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血清外泌体 ｍｉＲ５７５与 ＥＲ阳性乳腺癌患者他莫昔芬辅助治疗预后的相关
性研究
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［摘　要］　目的　研究血清外泌体ｍｉＲ５７５水平与雌激素受体（ＥＲ）阳性乳腺癌患者他莫昔芬辅助内分泌治疗预后的相关
性。方法　通过生物信息学分析ｍｉＲ５７５表达水平与乳腺癌患者总体生存率的关系。采集接受他莫昔芬辅助内分泌治疗的１６２例
ＥＲ阳性乳腺癌患者的血液样本作为观察组，另外收集１６５例非癌志愿者的血液样本作为对照组，以实时荧光定量ＰＣＲ法检测血清
外泌体ｍｉＲ５７５表达水平。观察组患者至少随访５年，根据患者对他莫昔芬的耐药情况将其分为抵抗组和敏感组，分析血清外泌
体ｍｉＲ５７５表达水平与术后疾病进展的关系。采用单因素和多因素Ｃｏｘ回归分析影响ＥＲ阳性乳腺癌患者他莫昔芬治疗预后的临
床因素，并绘制受试者工作特征（ＲＯＣ）曲线，计算曲线下面积（ＡＵＣ）。结果　生物信息学结果显示，ｍｉＲ５７５在乳腺癌组织中的表
达水平明显高于正常乳腺组织（Ｐ＜０．００１）；且在ＥＲ阳性患者中，ｍｉＲ５７５表达水平升高与Ｎｏｔｔｉｎｇｈａｍ病理学分级较高以及预后不良
有关（Ｐ＜０．０５）。观察组患者血清外泌体 ｍｉＲ５７５相对表达水平高于对照组［１．８３４（１．１６８，２．５１９）ｖｓ．１．００３（０．９０１，１．２１７），
Ｚ＝－８．８７１，Ｐ＜０．００１］；观察组患者血清外泌体与乳腺癌组织ｍｉＲ５７５相对表达水平呈正相关（ｒｓ＝０．７２６，Ｐ＜０．００１）。随访５年，
１１０例患者对他莫昔芬耐药（抵抗组），５２例对他莫昔芬敏感（敏感组）。抵抗组血清外泌体ｍｉＲ５７５相对表达水平明显高于敏感组
［２．０９７（１．７００，３．１６３）ｖｓ．１．１６８（０．９４７，１．５２４），Ｚ＝－７．１６４，Ｐ＜０．００１］。ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ曲线显示，血清外泌体ｍｉＲ５７５高表达组患
者中位疾病进展时间短于低表达组（Ｐ＜０．００１）。Ｃｏｘ回归分析和ＲＯＣ曲线结果显示，血清外泌体ｍｉＲ５７５高表达是ＥＲ阳性乳腺
癌患者接受他莫昔芬辅助内分泌治疗预后不良的独立危险因素（Ｐ＜０．０５），预测５年疾病进展的 ＡＵＣ为０．８５０（９５％ＣＩ：０．７８９～
０．９１０）。结论　血清外泌体ｍｉＲ５７５表达水平较高预示着ＥＲ阳性乳腺癌患者接受他莫昔芬辅助内分泌治疗预后不良，有望成为
预测他莫昔芬敏感性的一个重要参考指标。
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ａｄｊｕｖａｎｔｅｎｄｏｃｒｉｎｅｔｈｅｒａｐｙｈａｖｅｐｏｏｒｐｒｏｇｎｏｓｉｓ，ａｎｄｉｔｉｓｅｘｐｅｃｔｅｄｔｏｂｅａｎｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｅｆｅｒｅｎｃｅｉｎｄｅｘｆｏｒｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇｔａｍｏｘｉｆｅｎｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｍｉＲ５７５；ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ；ｐｏｓｉｔｉｖｅｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ；ｓｅｒｕｍｅｘｏｓｏｍａｌ；ｔａｍｏｘｉｆｅｎ；ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

