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ｍｉＲ２００ｃ３ｐＣＸＣＲ６与乳腺癌患者总生存期
无病生存期的相关性研究
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　　摘　要　目的　探讨 ｍｉＲ２００ｃ３ｐ、ＣＸＣＲ６与乳腺癌患者的总生存期、无病生存期的关系。方法　选取
２０１３－２０１５年在我院接受放化疗的乳腺癌患者１２０例（三阴ＶＳ非三阴乳腺癌各６０例），获取该１２０患者的临床
病理资料及术后组织石蜡切片，通过固定组织 ＲＮＡ提取试剂盒提取乳腺癌石蜡组织切片中的总 ＲＮＡ，再通过
ＡｌｌｉｎＯｎｅＴＭｍｉＲＮＡ定量ＰＣＲ检测试剂盒检测乳腺癌石蜡组中ｍｉＲ２００ｃ３ｐ的表达，同时应用免疫组化方法检
测肿瘤组织中ＣＸＣＲ６的表达，根据ｍｉＲ２００ｃ３ｐ及ＣＸＣＲ６不同的表达情况将１２０例乳腺癌患者分为４组，分析
四组患者的生存情况，并分析 ｍｉＲ２００ｃ３ｐ及 ＣＸＣＲ６表达高低与乳腺癌患者生存期的关系。结果　ｍｉＲ２００ｃ
３ｐ低表达患者与高表达患者的总生存期（Ｐ＝０．４２８）及无病生存期（Ｐ＝０．５４２）均无差异；ＣＸＣＲ６高表达患者的
总生存期差于低表达患者（Ｐ＝０．００６），ＣＸＣＲ６高表达组的无病生存期差于低表达组（Ｐ＝０．０４２）；四组患者的
总生存期存在差异（Ｐ＝０．０２２），无病生存期无差异（Ｐ＝０．１６０）。两两比较显示 ＣＸＣＲ６高表达 ｍｉＲ２００ｃ３ｐ高
表达组的总生存期短于ＣＸＣＲ６低表达ｍｉＲ２００ｃ３ｐ高表达组及ＣＸＣＲ６低表达ｍｉＲ２００ｃ３ｐ低表达组，Ｐ值分别
为０．００２、０．００１。结论　乳腺癌患者ｍｉＲ２００ｃ３ｐ表达与预后无明显关系，ＣＸＣＲ６表达高低与总生存期及无病
生存期相关。
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　　乳腺癌是发生于乳腺上皮组织的恶性肿瘤。
全球乳腺癌发病率从２０世纪９０年代开始呈上升
趋势［１］。根据世界卫生组织（ＷＨＯ）发表的《全球
肿瘤报告２０１８》数据显示乳腺癌是全球女性中最
常见的肿瘤，２０１８年全球新发乳腺癌２１０万例，死
亡７８万例。在我国，据全国肿瘤登记中心收集的
２２个肿瘤登记地区的数据（２０１４－２０１５年）显示
乳腺癌的发病率逐年上升，位居城乡女性之首，且

呈年轻化趋势，２０１１年我国新发乳腺癌约 ２７．８９
万例，死亡约６．６万例［２］。因此，乳腺癌的早期诊

断及治疗显得十分重要。研究发现乳腺癌的恶性

程度及治疗效果与乳腺癌细胞的侵袭、转移等恶性

生物学行为相关［３］，而这些生物学行为，与多种基

因表达相关，如雌激素受体（ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＥＲ）［４］、孕激素受体（ｐｒｏｇｅｓｔｅｒｏｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＲ）、人
表皮生长因子受体２（ｈｕｍａｎｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃ
ｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＨＥＲ２）［５］和 ｋｉ６７［６］等相关。ＭｉｃｒｏＲ
ＮＡ（ｍｉＲＮＡ，ｍｉＲ）是在真核生物中发现的一类多
功能小分子，可以在转录后靶向调控 ｍＲＮＡ，抑制
ｍＲＮＡ的翻译过程或促进 ｍＲＮＡ的降解。ｍｉＲＮＡ
参与机体各种调节途径如病毒防御、脂肪代谢

