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摘要：　 目的　 探讨长链非编码 ＲＮＡ（ｌｎｃＲＮＡｓ） ＣＲＮＤＥ 在乳腺癌患者血浆中的表达及临床意义。 　 方法　 采用实时荧

光定量聚合酶链反应方法检测 ７６ 例乳腺癌患者组织、远端癌旁组织及血浆 ｌｎｃＲＮＡ ＣＲＮＤＥ 的表达情况。 分析血浆中 ｌｎ⁃
ｃＲＮＡ ＣＲＮＤＥ 表达与乳腺癌的临床病理特征关系， 采用受试者工作特征曲线（ＲＯＣ）评价血浆 ｌｎｃＲＮＡ ＣＲＮＤＥ 水平对乳

腺癌的诊断效能。 同时收集同期 ８０ 例健康体检者为对照组检测其血浆中血浆 ｌｎｃＲＮＡ ＣＲＮＤＥ 表达情况。 　 结果 　 ｌｎ⁃
ｃＲＮＡ ＣＲＮＤＥ 在乳腺癌组织中的表达（２．７３±１．６６）明显高于癌旁组织（２．０６±１．６７），且在患者血浆中的表达水平（１．７９±
１􀆰 ０５）高于健康对照者（１．４０±１．１２），差异均有统计学意义（均 Ｐ＜０．０５）；血浆中 ｌｎｃＲＮＡ ＣＲＮＤＥ 的表达水平与患者临床病

理特征无关（Ｐ＞０．０５）；ＲＯＣ 曲线分析发现 ＡＵＣ 为 ０．６６。 　 结论　 血浆中高表达的 ｌｎｃＲＮＡ ＣＲＮＤＥ 可作为乳腺癌诊断的

一个潜在的新型生物标志物。
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ｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ （ｑＲＴ－ＰＣＲ） ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ＣＲＮＤＥ ｉｎ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ， ｍａｔｃｈｅｄ ｐａｒａ－
ｃａｎｃｅｒｏｕｓ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｐｌａｓｍａ ｆｒｏｍ ７６ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ． Ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｌｎｃＲＮＡ ＣＲＮＤＥ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｐｌａｓｍａ
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　 　 乳腺癌是一种严重危害妇女健康的恶性肿瘤。 在

我国，乳腺癌发病率和死亡率近年来呈上升趋势［１－２］。
目前临床常用的筛查或诊断方法存在许多缺点［３－４］，
因此，寻找新型有效的肿瘤生物标志物为乳腺癌的诊

断提供更为准确及时的信息具有重要意义。 研究发

现，长链非编码 ＲＮＡ（ｌｏｎｇ ｎｏｎ－ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ， ｌｎｃＲＮＡｓ）
能通过在表观遗传、转录以及转录后等方面多层次地

发挥基因表达调控作用［５－６］， 与肿瘤的发生发展
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关系密切。 其中，ｌｎｃＲＮＡ 结直肠肿瘤差别表达基因

（ ｃｏｌｏｎ ｒｅｃｔａｌ ｎｅｏｐｌａｓｉａ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ， ＣＲＮＤＥ）
被发现在结直肠癌、肝癌以及宫颈癌等多种肿瘤中表

达异常［７－９］。 但目前国内关于 ｌｎｃＲＮＡ ＣＲＮＤＥ 与乳腺

癌的相关研究较少，因此，本研究通过检测 ＣＲＮＤＥ 在

乳腺癌组织与血浆中的表达情况，分析其与乳腺癌临

床病理资料的相关性以及对乳腺癌的潜在诊断价值，
旨在为乳腺癌的诊断提供依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