　　乳腺癌是我国女性癌症死亡的主要原因之一［１］。

他莫昔芬属于雌激素受体（ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＲ）的拮
抗剂，近３０年来一直是ＥＲ阳性乳腺癌患者的主要辅
助治疗药物［２］，然而大部分患者在初期治疗成功后会

产生耐药性，这对于临床治疗是一个巨大的挑战［３４］。

目前，他莫西芬的耐药机制仍未明确，但有研究结果显

示异常表达的ｍｉＲＮＡｓ在他莫昔芬抵抗中发挥重要作
用［５］。Ｌｉｕ等［６］证实在获得性他莫昔芬抗性的 ＥＲ阳
性乳腺癌细胞中，ｍｉＲ５７５表达上调，并通过靶向细胞
周期蛋白依赖性激酶抑制剂 １Ｂ（ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１Ｂ，ＣＤＫＮ１Ｂ）和乳腺癌易感蛋白 １
（ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｐｒｏｔｅｉｎ１，ＢＲＡＣ１）抑制肿
瘤干细胞表型和他莫昔芬抗性；进一步的分子机制研

究亦表明，ＥＲα以 Ｅ２依赖性方式反式激活 ｍｉＲ５７５
表达，而ＣＤＫＮ１Ｂ和 ＢＲＣＡ１则通过抑制细胞周期蛋
白Ｄ１和ＥＲ之间的相互作用来拮抗 ＥＲ活性，因此作
者推断靶向ｍｉＲ５７５有望成为逆转或阻止他莫昔芬耐
药的潜在策略。为了证实该推断，本研究拟基于临床

样本探讨 ｍｉＲ５７５与他莫昔芬辅助内分泌治疗后 ＥＲ
阳性乳腺癌患者预后的相关性，以期为临床 ＥＲ阳性
乳腺癌患者他莫昔芬耐药的预防及治疗提供参考。

１　资料与方法

１．１　生物信息学分析
从ＢｒｏａｄＩｎｓｔｉｔｕｔｅｓＧＤＡＣＦｉｒｅｈｏｓｅ数据库中下载

乳腺癌队列的临床数据和 ｍｉｃｒｏＲＮＡ表达数据。在
ＴＣＧＡ数据集中，共７５３例患者既有 ｍｉＲ５７５的表达
数据，也有存活随访数据，中位随访时间为２６．０２个月
（０～２１６．６个月）。在 ＭＥＴＡＢＲＩＣ数据库中，共有
１２８３例患者既有ｍｉＲ５７５的表达数据，也有存活随访
数据，中位随访时间为１１８．１３个月（０～３５５．２个月）。
生物信息学分析ｍｉＲ５７５在乳腺癌组织中的表达情况
及其与患者预后的关系。

１．２　临床资料
收集２０１５年１月至２０１６年４月在上海中医药大

学博鳌国际医院接受他莫昔芬辅助内分泌治疗的

１６２例ＥＲ阳性乳腺癌患者（年龄１８～５３岁）的血液样
本作为观察组。纳入标准：绝经前女性；经病理组织学

证实为原发性乳腺癌，且免疫组化结果证实为 ＥＲ阳
性；行乳房切除术；完成化疗或放疗后，经相关检查证

实无复发或转移指征；至少接受５年以他莫昔芬为基
础的辅助内分泌治疗；患者之间在生物学上无血缘关

系。排除标准：近期服用过其他内分泌药物；肝、肾严

重损伤或合并严重心脑血管疾病。另外按照１∶１比例
收集年龄与观察组相匹配（年龄１８～５３岁）的１６５例
非癌志愿者的血液样本作为对照组。本研究已获得上

海中医药大学博鳌国际医院医学伦理委员会的批准，

所有参与者对本研究知情同意。

１．３　样本采集
在辅助内分泌治疗前收集血液样本，置于含有乙

二胺四乙酸二钾的采血管中。全血标本在室温下静置

１５ｍｉｎ，凝固后以３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，分离血清，
于－８０℃保存备用。另外收集观察组患者术中新鲜
肿瘤组织样本，置于液氮中 ２４ｈ后，于 －８０℃保存
备用。

