
ＤＯＩ:１０ １５９７２ / ｊ ｃｎｋｉ ４３￣１５０９ / ｒ ２０１８ ０６ ０１６ 论著:临床医学

收稿日期:２０１８－０３－０９ꎻ修回日期:２０１８－０８－１４
基金项目:湖南省自然科学基金资助项目(Ｎｏ:２０１８ＪＣ１１９９)
∗通信作者ꎬＥ￣ｍａｉｌ:ｊｉａｎｇｘｉａｏｘｉｎ１６８＠ .１２６ｃｏｍ

ＭｉＲ￣１９３ｂ 在肝癌组织中的表达及临床意义
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(南华大学第一附属医院检验科ꎬ湖南 衡阳 ４２１００１)

摘　 要:　 观察 ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣１９３ｂ(ｍｉＲ￣１９３ｂ)在肝癌组织中的表达ꎬ并探讨其临床意义ꎮ 采用荧光实时定量 ＰＣＲ
(ｑＲＴ￣ＰＣＲ)检测 ４０ 例肝癌组织及相应的癌旁非肿瘤组织标本中 ｍｉＲ￣１９３ｂ 表达ꎬ分析 ｍｉＲ￣１９３ｂ 表达与患者年龄、
性别、肿瘤大小、分化程度、ＴＮＭ 分期及淋巴结转移等临床病理参数的关系ꎬ并比较 ｍｉＲ￣１９３ｂ 高、低表达患者 ５ 年

生存率ꎮ 结果显示ꎬ相对于癌旁非肿瘤组织ꎬ肝癌组织中 ｍｉＲ￣１９３ｂ 表达水平明显降低(Ｐ<０.０１)ꎬｍｉＲ￣１９３ｂ 表达与

肿瘤分化程度、ＴＮＭ 分期和淋巴结转移相关(Ｐ<０.０５)ꎬ与年龄、性别、肿瘤大小无相关性(Ｐ>０.０５)ꎻ与 ｍｉＲ￣１９３ｂ 低

表达组患者相比ꎬ高表达组患者 ５ 年生存率明显增加(Ｐ<０.０５)ꎮ ＭｉＲ￣１９３ｂ 在肝癌组织呈低表达ꎬ可作为评估肿瘤

恶性程度及判断预后的分子标记物ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: 　 Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏＲＮＡ￣１９３ｂ (ｍｉＲ￣１９３ｂ) ｉｎ ｈｅｐａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅ ａｎｄ ｅｘｐｌｏｒｅ ｉｔｓ
ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ. Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ (ｑＲＴ￣ＰＣＲ) ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣１９３ｂ ｉｎ ４０ ｈｅｐａｔｉｃ
ｃａｎｃｅｒ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｐａｒａｃａｎｃｅｒｏｕｓ ｔｉｓｓｕｅ ｓａｍｐｌｅｓ. Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｉＲ￣１９３ｂ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｐａｔｉｅｎｔｓ ａｇｅꎬ ｓｅｘꎬ
ｔｕｍｏｒ ｓｉｚｅꎬ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｄｅｇｒｅｅꎬ ＴＮＭ ｐｅｒｉｏｄꎬ ａｎｄ ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ. Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｆｉｖｅ￣ｙｅａｒ ｓｕｒｖｉｖａｌ
ｒａｔｅ ｗａｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｃａｓｅｓ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｍｉＲ￣１９３ｂ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｏｎｅｓ ｗｉｔｈ ｌｏｗ ｍｉＲ￣１９３ｂ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｉｎ ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ
ｗｉｔｈ ｐａｒａｃａｎｃｅｒｏｕｓ ｔｉｓｓｕｅꎬ ｍｉＲ￣１９３ｂ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｈｅｐａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅ (Ｐ<０.０１). Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｍｉＲ￣１９３ｂ ｗａｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｄｅｇｒｅｅꎬ ＴＮＭ ｐｅｒｉｏｄ ａｎｄ ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅ ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ (Ｐ<０.０５)ꎬ ｂｕｔ
ｎｏｔ ａｇｅꎬ ｓｅｘ ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｓｉｚｅ (Ｐ>０.０５). Ｆｉｖｅ￣ｙｅａｒ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｈｉｇｈ ｍｉＲ￣１９３ｂ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｌｏｗ
ｍｉＲ￣１９３ｂ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.０５). Ｔｈｅｓｅ ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｓｕｇｇｅｓｔ ｔｈａｔ ｍｉＲ￣１９３ｂ ｉｓ ｌｏｗｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｈｅｐａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅ
ａｎｄ ｍａｙ ｓｅｒｖｅ ａｓ ａ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒ ｆｏｒ ｅｖａｌｕａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｍａｌｉｇｎａｎｃｅ ａｎｄ ｊｕｄｇｉｎｇ ｔｈｅ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 ｍｉＲ￣１９３ｂꎻ　 ｈｅｐａｔｉｃ ｃａｎｃｅｒꎻ　 ｑＲＴ￣ＰＣＲꎻ　 ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓꎻ　 ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ

　 　 肝癌即肝细胞癌ꎬ是肝脏中最常见的肿瘤ꎬ发
病率高ꎬ死亡率在各种恶性肿瘤中占第二位ꎬ对人

类健康危害极大ꎮ ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ(ｍｉＲＮＡｓ)是一类长

度为 １９~２５ 个核苷酸的内源性非编码 ＲＮＡꎬ通过与

靶 ｍＲＮＡ 的 ３′￣非翻译区结合ꎬ导致其翻译过程受到

抑制或引起 ｍＲＮＡ 的降解ꎬ在转录后水平特异性影

响靶基因表达[１]ꎮ 近年研究发现ꎬｍｉＲＮＡｓ 失调与

肝癌的发生、发展密切相关[２￣３]ꎮ ＭｉＲ￣１９３ｂ 的编码

基因位于人第 １６ 号染色体 ｐ１３.１２ 上ꎬ在非小细胞

肺癌、食管鳞癌组织中呈低表达[４￣５]ꎮ 本课题组前

期研究表明ꎬ ｍｉＲ￣１９３ｂ 通过 ｃａｓｐａｓｅ￣３ 途径降低

ＨｅｐＧ２ 细胞对顺铂的耐药性[６]ꎬ提示这种 ｍｉＲＮＡ
具有抗肝癌作用ꎮ 然而ꎬｍｉＲ￣１９３ｂ 在肝癌组织中的

表达及与患者预后的关系仍不清楚ꎮ 本研究采用

荧光 实 时 定 量 ＰＣＲ ( ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲꎬ
ｑＲＴ￣ＰＣＲ)检测 ｍｉＲ￣１９３ｂ 在肝癌组织及相应的癌旁

非肿瘤组织中的表达ꎬ从而探讨其在肝癌发生、发
展中的作用及临床意义ꎮ
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１　 资料与方法

１.１　 一般资料　 ４０ 例原发性肝癌组织及相应的癌

旁非肿瘤组织标本均为本院 ２００８ 年 １ 月 ~ ２０１１ 年

１２ 月手术切除后的经石蜡块保存的组织标本ꎬ并经

病理检测确定ꎬ所有病例术前未行化疗和放疗ꎬ亦
未合并其它系统恶性肿瘤ꎮ 根据档案室患者病历

资料ꎬ按年龄、性别、肿瘤大小、分化程度、ＴＮＭ 分期

情况及淋巴结转移进行分类ꎬ并记录 ５ 年内的生存

情况ꎮ 本实验经南华大学第一附属医院伦理委员

会批准ꎬ同时征得患者或者其家属的知情同意ꎮ
１.２　 主要试剂 　 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂购于美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公

司ꎬ逆转录试剂盒、ＰＣＲ 扩增试剂盒、ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ
Ｒｅａｌ Ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 分别由美国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公

司、上海生工生物工程公司、日本 Ｔｏｙｏｂｏ 公司提供ꎮ
１.３　 荧光实时定量 ＰＣＲ( ｑＲＴ￣ＰＣＲ) 　 采用 Ｔｒｉｚｏｌ
试剂提取组织标本中的总 ＲＮＡꎬ并按照逆转录试剂

盒说明书合成 ｃＤＮＡꎮ 利用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５. ０ 和

Ｏｌｉｇｏ ６.２２ 设计本实验所使用的引物ꎬ并由华大基因

生物科技有限公司合成ꎬ序列如下:ｍｉＲ￣１９３ｂ 正义:
５′￣ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣ ＣＧＡＧＧＴ￣３′ꎬ反义:５′￣ＣＴＧＴＧＣＧＴ￣
ＧＴＧＡＣＡＧ ＣＧＧＣＴＧＡ￣３′ꎻ以 Ｕ６ 为内参ꎬ Ｕ６ 引物

