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摘要： 目的 分析微小RNA（miR）-20a、miR-92a在乳腺癌病人血清中的表达情况，并探讨其对乳腺癌诊断及预后评估的价

值。方法 选取 2012年 1月至 2013年 5月中国人民解放军中部战区总医院首次确诊为乳腺癌并经手术治疗的病人 89例为观

察组，以 80例同期健康体检者为健康对照组，采用实时荧光定量逆转录聚合酶链式反应（qRT-PCR）检测乳腺癌病人术前和术

后及健康对照组血清miR-20a和 miR-92a表达水平，分析miR-20a和 miR-92a表达与临床病理特征的关系。Spearman相关性分

析血清miR-20a和miR-92a表达相关性，ROC曲线分析miR-20a、miR-92a以及二者联合检测对乳腺癌的诊断价值，Kaplan-Meier
法分析miR-20a和miR-92a表达对病人 5年总生存期（OS）影响，logistic回归分析影响乳腺癌预后的因素。结果 乳腺癌病人

血清miR-20a［术前（1.76±0.15）、术后（1.38±0.12）比（1.02±0.08）］和miR-92a水平［术前（1.83±0.13）、术后（1.45±0.11）比（1.11±
0.07）］较健康对照组均显著升高（P<0.05）。miR-20a和miR-92a表达与病人肿瘤分化程度、TNM分期及淋巴结转移相关（P<
0.05）。乳腺癌病人血清miR-20a和 miR-92a表达呈线性正相关（r= 0.52，P<0.05）。miR-20a和miR-92a二者联合诊断乳腺癌的

敏感度、特异度以及 AUC均显著升高（P<0.05）。miR-20a和 miR-92a低表达病人 5年 OS均显著高于高表达病人［miR-20a
（93.24%比 73.28%）、miR-92a（94.85%比 74.57%），P<0.05］。miR-20a和miR-92a、分化程度、淋巴结转移均是影响乳腺癌病人

预后的独立危险因素（P<0.05）。结论 乳腺癌病人血清中miR-20a和miR-92a表达异常，与病人肿瘤分化程度、TNM分期及淋

巴结转移相关，可能用于乳腺癌的诊断和预后判断。
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Abstract： Objective To analyze the expression of microRNA-20a and microRNA-92a in serum of patients with breast cancer, and
to explore their value in diagnosis and prognosis evaluation of breast cancer.Methods Eighty-nine patients with breast cancer who
were diagnosed for the first time and treated surgically in Central Theater General Hospital of PLA from January 2012 to May 2013
were selected as the study subjects, and 80 healthy people in the same period were taken as the control group, the levels of serum miR-

20a and miR-92a in patients with breast cancer before and after operation and in control group were detected by qRT-PCR, the relation⁃
ships between the expressions of miR-20a and miR-92a with clinicopathological features were analyzed. Spearman correlation analysis
was used to analyze the correlation between the expressions of serum miR-20a and miR-92a, ROC curve was used to analyze the diag⁃
nostic values of miR-20a, miR-92a, and their combined detection in breast cancer, Kaplan-Meier method was used to analyze the ef⁃
fects of the expressions of miR-20a and miR-92a on patients' 5-year disease-free survival (OS), Logistic regression analysis was used to
analyze the prognostic factors of breast cancer.Results The levels of serum miR-20a [before operation (1.76±0.15), after operation
(1.38±0.12) vs. (1.02±0.08)] and miR-92a [before operation (1.83±0.13), after operation (1.45±0.11) vs. (1.11±0.07)] in breast cancer pa⁃
tients were significantly higher than those in control group (P<0.05). The expressions of miR-20a and miR-92a were correlated with tu⁃
mor differentiation, TNM stage, and lymph node metastasis (P<0.05). There was a positive correlation between the expressions of serum
miR-20a and miR-92a in breast cancer patients (r=0.524, P<0.05). The sensitivity, specificity, and AUC of the combination of miR-20a
and miR-92a in the diagnosis of breast cancer were significantly increased (P<0.05). The 5-year OS of patients with low expressions of
miR-20a and miR-92a was significantly higher than that of patients with high expression of miR-92a [miR-20a (93.24% vs. 73.28%),
miR-92a (94.85% vs. 74.57%), P<0.05]. miR-20a and miR-92a, differentiation degree and lymph node metastasis were independent
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risk factors affecting the prognosis of breast cancer patients (P<0.05).Conclusion The expressions of serum miR-20a and miR-92a
are abnormal in breast cancer patients, they are related to the degree of differentiation of tumors, TNM stage, and lymph node metasta⁃
sis, which may be used in the diagnosis and prognosis of breast cancer.
Key words： Breast neoplasms; Serum; MiR-20a; MiR-92a

