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乳腺癌循环 miRNA 生物标志物的筛选及验证

杨浚沨，王龙强，李海，钟源，江学庆

（湖北省武汉市中心医院 甲状腺乳腺外科，湖北 武汉 430014）

                                                                                                                                                                                                                                                                                 

摘   要 目的：寻找可作为乳腺癌敏感生物标志物的循环 miRNA。

方法：首先用 qRT-PCR 方法测定 80 例乳腺癌患者与 80 例健康对照者循环中 6 个候选 miRNA（miR-9、

miR-335、miR-205、miR-10b、miR-125b、miR-34a）中表达水平，筛选出改变显著的 miRNA；然后

再次收集 80 例乳腺癌患者和 80 例健康对照者，进一步验证筛选出的 miRNA，并通过受试者工作特征

（ROC）曲线的曲线下面积（AUC）分析这些 miRNA 诊断乳腺癌的准确度，并与 CA15-3 比较。

结果： 筛选与验证均显示，与健康对照者比较，乳腺癌患者循环 miR-9 水平明显升高，而 miR-335

与 miR-205 明 显 降 低（ 均 P<0.05）；miR-9、miR-335、miR-205 的 诊 断 乳 腺 癌 的 AUC 分 别 为 0.859 

（95% CI=0.814~0.911），0.920（95% CI=0.885~0.959）、0.899（95% CI=0.861~0.939）， 且 miR-9、

miR-335 和 miR-205 联合检测的 AUC 值（0.924，95% CI=0.895~0.953）明显高于 CA15-3 的 AUC 值

（0.874，95% CI=0.834~0.914）（P<0.05）。

结论：循环 miR-9、miR-335、miR-205 是乳腺癌的敏感生物标志物，且联合检测更有利于提高乳腺癌

诊断的准确率。
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Abstract Objective: To seek the circulating miRNAs that can be used as sensitive biomarkers of breast cancer.

Methods: Firstly, the expression levels of six candidate miRNAs (miR-9, miR-335, miR-205, miR-10b, miR-125b, 

and miR-34a) in blood circulation of 80 breast cancer patients and 80 healthy control subjects were measured 

by qRT-PCR, to screen out the miRNAs that changed significantly. Then, in another population of 80 breast 

cancer patients and 80 healthy control subjects, the miRNAs that were screened out were verified, and their 

diagnostic accuracy for breast cancer were analyzed through the area under the curve (AUC) of receiver operating 

characteristics (ROC) curve, which were also compared with that of A15-3. 

Results: Both screening and verification showed that the circulating level of miR-9 was increased while the 

circulating levels of miR-335 and miR-205 were decreased significantly in breast cancer patients compared with 
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乳 腺 癌 是 最 常 见 的 女 性 恶 性 肿 瘤 ， 占 女 性

