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［摘 要］ 目的：探讨长链非编码RNA（long noncoding RNA，LncRNA）MCM3AP⁃AS1在乳腺癌患者中的表达及其临床病理意

义。方法：收集老年女性（年龄≥60岁）晚期乳腺癌患者肿瘤组织穿刺标本 64例，应用 qRT⁃PCR技术检测肿瘤组织中的Ln⁃
cRNA MCM3AP⁃AS1表达情况，免疫组化检测乳腺癌组织样本中的雌激素受体（estrogen receptor，ER）、孕激素受体（progester⁃
one receptor，PR）、人表皮生长因子受体⁃2（human epidermal growth factor receptor⁃2，Her⁃2）、Ki⁃67抗原、Dickkopf相关蛋白 1
（Dickkopf⁃related protein 1，Dkk1）蛋白表达情况。Her⁃2免疫组化结果2+的患者进一步行荧光原位杂交试验（FISH）检测。分

析LncRNA MCM3AP⁃AS1表达情况与乳腺癌患者临床病理之间的关系及对预后的影响。结果：组织分化差及ER、PR阴性的

乳腺癌患者肿瘤组织中LncRNA MCM3AP⁃AS1的表达明显升高（P < 0.01）。LncRNA MCM3AP⁃AS1的表达与是否存在肺、肝、

脑转移均无相关性，但与骨转移关系密切（P < 0.01）。激素受体阴性、Her⁃2 阳性、Dkk1阳性的患者更容易发生骨转移（P <
0.01）。LncRNA MCM3AP⁃AS1高表达的乳腺癌患者无进展生存期明显低于低表达组（P < 0.01）。结论：LncRNA MCM3AP⁃
AS1与女性乳腺癌的恶性生物学行为关系密切。检测LncRNA MCM3AP⁃AS1表达对明确乳腺癌发病、转移机制及判断乳腺癌

患者预后具有潜在的价值。
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［Abstract］ Objective：To investigate the expression and clinical pathological significance of long noncoding RNA（LncRNA）
MCM3AP⁃AS1 in breast cancer patients. Methods：A total of 64 cases of tumor tissue puncture specimens were collected from elderly
women（age≥60）with advanced breast cancer. The expression of LncRNA MCM3AP ⁃ AS1 in tumor tissues of these patients was
detected by qRT⁃PCR. The expressions of ER，PR，Her⁃2，Ki⁃67 and Dkk1 protein in breast cancer tissue samples were detected by
immunohistochemistry. Samples with immunohistochemical Her ⁃ 2 2 + were further tested by FISH. Furthermore，we analyzed the
relationship between LncRNA MCM3AP⁃AS1 expression and clinical pathology of breast cancer patients and its impact on prognosis.
Results：The expression of LncRNA MCM3AP ⁃ AS1 was significantly increased in breast cancer patients with poor tissue
differentiation and ER（-），PR（-）（P < 0.01）. The expression of LncRNA MCM3AP⁃AS1 was not associated with the presence of liver，
lung or brain metastasis，but was closely related to bone metastasis（P < 0.01）. Patients with ER（-），PR（-），Her⁃2（+）or Dkk1（+）
were more likely to have bone metastases（P < 0.01）. The progression⁃free survival of breast cancer patients with high expression of
LncRNA MCM3AP⁃AS1 was significantly shorter than that of low expression group（P < 0.01）. Conclusion：LncRNA MCM3AP⁃AS1 is
closely related to the malignant biological behavior of female breast cancer. The detection of LncRNA MCM3AP⁃AS1 expression has
potential value in helping us to better understand the mechanism of breast cancer and judging the prognosis of breast cancer patients.
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乳腺癌是中国女性最常见的恶性肿瘤［1］。乳腺

