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［摘要］　目的：探讨Ｌｅｔ７ｃ在乳腺浸润性导管癌中的表达情况及与各种临床病理特征的关系。方法：采用茎环ＲＴＰＣＲ方

法检测４０例乳腺浸润性导管癌及其对应的正常乳腺组织中Ｌｅｔ７ｃ的表达，分析Ｌｅｔ７ｃ表达与临床分期、淋巴结转移、增殖指

数等临床病理特征的关系。结果：用茎环ＲＴＰＣＲ方法检测Ｌｅｔ７ｃ表达的敏感性和特异性良好；Ｌｅｔ７ｃ在乳腺癌组织中的

表达显著低于正常组织（Ｐ＜０．０５）；Ｌｅｔ７ｃ的表达与乳腺癌的增殖指数有关（Ｐ＜０．０５），与雌孕激素受体状态亦有关，与是否绝

经、乳腺癌的ＴＮＭ分期、淋巴结转移未见显著统计学意义（Ｐ＞０．０５）。在高增殖指数、雌孕激素受体阴性的肿瘤组Ｌｅｔ７ｃ表

达明显降低。结论：Ｌｅｔ７ｃ在乳腺浸润性导管癌中的表达异常，可能和乳腺癌的发生和发展有关，有望成为乳腺癌新的预后

指标及治疗靶点。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００９，３０（４）：４００４０３］

　　近年来在多种真核细胞和病毒中发现的一类非
编码蛋白的短序列（２１～２３个核苷酸）ＲＮＡ片段，即

ＭｉＲＮＡ（ＭｉｃｒｏＲＮＡ），它通过碱基配对原则结合到
目标ｍＲＮＡ上进而抑制该 ｍＲＮＡ翻译，起着调控
基因功能的作用，在肿瘤的发生过程中起到调控的
枢纽作用。具９个成员之多的Ｌｅｔ７家族（Ｌｅｔ７ａ～

Ｌｅｔ７ｉ）可以抑制肿瘤细胞的生长，具有肿瘤抑制作
用，尤其是Ｌｅｔ７ｃ在多种肿瘤中表达下调。本研究
通过茎环ＲＴＰＣＲ方法检测了４０例乳腺浸润性导
管癌中Ｌｅｔ７ｃ的表达，分析它们和临床病理特征的
联系，探讨Ｌｅｔ７ｃ在乳腺癌中的作用。
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１　材料和方法

１．１　临床资料　２００７年５月至２００８年５月，温州
医学院附属第一医院肿瘤科行手术治疗的乳腺浸润

性导管癌患者４０例，均为女性，术前未行放、化疗及
内分泌治疗，年龄３５～７７岁，中位年龄５３岁，组织
病理类型的判断标准参照２００３版 ＷＨＯ乳腺肿瘤
的病理学分类。其他临床病理资料见表１。每例标
本留取肿瘤组织及对应的距肿瘤５ｃｍ以上的正常
乳腺组织，离体后１０ｍｉｎ内置于液氮保存待做ＲＴ
ＰＣＲ分析，同时留取１份标本待行免疫组化染色，

１０％甲醛固定，石蜡包埋。

表１　乳腺浸润性导管癌中Ｌｅｔ７ｃ表达和

临床病理因素的相关性

Ｔａｂ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬｅｔ７ｃａｎｄｉｔｓｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ｗｉｔｈｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｆｅａｔｕｒｅｓｏｆ

ｉｎｖａｓｉｖｅｄｕｃｔａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｏｆｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ

Ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｆｅａｔｕｒｅｓ Ｎ Ｌｅｔ７ｃｌｅｖｅｌ Ｐｖａｌｕｅ

Ｍｅｎｏｐａｕｓｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎ ０．３５７

　　Ｐｒｅｍｅｎｏｐａｕｓｅ １６ ０．３５６２±０．１４４３

　　Ｐｏｓｔｍｅｎｏｐａｕｓｅ ２４ ０．４１０６±０．２２５
Ｔｕｍｏｒｓｉｚｅ ０．７２３

　　≤２ｃｍ １７ ０．３９００±０．１９５９

　　＞２ｃｍ ２３ ０．３６９１±０．１７２１
ＴＮＭｃｌｉｎｉｃａｌｓｔａｇｅ ０．４６９

　　Ⅰ １０ ０．４３６０±０．２０９７

　　Ⅱ ２２ ０．３６７３±０．１７４１

　　Ⅲ ８ ０．３３５０±０．１６３５
ＥＲ ０．０４

　　Ｐｏｓｉｔｉｖｅ １３ ０．４９２３±０．２２６２

　　Ｎｅｇａｔｉｖｅ ２７ ０．３２３０±０．１２４８
ＰＲ ０．０３４

　　Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ２３ ０．４２９６±０．１９３３

　　Ｎｅｇａｔｉｖｅ １７ ０．３０８２±０．１３７９
Ｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ０．３３９

　　Ｐｏｓｉｔｉｖｅ １９ ０．３４８９±０．２００２

　　Ｎｅｇａｔｉｖｅ ２１ ０．４０４３±０．１６１０
Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ（Ｋｉ６７） ０．０３

　　≤１０％ １８ ０．４４５６±０．１８４８

　　＞１０％ ２２ ０．３２２７±０．１６０４

１．２　主要试剂　ＴＲＩｚｏｌ试剂购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司；ＭＭＬＶ逆转录酶、ＲＮＡ酶抑制剂、ｏｌｉｇｏｄＴ、ｄＮＴＰｓ
等购 自 ＴａＫａＲａ；ＫＯＤｐｌｕｓ、ＳＹＢＲ Ｍａｓｔｅｒｍｉｘ 购 自

Ｔｏｙｏｂｏ；引物由上海英骏生物技术有限公司合成。

１．３　总ＲＮＡ的提取　取液氮保存的乳腺肿瘤及正
常乳腺组织标本，用刀片切成薄片，在液氮中碾碎至
粉状，按ＴＲＩｚｏｌ试剂说明书提取总ＲＮＡ，ＤＥＰＣ处
理过的蒸馏水溶解。采用德国ＥＰＰＥＮＤＯＲＦ公司
分光光度仪（Ｂｉｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ）检测 ＲＮＡ溶液Ｄ２６０／

Ｄ２８０光密度（Ｄ）值，计算ＲＮＡ浓度和纯度，Ｄ２６０／Ｄ２８０
比值＞１．８方可用于检测。１％琼脂糖变性凝胶电泳
检测ＲＮＡ的完整性。

１．４　Ｌｅｔ７ｃ表达分析　ＭｉＲＮＡ茎环 ＲＴＰＣＲ分
析参考文献，表２为相关分析的引物序列。１μｇ总

ＲＮＡ以 ＭｉＲＮＡ茎环ＲＴ引物进行逆转录，反应条
件为：１６℃３０ｍｉｎ，４２℃３０ｍｉｎ，７５℃１５ｍｉｎ，反应
结束后－２０℃保存。为准备定量ＰＣＲ内参模板ｃＤ
ＮＡ，用与进行茎环ＲＴ反应相同的总ＲＮＡ标本，以

ｏｌｉｇｏｄＴ为逆转录引物进行逆转录。反应条件为：
模板与ｏｌｉｇｏｄＴ混合后，７０℃１０ｍｉｎ，立即冰上２
ｍｉｎ，随后加入配制的逆转录反应液，４２℃３０ｍｉｎ，随
后７０℃１５ｍｉｎ终止反应，－２０℃保存样品。以１５

μｌ反应体系进行Ｒｅａｌｔｉｍｅ定量ＰＣＲ。ＭｉＲＮＡ检
测反应体系包括：１μｌＲＴ产物，１×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ
Ⅰ Ｍａｓｔｅｒｍｉｘ，０．５μｍｏｌ／ＬＭｉＲＮＡ特异前向引物、