所 有 癌 症 的 2 2 . 9 % [ 1 ]。 因 此 ， 发 现 更 为 敏 感 的 生

物 标 志 物 以 用 于 乳 腺 癌 的 诊 断 具 有 重 要 的 临 床 意

义 。 大 量 的 研 究 表 明 ， 微 小 R N A （ m i c r o R N A ，

miRNA）在乳腺癌的发生、转移和增殖过程中具

有关键性的调节作用，可能用于乳腺癌的诊断[2]。

miR-10b在乳腺癌中高表达并且与乳腺癌细胞系的

转移相关[3]。miR-9的表达可激活JAK-STAT途径，

导 致 乳 腺 癌 的 肿 瘤 血 管 生 成 [ 4 ]。 T a v a z o i e 等 [ 5 ]报

道，miR-335对乳腺癌的侵蚀性具有抑制性作用，

抑制miR-335会导致乳腺癌细胞系的侵袭和迁移增

加。此外，miR-205在乳腺癌细胞中的表达比正常

乳腺细胞中的表达下调[6]。miRNA的表达也影响着

乳 腺 癌 细 胞 对 化 疗 药 物 的 反 应 。 比 如 ， 降 低 循 环

miR -125b的表达水平会增加乳腺癌细胞对化疗药

物的敏感性 [7]；Kast l等 [8]也发现当miR -34a的循环

表 达 水 平 增 高 时 ， 乳 腺 癌 细 胞 对 多 西 他 赛 的 耐 药

性增加。

本 研 究 的 目 的 是 ， 通 过 两 个 段 的 病 例 对 照 研

究及与乳腺癌最 重要的生物标记物糖类抗原15 -3

（CA15-3）的比较[9]。探索6个候选循环miRNA作

为乳腺癌敏感生物标志物的潜力。

1　材料与方法

1.1   研究人群

2 0 1 2 年 3 月 — 2 0 1 3 年 6 月 间 ， 从 华 中 科 技 大

学 同 济 医 学 院 附 属 武 汉 中 心 医 院 住 院 患 者 中 挑 选 

80名乳腺癌患者，并从门诊经全面检查确定为未

罹 患 相 关 恶 性 肿 瘤 的 人 群 中 挑 选 8 0 名 健 康 对 照

者 ； 进 行 第 一 阶 段 （ 筛 选 阶 段 ） 循 环 血 m i R - 9 、

miR-335、miR-205、miR-10b、miR-125b和miR-

34a测定。2013年8月—2014年12月间，再次从住

院患者中挑选80名乳腺癌患者，从门诊经全面检

查确定为未罹患相关恶性肿瘤的人群中挑选80名

健 康 对 照 者 ， 进 行 第 二 阶 段 （ 验 证 阶 段 ） 循 环 血

miR-9、miR-335、miR-205和CA15-3测定。本研

究 中 所 选 择 患 者 均 为 浸 润 性 导 管 癌 。 所 有 参 与 者

均 为 汉 族 女 性 ， 以 排 除 基 因 差 异 性 干 扰 。 所 有 患

者 与 对 照 者 按 照 年 龄 和 是 否 绝 经 进 行 匹 配 。 手 术

和/或化疗前采集患者空腹血样。所有提取血浆样

品在–80 ℃冰箱中保存。为了最大限度地减少冻-

融过程对循环miRNA浓度的影响，将之前未被解

冻过的血浆样品用于本研究。

1.2  RNA 提取

根 据 m i r V a n a  P A R I S  m i R N A 提 取 试 剂 盒

（Ambion 1556，Austin，TX）提供的实验操作流

程从200 μL人血浆中提取总RNA。为了使样本间

变异标准化，将合成的秀丽隐杆线虫miRNA CEL-

le t -7（miRNA寡核苷酸由Qiagen公司合成）加入

（按10 μL总体积加入50 fmol混合物）每个变性样

品中。

1.3  qRT-PCR

用 T a q M a n  m i R N A 逆 转 录 试 剂 盒 （ A p p l i e d 

B i o s y s t e m s ， F o s t e r  C i t y ， C A ） 对 输 入 R N A s 进

行 逆 转 录 ， m i R N A 特 异 性 引 物 由 试 剂 盒 厂 商 提

供 ， 小 规 模 R T 反 应 条 件 ： 1 6  ℃  3 0  m i n ， 4 2  ℃ 

30 min，85 ℃ 5 min。按1:10比例稀释逆转录产

物，并用TaqMan miRNA的检测试剂盒（Applied 

Biosys tems，Foste r  C i ty，CA）按复孔进行定量

PCR检测。将反应体系：TaqMan  2× Unive r sa l 

PCR Master  Mix，2 μL，不含AmpErase  UNG；

TaqMan miRNA Assay，0.2 μL；稀释后RT产物，

2 . 5  μ L ； 其 它 成 分 在 总 体 积 的 m a s t e r  m i x 中 按 比

例 加 入 。 反 应 进 行 条 件 ： 9 5  ℃  1 0  m i n ； 9 5  ℃ 

20 s， 62 ℃ 2 min，40个周期。miRNA根据cel-

healthy controls (all P<0.05). The AUC of miR-9, miR-335 and miR-205 for diagnosis of breast cancer was 0.859 

(95% CI=0.814–0.911), 0.920 (95% CI=0.885–0.959) and 0.899 (95% CI=0.861–0.939) respectively, and the 

AUC value of the combined detection of the three miRNAs (0.924, 95% CI=0.895–0.953) was significantly 

higher than that of CA15-3 (0.874, 95% CI=0.834–0.914) (P<0.05).

Conclusion: Circulating miR-9, miR-335 and miR-205 are sensitive biomarkers for breast cancer, and their 

combined detection may help improve the diagnostic accuracy of breast cancer. 

Key words Breast Neoplasms; MicroRNAs; Tumor Markers, Biological
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le t-7进行标准化，并按2 –ΔCT方程进行计算，其中