１．４　血清外泌体的提取和鉴定
通过超速梯度离心法从血清样本中分离获取外泌

体：使用外泌体分离试剂，以６０００ｒ／ｍｉｎ去除细胞碎
片３０ｍｉｎ；将样本转移至新鲜试管中，４℃环境下用沉
淀液沉淀外泌体颗粒；以１２０００ｒ／ｍｉｎ离心３５ｍｉｎ，然
后用０．２２μｍ滤器过滤，再以１２００００ｒ／ｍｉｎ超速离心
２ｈ，获得纯化的外泌体颗粒。将分离的外泌体颗粒固
定在２．５％戊二醛溶液中至少２ｈ。然后转移至干净
的铜网上，用２％磷钨酸染色后置于透射电镜下获得
图像。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测外泌体标志蛋白表达水平，
小鼠抗人初级抗体购自美国 ＣＳＴ公司，ＣＤ６３、ＣＤ９、
ＴＳＧ１０１按１∶１０００稀释。
１．５　实时荧光定量ＰＣＲ法检测ｍｉＲ５７５表达水平

按照 Ｔｒｉｚｏｌ试剂（ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，美国）说明书进行血

清外泌体和组织样本总 ＲＮＡ的抽提，取总 ＲＮＡ溶液
吸光度（Ａ２６０ｎｍ／Ａ２８０ｎｍ）为 １．８～２．１、浓度为 ２５ ～
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５０ｎｇ／ｍＬ的样本，于－８０℃保存。按照逆转录试剂盒
说明书（ＴａＫａＲａ，日本）将 ＲＮＡ逆转录为 ｃＤＮＡ，并于
－２０℃保存。按照荧光定量 ＰＣＲ试剂盒说明书
（ＴａＫａＲａ，日本）进行 ＰＣＲ反应（ｍｉＲ５７５及内参 Ｕ６
引物设计及合成由广州锐博公司完成），反应条件为

９５℃１０ｓ，６０℃３３ｓ，共４０个循环。用２－ΔΔＣｔ法以Ｕ６
为内参计算ｍｉＲ５７５的相对表达水平。
１．６　随访及疗效评价

ＥＲ阳性乳腺癌患者术后口服他莫昔芬治疗至少
持续５年，按照 ＷＨＯ制定的统一标准评估疗效。所
有患者在前２年每３个月随访１次，在第３年每６个
月随访 １次，之后每年随访 １次直至死亡或截至
２０２１年６月。按照实体瘤疗效评价标准评估临床疗
效，获得完全缓解、部分缓解和疾病稳定的患者视为他

莫昔芬敏感，出现疾病进展的患者视为他莫昔芬耐药。

根据患者对他莫昔芬的耐药情况将其分为抵抗组和敏

感组，分析血清外泌体 ｍｉＲ５７５表达水平与术后疾病
进展的关系。根据影像学证据，定义任何可测量的病

灶维度增加超过２５％，或经活检证实患侧乳腺、胸壁
或远处器官出现新的病灶，或患侧／非患侧所属区域出
现肿大淋巴结为疾病进展。

１．７　统计学处理
利用 ＳＰＳＳ１９．０统计软件分析数据，对 ｍｉＲ５７５

相对表达量进行正态性检验，结果不符合正态分布，因

此以中位数（四分位数）表示，进行非参数检验，检验

水准为α＝０．０５。绘制ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存曲线，并进行
ＬｏｇＲａｎｋ检验。采用单因素和多因素Ｃｏｘ回归模型分
析影响ＥＲ阳性乳腺癌患者他莫昔芬治疗预后的临床
因素。绘制受试者工作特征（ｒｅｃｅｉｖｅｒｏｐｅｒａｔｉｎｇｃｈａｒａｃ
ｔｅｒｉｓｔｉｃ，ＲＯＣ）曲线，计算曲线下面积（ａｒｅａｕｎｄｅｒｔｈｅ
ｃｕｒｖｅ，ＡＵＣ）。