乳腺癌是女性最为常见的恶性肿瘤之一。在

我国，乳腺癌的发病率呈上升趋势，并且呈现年轻

化现象，严重威胁女性生命健康。由于乳腺癌的早

期症状不明显，容易出现漏诊或误诊，确诊时往往

处于中晚期［1］，因此，对乳腺癌病人的早期诊断以及

寻找新型的非侵入性分子标志物监测乳腺癌病情

变化及判断预后意义深远。微小 RNA（miRNA）是

一类非编码小分子RNA，研究发现，其在多种肿瘤

中具有类似癌基因或抑癌基因的作用，且在疾病过

程中的不同时期血清样本获取简单［2］，因此，血清

miRNA作为肿瘤无创诊断及预后分子标志物的研

究是一个重要的研究方向。miR-20a和miR-92a均
是miR-17-92基因簇中的重要成员。目前，研究者

们已在胃癌、膀胱癌和宫颈癌等多种肿瘤病人血清

中发现miR-20a和miR-92a表达异常，且其与肿瘤的

分化程度、预后等密切相关［3-5］。但二者在乳腺癌中

的表达情况至今尚鲜有报道，基于此，本研究通过

检测乳腺癌病人血清miR-20a和miR-92a表达水平，

分析其表达与病人临床病理特征及预后关系，为乳

腺癌的诊断、病情监测及预后判断提供一种新

方法。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取 2012年 1月至 2013年 5月中

国人民解放军中部战区总医院首次确诊为乳腺癌

并行手术治疗的 89例病人为观察组，年龄（63.52±
8.14）岁，范围为 40~81岁。所有乳腺癌病人术前均

未进行任何治疗，且符合乳腺癌手术标准，具有完

整的临床病例和病理资料。按 2009年国际抗癌联

盟与美国癌症联合委员会合作制定的乳腺癌 TNM
分期第七版标准进行 TNM分期，其中Ⅰ期 24例，Ⅱ
期 37例，Ⅲ期 28例；有淋巴结转移 35例，无转移 54
例。术前均进行血常规、肝肾功能、双乳双腋彩超、

双乳钼靶腹部彩超检查，排除自身免疫性疾病病

人，心脏、肾等重要器官损伤者，合并其他恶性肿瘤

以及远处转移者。以同时期 80例健康女性体检者

作为健康对照组，年龄（65.31±8.51）岁，范围为 39~
83岁。病人或近亲属自愿签署知情同意书。本研

究符合《世界医学协会赫尔辛基宣言》相关要求。

1.2 实验方法

1.2.1 血清总RNA提取 采集乳腺癌病人术前及

术后和健康体检者清晨空腹静脉血，置于抗凝管

中，离心（4 ℃，3 500 r/min，10 min）。取上清液−20℃
保存备用。使用 miRNeasy Serum / Plasma Kit 试剂

盒（QIAGEN），严格按照试剂盒操作说明提取血清

总RNA，DEPC处理过的超纯水溶解。分光光度计

检测RNA溶液分别在 260 nm和 280 nm处的吸光值

（A），计算 RNA的浓度和纯度。A260/A280比值>
1.8时可用于检测miR-20a和miR-92a。
1.2.2 逆转录 利用逆转录试剂盒 miScript ⅡRT
Kit（QIA-GEN）将血清总 RNA逆转录为 cDNA。逆

转录反应体系共 20 µL，包括 1.5 µL逆转录缓冲液

（10×），0.15 µL dNTP（10 mmoL/L），1 µL逆转录酶，

0.19 µL RNase抑制剂，3 µL逆转录引物，5 µL总

RNA，加水补足至 20 µL。反应条件：37 ℃，1 h，使
活化试剂中的逆转录酶充分活化；95 ℃，5 min，抑制

逆转酶作用。反应结束后，将反应体系置于冰上防

止 10 min，然后加入 200 µL无酶水，充分混匀。分

装后−20 ℃保存备用。

1.2.3 定量 PCR 利用实时定量 PCR法检测miR-

20a和miR-92a表达。内参U6正向引物 5'-CTCGC-

TTCGGCAGCACA-3'，反向引物 5'-AACGCTTCAC⁃
GAATTTG-3'；miR-20a正向 5'-UAAAGU-GCUUAU⁃
AGUGCAGGUAG-3'，反向引物 5'-GCTAAAGTGCT⁃
TATAGTGCAGGT-3'；miR-92a正向引物 5'-GTCTC⁃
GTACCGTGAGTAAT-3' 反 向 引 物 5'-GTG⁃
CAGGGTCCGAGGT-3'。引物均由生工生物工程（上