６７２ 实用预防医学 ２０１８ 年 ３ 月 第 ２５ 卷 第 ３ 期　 Ｐｒａｃｔ Ｐｒｅｖ Ｍｅｄ， Ｍａｒ． ２０１８， Ｖｏｌ． ２５， Ｎｏ．３



１􀆰 １􀆰 １　 研究对象　 ７６ 例乳腺癌患者来源于 ２０１０ 年

１０ 月－２０１７ 年 ２ 月长沙医学院附属医院确诊患者，均
为女性。 所有患者手术之前未接受化疗、放疗。 收集

患者肿瘤组织以及远端癌旁组织（距肿瘤组织＞５ ｃｍ
的正常组织）。 同时收集患者术前静脉全血以及同期

８０ 例健康体检者全血。 患者年龄 ３７～７５ 岁，平均年龄

（５３􀆰 ４±９􀆰 ７）岁；健康体检者年龄 ３４ ～ ７２ 岁，平均年龄

（５４􀆰 ７±１０􀆰 ６）岁。 所有患者签署了知情同意书。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂 　 ＲＮＡ－ＴＲＩｚｏｌ 试剂盒购自北京天

根生物科技有限公司；血浆 ＲＮＡ 提取试剂盒购自北京

百泰克生物技术公司；ｃＤＮＡ 合成试剂盒 ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭ

Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ 购自 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公

司；ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ 试剂盒购自 Ｒｏｃｈｅ 公司。
１􀆰 １􀆰 ３　 引物 　 利用 Ｐｒｉｍｅｒ ５􀆰 ０ 软件设计引物， ｌｎ⁃
ｃＲＮＡ ＣＲＮＤＥ 扩增正向引物为： ５ ＇ － ＣＧＡＴＣＡＣＴＣ⁃
ＣＣＣＡＣＡＡＧＧＣ － ３ ＇，反向引物为： ５ ＇ － ＧＣＴＣＴＣＴＧＣ⁃
ＣＡＣＧＴＴＣＴＡＡＧＣＣＣＡ － ３ ＇。 选 择 磷 酸 油 醛 脱 氢 酶

（ＧＡＰＤＨ）作为内参照，其正向引物：５＇－ＧＣＧＧＡＧＧＴ⁃
ＴＡＡＧＴＧＴ－３ ＇，反向引物：５ ＇－ＡＡＣＡＧＧＴＴＴＡＣＣＴＣＣＴ⁃
ＴＡＴＣＴＴＣＡＧＡＡ－３ ＇；由上海生工生物技术有限公司

合成。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 组织与血浆 ＲＮＡ 提取 　 所取组织在液氮研

磨成粉，应用 ＲＮＡ－ＴＲＩｚｏｌ 试剂盒提取癌组织和癌旁

组织的总 ＲＮＡ。 所取乳腺癌患者及对照组全血标本

以 １ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ３０ ｍｉｎ 分离血浆。 按照试剂盒说

明书提取血浆中的总 ＲＮＡ。 １􀆰 ５％琼脂糖凝胶电泳鉴

定样品总 ＲＮＡ 的完整性，Ｎａｎｏｄｒｏｐ ２０００ 测定 ＲＮＡ 的

浓度和纯度。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ｃＤＮＡ 逆转录及实时定量聚合酶链反应　 应

用 ｃＤＮＡ 合成试剂盒，以组织与血浆 ＲＮＡ 为模板，按
照操作说明合成 ｃＤＮＡ，然后进行荧光定量 ＰＣＲ 扩增，
反应体系为：２×ＦａｓｔＳｔａｒｔ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒ ５
μｌ，ｐｒｉｍｅｒ（５ μＭ） ０􀆰 ８ μｌ，ｄｄＨ２Ｏ ３􀆰 ２ μｌ，ｃＤＮＡ １ μｌ。
反应条件：９５ ℃ 预热 ５ ｍｉｎ，９５ ℃ ３０ ｓ 变性， ６０ ℃ １
ｍｉｎ 退火，７２ ℃ ３０ ｓ 延伸，３５ 个循环。 采用相对定量

