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胃癌淋巴结转移相关外周血 ＭｉｃｒｏＲＮＡ分子标记物的

临床价值

郑君华，王永兵，顾天来，罗芸葆（上海市浦东新区人民医院普外科　２０１２００）

　　【摘要】　目的　分析不同时期胃癌患者外周血中 ＭｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）的表达差异，以寻找一种特异性高的肿

瘤标记物。方法　选取２０１０年５月至２０１２年１２月上海浦东新区人民医院普外科住院治疗的８０例胃癌患者，将

其按照淋巴结转移数目分为Ｎ０组（无淋巴结转移）４６例、Ｎ３组（淋巴结转移大于７枚）３４例，并选取同一时期的体

检健康者４０例为健康对照组。取外周血进行基因芯片检测，并选择在 Ｎ０组与 Ｎ３组表达差异显著的ｈｓａｍｉＲ

１０６ａ，采用实时荧光定量聚合酶联反应（ｑＲＴＰＣＲ）扩大标本量进行检测。结果　ｑＲＴＰＣＲ检测结果显示，Ｎ３组的

外周血ｈｓａｍｉＲ１０６ａ表达水平较Ｎ０组及健康对照组明显上调，差异有统计学意义（犘＜０．０５），但 Ｎ０组与健康对

照组外周血ｈｓａｍｉＲ１０６ａ表达水平差异无统计学意义（犘＞０．０５）。ｈｓａｍｉＲ１０６ａ表达水平除了与胃癌淋巴结转移

有关外（犘＜０．０５），与患者性别、年龄、肿瘤大小、部位、组织学类型、肿瘤类型及分化程度都无关（犘＞０．０５）。

结论　ｈｓａｍｉＲ１０６ａ在有淋巴结转移的胃癌患者外周血中高表达，可作为胃癌筛查的重要肿瘤标记物。
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　　中国是胃癌高发区，特别是在农村地区，胃癌的总发病率

在各类恶性肿瘤中居首位［１］。早期胃癌患者多无特异性症状，

约三分之二的患者在确诊时便处于中晚期或出现转移［２］。影

像学检查在微小病灶方面有一定的局限性［３］。而肿瘤标记物

如癌胚抗原、糖链抗原（ＣＡ）７２４和ＣＡ１９９的异常一般在晚

期胃癌患者中才能检出，且其阳性率不到５０％
［４］。ＭｉｃｒｏＲＮＡ

（ｍｉＲＮＡ）在组织和细胞中的表达与肿瘤呈现显著的相关性、

组织特异性和表达稳定性，并且在外周血中的表达与肿瘤中的

表达具有一定的一致性［５］。目前已经证实，有５种血清 ｍｉＲ

ＮＡ（ｍｉＲ１，ｍｉＲ２０ａ，ｍｉＲ２７ａ，ｍｉＲ３４和 ｍｉＲ４２３５ｐ）是胃癌

的诊断标志物，且其表达水平与肿瘤的分期相关［６］。本研究选

择ｈｓａｍｉＲ１０６ａ进行实时荧光定量聚合酶联反应（ｑＲＴＰＣＲ）

检测，评估ｈｓａｍｉＲ１０６ａ作为外周血中与胃癌淋巴结转移相

关的分子标志物，用于临床胃癌筛查的应用前景。现将结果报

道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取２０１０年５月至２０１２年１２月本院普外

科住院、术前行胃镜及病理检查确诊并行根治性手术治疗的

８０例胃癌患者为研究对象，其中男５２例，女２８例；年龄３１～

８２岁，平均年龄（５３．６±８．３）岁。将胃癌患者按照淋巴结转移

数目分为Ｎ０组（无淋巴结转移）４６例，其中男３１例，女１５例，

平均年龄（５６．０±１３．２）岁；Ｎ３组（淋巴结转移大于７枚）３４

例，其中男２１例，女１３例，平均年龄（５２．６±１５．５）岁。并选取

同一时期的体检健康者４０例为健康对照组，其中男２５例，女
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１５例，平均年龄（４７．２±１１．２）岁。并做 ｍｉＲＮＡ芯片检测。３

