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--!摘要"-目的-探讨 !"#$%&'%$((()*+,在乳腺癌患者血清中的表达及临床意义% 方法-选择 .(.) 年 ? 月

至 .(.. 年 ; 月广州医科大学附属第五医院甲乳外科收治的乳腺癌患者 @; 例"乳腺癌组#$乳腺良性肿瘤患者

,@例"良性肿瘤组#$健康体检者 @,名"健康对照组#% 采用实时荧光定量ABC"DABC#检测其血清 !"#$%&'%$((()*+,

的相对表达量$并进行三组间比较% 分析 !"#$%&'%$((()*+,表达水平与乳腺癌患者临床病理特征的关联性% 采

用受试者工作特征"CEB#曲线分析 !"#$%&'%$((()*+,诊断乳腺癌的效能% 结果-乳腺癌组血清 !"#$%&'%$((()*+,

表达水平显著高于良性肿瘤组和健康对照组"!F(G(,#$良性肿瘤组和健康对照组比较差异无统计学意义"!H

(G(,#% CEB曲线分析结果显示$血清 !"#$%&'%$((()*+, 具有诊断乳腺癌的应用价值"0IBJ(G*+($!F(G(,#$

且诊断效能优于癌胚抗原"B10#&癌抗原 ).,"B0).,#% 乳腺癌患者血清 !"#$%&'%$((()*+, 的表达水平与其

年龄&肿瘤类型&KLM分期&淋巴结受累&远处转移&雌激素受体"1C#&孕激素受体"AC#&人类表皮生长因子

受体 ."N1C.#均无显著关联"!H(G(,#% 结论-!"#$%&'%$((()*+, 在乳腺癌患者血清中高表达$有作为乳腺

癌诊断分子标志物的潜力%
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--乳腺癌是女性常见的恶性肿瘤$其发病率居女

性恶性肿瘤的首位$且近年来的发病率呈逐渐增高

的趋势())

% 早期乳腺癌可行手术切除联合放化疗治

疗$总体治愈率为 ?(`左右'但对于晚期患者$其 ,年

生存率尚不足 @(`

(.)

% 因此$早期诊断乳腺癌并及

时治疗对改善患者预后$提高生存率至关重要% 目

前乳腺癌的筛查技术主要有!乳腺查体&医学检验&

a线摄影&超声检查&磁共振成像"3#87TU&%'T"=7#7%T

&3#8&78$MCb#&正电子发射断层显像术"V="&U'=7 T3&"2

"&=7 %=3V6UTP U=3=8'#V!>$A1K#&医学影像引导细胞学

穿刺检查&影像基因组学和微波成像等(;)

% 组织病理

检查仍是乳腺癌诊断的金标准$但临床上尚缺乏一种

可早期诊断乳腺癌的分子标志物% 目前应用最广泛

的乳腺癌肿瘤标志物是癌抗原 ),;"%#7%T'#7U&8T7 ),;$

B0),;#和癌胚抗原"%#'%&7=T3X'>=7&%#7U&8T7$B10#$

但特异度不理想(@)

% 环状 CL0"%&'%64#''&X=76%4T&%

#%&P$ %&'%CL0#是一类特殊的非编码 CL0分子$随

着高通量测序技术和生物信息学的发展$人们在真

核细胞发现了大量%&'%CL0

(,)

$且某些%&'%CL0可以

发挥竞争性内源CL0的作用来调控基因表达$还可

以作为3&%'=CL0"3&CL0#海绵来影响基因的调控和

表达(/2+)

% 由于%&'%CL0没有 ;c端&,c端和 V=4>0尾$

为封闭的环状结构$可以避免核酸外切酶和核糖核酸

酶的降解作用$因此更加保守和稳定% 张艳娜等(?)

