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ｍｉＲ￣１８５ 与 ＰＫＭ２ 在胃癌中的表达及临床意义
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摘　 要:　 目的　 研究 ｍｉＲ￣１８５ 与 ＰＫＭ２ 在胃癌组织中的表达及其临床意义ꎮ 　 方法　 采用原位杂交和免疫

组化技术检测胃癌组织与癌旁正常胃粘膜组织中 ｍｉＲ￣１８５ 与 ＰＫＭ２ 的表达情况ꎬ分析 ｍｉＲ￣１８５ 与 ＰＫＭ２ 之间的相

关性以及与胃癌患者临床病理参数的关系ꎮ 　 结果　 原位杂交检测显示ꎬ在 １２６ 例胃癌组织中 ｍｉＲ￣１８５ 阳性表达

率为 ３８.１０％ꎬ与正常对照组 ５６.３８％比较ꎬ差异有统计学意义(χ２ ＝ １４.３６ꎬＰ＝ ０.０００)ꎮ 免疫组化结果显示ꎬ在 １２６ 例

胃癌组织中 ＰＫＭ２ 阳性表达率为 ６３.４９％ꎬ与正常对照组 ４３.５９％比较ꎬ差异有统计学意义(χ２ ＝ ７.７４ꎬＰ＝ ０.００６)ꎮ 相

关性分析显示ꎬ在胃癌组织中 ｍｉＲ￣１８５ 的表达与 ＰＫＭ２ 的表达呈负相关( ｒ ＝ ０.０９ꎬＰ ＝ ０.００６)ꎻⅢ~ Ⅳ期胃癌患者

ｍｉＲ￣１８５ 的高表达率明显低于Ⅰ~Ⅱ期胃癌患者(Ｐ＝ ０.００１)ꎬ且有淋巴结转移者 ｍｉＲ￣１８５ 的高表达率也明显低于无

淋巴转移者(Ｐ＝ ０.００３)ꎻ而 ＰＫＭ２ 在Ⅲ~Ⅳ期胃癌患者的高表达率明显高于Ⅰ~Ⅱ期胃癌患者(Ｐ ＝ ０.００２)ꎬ且在有

淋巴结转移者 ＰＫＭ２ 的高表达率也明显高于无淋巴转移者(Ｐ＝ ０.００６)ꎬ但是 ｍｉＲ￣１８５ 与 ＰＫＭ２ 在胃癌患者中的表

达与患者的年龄、性别、组织分化程度以及 Ｔ 分期无明显相关性ꎮ 　 结论　 ｍｉＲ￣１８５ 在胃癌组织中低表达ꎬＰＫＭ２
在胃癌组织中高表达可能是肿瘤细胞发生浸润转移的重要生物学标志ꎮ
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ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｒｃｉｎｏｍａ(Ｐ ＝ ０.００６).Ｈｏｗｅｖｅｒꎬｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅꎬｇｅｎｄｅｒꎬｈｉｓｔｏｌｏｇｉｃａｌ
ｇｒａｄｅ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ Ｔ ｓｔａｇｅ ｇｒｏｕｐ (Ｐ>０.０５).　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅ ｌｏｗ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣１８５ ａｎｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ
ＰＫＭ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｙ ｂｅ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｍａｒｋｅｒｓ ｆｏｒ ｍａｌｉｇｎａｎｔ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒꎻ　 ｍｉＲ￣１８５ꎻ　 ＰＫＭ２ꎻ　 ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ

７６２中南医学科学杂志 ２０１６ 年 ５ 月第 ４４ 卷第 ３ 期



　 　 ｍｉＲＮＡｓ 是一类在真核生物中广泛表达的非编

码小 ＲＮＡ 分子ꎬ与靶 ｍＲＮＡ 以碱基互补配对规律

结合ꎬ使 ｍＲＮＡ 降解或翻译抑制ꎬ在转录后调控基

因的表达ꎬ从而参与调控生物体一系列生理病理过

程[１]ꎮ 研究表明ꎬｍｉＲＮＡｓ 调控重要的细胞过程ꎬ包
括增殖、凋亡、分化以及新陈代谢等ꎬ并且参与人类

多数疾病的发生发展ꎬ包括肿瘤[２]ꎮ 研究显示 ｍｉＲ￣
１８５ 在多种不同类型肿瘤组织或细胞中表达下调ꎬ
且对肿瘤细胞具有抑制作用[３￣４]ꎮ ＰＫＭ２ 是糖酵解