海）股份有限公司合成。反应体系：miRcute miR⁃
NA premix（2×）10 µL，Forward primer（10 µmol/L）
0.4 µL，Reverseprimer（10 µmol/L）0.4 µL，miRNA第

一链 cDNA 2 µL，ddH2O至 20 µL。PCR扩增条件：

95 ℃预变性 5 min，95 ℃30 s，60 ℃30 s，72 ℃30 s，总
计 45个循环。采用 2−ΔΔCt法，以U6为内参计算miR-

20a和miR-92a相对表达水平。

1.3 随访 对所有乳腺癌病人进行复查或者电话

随访，随访时间为 5年，末次随访时间截止至 2018
年 5月，病人生存状态为复发、死亡、存活；复发主要

为局部复发、对侧新发和远处转移。记录病人局部

复发时间、首次转移时间及死亡时间。

1.4 统计学方法 采用统计学软件 SPSS 21.0对数

据进行分析，计量资料以 x̄ ± s表示，采用 t检验；计

数资料用例表示，采用 χ 2检验。Spearman相关性分

析血清 miR-20a和 miR-92a表达相关性，ROC曲线
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分析miR-20a、miR-92a以及二者联合检测对乳腺癌

的诊断价值，Kaplan-Meier法分析 miR-20a和 miR-

92a表达对病人 5年总生存期（overall survival，OS）
影响，logistic回归分析影响乳腺癌预后的因素。P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组血清miR-20a和miR-92a表达水平比较

与健康对照组比，乳腺癌病人术前血清miR-20a和
miR-92a表达水平均显著升高（P<0.05）。与术前相

比，乳腺癌病人术后血清miR-20a和miR-92a表达水

平均显著下降（P<0.05）。见表1。

2.2 miR-20a和miR-92a表达与乳腺癌病人临床

病理特征关系 分别依据乳腺癌病人术前miR-20a
和miR-92a表达水平的平均值将其分为高表达病人

和低表达病人。miR-20a和 miR-92a表达与乳腺癌

病人年龄和肿瘤直径无关（P>0.05），与病人肿瘤分

化程度、TNM分期及淋巴结转移相关（P<0.05）。

见表2。
2.3 乳腺癌病人血清miR-20a和miR-92a表达相

关性 Spearman相关性分析结果显示，乳腺癌病人

血清 miR-20a和 miR-92a表达呈线性正相关（r=
0.52，P<0.05）。

2.4 miR-20a和miR-92a水平对乳腺癌病人诊断

价值 ROC曲线分析结果显示，miR-20a、miR-92a
以及两者联合诊断乳腺癌的敏感度分别为 77.0%、

83.1%、92.1%特异度分别为 78.7%、81.2%、90.0%，

ROC曲线下面积（AUC）分别为 0.807、0.808、0.946。
与miR-20a、miR-92a单独诊断相比，两盒联合诊断

时敏感度、特异度以及AUC均显著升高（P<0.05）。

2.5 生存曲线 采用Kaplan-Meier法分析乳腺癌病

人血清miR-20a和 miR-92a与病人OS的影响。miR-

20a 和 miR-92a 低 表 达 病 人 OS 分 别 为 93.24%、

94.85%，miR-20a和 miR-92a高表达病人OS分别为

73.28%、74.57%。miR-20a和 miR-92a低表达病人

OS均显著高于高表达病人（P=0.011、0.007）。

2.6 logistic回归分析影响乳腺癌预后的因素 以

病人预后为因变量（复发、存活=1，死亡=0），以miR-

20a、miR-92a、年龄、肿瘤直径、分化程度、TNM分

期、淋巴结转移为自变量进行 Logistic回归分析，其

中miR-20a、miR-92a为实测值，年龄：≥60岁=0，<60
岁=1，肿瘤直径：<3 cm=0，≥3 cm=1，分化程度：高分

化=0，中分化=1，低分化=2，TNM 分期：Ⅰ期=0，Ⅱ
期=1，Ⅲ期=2，淋巴结转移：是=0，否=1。Logistic回
归分析结果显示，miR-20a和miR-92a、分化程度、淋