组一般资料比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５），具有可比性。

１．２　方法

１．２．１　外周血ｍｉＲＮＡ的抽提及检测　分别采集研究对象３

ｍＬ全血，置乙二胺四乙酸盐（ＥＤＴＡ）抗凝管中，常温下１５００

ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ。将上层血浆（约１．５ｍＬ）转移到１．５ｍＬ

无ＲＮＡ酶的ＥＰ管中，－８０℃冰箱保存备用。按照说明书步

骤，用Ａｍｂｉｏｎ公司的ｍｉｒＶａｎａｍｉＲＮＡＩｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ抽提外周

血ｍｉＲＮＡ，并检测ｍｉＲＮＡ的质量。按照说明书上的步骤，采

用ＦｌａｓｈＴａｇＢｉｏｔｉｎＲＮＡＬａｂｅｌｉｎｇＫｉｔ进行样品标记，再采用

ＧｅｎｅＣｈｉｐｍｉＲＮＡ２．０进行ｍｉＲＮＡ检测。实验由博奥生物有

限公司完成。

１．２．２　ｑＲＴＰＣＲ检测　检测对象包括Ｎ０组４６例、Ｎ３组３４

例，健康对照组４０例。应用ｍｉＲＮＡｑＲＴＰＣＲ引物试剂盒（美

国 ＡＢ公司）ＰＣＲ扩增。先逆转录成熟的 ｍｉＲＮＡ，反应结束

后，将逆转录产物１０倍稀释进行ＰＣＲ反应。ＰＣＲ体系为：

ＴａｑＭａｎＭｉｃｒｏＲＮＡＡｓｓａｙ２０×１．０μＬ，ＰｒｏｄｕｃｔｆｒｏｍＲＴｒｅａｃ

ｔｉｏｎ（Ｍｉｎｉｍｕｍ１∶１０Ｄｉｌｕｔｉｏｎ）２．０μＬ，ＴａｑＭａｎ２×Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ

ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１０μＬ，Ｎｕｃｌｅａｓｅｆｒｅｅｗａｔｅｒ７μＬ，总共２０μＬ。

９５℃预变性１０ｓ；９５℃变性５ｓ，６０℃退火延伸２０ｓ，重复４０

个循环，７０～９５℃绘制融解曲线结果分析以 Ｕ６ｓｎＲＮＡ为内

参，通过２ΔΔＣＴ法计算不同组之间ｈｓａｍｉＲ１０６ａ的表达差异。

其中，ΔＣｔ＝ＣｔｍｉＲＮＡ－ＣｔＵ６，ΔΔＣｔ＝ΔＣｔＭ－ΔＣｔＮＭ。实

验重复３次。

１．３　统计学处理　使用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行统计分析，

计量及计数资料分别采用狓±狊或百分率表示，组间比较采用

独立样本的狋检验或χ
２ 检验，以α＝０．０５为检验水准，犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ｍｉＲＮＡ芯片检测结果　在Ｎ３、Ｎ０组胃癌患者中均明显

