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  摘 要:目的 观察血清微小RNA
 

miR-139-5p、miR-146b-5p水平在乳腺癌诊断中的临床价值。方法 
选择2017年1月至2018年12月在该院诊治的乳腺癌患者117例为乳腺癌组,另选择同期在该院就诊的乳腺

纤维腺瘤患者75例为乳腺纤维腺瘤组,体检健康者45例为健康对照组。观察各组血清 miR-139-5p、miR-
146b-5p、血清糖类抗原(CA)153水平的变化。结果 乳腺癌组术前血清 miR-139-5p、CA153水平高于乳腺纤

维腺瘤组和健康对照组(P<0.05),乳腺纤维腺瘤组明显高于健康对照组(P<0.05),乳腺癌组术后血清 miR-
139-5p、CA153水平较术前明显降低(P<0.05)。乳腺癌组术前血清miR-146b-5p水平明显低于乳腺纤维腺瘤

组和健康对照组(P<0.05),乳腺纤维腺瘤组明显低于健康对照组(P<0.05),乳腺癌组术后血清miR-146b-5p
水平较 术 前 明 显 增 高 (P<0.05)。miR-139-5p和 miR-146b-5p联 合 检 测 的 灵 敏 度 为86.6%,特 异 度 为

89.3%,曲线下面积为0.930,明显高于 miR-139-5p、miR-146b-5p单项检测的曲线下面积(均P<0.05)。血清

miR-139-5p、miR-146b-5p水平与淋巴转移、TNM 分期和分化程度具有明显相关性(P<0.05)。结论 miR-
139-5p、miR-146b-5p参与了乳腺癌的发生、发展过程,对诊断乳腺癌具有较高的灵敏度和特异度。
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Abstract:Objective To

 

observe
 

the
 

clinical
 

value
 

of
 

serum
 

microRNA
 

miR-139-5p
 

and
 

miR-146b-5p
 

lev-
els

 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

breast
 

cancer.Methods From
 

January
 

2017
 

to
 

December
 

2018,117
 

cases
 

of
 

breast
 

canc-
er

 

patients
 

in
 

the
 

hospital
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

breast
 

cancer
 

group,75
 

cases
 

of
 

breast
 

fibroadenoma
 

were
 

se-
lected

 

as
 

breast
 

fibroadenoma
 

group,and
 

45
 

cases
 

of
 

healthy
 

people
 

were
 

selected
 

as
 

healthy
 

control
 

group.
The

 

serum
 

levels
 

of
 

miR-139-5p,miR-146b-5p
 

and
 

CA153
 

were
 

observed.Results The
 

preoperatine
 

serum
 

levels
 

of
 

miR-139-5p
 

and
 

CA153
 

in
 

breast
 

cancer
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

breast
 

fibroade-
noma

 

group
 

and
 

healthy
 

control
 

group
 

(P<0.05),and
 

in
 

breast
 

fibroadenoma
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

healthy
 

control
 

group
 

(P<0.05),after
 

operation,the
 

serum
 

levels
 

of
 

miR-139-5p
 

and
 

CA153
 

in
 

breast
 

cancer
 

group
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

before
 

operation
 

(P<0.05).The
 

preoperatine
 

serum
 

level
 

of
 

miR-146b-5p
 

in
 

breast
 

cancer
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

breast
 

fibroadenoma
 

group
 

and
 

healthy
 

control
 

group
 

(P<0.05),and
 

that
 

in
 

breast
 

fibroadenoma
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

healthy
 

control
 

group
 

(P<0.05),after
 

operation,the
 

expression
 

of
 

miR-146b-5p
 

in
 

breast
 

cancer
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

before
 

operation
 

(P<0.05).The
 

sensitivity,specificity
 

and
 

area
 

under
 

the
 

curve
 

of
 

miR-139-5p
 

combined
 

with
 

miR-146b-5p
 

were
 

86.6%,89.3%
 

and
 

0.930
 

respectively,which
 

were
 

signifi-
cantly

 

higher
 

than
 

those
 

of
 

miR-139-5p
 

and
 

miR-146b-5p
 

alone
 

(all
 

P<0.05).The
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-
139-5p

 