研究发现 !"#$%&'%$((()*+, 的表达与乳腺癌增殖&

转移有关% 鉴此$本文通过检测乳腺癌及乳腺良性肿

瘤患者血清中的 !"#$%&'%$((()*+, 表达水平$探讨

!"#$%&'%$((()*+,作为乳腺癌诊断标志物的应用价值%

6<对象与方法

6E6<研究对象-选择 .(.) 年 ? 月至 .(.. 年 ; 月广

州医科大学附属第五医院甲乳外科收治的乳腺癌患

者 @;例"乳腺癌组#$年龄 .( d*?",.G(( e).G((#岁'

乳腺良性肿瘤患者 ,@ 例"良性肿瘤组#$年龄 )+ d

/;";,G(( e))G((#岁$均经病理检查明确诊断% 收集

同期于健康体检中心接受健康体检的健康者 @, 名

"健康对照组#$年龄)? d*.";/G(( e))G((#岁% 通过

医院电子病历系统收集乳腺癌组患者的临床资料% 本

研究获医院医学伦理委员会批准"fg()2.(..2(.2(?#$

研究对象知情同意%

6EF<纳入与排除标准-纳入标准!")#乳腺癌组!符合

+中国抗癌协会乳腺癌诊治指南与规范".()?年版#,

()()

中关于乳腺癌的诊断标准'".#良性肿瘤组!经影像

学或组织病理学检查确诊为良性肿瘤'";#健康对照

组!

!

无乳腺功能障碍性疾病'

"

无良恶性肿瘤病史'

#

免疫肿瘤标志物 B10&B0),;&癌抗原 ).,"%#7%T'

#7U&8T7 ).,$B0).,#结果在正常参考范围值内% 排除

标准!")#肿瘤广泛全身性转移'".#合并其他部位肿

瘤'";#合并严重器官功能障碍'"@#预计生存期 F

; 个月'",#妊娠期妇女'"/#已进行肿瘤治疗%

6EG<主要实验仪器和试剂

)G;G)-实验仪器-微量分光光度计"型号!L#7=2;(($

0hh]N1L̂ 杭州奥盛仪器有限公司#$罗氏B=X#"T+()

全自动电化学发光分析仪$基因扩增仪(规格型号!

KB2?/Q̂QN"X#B)$实时荧光定量ABC仪"规格型号!

B=X#"5@+($美国#$离心管&涡旋震荡器$离心机%

)G;G.-实验试剂-游离CL0提取试剂盒( ]̂A6'TKM

BT442Y'TTCL0"%WCL0# 4"=4#U&=7 f&U$吉赛生物$中

国)$逆转录试剂盒"N&W#&'

$

)"U]U'#7P %[L0]>72

U!T"&"f&U$g10]1L\&=UT%! B=<#&实时荧光定量ABC

"D6#7U&U#U&ST'T#42U&3TABC$DABC#试剂盒"0%Ti

%

DABC]g\C '̂TT7 M#"UT'M&9$诺唯赞生物#% B10&

B0),;&B0)., 检测试剂盒"罗氏诊断公司$电化学

发光法#%

6EH<血清 B10&B0),;&B0)., 检测-收集研究对

象外周血 @ 34$; ((( 'Q3&7 离心 , 3&7$收集血清$

O.( j保存备检% 通过电化学发光法检测血清B10&

B0),;&B0)., 表达水平$操作严格按照试剂盒说明

书进行%

6E9<!"#$%&'%$((()*+, 水平检测-使用游离 CL0

提取试剂盒提取研究对象血清样本的总 CL0$并用

分光光度计检测其纯度% 通过逆转录试剂盒将CL0

逆转录为%[L0% 以 %[L0为模板进行 DABC$反应

体系为!%[L0;

&

4$上&下游引物各 (G@

&

4$. k]g\C

'̂TT7 M#"UT'M&9)(

&

4$PN

.

E/G.

&

4% DABC条件

为!?, j预变性反应 , 3&7$?, j ), "$/( j ), "$

*. j ;. "$@(个循环% 引物序列见表 )% 根据 .