癌的发病率有明显的年龄分布特点［2-3］。我国妇女

乳腺癌发病高峰在 45~50岁，50岁以后逐渐减少。

但由于我国人口基数大，人口老龄化严重，60岁以

上的乳腺癌患者仍非常常见。对这部分老年患者

的诊治一直是我们关注的重点。在过去的几十年

里，随着乳腺癌的分子分型越来越详细，其治疗策

略也发生了根本性的改变，已由传统的乳腺癌手术

及放化疗，转变为手术、放化疗、内分泌治疗及靶向

治疗等多模式的综合治疗。治疗手段的丰富对改

善老年乳腺癌患者的预后有很大的帮助。但由于

患者高龄、脏器功能差、合并症多又决定了老年乳

腺癌患者不能完全按照指南规范进行［4-5］。故进一

步阐明老年乳腺癌的发病机制、寻求新的治疗靶

点，对改善老年乳腺癌患者的预后至关重要［6］。

近年来越来越多的研究表明，长链非编码RNA
（long noncoding RNA，LncRNA）在乳腺癌的发生发

展中起着重要的作用，对其机制的研究将为乳腺癌

的诊断、治疗提供新的理论依据［7-8］。在前期工作中，

我们利用基因芯片与生物信息学技术，对乳腺癌与癌

旁组织的 LncRNA 表达谱进行筛选，分析发现

MCM3AP⁃AS1在乳腺癌组织标本中高表达，提示其

可能是调控乳腺癌恶性表型的重要LncRNA之一。

LncRNA MCM3AP⁃AS1是近年来新发现在肿瘤中异

常表达的基因［9］，其在乳腺癌中表达情况少见报道。

本研究通过检测LncRNA MCM3AP⁃AS1在不同乳腺

癌组织中的表达，分析其与各临床病理特征的相关

性，探讨其在老年乳腺癌发生、发展及转移中的作用。

1 对象和方法

1.1 对象

2014年1月—2016年6月南京医科大学第一附

属医院收治的老年女性（年龄≥60岁）晚期乳腺癌患

者64例，所有患者均因存在远处转移不能行手术治

疗，穿刺标本均由2位有经验的高年资病理医师阅片

评分。留取部分新鲜标本放入液氮中冻存，以备后

用。治疗前所有患者行影像学检查评估转移部位。

明确诊断后定期对患者进行随访，统计患者无进展生

存时间（progress⁃free survival，PFS）。本研究经医院

伦理委员会批准，并得到所有患者的知情同意。

1.2 方法

1.2.1 总RNA的提取及逆转录

按照试剂盒说明书操作提取乳腺癌组织标本

中的总RNA，用紫外分光光度计检测吸光度值，取

比值（260 nm/280 nm）在1.8~2.0的RNA样本用于后

续试验。采用Revertra Ace qRT⁃PCR Master Mix逆
转录试剂盒（ToYoBo公司，日本）将RNA 样本逆转

录为cDNA，置于-80 ℃保存。

1.2.2 PCR检测LncRNA MCM3AP⁃AS1的表达

荧光定量 PCR试剂盒购自日本 TaKaRa 公司，

引物分别为 MCM3AP ⁃AS1 ⁃F：5′ ⁃GCTGCTAATG⁃
GCAACACTGA⁃3′，MCM3AP⁃AS1⁃R：5′⁃AGGTGCT⁃
GTCTGGTGGAGAT ⁃ 3′ ；GAPDH ⁃ F：5′ ⁃ GGACCT⁃
GACCTGCCGTCTAG⁃3′，GAPDH⁃R：5′⁃GTAGCCC⁃
AGGATGCCCTTGA⁃3′。按照试剂盒操作规程进行

PCR 检测。包括 SYBR Green Realtime PCR Master
Mix 10 μL，10 μmol /L上、下游引物各 1 μL，cDNA
模板 2.5 μL，ddH2O 5.5 μL。循环参数：95 ℃ 60 s；
95 ℃ 15 s，60 ℃ 34 s，72 ℃ 45 s，共 40 个循环。在

60 ℃时收集荧光信号，应用熔解曲线分析产物纯

度，最终结果以2-△Ct法表示。实验重复3次。

1.2.3 免疫组织化学检测

应用穿刺标本制作石蜡切片，以常规SP法检测

人表皮生长因子受体⁃2（human epidermalgrowth fac⁃
tor receptor⁃2，Her⁃2）、雌激素受体（estrogen receptor，
ER）、孕激素受体（progesterone receptor，PR），试剂