and
 

miR-146b-5p
 

were
 

significantly
 

correlated
 

with
 

lymph
 

node
 

metastasis,TNM
 

stage
 

and
 

differentia-
tion

 

degree
 

(P<0.05).Conclusion miR-139-5p
 

and
 

miR-146b-5p
 

are
 

involved
 

in
 

the
 

occurrence
 

and
 

develop-
ment

 

of
 

breast
 

cancer,and
 

have
 

high
 

sensitivity
 

and
 

specificity
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

breast
 

cancer.
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  乳腺癌是普外科常见肿瘤,其发病率逐年升高,
严重威胁着女性的健康。其治疗方法主要有手术、化
疗和放疗等,虽然治疗的疗效得到极大改善,但复发

和转移仍然得不到有效控制,是导致死亡的重要原

因。乳腺癌早诊断和早治疗是提高预后的关键,临床

上对乳腺癌的诊断主要依靠B超、钼靶和CT等传统

检查方 式,仍 然 缺 乏 特 异 性 的 检 测 指 标[1]。微 小

RNA(miRNA)是近年来发现的一类调控基因表达的
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小分子RNA,与肿瘤的发生、发展具有密切关系,是
潜在的诊断和药物治疗的靶点,同时,血液中的 miR-
NA具有稳定性好、可长期保存和耐降解等特点,是筛

查和诊断肿瘤的潜在生物标志物[2]。有研究证实,血
清miR-139-5p、miR-146b-5p在乳腺癌筛查中出现异

常表达[3]。本研究通过对乳腺癌患者血清 miR-139-
5p、miR-146b-5p进行检测,观察其在乳腺癌早期诊断

中的临床价值,现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2017年1月至2018年12月在

本院诊治的乳腺癌患者117例为乳腺癌组,患者年龄

39~79岁,平均(53.64±6.17)岁;病理类型:浸润型

导管癌61例,浸润型小叶癌56例;TNM 分期:Ⅰ期

32例,Ⅱ期43例,Ⅲ期42例;分化程度:低分化49
例,中高分化68例。选择同期在本院就诊的乳腺纤

维腺瘤患者75例为乳腺纤维腺瘤组,患者年龄42~
79岁,平均(54.13±7.16)岁。选择同期在本院体检

健康者45例为健康对照组,年龄40~79岁,平均

(53.49±8.16)岁。纳入标准:乳腺癌、乳腺纤维腺瘤患

者均经病理确诊。排除标准:(1)其他部位的恶性肿瘤;
(2)术前经放疗或者化疗;(3)临床资料不全;(4)血液性

和免疫性疾病;(5)智力障碍或者精神性疾病。3组研

究者的年龄等基线资料比较,差异无统计学意义(P>
0.05),具有可比性。所有研究者均知情同意并签署知

情同意书,本研究经本院伦理委员会审核通过。
1.2 方法

1.2.1 血清标本留取和指标的检测 患者入院时和

手术后1周分别抽取肘静脉血2
 

mL,放置于乙二胺

四乙酸抗凝管中。采用离心机将血液离心,离心半径

为15
 

cm,3
 

000
 

r/min离心15
 

min,抽取上清液放置

于除酶管内,置-70
 

℃冰箱中保存。血清糖类抗原

(CA)153水平采用酶联免疫吸附试验法,使用瑞士罗

氏公司生产的全自动电化学发光免疫分析仪E-170
检测,测定试剂盒及质控品为仪器配套产品。
1.2.2 实时荧光定量PCR(qPCR) 总RNA的提

取:采用mirVana
 

PARIS
 

Kit(Ambion公司,美国)试
剂盒提 取 和 纯 化 miRNA,在 血 清200

 