O

''

BU

法$以I/为内参计算 !"#$%&'%$((()*+,相对表达量%

*(,*

B!&7T"Tl=6'7#4=WLTZB4&7&%#4MTP&%&7T$l#76#'>.(.;$m=463T)/$L63XT')--



表 )-引物序列

-引物名称 ---------序列

!"#$%&'%$((()*+, 正向!,n200KB̂ BK̂ K̂0K0KB0̂ ^̂ 0K0KK2;n

反向!,n20K̂ B̂B̂ K0BKKK̂ K̂0K̂02;n

I/ 正向!,n2BKB̂ BKKB̂ B̂0̂ B0B02;n

反向!,n200B̂ BKKB0B̂ 00KKK̂ B̂ K2;n

6EI<统计学方法<应用 ]A]].,G( 统计软件进行数

据分析% 符合正态分布的计量资料以均数e标准差

"

!

-eE#表示$多组间比较采用单因素方差分析$组间

两两比较采用 h][27检验'不符合正态分布的计量

资料以中位数"下四分位数$上四分位数# (M"A

.,

$

A

*,

#)表示$组间比较采用秩和检验% 计数资料以例

数"百分率#(1"`#)表示$组间比较采用
!

. 检验%

采用 AT#'"=7 相关分析探讨 !"#$%&'%$((()*+, 表达

水平与B10&B0).,&B0),; 的相关性% 采用受试者

工作特征"'T%T&ST'=VT'#U&78%!#'#%UT'&"U&%$CEB#曲

线分析各指标诊断乳腺癌的效能% !F(G(, 为差异

有统计学意义%

F<结果

FE6<三组血清 !"#$%&'%$((()*+,表达水平比较-DABC

实验结果显示$三组血清 !"#$%&'%$((()*+, 表达水平

比较差异有统计学意义"DJ,G?./$!J(G((;#% 乳

腺癌组血清 !"#$%&'%$((()*+,表达水平显著高于良性

肿瘤组和健康对照组"!F(G(,#$良性肿瘤组和健康

对照组比较差异无统计学意义"!H(G(,#% 见图 )%

-乳腺癌组 S"良性肿瘤组$

"

!J(G(.*'乳腺癌组 S"健康对照组$

""

!J(G((/'良性肿瘤组 S"健康对照组$!J(G+.)

图 )-三组血清 !"#$%&'%$((()*+, 表达水平比较图

FEF<血清 !"#$%&'%$((()*+,与肿瘤标志物B10&B0).,&

B0),; 诊断乳腺癌的效能分析结果-纳入乳腺癌患

者"乳腺癌组#和非乳腺癌患者"良性肿瘤组o健康

对照组#数据进行 CEB曲线分析$结果显示$血清

!"#$%&'%$((()*+,&B10&B0)., 均具有良好的乳腺癌

诊断效能"!F(G(,#$且以 !"#$%&'%$((()*+, 诊断效

能最佳"0IBJ(G*+(#% 见图 .$表 .%

图 .-血清 !"#$%&'%$((()*+, 与肿瘤标志物B10!B0).,!B0),; 诊断乳腺癌的CEB曲线图

表 .-血清 !"#$%&'%$((()*+, 与肿瘤标志物B10!B0).,!

- -B0),; 诊断乳腺癌的CEB曲线分析结果

-指-标 0IB"?,`H2# ! 截断值 灵敏度 特异度

!"#$%&'%$((()*+,

(G*+(

"(G/+/ d(G+*@#

F(G((( .G/( (G*,( (G*,/

B10

(G/+.

"(G,+, d(G**?#

(G(() )(G(( (G(?( )G(((

B0).,

(G/;?

"(G,;@ d(G*@@#

(G()@ ;,G(( (G)@) )G(((

B0),;

(G/./

"(G@?, d(G*,/#

(G(?+ .+G(( (G),? )G(((

FEG<乳腺癌患者血清 !"#$%&'%$((()*+, 与肿瘤标志

物B10&B0).,&B0),;的相关性分析结果-AT#'"=7相

关性分析结果显示$乳腺癌患者血清 !"#$%&'%$((()*+,

与肿瘤标志物B10&B0).,&B0),; 均无显著相关性

"5JO(G)./$!J(G;(;'5JO(G)@($!J(G.*)'5J

O(G);)$!J(G;(,#%

FEH<乳腺癌患者血清 !"#$%&'%$((()*+, 表达水平与

临床特征的关联性分析结果-@; 例乳腺癌患者血清

!"#$%&'%$((()*+, 的表达水平与其年龄&肿瘤类型&

KLM分期&淋巴结受累&远处转移&雌激素受体"T"U'=8T7

'T%TVU='$1C#&孕激素受体"V'=8T"UT'=7T'T%TVU='$AC#&

人类表皮生长因子受体 ."!63#7 TV&PT'3#48'=ZU! W#%U='