２　结果

２．１　生物信息学分析
生物信息学结果显示，在 ＴＣＧＡ数据库和

ＧＳＥ４５６６６队列中，ｍｉＲ５７５在乳腺癌组织中的表达水
平明显高于正常乳腺组织（Ｐ＜０．００１），见图１ａ。在
所有类型乳腺癌或ＥＲ阳性乳腺癌患者中，ｍｉＲ５７５的
表达水平升高与 Ｎｏｔｔｉｎｇｈａｍ病理学分级较高有关
（Ｐ＜０．００１），而这一结果在 ＨＥＲ阳性或三阴性乳腺
癌患者组织中并未得到证实（Ｐ＞０．０５），图１ｂ。通过

ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒＰｌｏｔｔｅｒ在线软件比较不同 ｍｉＲ５７５表达
水平的乳腺癌患者的总体生存率，对于所有类型乳腺

癌患者或ＥＲ阳性患者，ｍｉＲ５７５高表达的患者其预后
明显差于ｍｉＲ５７５低表达的患者（Ｐ＜０．０５），而对于
ＥＲ阴性患者，ｍｉＲ５７５表达水平与预后则无显著关联
（Ｐ＞０．０５），图１ｃ。
２．２　血清外泌体的鉴定

从血清样本中分离得到外泌体颗粒，通过透射电

镜和特异性蛋白标记物ＣＤ６３、ＴＳＧ１０１进行鉴定，外泌
体囊泡呈圆形或椭圆形，粒径为８０～１２０ｎｍ；纳米颗
粒跟踪分析显示，囊泡的平均大小为１００ｎｍ，密度约
为 ２．５×１０７／ｍＬ；外泌体蛋白标志物 ＣＤ６３、ＣＤ９、
ＴＳＧ１０１呈阳性表达（图２）。
２．３　观察组和对照组血清外泌体ｍｉＲ５７５表达差异

经实时荧光定量ＰＣＲ法检测，观察组患者血清外
泌体 ｍｉＲ５７５相对表达水平高于对照组［１．８３４
（１．１６８，２．５１９）ｖｓ．１．００３（０．９０１，１．２１７），Ｚ＝－８．８７１，
Ｐ＜０．００１］。观察组患者血清外泌体与乳腺癌组织
ｍｉＲ５７５相 对 表 达 水 平 呈 正 相 关 （ｒｓ ＝０．７２６，
Ｐ＜０．００１），见图３。
２．４　观察组患者血清外泌体 ｍｉＲ５７５表达水平与术

后疾病进展的关系

　　随访５年，１１０例患者对他莫昔芬耐药，纳入抵抗
组，５２例患者对他莫昔芬敏感，纳入敏感组。抵抗组
血清外泌体 ｍｉＲ５７５相对表达水平明显高于敏感组
［２．０９７（１．７００，３．１６３）ｖｓ．１．１６８（０．９４７，１．５２４），Ｚ＝
－７．１６４，Ｐ＜０．００１］。根据血清外泌体 ｍｉＲ５７５相对
表达水平将患者分为高表达组（＞中位值１．８３４）和低
表达组（≤中位值１．８３４），绘制 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ曲线，高
表达组患者中位疾病进展时间为 ３６．０个月（６．０～
５７．０个月），短于低表达组的 ５１．０个月（１８．０～
６０．０个月）（χ２＝１４．２６７，Ｐ＜０．００１），见图４。
２．５　单因素和多因素Ｃｏｘ回归分析

