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lncRNAAFAP1-AS1与 METTL14对

三阴性乳腺癌患者预后的影响

陈春春,唐经纬,孙岩峰,张浩,乔梦祥,郭伟

(蚌埠医科大学第一附属医院肿瘤外科,安徽 蚌埠 230032)

摘 要:目的 探究三阴性乳腺癌(TNBC)患者甲基转移酶样14(METTL14)、长链非编码(lncRNA)肌动蛋白丝相关蛋

白1-反义RNA1(AFAP1-AS1)表达水平与预后的关系。方法 对2020年3月至2023年3月蚌埠医科大学第一附属医

院肿瘤外科收治的60例TNBC患者进行分析,采用实时荧光定量聚合酶链反应(RT-qPCR)检测乳腺癌组织及其癌旁

组织中的lncRNAAFAP1-AS1mRNA、METTL14mRNA表达情况。采用多因素COX回归分析影响TNBC患者预

后的相关因素。绘制Kaplan-Meier曲线分析lncRNAAFAP1-AS1mRNA、METTL14mRNA表达与TNBC患者1年

生存率的关系。结果 较癌旁组织,乳腺癌组织中的lncRNAAFAP1-AS1mRNA表达量更高,而 METTL14mRNA
表达量则更低(P<0.001);多因素COX回归分析显示,肿瘤直径>5cm、TNM 分期Ⅲ期、lncRNAAFAP1-AS1mR-
NA高表达、METTL14mRNA低表达均是TNBC患者1年内死亡的独立危险因素(P<0.05);Kaplan-Meier曲线结果

显示,lncRNAAFAP1-AS1mRNA高表达患者1年生存率为58.06%(18/31),低于lncRNAAFAP1-AS1mRNA低

表达患者的89.66%(26/29)(P<0.05);METTL14mRNA低表达患者1年生存率为45.45%(10/22),低于 MET-
TL14mRNA高表达患者的89.47%(34/38)(P<0.05)。结论 在TNBC患者癌组织中,lncRNAAFAP1-AS1mR-
NA表达显著升高,而 METTL14mRNA则明显下降,且二者异常表达与更短的生存期及更高死亡风险相关,均有望成

为TNBC患者预后评估的潜在生物学指标。
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ImpactoflncRNAAFAP1-AS1andMETTL14onprognosis
ofpatientswithtriple-negativebreastcancer

CHENChunchun,TANGJingwei,SUNYanfeng,ZHANGHao,QIAOMengxiang,GUOWei

(DepartmentofSurgicalOncology,TheFirstAffiliatedHospitalof
BengbuMedicalUniversity,Bengbu230032,Anhui,China)

  Abstract: Objective Toexploretherelationshipbetweentheexpressionlevelsofmethyltransferase-like
14(METTL14)andlongnon-codingRNA (lncRNA)actinfilamentassociatedprotein1-antisenseRNA1
(AFAP1-AS1)andprognosisinpatientswithtriple-negativebreastcancer(TNBC). Methods Atotalof60
TNBCpatientsadmittedtotheDepartmentofSurgicalOncology,theFirstAffiliatedHospitalofBengbuMedi-
calUniversityfromMarch2020toMarch2023wereanalyzed.Real-timefluorescencequantitativepolymerase
chainreaction(RT-qPCR)wasusedtodetecttheexpressionoflncRNAAFAP1-AS1mRNAandMETTL14
mRNAinbreastcancertissuesandadjacentnon-tumortissues.MultivariateCOXregressionwasusedtoana-
lyzetherelatedfactorsaffectingtheprognosisofTNBCpatients.Kaplan-Meiercurvewasplottedtoanalyze
therelationshipbetweentheexpressionoflncRNAAFAP1-AS1mRNAandMETTL14mRNAandthe1-year
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survivalrateofTNBCpatients. Results Comparedwithadjacentnon-tumortissues,breastcancertissues
exhibitedhigherexpressionlevelsoflncRNAAFAP1-AS1mRNAandlowerexpressionlevelsofMETTL14
mRNA(P<0.001).MultivariateCOXregressionanalysisindicatedthattumordiameter>5cm,TNMstage
Ⅲ,highexpressionoflncRNAAFAP1-AS1mRNA,andlowexpressionofMETTL14mRNAwereallinde-
pendentriskfactorsfordeathwithin1yearinTNBCpatients(P<0.05).Kaplan-Meiercurveresultsshowed
thatthe1-yearsurvivalrateofpatientswithhighexpressionoflncRNAAFAP1-AS1mRNAwas58.06%
(18/31),whichwaslowerthanthatofpatientswithlowexpressionoflncRNAAFAP1-AS1mRNA89.66%
(26/29)(P <0.05).The1-yearsurvivalrateofpatientswithlowexpressionofMETTL14mRNA was
45.45% (10/22),whichwaslowerthanthatofpatientswithhighexpressionofMETTL14mRNA89.47%
(34/38)(P <0.05). Conclusion InthecancertissuesofTNBCpatients,theexpressionoflncRNA
AFAP1-AS1mRNAissignificantlyincreased,whiletheexpressionofMETTL14mRNAissignificantlyde-
creased.Theabnormalexpressionofbothisassociatedwithashortersurvivaltimeandahigherriskofdeath,
andbothareexpectedtobecomepotentialbiologicalindicatorsfortheprognosisevaluationofTNBCpatients.
  Keywords: triple-negativebreastcancer;prognosis;methyltransferase-like14;actinfilament-associated