盒购自上海美轩生物科技有限公司。具体操作流

程参照2015年乳腺癌雌、孕激素受体免疫组织化学

检测指南［10］。Ki⁃67抗体购自美国 Invitrogen公司，

工作浓度为 1∶200。Dickkopf相关蛋白 1（Dickkopf⁃
related protein 1，Dkk1）抗体购自美国 Santa Cruz公
司，工作浓度为1∶400。细胞核是PR、ER 阳性表达

部位，阳性率＞1%判为阳性。细胞膜是HER⁃2表达

部位，免疫组化检测结果 3+判为Her⁃2阳性，0和1+
为Her⁃2阴性，2+为Her⁃2不确定病例，需进一步应

用荧光原位杂交试验（FISH）的方法进行Her⁃2基因

扩增状态检测。

1.2.4 FISH
进行Her⁃2基因状态检测的探针为同时含有

Her⁃2基因和该基因所在的第 17号染色体着丝粒

（CEP17）序列的双探针（Abbott分子公司，美国）。

参考我国《乳腺癌Her⁃2检测指南（2014版）》进行

判读［11］。

1.3 统计学方法

应用 SPSS17.0 统计软件进行统计。LncRNA
MCM3AP⁃AS1基因的相对表达量以均数±标准差

（x ± s）表示，组间比较采用 t检验。率的比较采用卡

方检验。生存曲线采用Kaplan⁃Meier分析，组间比较
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采用Log⁃rank检验。P ≤ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 乳腺癌组织中 LncRNA MCM3AP⁃AS1的表达

与临床病理特征的关系

比较不同临床病理特征乳腺癌患者肿瘤组织中

LncRNA MCM3AP⁃AS1的表达差异。结果表明，肿瘤

组织分化差及ER阴性、PR阴性的乳腺癌患者，其肿瘤

组织中LncRNA MCM3AP⁃AS1的表达明显升高，差异

有统计学意义（P < 0.01，表 1）。LncRNA MCM3AP⁃
AS1的表达量与Her⁃2、Ki⁃67的表达水平无关。

2.2 乳腺癌组织中 LncRNA MCM3AP⁃AS1的表达

与肿瘤转移部位的关系

本次研究入组的人群均为晚期乳腺癌患者，转

移部位各不相同，按照不同的转移部位进行亚组分

析。LncRNA MCM3AP⁃AS1的表达与是否存在肺、

肝、脑转移均无相关性。但在骨转移的患者其 Ln⁃
cRNA MCM3AP⁃AS1的表达明显高于无骨转移的患

者，差异具有统计学意义（图1）。
2.3 乳腺癌骨转移与肿瘤组织病理的关系

按照是否存在骨转移进行分组，检测不同患者

肿瘤组织中ER、PR、Her⁃2、Ki⁃67和Dkk1的表达情

况，并将免疫组化结果与骨转移情况进行统计学分

析。结果显示，骨转移与否与ER、PR、Her⁃2、Dkk1
的表达有关。激素受体阴性、Her⁃2 阳性、Dkk1阳性

的患者似乎更容易发生骨转移（P < 0.05，表2）。
2.4 LncRNA MCM3AP⁃AS1的表达与乳腺癌患者

预后的关系

Kaplan⁃Meier 分析显示，LncRNA MCM3AP⁃AS1
低表达组和高表达组的晚期乳腺癌患者首次治疗

后的中位PFS分别为 10.7个月和 8.1个月，LncRNA
MCM3AP⁃AS1高表达的乳腺癌患者PFS明显低于低

表达组，差异有统计学意义（P < 0.01，图2）。
3 讨 论

近年来越来越多的研究表明表观遗传学的改

变在乳腺癌的发生发展中起着重要的作用，对其机

制的研究将为乳腺癌的诊断、治疗提供新的理论依

据。LncRNA作为近年来备受关注的一类非编码

RNA，在肿瘤形成、增殖和转移的过程中起着广泛

而重要的作用［12-13］，其功能及作用机制较为复杂，是

目前RNA基因组学研究的热点。LncRNA在人类中

预计数量是mRNA的3~100倍，它们并不编码蛋白，

而是以RNA的形式在多种层面上（表观遗传学调

控、转录调控以及转录后调控等）调控基因的表达

水平，在多种疾病包括肿瘤发生过程中扮演重要的

角色［14-15］。

前期利用基因芯片与生物信息学技术筛选出

LncRNA MCM3AP⁃AS1在乳腺癌组织高表达。进一

表1 LncRNA MCM3AP⁃AS1的表达量与临床病理特征的

关系

Table 1 The relationship between expression of LncRNA
MCM3AP⁃AS1 and clinicopathologic features

