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【摘要】 　 目的　 探讨 ｍｉＲ－１０ｂ 在 Ｈｅｒ－２ 阳性乳腺癌患者血浆中的表达及其与乳腺癌临床病理特征

之间的相互关系及作为预后、预测的可行性ꎮ 方法　 采用 ＲＴ－ｑＰＣＲ 法检测 ４０ 例乳腺癌患者及 ２０ 名健康

者血浆中 ｍｉＲ－１０ｂ 的表达情况ꎬ分析 ｍｉＲ－１０ｂ 在 Ｈｅｒ－２ 阳性乳腺癌患者血浆中的表达情况与乳腺癌临床

病理特征之间的相关性ꎮ 结果　 ｍｉＲ－１０ｂ 在 Ｈｅｒ－２ 阳性乳腺癌患者血浆中表达是健康者的 ５.１２ 倍(Ｐ<０.
０００１)ꎬＮ１~３ 组是 Ｎ０ 组的 ５.７９ 倍(２－△△Ｃｔ ＝ ５.７９)(Ｐ＝ ０.００１)ꎬＴ３~ ４ 是 Ｔ１~ ２ 的 ３.４９ 倍(２－△△Ｃｔ ＝ ３.４９)(Ｐ
＝ ０.００９)ꎬ临床分期Ⅲ~ Ⅳ期组是Ⅰ~ Ⅱ期组的 １.３９ 倍(２－△△Ｃｔ ＝ １.３９) (Ｐ ＝ ０.０４２)ꎬ而与年龄、ＥＲ、ＰＲ、
ＫＩ６７、Ｐ５３、组织学分级无相关性(Ｐ>０.０５)ꎮ 结论　 ｍｉＲ－１０ｂ 在乳腺癌患者血浆中表达较健康者显著增

加ꎬ并且与乳腺癌的侵袭性生物学行为密切相关ꎬ提示 ｍｉＲ－１０ｂ 有可能成为乳腺癌患者诊断或随诊的指标ꎮ
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－１０ｂ ｉｎ ｔｈｅ ｐｌａｓｍａ ｏｆ ４０ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ ａｎｄ ２０ ｈｅａｌｔｈｙ ｓｕｂｊｅｃｔｓ. Ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ
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ｆｅａｔｕｒｅｓ ｏｆ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ.Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＭｉＲ－１０ｂ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｈｅｒ－２ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｐｌａｓｍａ ｗａｓ ５.１２
ｔｉｍｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｈｅａｌｔｈｙ ｐｅｒｓｏｎｓ (Ｐ<０.０００１). Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ－１０ｂ ｉｎ Ｎ１－３ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ５.７９ (２－△△Ｃｔ ＝ ５.７９)
ｔｉｍｅｓ ｏｆ ｔｈａｔ ｉｎ Ｎ０ ｇｒｏｕｐ (Ｐ＝ ０.００１). Ｉｔ ｗａｓ ｆｏｕｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ－１０ｂ ｉｎ ｂｉｇｇｅｒ ｔｕｍｏｒ (Ｔ３~４) ｗａｓ ３.４９
ｔｉｍｅｓ ｔｈａｔ ｏｆ ｔｈｅ ｓｍａｌｌｅｒ ｔｕｍｏｒ (Ｔ１~２) (Ｐ＝ ０.００９)ꎬａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ＴＮＭ ｓｔａｇｅ (Ⅲ~Ⅳ) ｗａｓ １.３９ ｔｉｍｅｓ ｏｆ ｃｌｉｎｉｃａｌ
ＴＮＭ ｓｔａｇｅ (Ⅰ ~ Ⅱ) (Ｐ ＝ ０. ０４２). Ｈａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｇｅꎬ ＥＲꎬ ＰＲꎬ ＫＩ６７ꎬ Ｐ５３ꎬ ａｎｄ
ｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｇｒａｄｅ (Ｐ>０.０５) . Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｍｉｒ－１０ｂ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ
ｔｈａｎ ｈｅａｌｔｈｙ ｐｅｒｓｏｎｓꎬ ａｎｄ ｗａｓ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｉｎｖａｓｉｖｅ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｂｅｈａｖｉｏｒｓ ｏｆ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒꎬ ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｍｉｒ
－１０ｂ ｍａｙ ｂｅ ａ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ａｎｄ ｆｏｌｌｏｗ－ｕｐ ｉｎｄｉｃａｔｏｒ ｆｏｒ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ.

