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【论著与临床报道】

miR-146a在三阴乳腺癌中的表达及意义

翟云芝,张浩然,石默晗

(蚌埠医学院第一附属医院肿瘤内科,安徽 蚌埠 233004)

摘 要:目的 观察 miR-146a在三阴乳腺癌中的表达情况,探讨该指标和细胞增殖与 VEGF的关系,分析其临床意义。

方法 选取2015年1月—2015年11月我院收治的60例三阴乳腺癌患者作为研究对象,留取肿瘤组织作为观察组,留
取癌旁正常组织作为对照组,应用实时荧光定量PCR法检测二组组织中 miR-146a的表达,应用免疫组化方法检测观察

组中Ki67和VEGF的表达。结果 观察组中 miR-146a的表达明显低于对照组(P<0.001)。观察组中 miR-146a的

表达在肿瘤有没有产生淋巴结转移、不同TNM分期的情况中比较差异有统计学意义(P<0.001)。miR-146a的表达

与增殖指数和VEGF均呈负相关(P<0.05)。结论 三阴乳腺癌中 miR-146a低表达为导致肿瘤形成的重要分子事

件,会介入肿瘤的进展,而且其产生的作用和细胞增殖、VEGF调节存在关系。
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ExpressionandsignificanceofmiR-146aintriple-negativebreastcancer

ZhaiYunzhi,ZhangHaoran,ShiMohan

(DepartmentofOncology,theFirstAffiliatedHospitalofBengbuMedical
College,Bengbu233004,Anhui,China)

  Abstract: Objective ToobservetheexpressionofmiR-146aintriple-negativebreastcancerandtoex-
ploretherelationshipbetweenmiR-146aandcellproliferationaswellasvascularendothelialgrowthfactor
(VEGF),soastoanalyzetheclinicalsignificanceofmiR-146a. Methods Atotalof60patientswithtriple-
negativebreastcanceradmittedtoourhospitalfromJanuary2015toNovember2015wereselectedasthere-
searchsubjects.Theirtumortissueswerecollectedastheobservationgroup,andadjacentnormaltissueswere
collectedasthecontrolgroup.TheexpressionofmiR-146ainthetissuesofthesetwogroupswasdetectedby
real-timefluorescencequantitativePCR.TheexpressionsofKi67andVEGFintheobservationgroupwerede-
tectedbymeansofimmunohistochemistry. Results TheexpressionofmiR-146aintheobservationgroup
wassignificantlylowerthanthatofthecontrolgroup(P<0.001).ThedifferencesintheexpressionofmiR-
146awerestatisticallysignificantbetweenpatientswithlymphnodemetastasisandpatientswithoutlymph
nodemetastasis,andsowerethedifferencesamongpatientswithdifferentTNMstagesintheobservation
group(P<0.001).TheexpressionofmiR-146awasnegativelycorrelatedwiththeproliferationindexand
VEGF(P<0.05). Conclusion LowexpressionofmiR-146aintriple-negativebreastcancerisanimportant
moleculareventleadingtotumorformation.Itisinvolvedintumorprogress,anditseffectsarerelatedtocell
proliferationandVEGFregulation.
  Keywords: triple-negativebreastcancer;miR-146a;proliferation;vascularendothelialgrowthfactor
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  目前,乳腺癌作为对女性危害最大的恶性肿瘤问

题,严重影响了女性健康[1]。三阴性乳腺癌(triple
negativebreastcancer,TNBC)是较为特殊的乳腺癌

亚型,代表相应的雌激素(estrogenreceptor,ER)、孕
激素(progesteronereceptor,PR)与人表皮生长因子

(humanepidermalgrowthfactorreceptor,HER-2)三
类受体都表现为阴性,这一特殊亚型由于缺乏治疗靶

点,治疗手段单一,又非常容易出现复发及内脏转移,
目前5年生存率不足30%[2]。TNBC目前在治疗上

以化疗为主,缺少更多其他有效的治疗措施。因此,

TNBC在治疗方面迫切需要寻求新的治疗靶点,以提

高TNBC的治疗效果[3]。而微小RNA(miRNA)是近

年肿瘤研究的热点,其在真核细胞的基因表达、细胞分

化等方面发挥着重要的调控作用。miRNA作为转录

长度为18~22个核苷酸的非编码RNA,依靠和靶基

因3′UTR的结合,进一步实现控制 mRNA的效果,
在很多肿瘤的进展过程中都有重大的影响[4]。miR-
146a是miRNAs家族非常重要的成员,对于恶性肿瘤