特征

病理分级

Ⅰ~Ⅱ级

Ⅲ级

ER
（+）
（-）

PR
（+）
（-）

Her⁃2
（+）
（-）

Ki⁃67
<14%
≥14%

Dkk1
（+）
（-）

例数

35
29

39
25

27
37

24
40

19
45

29
35

LncRNA MCM3AP⁃AS1
相对表达量

1.93 ± 0.25
3.78 ± 0.28

2.25 ± 0.24
3.58 ± 0.37

2.11 ± 0.25
3.25 ± 0.31

3.14 ± 0.37
2.54 ± 0.27

2.36 ± 0.34
2.94 ± 0.28

4.13 ± 0.30
1.64 ± 0.13

P值

＜0.001

0.003

0.009

0.187

0.232

＜0.001

（x ± s）

图1 LncRNA MCM3AP⁃AS1的表达量与远处转移病灶的关系

Figure 1 The relationship between expression of LncRNA MCM3AP⁃AS1 and distant metastatic lesions
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步研究发现，LncRNA MCM3AP⁃AS1在组织分化差

的乳腺癌中高表达，LncRNA MCM3AP⁃AS1高表达

的乳腺癌患者PFS明显低于低表达者。这和Wang
等［16］在肝细胞癌中的研究类似，他们在肝癌组织中

发现LncRNA MCM3AP⁃AS1与肝癌的组织学分级、

肿瘤大小、临床分期及预后密切相关，说明其在肝

癌细胞的恶性生物学行为中扮演重要角色。因此，本

研究表明，检测LncRNA MCM3AP⁃AS1表达可作为

判断乳腺癌患者预后的指标，具有一定的临床意义。

本研究还发现 ER、PR 阴性的患者 LncRNA
MCM3AP⁃AS1表达水平高，这在其他研究中尚无报

道。一般来说，ER、PR阴性的患者其预后较激素受

体 阳 性 的 患 者 更 差 一 些 。 这 一 点 和 LncRNA
MCM3AP⁃AS1表达水平高的患者预后差也是吻合

的。Peng等［17］应用芯片技术发现，有 13种LncRNA
在乳腺癌中与ER的表达密切相关，但是未能进一

步阐述他们与 ER高表达或低表达之间的因果关

系。这方面的研究仍然值得我们关注。

另一个有趣的问题是，按照不同的转移部位进

行亚组分析，发现LncRNA MCM3AP⁃AS1高表达与

乳腺癌骨转移有关，而与肝、肺、脑等部位的转移无

关。骨转移是乳腺癌的常见转移途径。本研究发

现，骨转移也与Dkk1的阳性表达有关。研究者在多

种恶性肿瘤的临床样本中得出结论：Dkk1表达升高

与骨转移密切相关［18-19］，常见的解释认为Dkk1通过

Wnt/β⁃catenin信号通路抑制下游基因RUNX2的表

达，抑制成骨细胞的分化及活性［20-21］。Dkk1阳性患

者 LncRNA MCM3AP⁃AS1表达水平较高，两者之间

的因果关系如何需进一步研究。笔者猜测，LncRNA
MCM3AP⁃AS1可能通过吸附某种特定的miRNA，减
少其对Dkk1翻译水平的抑制作用，从而促进Dkk1
在肿瘤组织及血清中的高表达，这种假设是否成立

需要进一步研究。

人类基因编码非常多的 LncRNA，它们在常规

生理学过程以及疾病中发挥的功能还有待考证。

LncRNA MCM3AP⁃AS1作为在乳腺癌中差异表达的

长链非编码RNA，对其生物学功能的研究可能为乳

腺癌的诊断治疗提供新的帮助。
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