０．５μｍｏｌ／Ｌ通用的反向引物。ＧＡＰＤＨ内参分析除
使用１μｌｏｌｉｇｏｄＴ 逆转录的ＲＴ产物外，使用０．５

μｍｏｌ／Ｌ特异的前向和反向引物。Ｒｅａｌｔｉｍｅ定量

ＰＣＲ条件为：９５℃ １０ｍｉｎ后，９５℃ １５ｓ，６０℃ １
ｍｉｎ，４０循环。Ｒｅａｌｔｉｍｅ定量ＰＣＲ使用ＡｐｐｌｉｅｄＢｉ
ｏｓｙｓｔｅｍｓ７３００ 仪器进行。所有样品做 ３ 复孔。

ＰＣＲ产物经８％ＰＡＧＥ电泳分析。记录每个反应管
中的荧光信号到达所设定的域值时所经历的循环数

即Ｃｔ值，以ＧＡＰＤＨ作为内参照，采用定量ＰＣＲ中
的相对定量法，以２－ΔΔＣｔ表示肿瘤组织目的基因的表
达相对于配对的正常组织的变化倍数，其中ΔΔＣｔ＝
（ＣｔＬｅｔ７－ＣｔＧＡＰＤＨ）肿瘤－（ＣｔＬｅｔ７－ＣｔＧＡＰＤＨ）正常。

１．５　统计学处理　Ｌｅｔ７ｃ的表达数据以珚ｘ±ｓ表
示。采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件的ｔ检验和方差分析
进行统计处理，取Ｐ＜０．０５为假设检验有统计学意
义的标准。

２　结　果

２．１　乳腺癌及配对正常乳腺组织中Ｌｅｔ７ｃ表达水
平的茎环ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ检测　以ＧＡＰＤＨ 为
内参，我们采用 Ｔａｎｇ等［２］建立的茎环 ＲＴＰＣＲ分
析Ｌｅｔ７ｃ表达。８％ＰＡＧＥ电泳显示ＰＣＲ产物为单
一条带（图１Ａ）、ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ产物单峰的熔解曲
线（图１Ｂ）均说明茎环ＲＴＰＣＲ能特异扩增Ｌｅｔ７ｃ
片段。图１Ｃ的扩增曲线还可见，乳腺癌组织中Ｌｅｔ
７ｃ的Ｃｔ值明显低于对应的正常乳腺组织，说明Ｌｅｔ
７ｃ在乳腺癌组织表达下降。癌组织Ｌｅｔ７ｃ相对表
达量（２－ΔΔＣｔ）约为０．３７８±０．１８０，和对应的正常乳腺
组织的表达差异有显著性（Ｐ＜０．０１）。
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表２　ＭｉＲＮＡ茎环ＲＴＰＣＲ检测相关引物序列

Ｔａｂ２　ＯｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＭｉＲＮＡ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′）

Ｌｅｔ７ｃ

　　ＲＴｓｔｅｍｌｏｏｐｐｒｉｍｅｒ ＣＴＣＡＡＣＴＧＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧＧＣＡＡＴＴＣＡＧＴＴＧＡＧＡＡＣＣＡＴＡＣ

　　Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ ＡＣＡＣＴＣＣＡＧＣＴＧＧＧＴＧＡＧＧＴＡＧＴＡＧＧＴＴＧＴ

　　Ｃｏｍｍｏｎｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ ＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧＧＣＡＡＴＴＣ
ＧＡＰＤＨ

　　Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ ＣＡＧＧＧＣＴＧＣＴＴＴＴＡＡＣＴＣＴＧＧＴＡＡ

　　Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ ＧＧＧＴＧＧＡＡＴＣＡＴＡＴＴＧＧＡＡＣＡＴＧＴ

图１　茎环ＲＴＰＣＲ分析Ｌｅｔ７ｃ在乳腺癌及正常组织的表达

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬｅｔ７ｃｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒａｎｄｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｂｙｓｔｅｍｌｏｏｐＲＴＰＣＲ
Ａ：ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｏｆＬｅｔ７ｃａｎｄＧＡＰＤＨ．Ｍ：５０ｂｐＤＮＡｍａｒｋｅｒ；Ｔ：Ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅ；Ｎ：Ｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅ．Ｂ：Ｄｅｌｉｑｕｅｓｃｅ

ｃｕｒｖｅｏｆｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ；Ｃ：ＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｃｕｒｖｅｏｆｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

２．２　乳腺癌中 Ｌｅｔ７ｃ与多种临床病理特征的关
系　由表１可见，Ｌｅｔ７ｃ在乳腺癌的不同的增殖指
数（Ｋｉ６７）中，表达水平不同，差异有统计学意义
（Ｐ＝０．０３）。在高增殖指数组（Ｋｉ６７＞１０％）中，Ｌｅｔ
７ｃ的表达低于低增殖指数组（Ｋｉ６７≤１０％）。此外，

Ｌｅｔ７ｃ的表达与乳腺癌的雌孕激素受体状态亦有
关，雌孕激素受体表达阴性组 Ｌｅｔ７ｃ表达降低
（Ｐ分别为０．０４０和０．０３４）。Ｌｅｔ７ｃ的表达和月经
状况、肿块大小、ＴＮＭ 分期及是否有淋巴结转移无
明显相关（Ｐ＞０．０５）。

３　讨　论

　　乳腺癌是严重威胁妇女健康的常见恶性肿瘤，
目前主要的治疗手段是手术、放疗、化疗，但总生存
率并不理想。生物治疗是未来的发展方向，因此在
分子水平阐明乳腺癌的发生发展机制是寻找新的分

子治疗靶点的基础。与绝大多数肿瘤一样，乳腺癌
的发生发展也是一个多基因改变的过程。以往的研
究大都集中在编码蛋白的癌基因或抑癌基因上，近

年来新发现的 ＭｉＲＮＡ，不编码蛋白质，但能够高效
调控癌基因或抑癌基因的表达而在肿瘤的发生发展

中起着关键的调控作用，ＭｉＲＮＡ长度约为２２ｎｔ，通
过和靶基因ｍＲＮＡ部分互补或完全互补结合抑制
其翻译或者导致其降解而起到在转录后水平沉默基

因表达的作用，从而调控细胞的分化、生长、发育、增
殖、代谢、凋亡等功能。据预测，一种 ＭｉＲＮＡ可调
控多达上百种靶基因的表达［３］。而肿瘤的发生和发
展正是细胞生长，凋亡等多个相关基因表达失衡的
结果，ＭｉＲＮＡ表达失调，就有可能引起肿瘤或其他
疾病的发生，ＭｉＲＮＡ和肿瘤的关系正在成为目前
研究的热点。成熟的 ＭｉＲＮＡ分子长度很短，传统
的ＲＴＰＣＲ检测方法无法对其进行逆转录及扩增。
本研究采用茎环ＲＴＰＣＲ分析Ｌｅｔ７ｃ的表达，从凝
胶电泳鉴定图、ＰＣＲ产物熔解曲线及扩增曲线可以
看出其灵敏度和特异性均良好。

　　目前人类中已经鉴定的 ＭｉＲＮＡ已有５００多
种，但真正明确功能的为数不多。目前初步的研究
表明多种 ＭｉＲＮＡ和乳腺癌有关，如 ｍｉｒ１０ｂ在高
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侵袭性乳腺癌中升高，和乳腺癌的侵袭转移能力有
关［４］，ｍｉｒ２１和乳腺癌淋巴结转移相关［５］，ｍｉｒ１２５ａ
和ｍｉｒ１２５ｂ在乳腺癌细胞中能够调控靶基因 Ｈｅｒ２
的表达［６］。２００５年Ｉｏｒｉｏ等［５］用微阵列芯片第一次