的产生、进展有非常关键的调控作用,该部分的实际表

达和恶性肿瘤的进展与侵袭等存在紧密联系,相关报

道得出miR-146a在胃癌、肺癌等肿瘤的实际表达有

明显下调,miR-146a下调有助于调节癌变部分的增

殖[5]。但是通过分析与追踪学术领域的最新研究课

题,对TNBC的 miR-146a表达和临床病理间的联系,
少见有报道。通过对 miRNA基因库开展筛查,即可

发现miR-146a或许和乳腺癌存在联系,或许有调控

增殖与加速血管生成的效果。所以,对此我们运用实

时荧光定量PCR法,进一步测定 miR-146a的具体指

标,判断该指标和细胞增殖的联系,对更为深入的研究

TNBC机制与进展问题,提供更加可靠的数据与理论

支持。

1 资料与方法

1.1 临床资料 选定2015年1月—2015年11月蚌

埠医学院第一附属医院60例TNBC患者作为研究对

象。所有患者均为初治患者,且符合TNBC的诊断标

准,并经有经验的病理医生复核切片免 疫 组 化 及

FISH确诊;年龄35~67岁,中位年龄51岁,癌旁正

常的乳腺组织作为此次分析的对照组,留取术后新鲜

组织(-80℃环境存储)与石蜡包埋组织。

1.2 方法

1.2.1 miR-146a的测定方案 使用新鲜冻存标本开

展miR-146a测定,测定方法是荧光PCR,首要步骤为

获取相 应 的 总 RNA。使 用 TRIzol试 剂 盒 提 取 总

RNA,总RNA浓度通过测量来评估。使用NanoDrop
分光光度计在260nm和280nm处的吸光度。将提

取的总 RNA 按 RNA 反 转 录 试 剂 盒(Reverse-aid-

first-strang-cDNA合成试剂盒购自SynthesisTher-
moFisherScientific公司)说明反转录 RNA 为cD-
NA,合 成 的 cDNA 使 用 TB GreenTM PrimixEx
TaqTM试剂盒(TakaraBio公司)通过 PCR 仪进行

扩增检测,以U6为内参检测各组 miR-146a表达。此

次 设 计 采 用 的 miR-146a 引 物[6]:上 游:5′-
CTATCGGGAACGACCG-3′;下 游:5′-ACACATT-
GAAGGTCCCCTT-3′;同时运用 U6为内参。PCR
反应设置:95℃ 5min,对此进行1次循环的操作;

95℃25s,64℃20s,72℃20s,15个循环;93℃25s,

60℃35s,72℃20s,35个循环。60℃的时间点获取

荧光讯号,记载相应的Ct值。应用2-ΔΔCt法分析详细

表达状态。ΔΔCt=[Ct目的基因(未知)-CtGAP-
DH(未知)]-[Ct目的基因(校正样品)-CtGAPDH
(校正样品)]。

1.2.2 免疫组化方法 使用石蜡包埋组织进行免疫

组化检测。在此次方案设计中,实际运用的 Ki67与

VEGF试剂,都源自于北京金桥,方案中运用了二步

法、DAB显色的处理方案。对 Ki67的表达位置在细

胞核,表达相对明显的3个高倍(400倍)位置分析具

体的阳性率数据,采用Ki67阳性率为此次分析所运用

的增值指数。VEGF评估方案:阳性位置位于细胞质,
对此选择3个高倍(400倍)观察视角,依次开展阳性

率和着色强度的计算工作。阳性率:<25%在此次分

析中判定为1分,26%~50%在此次分析中判定为2
分,51%~75%在此次分析中判定为3分,>75%在此

次分析中判定为4分。着色强度:没有色彩归入0分,
淡黄归入到1分,棕黄归入到2分,棕褐则是归入到3
分。两个数据进行乘法计算,为此次分析的最后评分,
实际区间是0~12分。安排有丰富经验的医师,运用