过程中的关键限速酶ꎬ其功能是催化其底物磷酸烯

醇式丙酮酸(ＰＥＰ)产生丙酮酸ꎮ 研究显示ꎬＰＫＭ２
在多种恶性肿瘤中高表达ꎬ如胃癌、乳腺癌以及肝癌

等ꎬ并且能促进有氧糖酵解与肿瘤的发生[５￣７]ꎮ 本

研究前期通过在线预测软件发现 ＰＫＭ２ 是 ｍｉＲ￣１８５
的预测靶基因ꎬ目前对于 ｍｉＲ￣１８５ 与 ＰＫＭ２ 在胃癌

的表达及作用尚未完全阐明ꎬ本文旨在探讨两者在

胃癌中的表达及临床意义ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 组织样本　 　 １２６ 例胃癌组织芯片包括 ７８ 例

正常组织标本ꎬ病例年龄 ３１ ~ ７８ 岁ꎬ平均年龄 ５４±
１３ 岁ꎮ 病理学分类按照 ＷＨＯ 胃癌组织学分类和分

级标准[８]ꎮ 病理诊断结果经两名以上病理学专家

确诊ꎮ
１.２ 　 主要试剂 　 　 原位杂交检 测 试 剂 盒 与

ＥｌｉｖｉｓｉｏｎＴＭ Ｐｌｕｓ 二步法免疫组化试剂盒均购自武汉

博士德公司ꎬＤＡＢ 显色剂购自福州新迈公司ꎬ地高

辛标记的 ｍｉＲ￣１８５ 探针序列购自美国 Ｅｘｉｑｏｎ 公司ꎬ
ｈａｓ￣ｍｉＲ￣１８５:５′￣ａｇｔｇｔｇａｇｔｔｃｔａｃｃａｔｔｇｃｃａａａ￣３′ＰＫＭ２ 单克

隆抗体购自 ＣＳＴ 公司ꎬＰＫＭ２ 克隆号(ＡＴ４Ｍ３)ꎮ
１.３　 方法

１.３. １ 　 原位杂交检测胃癌组织与正常胃组织中

ｍｉＲ￣１８５ 表达　 组织芯片脱蜡至水ꎻ３％胃蛋白酶消

化 １５~２０ ｍｉｎꎬ水洗后 ４％甲醛固定ꎻ按 ｍｉＲＮＡ 探针

说明ꎬ探针用无酶水稀释ꎬ稀释终比例为 １ ∶ ６００ꎬ先
用预杂交液于 ５５ ℃预杂交 ２ ｈ 后再用地高辛标记

的 ｍｉＲ￣１８５ 探针于 ５５ ℃进行杂交过夜ꎻ次日用不同

浓度 ＳＳＣ 缓冲液依次洗涤ꎻ室温封闭 ３０ ｍｉｎꎻ生物素

化鼠抗地高辛室温孵育 ２ ｈꎻ镜下进行 ＤＡＢ 显色并

控制显色时间ꎻ苏木素复染细胞核ꎬ充分水洗ꎬ中性

树胶封片保存ꎮ
１.３. ２ 　 免疫组化检测胃癌组织与正常胃组织中

ＰＫＭ２ 表达　 采用 ＥｌｉｖｉｓｉｏｎＴＭ Ｐｌｕｓ 二步法ꎮ 组织芯

片脱蜡至水ꎻ按需要对切片进行高压修ꎬ冷却后 ＰＢＳ
液洗涤ꎻ加一抗ꎬ室温下孵育 ４ ℃过夜ꎬＰＢＳ 洗涤ꎻ加
生物素标记的二抗ꎬ室温下孵育 １０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗涤ꎻ
加链霉菌抗生物素蛋白—过氧化物酶溶液ꎬ室温下

