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乳腺肿瘤患者血清miRNA-222、miRNA-21检测的临床意义

章健1,郑瑞1,胡蝶1,张艳珍1,浦春1,崔凡2

(1.皖南医学院第一附属医院检验科,安徽 芜湖 241002;

2.安徽省芜湖市第一人民医院检验科,安徽 芜湖 241002)

摘 要:目的 探讨血清miRNA-222、miRNA-21水平对于乳腺肿瘤患者的临床意义。方法 选择经病理确诊并分类的

35例乳腺癌患者和32例乳腺良性肿瘤患者;同时选35例女性健康体检者作为对照。采用RT-PCR的方法测定所有受

试者的血清 miRNA-222、miRNA-21的相对表达水平,分析血清 miRNA-222、miRNA-21在乳腺肿瘤疾病上的临床意

义。结果 乳腺癌组与乳腺良性肿瘤组血清 miRNA-222水平无差异(P>0.05),但两者均高于对照组(P<0.05);乳
腺癌组血清 miRNA-21水平与对照组比较差异有统计学意义(P<0.05),乳腺癌组 miRNA-21表达水平高于乳腺良性

肿瘤组(P<0.05),但乳腺良性肿瘤组和对照组之间无差异(P>0.05)。血清 miRNA-21区分乳腺肿瘤良恶性的曲线

下面积为0.693,P 值为0.020,最大约登指数为0.295,诊断临界值为0.693,灵敏度为85.71%,特异度为43.75%;

miRNA-222的曲线下面积为0.465,<0.5,且P>0.05,说明 miRNA-222对于诊断乳腺恶性病变不具有统计学意义。

有淋巴结转移乳腺癌患者的 miRNA-222、miRNA-21表达水平高于无淋巴结转移乳腺癌患者,差异有统计学意义(P<
0.05)。按照年龄、肿瘤直径、ER、PR、HER-2分组比较乳腺癌患者的 miRNA-222、miRNA-21表达水平,差异无统计学

意义(P>0.05)。结论 血清 miRNA-222、miRNA-21水平检测对乳腺肿瘤的诊断有一定的临床指导意义。
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ClinicalsignificanceofthedetectionofserummiRNA-222and
miRNA-21inpatientswithbreasttumor

ZhangJian1,ZhengRui1,HuDie1,ZhangYanzhen1,PuChun1,CuiFan2

(1.DepartmentofClinicalLaboratory,theFirstAffiliatedHospitalofWannanMedical
College,Wuhu241002,Anhui,China;2.DepartmentofClinicalLaboratory,

WuhuFirstPeople’sHospital,Wuhu241002,Anhui,China)

  Abstract: Objective Toinvestigatetheclinicalsignificanceofserum miRNA-222andmiRNA-21levels
inpatientswithbreasttumor. Methods Thirty-fivepatientswithbreastcancerand32patientswithbenign
breasttumorsdiagnosedandclassifiedbypathologywereselected.Atthesametime,35casesofhealthy
womenwereselectedascontrols.TherelativeexpressionsofmiRNA-222andmiRNA-21inserumofallcases
weredetectedbyRT-PCR,andtheclinicalsignificanceofmiRNA-222andmiRNA-21inbreasttumordisease
wasanalyzed. Results TherewasnodifferenceinserummiRNA-222levelbetweenthebreastcancergroup
andthebenignbreasttumorgroup(P>0.05),butsuchindexofbothgroupswashigherthanthatofthecon-
trolgroup(P<0.05).Therewasdifferenceinserum miRNA-21levelbetweenthebreastcancergroupand
thecontrolgroup(P<0.05).TheexpressionofmiRNA-21inthebreastcancergroupwashigherthanthatin
thebenignbreasttumorgroup(P<0.05),buttherewasnodifferenceinthisindexbetweenthebenignbreast

—19—

第43卷 第1期          右江民族医学院学报           Vol.43No.1
2021年2月    JournalofYoujiangMedicalUniversityforNationalities    Feb.2021

