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摘　要：目的　探究乳腺癌 (breast cancer, BC) 患者血清长链非编码 RNA (long non-coding RNA, lnc RNA) mir4435-2HG
表达水平与临床病理特征的相关性。方法　选择 2016 年 8 月 ~2017 年 7 月长安大学医院收治的 52 例 BC 患者为 BC
组，选择同期 49 例乳腺良性疾病患者为乳腺良性疾病组，另随机纳入同期 45 例体检健康的志愿者为健康对照组。采用

实时荧光定量 PCR(Quantitative real-time PCR, qRT-PCR) 检测血清 lnc RNA mir4435-2HG，通过比较各组血清中 lnc RNA 
mir4435-2HG 相对表达量的差异，分析 lnc RNA mir4435-2HG 与患者各临床病理特征的关系。lnc RNA mir4435-2HG 的

诊断价值分析采用 ROC 曲线。结果　血清 lnc RNA mir4435-2HG 在 BC 组 [2.04(1.41，3.96)]，乳腺良性疾病组 [1.21(1.00，
1.39)] 和健康对照组 [0.99(0.84，1.15)] 的相对表达量比较差异具有统计学意义 (H=28.73，P=0.00)，BC 组血清 lnc RNA 
mir4435-2HG 的相对表达量高于乳腺良性疾病组 (U=89.23，P=0.01) 和健康对照组 (U=91.46，P=0.02)。BC 患者血清 lnc 
RNA mir4435-2HG 与年龄和肿瘤大小无显著相关性 (U=115.41，155.02，均 P ＞ 0.05)，而与淋巴结转移、TNM 分期、

ER，PR 和 Her2 有显著相关性 (U=87.32，90.51，102.74，98.73，91.50，均 P ＜ 0.05)。lnc RNA mir4435-2HG 诊断 BC
的最佳截断值为 0.69，该截断值对应的灵敏度和特异度分别为 80.25% 和 70.91%。结论　lnc RNA mir4435-2HG 在 BC
血清中高表达，可作为 BC 的潜在生物学标志物。
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Abstract: Objective　To explore the correlation between the expression level of long non-coding RNA (lnc RNA) miR4435-
2HG in serum and clinicopathological characteristics in breast cancer (BC) patients. Methods　Fifty-two BC patients admitted 
to Chang’an University Hospital from August 2016 to July 2017 were selected as the BC group, 49 benign breast disease patients 
were selected as the benign breast disease group, and 45 healthy volunteers during the same period were randomly included as 
the healthy control group. Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) was used to detect serum lnc RNA mir4435-2HG, and the 
relationship between lnc RNA mir4435-2HG and the clinicopathological characteristics of patients was analyzed by comparing 
the relative expression levels of lnc RNA mir4435-2HG in serum of each group. The diagnostic value of lnc RNA miR4435-2HG 
was analyzed using ROC curve. Results　The relative expression level of serum lnc RNA mir4435-2HG in BC group [2.04(1.41, 
3.96)],�benign�breast�disease�group�[1.21(1.00,�1.39)]�and�healthy�control�group�[0.99(0.84,�1.15)]�was�statistically�significant�
(H=28.73, P=0.00). The relative expression level of serum lnc RNA mir4435-2HG in BC group was higher than that in benign 
breast disease group (U=89.23, P=0.01) and healthy control group (U=91.46, P= 0.02). Serum lnc RNA mir4435-2HG in BC 
patients�was�not�significantly�correlated�with�age�and�tumor�size�(U=115.41, 155.02, all P>0.05),�but�was�significantly�correlated�
with lymph node metastasis, TNM stage, ER, PR and HER2 (U=87.32, 90.51, 102.74, 98.73, 91.50, all P<0.05). The optimal 
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truncation�value�of�lnc�RNA�mir4435-2HG�in�the�diagnosis�of�BC�was�0.69,�and�the�corresponding�sensitivity�and�specificity�
were 80.25% and 70.91%, respectively. Conclusion　lnc RNA mir4435-2HG was highly expressed in BC serum and could be 
used as a potential biomarker of BC.
Keywords: breast cancer; long non-coding RNA; pathological features; biological marker