protein1-antisenseRNA1

  三阴性乳腺癌(triplenegativebreastcancer,TN-
BC)是临床较为特殊的一类乳腺癌病理类型,患者病

理检查结果通常显示为,雌激素受体、孕激素受体以及

人表皮生长因子受体-2均呈阴性[1]。乳房内肿块、恶
性钙化、乳头回缩是TNBC患者典型症状表现,且随

病灶增大和转移,还会出现骨痛、病理性骨折、头痛、肝
区不适等伴随症状,严重影响患者生命健康。此外,较
其他病理类型而言,TNBC通常更具侵袭性,且患者生

存率更差。因此,探寻有关TNBC预后更为可靠和精

准的靶点,对于提高 TNBC患者的生存率改善至关重

要[2]。长链非编码(longnon-codingRNA,lncRNA)
肌动蛋白丝相关蛋白1-反义 RNA1(Actinfilament-
associatedprotein1antisenseRNA1,AFAP1-AS1)
位于蛋白质编码基因 AFAP1的反义链上,最早于食

管腺癌和正常组织的测序中发现[3]。近来研究表明

AFAP1-AS1在胃癌、乳腺癌等多种恶性肿瘤疾病的

癌组织和细胞中均表达上调;并认为与肿瘤细胞迁移

和侵袭行为密切相关[4]。甲基转移酶样14(methyl-
transferaselike14,METTL14)是 N6-甲基腺苷(N6-
methyladenosine,m6A)修饰过程中的重要调控因子。
有研究发现,METTL14在肿瘤恶性程度更高的乳腺

癌患者中表达下调,并在 TNBC病理分型中表达最

低;METTL14可能参与并调控 TNBC的发生及进

展[5]。基于此,本研究分析 TNBC患者 METTL14
mRNA、lncRNAAFAP1-AS1mRNA表达水平与预

后的关系,以期为临床TNBC诊治及患者预后改善提

供参考。

1 资料与方法

1.1 一般资料 纳入2020年3月至2023年3月本

院收治的60例TNBC患者进行分析。纳入标准:①
年龄18岁及以上;②经组织病理学检测确诊为TN-

BC[6];③临床及随访资料完整,诊疗数据详实、可靠;