基金项目:安徽省教育厅自然科学研究重点项目(kj2016A722)

  第一作者简介:章健(1993-),男,硕士,研究方向:肿瘤实验室诊断,E-mail:1909229080@qq.com
  通讯作者简介:浦春(1963-),男,硕士,教授,硕士研究生导师,研究方向:肿瘤实验室诊断,E-mail:philipcpu@163.com



cancergroupandthecontrolgroup(P>0.05).TheareaunderthecurveofserummiRNA-21todifferentiate
benignandmalignantbreasttumorswas0.693,Pvaluewas0.020,themaximumYoudenindexwas0.295,
thediagnosticthresholdwas0.693,thesensitivitywas85.71%,andthespecificitywas43.75%.Theareaun-
derthecurveofmiRNA-222was0.465,<0.5,withP>0.05,indicatingthatmiRNA-222hadnostatistical
significanceinthediagnosisofmalignantbreastlesions.Thebreastcancerpatientswithlymphnodemetastasis
hadhigherexpressionsofmiRNA-222andmiRNA-21thanthosewithoutlymphnodemetastasis,andthe
differenceswerestatisticallysignificant(P<0.05).WecomparedtheexpressionsofmiRNA-222andmiRNA-
21inbreastcancerpatientsaccordingtoage,tumordiameter,ER,PRandHER-2andfoundnosignificant
differences(P>0.05). Conclusion Thedetectionofserum miRNA-222andmiRNA-21levelshascertain
guidingsignificanceforclinicaldiagnosisofbreasttumors.
  Keywords: breastcancer;miRNA-222;miRNA-21

  在女性恶性肿瘤中,乳腺癌的发病率和病死率分

别居第1、2位[1]。近年来我国女性乳腺癌发病率呈现

出不断上升的趋势,乳腺癌易发生淋巴结转移,远处转

移会严重降低乳腺癌患者的生活质量,是乳腺癌患者

病死的主要原因[2-4]。乳腺癌如在原位阶段就被发现

并予以切除,则预后较佳,可完全治愈,而转移性乳腺

癌通常治疗效果不佳,预后差[5]。因此,对乳腺癌应该

早发现、早诊断、早治疗。目前,在临床上乳腺钼靶摄

影成像对乳腺癌的早期发现、早期诊断仍具有重要价

值[6]。乳腺钼靶摄影成像等影像学检查方法虽应用广

泛,但其需要依靠特定的直接或间接征象方能对乳腺

癌作出诊断。
微小RNA(miRNA),一种长度大约为19-25nt非

编码RNA,可调控转录后的基因的表达。研究发现,

miRNA在肿瘤的发生和发展中,可起着抑癌基因或

癌基因的作用[7-8]。近来越来越多的研究[9-11]也发现

异常的miRNA表达可以启动肿瘤的细胞增殖、侵袭、
迁移、转移扩散等发生发展过程。因此,miRNA被认

为是一种有前途的生物标志物,用于癌症发生发展的

各个阶段的监测。

miRNA可稳定存在于血清、血浆中,能够抵抗核

糖核酸酶和pH值波动并且有较长的储存期和多个冷

冻、解冻周期[12]。本研究主要通过检测乳腺癌患者、
乳腺良性肿瘤患者以及健康体检者血清 miRNA-222、

miRNA-21水平,探讨其在乳腺肿瘤尤其是乳腺癌诊

疗中的临床意义。

1 对象与方法

1.1 研究对象 选取2018年7月—2019年12月就

诊于皖南医学院第一附属医院的35例首诊乳腺癌患

者(按照国际抗癌协会分类标准:Ⅰ级2例,Ⅱ级30
例,Ⅲ级3例;Ⅰ期5例,Ⅱ期28例,Ⅲ期2例;N022
例,N113例)和32例乳腺良性肿瘤患者(纤维腺瘤20
例,乳头状瘤8例,良性叶状瘤4例)。所有患者在采