盲法的方式进行诊断。

1.3 统计学方法 在统计过程中选择SAS6.12开

展计算,计量资料以(췍x±s)表示,miR-146a基因在三

阴乳腺癌组织及癌旁组织中的表达差异分析主要用配

对t检验,采用Pearson法分析 miR-146a与增殖指数

及VEGF的关系,P <0.05表示差异具有统计学意

义。

2 结果

2.1 TNBC癌组织及癌旁组织中 miR-146a的表达

 两组组织的 miR-146a表达量区别显著,存在统计

学价值(P<0.001),观察组内 miR-146a的具体表达

数据显著小于对照组(见表1、图1)。

2.2 观察组不同临床病理特征中 miR-146a的表达

 观察组中 miR-146a的表达指标分析,可发现是否

存在淋巴结转移、不同TNM分期都有显著的区别,该
区别存在统计学意义(P <0.001)。在年龄、肿瘤大
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小与分化不同方面并不存在统计学意义(P>0.05),
见表2。

表1 TNBC癌组织及癌旁组织中 miR-146a的表达

组别 n miR-146a

观察组 60 1.20±0.33
对照组 60 1.84±0.29

 注:①表内计量资料数据以(췍x±s)表示;②t=11.300,P<
0.001。

图1 两组中 miR-146a表达的柱状图

表2 不同临床病理特征中 miR-146a表达比较

组别 n miR-146a t P

年龄/岁 0.899 0.372
 <60 39 1.33±0.25
 ≥60 21 1.27±0.24
分化 -1.756 0.084
 低 23 1.25±0.19
 高~中 37 1.36±0.26
肿瘤大小/cm -1.339 0.186
 ≥2 31 1.28±0.37
 <2 29 1.39±0.26
淋巴结转移 5.079 <0.001
 无 28 1.41±0.32
 有 32 1.01±0.29
TNM分期 5.204 <0.001
 Ⅰ~Ⅱ期 35 1.45±0.28
 Ⅲ期 25 1.09±0.24

 注:表内计量资料数据以(췍x±s)表示。

2.3 观察组中 miR-146a与增殖指数的关系 使用

Pearson相关分析,发现观察组中 miR-146a的指标和

增殖指数之间表现为负相关的关系 (r=-0.909,P
<0.05)。见图2。

2.4 观察组中 miR-146a与 VEGF的关系 使用

Pearson相关分析,发现观察组中 miR-146a的指标和

VEGF之间表现为负相关的联系(r=-0.960,P <
0.05)。见图3。

图2 miR-146a与增值指数的关系散点图

图3 miR-146a与VEGF的关系散点图

3 讨论

TNBC是一类具有高度异质性的恶性肿瘤,严重

危害了女性健康。大约15%~20%的乳腺癌患者为

TNBC[7]。在过去的几十年中,随着治疗手段的增加

和治疗水平的提高,乳腺癌的治疗效果得到了显著提

升,5年生存率明显提高,总体死亡率明显下降。然

而,由于TNBC肿瘤侵袭性强,更容易发生内脏转移。
且治疗手段单一,目前TNBC的治疗仍以化疗为主,
缺乏内分泌治疗及抗 HER-2治疗靶点。3年的治疗

复发率高达40%~50%[8],预后仍然很差。TNBC目

前在治疗方面迫切需要寻找新的治疗靶点,以提高治

疗效果,改善患者的生存率。近年来微小RNA成为

恶性肿瘤的研究热点,其主要功能是在转录过程中发

挥重要作用。miRNA作为非编码单链小分子RNA,
在各类细胞中都有较多的存在。miRNA为转录后重

要的调控因子,对此可依靠目标RNA的分解,进一步

产生的控制表达的效果,也可对 miRNA翻译进行控

制,有效调控转录后的表达信息,其在实际的生长和发

育等程序中,都发挥着非常重要的调节作用[9]。miR-
146a位于5号染色体的LOC285628,成熟序列位置是

第2外显子。miR-146a水平在胃癌、膀胱癌等多种癌

症组织中存在异常表达[10-12],但目前在TNBC的表达

还未见报道。为寻找新的治疗靶点,提高治疗效果,本
研究探讨 miR-146a在 TNBC中的表达及其临床意
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义,结果显示TNBC中 miR-146a的表达明显低于对