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒꎻ　 ｍｉＲ－１０ｂꎻ　 ＲＴ－ｑＰＣＲꎻ　 Ｂｌｏｏｄ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ

　 　 乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤ꎬ由于诊断技

术改进及新药研发ꎬ明显提高了乳腺癌患者诊断率

及提高治愈率ꎬ但仍有部分患者由于出现远处转移

及原发对化疗、内分泌治疗耐药增加了治愈的难度ꎬ
因此ꎬ早期发现早期治疗是关键ꎬ攻破耐药机制是重

点ꎮ 目前ꎬ国内外多项研究发现 ｍｉＲＮＡｓ 分子在乳腺

癌细胞中异常表达[１]ꎬ且与乳腺癌复发、转移有着密

切的关系[２－４]ꎮ 本团队前期实验研究已证实在乳腺

癌实体标本中ꎬｍｉＲ－１０ｂ 在乳腺癌组织中的表达水

平比癌旁组织明显上调ꎬ并且与淋巴结转移、肿瘤大

　 　 作者单位:５２４０００ 广东湛江ꎬ广东医科大学附属医院肿瘤中心

(周怡锦、谢玉柳、黄文楠、张英)ꎻ广东医科大学附属医院病理科

(林碧云)
　 　 通信作者:张英ꎬＥｍａｉｌ:ｈｕａｌｉａｏｋｅ＠ １６３.ｃｏｍ

小、临床分期、组织学分级、Ｈｅｒ－２ 扩增情况、ＥＲ 表达

状态及 Ｋｉ－６７ 数值呈正相关ꎮ 本研究采用实时荧光

定量 ＰＣＲ(ＲＴ－ｑＰＣＲ)检测 Ｈｅｒ－２ 阳性乳腺癌患者

血浆中 ｍｉＲ－１０ｂ 的表达情况ꎬ初步分析其与临床分

期、肿瘤大小、淋巴结转移、组织学分级、雌激素受体

(ＥＲ、ＰＲ)表达情况、Ｋｉ－６７ 水平等临床病理参数的

关系ꎻ探讨 ｍｉＲ－１０ｂ 对乳腺癌预后、预测的价值ꎮ
一、材料与方法

１.收集资料:(１)血浆标本收集:收集 ２０１６ 年 １０
月—２０１８ 年 ３ 月广东医科大学附属医院乳腺外科手

术病理明确诊断为 Ｈｅｒ－２ 阳性乳腺浸润性导管癌ꎬ
术前术后均未行放化疗、内分泌治疗、靶向等抗肿瘤

患者 ４０ 例ꎬ采集外周血 ３ ~ ４ ｍｌꎻ同期采集健康志愿

者血浆标本 ２０ 例ꎬ常规－８０ ℃ 冰箱保存ꎬ备用提取
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ＲＮＡꎮ 所有标本均来自女性ꎮ (２)临床病理资料:４０
例 Ｈｅｒ－２ 阳性乳腺浸润性导管癌(Ｈｅｒ－２ 检测参考
２０１３ 版国际公认的 ＡＳＣＯ / ＣＡＰ 指南推荐的评分系
统)ꎬ病理分期 (根据 ＡＪＣＣ２００３ 年乳腺癌 ＴＮＭ 分
期):Ⅰ~Ⅱ期 １８ 例ꎬⅢ~Ⅳ期 ２２ 例ꎻ有淋巴结转移
２２ 例ꎬ无淋巴结转移 １８ 例ꎻＥＲ 阳性 １９ 例ꎬＥＲ 阴性
２１ 例ꎬＰＲ 阳性 １２ 例ꎬＰＲ 阴性 ２８ 例(ＥＲ、ＰＲ 检测参
考参考«２０１４ 版中国乳腺癌雌、孕激素受体免疫组化
学检测指南»)ꎬ２６ 例 Ｋｉ － ６７ < ５０％ꎬ１４ 例 Ｋｉ － ６７≥
５０％ꎬＰ５３ 阳性 １２ 例ꎬＰ５３ 阴性 ２８ 例ꎮ