集标本前均未受到放疗、化疗等干预。同时,选取了本

院体检中心的35名健康体检者作为对照组。所有受

试者均为女性,年龄35~70岁,平均(54.00±2.20)
岁。各位受试者均提供了书面同意,且研究方案已获

皖南医学院机构伦理审查委员会批准。乳腺肿瘤患者

的诊断及分期均经本院病理学确诊,并进行了雌激素

受体(estrogenreceptor,ER)、孕激素受体(progester-
onereceptor,PR)、人类表皮生长因子受体2(human
epidermalgrowthfactorreceptor-2,HER-2)等免疫组

化检测。排除标准:①合并有肝肾功能不全者;②合并

有其他肿瘤患者;③合并有造血系统异常及重症感染

者;④依从性差或者有精神疾病患者。

1.2 实验的主要仪器与试剂 台式高速冷冻离心机

和RNA浓度检测仪均为赛默飞世尔科技公司产品;
逆转录仪采用的是美国 LabnetPCR 仪;荧光定量

PCR仪为ABI7500系统 (LifeTechnology,美国)。
血 清/血 浆 miRNA 提 取 分 离 试 剂 盒 (版 本 号:

DP171207,目录号:DP503)、miRNAcDNA合成试剂

盒(版本号:KR171206,目录号:KR211)及 miRNA荧

光定 量 PCR 试 剂 盒(版 本 号:FP180328,目 录 号:

FP411)均购自天根生化科技(北京)有限公司;miR-
NA-222和miRNA-21以及内参 U6的引物均由广州

锐博生物科技有限公司合成。

1.3 实验方法

1.3.1 血清miRNA的提取和分离 miRNA的分子

量小,是一种非编码RNA;加入氯仿使血清中的蛋白

质变性,高速离心使水相和有机相快速分离,RNA进

入水相进而与蛋白质分离;无水乙醇可将RNA沉淀

到吸附柱内,再经过多次特殊的漂洗、离心过程,杂质

可被充分去除,最后用双蒸水将纯净的RNA从吸附

柱中洗脱。

1.3.2 miRNA的逆转录或cDNA的合成 根据试

剂盒说明书严格配制miRNA的逆转录反应体系并设

置逆转录仪的运行程序,然后进行逆转录。

1.3.3 RT-PCR检测目的基因的相对表达水平 
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miRNA-222上游引物是5′-GTTCGTGGGAGCTA-
CATCTGGC-3′,下游引物是5′-GCAGGGTCCGAG
GTATTC-3′;miRNA-21上游引物是5′-TGCGCTAG
CTTATCAGACTGAT-3′,下游引物是5′-CCAGTG-
CAGGGTCCGAGGTATT-3′;内参 U6上游引物是

5′-CTCGCTTCGGCAGCACA-3′,下 游 引 物 是 5′-
AACGCTTCACGAATTTGCGT-3′。将混匀的目的

基因反应液和内参反应液各加入到3个PCR板孔中,
按试剂盒说明书上的PCR反应程序进行扩增。反应

完毕后拷贝PCR仪的检测结果,即目的基因 miRNA-
222、miRNA-21及内参基因 U6的Ct值,在软件Ex-
cel中运用 2̂ (-ΔΔCT)法计算两种 miRNA的相对表达

量。

1.4 观察指标 ER、HER-2、PR阳性阴性判定标准

是采用免疫组织化学法(IHC)检测乳腺癌病灶组织中

三种受体阴阳性,ER、PR以细胞核可见棕黄色颗粒为

阳性染色,将>1%阳性细胞数判定为阳性表达;

HER-2以细胞膜可见棕黄色颗粒为阳性染色,将>
10%阳性细胞数判定为阳性表达。而淋巴结转移判定

标准则依据手术后,对腋窝的淋巴结进行病理学检查,
若确诊为乳腺癌或乳腺恶性肿瘤则为淋巴结转移。

1.5 统计学方法 运用SPSS20.0统计学软件进行

统计处理。三组血清 miRNA-222、miRNA-21表达水

平的比较是计量资料,数据不符合正态分布,以 M
(P25~P75)表示,采用非参数K个独立样本Kruskal-
WakkisH 检验,两两比较采用 Mann-WhitneyU 检