经分析，ＴＮＭ分期为Ⅲ／Ⅳ期、ＨＥＲ２阳性表达以
及血清外泌体ｍｉＲ５７５高表达均是 ＥＲ阳性乳腺癌患
者接受他莫昔芬辅助内分泌治疗预后不良的独立危险

因素（Ｐ＜０．０５），见表１。
２．６　ＲＯＣ曲线分析

对于观察组患者，血清外泌体 ｍｉＲ５７５表达水平
预测５年疾病进展的 ＡＵＣ为０．８５０（９５％ＣＩ：０．７８９～
０．９１０），Ｃｕｔｏｆｆ值为１．６２２，在该阈值下，灵敏度和特
异度分别为７８．８％和８２．７％，见图５。
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ａ：ＴＣＧＡ队列（乳腺癌组织：ｎ＝８７；正常乳腺组织：ｎ＝８７）和 ＧＳＥ４５６６６队列（乳腺癌组织：ｎ＝１０１；正常乳腺组织：ｎ＝１５）分析；
ｂ：ｍｉＲ５７５表达水平与Ｎｏｔｔｉｎｇｈａｍ病理分级的关系；ｃ：ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ分析不同ｍｉＲ５７５表达水平患者的总生存率

图１　生物信息学分析乳腺癌组织中ｍｉＲ５７５表达水平

ａ：透射电镜下观察（黑色箭头：外泌体颗粒）；ｂ：纳米颗粒跟踪分析；ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达
图２　血清外泌体鉴定
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ａ：血清外泌体和乳腺癌组织中ｍｉＲ５７５的表达；ｂ：血清外泌体与乳腺癌组织ｍｉＲ５７５表达的相关性
图３　观察组患者血清外泌体和乳腺癌组织中ｍｉＲ５７５表达和相关性

表１　单因素和多因素Ｃｏｘ回归分析影响ＥＲ阳性乳腺癌患者他莫昔芬治疗预后的临床因素

变量
单因素分析

ＨＲ（９５％ＣＩ） Ｐ
多因素分析

ＨＲ（９５％ＣＩ） Ｐ
肿瘤直径（≤２ｃｍｖｓ．＞２ｃｍ） １．４５（０．９９～２．１２） ０．０５５
淋巴结状态（否 ｖｓ．有） １．２３（０．８４～１．８１） ０．２９３
组织学分级（１～２级 ｖｓ．３级） １．４９（１．０２～２．１７） ０．００６ １．３８（０．９４～２．０２） ０．１０３
ＴＮＭ分期（Ⅰ／Ⅱ期 ｖｓ．Ⅲ／Ⅳ期） １．６６（１．１５～２．４０） ０．００６ １．５４（１．０６～２．２４） ０．０２３
ＨＥＲ２表达（阴性 ｖｓ．阳性） ７．４１（１．６５～２３．５８） ＜０．００１ ３．５９（１．２３～９．８０） ＜０．００１
血清外泌体ｍｉＲ５７５（低表达 ｖｓ．高表达） ９．６９（２．３５～３４．２１） ＜０．００１ ３．８０（１．６５～１１．５２） ＜０．００１

图４　ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ曲线

图５　ＲＯＣ曲线

３　讨论

乳腺癌内分泌治疗无论是作为术后预防复发转移

的辅助治疗，还是复发转移后的解救治疗都有十分重

要的意义［７］。众所周知，雌激素具有促进乳腺肿瘤形

成和增殖的能力，通过ＥＲα信号通路抑制雌激素促肿
瘤作用是他莫昔芬等靶向疗法成功的原因［８９］。尽管

这些疗法有效，但大约５０％的 ＥＲ阳性乳腺癌患者表
现出新生耐药性［１０］，导致肿瘤复发和治疗失败，因此

若要改善ＥＲ阳性乳腺癌患者的预后，降低耐药性仍
然是一个重大的临床挑战。

ｍｉＲＮＡｓ是近年来发现的长度约为２２ｎｔ的内源
性短链ＲＮＡ，其不编码蛋白质，可通过与编码蛋白质
的ｍＲＮＡ互补结合，诱导翻译抑制或转录降解，从而
调控细胞分化、生长、增殖、代谢、凋亡等［１１］。ｍｉＲＮＡｓ
作为最有前景的用于液体活组织检查的标志物之一，