２－ΔΔＣｔ的方法对获得的 ＣＴ 值进行统计分析。
１􀆰 ３　 统计学分析　 采用 ＳＰＳＳ １８􀆰 ０ 统计软件进行数

据分析。 计量数据以平均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，样本

均数间比较用 ｔ 检验，计数资料采用 χ２ 检验；ｌｎｃＲＮＡ
ＣＲＮＤＥ 对乳腺癌的诊断效能以受试者工作特征（ ｒｅ⁃
ｃｅｉｖｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｎｇ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ，ＲＯＣ）曲线来描述。 Ｐ ＜
０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结　 果

２􀆰 １　 ｌｎｃＲＮＡ ＣＲＮＤＥ 在乳腺癌组织中的表达　 采用

实时荧光定量 ＰＣＲ 检测患者的肿瘤组织和相对应的

癌旁组织中的 ＣＲＮＤＥ 表达情况。 ｌｎｃＲＮＡ ＣＲＮＤＥ 相

对表达量在肿瘤组织中的表达水平（２􀆰 ７３±１􀆰 ６６）明显

高于癌旁组织（２􀆰 ０６±１􀆰 ６７），差异有统计学意义（ ｔ ＝
２􀆰 ４８，Ｐ＝ ０􀆰 ０１４）。
２􀆰 ２　 ｌｎｃＲＮＡ ＣＲＮＤＥ 在血浆中的表达 　 采用定量

ＰＣＲ 的方法分析 ７６ 例乳腺癌患者术前血浆中 ｌｎｃＲＮＡ
ＣＲＮＤＥ 相对于 ８０ 例健康对照组的表达水平，发现 ｌｎ⁃
ｃＲＮＡ ＣＲＮＤＥ 在乳腺癌患者组血浆中表达水平（１􀆰 ７９
±１􀆰 ０５）明显高于对照组（１􀆰 ４０±１􀆰 １２），差异有统计学

意义（ ｔ＝ ２􀆰 ２４，Ｐ＝ ０􀆰 ０２６）。
２􀆰 ３　 乳腺癌患者血浆 ｌｎｃＲＮＡ ＣＲＮＤＥ 表达与临床病

理特征关系　 为分析 ｌｎｃＲＮＡ ＣＲＮＤＥ 的表达水平与

乳腺癌患者临床病理特征关系，２－ΔΔＣｔ≤１ 定义为低表

达， ２－ΔΔＣｔ＞１ 为高表达［１０］。 通过对 ７６ 例乳腺癌患者

病理资料统计分析发现，乳腺癌患者血浆中 ｌｎｃＲＮＡ
ＣＲＮＤＥ 的表达水平与患者年龄、肿瘤分期、雌激素受

体（ＥＲ）、孕激素受体（ＰＲ）、人表皮生长因子受体－２
（Ｈｅｒ－２）表达、淋巴结转移及 Ｋｉ－６７ 水平不具有相关

性。 见表 １。
表 １　 乳腺癌患者血浆中 ｌｎｃＲＮＡ ＣＲＮＤＥ

表达水平与临床特征相关性

病理特征 例数
ＣＲＮＤＥ 表达

低表达 高表达
χ２ 值 Ｐ 值

年龄（岁）

　 　 ≤５０ ４１ ２４ １７ ０􀆰 １３９ ０􀆰 ７０９

　 　 ＞５０ ３５ １９ １６

ＴＮＭ 分期

　 　 Ⅰ～Ⅱ期 ４６ ２０ ２６ ０􀆰 ０９０ ０􀆰 ７６４

　 　 Ⅲ～Ⅳ期 ３０ １２ １８

ＥＲ

　 　 ＋ ５１ ２１ ３０ ０􀆰 １８８ ０􀆰 ６６４

　 　 － ２５ ９ １６

ＰＲ

　 　 ＋ ４３ １９ ２４ ２􀆰 ８３３ ０􀆰 ０９２

　 　 － ３３ ２１ １２

Ｈｅｒ２

　 　 ＋ ５５ ３０ ２５ ０􀆰 ０２９ ０􀆰 ８６５

　 　 － ２１ １１ １０

淋巴结转移

　 　 有 ３２ １２ ２０ ２􀆰 ７６８ ０􀆰 ０９６

　 　 无 ４４ ２５ １９

Ｋｉ６７

　 　 ≤１０ ５０ ２８ ２２ ０􀆰 ０３２ ０􀆰 ８５８
　 　 ＞１０ ２６ １４ １２
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２􀆰 ４　 乳腺癌患者血浆 ｌｎｃＲＮＡ ＣＲＮＤＥ 表达水平对乳