μL 中 加 入

1
 

000
 

μL的溶解试剂,静置于室温下15
 

min,根据试

剂盒说明书提取血清中的RNA,并用DEPC溶解总

RNA。通过试剂盒将RNA反转录为cDNA,根据试

剂盒One
 

Step
 

PrimeScript
 

miRNA
 

cDNA
 

Synthesis
 

Kit,将PCR参数设定为:37
 

℃
 

60
 

min,85
 

℃
 

5
 

s。

qPCR:采用TaqMan􀆿
 

miRNA反转录试剂盒将提取

的miRNA反转录成cDNA
 

,根据使用说明书配制

20
 

μL的qPCR反应体系,并进行PCR的扩增。根据

设计软件primer
 

express
 

3.0合成qPCR检测引物探

针。miR-139-5p上游引物序列:5'-CTC
 

TGC
 

TCT
 

ACA
 

GTG
 

CAC
 

GTG
 

TC-3';下游引物序列:5'-TAT
 

GGT
 

TGT
 

TCT
 

CGA
 

CTC
 

CTT
 

CAC-3'。miR-

146b-5p上 游 引 物 序 列:5'-CAA
 

CCT
 

TGA
 

GAA
 

CTG
 

AAT
 

TCC
 

ATA-3';下 游 引 物 序 列:5'-AAA
 

GGT
 

TGA
 

TCT
 

CGT
 

CTC
 

TCT
 

GTC-3'。U6的上

游引物序列:5'-ATT
 

GGA
 

ACG
 

ATA
 

CAG
 

AGA
 

AGA
 

TT-3';下游引物序列:5'-GGA
 

ACG
 

CTT
 

CAC
 

GAA
 

TTT
 

G-3'。
 

采用 Maxima
 

SYBR
 

Green
 

qPCR
 

Kit
 

(Thermo
 

scientific公司,美国),根据试剂盒说明

书,设计反应条件:95
 

℃进行15
 

min的预变性,循环

参数设置为94
 

℃变性15
 

min,在55
 

℃退火30
 

s,并
在72

 

℃延伸30
 

s,总共反应40个循环,根据溶解曲

线设置荧光信号。以 U6为内参[4],结果以2-ΔΔCt 表

示相对 表 达 值,其 中 ΔΔCt=(Ct实验组 目 的 基 因-
Ct实验组 U6)-(Ct对照组 目的基因-Ct对照组 U6)。
1.2.3 观察指标 观察各组血清 miR-139-5p、miR-
146b-5p、CA153水平的变化及诊断效能。
1.3 统计学处理 采用SPSS15.0统计分析软件对

数据进行分析,呈正态分布的计量资料以x±s表示,
多组间比较采用方差分析,进一步两两 比 较 采 用

LSD-t检验,2组比较采用两独立样本t检验,治疗前

后比较采用配对t检验。采用Logistic回归分析得到

miR-139-5p、miR-146b-5p联合检测的回归方程,血清

miR-139-5p、miR-146b-5p和CA153水平采用受试者

工作特征曲线分析诊断乳腺癌的灵敏度和特异度。
计数资料以率表示,采用χ2 检验。检验水准α=
0.05,以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 3组血清 miR-139-5p、miR-146b-5p和CA153
水平的变化 乳腺癌组术前血清 miR-139-5p、CA153
水平高于乳腺纤维腺瘤组(t=11.997、6.534,均P<
0.001)和健康对照组(t=14.848、18.362,均P<
0.001),乳腺纤维腺瘤组明显高于健康对照组(t=
3.406、32.505,均 P<0.001),乳腺癌组术后血清

miR-139-5p、CA153 水 平 较 术 前 明 显 降 低 (t=
15.667、17.540,均P<0.001)。乳腺癌组的术前血

清miR-146b-5p水平明显低于乳腺纤维腺瘤组(t=
10.937,P<0.001)和健康对照组(t=7.637,P<0.
001),乳腺纤维腺瘤组明显低于健康对照组(t=
3.285,P=0.002),乳腺癌组术后血清 miR-146b-5p
水平明显高于术前(t=17.540,P<0.001)。见表1。

表1  3组血清 miR-139-5p、miR-146b-5p和

   CA153水平的变化(x±s)

组别 n miR-139-5p miR-146b-5p
CA153
(U/mL)

健康对照组 45 0.98±0.52 4.61±2.16 4.65±1.09

乳腺纤维腺瘤组 75 1.37±0.73 3.47±1.12 28.11±6.09

乳腺癌组

 术前 117 3.22±1.40 2.09±0.78 42.20±20.05

 术后 117 1.09±0.45 4.47±2.08 6.34±1.68
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2.2 血清 miR-139-5p、miR-146b-5p和CA153水平