２.主要试剂及实验材料:ＲＮＡ 提取:全血总 ＲＮＡ
快速抽提试剂盒(上海生工生物工程有限公司ꎬ产品
编号:Ｂ５１８６２３)ꎮ ＲＮＡ 逆转:ｍｉＲＮＡ 第一链 ｃＤＮＡ
合成(加尾法)(上海生工生物工程有限公司ꎬ产品编
号:Ｂ５３２４５１)ꎮ 仪器:Ｂｉｏ －Ｒａｄ Ｔ１００ꎬＱＰＣＲ:ＳＹＢＲ®

Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ ＩＩ(ＴｌｉＲＮａｓｅＨ Ｐｌｕｓ)(宝日医生物技
术(北京) 有限公司ꎬ产品编号:ＲＲ８２０Ａ)ꎮ 仪器:
ＬｏｃｈｅＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０ꎬＱＰＣＲ 引物(上海生工生物工程
有限公司)ꎮ

ｈａｓ－ｍｉｒ－１０ｂ
Ｆｏｒｗａｒｄ　 　 ５’－ＴＧＴＡＧＡＡＣＣＧＡＡＴＴＴＧＴＧ－３’
Ｒｅｖｅｒｓｅ　 　 ５’－ＴＡＧＡＡＴＣＧＡＡＴＣＴＧＴＧＡＣ－３’

Ｕ６　 Ｆｏｒｗａｒｄ　 ５’－ＧＣＡＡＧＧＡＴＧＡＣＡＣＧＣＡＡＡＴ－３’
Ｒｅｖｅｒｓｅ　 　 ５’ＡＴＧＧＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴ－３’
３.实验方法:实时荧光定量 ＰＣＲ 法:４０ 例乳腺癌

患者血浆及 ２０ 例健康者血浆提取 ＲＮＡꎬ逆转录后获
取反转录产物ꎬ应用 ＳＹＢＲ ＳＹＢＲ® Ｐｒｅｍｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ ＩＩ
(ＴｌｉＲＮａｓｅＨ Ｐｌｕｓ) ＲＴ－ＰＣＲ 检测 ｍｉＲ－１０ｂꎬ样本用 ３
次独立样本经过 ３ 次独立实验ꎬ本实验以 Ｕ６ 为内参
基因ꎬ采用 ２－△△Ｃｔ相对定量方法进行数据分析:△Ｃｔ
(实验组)＝ Ｃｔ(实验组目标基因)－Ｃｔ(实验组内参基
因)ꎻ△Ｃｔ(对照组)＝ Ｃｔ(对照组目标基因)－Ｃｔ(对照
组内参)ꎻ△△Ｃｔ ＝ △Ｃｔ(实验组) －△Ｃｔ(对照组)ꎮ
２－△△Ｃｔ具有线性关系ꎬ可用于最后数据的统计ꎬ表示
实验组与对照组成相对倍数关系ꎬ若 ２－△△Ｃｔ>１ꎬ则说
明目的基因上调ꎬ反之则下调ꎮ

４.统计方法:数据均采用 ＳＰＳＳ １７.０ 统计软件进
行分析ꎮ 两组间均数比较采用两独立样本的 ｔ 检验ꎬ
χ２ 检验分析 ｍｉＲ－１０ｂ 表达与临床病理因素的关系ꎬ
理论频数<１ 时ꎬ使用 Ｆｉｓｈ 确切概率法ꎮ 数据大小使
用均数＋标准差(ｘ±ｓ)表示ꎬＰ<０.０５ 为统计学上有差
异ꎮ

