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胃癌患者血清 miR鄄20a 的表达及其与临床病理特征的关系
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摘摇 要:摇 目的摇 探讨胃癌初诊患者血清miR鄄20a 的表达情况及其与临床病理特征的关系。 摇 方法摇 采集45 例

原发胃癌初诊患者血清,应用实时定量 PCR(qRT鄄PCR),加入 cel鄄miR鄄39 作为数据标准化指标,检测血清 miR鄄20a 的

表达量。 摇 结果摇 胃癌患者血清中 miR鄄20a 表达与胃癌分化程度、TNM 分期及淋巴结转移密切相关(P < 0郾 05)。 低

分化组血清 miR鄄20a 表达水平明显高于中分化组和高分化组。 miR鄄20a 在域、芋、郁期患者血清中的表达水平明显高于

玉期,有淋巴结转移组明显高于无淋巴结转移组。 miR鄄20a 的表达与患者的性别、年龄无明显相关性。 摇 结论摇 胃癌

患者血清 miR鄄20a 表达与胃癌分化程度、临床分期及淋巴结转移相关,可能用于胃癌早期诊断和病情监测。
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Relationship Between Serum miR鄄20a Expression and
Clinicopathological Features in Gastric Cancer

YANG Ruirui,XIANG Mengqin,ZHOU Xiutian,et al
(Cancer Research Institute,University of Southern China,Hengyang,Hunan 421001,China)

Abstract:摇 Objective摇 To investigate the relationship between serum miR鄄20a expression and clinicopathological fea鄄
tures in gastric cancer. 摇 Methods摇 Serum was collected in 45 primary gastric cancer patients who were untreated. Real鄄time
quantitative PCR was adopted to detect the expression of miR鄄20a in serum using C. elegans miR鄄39 as an internal reference
gene. 摇 Results摇 In this case,we analyzed the relationship between the serum miR鄄20a expression level and clinicopathologi鄄
cal features. The results showed that expression of miR鄄20a was related with tumor differentiation,TNM stages and lymph node
metastasis (P <0. 05). The expression level of serum miR鄄20a was significantly higher in poorly differentiated gastric cancer
patients than that in moderately differentiated and well differentiated gastric cancer patients. Moreover,miR鄄20a level was sig鄄
nificantly higher in stage域,芋 and 芋 than stage玉,also higher in lymph node metastasis group than those patients without
lymph node metastasis. 摇 Conclusion摇 The expression level of miR鄄20a is related with tumor differentiation,TNM stages and
lymph node metastasis. MiR鄄20a is a candidate biomarker for detecting and monitoring gastric cancer.
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摇 摇 国际癌症研究机构最新数据显示,全球每年胃

癌新发病例为 10 万例,占所有癌症新发病例的

8郾 9% ,仅次于肺癌、乳腺癌和结、直肠癌。 每年因胃

癌而死亡的病例为 75 万例,占癌症相关死亡的

9郾 7% ,仅次于肺癌。 而全球有将近 50% 的胃癌诊

断来源于中国,且胃癌发病年龄逐渐趋于年轻

化[1]。 因胃癌早期无明显症状,就诊时 80%患者已

处于中晚期,治疗效果及预后差,5 年生存率极低。
由于传统的胃镜检查不易普及,并且部分患者不适

宜行该项检查。 因此,寻找新型的非侵入性的且具

有较高敏感性和特异性的胃癌早期诊断分子标志物

是目前亟待解决的难题。 循环 miRNA 作为肿瘤无

创诊断分子标志物的研究已成为肿瘤早期诊断研究

中一个非常重要的研究方向[2],近几年来研究者们

发现循环 miRNA 在许多肿瘤中扮演着类似癌基因

或抑癌基因的角色,并已表明循环 miRNA 具有成为
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新型肿瘤分子标志物的最佳条件[3鄄4]。
研究发现,miR鄄20a 与人类肿瘤关系密切,在宫