乳腺癌 (breast cancer, BC) 是严重威胁全球女

性生命健康最常见的恶性肿瘤，目前高居女性癌

症之首，平均每年以 4% 的速度持续上升且呈年轻

化趋势 [1-3]，其发病隐匿、致死率高、诊断相对延

迟仍是临床存在的重大问题。因此，寻找一种新

型且有效的肿瘤标志物为 BC 的诊断提供更为准

确和及时的信息尤为重要。长链非编码 RNA (long 
non-coding RNA, lnc RNA) 可通过参与转录激活、

基因沉默和染色体修饰等影响恶性肿瘤的生物学

行为 [4]，近年来研究发现 lnc RNA mir4435-2HG 具

有促进胃癌增殖、迁移和侵袭的作用 [5]，其还可

用作口腔鳞状细胞癌的预后标志物。目前关于 lnc 
RNA mir4435-2HG 与 BC 的 关 联 研 究 尚 未 见， 因

此本研究通过比较 BC 组和乳腺良性疾病组血清中

lnc RNA mir4435-2HG 相对表达量的差异，分析 lnc 
RNA mir4435-2HG 与 BC 患者各临床病理特征的关

系，旨在为 BC 的诊断和预后判断提供新的参考。

1　材料与方法

1.1　研究对象　选择 2016 年 8 月 ~2017 年 7 月长

安大学医院收治的 52 例 BC 患者为 BC 组，选择同

期 49 例乳腺良性疾病患者为乳腺良性疾病组，其

中乳腺纤维腺瘤 18 例、乳腺囊性增生 14 例和浆细

胞性乳腺炎 17 例，另随机纳入同期 45 例体检健康

的志愿者为健康对照组。根据 TNM 分期 BC 组患

者包含 I 期 8 例、II 期 21 例、III 期 18 例、IV 期 5
例。淋巴结转移 17 例，淋巴结未转移 35 例；孕激

素受体 (progesterone receptor, PR) 阳性 31 例，阴性

21 例；雌激素受体 (estrogen receptor, ER) 阳性 38 例，

阴性 14 例；人表皮生长因子受体 2（Her2）阳性

40 例，阴性 12 例，本研究经由我院伦理委员会批准，

三组的一般资料比较差异无统计学意义 (P ＞ 0.05)。
纳入标准：① BC 组纳入患者术后均经病理学

检查确诊；②临床资料完整者；③自愿参加且均签

署知情同意书。

排除标准：①其他肿瘤史者；②伴有严重器质

性疾病和慢性疾病者；③远处器官转移者。

1.2　 仪 器 与 试 剂　Trizol 试 剂 购 自 Invitrogen 公

司，SYBR Green Realtime PCR Master Mix 扩 增 试

剂 盒 购 自 日 本 ToYoBo 公 司，TakaRa Prime-Script 
RT reagent kit 购自大连宝生物工程有限公司，血

清 RNA 提取试剂盒购自北京天根公司，ABI 7500 
Fast 荧光定量 PCR 仪 ( 美国 ABI 公司 )，lnc RNA 
mir4435-2HG 及内参引物由上海生工生物工程有限

公司合成。

1.3　方法　术前空腹抽取受试者静脉血2 ml，于4℃

条件下 12 000 r/min 离心 10 min 分离血清，采用血

清 RNA 提取试剂盒提取血清总 RNA，采用 TakaRa 
Prime-Script RT reagent kit 将 血 清 总 RNA 逆 转 录

为 cDNA，采用实时荧光定量 PCR(quantitative Re-
al-time PCR, qRT-PCR) 检测血清 lnc RNA mir4435-
2HG 和 内 参 基 因 GAPDH 的 水 平，lnc RNA 
mir4435-2HG 引物序列为：F:5’-AGACAAGCCGT
GCCTGAG-3’，R: 5’-ATCTTTCAGCTGCATTCC
GG-3’；GAPDH 引物序列为：F: 5’-CGGAGTCAAC
GGATTTGGTCGTAT-3’，R: 5’-AGCCTTCTCCATG
GTGGTGAAGAC-3’。反应条件依次为：95℃预变性

2 min，95℃ 5s，60℃ 25s 共 40 个循环，用 2 － ΔΔCt

表示 lnc RNA mir4435-2HG 的相对表达量。

1.4　统计学分析　采用 SPSS 19.0 统计学软件处

理数据，满足正态性分布及方差齐性的计量资料

以 (x±s) 表示，采用 t 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 Mann-Whiney U 检验，

lnc RNA mir4435-2HG 的诊断价值分析采用 ROC 曲

线。P ＜ 0.05 为差异具有统计学意义。

2　结果

2.1　三组 lnc RNA mir4435-2HG 相对表达量的比较　血

清 lnc RNA mir4435-2HG 在 BC 组 [2.04(1.41，

3.96)]，乳腺良性疾病组 [1.21(1.00，1.39)] 和健康

对照组 [0.99(0.84，1.15)] 的相对表达量比较，差异

具有统计学意义 (H=28.73，P=0.00)，BC 组血清 lnc 
RNA mir4435-2HG 的相对表达量高于乳腺良性疾

病组 (U=89.23，P=0.01) 和健康对照组 (U=91.46，

P=0.02)。
2.2　血清 lnc RNA mir4435-2HG 与患者临床病理特

征的关系　见表 1。BC 患者血清 lnc RNA mir4435-
2HG 与年龄和肿瘤大小无显著的相关性 (P ＞ 0.05)，
而与淋巴结转移、TNM 分期、ER，PR 和 Her2 有

显著的相关性 (P ＜ 0.05)，差异均有统计学意义。

2.3　lnc RNA mir4435-2HG 诊断 BC 的 ROC 曲线　见

图 1。绘制 lnc RNA mir4435-2HG 诊断 BC 的 ROC
曲 线， 曲 线 下 面 积 (area under the curve, AUC) 为