腺癌的诊断价值 　 用 ＲＯＣ 曲线评价血浆中 ｌｎｃＲＮＡ
ＣＲＮＤＥ 水平对乳腺癌的潜在诊断价值。 分析发现，
ＲＯＣ 曲线下面积（ａｒｅａ ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ｃｕｒｖｅ，ＡＵＣ）为 ０􀆰 ６６
（９５％ＣＩ：０􀆰 ５４６～０􀆰 ７６２， Ｐ＜０􀆰 ０５）； 灵敏性和特异性分

别是 ８０％ 和 ６０􀆰 ５ ％。 见图 １。

图 １　 血浆 ｌｎｃＲＮＡ ＣＲＮＤＥ 诊断 ＲＯＣ 曲线图

３　 讨　 论

长链非编码 ＲＮＡ（ ｌｏｎｇ ｎｏｎ － ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ， ｌｎｃＲ⁃
ＮＡｓ）是一类内源性 ＲＮＡ 转录分子，其长度一般大于

２００ 个核苷酸，但无蛋白质编码功能。 此类转录物能

通过多种机制多层面调节基因表达，从而参与包括肿

瘤在内的多种疾病的发生与发展，并被认为是一种非

常具有潜力的肿瘤分子标记物［１１－１２］。 同时，有研究证

明肿瘤细胞能向机体体液，例如血液、尿液、唾液等分

泌外泌体（ ｅｘｏｓｏｍｅ），分泌到体液中外泌体内含大量

ｌｎｃＲＮＡ［１３－１４］。 因而血浆中外泌体可能为疾病诊断提

供了相应的 ＲＮＡ 信息，同时肿瘤细胞可能通过多种方

式，释放部分核酸到外周血中。 因此，检测血浆中 Ｉｎ⁃
ｃＲＮＡ 成为可能。 由于血液样本取材方式简便、具有

微创性。 因而应用循环核酸研究肿瘤无创诊断已引起

了广泛的关注，显示出较高的临床应用价值和前景，为
肿瘤的诊断提供一个新的思路。

ｌｎｃＲＮＡ ＣＲＮＤＥ 是一种于 ２０１１ 年首先被发现在

结直肠癌肿瘤组织中表达上调的 ｌｎｃＲＮＡ，由定位于

１６ 号染色体上的 ＩＲＸ５ 基因编码［１５］。 研究发现，ｌｎ⁃
ｃＲＮＡ ＣＲＮＤＥ 可通过表观遗传学调控，比如组蛋白甲

基化调节进行基因转录调控，或作为 ｍｉＲＮＡ“分子海

绵”（ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｓｐｏｎｇｅ）发挥作用，影响 ＰＩ３Ｋ－ＡＫＴ、胰
岛素 ／ ＩＧＦ 以及 ｍＴＯＲ 等信号通路［１６－１８］，促进肿瘤的

发生发展，调控肿瘤细胞增殖、侵袭转移等生物学

行为。
在本研究中，通过实时荧光定量 ＰＣＲ 检测了 ｌｎ⁃

ｃＲＮＡ ＣＲＮＤＥ 在乳腺癌及其血浆中的表达水平，结果

表明，ｌｎｃＲＮＡ ＣＲＮＤＥ 在乳腺癌组织中的表达水平高

于癌旁组织，在患者血浆中的表达水平高于健康对照

者（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 这与 Ｈｕａｎ 等［１９］的研究结果一致，提示

ｌｎｃＲＮＡ ＣＲＮＤＥ 可能参与乳腺癌的发生发展过程，其
表达上调对这个过程起着一定的促进作用。 Ｈｕａｎ
等［１９］研究认为，ｌｎｃＲＮＡ ＣＲＮＤＥ 作为 ｍｉＲ－１３６ 的“分
子海绵”发挥作用，活化 Ｗｎｔ ／ β－ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路，促
使乳腺癌的发生。 通过对 ｌｎｃＲＮＡ ＣＲＮＤＥ 的表达与

