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微小 ＲＮＡ－６６４ａ－３ｐ在乳腺癌组织的表达及
对乳腺癌细胞生物学行为的影响
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摘　要　目的　观察微小 ＲＮＡ－６６４ａ－３ｐ（ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ）在乳腺癌组织中的表达及其对乳腺癌细胞生物学行为的影响。

方法　提取 １６例乳腺癌手术标本及其癌旁组织中总 ＲＮＡ，使用荧光实时定量聚合酶链反应（ｑＰＣＲ）检测 ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ在乳腺

癌及其癌旁组织中的表达量，并检测 ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ在 ４种乳腺癌细胞株（Ｔ４７Ｄ、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１、ＢＴ－５４９、ＭＣＦ－７）及正常乳

腺上皮细胞 ＭＣＦ－１０Ａ中的表达。选取 ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ表达水平最低的乳腺癌细胞瞬时转染 ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ模拟物（实验组）

或 ｍｉＲ－ＮＣ（对照组）。ｑＰＣＲ检测转染后细胞中 ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ的表达。生物信息学软件预测 ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ的靶基因。使

用荧光素酶报告基因实验检测 ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ对靶基因肿瘤内皮标志物 ８（ＴＥＭ８）的靶向作用。ｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测

ＴＥＭ８及下游基因的表达。流式细胞术检测细胞周期，细胞计数试剂盒（ＣＣＫ－８）法检测细胞增殖能力，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测细胞

侵袭能力。结果　乳腺癌组织中 ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ的表达量显著低于癌旁组织（Ｐ＜０．０１）。乳腺癌细胞株中 ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ的

表达量显著低于正常乳腺上皮细胞（Ｐ＜０．０５），其中 Ｔ４７Ｄ细胞的表达量最低（Ｐ＜０．０５）。实验组和对照组 Ｔ４７Ｄ细胞中 ｍｉＲ－

６６４ａ－３ｐ的表达量分别为 ２４．８７±２．１７和 １．０２±０．１０（Ｐ＜０．０１）。ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ可与 ＴＥＭ８－３′－非编码区（ＵＴＲ）特异性

结合（Ｐ＜０．０１）。与对照组比较，实验组中 ＴＥＭ８ｍＲＮＡ及蛋白表达下调（Ｐ＜０．０５）。转染 ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ能够显著抑制 Ｔ４７Ｄ

细胞周期的进展（Ｐ＜０．０５），降低细胞的增殖能力（Ｐ＜０．０１），抑制细胞的侵袭能力（Ｐ＜０．０１）。结论　ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ在乳腺

癌组织和细胞株表达下调，过表达 ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ能够通过靶向抑制 ＴＥＭ８基因的表达，抑制乳腺癌细胞的增殖和侵袭能力。
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　　乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一，中国乳腺
癌发病人数仅次于美国，居全球第二位，且呈逐年上

升趋势
［１，２］
。微小 ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）是一类

内源性非编码 ＲＮＡ，长度约为 １９～２５个核苷酸［３］
。

ｍｉＲＮＡ通过与靶基因 ｍＲＮＡ的 ３′－ＵＴＲ配对结合，
导致靶基因 ｍＲＮＡ降解或者抑制其翻译，负向调控
靶基因的表达

［４］
。ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ的研究尚处于起

步阶段，目前仅发现 ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ在骨肉瘤细胞
中具有肿瘤抑制作用

［５］
。本研究通过 ｑＰＣＲ检测

ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ在乳腺癌组织和细胞株的表达，并将
ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ转染到乳腺癌细胞中，观察 ｍｉＲ－
６６４ａ－３ｐ对乳腺癌细胞增殖和侵袭的影响，探讨其
影响乳腺癌细胞生物学行为的分子机制。