为:正义:５′￣ＣＴＣＧ ＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ￣３′ꎬ反义:５′￣
ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ￣３′ꎮ 在 Ｒｏａｃｈ４８０ ｑＲＴ￣
ＰＣＲ 仪上进行 ＰＣＲ 反应ꎬ反应条件:９５℃预变性 １５
ｍｉｎꎬ９４℃变性 １５ ｓꎬ５５℃复性 ３０ ｓꎬ７０℃延伸 ３０ ｓꎬ总
共 ４０ 个循环ꎮ 利用 ΔΔＣｔ 值法定量目的基因 ｍｉＲ￣
１９３ｂ 表达水平ꎮ 实验过程中同时设置阴性、阳性

对照ꎮ
１.４　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ１４.０ 软件包进行统计

学分析ꎬ两组均数比较行 ｔ 检验ꎬ率的比较采用 χ２

检验ꎬ生存率分析利用 Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ 法ꎬ以 Ｐ<０.０５
认为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 　 果

２.１　 ｍｉＲ￣１９３ｂ 在肝癌组织中的表达 　 利用 ｑＲＴ￣
ＰＣＲ 检测 ｍｉＲ￣１９３ｂ 在肝癌组织及相应的癌旁组织

中的表达ꎬ其 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 的溶解曲线见图 １ꎬ从曲线

上分析ꎬ各个标本的熔点基本上都集中在 ８９℃ 左

右ꎬ可以认为 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 的特异性较好ꎬ结果分析发

现肝癌组织 ｍｉＲ￣１９３ｂ 表达水平明显低于癌旁组织ꎬ
差异有显著性( ｔ＝ ５.３２ꎬ Ｐ<０.０１)(图 ２)ꎮ

图 １　 ｍｉＲ￣１９３ｂ 的 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 的溶解曲线

图 ２　 两组 ｍｉＲ￣１９３ｂ 表达水平比较

与癌旁组织相比ꎬ∗Ｐ<０.０５

２.２　 ｍｉＲ￣１９３ｂ 表达与肝癌临床病理特征分析　 为

了进一步探讨 ｍｉＲ￣１９３ｂ 与肝癌临床病理特征之间

的关系ꎬ以中位数为界值(１.６８)将其分为 ｍｉＲ￣１９３ｂ
低表达组(≤中位数)和 ｍｉＲ￣１９３ｂ 高表达组(>中位

数)ꎬ分别包括 １６、２４ 个样本ꎮ 如表 １ 所示ꎬｍｉＲ￣
１９３ｂ 表达与分化程度、ＴＮＭ 分期和淋巴结转移相关

(Ｐ<０.０５)ꎬ而与年龄、性别、肿瘤大小无相关性(Ｐ>
０.０５)ꎮ

表 １　 ｍｉＲ￣１９３ｂ 表达与肝癌临床病理特征的关系

临床参数 ｎ
ｍｉＲ￣１９３ｂ 表达

高(ｎ＝ １６) 低(ｎ＝ ２４)
χ２ Ｐ

年龄(岁)

　 ≤５０ ２１ ９ １２ １.６２ >０.０５

　 >５０ １９ ７ １２

性别

　 男 ２６ １１ １５ ２.３６ >０.０５

　 女 １４ ５ ９

肿瘤大小(ｃｍ)

　 ≤３ ２３ ９ １５ １.９２ >０.０５

　 >３ １７ ７ ６

分化程度

　 低分化 １６ ４ １２ １８.４５ <０.０５

　 中＋高分化 ２４ １２ １２

２２６ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｓｏｕｔｈ ＣｈｉｎａꎬＮｏｖｅｍｂｅｒ ２０１８ꎬＶｏｌ.４６ꎬＮｏ.６



　 　 续表

临床参数 ｎ
ｍｉＲ￣１９３ｂ 表达

高(ｎ＝ １６) 低(ｎ＝ ２４)
χ２ Ｐ

ＴＮＭ 分期

　 Ｉ＋ＩＩ １８ １０ １５ ２６.５３ <０.０５

　 ＩＩＩ＋ＩＶ ２２ ６ ６

淋巴结转移

　 无 １３ ７ １６ ２１.４６ <０.０５

　 有 ２７ ９ ５

２.３　 ｍｉＲ￣１９３ｂ 表达与肝癌患者生存的关系　 对 ４０
例肝癌患者术后生存状况进行分析ꎬ相对于 ｍｉＲ￣
１９３ｂ 低表达组ꎬｍｉＲ￣１９３ｂ 高表达组患者 ５ 年生存率