'T%TVU='.$N1C.#均无显著关联"!H(G(,#% 见表 ;%

*),*
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表 ;-乳腺癌患者血清 !"#$%&'%$((()*+, 表达水平与

- -临床特征的关联性分析结果"M#A

.,

$A

*,

%&

-指-标 例数
!"#$%&'%$((()*+,

相对表达量
" !

年龄 (G)*( (G+/,

- F,( 岁 .( @G,+")G*/$)+G.)#

-

#

,( 岁 .; +G.."(G/*$.*G+;#

肿瘤类型 .G;)* (G;)@

-非浸润癌 @ (G?;"(G;?$;G).#
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G<讨论

GE6<乳腺癌是最常见的妇科恶性肿瘤之一$在世界

范围内每年约有 )@( 万例患者被确诊为乳腺癌$因

乳腺癌死亡的女性患者达 ,( 万例()))

% 近年来$随着

诊断和治疗策略的不断发展$乳腺癌的死亡率逐年下

降$但乳腺癌仍是导致女性癌症死亡的主要原因().)

%

乳腺癌的发生和发展是多因素共同作用的结果% 研

究表明$%&'%CL0的异常表达与乳腺癌的发生和发展

密切相关();)

% 血液肿瘤标志物的检测样本易于获

得$且采样创伤小$目前应用较多的乳腺癌肿瘤标志

物有B10&B0).,&B0),;等$但其特异性和灵敏性均

不够理想% 本研究结果也显示 B10&B0).,&B0),;

诊断乳腺癌的特异度高$但灵敏度低$对乳腺癌的早

期诊断价值不大%

GEF<%&'%CL0是一类高度稳定的非编码CL0$%&'%CL0

的共价环状闭合结构使其不易被核酸酶降解$不仅生

物学性质稳定$而且具有时空特异性&生物进化保守

性等优点()@)

% %&'%CL0可以作为 3&CL0-海绵.$通

过竞争性结合3&CL0$降低3&CL0对其靶基因的抑

制作用$从而调节基因和蛋白的表达$参与多种生理

和病理过程(),)

% 随着基因芯片和高通量测序技术的

发展$越来越多的学者发现包括%&'%CL0在内的非编

码CL0的差异表达有望成为乳腺癌早期筛查的生

物标志物及潜在的治疗靶点()/)

% 研究表明$大部分

%&'%CL0来源于编码基因和全外显子$可以翻译并编

码蛋白质()*)

% %&'%CL0的功能包括!")#充当3&CL0

-海绵.% %&'%CL0上存在3&CL0的结合位点$可以

与3&CL0结合从而调控肿瘤的生长发育过程% ".#

调控宿主基因的表达% %&'%CL0通过与CL0相互作

用$参与调控基因的转录&表达% ";#翻译蛋白质%

虽然大多数%&'%CL0不具有结合核糖体进行翻译的

能力$但研究数据显示少数内源性 %&'%CL0可以通

过L/2甲基腺苷修饰或内部核糖体进入位点"&7UT'7#4

'&X="=3TT7U'>"&UT$bC1]#被翻译成蛋白质或多肽进

而发挥作用()+)

%

GEG<由于%&'%CL0呈闭合环状$故在生物体内具有较

好的稳定性()@)

$有较好的临床应用前景% 越来越多的

研究表明%&'%CL0与多种肿瘤的发展密切相关$并在

乳腺癌组织中发现了多种有差异表达的%&'%CL0

()?)

