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血清中长链非编码RNA-ATB在乳腺癌诊断中的意义*
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  [摘要] 目的 探讨长链非编码RNA(LncRNA)-ATB在乳腺癌患者血清中的表达水平及其对乳腺癌的

诊断价值。方法 采用定量逆转录PCR(qRT-PCR)检测37例乳腺癌患者、30例乳腺良性疾病患者和26例体

检健康者血清中LncRNA-ATB的表达水平,分析血清中LncRNA-ATB的表达水平与乳腺癌临床病理参数的

相关性;应用化学发光法检测血清CA153水平,并用受试者工作特征曲线分析单一和联合检测对乳腺癌的诊断

价值。结果 乳腺癌患者血清中LncRNA-ATB相对表达水平均显著高于乳腺良性疾病患者和健康对照者

(P<0.01);乳腺癌患者血清中LncRNA-ATB的表达水平与雌激素受体(ER)、c-erbB-2、Her2、TNM 分期,以

及淋巴结转移相关(P<0.05);LncRNA-ATB单独检测的受试者工作特征曲线(ROC曲线)下面积(AUC)为

0.824(95%CI:0.735~0.914),灵敏度为89.2%,特异度为67.9%;LncRNA-ATB和CA153联合检测的ROC
曲线下的AUC为0.876(95%CI:0.800~0.953),灵敏度为83.8%,特异度为80.4%。结论 乳腺癌患者血

清中LncRNA-ATB水平呈高表达,可能是乳腺癌诊断的一种潜在的生物标志物。
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  [Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

long
 

non-coding
 

RNA
 

(LncRNA)-ATB
 

in
 

the
 

serum
 

of
 

breast
 

cancer
 

patients
 

and
 

its
 

potential
 

diagnostic
 

value
 

for
 

breast
 

cancer.Methods Quantitative
 

re-
verse

 

transcription
 

PCR
 

(qRT-PCR)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

LncRNA-ATB
 

in
 

the
 

serum
 

of
 

37
 

breast
 

cancer
 

patients,30
 

patients
 

with
 

benign
 

breast
 

diseases,and
 

26
 

healthy
 

people
 

on
 

physical
 

examina-
tion,and

 

analyze
 

the
 

serum
 

LncRNA-ATB
 

expression
 

and
 

breast
 

cancer
 

For
 

the
 

correlation
 

of
 

clinical
 

patho-
logical

 

parameters,chemiluminescence
 

method
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

serum
 

CA153
 

level,and
 

receiver
 

operating
 

characteristic
 

curve
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

diagnostic
 

value
 

of
 

single
 

and
 

combined
 

detection
 

for
 

breast
 

canc-
er.Results The

 

relative
 

expression
 

of
 

LncRNA-ATB
 

in
 

the
 

serum
 

of
 

breast
 

cancer
 

patients
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

patients
 

with
 

benign
 

breast
 

diseases
 

and
 

healthy
 

controls
 

(P<0.01).Moreover,The
 

ex-
pression

 

level
 

of
 

LncRNA-ATB
 

in
 

the
 

serum
 

of
 

breast
 

cancer
 

patients
 

is
 

related
 

to
 

estrogen
 

receptor
 

(ER),c-
erbB-2,Her2,TNM

 

staging
 

and
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

(P<0.05).The
 

area
 

under
 

the
 

receiver
 

operating
 

characteristic
 

curve
 

(ROC
 

curve)
 