孵育 １０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗涤ꎻ镜下进行 ＤＡＢ 显色并控制

显色时间ꎬ苏木素复染细胞核ꎬ充分水洗ꎬ中性树胶

封片保存ꎮ
１.３.３　 免疫组化和原位杂交结果分析　 ｍｉＲ￣１８５ 与

ＰＫＭ２ 呈棕黄色颗粒的阳性信号定位于胃粘膜上皮

细胞与胃癌细胞的胞质与胞核中ꎮ 结合阳性信号的

染色强度和分布范围进行半定量ꎬ按下述标准进行

判断[８]:在高倍光镜下观察 ５ 个具有代表性的视野

对阳性染色细胞进行统计:①＋ /–ꎬ阳性染色细胞

数低于 １０％ꎻ②＋－＋＋ꎬ阳性染色细胞数在 １０％ ~
５０％之间ꎻ③＋＋＋ꎬ阳性染色细胞数高于 ５０％ꎮ 显微

摄像后运用病理图像分析系统对光密度值进行检

测ꎬ结果进行统计分析ꎮ
１.４　 统计学方法　 　 采用 ＳＰＳＳ １３.０ 软件进行统计

学处理ꎬ计数资料采用例(％)表示ꎬ采用 χ２ 检验ꎬ计
量资料以均数±标准差( ｘ± ｓ)表示ꎬ相关性分析用

Ｓｐｅａｒｍａｎ 检验ꎬＰ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 　 果

２.１　 ｍｉＲ￣１８５ 与 ＰＫＭ２ 在胃癌组织中的表达情况

原位杂交结果显示(图 １)ꎬｍｉＲ￣１８５ 在 １２６ 例胃癌组

织中阳性表达 ４８ 例ꎬ阳性率为 ３８.１０％ꎬ在 ７８ 例正常

胃黏膜组织中阳性表达 ５１ 例ꎬ阳性率为 ６５ ３８％ꎬ两
者相比ꎬ差异具有统计学意义(χ２ ＝ １４.３６ꎬＰ＝ ０.０００)ꎻ
免疫组化结果显示(图 １)ꎬＰＫＭ２ 在 １２６ 例胃癌组织

中阳性表达 ８０ 例ꎬ阳性率为 ６３.４９％ꎬ在 ７８ 例正常胃

黏膜组织中阳性表达 ３４ 例ꎬ阳性率为 ４３.５９％ꎬ两者

比较ꎬ差异具有统计学意义(χ２ ＝７.７４ꎬＰ＝０.００６)ꎮ
２.２　 ｍｉＲ￣１８５ 与 ＰＫＭ２ 在胃癌中的表达与临床病理

参数的关系 　 　 统计分析显示(表 １)ꎬｍｉＲ￣１８５ 与

ＰＫＭ２ 表达与胃癌患者性别、年龄、组织分化程度以

及 Ｔ 分期无显著相关性(Ｐ>０.０５)ꎬ但是 ｍｉＲ￣１８５ 在

Ⅰ~Ⅱ期胃癌患者中的表达高于Ⅲ–Ⅳ胃癌患者

(Ｐ＝ ０.００１)ꎬ即 ｍｉＲ￣１８５ 在胃癌患者中的表达随着

临床分期的增高而降低度ꎮ ＰＫＭ２ 在Ⅰ~Ⅱ期胃癌

患者中的表达低于Ⅲ~Ⅳ胃癌患者(Ｐ ＝ ０ ００２)ꎬ即
ＰＫＭ２ 在胃癌患者中的表达随着临床

８６２ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｓｏｕｔｈ ＣｈｉｎａꎬＭａｙ ２０１６ꎬＶｏｌ.４４ꎬＮｏ.３