巴结转移均是影响乳腺癌病人预后的独立危险因

素（P<0.05）。见表3。

3 讨论

早发现、早诊断及早治疗可改善乳腺癌病人预

后，降低死亡率。血清肿瘤标志物的检测对病人无

创伤，具有较好的重复性，并且可在同一时间点对

多项指标进行检测［6］，是肿瘤诊断和随访的理想手

段。但是，多种肿瘤尤其是实体肿瘤标志物存在敏

表1 乳腺癌病人术前及术后和健康对照组血清miR-20a和
miR-92a表达水平比较/x̄ ± s

组别

健康对照组

观察组

术前

术后

F值

P值

例数

80
89

miR-20a
1.02±0.08

1.76±0.15
1.38±0.12
785.56
0.000

miR-92a
1.11±0.07

1.83±0.13
1.45±0.11
951.33
0.000

表2 miR-20a和 miR-92a表达与临床病理特征关系

临床病

理特征

年龄 2.26 0.133 0.86 0.354
≥60岁
<60岁

肿瘤直径 0.04 0.851 0.58 0.445
<3 cm
≥3 cm

分化程度 7.96 0.019 9.69 0.008
高分化

中分化

低分化

TNM分期 7.55 0.023 13.02 0.001
Ⅰ期

Ⅱ期

Ⅲ期

淋巴结转移 8.87 0.003 9.76 0.002
是

否

例

数

59
30

54
35

23
35
31

24
37
28

35
54

miR-20a
高表

达

41
16

35
22

10
22
25

8
20
20

29
28

低表

达

18
14

19
13

13
13
6

16
17
8

6
26

χ 2值 P值

miR-92a
高表

达

43
19

36
26

5
24
20

6
18
21

31
31

低表

达

16
11

18
9

13
12
5

18
19
7

4
23

χ 2值 P值

表3 Logistic回归分析影响乳腺癌预后的因素

因素

miR-20a
miR-92a
年龄

肿瘤直径

分化程度

TNM分期

淋巴结转移

单因素分析

OR

2.652
2.351
1.094
2.073
1.753
2.124
1.267

95%CI

1.239~3.349
1.023~4.013
0.763~2.016
0.681~3.082
1.064~2.764
0.869~3.451
1，046~2.023

P值

0.002
0.032
0.063
0.076
0.026
0.066
0.012

多因素分析

OR

1.833
2.973

1.238

1.327

95%CI

1.068~3.147
1.632~5.416

1.102~2.027

1.025~1.972

P值

0.019
0.027

0.032

0.037
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感度和特异度较低等缺点。因此，寻找合适的肿瘤