有助于疾病早期检测，这对于癌症的及时发现具有重

要意义。有报道称 ｍｉＲＮＡｓ可通过直接与 ＥＳＲ１ｍＲ
ＮＡ的 ３ＵＴＲ结合来抑制 ＥＲα的表达，使雌激素／
ＥＲα靶向治疗产生耐药性；反之，雌激素／ＥＲα激活可
以调节ｍｉＲＮＡｓ的表达，这可能促进ＥＲ阳性乳腺癌的
发生［１２］。因此，靶向调控特定 ｍｉＲＮＡｓ逐渐成为治疗
ＥＲ阳性乳腺癌的一种有效策略，并能够显著提高患者
对内分泌治疗的敏感性。ｍｉＲ５７５是位于４ｑ２１．２２位
点的ｍｉＲＮＡｓ，于２００９年被首次报道，因其在包括癌症
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在内的不同类型疾病中发挥重要作用而备受关注［１３］。

Ｗａｎｇ等［１４］的研究表明，ｂｈ３样含基序蛋白是 ｍｉＲ５７５
非小细胞肺癌发生的直接靶点，并且其在肺癌的发展

过程中具有关键作用。Ｑｉｎ等［１５］发现ｍｉＲ５７５在胆囊
癌患者的肿瘤组织中显著过表达，其下调可通过靶向

ｐ２７Ｋｉｐ１显著抑制胆囊癌的发生。以上研究均说明
ｍｉＲ５７５作为促癌因子参与了癌症的发生和发展。Ｌｉｕ
等［６］分析了２０个原发性乳腺癌组织样品和不同乳腺
癌细胞中ｍｉＲ５７５的表达情况，结果发现在大多数ＥＲ
阳性乳腺癌组织和细胞中 ｍｉＲ５７５表达上调，这与雌
激素／ＥＲα可上调 ｍｉＲ５７５表达有关；经过进一步研
究发现，ＣＤＫＮ１Ｂ／ｐ２７和ＢＲＣＡ１是ｍｉＲ５７５的下游靶
点。ＢＲＣＡ１是抑制雌激素诱导的ＥＲ信号转导并阻断
转录活性的重要因子，而 ＣＤＫＮ１Ｂ通过抑制核移位和
ＣｙｃｌｉｎＤ１相互作用拮抗 ＥＲ活性，因此 ＣＤＫＮ１Ｂ／ｐ２７
和ＢＲＣＡ１可能是阻止 ＥＲ进入细胞核转录 ｍｉＲ５７５
表达的原因，这为本研究提供了基础分子机制支持。

本研究首先通过生物信息学分析发现，ｍｉＲ５７５在乳
腺癌组织中的表达水平明显高于正常乳腺组织，在ＥＲ
阳性患者中，ｍｉＲ５７５的表达水平升高与 Ｎｏｔｔｉｎｇｈａｍ
病理学分级较高和预后不良有关；进一步通过实时荧

光定量ＰＣＲ法实验发现，ＥＲ阳性乳腺癌患者血清外
泌体ｍｉＲ５７５相对表达水平高于非癌对照人群；同时，
ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ曲线、Ｃｏｘ回归分析以及 ＲＯＣ曲线等方
法证实，血清外泌体 ｍｉＲ５７５高表达是 ＥＲ阳性乳腺
癌患者接受他莫昔芬辅助内分泌治疗预后不良的独立

危险因素。

综上，本研究发现治疗前血清外泌体 ｍｉＲ５７５表
达水平较高的 ＥＲ阳性乳腺癌患者经他莫昔芬治疗
５年内疾病进展风险较高，且预后不良。因此，治疗前
血清外泌体ｍｉＲ５７５表达水平可作为预测 ＥＲ阳性乳
腺癌患者他莫昔芬敏感性的一个重要参考指标，有望

成为生物学治疗的重要靶点，可为 ＥＲ阳性乳腺癌患
者制订合理、合适的治疗方案提供新的理论支持，对延

长患者的生存期及提高患者生活质量具有重要意义。
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