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前列腺癌中微小 RNA-362-3p 的表达及意义

王　 刚1∗,姚丽霞2,杨　 涛1,彭克楠3,郭留雄1,魏　 东1,谷守义1,刘俊江1

(河北省人民医院 1. 泌尿外科,2. 老年病二科,3. 检验科,河北 石家庄 050051)

摘　 要:　 为探索前列腺癌中微小 RNA-362-3p(miR-362-3p)与转移的关系,以前列腺癌组织作为观察组,前列

腺增生组织作为对照组,每组 67 例。 采用实时荧光定量 PCR 法检测 miR-362-3p 的表达,免疫组化法检测上皮型

粘附素(E-cadherin)和基质金属蛋白酶-11(MMP-11)的表达,Western Blot 法检测基质金属蛋白酶-14(MMP-14)的

表达。 结果显示:miR-362-3p 在前列腺癌组织中低表达。 miR-362-3p 在前列腺癌患者的脉管癌栓、Gleason 分级、转
移和不同 TNM 分期的表达存在显著差别。 miR-362-3p 与前列腺癌患者的生存时间显著相关,miR-362-3p 分别与

MMP-11、MMP-14 具有显著负相关性,但与 E-cadherin 具有显著正相关性。 结果表明,miR-362-3p 可能通过调节细

胞粘附和细胞外基质参与前列腺癌转移,可能作为患者的预后标志物。
关键词:　 前列腺癌;　 miR-362-3p;　 粘附素;　 细胞外基质;　 预后

中图分类号:R73 文献标识码:A

Expression and significance of microRNA-362-3p in prostate
adenocarcinoma

WANG Gang,YAO Lixia,YANG Tao,PENG Kenang,GUO Liuxiong,WEI Dong,
GU Shouyi,LIU Junjiang

(1. Department of Urology,2. Department of Geriatrics,3. Clinical Laboratory,Hebei Peoples Hospital,
Shijiazhuang 050051,Hebei,China)

Abstract:　 To explore the relationship between microRNA-362-3p (miR-362-3p) and metastasis in prostatic adeno-
carcinoma, prostatic adenocarcinoma were selected as observation group, and benign prostatic hyperplasia as control group
(n=67). MiR-362-3p was detected by real-time fluorescence quantitative PCR (qPCR). Expressions of E-cadherin and
MMP-11 were detected by immunohistochemistry method, MMP-14 was detected by Western Bloting. Result showed lower
expression of miR-362-3p in the prostate adenocarcinoma, expression of miR-362-3p was significantly different in vascular
tumor thrombus, gleason classification, metastasis and TNM stages. MiR-362-3p was correlated with survival time.
Negative correlation was found between miR-362-3p and MMP-11 or MMP-14. Positive correlation was found between miR-
362-3p and E-cadherin. The results suggested miR-362-3p may be involved in progression of prostate adenocarcinoma by
regulating cell adhesion and extracellular matrix, and may be a prognostic marker.
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　 　 前列腺癌是男性生殖系统中常见的肿瘤,病变

的发生与基因和遗传因素的改变有关[1]。 微小

RNA(miRNAs)是近年发现的与肿瘤形成和进展有

关的因子,通过与靶 mRNA 的 3′UTR 区域结合发挥

调控靶基因的作用[2]。 本研究通过在 The Cancer

Genome Atlas ( TCGA) 数 据 库 中 对 前 列 腺 癌 中

miRNAs 的差异性表达进行筛选,选择在前列腺癌

中异常表达明显、且尚未见报道的微小 RNA-362-3p
(miR-362-3p)进行研究,并应用软件预测下游的靶

因子,选择与 miR-362-3p 关联性最强的上皮型粘附

素(E-cadherin)、基质金属蛋白酶-11 (MMP-11)和

基质金属蛋白酶-14(MMP-14)作为靶基因,探讨其

临床意义及相关性。
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1　 资料与方法

1. 1　 一般资料

　 　 选择 2014 年 1 月至 2016 年 6 月确诊为前列腺

癌的患者 67 例为研究对象。 纳入标准:①术后病理

确诊为前列腺癌,并符合 WHO 中的标准;②首诊患

者。 排除标准:①多原发癌;②术前行放、化疗。 年

龄 55 ~ 86 岁,中位年龄 67 岁。 留取术后的肿瘤组

织作为观察组。 同期,选择前列腺增生的组织 67 例

为对照组,年龄 56 ~ 84 岁,中位年龄 68 岁。 均留取

病变组织的新鲜冻存标本( -80 ℃保存)和石蜡包

埋组织。 二组在年龄的比较中无明显差别。 研究

经医院伦理委员会批准,家属均签订知情同意书。
1. 2　 miR-362-3p 的检测

检测前列腺癌和前列腺增生组织中 miR-362-3p
的表达。 应用实时荧光定量 qRT-PCR 法进行检测。
引物由江苏楚天生物科技公司合成。 上游:5′-GAT-
GACACTGAGGCTGAG-3′, 下 游: 5′-ACGTGCACT-
TCGTCCGCTT-3′ 内 参 为 U6, 上 游: 5′-GGAA-
CAGAGAAAGATTAGC-3′,下游:5′-TTGGAATTCACG
AATTCCG-3′。 提取总 RNA,cDNAs 由 TaqMan Mi-
croRNA 合成,试剂购自江苏楚天生物科技公司。 循