标志物一直是肿瘤研究领域的热点之一。miRNA
是一类非编码小分子RNA，长度为 21-25个核苷酸，

在细胞增殖、分化和凋亡以及个体发育等生命活动

中发挥重要作用［7］。miRNA表达广泛，除了在肿瘤

组织中异常表达外，在肿瘤病人血清中也表达异

常。研究发现，miRNA与肿瘤的发生、转移、耐药等

病理过程关系密切，除此之外，miRNA的稳定性非

常高，在高温、过酸、过碱等环境中仍能维持稳定［8］。

因此，血清miRNA是理想的肿瘤标志物。

miR-20a是miR-17-92基因簇中的重要成员，位

于 13号染色体。miR-20a在多种肿瘤中表达异常，

且能够参与多种肿瘤的发生发展，另外通过调控肿

瘤细胞的增值、侵袭及转移等过程而发挥促癌或抑

癌的作用［9］。Yang等［10］研究发现，血清miR-20a水
平与胃癌病人年龄、肿瘤分期、分化程度以及淋巴

结转移相关，其高表达的胃癌病人存活率较低，血

清miR-20a可作为胃癌诊断、疗效评估和预后的分

子标志物。Chen等［11］研究发现，宫颈癌病人血清

miR-20a的表达水平显著升高，淋巴结转移病人

miR-20a水平显著高于未转移病人，ROC曲线分析

显示miR-20a具有较高的敏感性和特异性，可能是

检测宫颈癌病人淋巴结状态的潜在生物标志物。

本研究结果显示，乳腺癌病人血清miR-20a水平较

健康体检者显著升高，miR-20a高表达与肿瘤分化

程度，淋巴结转移等密切相关，提示miR-20a参与乳

腺癌的发生、发展过程。ROC曲线分析结果显示，

miR-20a诊断乳腺癌的敏感度为 77.0%，特异度为

78.7%、AUC为 0.807，说明miR-20a对乳腺癌的诊断

具有一定价值。miR-20a高表达病人的 OS显著低

于低表达病人，是影响乳腺癌病人预后的独立危险

因素，提示miR-20a高表达与病人预后不良相关，可

作为乳腺癌预后不良的生物标志物。

血清指标的联合检测可提高疾病的诊断率和

预后判断。洪宏等［12］研究发现血清 miR-765和

CA153联合检测对乳腺癌的诊断效能高于单一指标

检测。张文昭等［13］研究发现，早期乳腺癌病人血清

中miR-21、miR-195和miR-222表达水平均升高，三

种指标的联合检测显著提高乳腺癌诊断的AUC、灵
敏度和特异度，对早期乳腺癌有较高的诊断价值，

有助于早期乳腺癌的筛查和诊断。miR-92a也是

miR-17-92基因簇中的重要成员，在多种肿瘤中表

达异常，与miR-20a联合检测可能会提高肿瘤的诊

断率。仇俊兰、奉林［14］研究发现，结直肠癌病人血

清miR-92a水平较健康对照组显著升高，结直肠癌

肝转移组血清miR-92a水平显著高于无转移组，用

于结直肠癌诊断时的灵敏度和特异度分别为 75.3%
和 88.3%，是结直肠癌病人的早期诊断的生物学标

志物，其水平上调病人预后较差。Kong等［15］研究发

现，宫颈癌病人血清miR-92a的表达显著高于健康

志愿者，晚期宫颈癌病人血清miR-92a表达高于早

期病人，ROC分析显示，miR-92a诊断宫颈癌的灵敏

度和特异性分别为 69.6％和 80.4％，AUC为 0.808，
血清 miR-92a水平可作为宫颈癌诊断的独立标志

物。本研究结果显示，与健康体检者相比，乳腺癌

病人血清miR-92a水平显著升高，miR-92a高表达与

肿瘤低分化、淋巴结转移和高 TNM分期关系密切，

提示miR-92a在乳腺癌的发生、发展过程中发挥重

要作用，其高表达可能促进乳腺癌细胞的侵袭和转

移。ROC曲线分析结果显示，miR-92a诊断乳腺癌

的敏感度分别为 83.1%、特异度为 81.2%、AUC为

0.808，具有较高的诊断价值。miR-92a是影响乳腺

癌病人预后的独立危险因素，其高表达病人OS显著

低于低表达病人，提示miR-92a高表达病人的预后

较差，可作为乳腺癌预后不良的生物标志物。相关

性分析结果显示，miR-20a和 miR-92a表达呈正相

关，两者联合检测诊断乳腺癌的AUC、敏感度和特

异度均显著升高，提示miR-20a和miR-92a联合检测

可提高乳腺癌病人的诊断效能。另外通过 logistic
回归分析显示，miR-20a和miR-92a、淋巴结转移以

及肿瘤分化程度均是影响乳腺癌预后的危险因素，

此结果进一步说明血清miR-20a和miR-92a表达水

平不仅与乳腺癌发生发展有关，同时也是影响预后

的危险因素。

综上，乳腺癌病人血清miR-20a和miR-92a表达

水平均显著升高，与病人 TNM分期、淋巴结转移相

关，联合检测两者血清水平有助于乳腺癌的诊断，可

能成为乳腺癌病人预后的分子标志物。进一步深入

研究miR-20a和miR-92a在乳腺癌中发挥作用的分

子学机制，可能为乳腺癌分子治疗提供新靶点。
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摘要： 目的 研究河南省 3～18岁儿童矮小症流行现状，并进行相关因素分析。方法 采用整群抽样方法抽取河南省具有

代表性的10市12 667名3～18岁幼儿园及中小学生，分析身高的年龄分布，不同年龄、性别、学校类型矮小症患病率特点，并对

影响矮小症患病率的相关因素进行分析。结果 河南省儿童矮小症患病率为 5.2%。身高分布总体特点为男童高于女童，但

10～12岁组男女童身高差异无统计学意义。12~14岁组男童矮小症患病率高于女童，差异有统计学意义（P<0.05）。在不同学

校类型中，中学男童矮小症患病率高于女童，差异有统计学意义（P<0.05）。经常进食西式快餐为儿童矮小症的危险性因素，而

儿童体质量指数（BMI超标）、经常参加体育锻炼为儿童矮小症的保护性因素。结论 政府及医疗、教育部门应更加关注青春

期男童的生长发育情况，应减少儿童西式快餐的用餐频率，并通过经常体育锻炼提高我省儿童的成年终身高。
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