验。将乳腺癌组和乳腺良性肿瘤组的血清 miRNA-
222、miRNA-21水平做ROC曲线分析。乳腺癌患者

血清miRNA-222、miRNA-21在不同临床参数及免疫

组化指标中表达的比较,数据不符合正态分布,以

M(P25~P75)表示,采用2个独立样本非参数检验。
以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 三组血清 miRNA-222、miRNA-21相对表达量

的比较 三组血清 miRNA-222、miRNA-21相对表达

量比较总体上差异有统计学意义(P <0.05)。与对

照组比较,乳腺癌组、乳腺良性肿瘤组的 miRNA-222
相对表达量升高,差异有统计学意义(P <0.05),但
是乳腺癌组的 miRNA-222相对表达量和乳腺良性肿

瘤组比较差异无统计学意义(P >0.05)。与对照组

比较,乳腺癌组的 miRNA-21相对表达量升高,差异

有统计学意义(P<0.05),乳腺癌组 miRNA-21表达

量高于乳腺良性肿瘤组,差异有统计学意义(P <
0.05),对照组的 miRNA-21与乳腺良性肿瘤组比较

差异无统计学意义(P>0.05),见表1。

表1 三组血清中的 miRNA-222、miRNA-21
相对表达量的比较

组别 n miRNA-222 miRNA-21

对照组 35 0.61(0.29~1.43) 0.58(0.23~1.53)
乳腺癌组 35 1.71(0.70~3.68)a 1.51(0.83~3.59)a

乳腺良性肿瘤组 32 2.29(0.91~3.84)b 1.18(0.37~1.95)c

χ2 19.565 12.994
P <0.001 0.002

 注:①表内计量资料数据以 M(P25~P75)表示;②与对照组

比较,a:P <0.05,b:P <0.001;与乳腺癌组比较,c:P <
0.05。

2.2 血清 miRNA-222、miRNA-21检测对乳腺癌诊

断的作用分析 将乳腺癌组和乳腺良性肿瘤组的血清

miRNA-222、miRNA-21水平作ROC曲线分析,miR-
NA-21的曲线下面积为0.665>0.5,而且P<0.05,
说明miRNA-21对于诊断乳腺恶性病变具有显著的

意义,最大约登指数为0.295,当临界值为0.693,敏感

度为85.71%,特异度为43.75%。miRNA-222的曲

线下面积为0.465<0.5,且P >0.05,说明 miRNA-
222对于诊断乳腺恶性病变不具有统计学意义。见图

1、表2。

图1 血清 miRNA-222、miRNA-21诊断乳腺癌的ROC曲线

表2 血清 miRNA-222、miRNA-21诊断

乳腺癌的ROC曲线下面积

检验结

果变量
面积 标准误a

渐进显

著性b

渐进95%置信区间

下限 上限

miRNA-21 0.665 0.066 0.020 0.535 0.795
miRNA-222 0.465 0.071 0.624 0.326 0.604

 注:a代表在非参数假定下;b代表零假设:实面积=0.5。

2.3 乳腺癌患者血清 miRNA-222、miRNA-21在不

同临床参数及免疫组化指标中的表达对比 有淋巴结

转移的乳腺癌患者的 miRNA-222、miRNA-21表达水
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平高于无淋巴结转移乳腺癌患者,差异有统计学意义

(P<0.05)。按照年龄、肿瘤直径、ER、PR、HER-2

分组比较乳腺癌患者的 miRNA-222、miRNA-21表达

水平,差异无统计学意义(P>0.05)。见表3。

表3 乳腺癌患者血清 miRNA-222、miRNA-21在不同临床参数及免疫组化指标中的表达对比

项目 n miRNA-222 t P miRNA-21 t P

年龄/岁 -0.567 0.571 -0.933 0.351
 ≤50 15 2.68(0.77~3.88) 1.93(0.89~4.10)