(AUC)
 

for
 

the
 

detection
 

of
 

LncRNA-ATB
 

alone
 

was
 

0.824
 

(95%CI:
0.735-0.914),the

 

sensitivity
 

was
 

89.2%,and
 

the
 

specificity
 

was
 

67.9%.The
 

AUC
 

under
 

the
 

ROC
 

curve
 

combined
 

with
 

LncRNA-ATB
 

and
 

CA153
 

detection
 

is
 

0.876
 

(95%CI:0.800-0.953),the
 

sensitivity
 

is
 

83.8%,and
 

the
 

specificity
 

is
 

80.4%.The
 

diagnostic
 

value
 

of
 

combined
 

testing
 

is
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

single
 

tes-
ting.Conclusion The

 

high
 

expression
 

of
 

serum
 

LncRNA-ATB
 

in
 

breast
 

cancer
 

patients
 

may
 

provide
 

a
 

poten-
tial

 

biological
 

marker
 

for
 

the
 

diagnosis
 

of
 

breast
 

cancer.
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  乳腺癌为女性最常见的恶性肿瘤之一,目前位居

女性癌症之首,发病率亦高,约占全身各种恶性肿瘤

的10%,并以每年4%的速度逐年上升,且有年轻化

的趋势,由于其起病隐匿、诊断延迟、致死率较高,已
经严重危害到女性的健康[1-2]。目前,临床上常用的

血清学肿瘤标志物CA153的特异度和灵敏度均不尽

如人意;乳腺癌的术后复发、远处转移仍然是患者死

亡的主要原因。因此,寻找一种新型有效的肿瘤标志

物为乳腺癌的诊断提供更为准确、及时的信息尤为重

要。长链非编码 RNA(Long
 

non-coding
 

RNA,Ln-
cRNA)

 

能通过表观遗传、转录及转录后的调控等方

面影响相关基因的表达,参与染色体修饰、基因沉默、
转录激活等,其表达异常影响着肿瘤的恶性生物学行

为[3-4]。近年来研究发现,LncRNA-ATB在多种恶性

肿瘤组织或血清中异常表达,如消化系统恶性肿瘤、
呼吸系统恶性肿瘤、泌尿系统恶性肿瘤及妇科恶性肿

瘤等[5-10],LncRNA-ATB异常表达与肿瘤的发生、发
展关系密切。有研究表明,LncRNA-ATB可促进上

皮-间质转化,对乳腺癌病情监测及发病风险的评估等

也具有潜在临床价值[11-12]。而外周血中 LncRNA-
ATB的表达情况较传统标记物CA153对乳腺癌的诊

断价值还未见报道。因此,本研究通过观察乳腺癌患

者血清中 LncRNA-ATB相对表达量的差异,分析

LncRNA-ATB与各临床病理特征的相关性以及联合

检测模式在乳腺癌诊断中的价值,旨在为乳腺癌的诊

断和预后判断提供新的依据。
1 资料与方法

1.1 一般资料

收集2017年6月至2019年9月南通市中医院就

诊的37例乳腺癌根治术患者、30例乳腺良性疾病患

者及26例健康者的静脉血。乳腺癌患者术后均经病

理学检查确诊,其中 TNM 分期:Ⅰ期5例、Ⅱ期17
例、Ⅲ期11例、Ⅳ期4例;淋巴结转移15例,未出现

淋巴结转移22例;雌激素受体(ER)阳性24例,阴性

13例;孕激素受体(PR)阳性22例,阴性15例;c-
erbB-2癌基因阳性16例,阴性21例。术前均未行任

何放、化疗,年龄38~79岁,平均51.2岁。纳入标

准:(1)已经完成了免疫组织化学 Her2、ER及PR等

检测;(2)入选时无远处器官转移;(3)接受手术治疗

前未接受辅助放、化疗;(4)临床资料完整,包括病理

诊断、治疗方案等;(5)患者自愿并签署知情同意书。
排除标准:合并严重感染性疾病,呼吸、血液等原发性

疾病者以及肝、肾功能等异常者。乳腺良性疾病患者

为同期本院收治的乳腺纤维腺瘤、囊性增生及乳头状

瘤,年龄46~72岁,平均53.2岁;健康者为本院女性

体检者,均无肝肾功能异常及心脑血管、乳腺等疾病,
年龄43~76岁,平均52.4岁。各组在年龄、性别上

比较,差异无统计学意义(P>0.05),具有可比性。本

研究得到了本院临床实验室伦理委员会的批准。

1.2 方法

1.2.1 试剂与仪器

Trizol试剂购自Invitrogen公司;TakaRa
 

Prime-
Script

 