等［７］。并且已发现 ｍｉＲＮＡ在多种肿瘤中异常表
达，包括乳腺癌［８］。多个研究对不同侵袭性的乳

腺癌细胞系 ｍｉＲＮＡ表达进行了比较分析，发现
ｍｉＲ２００ｃ３ｐ、ｍｉＲ３７５和ｍｉＲ２０３在高侵袭性乳腺
癌细胞（三阴乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１）系中的表
达明显低于其他乳腺癌细胞系［９］。上调 ｍｉＲ
２００ｃ３ｐ的表达，可降低高侵袭性乳腺癌ＭＤＡＭＢ
２３１细胞的侵袭和迁移能力［１０］。此外，趋化因子

受体 ＣＸＣＲ６在多种肿瘤包括乳腺癌中异常表达，
并与其肿瘤细胞的恶性生物学行为以及患者预后

相关。ＣＸＣＲ６在乳腺癌及其淋巴结转移灶中的表
达高于正常乳腺组织［１１］，提示 ＣＸＣＲ６可能与乳腺
癌的恶性度相关。ＣＸＣＲ６在不同侵袭性的乳腺癌
细胞系中表达不同，ＣＸＣＲ６与乳腺癌的侵袭性呈
正相关，且通过机制通路研究发现 ＣＸＣＲ６通过激

活Ａｋ／ｍＴＯＲ通路发挥促癌作用，这可能成为抑制
乳腺癌发生发展的靶点。本实验通过收集乳腺癌

临床标本及相关临床病理信息，检测 ｍｉＲ２００ｃ３ｐ
及ＣＸＣＲ６的表达，分析两者在乳腺癌预后的相关
性。

１　资料与方法

１．１　一般资料
从海泰电子病历系统中筛出２０１３年１月１日

至２０１５年１２月３１日在济宁医学院附属医院接受
诊治符合纳入排除标准的乳腺癌患者１２０例（三
阴ＶＳ非三阴乳腺癌各６０例），获取该１２０患者的
临床病理资料及术后组织石蜡切片。纳入标准：