从乳腺癌组织中筛选出在乳腺癌异常表达的 ＭｉＲ
ＮＡｓ谱，发现有２９条 ＭｉＲＮＡ在乳腺癌中表达失
调，其中１７条表达上调，其中部分 ＭｉＲＮＡ的表达
失调和临床病理特征明显相关，Ｌｅｔ７ｃ是其中差异
表达最明显的几条 ＭｉＲＮＡ之一，提示其与乳腺癌
的发生发展密切相关。本研究用茎环 ＲＴＰＣＲ技
术检测了４０例乳腺浸润性导管癌组织中Ｌｅｔ７ｃ的
相对表达量，证实了Ｌｅｔ７ｃ在乳腺浸润性导管癌中
表达明显下调，且高增殖指数组Ｌｅｔ７ｃ的表达量相
对较低。ｌｅｔ７家族在多种肿瘤中均表达下调，２００４
年Ｔａｋａｍｉｚｓｗａ等［７］首先发现在人类肺癌中Ｌｅｔ７
表达下调，同时提示患者预后较差，生存期短。上调

Ｌｅｔ７表达水平时，增强型人肺腺癌细胞株Ａ５４９的
生长受抑制，而 Ｌｅｔ７的作用机制目前仍不明确。

２００５年Ｊｏｈｎｓｏｎ等［１］首先证实在肺癌中，Ｌｅｔ７对
癌基因ＲＡＳ呈负向调控，ＲＡＳ基因呈现过度表达。
在人类肿瘤里，ＲＡＳ通常是突变的，并发现了人类

ＲＡＳ基因的３′ＵＴＲｓ具有多个假定的Ｌｅｔ７互补
位点［８］，表明与其功能相关。同样在结肠癌组织中

Ｌｅｔ７表达下调，在结肠癌细胞株中高表达Ｌｅｔ７，

ＲＡＳ蛋白表达水平下降，癌细胞增殖受到抑制［９］，
进一步证实Ｌｅｔ７可以通过负向调节ＲＡＳ癌基因，
进而抑制肿瘤细胞的增殖和代谢［１０］。一种 ＭｉＲＮＡ
往往可调控多种靶基因的表达［３］，最新研究发现

Ｌｅｔ７可以调控 ＨＭＧＡ２基因的表达，ＨＭＧＡ２基
因３′ＵＴＲｓ同样具有多个假定的Ｌｅｔ７互补位点，
在高表达 ＨＭＧＡ２的 ＨｅｐＧ２细胞株中转染外源性

Ｌｅｔ７前体，ＨＭＧＡ２的表达出现明显下调［１１］；而且
内源性Ｌｅｔ７同样可以抑制 ＨＭＧＡ２的表达，在内
源性Ｌｅｔ７高表达的 ＨｅＬａ细胞中转染Ｌｅｔ７抑制
剂，ＨＭＧＡ２蛋白出现高表达［１１］。Ｌｅｔ７的作用靶
点及途径还有待于更深入的研究，以更好地通过分
子生物学途径干预肿瘤的发生、发展。

　　本研究结果显示Ｌｅｔ７ｃ的表达与乳腺癌的雌
孕激素受体状态亦有关，雌孕激素受体表达阴性组

Ｌｅｔ７ｃ表达降低。雌孕激素受体的表达是一个独立
的预后因素，不受淋巴结转移、绝经状况、临床分期

的影响。ＥＲ阳性者，癌细胞分化程度高，淋巴结转
移率低，总生存率高，对内分泌治疗敏感。Ｌｅｔ７ｃ与
雌孕激素受体之间的相互作用目前尚不明确，能否
通过Ｌｅｔ７ｃ的途径来调控雌孕激素受体的表达还
有待于进一步的深入研究。通过对Ｌｅｔ７ｃ及Ｌｅｔ７
家族的深入研究，了解其功能及作用途径，或许可以
找到乳腺癌治疗新的靶标，有助于提高乳腺癌的早
期诊断率和靶向治疗的准确性。
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