材料与方法

１．实验材料：（１）一般资料：经笔者医院医学伦
理学委员会同意，患者本人或家属签署知情同意书，

收集笔者医院妇产科２０１７年 １月 ～８月经手术切除
的新鲜乳腺癌组织标本 １６例，所有患者在手术前均
未行放射治疗、化学治疗等。取其乳腺癌原发肿瘤组

织和癌旁组织（距离癌灶边缘 ＞５ｃｍ）标本。经病理
学诊断证实所得标本为乳腺癌组织，根据具体术中病

理报告分为早期浸润癌 １０例、浸润癌 ６例。标本术
中取出后立即放入液氮中保存。（２）细胞与试剂：
ＲＮＡ提取试剂盒和荧光实时定量试剂盒购自日本
ＴａＫａＲａ公司。ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基、ＲＰＭＩ１６４０培养
基和胎牛血清购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司。工具细胞
ＨＥＫ２９３、人乳腺癌细胞株（Ｔ４７Ｄ、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１、
ＢＴ－５４９、ＭＣＦ－７）和正常乳腺上皮细胞 ＭＣＦ－１０Ａ
购自中国医学科学院基础医学研究所。ｍｉＲ－６６４ａ－
３ｐ模拟物和 ｍｉＲ－ＮＣ购自广州市锐博生物科技有
限公司。脂质体转染试剂 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００购自美
国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。ｐＧＬ３荧光素酶检测系统购自美
国 Ｐｒｏｍｅｇａ公司。二喹啉甲酸（ＢＣＡ）蛋白定量试剂
盒购自武汉博士德公司。一抗 β－ａｃｔｉｎ、ＴＥＭ８、
ＣＤＫ４、ＣｙｃｌｉｎＤ１、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、β－ｃａｔｅｎｉｎ和辣根过氧化
物酶标记的二抗均购自美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
公司。增强型化学发光（ＥＣＬ）检测试剂盒购自北京
康为世纪生物科技有限公司。细胞周期检测试剂盒

购自中国凯基公司。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购自美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ

公司。

２．细胞培养及转染：在 ３７°Ｃ、５％ＣＯ２、饱和湿度
的培养箱中，使用含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培
养基常规培养 ＭＣＦ－１０Ａ、Ｔ４７Ｄ、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１和
ＨＥＫ２９３细胞，使用含１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培
养基常规培养 ＢＴ－５４９和ＭＣＦ－７细胞。将对数生
长期的 Ｔ４７Ｄ细胞以每孔２×１０５个接种于 ６孔板。
依据 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００转染试剂盒说明书进行转
染，转染浓度为 ５０ｎｍｏｌ／Ｌ。实验细胞分两组，即实验
组（转染 ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ模拟物）和对照组（转染
ｍｉＲ－ＮＣ）。

３．荧光实时定量聚合酶链反应（ｑＰＣＲ）检测
ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ和靶基因 ｍＲＮＡ表达：Ｔｒｉｚｏｌ试剂提
取总 ＲＮＡ，依据 ＲＮＡ反转录试剂盒说明书反转录
ＲＮＡ为 ｃＤＮＡ，取反转录产物 ｑＰＣＲ反应，扩增条件
为９４℃ ５ｍｉｎ，９４℃ ３０ｓ，６０℃ ２０ｓ，７２℃ ２０ｓ，共 ４０个
循环。使用 ２－△△Ｃｔ法计算ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ相对于内
参 Ｕ６的表达量及 ＴＥＭ８相对于内参 ＧＡＰＤＨ的表达
量。引物序列详见表１。

４．生物信息学软件预测 ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ靶基因
及双荧光素酶活性检测：生物信息学软件 ｍｉＲＷａｌｋ、
ＴａｒＢａｓｅ和 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ预测 ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ的靶基因
并取交集，ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ的靶基因可能为 ＴＥＭ８，互
补结合序列详见图１。构建野生型及突变型 ＴＥＭ８－
３′ＵＴＲ的报告基因质粒，突变区域详见图 １，并将野
生型、突变型分别与 ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ和 ｍｉＲ－ＮＣ共
转染入 ＨＥＫ２９３细胞中，４８ｈ后按照双荧光素酶检测
试剂盒说明书，检测各组萤火虫荧光素酶和海肾荧光