上调的 ｍｉＲＮＡ 包括ｈｓａｍｉＲ１６、ｈｓａｍｉＲ１９０、ｈｓａｍｉＲ１０１、

ｈｓａｍｉＲ１２２、ｈｓａｍｉＲ１４９、ｈｓａｍｉＲ１、ｈｓａｍｉＲ２０ａ；在 Ｎ３、Ｎ０

组胃癌患者中均明显下调的 ｍｉＲＮＡ包括ｈｓａｍｉＲ１４８ａ、ｈｓａ

ｍｉＲＰｌｕｓＣ１１１０、ｈｓａｍｉＲ４２３５ｐ、ｈｓａｍｉＲ７、ｈｓａｍｉＲ８７７、ｈｓａ

ｍｉＲ１８５、ｈｓａｍｉＲ３６５；在Ｎ３组患者表达上调最为明显而在

Ｎ０组患者中无明显变化的ｍｉＲＮＡ包括ｈｓａｍｉＲＮＡ２１８、ｈｓａ

ｍｉＲ１０６ａ、ｈｓａｍｉＲ１０３ａ、ｈｓａｍｉＲ１３０ｂ、ｈｓａｍｉＲ１４１、ｈｓａｍｉＲ

２０３、ｈｓａｍｉＲ２２２、ｈｓａｍｉＲ２９ｂ。其中ｈｓａｍｉＲ１０６ａ最符合作

为分子标记物的条件。具体见表１。

表１　ｍｉＲＮＡ芯片检测Ｎ３组与Ｎ０组中ｍｉＲＮＡ

　　　　　表达情况（狓±狊）

表达情况 ｍｉＲＮＡｓ Ｎ３组 Ｎ０组

Ｎ３组与Ｎ０组均

上调
ｈｓａｍｉＲ１６ １．９９±０．１５ ２．１９±０．２３

ｈｓａｍｉＲ１９０ ９．８３±０．４１ ６．９８±０．７３

ｈｓａｍｉＲ１０１ ２．１８±０．１５ １．９５±０．２１

ｈｓａｍｉＲ１２２ ４．５６±０．２１ ５．０７±０．３８

ｈｓａｍｉＲ１４９ １６．３３±１．７２ ２７．３５±２．７１

ｈｓａｍｉＲ１ ２．５６±０．２３ ２．４３±０．０９

ｈｓａｍｉＲ２０ａ ３．５０±０．１１ ６．１２±０．３０

Ｎ３组与Ｎ０组均

下调
ｈｓａｍｉＲ１４８ａ ０．０５±０．００ ０．０８±０．０１

ｈｓａｍｉＲＰｌｕｓＣ１１１０ ０．４２±０．０４ ０．２２±０．０２

ｈｓａｍｉＲ４２３５ｐ ０．３４±０．０１ ０．３６±０．０３

续表１　ｍｉＲＮＡ芯片分析Ｎ３组与Ｎ０组中ｍｉＲＮＡ

　　　　　表达情况（狓±狊）

表达情况 ｍｉＲＮＡｓ Ｎ３组 Ｎ０组

ｈｓａｍｉＲ７ ０．２２±０．０２ ０．４３±０．０３

ｈｓａｍｉＲ８７７ ０．０５±０．００ ０．０３±０．００

ｈｓａｍｉＲ１８５ ０．０９±０．０１ ０．２０±０．０１

ｈｓａｍｉＲ３６５ ０．４２±０．０４ ０．１４±０．０１

Ｎ３组上调，Ｎ０组

基本不变
ｈｓａｍｉＲ１０６ａ ９７．５２±８．９１ １．２８±０．２３

ｈｓａｍｉＲ２０３ ６２．１６±３．１２ ０．９８±０．０５

ｈｓａｍｉＲ１３０ｂ ３．６４±０．１８ ０．８８±０．０８

ｈｓａｍｉＲ１４１ ４５．１４±３．６７ ２．３６±０．１２

ｈｓａｍｉＲ２２２ ４．０５±０．３５ １．０９±０．１１

ｈｓａｍｉＲ２９ｂ ２．３４±０．２５ ０．８５±０．０３

２．２　ｈｓａｍｉＲ１０６ａｑＲＴＰＣＲ结果　４６例Ｎ０组胃癌患者、３４

例Ｎ３组胃癌患者及４０例健康者外周血中ｈｓａｍｉＲ１０６ａ的表

达情况分别见图１、图２、图３。Ｎ０组外周血ｈｓａｍｉＲ１０６ａ表

达水平均值为（０．９９０±５．５７６），Ｎ３组外周血ｈｓａｍｉＲ１０６ａ均

值为（－９．６９８±６．４８５），健康对照组均值为（－０．２７９±

６．０４１）。经独立样本狋检验分析，Ｎ３组的外周血ｈｓａｍｉＲ

１０６ａ的表达水平与Ｎ０组及健康对照组比较显著上调，差异有

统计学意义（犘＜０．０５），但 Ｎ０组与健康对照组之间外周血

ｈｓａｍｉＲ１０６ａ的表达水平差异无统计学意义（犘＞０．０５），见

图４。

图１　Ｎ０组外周血中ｈｓａｍｉＲ１０６ａ的表达水平

图２　Ｎ３组外周血中ｈｓａｍｉＲ１０６ａ的表达水平

图３　健康对照组外周血中ｈｓａｍｉＲ１０６ａ的表达水平

图４　各组ｈｓａｍｉＲ１０６ａ表达水平比较
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２．３　胃癌患者外周血ｈｓａｍｉＲ１０６ａ的表达与临床病理参数