明显增加ꎬ差异有统计学意义(χ２ ＝ ２５.３８ꎬＰ<０.０５)ꎬ
见图 ３ꎮ

图 ３　 肝癌患者 Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ 生存曲线

３　 讨　 　 论

肝癌是最常见的消化系统肿瘤之一ꎬ恶性程度

高ꎬ预后差ꎬ其发生是一个多因素、多步骤的复杂过

程ꎬ与乙型肝炎病毒、丙型肝炎病毒感染及黄曲霉

素、酒精、亚硝胺类物质的长期摄入相关ꎬ但其发病

机制仍未完全阐明ꎮ 肝癌发病隐匿ꎬ许多患者确诊

时已到中、晚期ꎬ由于已发生局部肿瘤广泛浸润和 /
或远处转移而丧失了最佳的治疗时机ꎮ 近年来ꎬ尽
管已采取包括手术、放化疗在内的积极治疗措施ꎬ５
年生存率仍达不到预期水平ꎬ同时具有较高的复发

倾向[７]ꎮ 因此ꎬ深入研究肝癌的发病机制并从中找

出有效的分子标记物对于早期诊断、改善患者预后

具有十分重要的意义ꎮ
随着人类基因组计划的完成ꎬ后基因组时代的

来临ꎬ包括 ｍｉＲＮＡｓ 在内的非编码 ＲＮＡ 已成为生命

科学最热门的研究领域之一ꎮ 作为一种多效性因

子ꎬｍｉＲ￣１９３ｂ 在细胞的增殖、分化、凋亡、自噬及血

管生成等生物学过程中发挥重要作用ꎮ 研究表明ꎬ
ｍｉＲ￣１９３ｂ 在肿瘤形成和发展中具有多重功能ꎬ扮演

着抑癌基因的角色ꎮ 例如ꎬＨｕｌｉｎꎬ等[８] 用 ｍｉＲ￣１９３ｂ
ｍｉｍｉｃ 处理乳腺癌细胞ꎬ发现外源性给予 ｍｉＲ￣１９３ｂ
拮抗细胞迁移及新生血管形成ꎮ 下调 ｍｉＲ￣１９３ｂ 表

达则增加尿激酶型纤溶酶原激活物水平ꎬ进而促进

乳腺癌细胞侵袭与转移[９]ꎮ Ｚｈａｎｇꎬ等[１０] 报道ꎬｍｉＲ￣
１９３ｂ 在卵巢癌组织中表达下调ꎬ当其过表达时可显

著抑制卵巢癌细胞 Ａ２７８０ 增殖ꎬ并增加紫杉醇化疗

敏感性ꎮ 在敲除头颈鳞状细胞癌 ＦａＤｕ 细胞系的

ｍｉＲ￣１９３ｂ 基因后ꎬ细胞的增殖、迁移、侵袭能力明显

提高[１１]ꎮ 我们的前期研究也发现ꎬｍｉＲ￣１９３ｂ 通过

靶向沉默髓细胞白血病基因￣１ 抑制肝癌细胞增殖ꎬ
并诱导其凋亡[１２]ꎮ 本研究结果显示ꎬ肝癌组织中

ｍｉＲ￣１９３ｂ 表达水平较癌旁非肿瘤组织降低ꎻｍｉＲ￣
１９３ｂ 表达与肿瘤分化程度、ＴＮＭ 分期和淋巴结转移

相关ꎬ但与年龄、性别、肿瘤大小无相关性ꎻｍｉＲ￣１９３ｂ
高表达组患者 ５ 年生存率明显高于 ｍｉＲ￣１９３ｂ 低表

达组ꎬ这些结果表明 ｍｉＲ￣１９３ｂ 可能在肝癌的发生、
发展中扮演重要作用ꎬ可作为评估肿瘤恶性程度及

判断预后的分子标记物ꎬ但具体作用机制仍有待进

一步研究ꎮ 随着研究的深入ꎬｍｉＲ￣１９３ｂ 可望成为肝

癌防治的一个潜在的、有价值的靶点ꎮ
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