１）经组织病理确诊的乳腺癌；２）经乳腺外科手术
治疗，可获得首次乳腺癌手术石蜡组织切片；３）术
前未进行新辅助治疗。排除标准：１）伴有其他肿
瘤；２）组织样本中肿瘤细胞所占比例＜５０％；３）未
行ＥＲ、ＰＲ、ＨＥＲ２检测；４）病理诊断为原位癌；５）
临床信息不完整；６）无法完成随访工作。
１．２　方法
１．２．１　获取石蜡组织　经２名独立的病理科医师
确认是乳腺癌组织，ＨＥ染色切片中肿瘤细胞达到
５０％。组织的获取：连续切片，每张切片厚度为
４μｍ。制作４～５张连续切片装管用于 ｍｉＲ２００ｃ
３ｐ的ｑＲＴＰＣＲ检测；５张载有组织切片的玻片用
于ＣＸＣＲ６的免疫组织化学（ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，
ＩＨＣ）检测。
１．２．２　材料　超低温（－８０℃）冰箱、低温高速离
心机、高速离心机、ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ仪（美国 Ｔｈｅｒｍｏ
公司）；Ｅｎｖｉｓｉｏｎ试剂盒、ＤＡＢ显色试剂盒（北京中
杉金桥有限公司）；ｍｉＲＮＡｑＰＣＲＵ６引物、ｍｉＲＮＡ
ｑＰＣＲｈａｓｍｉＲ２００ｃ３ｐ引物、固定组织 ＲＮＡ提取
试剂盒（北京康为世纪生物科技有限公司）；Ａｌｌｉｎ
ＯｎｅＴＭ ｍｉＲＮＡ定量 ＰＣＲ检测试剂盒、Ａｌｌｉｎ
ＯｎｅＴＭＳｕｐｅｒＲＴｃＤＮＡ第链合成试剂盒（美国 Ｇｅ
ｎｅＣｏｐｏｅｉａ公司）；兔抗人ＣＸＣＲ６抗体（美国 Ａｂ
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ｃａｍ公司）。
１．２．３　引物的设计与合成　由广州复能基因有限
公司合成针对 ｍｉＲ２００ｃ３ｐ和 ＲＮＵ６的实时荧光
定量 ＰＣＲ引物，信息如下：ｍｉＲ２００ｃ３ｐ：Ｃａｔａｌｏｇ＃
ＨｍｉＲＱＰ０３０２，ＰｒｉｍｅｒＩＤ ｈｓｍｑ０６２７，Ｍａｔｕｒｅ＿Ａｃｃ
ＭＩＭＡＴＯ０００６１７；ＲＮＵ６：Ｃａｔａｌｏｇ＃ＨｍｉＲＱＰ９００１，
ＰｒｉｍｅｒＩＤｈｓｎＲＮＡｕ６，Ｍａｔｕｒｅ＿ＡｃｃＮＲ＿００２７５２。
１．２．４　ｑＲＴＰＣＲ检测　ＲＮＡ提取试剂盒提取乳
腺癌石蜡组织切片中的总 ＲＮＡ，采用美国 Ｇｅｎｅｃｏ
ｐｏｅｉａ公司生产的 ＡｌｌｉｎＯｎｅＴＭｍｉＲＮＡｑＲＴＰＣＲ
ＤｅｔｅｃｔｉｏｎＫｉｔ进行 ｍｉＲＮＡ的逆转录合成和 ｑＲＴ
ＰＣＲ检测。ｑＲＴＰＣＲ数据分析通过２－△Ｃｔ法完成，
Ｃｔ值代表在ＰＣＲ扩增过程中，热循环仪检测到反
应体系中荧光信号的强度值。△Ｃｔ＝ＣｔｍｉＲＮＡ －
Ｃｔ内参，用２

－△Ｃｔ代表各个样本的表达量，选择样本

的２－△Ｃｔ值设为１，以此作为对照。定义不低于中位
数值为高表达，低于中位数为低表达。

１．２．５　免疫组织化学染色（Ｅｎｖｉｓｉｏｎ法）　将玻片
放入恒温烤箱，３０ｍｉｎ。按以下顺序脱蜡及脱水：二
甲苯Ｘ４缸，每缸１０ｍｉｎ；１００％乙醇１０ｍｉｎ；９０％乙
醇５ｍｉｎ；３０％乙醇５ｍｉｎ；纯净水冲洗２ｍｉｎ。３％过
氧化氢（３０％过氧化氢用甲醇配至３％）处理切片，
室温避光封闭２５ｍｉｎ，阻断内源性过氧化物酶。蒸
馏水洗，摇床，５ｍｉｎ×２次。抗原修复处理，采用枸
橼酸缓冲液（１０ｍＭ，ｐＨ＝６．０）高压煮沸修复，将
组织芯片置于装有枸橼酸抗原修复液（１ｍＭ，ｐＨ＝
６．０）的容器中，放入微波炉中高火加热１５ｍｉｎ，取
出自然冷却至室温。摇床如上操作，用 ＰＢＳ溶液
清洗，５ｍｉｎ×２次。滴加 ＣＸＣＲ６第一抗体（１∶４０，
ＰＢＳ空白对照）后，使用盖玻片盖住组织，４℃孵育
过夜。用ＰＢＳ溶液冲去盖玻片后，继续用 ＰＢＳ溶
液清洗，摇床，５ｍｉｎ×２次。滴加二抗，再次用盖玻
片盖住组织，３７℃恒温箱中孵育６０ｍｉｎ。用ＰＢＳ溶
液冲去盖玻片后，继续用 ＰＢＳ溶液清洗，摇床，
５ｍｉｎ×２次。ＤＡＢ显色，并使用盖玻片盖住组织，
使ＤＡＢ完全覆盖，光镜下观察，适时终止，自来水
冲洗。室温下，苏木素复染４ｍｉｎ，水冲后，１％盐酸
乙醇分化数秒，自来水返蓝 １５ｍｉｎ。梯度乙醇脱
水，二甲苯透明，并用盖玻片和中性树胶封片。倒