的关系　ｈｓａｍｉＲ１０６ａ的表达水平除了与胃癌淋巴结转移有

关外（犘＜０．０５），与患者性别、年龄、肿瘤大小、部位、组织学类

型、肿瘤类型及分化程度等均无关（犘＞０．０５）。

３　讨　　论

在不同肿瘤疾病中，ｍｉＲＮＡ具有特定的表达模式，这些特

点在肝癌、肺癌、肠癌、卵巢癌和白血病等多种恶性肿瘤中得到

了证实［７］，也使ｍｉＲＮＡ成为肿瘤诊断的新生物学标记和治疗

靶标。外周血ｍｉＲＮＡ在胃癌中的检测已有一些研究。例如

通过生物芯片分析技术比较胃肿瘤组织 ｍｉＲＮＡ和血浆 ｍｉＲ

ＮＡ，对 ｈｓａｍｉＲ１７５ｐ、ｈｓａｍｉＲ２１、ｈｓａｍｉＲ１０６ａ、ｍｉＲ１０６ｂ

和ｌｅｔ７ａ等外周血 ｍｉＲＮＡ进行检测，发现血浆中 ｍｉＲＮＡ的

表达水平与大部分肿瘤组织 ｍｉＲＮＡ的表达水平一致
［８］。采

用常规ＲＮＡ提取方法便可以从血清中获得满足实验需要的

ｍｉＲＮＡ，这也为外周血ｍｉＲＮＡ的临床检测奠定了基础。

本研究应用最新版本的ｍｉＲＮＡ生物芯片，筛选出几种具

有较高差异表达水平的外周血 ｍｉＲＮＡ 胃癌标记物。这些

ｍｉＲＮＡ在 Ｎ３组表达上调，而在 Ｎ０组基本不变，其中ｈｓａ

ｍｉＲ１０６ａ最符合作为分子标记物的条件。ｈｓａｍｉＲ１０６ａ定位

于Ｘ染色体上，通常表达于由内胚层分化而来的组织干细胞

中。通过序列搜索，已证实ｈｓａｍｉＲ１０６ａ潜在的目的基因超

过７００种，所表达的蛋白包括细胞周期调控蛋白、细胞凋亡调

控蛋白、血管生成相关蛋白、肿瘤转移相关蛋白等。在乳腺癌

转移研究中，发现层粘连蛋白５是基底膜的重要组成成分，而

基底膜介导上皮细胞间的粘连。当层粘连蛋白５表达增加时，

癌细胞转移减少。ｈｓａｍｉＲ１０６ａ的过表达可下调层粘连蛋白

５的表达，从而刺激癌细胞的转移
［９］。ＲＢ可与甲基化转移酶

组成复合物行使甲基转移的功能。而ＲＢ和ＳＵＶ４２０Ｈ１同时

受ｈｓａｍｉＲ１０６ａ的负调控，在ｈｓａｍｉＲ１０６ａ的作用下表达降

低，从而促进基因的低甲基化［１０］。因此，本研究以ｈｓａｍｉＲ

１０６ａ为研究对象，扩大标本量，通过ｑＲＴＰＣＲ进行进一步的

研究。经独立样本狋检验分析，Ｎ３组的外周血ｈｓａｍｉＲ１０６ａ

表达水平与Ｎ０组及健康对照组比较显著上调，差异有统计学

意义（犘＜０．０５），但 Ｎ０组与健康对照组之间外周血ｈｓａｍｉＲ

１０６ａ的表达水平差异无统计学意义（犘＞０．０５）。这与 Ｘｉａｏ

等［１１］研究中发现淋巴及远处转移的胃癌组织中ｈｓａｍｉＲ１０６ａ

高表达相符。

胃癌的发病机制较为复杂，可能的病因包括幽门螺旋杆菌

感染、环境因素以及遗传因素等［１２］。传统的胃癌肿瘤标记物

在特异性与敏感性的兼容性方面都不是特别理想。相比之下

ｍｉＲＮＡ具有高度的保守性、时序性和组织特异性，ＰＣＲ检测

高灵敏度以及特异性引物的使用，使得 ｍｉＲＮＡ兼容肿瘤诊断

的特异性和敏感性成为可能。期望通过对ｈｓａｍｉＲＮＡ１０６ａ

以及其他胃癌特异性 ｍｉＲＮＡ的进一步研究，能为胃癌的预

防、临床诊断和治疗开辟一条新的道路。
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