在乳腺癌中的诊断效能 与CA153比较,血清 miR-
139-5p(P=0.001)和

 

miR-146b-5p(P=0.007)对乳

腺癌具有更高的诊断效能。通过对 miR-139-5p和
 

miR-146b-5p指标的Logistic回归分析得到方程Y=
1.325XmiR-139-5p-1.334XmiR-146b-5p+1.281,miR-139-5p
和

 

miR-146b-5p联合检测的灵敏度为86.6%,特异度

为89.3%,曲线下面积(AUC)为0.930,明显高于

miR-139-5p(P=0.006)和
 

miR-146b-5p(P=0.001)
单项检测,而 miR-139-5p与

 

miR-146b-5p比较差异

无统计学意义(P=0.415)。见表2。
2.3 乳腺癌血清 miR-139-5p和 miR-146b-5p水平

的相互关系 乳腺癌血清 miR-139-5p水平与 miR-
146b-5p水平呈负相关(r=-0.765,P<0.05)。
2.4 血清 miR-139-5p和 miR-146b-5p水平与临床

指标的相关性 血清 miR-139-5p和 miR-146b-5p水

平与淋巴转移、TNM 分期和分化程度具有明显相关

性(P<0.05),与年龄、肿瘤直径、雌激素受体(ER)、
孕激素受体(PR)、人类表皮生长因子受体2(HER-2)
和病理类型无明显相关性(P>0.05)。见表3。

表2  血清 miR-139-5p、miR-146b-5p和CA153
   水平对乳腺癌的诊断效能

指标 截断值
灵敏度

(%)
特异度

(%)
AUC 95%CI

miR-139-5p >2.22 89.3 76.1 0.873 0.818~0.917

miR-146b-5p ≤3.19 92.3 65.3 0.842 0.783~0.891

CA153(U/mL) >37.4155.6 97.3 0.717 0.648~0.780

miR-139-5p+
 

miR-146b-5p - 86.6 89.3 0.930 0.884~0.962

  注:-表示此项无数据。

表3  血清 miR-139-5p、miR-146b-5p水平与临床指标的相关性

临床指标 n
miR-139-5p

表达水平 t P

miR-146b-5p

表达水平 t P

年龄(岁) 1.469 0.145 1.452 0.149

 <50 62 3.40±1.42 1.99±0.79

 ≥50 55 3.02±1.37 2.20±0.77

肿瘤直径(cm) 1.225 0.223 1.236 0.219

 <5 67 3.36±1.44 2.01±0.80

 ≥5 50 3.04±1.34 2.19±0.75

淋巴结转移 11.424 <0.001 12.710 <0.001

 有 36 4.75±0.80 1.19±0.39

 无 81 2.54±1.03 2.48±0.55

ER 1.260 0.210 1.304 0.195

 阳性 68 3.36±1.43 2.01±0.79

 阴性 49 3.03±1.35 2.20±0.76

PR 1.026 0.307 1.023 0.308

 阳性 69 3.33±1.44 2.02±0.80

 阴性 48 3.06±1.34 2.17±0.75

HER-2 0.238 0.812 0.122 0.903

 阳性 31 3.27±1.47 2.07±0.82

 阴性 86 3.20±1.38 2.09±0.77

病理类型 1.586 0.116 1.532 0.128

 浸润型导管癌 61 3.42±1.43 1.98±0.79

 浸润型小叶癌 56 3.01±1.36 2.20±0.76

TNM分期 12.165 <0.001 13.432 <0.001

 Ⅰ~Ⅱ期 75 2.44±0.99 2.54±0.53

 Ⅲ期 42 4.62±0.81 1.27±0.41

分化程度 13.220
 

<0.001 13.839 <0.001

 低分化 49 4.50±0.81 1.36±0.44

 中高分化 68 2.30±0.94 2.61±0.51
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3 讨  论