ΔCT=CT（miRNA）-CT（cel-let-7）。

1.4  CA15-3 测定

化学发光免疫分析法测定第二阶段160名研究

对象循环血CA15-3水平。

1.5  统计学处理

连续变量结果表示为均数±标准差（x±s）。

病 例 组 和 对 照 组 之 间 的 差 异 特 征 用 χ 2检 验 或 单

向 A V N O A 检 验 检 测 数 据 正 态 性 分 布 ， 用 M a n n -

W h i t n e y  U 检 验 检 测 偏 度 系 数 。 循 环 m i R N A 为 高

偏数据，因此采用Mann-Whitney U检验检查组间

差异。输入循环miRNA及CA15-3的表达水平并进

行受试者工作特 征（ROC ）曲线分析，计算曲线

下面积（AUC）。用SPSS 11.0软件进行统计学分

析，P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  研究人群特征

两阶段研究人群的临床特征总结在表1中。两

阶 段 研 究 人 群 乳 腺 癌 组 与 对 照 组 间 的 年 龄 、 初 潮

年龄、质量指数（BMI）、停经状态等均无统计学

差异（均 P >0 .05），但乳腺癌组癌症家族史均明

显高于对照组（均 P <0 .05）。两组研究人群的乳

腺癌初始转移率分别为36%和30%，差异有统计学

意义（P<0.05）（表1）。

2.2  乳腺癌患者循环差异 miRNA 筛选

用qRT-PCR检测第一阶段人群循环血miR-9、

miR-335、miR-205、miR-10b、miR-125b和miR-

3 4 a 的 表 达 水 平 。 结 果 显 示 ， 乳 腺 癌 组 的 m i R - 9

循 环 水 平 明 显 升 高 （ P = 0 . 0 3 ） ， 而 m i R - 3 3 5 和 

miR-205明显降低（P=0.02，P=0.02）；两组间的

miR-10b，miR-125b和miR-34a的循环水平无明显

差异（P=0.43，P=0.20，P=0.33）（图1）。

2.3  乳腺癌患者循环差异 miRNA 验证及其对乳

腺癌诊断准确性

用 q R T - P C R 检 测 第 二 阶 段 人 群 循 环 血 上 诉 

3个miRNA水平，结果显示，乳腺癌患者组的循环

miR-9水平明显升高（P=0.03），miR-335和miR-

205水平均明显下降（P=0.02，P=0.01）（图2）。

用 R O C 曲 线 分 析 来 评 估 循 环 m i R N A 在 总 体

人 群 中 将 乳 腺 癌 患 者 与 健 康 对 照 者 区 别 开 来 的

准确度，结果显示，miR -9、miR -335和miR -205

的AUC分别为0.859（95%  C I =0 .814~0 .911），

0.920（95% CI=0.885~0.959）和0.899（95% CI= 

0 . 8 6 1 ~ 0 . 9 3 9 ） 。 m i R - 9 、 m i R - 3 3 5 和miR-205联

合检测的AUC值（0.924，95% CI=0.895~0.953）

明 显 高 于 C A 1 5 - 3 的 A U C 值 （ 0 . 8 7 4 ， 9 5 %  C I = 

0.834~0.914）（P<0.05）（图3）。

表 1　研究人群的基本特征（n=80）
Table 1　Summary characteristics of the population (n=80)

变量
筛选阶段 P 验证阶段 P

对照组 乳腺癌组 对照组 乳腺癌组
年龄（岁） 49.14±2.39 49.55±1.98 0.752 48.25±2.25 49.43±2.50 0.671
月经初潮年龄（岁） 16.23±0.59 15.65±0.43 0.052 15.95±0.28 15.43±0.53 0.055
停经 [n（%）]
　停经前 49（61.3） 46（57.5）

0.629
47（58.8） 50（62.5）

0.627
　停经后 31（38.7） 34（42.5） 33（41.2） 30（37.5）
癌症家族史 [n（%）]
　是 2（2.5） 10（12.5）

0.016
3（3.8） 11（13.8）

0.025
　否 78（97.5） 70（87.5） 77（96.2） 69（86.2）
BMI 23.02±2.15 23.73±3.05 0.178 22.62±2.52 23.39±2.78 0.167
　CA15-3（U/mL） — — — 12.68±8.25 63.27±48.56 0.036
　转移率（%） — 36 — — 30 —
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3　讨　论

本 研 究 [ 1 0 ] 表 明 ， 乳 腺 癌 患 者 血 液 循 环 中 的

miR -9显著升高，miR -335和miR -205显著下降。

这 3 个 m i R N A 的 作 用 也 在 其 它 癌 症 研 究 中 得 到 了

证 实 。 m i R 9 在 肝 细 胞 癌 、 结 肠 直 肠 癌 中 表 达 上
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图 1　第一阶段两组循环 miRNA 表达情况
Figure 1　Th e circulating miRNAs in the two groups in the fi rst experimental stage

图 2　第二阶段两组循环 miRNA 验证情况
Figure 2　Verifi cation of the circulating miRNAs in the two groups in the second experimental stage
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Figure 3　ROC curve analysis　　A: ROC curves of the three miRNAs; B: ROC curves of CA15-3 and combination of the three miRNAs
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调[11-12]。miR-335表达也在几种癌症中降低[13-14]，

恢复miR-335水平可以诱导肿瘤抑制[15]。口腔癌、

前列腺癌、膀胱癌和恶性黑素瘤中都发现miR-205

表达下降，且研究[16-19]认为miR-205是一种肿瘤抑

制性miRNA。

循环中的miRNA高度相互关联，因而miRNA

联 合 测 定 比 单 个 m i R N A 测 定 更 为 可 信 。 本 研 究

发 现 3 个 循 环 m i R N A 联 合 起 来 比 单 个 m i R N A 或

CA15 -3有更大的AUC值，能够将癌症患者与健康

对 照 者 更 敏 感 的 区 别 开 。 带 有 大 范 围 网 络 分 析 的

芯片研究也表明，联合miRNA检测在提供敏感和

特异的诊断检测过程中具有潜在优势[20-21]。

总之，本研究首次证明了miR-9、miR-335和

miR-205是乳腺癌的敏感生物标志物。但未能根据

患 者 的 免 疫 组 化 分 型 来 细 化 患 者 群 体 ， 并 进 一 步

探 究 特 殊 分 型 的 乳 腺 癌 及 对 化 疗 药 物 的 敏 感 性 是

否与特异的miRNA循环表达水平相关；以及未能

提供循环miRNA水平异常的分子生物机制。这些

都亟待进一步继续研究，以发掘miRNA在乳腺癌

诊疗中更为重要的临床意义。
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