 >50 20 1.52(0.61~3.65) 1.29(0.72~3.42)
肿瘤直径/cm -1.093 0.275 -1.258 0.208
 <2 19 1.63(0.57~3.56) 1.50(0.71~2.52)

 ≥2 16 3.23(1.02~4.31) 1.97(1.01~4.30)
淋巴结转移

 无(N0) 22 1.27(0.51~3.50) -2.185 0.029 1.24(0.68~2.48) -2.117 0.034
 有(N1) 13 3.42(1.83~4.83) 2.52(1.12~5.12)

ER -1.182 0.237 -0.869 0.385
 - 12 3.00(1.41~4.73) 1.98(0.93~4.13)

 + 23 1.21(0.61~3.65 1.50(0.76~3.59)

PR -0.444 0.657 -0.367 0.707
 - 13 2.91(0.80~4.19) 2.09(0.78~4.32)

 + 22 1.69(0.67~3.73) 1.45(0.86~2.87)

HER-2 -1.668 0.095 -1.251 0.211
 - 12 3.53(1.26~4.73) 2.46(0.90~4.80)

 + 23 1.33(0.59~3.48) 1.39(0.73~2.64)

 注:表内计量资料数据以 M(P25~P75)表示。

3 讨论

EsplugasR等[13]研究发现miRNA-222在乳腺癌

患者放疗前的外周血中是过表达的。ChanM 等[14]研

究发现在乳腺癌患者肿瘤组织中有20种 miRNAs的

表达相对于正常组织是失调的,然而仅有 miRNA-21
等7种 miRNAs的水平在患者肿瘤组织和血清中都

是升高的,这表明 miRNAs可能被选择性地释放到血

清中。本文研究结果提示乳腺癌患者的血清 miRNA-
222、miRNA-21相对于正常人是过表达的。本研究结

果还显示乳腺良恶性肿瘤患者组血清 miRNA-222相

对于对照组均是过表达的,但乳腺良、恶性肿瘤患者组

之间的差异不显著;血清 miRNA-21仅在乳腺癌患者

组是过表达的,其水平在乳腺良性肿瘤患者组与对照

组之间无明显差异。
为了评估血清 miRNA-222、miRNA-21检测在乳

腺癌诊断方面的效能,我们将乳腺癌组和乳腺良性肿

瘤组的血清 miRNA-222、miRNA-21水平作 ROC曲

线分析,结果提示血清 miRNA-21作为诊断乳腺癌的

指标,其ROC曲线下面积为0.665,P 值为0.020,且
当血清 miRNA-21的临界值为0.693时,其敏感度和

特异性分别为85.71%、43.75%,这说明血清miRNA-
21可以作为乳腺癌监测的一个辅助诊断指标,具有一

定的参考价值;而血清 miRNA-222的ROC曲线下面

积仅为0.465,P 值>0.05,说明对早期乳腺癌的监测

缺乏价值。
近来研究表明[15-19]:miRNA-222、miRNA-21可以

促进乳腺肿瘤的生长并抑制细胞凋亡,还可以调控乳

腺癌细胞的运动进而促进其迁移和侵袭。本研究按照

有无淋巴结转移将乳腺癌患者的血清 miRNA水平分

为转移组和未转移组,经过统计分析得出:乳腺癌患者

的淋巴结转移会影响其血清 miRNA-222及 miRNA-
21的相对表达水平。这提示 miRNA-222及 miRNA-
21可能参与介导乳腺癌细胞的淋巴结转移过程。

本研究结果揭示:miRNA-222、miRNA-21在乳腺

癌患者的血清中是过表达的,均明显高于正常人;血清

miRNA-21具有较好的特异性,有望成为乳腺癌诊断

的生物学标记物,而且乳腺癌患者血清miRNA-222及

miRNA-21水平可能与淋巴结转移有关。所有相关研

究结果表明 miRNA 可作为一种新型的生物学标记

物,在针对肿瘤的增殖、侵袭、转移、耐药、复发等现象

发生的研究中具有一定的应用价值和广泛的应用前

景。
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