颈癌、前列腺癌、卵巢癌、结直肠癌等多种恶性肿瘤

中表达显著上调,并和肿瘤的生长、迁移侵袭、浸润

及预后相关[5鄄8]。 Li 等[9] 研究发现 miR鄄20a 在胃癌

细胞系和组织中表达均上调,其高表达可以增强胃

癌细胞增殖、迁移、侵袭能力。 本课题组在之前的研

究中建立了一定规模的肿瘤血清样本库,并在不断

完善[10]。 本研究在此基础上,应用实时荧光定量

PCR(qRT鄄PCR)对胃癌初诊患者血清中 miR鄄20a 表

达情况进行检测,结合患者的临床病理特征,分析

miR鄄20a 表达水平与胃癌临床病理特征之间的关

系,探讨血清 miR鄄20a 在胃癌诊断和病情监测中的

意义。

1摇 材料与方法

1. 1摇 血液样本的收集及血清总 RNA 的提取摇 摇 选

择南华大学附属第一医院临床诊断的原发胃癌患

者,征得患者同意,在治疗前采集清晨空腹静脉全血

4 mL 至血清采集管中,室温下静置 1 h 后离心

(4 益,1 200 g,10 min)。 为进一步去除细胞碎片,
离心后将上层血清移至一个新的 EP 管,再次进行

离心(4 益,12 000 g,5 min)。 然后使用 miRNeasy
Serum / Plasma Kit 试剂盒(QIAGEN),按说明书步骤

提取血清总 RNA,于 - 80 益保存备用。 所有患者经

术后病理诊断确诊为原发胃癌。 胃癌临床分期采用

AJCC 第七版胃癌 TNM 分期标准[11]。
1. 2摇 逆转录 摇 摇 以 20 滋L 逆转录反应体系,采用

qRT鄄PCR 逆转录试剂盒 miScript 域 RT Kit ( QIA鄄
GEN)转录血清总 RNA 为 cDNA,操作步骤及注意

事项严格按照 miScript 域 RT Kit 试剂盒说明书进

行。 反应条件为:37 益,60 min,充分活化试剂中的

逆转录酶,逆转录;95 益,5 min,抑制逆转录酶作

用。 反应结束后将反应体系在冰上放置 5 ~ 10 min。
然后加入 200 滋L 无酶水到逆转录反应体系进行稀

释,充分混合。 将 cDNA 进行分装,避免反复冻融和

污染, - 20 益保存备用。
1. 3摇 实时荧光定量 PCR摇 摇 由于血清 miRNA 的检

测尚无公认可靠的内参,本课题采用加入外源性

cel鄄miR鄄39 作为内参[12]。 使用相对定量法来测定

miR鄄20a 在胃癌患者手术前后的表达差异。 miR鄄
20a 引物序列如下,F:5忆鄄 UAA AGU GCU UAU AGU

GCA GGU AG鄄3忆,R:5忆鄄 GCT AAA GTG CTT ATA
GTG CAG GT鄄3忆。 实时荧光定量 PCR 使用的是

miScript SYBR Green PCR Kit 试剂盒(QIAGEN),总
反应体系为 10 滋L,其中 2 伊 QuantiTect SYBR Green
PCR Master Mix 为 5 滋L, 10 伊 miScript Universal
Primer 量为 1 滋L,10 伊 miScript Primer Assay 1 滋L,
RNase鄄free water 2 滋L,Template cDNA 1 滋L。 PCR
扩增条件为:95 益,15 min;94 益,15 s,55 益,30 s,
70 益,30 s,40 个循环,内参及待测 miRNA 分别设 3
个复孔,同时添加溶解曲线,温度从 55 ~ 95 益,在温