④此前未接受过内分泌治疗、放化疗等抗肿瘤相关治

疗;⑤依从性良好;⑥自愿参与本研究。排除标准:①
无认知障碍或精神类疾病史;②合并血液或免疫系统

疾病;③合并其他恶性肿瘤疾病者;④Luminal型或

Her-2型等其他类型乳腺癌患者。本研究经院伦理委

员会批准进行(编号:2023第488号)。

1.2 METTL14mRNA、lncRNAAFAP1-AS1mR-
NA表达检测方法 采用实时荧光定量聚合酶链反应

(RT-qPCR)技术检测乳腺癌及其癌旁正常组织中

METTL14mRNA、lncRNAAFAP1-AS1mRNA的

表达情况。①标本采集:收集TNBC患者经手术切除

的乳腺癌组织及其对应的癌旁正常组织(距离肿瘤组

织边缘≥5cm,术后病理证实无癌细胞),经液氮速冻

后对应标记,并转移至-80℃冰箱储存备检。②检测

步骤:以 Trizol法(上海源叶生物科技有限公司;货
号:R30506)提取乳腺癌组织及其对应的癌旁组织中

的总RNA,并逆转录生成cDNA(日本TaKaRa公司;
货号:RR036A);收集cDNA用于RT-qPCR检测反应

条件:95℃ 预变性5min,94℃ 变性34s,62℃ 退火

30s,75℃ 延伸32s,总计循环次数40次。每个样品

设置3个重复孔,并进行3次实验。以GAPDH为内

参,每份样本取3次检测中间值,以2-ΔΔCt法计算相对

表达 量。③ METTL14 引 物 序 列 (5′-3′),F 端:

GAGTGTGTTTACGAAAATGGGGT;R端:CCGT
CTGTGCTACGCTTCA。lncRNA AFAP1-AS1 引

物序列(5′-3′),F端:AATGGTGGTAGGAGGGAG-
GA;R端:CACACAGGGGAATGAAGAGG。GAP-
DH 引物序列(5′-3′),F端:GAGTGTGTTTACGAA
AATGGGGT;R端:CCGTCTGTGCTACGCTTCA。
引物合成以及DNA测序服务均由南京金斯瑞生物科
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技有限公司提供。

1.3 预后和资料收集 所有患者出院后均定期接受

门诊复查或电话随访,时间截止至2024年10月或患

者期间出现死亡。依据随访期间是否发生癌因死亡,
将患者分为生存组(n=44)与死亡组(n=16)。收集

可能影响 TNBC患者生存预后的相关资料,包括年

龄、淋巴结转移、肿瘤直径、TNM 分期以及 MET-
TL14mRNA、lncRNAAFAP1-AS1mRNA表达情

况。

1.4 统计学方法 数据应用SPSS22.0处理分析。

METTL14mRNA、lncRNAAFAP1-AS1mRNA等

符合正态分布的计量资料均以(췍x±s)表示,组间比较

采用配对t检验;淋巴结转移、TNM 分期等计数资料

均以[n(%)]描述,行χ2 检验;采用COX回归分析影

响TNBC患者预后的相关因素;绘制Kaplan-Meier曲

线 分 析 METTL14 mRNA、lncRNA AFAP1-AS1
mRNA表达与TNBC患者1年生存率的关系。P <
0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 TNBC患者乳腺癌组织及其癌旁组织中的ln-
cRNAAFAP1-AS1mRNA、METTL14mRNA表达

情况 与癌旁组织比较,乳腺癌组织中的lncRNA
AFAP1-AS1mRNA表达量更高,而METTL14mR-
NA表达量则更低(P<0.001)。见表1。

表1 TNBC患者乳腺癌组织及其癌旁

组织中的lncRNAAFAP1-AS1mRNA、

METTL14mRNA表达情况 (n=60)

组织
lncRNAAFAP1-

AS1mRNA
METTL14
mRNA

乳腺癌组织 1.58±0.10 0.52±0.05
癌旁组织 1.01±0.04 1.03±0.07
t 40.472 -48.364
P <0.001 <0.001

 注:表内计量资料数据以(췍x±s)表示。

2.2 影响 TNBC患者预后的单因素分析 随访期

间,60例 TNBC患者的1年生存率为73.33%(44/

60)。以 表 1 中 TNBC 患 者 乳 腺 癌 组 织lncRNA
AFAP1-AS1mRNA、METTL14mRNA相对表达量

的均值1.58及0.52为临界值,分别分为高表达组和

低表达组;单因素分析结果显示,生存组和死亡组在肿

瘤直径、TNM分期、METTL14mRNA以及lncRNA
AFAP1-AS1mRNA表达方面比较,差异有统计学意

义(P<0.05)。见表2。

表2 TNBC患者预后不良的单因素分析

因素 n
生存组

(n=44)

死亡组

(n=16) χ2 P

年龄/岁

 <60 34 24(54.55) 10(62.50) 0.302 0.582
 ≥60 26 20(45.45) 6(37.50)
肿瘤直径/cm
 ≤5 36 32(72.73) 4(25.00) 11.136 0.001
 >5 24 12(27.27) 12(75.00)