图 １　 原位杂交检测 ｍｉＲ￣１８５ 和 ＰＫＭ２ 在胃癌组织与癌旁正常组织中的表达(４００×) 　 Ａ:ｍｉＲ￣１８５ 癌旁正常组织中的表达ꎻＢ:ｍｉＲ￣
１８５ 在胃癌组织中的表达ꎻＣ:ＰＫＭ２ 在癌旁正常组织中的表达ꎻＤ:ＰＫＭ２ 在胃癌组织中的表达

分期的增高而增高ꎮ ｍｉＲ￣１８５ 在有淋巴结转移的胃

癌患者中表达也明显低于无淋巴结转移者 (Ｐ ＝
０ ００３)ꎬ而 ＰＫＭ２ 在有淋巴结转移的胃癌患者中的

表达却明显高于无淋巴结转移者(Ｐ＝ ０.００６)ꎮ 结果

均表明 ｍｉＲ￣１８５ 与 ＰＫＭ２ 在胃癌中的表达改变与患

者肿瘤恶性程度相关ꎮ

表 １　 ｍｉＲ￣１８５ 与 ＰＫＭ２ 表达水平与胃癌患者临床病理参

数之间的关系

临床病理参数 例数
ｍｉＲ￣１８５ 表达

低 高 Ｐ
ＰＫＭ２ 表达

低 高 Ｐ
年龄(岁)
　 <６０ ７３ ４４ ２９ ０.４ ２４ ４９ ０.３２
　 ≥６０ ５３ ３４ １９ ２２ ３１
性别

　 男 ７０ ４６ ２７ ０.４５３ ２６ ４４ ０.８７
　 女 ５６ ３２ ２１ ２０ ３６
组织分化程度

　 高中分化 ３２ ２４ ８ ０.０５８ １０ ２２ ０.４８
　 低分化与其他类型 ９４ ５４ ４０ ３６ ５８
Ｔ 分期

　 Ｔ１~ Ｔ２ ７１ ４０ ３１ ０.１ ２１ ５０ ０.０７
　 Ｔ３~ Ｔ４ ５５ ３８ １７ ２５ ３０
临床分期

　 Ⅰ~Ⅱ ５１ ２３ ２８ ０.００１ ２７ ２４ ０.００２
　 Ⅲ~Ⅳ ７５ ５５ ２０ １９ ５６
淋巴结转移

　 有 ８８ ６２ ２６ ０.００３ ３９ ４９ ０.００６
　 无 ３８ １６ ２２ ７ ３１

２.３　 ｍｉＲ￣１８５ 与 ＰＫＭ２ 在胃癌组织中的相关性分析

经 Ｓｐｅａｒｍａｎ 等级相关分析发现ꎬ在胃癌组织中 ｍｉＲ￣
１８５ 与 ＰＫＭ２ 的表达呈负相关( ｒ＝ ０.０９ꎬＰ＝ ０ ００６)ꎮ

３　 讨　 　 论

胃癌是最常见的恶性肿瘤之一ꎬ也是全球癌症

死亡的第二大原因ꎬ调查显示ꎬ将近一半的胃癌发生

在中国人群ꎬ总体 ５ 年生存率大约为 ２０％[９]ꎬ其中

大部分患者在确诊时已为晚期阶段ꎬ因而失去了根

治手术的机会ꎮ 由于缺乏早期有效的诊断指标以及

治疗策略的局限性ꎬ导致了疾病的不良预后ꎮ 因此ꎬ
预测肿瘤侵袭与转移的高效、新型生物标志物的鉴

定对改善患者的结局具有重要意义ꎮ
大量的研究证实 ｍｉＲＮＡｓ 在肿瘤中异常表达并

类似癌基因或抑癌基因样作用[１０￣１１]ꎮ 目前越来越多

的研究发现ꎬｍｉＲＮＡ 在肿瘤中的表达还与肿瘤的临

床复发、转移以及患者生存密切相关ꎮ 由于 ｍｉＲＮＡｓ
在肿瘤患者的组织与血清中特异性表达模式和调控