置显微镜观察拍摄。染色结果评估：ＣＸＣＲ以胞浆
呈不同程度的黄色为阳性。每张切片高倍镜下随

机选取１０个视野共纪录１０００个细胞，综合染色强
度和阳性细胞数量进行判定。肿瘤细胞染色强度

评分：０分（无显色）；１分（淡黄色）；２分（棕黄
色）；３分（棕褐色）。阳性细胞占同类细胞的百分
比评分：０分（阴性）；１分（＜１０％）；２分（１０％
～）；３分（５０％ ～）；４分（７５％ ～）。将 ＣＸＣＲ６在
肿瘤细胞中的染色强度评分及阳性百分比评分的

乘积作为最终得分：＜３分为阴性（－）；３～分为弱
阳性（＋）；７～分为阳性（），９～分为强阳性
（）
１．３　统计学方法

采用ＳＰＳＳ２０．０软件进行统计分析。

２　结果

２．１　乳腺癌患者术后病理组织ＣＸＣＲ免疫组化染
色结果

见图１。

注：Ａ阴性；Ｂ弱阳性；Ｃ阳性；Ｄ强阳性

图１　乳腺癌患者术后病理组织ＣＸＣＲ免疫组化
染色结果（抗酸染色×４００）

２．２　ｍｉＲ２００ｃ３ｐ表达水平与乳腺癌患者总生存
期、无病生存期的关系

ｍｉＲ２００ｃ３ｐ的表达高低患者总生存期中位生
存时间分别为６９．５月、７２．０月，无病生存期中位
生存时间分别为６４．０月、６５．５月。（图２、图３）。
通过ＬｏｇＲａｎｋ检验可知两组总生存时间比较，差
异无统计学意义（χ２＝２．１３３，Ｐ＝０．１４４）；两组患
者的无病生存期中位生存时间比较，差异无统计学

意义（χ２＝０．９５６，Ｐ＝０．３２８）。
２．３　ＣＸＣＲ６表达水平与乳腺癌患者总生存期及
无病生存期的关系

ＣＸＣＲ６的表达高低患者总生存期中位生存时
间分别为６５．５月、７５．０月，无病生存期中位生存
时间分别为５６．０月、６３．５月。（图４、图５）。通过
ＬｏｇＲａｎｋ检验可知两组总生存时间，差异有统计
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学意义（χ２＝１６．９０６，Ｐ＜０．００１）；两组无病时间比
较，差异有统计学意义（χ２＝４．７３７，Ｐ＝０．０３０）。