TNM分期

 Ⅰ~Ⅱ期 35 30(68.18) 5(31.25) 6.584 0.010
 Ⅲ期 25 14(31.82) 11(68.75)
淋巴结转移

 有 24 16(36.36) 8(50.00) 0.909 0.340
 无 36 28(63.64) 8(50.00)

METTL14mRNA
 低表达组 22 10(22.73) 12(75.00) 13.806 <0.001
 高表达组 38 34(77.27) 4(25.00)

lncRNAAFAP1-AS1mRNA
 低表达组 29 26(59.09) 3(18.75) 7.646 0.006
 高表达组 31 18(40.91) 13(81.25)

 注:表内计数资料数据用[n(%)]表示。

2.3 影响TNBC患者预后的多因素COX回归分析

 以TNBC患者随访期间内是否死亡为因变量,行多

因素COX回归分析。结果显示,肿瘤直径>5cm、

TNM分期Ⅲ期、lncRNAAFAP1-AS1mRNA高表

达、METTL14mRNA低表达均是TNBC患者1年内

死亡的独立危险因素(P<0.05)。见表3。

表3 影响TNBC患者预后的多因素COX回归分析

因素 变量赋值 b SE Waldχ2 HR 95%CI P

临床分期 Ⅰ~Ⅱ期=0,Ⅲ期=1 1.333 0.587 5.162 3.793 1.201~11.977 0.023
肿瘤直径 ≤5cm=0,>5cm=1 1.633 0.594 7.563 5.118 1.599~16.386 0.006
METTL14mRNA 高表达=0,低表达=1 1.399 0.589 5.640 4.051 1.277~12.853 0.018
lncRNAAFAP1-AS1mRNA 低表达=0,高表达=1 1.300 0.650 3.997 3.670 1.026~13.126 0.046

2.4 lncRNAAFAP1-AS1mRNA、METTL14mR-
NA表达与TNBC患者1年生存率的关系 Kaplan-
Meier曲线结果显示,lncRNAAFAP1-AS1mRNA
高表达患者1年生存率为58.06%(18/31),低于ln-

cRNAAFAP1-AS1mRNA 低表达患者的89.66%
(26/29),Log-rank检验,χ2=6.818,P<0.05;MET-
TL14mRNA低表达患者1年生存率为45.45%(10/

22),低于 METTL14mRNA高表达患者的89.47%
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(34/38),Log-rank检验,χ2=15.248,P <0.05。见