%

p!=6等(.()通过对乳腺癌组织和癌旁组织进行高通量

CL0测序发现有 +, 个%&'%CL0"在乳腺癌组织中表

达升高$/* 个 %&'%CL0"在乳腺癌组织中表达降低'

且沉默 !"#$%&'%$(())?@/可以抑制复制因子B亚基 ;

"'TV4&%#U&=7 W#%U='B"6X67&U;$CYB;#的表达$沉默

!"#$%&'%$(())?@/可以抑制乳腺癌细胞MBY* 的迁移

和侵袭% q#78等(.))通过对乳腺癌组织和癌旁组织

进行微阵列芯片分析发现%&'%CL02(((?)) 在乳腺癌

细胞中的表达水平明显降低$作为3&C2@@?#的-分子

海绵.$%&'%CL02(((?))通过-吸收.3&C2@@?#从而调

控3&C2@@?#对L=U%!)基因的抑制作用$进而抑制乳

腺癌细胞的增殖&迁移和侵袭$促进乳腺癌细胞的凋

亡% K#78等(..)发现 !"#$%&'%$((()?+. 在乳腺癌组织

和细胞中表达水平明显升高$下调 !"#$%&'%$((()?+.

可以提高3&C2)@;的表达水平$进而抑制乳腺癌细胞

的增殖和侵袭$诱导乳腺癌细胞凋亡% h&#78等(.;)发

现%&'%20\B\)(在乳腺癌组织中的表达水平显著升

高$沉默%&'%20\B\)(可以上调3&C2).*)的表达进而

抑制乳腺癌细胞MBY*细胞的增殖并促进其凋亡%

GEH<!"#$%&'%$((()*+, 是最近新发现的癌症相关

%&'%CL0% g&7等(.@)通过对乳腺癌患者和健康志愿者的

血浆样本进行%&'%CL0表达谱分析发现$!"#$%&'%$((()*+,

在乳腺癌患者血浆中表达异常$且与患者的组织学

分级"!J(G();#&KLM分期"!J(G((+#和远处转

移"!J(G()/#存在显著关联$可以作为诊断乳腺癌

的生物标志物"0IBJ(G*+@#% 本研究结果也显示$

!"#$%&'%$((()*+, 在乳腺癌患者血清中呈高表达$且

*.,*

B!&7T"Tl=6'7#4=WLTZB4&7&%#4MTP&%&7T$l#76#'>.(.;$m=463T)/$L63XT')--



具有诊断乳腺癌的应用价值"0IBJ(G*+(#$且诊断

效能较B10&B0).,&B0),; 更优% 值得注意的是$本

研究中 B10&B0).,&B0),; 对乳腺癌的诊断特异度

达 )((`% 但在常规肿瘤筛查中$B10&B0).,&B0),;

并不是乳腺癌的特异性指标$其结果异常并不能排除

其他肿瘤的发生% 因此$可以考虑将 !"#$%&'%$((()*+,

与B10&B0).,&B0),;进行联合检测$从而提高早期

乳腺癌的检出率%

GE9<有研究显示%&'%CL0的表达与乳腺癌的肿瘤分

期&组织学分级&肿瘤远处转移&1C阳性密切相关(.@)

%

但在本研究中$血清 !"#$%&'%$((()*+, 的表达水平并

未显示出与乳腺癌患者年龄&肿瘤类型&KLM分期&

淋巴结受累&远处转移&1C&AC&N1C. 等临床特征具

有显著关联% 这可能与本研究为回顾性研究$部分患

者的临床指标信息缺失等有关$而且本研究纳入分析

的病例数较少$这也对统计结果造成了一定的影响$

故仍需继续扩大样本量通过前瞻性研究来进一步验

证 !"#$%&'%$((()*+,与患者临床病理指标的关联性%

综上所述$血清高水平表达的 !"#$%&'%$((()*+,与

乳腺癌的发生密切相关$其在乳腺恶性肿瘤患者和良性

肿瘤患者间的表达亦存在差异$这使 !"#$%&'%$((()*+,有

望成为诊断乳腺癌的新标志物$但关于 !"#$%&'%$((()*+,

在乳腺癌发生&发展中的具体作用机制还有待进一

步研究%
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