图２　ｍｉＲ２００ｃ３ｐ表达水平与乳腺癌患者
总生存期的关系

图３　ｍｉＲ２００ｃ３ｐ表达水平与乳腺癌患者
无病生存期的关系

图４　ＣＸＣＲ６表达水平与乳腺癌患者
总生存期的关系

图５　ＣＸＣＲ６表达水平与乳腺癌患者
无病生存期的关系

２．４　ｍｉＲ２００ｃ３ｐ表达与ＣＸＣＲ６表达情况分析　

通过 ｑＲＴＰＣＲ检测，根据所得数据的中位数将
ｍｉＲ２００Ｃ３ｐ的表达分为高表达组（表达量高于中
位数）跟低表达组（表达量低于中位数）［１２］。根据

ＣＸＣＲ６及ｍｉＲ２００ｃ３ｐ的高低表达情况，将１２０例
乳腺癌患者分为４组，分别为：ＣＸＣＲ６高表达ｍｉＲ
２００ｃ３ｐ高表达组（ＣＸＣＲ６↑ｍｉＲ２００ｃ３ｐ↑组），
ＣＸＣＲ６高表达 ｍｉＲ２００ｃ３ｐ低表达组（ＣＸＣＲ６↑
ｍｉＲ２００ｃ３ｐ↓组），ＣＸＣＲ６低表达ｍｉＲ２００ｃ３ｐ高
表达组（ＣＸＣＲ６↓ｍｉＲ２００ｃ３ｐ↑组），ＣＸＣＲ６低表
达 ｍｉＲ２００ｃ３ｐ低表达组（ＣＸＣＲ６↓ｍｉＲ２００ｃ３ｐ
↓组）。并将４组患者的总生存及无病生存期进
行了ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ单因素分析，发现４组的总生存
期存在统计学差异（Ｐ＝０．０２２，图６），４组患者的
总生存期中位生存时间通过 ＬｏｇＲａｎｋ检验可知，
差异有统计学意义（Ｐ＝０．００１，表１）。两两比较显
示ＣＸＣＲ６↓ｍｉＲ２００ｃ３ｐ↑组差异有统计学意义
（χ２＝９．９０２，Ｐ＝０．００２）；ＣＸＣＲ６↑ｍｉＲ２００Ｃ３ｐ↑
组与ＣＸＣＲ６↓ｍｉＲ２００ｃ３ｐ↓组差异有统计学意义
（χ２＝１０．２６４，Ｐ＝０．００１）。

图６　ＣＸＣＲ６、ｍｉＲ２００ｃ３ｐ不同表达与乳腺癌患者
总生存期的关系

表１　４组患者的总生存期中位生存时间比较

　　组别 中位生存时间 χ２ Ｐ

ＣＸＣＲ６↑ｍｉＲ２００ｃ３ｐ↑（ｎ＝２８）

ＣＸＣＲ６↑ｍｉＲ２００ｃ３ｐ↓（ｎ＝２８）

ＣＸＣＲ６↓ｍｉＲ２００ｃ３ｐ↑（ｎ＝３２）

ＣＸＣＲ６↓ｍｉＲ２００ｃ３ｐ↓（ｎ＝３２）

５２．０

４７．５

６９．５

７２．５

１５．４８０ ０．００１

　　注：两两比较，ａ′＝０．００８

３　讨论

通过ｑＲＴＰＣＲ对１２０例乳腺癌临床标本进行
了ｍｉＲ２００ｃ３ｐ的检测，发现 ｍｉＲ２００ｃ３ｐ的表达
与乳腺癌患者预后并不相关。虽然在乳腺癌细胞

系中发现ｍｉＲ２００ｃ３ｐ与其恶性生物学行为相关，
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ｍｉＲ２００ｃ３ｐ呈抑癌基因作用［１３］，但在转移性乳腺

癌组织中，其表达明显高于乳腺癌组织，起促癌基

因作用［１４］。因此，ｍｉＲ２００ｃ３ｐ在乳腺癌可能扮演
抑癌基因和促癌基因双重角色。在本项研究中，其

在乳腺癌组织中的表达并未倾向于某种作用，进而

导致结果无意义。乳腺癌患者的预后受多种因素

影响，如受体状态、分期等临床病理因素。也就是

说如果ｍｉＲ２００ｃ３ｐ对乳腺癌发挥的作用不够明
确，将不能从这些因素中突出，对乳腺癌患者预后

产生一定作用。

趋化因子受体 ＣＸＣＲ６是 Ｇ蛋白偶联的７次
跨膜受体，可表达于 ＣＤ４＋及 ＣＤ８＋Ｔ细胞、ＮＫ细
胞、ＮＫＴ细胞表面。研究表明 ＣＸＣＲ６与肿瘤细胞
的增殖、侵袭、转移及血管生成等相关，表达越高，

其增殖、侵袭等恶性生物学行为越强。ＣＸＣＲ６高
表达于高侵袭性乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１细胞，
低表达于其它低侵袭性乳腺癌细胞，而 ｍｉＲ２００ｃ
３ｐ低表达于 ＭＤＡＭＢ２３１细胞，高表达于其他乳
腺癌细胞［１５］。因此，我们在选择临床标本时，意向