度逐渐攀升的过程中对荧光强度的变化进行实时的

检测,使用美国 illumina 公司 Eco 荧光定量 PCR 仪

检测。
1. 4摇 数据筛选和统计分析摇 摇 采用 Illumina Eco 荧

光定量 PCR 系统配套软件对采集的原始荧光数据

进行相对定量分析。 每一次检测都加入等量外源性

C. elegans miR鄄39 ( cel鄄miR鄄39)作为数据归一化标

准。 为了使结果更加真实可靠,每一个样本相对应

的 miRNA 均进行了三次 PCR 扩增,对所得的三个

复孔的 Ct 值取算数平均值即为该 miRNA 扩增的最

终 Ct 值,计算出吟Ct(吟Ct = C tmiR鄄20a - Ctcel鄄miR鄄39),根
据吟Ct 值相对定量,比较分析目的 miR鄄20a 在不同

胃癌患者血清中的表达水平,采用相对表达量(Rel鄄
ative expression)表示[13]。

采用 SPSS 18. 0 对实验数据进行处理,两组比

较采用 t 检验,3 组或以上比较用单因素方差分析。
P < 0. 05 认为差异有统计学意义。

2摇 结摇 摇 果

2. 1摇 qRT鄄PCR 检测血清 miR鄄20a 表达的可靠性分

析摇 摇 通过 qRT鄄PCR 检测胃癌初诊患者血清中

miR鄄20a 的表达。 图 1 显示:实时荧光定量 PCR 的

扩增曲线标准、平台期前呈指数增长,提示扩增效率

理想。 溶解曲线存在陡峭变化段、只存在一个溶解

峰、无肩峰、且溶解峰在同一位置,提示 miR鄄20a 引

物特异性好、不形成引物二聚体、扩增有高度特异

性,能正确地检测胃癌患者血清中 miR鄄20a 的表达。
2. 2摇 血清 miR鄄20a 表达与胃癌临床病理特征的关

系摇 摇 以胃癌患者血清中 miR鄄20a 表达值的中位数

(median value = 0. 135)为临界值将其分为低表达组

和高表达组[13鄄14],miR鄄20a 的表达值小于 0. 135 为

低表达,大于等于0 . 135则为高表达。结果显示
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图 1摇 qRT鄄PCR 检测 12 例患者血清中 mi鄄20a 表达的扩增情况. 摇 左为扩增曲线,中、右为溶解曲线

miR鄄20a 在 45 例胃癌患者血清中有 22 例低表达

(48郾 9%),23 例高表达(51. 1%)。 采用软件分析发现

胃癌患者血清 miR鄄20a 的表达与患者性别、年龄(60 岁

为界)、肿瘤大小(3 cm 为界)无明显关系(P >0. 05);
然而,单因素方差分析显示血清 miR鄄20a 的表达受肿

瘤分化程度和患者临床分期的影响(P <0. 05)。 此外,
低分化组血清 miR鄄20a 的表达明显高于中分化组及高

分化组(P <0. 05),并且在临床分期中域、芋、郁期血清

miR鄄20a 的表达水平显著高于 I 期(P <0. 05);同时在

有淋巴结转移组的胃癌患者中血清 miR鄄20a 的表达要

明显高于无淋巴结转移组(P <0. 05)。 以上结果提示,
miR鄄20a 在胃癌血清中表达与其分化程度、临床分期及

淋巴结转移相关(表 1,图 2)。

表 1摇 胃癌血清 miR鄄20a 的表达与其临床病理参数的关系

(n = 45)

指标 例数
miR鄄20a
低表达 高表达

P 值

性别 0. 258
摇 男 27 14 13
摇 女 18 8 10
年龄(岁)
摇 逸60 26 12 14 0. 322
摇 < 60 19 10 9
分化程度 0. 001
摇 低分化 22 8 14
摇 中分化 14 6 8
摇 高分化 9 8 1
临床分期
摇 玉 15 11 4 0. 000
摇 域 11 3 8
摇 芋 10 3 7
摇 郁 9 5 4
淋巴结转移
摇 有 26 9 17 0. 000
摇 无 19 13 6
肿瘤大小
摇 逸3 cm 27 12 15 0. 090
摇 < 3 cm 18 10 8