照组,提示 miR-146a或许为TNBC肿瘤产生的关键

分子因素,或许会介入肿瘤的进展,miR-146a为重要

的抑癌基因,也有相对较强的调节功能,miR-146a在

异常增殖的场景中会有显著影响,对调控失控性增殖

也有显著的促进效果。当前,部分和临床特征、预后存

在密切联系的标志物,都获得了业界的普遍关注。

miR-146a为抑制基因的重要指标,在多个肿瘤表达中

都有所下调[13-15]。miR-146a是 miRNA家族的重要

成员,在多个实体肿瘤的表达都出现了下调,认定其或

许和肿瘤的出现与进展存在密切联系。ShomaliN
等[16]分析得出,胃癌肿瘤的 miR-146a表现为低表达

的状态,该指标可能会影响癌症迁移与侵袭,发现

miR-146a可作为治疗的抑制物,运用到相关诊疗活动

中。但是当前对TNBC组织的 miR-146a表达和病理

特征的联系少有研究。本文的结果显示观察组不同临

床病理特征中miR-146a的表达在有无淋巴结转移与

TNM多个分期的不同情况中,其表达都有显著的区

别,该区别存在统计学意义。在年龄、肿瘤大小与分化

不同的表达区别较小,并不存在统计学意义。TNBC
中miR-146a的表达与淋巴结转移存在联系,代表

miR-146a低表达或许和实际产生的侵袭、生长以及转

移等密切相关,miR-146a低表达可使 TNBC的肿瘤

组织进入到生长状态。此外,miR-146a表达也和TN-
BC不同TNM分期存在联系,因为TNM 分期可以判

断预后与生物学变化,所以 miR-146a低表达或许也

和 TNBC肿瘤预后等变化存在联系,即 TNBC 中

miR-146a低表达或许代表预后也不理想。低表达

miR-146a也代表实际疾病分期相对较高。此次分析

还可发现,TNBC肿瘤内 miR-146a的表达指标,和增

殖指数间表现为显著的负相关关系,代表 miR-146a
维持低表达的状况,或许会造成肿瘤出现异常增殖,进
一步促使肿瘤的发生与进展。miR-146a异常表达或

许介入TNBC肿瘤的失控增殖,促进了恶性肿瘤细胞

的快速生长,从而造成肿瘤体积的快速增大,使肿瘤的

侵袭性变得增强。本组研究结果还显示了TNBC肿

瘤组织中miR-146a的表达与VEGF的表达表现为负

相关联系,miR-146a低表达可能加快 VEGF的高表

达,帮助肿瘤间质的血管发育,提高肿瘤组织的营养供

给,进一步加快肿瘤的生长。
整体而言,miR-146a低表达或许为肿瘤发生发展

的关键标志,会影响肿瘤的进展与恶化,miR-146a低

表达和细胞增殖与 VEGF调控存在关系。目前由于

TNBC在治疗方面手段单一,迫切需要寻找新的治疗

靶点,肿瘤进展可能与肿瘤新生血管、信号通路等因素

有关。另外,细胞周期和免疫缺陷可能也是影响乳腺

癌发生发展的重要因素[17]。
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糊、上臂或者咽喉部疼痛、失语等症状必须马上停止运

动。若开始运动前血压监测>23.94/15.96kPa,或者

血糖>14mmol/L,请不要开始运动,并且建议到医院

进一步检查评估后按照高血压和糖尿病的运动处方进

行运动。
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