素酶的活性。以萤火虫荧光强度／海肾荧光强度比值
反映各组的相对荧光强度。

５．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测目的蛋白表达：分别使用
细胞裂解液提取两组细胞总蛋白。取 ２５μｇ蛋白，行
１０％聚丙烯酰胺凝胶电泳 （ＳＤＳ－ＰＡＧＥ），电转至聚
偏氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜，５％脱脂牛奶 ２６℃封闭 ３ｈ。一
抗４℃孵育１２ｈ。Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液漂洗 ２次，辣根过
氧化物酶标记的二抗２６℃孵育 ２ｈ，Ｔｒｉｓ－ＨＣｌ缓冲液
漂洗２次，滴加增强型化学发光试剂（ＥＣＬ）发光显影
分析比较条带变化。

６．流式细胞术（ＦＣＭ）检测细胞周期：将两组细
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胞消化收集，使用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）漂洗 ２次，加
入１ｍｌ７０％乙醇溶液 ４℃固定 １ｈ，离心去上清，ＰＢＳ
溶液漂洗２次，加入 １ｍｌ碘化丙啶（ＰＩ）试剂，２６℃避
光孵育 ３０ｍｉｎ，流式细胞仪检测并分析各组细胞周
期，以细胞所处细胞周期百分率表示。

７．ＣＣＫ－８法检测细胞活力：将两组 Ｔ４７Ｄ细胞
重悬后计数，每孔４０００个接种于９６孔板，每间隔２４ｈ
每孔加入 ＣＣＫ－８试剂１０μｌ，培养箱内孵育 ４ｈ，在酶
标仪４５０ｎｍ波长处测定吸光度（Ａ）值，连续检测 ５
天，以时间为横轴，Ａ值为纵轴，绘制细胞生长曲线。
每组实验重复４次。

８．细胞侵袭实验：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭小室上室面铺以
细胞外基质（ＥＣＭ）胶，培养箱内放置 ４ｈ使 ＥＣＭ胶
凝固。将转染后４８ｈ的两组 Ｔ４７Ｄ细胞消化，使用无
血清培养基重悬并计数，以 ２×１０４个／孔接种于上

室，下室中加入 ５００μｌ完全培养基，放入培养箱内孵
育２４ｈ，吸取培养基，小室内加入 １ｍｌ甲醇固定
２０ｍｉｎ，加入结晶紫溶液 ５００μｌ染色 ２０ｍｉｎ，自来水清
洗，棉签擦去未穿过小室底膜的细胞，倒置显微镜下

计数穿过小室底膜的细胞数目。

表 １　ｑＰＣＲ引物序列

ＲＮＡｓ 引物序列（５′→３′）
ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ ＧＧＣＧＴＡＴＴＣＡＴＴＴＡＴＣＣＣＣＡＧＣ
ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ ＣＡＧＴＧＣＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴ

Ｕ６ ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ
Ｕ６ ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ

ＧＡＰＤＨ ＣＴＧＧＧＣＴＡＣＡＣＴＧＡＧＣＡＣＣ
ＧＡＰＤＨ ＡＡＧＴＧＧＴＣＧＴＴＧＡＧＧＧＣＡＡＴＧ
ＴＥＭ８ ＡＣＡＧＴＴＧＧＣＴＣＡＣＡＡＡＴＴＣＡＴＣＡ
ＴＥＭ８ ＴＣＡＣＴＧＧＣＣＣＴＴＴＣＡＡＡＴＣＣＴ

图 １　野生型 ＴＥＭ８ｍＲＮＡ的 ３′－ＵＴＲ区域含有 ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ靶向结合片段

　　９．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ１９．０统计学软件对数
据进行统计分析，计量资料以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表
示。使用 ｔ检验比较两组间差异，使用 Ｏｎｅ－ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ检验比较多组间差异，以 Ｐ＜０．０５为差异有
统计学意义。

结　　果
１．ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ在乳腺癌组织的表达：ｑＰＣＲ

结果显示（图２），ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ在乳腺癌组织和癌
旁组织的表达量分别为 １．０３±０．０９、２．１０±０．２０，
ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ在乳腺癌组织中表达量显著低于癌
旁组织（ｔ＝４．８３，Ｐ＜０．０１）。

