，取平均值。记录各样品的Ct值，并计算各组目的

基因的相对表达量。计算公式：ΔCtNPY1R=CtNPY1R-CtGAPDH；
ΔΔCt=ΔCt 肿瘤-ΔCt 正常人平均值；目的基因的相对量Q为

2-ΔΔCt。根据肿瘤组和正常组-ΔCt值绘制ROC曲线（图

1B），本研究将特异性为 100%时的-ΔCt值（-2.75）作

为界限值。

A：Dissociation curve；B：receiver operating characteristic（ROC）curve of

NPY1R

图1 肿瘤标志物NPY1R检测的准确性

Figure 1 Detection accuracy of tumor marker NPY1R

1.5 随访

随访主要通过电话、查阅门诊复诊病历、上门随

访等方式进行。随访从确诊之日开始，每3个月1次，

直至2011年12月或患者死亡及失访，进行随访患者

共 131例，随访率为 92.3%。患者生存时间为确诊乳

腺癌之日起至患者死于乳腺癌或随访截止时间。

1.6 统计学方法

采用SPSS 13.0统计软件包进行统计分析。乳腺
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癌病例对照的比较采用 t检验，病例按临床病理特征

分组后不同组的比较采用方差分析。Kaplan-Meier
绘制生存曲线，Log-rank计算评价NPY1R阴性、阳性

组生存时间的差异。

2 结果

2.1 乳腺癌外周血高表达基因NPY1R的鉴定

在 SAGE文库中，比对出在 10bp的短标签文库

（short tags）和 17 bp的长标签文库（long tags）中共同

出现的基因，最终筛选出 23个在乳腺癌中高表达的

基因。其中NPY1R高度差异表达，并经RT-PCR验

证其在 10例乳腺癌外周血标本中有 5例表达，而 10
例正常人外周血中无一例表达，可作为外周血检测

乳腺癌的标记物。

2.2 乳腺癌外周血NPY1R的表达水平

实时半定量巢式PCR检测外周血NPY1R mRNA
表达水平，测得乳腺癌组患者-ΔCt值为-3.93±2.5，显
著高于正常组（-8.21±2.9）（P<0.01，图2）。乳腺癌患

者NPY1R mRNA相对表达量为 55.54±27.3。根据界

限值（-ΔCt值为-2.75），得到NPY1R在乳腺癌中的阳

性表达率为44.4%（63/142）。

图2 NPY1R在乳腺癌和正常组外周血中的表达比较

Figure 2 Comparison of NPY1R expression in the peripheral blood between

breast cancer patients and normal controls

2.3 NPY1R表达与临床病理特征的关系

外周血肿瘤标记物 NPY1R 表达与临床分期

（P<0.001）、淋巴结转移（P=0.001）和 ER（P=0.001）、

PR（P=0.037）、HER2（P=0.001）相关。而与年龄、病

理类型和肿瘤大小无相关性（P均>0.05，表1）。
2.4 NPY1R表达与乳腺癌患者术后生存率的关系

本组对 131例乳腺癌患者共随访 38个月，死亡

51例（38.9%），生存 80例（61.1%），其中无复发生存

46例（35.1%）。肿瘤标记物NPY1R表达阳性组死亡

34例（56.7%），阴性组死亡17例（23.9%）。NPY1R表

达阳性组和阴性组的生存率分别为 43.3%（26/60）和

76.1%（54/71），差异有统计学意义（P<0.01，图3）。

表 1 乳腺癌外周血 NPY1R 表达水平与临床病理特征的

关系 x±s
Table 1 Relationship between the expression of NPY1R in peripheral
blood and the clinicalpathologic features of breast patients x±s

图3 NPYIR阴性组与阳性组生存曲线

Figure 3 Kaplan-Meier survival analyses of breast cancer patients with

positive or negative NPY1R expression
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2.5 NPY1R基因表达与乳腺癌HER2表达状态的分

层分析

NPY1R阳性组和阴性组按照HER2的表达状态

进行分层分析，分为HER2阳性组和HER2阴性组，

两组的生存情况见表 2。经χ2检验，NPY1R阳性组

χ2=4.85，OR=3.27，OR（95%CI）为1.140～9.38；NPY1R
阴性组χ2=14.73，OR=11.08，OR（95%CI）为3.25～37.77，
结果说明，NPY1R阳性组和阴性组中，死亡率均与