RT
 

reagent
 

kit、SYBR
 

Premi
 

ExTaq
 

kit购自

大连宝生物工程有限公司;LncRNA-ATB及内参引

物由上海生工生物工程有限公司合成。Cobas
 

z480
实时荧光定量PCR仪、Cobas

 

e411电化学发光仪、
CA153试剂及质控品均为原装配套试剂购自瑞士

Roche公司。
1.2.2 血清总RNA提取

术前空腹抽取静脉血2
 

mL,1
 

h内于4
 

℃条件

下,以12
 

000
 

g离心10
 

min分离血清,用Trizol法提

取血清总RNA。提取后的RNA进行纯度检测,应用

分光 光 度 仪260/280检 测 吸 光 度,选 取 吸 光 度 在

1.8~2.2的合格样本行后续试验。
1.2.3 逆转录反应

按照TakaRa
 

PrimeScript
 

RT
 

reagent
 

kit试剂盒

说明书操作,将提取的合格血清总 RNA 逆转录为

cDNA,置于-70
 

℃保存备用。
1.2.4 血清LncRNA-ATB表达水平的检测

采用实时荧光定量PCR(qPCR)法检测血清Ln-
cRNA-ATB及 内 参 基 因 GAPDH 表 达 水 平。Ln-
cRNA-ATB上游引物:5'-TAC

 

AAC
 

CAC
 

TGC
 

ACT
 

ACC
 

TG-3',下 游 引 物:5'-TGG
 

AAT
 

GCT
 

TGA
 

AGG
 

CTG
 

CT-3';
 

GAPDH上游引物:5'-GGG
 

AGC
 

CAA
 

AAG
 

GGT
 

CAT-3',下游引物:5'-GAG
 

TCC
 

TTC
 

CAC
 

GAT
 

ACC
 

AA-3'
 

反应体系为:cDNA
 

2
 

μL,上下游引物各1
 

μL,SYBR
 

10
 

μL,H2O
 

6
 

μL,共
20

 

μL;反应条件为:95
 

℃预变性2
 

min,95
 

℃
 

5
 

s,60
 

℃
 

25
 

s,(40个循环),溶解曲线1个循环。用2-ΔΔCt

表示LncRNA-ATB的相对表达含量。
1.2.5 CA153水平检测

术前空腹抽取静脉血2
 

mL,2
 

h内于25
 

℃条件

下,以1
 

500
 

g离心10
 

min分离血清,应用罗氏Cobas
 

e
 

411型电化学发光仪测定乳腺癌肿瘤标记物CA153
水平,试剂盒为Roche公司原装配套试剂,严格按照

仪器操作规程和试剂盒操作说明书进行。
1.3 统计学处理

采用SPSS13.0统计软件进行数据分析,首先用

Kolmogorov-Smirnov
 

Z 检验进行正态性检验,呈非

正态分布,用 M(P25,P75)表示。多组间比较采用

Kruskal-Wallis
 

H 检 验,两 组 间 比 较 采 用 非 参 数

Mann-Whiney
 

U 检验。联合诊断采用二元Logistic
回归分析,计算受试者工作特征曲线(ROC曲线)下
面积(AUC)、灵敏度和特异度评价指标的诊断价值。
以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 3组血清LncRNA-ATB相对表达水平比较

血清LncRNA-ATB相对表达水平在乳腺癌组
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[1.82(1.19,3.74)]、乳腺良性疾病组[1.13(0.92,
1.31)]和健康对照组[0.98(0.83,1.14)]的表达水平