二、结果
１.ｍｉＲ－１０ｂ 在乳腺癌患者中的表达:ｍｉＲ－１０ｂ 在

乳腺癌患者及健康者中的表达量△Ｃｔ 分别为(５.３２±
１.２３)、(８.６７±０.８７)ꎬ应用 ２－△△Ｃｔ数据分析ꎬｍｉＲ－１０ｂ

在乳腺癌患者血浆中的表达量是健康者的 ５.１２ 倍ꎬ
明显增多(Ｐ<０.０００１)ꎮ 见图 １ꎮ

图 １　 两组血浆 ｍｉＲＮＡ－１０ｂ 表达的比较

　 　 ２.ｍｉＲ－１０ｂ 表达与乳腺癌临床病理参数的关系:
应用 ２－△△Ｃｔ数据分析 ｍｉＲ－１０ｂ 表达水平与乳腺癌临

床病理参数的关系ꎬ发现肿瘤越大ꎬｍｉＲ－１０ｂ 表达水

平越高ꎬＴ３－４ 是 Ｔ２－１ 组的 ３.４９ 倍(２－△△Ｃｔ ＝ ３.４９)
(Ｐ＝ ０.００９)ꎻ有淋巴结转移组是无淋巴结转移组的

５.７９ 倍(２－△△Ｃｔ ＝ ５.７９)(Ｐ＝ ０.００１)ꎻⅢ－Ⅳ期组是Ⅰ~
ＩＩ 期组 １.８９ 倍(２－△△Ｃｔ ＝ １.３９)(Ｐ ＝ ０.０４２)ꎬ显示肿瘤

分期越晚ꎬｍｉＲ－１０ｂ 表达越多ꎮ 上述结果提示 ｍｉＲ－
１０ｂ 表达量与乳腺癌组织的肿瘤大小、ＴＮＭ 分期、淋
巴结转移情况具有相关性(Ｐ<０.０５)ꎬ而与患者年龄、
ＥＲ、ＰＲ、Ｐ５３、组织学分级、Ｋｉ６７％的表达无相关性(Ｐ
>０.０５)ꎮ 见表 １ꎮ
　 　 讨论 　 ＭｉＲＮＡ 是一类内源性、非编码的小分

子 ＲＮＡꎬ自从 Ｌａｗｒｉｅ Ｃ [ １０] 首次报道了在人类外

周血标本(血清)中检测到了 ｍｉＲＮＡ 的存在ꎮ 越

来越多的科研人员投入到循环 ｍｉＲＮＡ 与肿瘤的

关系的研究之中ꎬ并且取得了非常多的成果 [ ７￣８] ꎮ
表明循环 ｍｉＲＮＡ 与肿瘤病变的发生、发展存在

密切的 联 系ꎮ ｍｉＲＮＡ 在 循 环 中 有 较 强 的 稳 定

性ꎬ经反复冻融或在强酸、强碱环境中其表达水

平基本不变 [ ５￣６] ꎬ可长期保 存ꎬ样 本 容 易 获 取ꎬ
ｍｉＲＮＡ 检 测 方 法 已 经 逐 渐 成 熟ꎬ 为 循 环 中

ｍｉＲＮＡ－１０ｂ 研究奠定了基础ꎮ
目前 ｍｉＲＮＡ 在乳腺癌中有大量研究ꎬ 多种

ｍｉＲＮＡｓ 与乳腺癌的组织病理、临床特征有特殊的关

系[９]ꎬ提示 ｍｉＲＮＡｓ 在乳腺癌形成、发展过程中起到

重要的作用ꎮ 我们研究发现ꎬ与健康对照组对比ꎬ
ｍｉＲＮＡ－１０ｂ 在乳腺癌患者血浆中的表达水平明显上

调ꎬ在我们继续评估 ４０ 例 ＨＥＲ－２ 阳性乳腺癌患者

血浆标本中 ｍｉＲ－１０ｂ 的表达与临床病理因素之间的
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关系时发现ꎬｍｉＲ－１０ｂ 的表达水平与淋巴结转移、肿
瘤大小、肿瘤分期呈正相关(Ｐ<０.０５)ꎻ淋巴结转移数