图 ２　ｑＰＣＲ检测 ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ在乳腺癌及

癌旁组织的表达量

与癌旁组织比较，Ｐ＜０．０１

２．ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ在乳腺癌细胞株的表达：
ｑＰＣＲ结果显示，ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ在乳腺癌细胞
Ｔ４７Ｄ、ＭＤＡ－ＭＢ－２３１、ＢＴ－５４９、ＭＣＦ－７的表达量
明显下调，其中在 Ｔ４７Ｄ细胞中的表达量最低，与正
常乳腺上皮细胞 ＭＣＦ－１０Ａ及其他乳腺癌细胞株比
较，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图 ３）。以 Ｔ４７Ｄ细
胞为对象进行后续实验。

图 ３　ｑＰＣＲ检测 ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ在乳腺癌细胞株及

正常乳腺上皮细胞的表达量

与正常乳腺上皮细胞，Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１

３．转染ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ对 Ｔ４７Ｄ细胞 ｍｉＲ－６６４ａ－
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３ｐ表达的影响：ｑＰＣＲ结果显示，Ｔ４７Ｄ细胞转染ｍｉＲ－
６６４ａ－３ｐ后 ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ表达较对照组明显增加
（２４．８７±２．１７ｖｓ１．０２±０．１０，ｔ＝１０．９６，Ｐ＜０．０１）。

４．荧光素酶报告基因实验：荧光素酶活性检测结
果显示，ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ可明显抑制野生型 ＴＥＭ８－
３′ＵＴＲ质粒转染细胞的荧光素酶活性（Ｐ＜０．０１），而
对突变型 ＴＥＭ８－３′ＵＴＲ质粒转染细胞的荧光素酶
活性并无影响（图４）。

图 ４　荧光素酶报告基因验证 ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ与

ＴＥＭ８－３′ＵＴＲ的靶向结合

与“ｍｉＲ－ＮＣ＋野生型质粒”共转染比较，Ｐ＜０．０１

５．转染 ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ对 Ｔ４７Ｄ细胞 ＴＥＭ８ｍＲ
ＮＡ表达的影响：ｑＰＣＲ结果显示，Ｔ４７Ｄ细胞转染
ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ后 ＴＥＭ８ｍＲＮＡ表达较对照组明显
下调（０．２７±０．０７ｖｓ１．００±０．０１，ｔ＝９．９７，Ｐ＜０．０１）。

６．转染 ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ对 Ｔ４７Ｄ细胞 ＴＥＭ８相
关蛋白表达的影响：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测结果显示，
Ｔ４７Ｄ细胞转染 ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ后 ＴＥＭ８、ＣＤＫ４、Ｃｙｃ
ｌｉｎＤ１、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表达较对照组显著下调，β－
ｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达较对照组显著上调（图５）。

７．转染 ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ对 Ｔ４７Ｄ细胞周期的影
响：流式细胞术结果显示，Ｔ４７Ｄ细胞转染 ｍｉＲ－６６４ａ－
３ｐ后在Ｇ０／Ｇ１期的细胞比例较对照组明显上升，高表
达 ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ可抑制 Ｔ４７Ｄ细胞周期的进展
（Ｐ＜０．０１，表２）。

８．转染 ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ对 Ｔ４７Ｄ细胞增殖能力
的影响：使用 ＣＣＫ－８连续 ５天检测 Ｔ４７Ｄ细胞的生
长，当细胞生长至第４天和第 ５天，对照组细胞 Ａ值
显著高于实验组，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图
６）。

９．转染 ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ对 Ｔ４７Ｄ细胞侵袭能力
影响：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果显示，在乳腺癌 Ｔ４７Ｄ细胞
中高表达ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ的细胞穿过小室底膜的细

图 ５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ转染

Ｔ４７Ｄ细胞后目的蛋白的表达水平

表 ２　ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ对乳腺癌细胞

周期的影响 （ｘ±ｓ，ｎ＝４）

组别 Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ

对照组 ３８．４８±１．５５ ３３．２２±１．１７ ２８．３０±１．９５

实验组 ５３．５６±２．８２ ２４．２７±１．９８ ２２．１７±１．０４

ｔ ４．７０ ３．８９ ２．７８

Ｐ ＜０．０１ ０．０１ ０．０３

图 ６　ＣＣＫ－８法检测转染 ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ后不同时点

Ｔ４７Ｄ细胞增殖能力的变化

与对照组比较，Ｐ＜０．０１

胞数明显低于对照组（９６．７６±１４．５４ｖｓ２１７．５０±
１７９６，ｔ＝５．２２，Ｐ＜０．０１）。
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讨　　论
ｍｉＲＮＡ在转录水平对肿瘤细胞中的抑癌基因或