0.84(95%CI: 0.72~0.91，P ＜ 0.01)，参考约登指数

的最大值确定 lnc RNA mir4435-2HG 诊断 BC 的最

佳截断值为 0.69，该截断值对应的灵敏度和特异度

分别为 80.25% 和 70.91%。
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表 1　　血清 lnc RNA mir4435-2HG 与患者临床

　　　　  　病理特征的关系 [M(P25,P75)]

临床病理特征 n
lnc RNA 

mir4435-2HG
相对表达量

U 值 P 值

年龄 ( 岁 )　　 ≤ 50 28 2.84(1.82，4.64)
115.41 0.21

　　　　　 　  ＞ 50 24 1.86(1.63，3.87)

肿瘤大小 (cm)   ≤ 2 33 1.95(1.14，3.59)
155.02 0.91

　　　　　       ＞ 2 19 1.30(1.15，4.12)

淋巴结转移　   是 17 1.27(0.96，2.28)
87.32 0.00

　　　　　　   否 35 2.35(1.28，5.65)

TNM 分期　　 I~II 期 29 2.47(1.28，4.89)
90.51 0.01

  　　　　　     III~IV 期 23 1.21(0.91，2.23)

ER　　　　　  阳性 38 2.24(1.19，4.84)
102.74 0.04

　　　　　　　阴性 14 1.18(1.05，1.77)

PR　　　　　  阳性 31 2.31(1.26，5.66)
98.73 0.03

　　　　　　　阴性 21 1.34(1.13，2.32)

Her2　　　　　阳性 40 3.21(1.34，8.41)
91.50 0.02

　　　　　　　阴性 12 1.36(1.15，2.67)

图 1　lnc RNA mir4435-2HG 诊断 BC 的 ROC 曲线

3　讨论

BC 位居女性恶性肿瘤的首位，约占全身恶性

肿瘤的 10%，每年约以 4% 的速度持续上升 [6-7]。其

致死率高且起病较隐匿，严重危害女性的身体健康。

目前，临床上使用的 CA153 被指灵敏度和特异度均

不高 [8-10]。基于此，寻找一种新型且有效的肿瘤标志

物为 BC 的诊断提供更为准确、及时的信息意义重

大。Lnc RNA 可通过表观遗传和转录及转录后的调

控等在肿瘤中发挥多种生物学功能。早期 lnc RNA 
mir4435-2HG 研究主要是在色素性视网膜炎作用方

面，MIAO 等 [11] 近期指出 lnc RNA mir4435-2HG 促

进胃癌的增殖、转移和迁移，早期有文献报道指出

血清 lnc RNA mir4435-2HG 在口腔鳞状细胞癌中呈

异常低表达且其具有较好的预测预后的价值。倪

文昌等 [12] 指出 lnc RNA mir4435-2HG 可通过靶向

miR-873-5p 调控神经母细胞瘤细胞的增殖、凋亡、

迁 移 和 侵 袭。QIAN 等 [13] 指 出 lnc RNA mir4435-
2HG 在肺癌组织中呈高表达，高表达的 mir4435-
2HG 可促进肺癌细胞的增殖与侵袭作用。

目前在临床诊疗中 BC 通用的肿瘤标志物为

ER，PR 和 Her2。ER 和 PR 是女性重要的激素受体，

同时也是激素依赖性 BC 患者较直观的肿瘤标记物。

ER 和 PR 与激素反应生成的复合物对癌组织分化、

增殖发挥重要作用。Her2 是内源性的跨膜受体糖蛋

白，其具有较强的酪氨酸激酶 (tyrosine kinase, TK)
活性，可显著提升癌组织的增殖活性，因此 Her2
常与癌组织分化程度相关联。本研究结果提示 lnc 
RNA mir4435-2HG 与 ER，PR 和 Her2 呈显著相关

关系，提示高表达的 lnc RNA mir4435-2HG 可能成

为 ER，PR 和 Her2 BC 的靶点。

本研究结果显示，血清 lnc RNA mir4435-2HG
在 BC 中呈高表达，这可能是由于 lnc RNA mir4435-
2HG 扮演癌基因的角色，表达于 BC 患者循环外

周血液中，其可为 BC 的诊断提供参考和依据。血

清 lnc RNA mir4435-2HG 与 BC 患者的某些病理特

征有关，比如淋巴结转移，提示 lnc RNA mir4435-
2HG 可能参与了 BC 的侵袭迁移过程；TNM 分期，

提示 lnc RNA mir4435-2HG 可能参与了 BC 的恶性

转化。ROC 曲线结果显示，lnc RNA mir4435-2HG
诊断 BC 的最佳截断值为 0.69，灵敏度和特异度分

别为 80.25% 和 70.91%。

综上所述，lnc RNA mir4435-2HG 在 BC 血清

中高表达，可作为 BC 的潜在生物学标志物。但由

于本研究选取的样本数量有限，且缺少预后和疗效

观察的相关研究。在后续工作中，将加大样本研

究数量、进行随访和功能研究，以进一步验证 lnc 
RNA mir4435-2HG 在 BC 中的诊断和应用价值。
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