越多、肿瘤越大、分期越晚ꎬｍｉＲＮＡ－１０ｂ 表达水平越

高ꎻ另外本研究发现 ｍｉＲ－１０ｂ 的表达在淋巴结转移

的标本中上调更明显ꎻ而与年龄、ＥＲ、ＰＲ、ＫＩ６７、Ｐ５３、
组织学分级、 Ｋｉ６７ 未体现出相关性 ( Ｐ > ０. ０５)ꎮ
ｍｉＲＮＡ－１０ｂ 在乳腺癌发生、发展过程中起重要作用ꎬ
其与乳腺癌侵袭、转移密切相关ꎮ 因此ꎬ推测 ｍｉＲ－
１０ｂ 在乳腺癌中是促进性 ｍｉＲＮＡｓꎬ或许是通过调节

某些癌基因而发挥肿瘤促进性基因的作用[１１]ꎬ但其

具体作用机制有待进一步研究ꎮ
　 　 综上所述ꎬ本研究发现 ｍｉＲ－１０ｂ 在乳腺癌患者

血浆中高表达ꎬｍｉＲ－１０ｂ 表达与淋巴结转移、肿瘤大

小、临床分期正相关(Ｐ<０.０５)ꎮ 但本研究也存在一

定的缺陷ꎬ样本量有限ꎬ且本研究样本为 Ｈｅｒ－２ 阳性

术后患者ꎬ不能兼顾所有类型乳腺癌ꎬ缺乏对疾病复

发、无病生存期等预后效果的长期随访ꎬ缺乏对这期

间循环 ｍｉＲＮＡ 表达变化的研究ꎬ因此ꎬ仍需进一步研

究大样本量及不同分子分型的样本来提高准确性及

研究的可靠性ꎮ
循环 ｍｉＲＮＡ 具有较强的稳定性ꎬ及采用外周循

环血液标本进行检测时取材方便、对受检者损伤小ꎬ
容易被大众所接受ꎮ 有望循环 ｍｉＲＮＡ 可能成为下一

种用于乳腺癌诊断的标志物及术后复查检测的指

标ꎬｍｉＲ－１０ｂ 有望成为治疗的新靶点ꎬ攻破耐药机

制ꎮ
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表 １　 ｍｉＲ－１０ｂ 表达和乳腺癌临床病理参数的关系

临床特征
例数
ｎ

ｍｉＲ－１０ｂ
基因表达量(△Ｃｔ) Ｔ Ｐ 值

年龄

　 <５０ 岁 ２３ ６.７８±０.７１
　 ≥５０ 岁 １７ ６.５８±０.４７ ０.５９ ０.０６
肿瘤大小

　 Ｔ１~ Ｔ２ ２２ ６.６２±１.２３ ９.９８ ０.００９
　 Ｔ３~ Ｔ４ １８ ６.１８±０.４７
淋巴结转移

　 Ｎ０ ２２ ８.９９±０.５２
　 Ｎ１~Ｎ３ １８ ５.３０±０.２２ ２４.８９ ０.００１
ＴＮＭ 分期

　 Ⅰ~Ⅱ １２ ７.８１±０.３６
　 Ⅲ~Ⅳ １８ ６.２１±０.４０ １.６６ ０.０４２
组织学分级

　 Ⅰ~Ⅱ １０ ６.６８±０.３８
　 Ⅲ ３０ ６.５６ ±０.９２ ０.０６ ０.４１
ＥＲ
　 阳性 １９ ６.５０±０.４５
　 阴性 ２１ ６.８４±０.７４ ０.６４ ０.５３
ＰＲ
　 阳性 １２ ６.３８±１.７３
　 阴性 ２８ ６.９６±１.６０ ０.８７ ０.３９
Ｐ５３
　 阳性 ２２ ６.５７±１.２４
　 阴性 １８ ６.５４±１.２４ ０.５６ ０.６１
Ｋｉ－６７
　 <５０％ ２６ ６.６４±１.３８
　 ≥５０％ １４ ６.６４±１.５４ ０.９８ ０.３５

(收稿日期:２０１８￣０７￣２５)
(本文编辑:卜明)
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