图1~图2。

图1 TNBC患者lncRNAAFAP1-AS1mRNA
高表达/低表达Kaplan-Meier曲线分析

图2 TNBC患者 METTL14mRNA高表达/

低表达Kaplan-Meier曲线分析

3 讨论

尽管乳腺癌疾病的筛查和治疗取得了进展,但其

目前仍然是全球女性癌症死亡的主要原因[7]。尤其是

病理分型为TNBC的患者,因具备特殊的生物学行为

和病理特征,而对临床常用的治疗手段不太敏感,故在

临床上预后更差,死亡风险也更高。因此,迫切需要更

好地了解 TNBC的分子基础并探寻和鉴定更多有效

生物学指标,以制定针对TNBC诊治的有效策略。
本研究结果显示,TNBC患者乳腺癌组织中的ln-

cRNAAFAP1-AS1mRNA表达量较癌旁组织更高,
而METTL14mRNA表达量较癌旁组织则更低,提示

lncRNAAFAP1-AS1mRNA及 METTL14mRNA
的异常表达可能与 TNBC的发生及进展密切相关。

lncRNA是一类长度约在200个核苷酸以上的非编码

RNA,尽管lncRNA几乎不参与蛋白的编码过程,但
它们可通过RNA干扰、基因沉默以及DNA去甲基化

等机制参与染色质修饰、转录、翻译以及蛋白质活性等

多种分子生物学过程,进而调控基因的表达[8]。近来

研究表明[9],LncRNA在多种恶性肿瘤疾病的诊治中

表现出较高潜在价值。其中,AFAP1-AS1作为一种

由AFAP1基因反义链编码的lncRNA,被认为与肿瘤

细胞的增殖、凋亡、侵袭等恶性生物学行为密切相关;
且AFAP1-AS1还被发现在包含乳腺癌、宫颈癌等多

种人类癌症细胞中,表达显著上调[10]。研究显示[11],
在 TNBC中,AFAP1-AS1过表达可通过靶向抑制

miR-145表达,上调 MTH1蛋白表达,进而促进乳腺

癌细胞的增殖和侵袭;而 MTH1作为一种核苷酸焦磷

酸酶,其在肿瘤细胞中的高水平表达被证实可减少活

性氧诱导的细胞损伤,并促进肿瘤细胞逃避细胞凋亡。
此外,AFAP1-AS1还被证明可与 miR-2110竞争性结

合,以降低后者对转录因子特异性蛋白1(Specificity
protein1,Sp1)的抑制作用,从而增强乳腺癌细胞的增

殖、转移和侵袭能力并促进体内肿瘤生长[12]。MET-
TL14是一种甲基转移酶,可与去甲基化酶、N6-甲基

腺苷(m6A)结合蛋白等,共同参与和调控 m6A甲基

化的起始及进行过程[13]。其中,以 m6A 为代表的

RNA修饰是转录后表观遗传修饰的重要类型之一,且

m6A甲基化修饰在近来研究中被证明广泛参与了肿

瘤细胞的恶性生物学行为[14]。有研究发现,MET-
TL14表达在患有更高级别肿瘤分期的女性中显著下

调;并且 METTL14通过调节 m6A依赖性初级 miR-
NA的加工,进而抑制癌细胞的生长和转移[15]。同时,
过表达 METTL14还被证实可显著抑制乳腺癌细胞活

力,并阻碍癌细胞的集落形成和迁移[16]。另有研究发

现[17],METTL14可 通 过 促 进 肿 瘤 抑 制 基 因 APC
mRNAm6A修饰过程和水平,以提高APCmRNA的

稳定性并防止其降解。在TNBC中,METTL14的低

表达使得这一过程发生逆转,并最终导致APC蛋白水

平降低以及乳腺癌中 Wnt信号通路异常激活;而 Wnt
通路过度激活被认为可积极调节肿瘤细胞的各种特

性,并诱发肿瘤免疫抑制和免疫逃逸等肿瘤恶性事件

的发生[18]。可见,lncRNAAFAP1-AS1mRNA 与

METTL14mRNA均是TNBC发生及进展过程中的

关键调控因子,在TNBC临床诊治中均具备较高潜在

价值。
此外,本 研 究 多 因 素 回 归 分 析 显 示,lncRNA

AFAP1-AS1mRNA 高表达、METTL14mRNA 低

表达均是影响TNBC患者1年内死亡的独立危险因

素,提 示lncRNA AFAP1-AS1 mRNA、METTL14
mRNA的异常表达还可能与TNBC患者的不良预后

结局有关。分析原因可能是,AFAP1-AS1及 MET-
TL14的异常紊乱促进了TNBC的增殖和侵袭能力,
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并抑制了相关抑癌基因的活性,使得TNBC病情进一

步加剧,增大疾病治疗难度的同时,患者预后复发及死

亡风险也显著上升[19]。且本研究进一步应用Kaplan-
Meier曲线分析不同AFAP1-AS1及 METTL14表达

情况 TNBC患者的1年内预后生存率,结果显示高

lncRNAAFAP1-AS1mRNA 表达和低 METTL14
mRNA表达组的1年内生存率显著更低。另外,多因

素分析还表明,肿瘤直径>5cm、TNM 分期Ⅲ期也均

与TNBC预后1年内死亡相关。分析原因可能是,高
级别临床分期及大肿瘤体积的患者,病情进展及肿瘤

恶化程度更为严重,更易出现局部浸润或合并远处转

移,故预后死亡风险也更高[20]。
综上 所 述,在 TNBC 患 者 癌 组 织 中,lncRNA

AFAP1-AS1mRNA 表达显著升高,而 METTL14
mRNA则明显下降,且二者异常表达与更短的生存期

及更高死亡风险相关,均有望成为TNBC患者预后评

估的潜在生物学指标。但本研究存在样本小、随访时

长短等不足,这可能导致试验数据偏倚,故后续需扩大

试验规模,进一步完善研究设计,以获取更精准结论。
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