潜能ꎬ其可作为恶性肿瘤诊断与预后的潜在生物标志

物ꎮ ｍｉＲ￣１８５ 位于 ２２ｑ１１.２１ 染色体ꎮ 研究发现 ｍｉＲ￣
１８５ 在多种恶性肿瘤中低表达并且通过靶向调控不

同的基因发挥抑癌基因样作用ꎬ包括有结肠癌、肝癌、
上皮性卵巢癌、乳腺癌、前列腺癌[１２￣１６]ꎮ ｍｉＲ￣１８５ 在

结肠癌中下调 ＲｈｏＡ 与 Ｃｄｃ４２ 表达抑制肿瘤细胞的

增殖[１２]ꎮ ｍｉＲ￣１８５ 在乳腺癌中下调 ｃＭｅｔ 表达ꎬ抑制

肿瘤细胞的增殖[１５]ꎮ ｍｉＲ￣１８５ 在前列腺癌中靶向雄

激素受体抑制肿瘤细胞的增殖、迁移与侵袭[１６]ꎮ
Ａｋɕａｋａｙａ 等[１７]研究显示ꎬｍｉＲ￣１８５ 在结肠癌中的表

达与患者的转移和不良预后相关ꎮ ｍｉＲ￣１８５ 在三阴

乳腺癌中低表达与患者的淋巴结转移、临床分期、总
生存期以及无病生存期相关[１８]ꎮ ｍｉＲ￣１８５ 在肝癌中

低表达与患者的高复发和低生存率相关[１３]ꎮ 本次研

究发现ꎬｍｉＲ￣１８５ 在胃癌组织中低表达ꎬ并且 ｍｉＲ￣１８５
低表达与胃癌患者的临床分期和淋巴结转移相关ꎮ
ｍｉＲ￣１８５ 的表达随着临床分期演进而下调ꎮ

ＰＫＭ２ 最初在胚胎组织中表达ꎬ而近年来发现

ＰＫＭ２ 在快速增殖的细胞中也高表达ꎬ特别是肿瘤组

织ꎬ对 Ｗａｒｂｕｒｇ 效应及肿瘤发生发展发挥重要的调控

作用[１９]ꎮ 大量的研究发现 ＰＫＭ２ 在多种恶性肿瘤中

高表达并且与患者的预后和转移相关ꎮ 如 ＰＫＭ２ 在

肝癌中高表达与患者的不良预后相关[２０]ꎮ ＰＫＭ２ 在

乳腺癌中高表达与肿瘤的组织学分级和淋巴结转移
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相关ꎬ并且 ＰＫＭ２ 表达越高ꎬ患者的总生存期和无病

生存期越短[２１]ꎮ ＰＫＭ２ 在口腔鳞癌中高表达与肿瘤

的大小、颈癌淋巴结转移、临床分期以及生存相关ꎬ
ＰＫＭ２ 表达越高的患者其总生存期和无病生存期越

短ꎬ并且可作为患者生存的独立预后因子[２２]ꎮ 本次

研究发现ꎬＰＫＭ２ 在胃癌组织中高表达ꎬ并且 ＰＫＭ２
高表达与胃癌患者的临床分期和淋巴结转移相关ꎮ
ＰＫＭ２ 的表达随着临床分期演进而增加ꎮ 相关性分

析显示 ｍｉＲ￣１８５ 与 ＰＫＭ２ 在胃癌中的表达呈负相关ꎮ
由此推测ꎬ在胃癌组织中 ｍｉＲ￣１８５ 低表达与 ＰＫＭ２ 高

表达可能是胃癌发生浸润转移的重要生物学标志ꎮ
本课题组下期拟在此次的基础上进一步将样本扩大

胃癌患者的血清中检测ꎬ以确定两者在胃癌患者的血

清中是否具有同样的表达模式ꎬ为临床开发新的胃癌

检测标志物提供实验依据ꎮ
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