临床病理特征相关性分析发现：ｌｎｃＲＮＡ ＣＲＮＤＥ 的表

达与患者年龄、肿瘤分期、ＥＲ、ＰＲ、Ｈｅｒ２、淋巴结转移以

及 Ｋｉ－６７ 表达水平差异均不具有相关性（Ｐ＞０􀆰 ０５），说
明 ｌｎｃＲＮＡ ＣＲＮＤＥ 表达水平改变可能独立于乳腺癌

的这些病理学参数变化，提示 ｌｎｃＲＮＡ ＣＲＮＤＥ 的异常

改变可能是乳腺癌发生的独立危险因素。 但 Ｈｕａｎ
等［１９］的研究结果发现，ｌｎｃＲＮＡ ＣＲＮＤＥ 的表达与肿瘤

分期相关，表现为在Ⅲ～ Ⅳ乳腺癌组织中呈高表达。
这种差异可能与本实验样本量较少有关，需扩大样本

量进一步进行证实。 李昊文等［２０］ 研究认为 ｌｎｃＲＮＡ
ＣＲＮＤＥ 可能通过调节 ＭＡＰＫ ／ ＥＲＫ 通路系列相关基因

表达，影响胶质瘤细胞的增殖和迁移能力。 但在本研

究中，ｌｎｃＲＮＡ ＣＲＮＤＥ 表达水平与乳腺癌淋巴结转移

无明显相关性，其机制不明，需要做进一步研究。 此

外，通过 ＲＯＣ 曲线分析进一步研究血浆中 ｌｎｃＲＮＡ
ＣＲＮＤＥ 对乳腺癌中的诊断价值，发现 ＡＵＣ 值为 ０􀆰 ６６，
结合其诊断敏感度，提示血浆中 ｌｎｃＲＮＡ ＣＲＮＤＥ 检测

在乳腺癌的诊断中具有一定价值，可作为乳腺癌筛查

或诊断的一个潜在的生物标记，但需要扩大样本量进

一步证明。
综上所述，ｌｎｃＲＮＡ ＣＲＮＤＥ 在乳腺癌中呈现高表

达状态，血浆中其表达水平可作为乳腺癌诊断一个潜

在的分子标志物，但其在乳腺癌中的发病机理以及临

床实用价值还需要进一步研究。
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·论　 著·

圆尾鲎不同组织中河豚毒素的小鼠单位法分析及评价
黄宗锈１， 管秋美２， 郑仁锦１

１􀆰 福建省人兽共患病研究重点实验室（福建省疾病预防控制中心），福建　 福州　 ３５０００１；
２􀆰 福建医科大学

摘要：　 目的　 了解福州、南平两地私售圆尾鲎不同组织受 ＴＴＸ 污染的状况。 　 方法　 采用小鼠单位法检测圆尾鲎的肌

肉、卵和结缔组织中 ＴＴＸ 的毒素量。 　 结果　 在采集的 １０ 只圆尾鲎中，共有 ９ 只出现明显的 ＴＴＸ 中毒症状。 其中 ９ 只圆

尾鲎的肌肉提取液致小鼠死亡、５ 只的卵提取液致小鼠死亡、６ 只的结缔组织提取液致小鼠死亡。 　 结论　 圆尾鲎不同组

织部位受 ＴＴＸ 污染的状况不同，本批标本各组织中所含毒素量依次为肌肉＞卵＞结缔组织。
关键词：　 圆尾鲎； 河豚毒素； 鼠单位； 小鼠
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