性选择了６０例三阴乳腺癌，６０例其他受体状态的
乳腺癌。希望通过探索两组临床标本中ＣＸＣＲ６及
ｍｉＲ２００ｃ３ｐ的表达，进一步探讨其与乳腺癌预后
的相关性。由于ＨＥＲ２状态的评估可通过ＦＩＳＨ结
果判断，但是在回顾性筛选病例时，部分患者并没

有进行ＦＩＳＨ检测或者不知道结果，因此部分免疫
组化ＨＥＲ２＋的患者无法确定 ＨＥＲ２状态。因此，
我们排除了ＨＥＲ免疫组化结果为２＋的这部分病
例，在病例选择上可能会造成一定偏倚。

本文结果表明 ｍｉＲ２００ｃ３ｐ低表达组与高表
达组的总生存期及无病生存期均无差异，ＣＸＣＲ６
高表达组的总生存期差于低表达组，ＣＸＣＲ６高表
达组的无病生存期差于低表达组；ＣＸＣＲ６为ＣＸＣＲ
家族蛋白中的趋化因子之一，在乳腺癌各亚型及癌

旁组织中的表达均有所不同。后我们根据 ＣＸＣＲ６
及ｍｉＲ２００ｃ３ｐ不同的表达情况，将１２０例乳腺癌
患者分为４组，并分析４组患者的生存情况，结果
显示４组患者的总生存期存在差异；两两比较时，
发现ＣＸＣＲ６↑ｍｉＲ２００ｃ３ｐ↑的总生存期短于ＣＸ
ＣＲ６↓ｍｉＲ２００ｃ３ｐ↑组和ＣＸＣＲ６↓ｍｉＲ２００ｃ３ｐ↓
组。提示我们在乳腺癌预后分析中，其实真正发挥

作用的是ＣＸＣＲ６的表达，ｍｉＲ２００ｃ３ｐ的表达情况

与乳腺癌的预后无明显关系。

综上所述，ＣＸＣＲ６与乳腺癌细胞的增殖、侵
袭、迁移等恶性生物学行为相关，与乳腺癌的发生

发展呈正相关。我们的研究表明ＣＸＣＲ６对乳腺癌
起促癌作用，ＣＸＣＲ６表达越高，预后越差，ＣＸＣＲ６
是乳腺癌的独立预后因素，提示我们 ＣＸＣＲ６可能
成为乳腺癌的治疗靶点，值得大家更多的关注及进

一步研究。
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ｃｏｎｔｒａｃｅｐｔｉｖｅｓａｎｄｒｉｓｋｏｆｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒａｎｄｂｒｅａｓｔ

ｃａｎｃｅｒａｍｏｎｇｈｉｇｈｒｉｓｋｗｏｍｅｎ：ａｓｙｓｔｅｍａｔｉｃｒｅｖｉｅｗａｎｄ

ｍｅｔａａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＯｎｃｏｌ，２０１３，３１（３３）：４１８８

４１９８．ＤＯＩ：１０．１２００／ＪＣＯ．２０１３．４８．９０２１．
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［１４］ＶｅｒｂｅｋｅＨ，ＳｔｒｕｙｆＳ，ＬａｕｒｅｙｓＧ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
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ＣｙｔｏｋｉｎｅＧｒｏｗｔｈＦａｃｔｏｒＲｅｖ，２０１１，２２（５６）：３４５３５８．
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１０９３／ｉｎｆｄｉｓ／ｊｉｕ２８１．
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１００７３９６９．２０１４．１１．００２．

［１５］李世荣，王振明，董爱萍，等．乳腺癌患者外周血及癌

组织ＲＡＳＳＦ１Ａ基因甲基化水平检测临床意义分析
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ｐｅｒｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｐｒｏｆｉｌｅｓｉｎｂｒｅａｓｔｄｕｃｔｆｌｕｉｄ［Ｊ］．Ｂｒｅａｓｔ

ＣａｎｃｅｒＲｅｓＴｒｅａｔ，２０１３，１３９（２）：３４１３５０．ＤＯＩ：１０．
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ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ，２０１６，７（１７）：
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