  随着对乳腺癌研究的深入,越来越多学者认为

miRNA的表达在细胞生命活动信号转导调控中具有

重要调控作用,可参与细胞增殖、分化和血管生成等

生命活动过程。miRNA在血清等多种体液中具有不

同程度表达,且表达相对稳定,多次冻融不易被分解,
可以长期保存,同时具有以下特点[5-7]:(1)组织特异

性,不同组织具有不同的 miRNA,可以作为某一细胞

的组织特异性标志物;(2)保守性,不同细胞或组织之

间具有相同或者相似的 miRNA序列;(3)时空特异

性,不同发育阶段具有不同的 miRNA表达;(4)执行

一定的生物能力,对生命活动具有一定的调节作用。
本研究发现,乳腺癌患者术前血清 miR-139-5p

水平明显高于乳腺纤维腺瘤组和健康对照组,而乳腺

纤维腺瘤组又明显高于健康对照组,乳腺癌组术后血

清miR-139-5p水平较术前出现明显降低,说明 miR-
139-5p参与了乳腺癌的发生、发展过程。miR-139-5p
在乳腺癌中的研究较少[8-9],而在其他肿瘤如结肠癌、
宫颈癌和甲状腺癌中有异常表达[10-12]。在结肠癌的

研究中发现,miR-139-5p在癌组织较在正常组织表达

明显下降,且与肿瘤的分期相关,上调能够显著抑制

结肠癌的转移潜能和药物抵抗,促进肿瘤细胞的凋

亡。在一项前列腺癌的研究中发现,miR-139-5p在肝

癌组织中呈低表达,而在癌旁组织中呈高表达,在前

列腺癌的研究中为抑癌基因[13]。而郑奋薇等[14]研究

表明,前列腺癌复发组血清 miR-139-5p水平明显高

于未复发组,复发转移患者血清 miR-139-5p水平与

肿瘤分期、Gleason评分和血清前列腺特异抗原水平

具有明显相关性,并认为血清 miR-139-5p水平对预

测前列腺癌复发和转移具有重要的临床价值。本研

究中,miR-139-5p在乳腺癌中表现为癌基因的作用,
并且其表达强度与淋巴转移、TNM 分期和分化程度

有明显相关性,而与年龄、肿瘤直径、ER、PR、HER-2
和病理类型无明显相关性。本研究结果显示,当血清

miR-139-5p>2.22,其灵敏度为89.3%,特异度为

76.1%,AUC为0.873,AUC明显高于 CA153的

0.717,说明miR-139-5p对诊断乳腺癌具有更高的灵

敏度和特异度。
本研究结果显示,乳腺癌组的术前血清 miR-

146b-5p水平明显低于乳腺纤维腺瘤组和健康对照

组,乳腺纤维腺瘤组低于健康对照组,乳腺癌组术后

血清 miR-146b-5p水 平 明 显 高 于 术 前,说 明 miR-
146b-5p是乳腺癌的保护基因,与乳腺癌的发生、发展

具有一定相关性。miR-146b-5p定位于染色体10q24-
26,在不同的组织表达不同,肺、脾脏和胸腺中呈高表

达,在非 小 细 胞 肺 癌、结 肠 癌 和 胰 腺 癌 中 呈 低 表

达[15-17]。有研究证实,miR-146可以通过调节白细胞

介素和肿瘤坏死因子等抑制天然免疫反应[18]。在一

项胰腺癌的研究中发现,miR-146b-5p在6株胰腺癌

细胞株中呈低表达,而在正常胰腺组织 中 呈 高 表

达[19]。本研究结果证实,血清miR-146b-5p水平与淋

巴转移、TNM分期和分化程度有明显相关性,而与年

龄、肿瘤直径、ER、PR、HER-2和病理类型无明显相

关性,说明血清miR-146b-5p表达水平是预后的重要

因素。本研究结果显示,当血清miR-146b-5p≤3.19,
其灵 敏 度 为 92.3%,特 异 度 为 65.3%,AUC 为

0.842,AUC明显高于CA153的0.717,说明其对乳

腺癌的诊断效能明显优于 CA153。miR-139-5p和

miR-146b-5p联合检测能够明显提高乳腺癌的诊断效

能,其灵敏度为86.6%,特异度为89.3%,AUC为

0.930。本研究结果显示,血清 miR-139-5p与 miR-
146b-5p呈负相关,说明 miR-139-5p和 miR-146b-5p
两者在诊断乳腺癌方面具有一定的互补性,miR-139-
5p类似于癌基因,miR-146b-5p类似于抑癌基因,其
具体机制需要进一步研究。

总之,miR-139-5p和miR-146b-5p参与了乳腺癌

的发生、发展过程,对乳腺癌的诊断具有较高的灵敏

度和特异度。
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