HER2阳性表达有关联。经Mantel-Haenszelχ2检验，

χ 2M-H=11.48，P<0.01，调整 ORM-H=4.29（95% CI 为

1.85～9.95），表明HER2表达与患者生存相关，是影

响死亡率的危险因素。

表2 HER2表达状态分层分析结果 例

Table 2 Stratified analysis based on the expression of HER2

3 讨论

及时发现肿瘤的血行播散并给予有效治疗，将

有助于杀灭血中播散的肿瘤细胞，减少日后转移性

肿瘤的发生，改善预后，提高生存率［1］。但由于播散

到外周血中的实体肿瘤细胞数目非常少，需要高度

敏感、特异的技术对其进行检测。本研究采用了实

时半定量巢式PCR技术［2］，第一轮为普通PCR反应，

结束后取扩增产物2 μL作为模板加入到第二轮体系

中，而第二轮PCR则采用荧光定量技术，对扩增产物

进行相对的定量检测。这样既保证了检测的敏感

性，又兼具有Real-time PCR定量的优势。

有效的微转移检测，仅仅敏感的方法还不够，还

需要特异性好的标志物基因。由于目前在实体瘤中

尚无特异明确的肿瘤标记物，因此，主要采用组织特

异mRNA转录物为标记物。本研究为了寻找检测乳

腺癌外周血循环癌细胞的肿瘤标记物，我们应用生

物信息学技术［3］，在 SAGE文库中选择了乳腺癌组织

和正常白细胞两个池。最终筛选出23个短序列标签

和长序列标签所共同代表的差异基因，然后用

RT-PCR方法，对其进行验证。选取 10例乳腺癌和

10例正常人外周血标本，规定比较理想的肿瘤标记

物，最好在10例乳腺癌标本中至少有2例表达，而在

10例正常人标本中不多于 2例表达。研究结果显示

在筛选过程中，主要出现以下情况：1）有的肿瘤基因

虽然在组织中高表达，但在外周血中检测阳性率非

常低；2）有的肿瘤基因虽然在乳腺癌外周血单个核

细胞上高表达，但其在正常人外周血单个核细胞上

的表达也较高，因此不能作为诊断的标记物。最后，

我们得到了一个在乳腺癌外周血中高表达的新的肿

瘤标记物基因NPY1R。本研究结果也进一步证实了

生物信息学分析的可靠性。

神经肽Y（NPY）在中枢神经系统中除具有调节

下丘脑激素的合成和释放功能外，还有增加摄食、抑

制呼吸、降低血压和调节体温等作用［4］。在外周NPY
主要存在于交感神经末梢，对心血管系统发挥重要

的调节作用。此外，研究证实垂体前、后叶均含有

NPY的表达。有研究［5］认为垂体前叶中NPY主要由

下丘脑合成，通过垂体门脉系统到达垂体，参与调控

垂体激素的合成和分泌，包括促性腺激素（FSH/LH）、
生长激素（GH）和泌乳素（PRL）等。最近的研究表

明，NPY及其受体参与很多肿瘤的发生发展过程。

有研究报道NPY1受体在尤文肉瘤中高表达，阳性率

高达84％，平均密度为5 314 DPM/mg组织。同样，滑

膜肉瘤也表现为高密度Y1表达（平均7 497 DPM/mg；
发病率40％）。此外，NPY1R原位杂交显影结果证实

许多肉瘤血管中高表达Y1受体［6-7］。Ruscica等［8］的

结果表明神经肽Y可直接通过Y1受体调节前列腺细

胞生长。这种效应的方向似乎与MAPK激活的时间

动力学以及其他细胞内的信号克隆的参与相关。

NPY相关的机制可能在前列腺癌的进展中发挥了相

应的作用，包括雄激素依赖和独立的阶段。另外，在

神经母细胞瘤和肾上腺肿瘤中也发现了NPY受体的

异常表达，提示NPY及其受体在这些肿瘤的发生中

也参与了调节作用［9］。

有研究［10］证实，85%的原发性乳腺癌表达Y1亚

型受体，而正常乳腺组织则表达Y2亚型。Y1受体在

乳腺癌中高发生率的原因至今还不清楚。最近有研

究提出［11］，神经肽Y能够刺激血管内皮生长因子的产

生和分泌进而促进乳腺癌血管的生成。 Y1R是第一

个被克隆鉴定的NPY受体。雌激素和NPY及其受体

之间的关系能够解释雌、孕激素与NPY水平增加的

协同作用和促黄体酮激素的增加。逆转录PCR实验

证实，经雌激素处理的大鼠的下丘脑Y1R mRNA水

平增加。Amlal等［12］提出Y1R的诱导产生受到雌激

素信号转导通路的调节，其通过研究雌激素受体阳

性的人类乳腺癌细胞系MCF-7，检测雌激素作用下

Y1R受体的表达和信号通路，发现MCF-7表达高亲

和力的NPY受体，NPY抑制cAMP的积累以及动员细

胞内的钙离子。结果证实，雌激素在Y1R上调中起

重要作用，反之其同样调节了雌激素诱导的乳腺癌

细胞的增殖。本研究中也发现乳腺癌外周血NPY1R

Group

Deaths tolls

Survivals

Totals

HER2+

NPY1R
positive

24

11

35

NPY1R
negative

14

16

30

Totals

38

27

65

HER2-

NPY1R
positive

10

15

25

NPY1R
negative

3

38

41

Totals

13

53

66
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的表达水平与雌激素和孕激素相关，雌、孕激素阳性

患者NPY1R基因的表达水平明显高于雌、孕激素阴

性的患者。结果也提示，NPY1R在乳腺癌中可能是

通过雌激素、孕激素介导的信号传导通路而发挥作

用的，其具体机制有待进一步探讨。

本研究还根据HER2表达状况对NPY1R阳性和

阴性组患者的预后进行了分层分析。结果表明

HER2表达与患者死亡有关联，是影响死亡率的危险

因素。过去的研究也证实，原癌基因HER2多拷贝的

性质而导致肿瘤易复发和临床预后较差。HER2基

因扩增是引起HER2蛋白增加的最常见机制，可导致

肿瘤细胞的形成。在20％～30％乳腺癌中可检测到

HER2基因扩增，对进展期乳腺癌常规治疗方法疗效

甚微。许多临床研究对HER2和乳腺癌预后之间的

关系进行了探讨［13］，表明HER-2阳性可作为多变量

分析中的一个独立的预后指标。HER-2/neu扩增/过
表达的乳腺癌的特点表现为病情进展迅速、局部复

发的危险性高、化疗缓解期短，无瘤生存期（DFS）和

总生存期（OS）缩短。但是有关NPY1R的表达是否与

HER2具有相关性还有待进一步研究。
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