比较,差异有统计学意义(H=29.45,P<0.01)。乳

腺癌组血清LncRNA-ATB表达水平显著高于乳腺良

性病组(U=233,P<0.01)和健康对照组(U=131,
P<0.01)。
2.2 乳腺癌患者血清中LncRNA-ATB表达与临床

病理特征的相关性分析

通过对37例乳腺癌患者病理资料统计分析发

现,乳腺癌患者血清中LncRNA-ATB的表达水平与

ER、c-erbB-2、Her2、TNM 分期以及淋巴结转移有相

关性(P<0.05),而与年龄、肿瘤大小以及PR无相关

性(P>0.05),见表1。
表1  LncRNA-ATB相对表达水平与乳腺癌临床

   病理特征的相关性分析

临床病理特征 n LncRNA-ATB相对表达水平 U P
年龄(岁)

 ≤48 11 2.34(1.32,4.14) 105.0 0.207
 >48 26 1.36(1.13,3.37)
肿瘤大小(cm)

 ≤2 14 1.97(1.16,3.61) 157.5 0.913
 >2 23 1.32(1.17,4.14)
淋巴结转移

 是 15 1.24(0.93,2.25) 90.5 0.021
 否 22 2.32(1.25,5.62)

TNM分期

 Ⅰ~Ⅱ期 22 2.49(1.30,4.91) 91.5 0.023
 Ⅲ~Ⅳ期 15 1.23(0.93,2.25)

ER
 阳性 24 2.29(1.24,4.89) 89.0 0.033
 阴性 13 1.23(1.11,1.82)

PR
 阳性 22 2.29(1.24,5.64) 109.0 0.083
 阴性 15 1.32(1.11,2.30)

c-erbB-2
 阳性 16 2.48(1.45,4.18) 89.0 0.015
 阴性 21 1.23(1.11,2.68)

Her2
 阳性 14 3.17(1.30,8.37) 89.5 0.025
 阴性 23 1.32(1.11,2.63)

2.3 血清CA153水平和LncRNA-ATB相对表达水

平单独、联合检测对乳腺癌的诊断价值

ROC曲线分析结果显示,LncRNA-ATB单独用

于乳腺癌诊断的灵敏度为89.2%,特异度为67.9%,
AUC为0.824(95%CI:0.735~0.914,P<0.01),其
临床诊断临界值(Cut

 

off值≤1.104);而CA153单独

于乳 腺 癌 诊 断 的 灵 敏 度 仅 为 67.6%,特 异 度 为

91.1%,AUC为0.809(95%CI:0.712~0.906,P<
0.01)。再以LncRNA-ATB、CA153为自变量,建立

Logistic回归模型,通过模型中的概率值来拟合联合

检测的ROC曲线,CA153和LncRNA-ATB联合检

测用于乳腺癌诊断的灵敏度为83.8%,特异度为

80.4%,AUC为0.876(95%CI:0.800~0.953,P<

0.01),见图1。

图1  ROC曲线

3 讨  论

  LncRNA是一类长度超过200个核苷酸且不具

有编码蛋白质潜能的RNA分子,曾经被认为是无用

RNA或转录噪声,不被人们所重视[13]。最新研究表

明,这些LncRNA可能在细胞的增殖、分化、衰老和凋

亡等生命活动中发挥重要作用,尤其表现在转录组的

调控等生物学功能方面,其可作为竞争 性 内 源 性

RNA,与miRNA特异性地结合调控其靶基因,如Ln-
cRNA-HOTAIR通过与 miR-331-3p结合调控 Her2
的表达、LncRNA-ATB通过海绵吸附 miR-200c来上