癌基因的表达发挥重要的调节作用
［６］
。几乎所有的

肿瘤中均出现 ｍｉＲＮＡ的异常表达，与肿瘤细胞的恶
性生物学行为如增殖、侵袭转移等密切相关

［７］
。

ｍｉＲＮＡ的异常表达参与乳腺癌的发生和发展。
ｍｉＲ－３２０、ｍｉＲ－７７０、ｍｉＲ－３６１－５ｐ等 ｍｉＲＮＡ通过
抑制癌基因的表达负向调控乳腺癌细胞的增殖或迁

移、侵袭
［８～１０］

。ｍｉＲ－４２１、ｍｉＲ－１２４６、ｍｉＲ－２７ａ等
ｍｉＲＮＡ可抑制抑癌基因的表达，促进乳腺癌细胞的
增殖、迁移和侵袭

［１１～１３］
。ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ是 ｍｉＲＮＡ

家族的重要一员，可抑制骨肉瘤细胞的迁移和侵袭，

然而其在乳腺癌中的作用目前尚不清楚
［５］
。

本研究结果显示，ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ在乳腺癌组织
及乳腺癌细胞中低表达，提示 ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ可能
与乳腺癌的发生、进展有一定的关系。生物信息学软

件分析显示肿瘤内皮标志物 ８（ＴＥＭ８）可能是 ｍｉＲ－
６６４ａ－３ｐ的靶基因。以往的研究表明 ＴＥＭ８在肿瘤
血管内皮细胞中高表达，通过促进内皮细胞的迁移进

而利于肿瘤血管的生成，在肿瘤血管生成中发挥关键

性作用
［１４］
。近年来研究显示，ＴＥＭ８可促进肿瘤细胞

的增殖和侵袭，在越来越多的肿瘤发生、发展中发挥

重要作用
［１５］
。有研究表明，ＴＥＭ８在乳腺癌组织中高

表达，其表达水平与患者的预后呈负相关
［１６］
。本研

究通过双荧光素酶检测实验进一步验证 ＴＥＭ８是
ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ的靶基因。本研究结果通过 ｑＰＣＲ
和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测结果发现，过表达 ｍｉＲ－
６６４ａ－３ｐ后ＴＥＭ８ｍＲＮＡ和蛋白的表达均明显降低。
细胞周期蛋白依赖性激酶４（ＣＤＫ４）和细胞周期蛋白
Ｄ１（ＣｙｃｌｉｎＤ１）是正向调控细胞周期的重要蛋白。本
研究显示 ＴＥＭ８蛋白的下调引起 ＣＤＫ４和 ＣｙｃｌｉｎＤ１
蛋白表达降低。β－链蛋白（β－ｃａｔｅｎｉｎ）和波形蛋白
（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）与肿瘤细胞迁移侵袭能力的变化密切相
关，β－ｃａｔｅｎｉｎ蛋白的减少和 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白的增加均
是肿瘤细胞迁移侵袭能力增强的表现。本研究显示

ＴＥＭ８蛋白的下调引起 β－ｃａｔｅｎｉｎ蛋白表达降低，Ｖｉ
ｍｅｎｔｉｎ蛋白表达升高。本研究通过转染ｍｉＲ－６６４ａ－
３ｐ至乳腺癌细胞 Ｔ４７Ｄ，发现 Ｔ４７Ｄ细胞周期进展明
显被抑制，细胞增殖能力和侵袭能力显著降低，提示

ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ具有显著的抑癌作用。
综上所述，本研究表明 ｍｉＲ－６６４ａ－３ｐ在乳腺

癌组织中处于高表达的状态，通过抑制 ＴＥＭ８基因的
表达，抑制细胞增殖能力和侵袭能力，在未来可能具

有较好的临床应用价值，并可能成为乳腺癌潜在的肿

瘤标志物，用于乳腺癌的临床诊断。
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