3摇 讨摇 摇 论

近年来发现,血清或血浆中存在 miRNA(循环

miRNA),这些 miRNA 在复杂的血液环境中能稳定

存在,不被 RNases 降解,在室温下较长时间放置和

反复的冻融后,其中的 miRNA 量无明显变化,并且

还能耐受酸碱环境[15]。 此外,不同健康个体的循环

miRNA 表达总体水平相当一致,没有明显个体差

异,而疾病能明显影响循环中 miRNA 的表达,使其

具有良好的重复性和可比性[16]。 由于其极高的理

化稳定性和疾病相关性,血清或血浆 miRNA 作为疾

病标志物的研究广泛兴起,特别是在肿瘤性疾病中。
早在 2008 年 Lawrie 等人就发现在弥漫性大 B 细胞

淋巴瘤病人血液循环中 miR鄄155、miR鄄210、miR鄄21
表达明显上调,并且 miR鄄21 的表达与患者无复发生

存明显相关[17]。 最近 Antolin 等[18] 人用 qRT鄄PCR
检测了 57 例乳腺癌患者和 20 例健康人群血清,发
现 miR鄄200c 和 miR鄄141 在乳腺癌患者血清中表达

明显失调,且与乳腺癌患者预后不良相关,可以作为

判断预后的独立因子。 Fang 等[19] 研究表明血浆

miR鄄24、miR鄄320a、miR鄄423鄄5p 在结直肠癌患者循环

血中明显下调,且早期诊断敏感性较高,可用于结直

肠癌患者早期诊断的标志物。 综上所述,这些研究

表明循环 miRNA 很有潜力成为肿瘤早期诊断、预后

判断或复发监测的分子标志物。
然而,由于研究时间不长,循环 miRNA 的研究也

存在一些问题。 由于目前循环 miRNA 研究无公认可

靠的内参,本研究中采取目前公认的加入外源性内参

的方法对数据进行归一化处理。 此外,血清中 miR鄄
NA 含量相对组织和细胞中 miRNA 低得多,而且提取

相对困难。 本研究采用专为提取血清和血浆中 miR鄄
NA 开发的商品化试剂盒提取胃癌患者血清中 miR鄄
NA。 扩增曲线和溶解曲线证实提取miRNA质量理
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图 2摇 45 例胃癌患者血清 miR鄄20a 在不同分组中的表达分布情况

想,扩增特异性高,结果可靠。
qRT鄄PCR 是目前检测 miRNA 最理想的方法。

本研究采用 qRT鄄PCR 技术对胃癌患者血清中 miR鄄
20a 进行检测并结合临床病理特征参数进行分析。
实验结果显示 miR鄄20a 的表达与患者的年龄、性别

及肿瘤大小无明显相关性,而与胃癌的分化程度、临
床分期及淋巴结转移密切相关,提示血清 miR鄄20a
水平可反映胃癌患者的病情进展情况,可能用于胃

癌患者的病情监测。 此外,在临床分期中,域、芋、郁
期胃癌患者血清 miR鄄20a 的表达水平显著高于 I
期。 Wang 等[14]在胃癌患者血浆中的研究也得到了

类似的结果。 这些研究表明血清 miR鄄20a 的改变是

胃癌发生的早期事件,可能用于胃癌早期诊断,并有

望成为胃癌早期诊断的分子标志物。 本文为血清

miR鄄20a 用于胃癌的监测与诊断提供了良好的启示

和一定的实验依据,但其效率如何、最终能否应用于

临床仍需扩大样本进行进一步验证。
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数,提高了总体床位周转率,缓解了住院部床位紧张

的局面,为危重病人的抢救提供了时间与空间,同时

缓解了医保资金短缺的困境,也提高了医院的社会

效益;从患者角度分析,随着社会发展,生活节奏加

快,越来越多的人希望医院能够提供快捷、高效、安
全的医疗服务,日间手术缩短了患者住院时间,减少

了因手术带来的生活、工作的不便,降低了患者医疗

总费用,减轻了经济负担,同时也享受到医院专家团

队的医疗服务,使患者能够早入院、早手术、早出院、
少花钱,一定程度上缓解了“看病难、看病贵冶的切

实问题[5]。
今年,国家卫生计生委提出《进一步改善医疗

服务行动计划》,努力让人民群众便捷就医、安全就

医、有效就医、明白就医,要创新服务理念,提供安全

有效方便价廉的服务,而日间手术以其独特的优点

“三早一少冶,为患者提供安全、快捷、有效的医疗服

务,同时也符合当前医疗改革的目标,由此可见,日
间手术的发展具有美好的前景。
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