调下游靶基因ZEB1的表达等,这些调控功能的破坏

或失调在肿瘤的发生、发展中起着关键作用,与肿瘤

细胞的恶性生物学行为密切相关,可作为一种非常具

有潜力的肿瘤分子标记物[14-15]。近年来,随着分子生

物学技术的发展,越来越多的研究发现多个LncRNA
与乳腺癌的发生、发展关系密切,LncRNA已逐渐成

为乳腺癌相关功能学领域研究的新热点。LncRNA-
ATB全称LncRNA

 

actived
 

by
 

TGF-β,长度约为2.4
 

kb,位于人类第14号染色体上,是首个被发现的能被

转化生长因子激活的 LncRNA[16]。LncRNA-ATB
在多种肿瘤中异常表达,是肿瘤发生、发展过程中的

关键调控分子[17-18]。LncRNA-ATB最近被鉴定出与

乳腺癌细胞侵袭和耐药相关,LncRNA-ATB在曲妥

珠单抗耐药的乳腺癌患者组织中及乳腺癌细胞系

SKBR-3细胞中呈高表达,其机制为 LncRNA-ATB
通过ceRNA结合miR-200c上调ZEB1和ZNF127的

表达,高表达的ZEB1/ZNF127促进肿瘤细胞发生

EMT和对曲妥珠单抗的耐药,下调LncRNA-ATB可

以显著抑制乳腺癌细胞系SKBR-3细胞的生长,同时

可促进曲妥珠单抗耐药的SKBR-3细胞凋亡,即Ln-
cRNA-ATB的高表达是乳腺癌对曲妥珠单抗耐药的

一个标志物[19-21]。因此,LncRNA-ATB本身及其参

与的关键信号通路调节因子可能作为治疗靶标,为乳

腺癌的靶向治疗提供新的靶点。
本研究发现,LncRNA-ATB可能扮演着癌基因
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的角色,并可表达于乳腺癌患者循环外周血液中,通
过检测血液中的循环核酸,可能为乳腺癌辅助诊断提

供一种潜在的分子标志物。血清LncRNA-ATB表达

水平与某些病理参数有关,如与TNM相关,提示Ln-
cRNA-ATB可能参与了乳腺癌的恶性转化;与淋巴

结转移情况相关,即可能参与了乳腺癌的侵袭转移过

程;与ER、c-erbB-2及 Her2相关,提示高表达的Ln-
cRNA-ATB可能为ER阳性、c-erbB-2阳性及 Her2
阳性乳腺癌的预测靶标,并预示着患者预后不良、复
发率高和总生存率低下。为进一步明确血清 Ln-
cRNA-ATB的临床价值,本研究采用ROC曲线评价

血清LncRNA-ATB水平诊断乳腺癌的效能,分析结

果显示,LncRNA-ATB单独检测有较高的灵敏度和

特异度,临床诊断准确性高,当LncRNA-ATB相对表

达水平2-ΔΔCt≤1.104(临床诊断临界值)时可考虑患

有乳腺癌的可能,且LncRNA-ATB单独检测用于诊

断乳腺癌的 AUC明显大于乳腺癌传统肿瘤标志物

CA153单独检测,即LncRNA-ATB诊断效能更高。
随后对LncRNA-ATB及CA153建立Logistic回归

模型,通过模型中的概率值来拟合联合检测的ROC
曲线,发现联合检测提高了诊断乳腺癌的灵敏度,与
单独检测CA153特异度相比略稍低,但AUC显著增

加,表明联合诊断能提高诊断乳腺癌的准确性,联合

检测诊断乳腺癌的价值高于单独检测。但要注意假

阳性问题。以上均表明血清LncRNA-ATB可作为乳

腺癌诊断的一个潜在分子标志物。
综上所述,LncRNA-ATB在乳腺癌患者血清中

呈高表达,可作为乳腺癌诊断的一种潜在生物学标志

物。但由于本研究纳入的病例数有限,指标的诊断价

值仍需大样本来进一步验证,且缺少手术前后的比较

及疗效观察等方面的研究,在后续工作中将进行大样

本收集、随访和功能的研究,以进一步验证乳腺癌患

者血清中LncRNA-ATB表达水平的临床应用价值。
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