环参数:95 ℃ 10 min,1 个循环;95 ℃ 30 s,59 ℃ 30 s,
72 ℃ 30 s,共 31 个循环,72 ℃延伸 6 min。 60 ℃进行

信号采集,记录 Ct 值。 通过 2-ΔΔCt 法表示结果。 ΔΔCt
= [ Ct目的基因(未知样品) - Ct对照(未知样品)] - [ Ct目的基因(校正样品)

-Ct对照(校正样品)]。
1. 3　 免疫组化的检测

免疫组化 SP 法检测 E-cadherin 和 MMP-11 表

达。 简略步骤为:石蜡包埋前列腺癌组织,4 μm 切

片,DAB 显色,以黄色和黄褐色为阳性。 E-cadherin
阳性部位是细胞膜,MMP-11 阳性部位是细胞质和 /
或细胞膜,选择 5 个显色最明显的 400 倍视野进行

计数,计算阳性率并取平均值。
1. 4　 Western Blot 法

应用 Western Blot 法检测前列腺癌组织中

MMP-14 的表达,以 MMP-14 与 GAPDH 比值表示

MMP-14 的相对表达量。
1. 5　 统计学方法

应用 SPSS17. 0 软件进行数据分析。 实验中计

量资料应用均数±标准差表示,两组间的比较应用

独立样本的 t 检验。 相关分析行 Pearson 相关分析。
行 K-M 生存分析,以 α = 0. 05 为检验水准,以 P<
0. 05 为差异具有显著性。

2　 结　 　 果

2. 1　 两组中 miR-362-3p 表达

　 　 见图 1 显示实时荧光定量 PCR 的扩增曲线,如
表 1 所示,miR-362-3p 在观察组中的表达显著低于

对照组(P<0. 05)。

图 1　 miR-362-3p 的表达扩增曲线

表 1　 两组中 miR-362-3p 表达的比较

组别 miR-362-3p t P

对照组 1. 51±0. 39 5. 11 0. 002

观察组 1. 15±0. 34

　 　 (n=67)

2. 2 　 观察组不同临床特征分组患者术后组织中

miR-362-3p 表达

MiR-362-3p 在脉管癌栓、Gleason 分级、转移和

不同 TNM 分期的表达中有统计学差别(P<0. 05),
而在不同年龄、神经累犯的表达中无统计学差别(P
>0. 05)。 见表 2。
2. 3　 观察组中 miR-362-3p 表达的生存分析

观察组均进行术后 3 年(36 月)的随访,方式为

电话、门诊及家访等形式,截止时间点 2019 年 6 月

30 日。 其中生存 30 例,死亡 34 例,失访患者 3 例。
死亡患者确诊后的生存时间 7 ~ 36 个月,生存中位

数为 20 个月。 生存分析显示 miR-362-3p 与生存时

间有关(χ2 =6. 31,P=0. 001)。 见图 2。
2. 4 　 前列腺癌组织 miR-362-3p 与 E-cadherin、
MMP-11 的相关性

如图 3A 所示,E-cadherin 表达部位是在癌细胞

的细胞膜,呈棕黄色,E-cadherin 在前列腺癌中的阳

性率范围 3 ~ 55% ,平均 21. 4% 。 相关分析显示

miR-362-3p 与 E-cadherin 呈正相关性( r = 0. 59,P =
0. 013)(见图 3B)。
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表 2　 不同临床特征观察组术后组织中

miR-362-3p 表达的比较

临床特征 n miR-362-3p F 或 t P

年龄 1. 02 0. 263

　 <60 岁 20 1. 20±0. 42

　 ≥60 岁 47 1. 12±0. 33

Gleason 总分 4. 70 0. 008

　 2 ~ 6 分 18 1. 31±0. 25

　 7(3+4)分 29 1. 20±0. 27

　 7(4+3)分 21 1. 11±0. 41

　 8 ~ 10 分 9 0. 92±0. 38

神经累犯 1. 23 0. 103

　 无 40 1. 11±0. 39

　 有 27 1. 22±0. 36

转移 5. 29 0. 003

　 无 47 1. 28±0. 37

　 有 20 0. 90±0. 36

脉管癌栓 2. 83 0. 023

　 无 46 1. 23±0. 32

　 有 21 0. 99±0. 30

TNM 分期 3. 01 0. 011

　 Ⅰ ~ Ⅱ期 36 1. 29±0. 37

　 Ⅲ ~ Ⅳ期 31 1. 01±0. 33

图 2　 miR-362-3p 生存分析图

2. 5　 前列腺癌组织 MMP-11 的表达,及与 miR-362-
3p 相关性

如图 4A 所示,MMP-11 表达部位是在癌细胞的

细胞质和细胞膜,呈棕黄色,MMP-11 在前列腺癌中

的阳性率范围 10 ~ 70% ,平均 39. 0% ,相关分析显

示 miR-362-3p 与 MMP-11 呈负相关性( r = -0. 50,P
=0. 019)。 见图 4B。
2. 6　 前列腺癌中 miR-362-3p 与 MMP-14 的相关性

如图 5 所示,Western Blot 法检测 MMP-14 在前

列腺癌中表达,结果显示,MMP-14 在癌组织中的表

达较高,范围是 0. 9 ~ 3. 8,平均 2. 1。 相关分析显示

图 3　 E-cadherin 在前列腺癌中表达及其与

-cadherin 之间具有相关性

A:E-cadherin 在前列腺癌中表达的免疫组化图(200×),
B:miR-362-3p 与 E-cadherin 之间具有正相关的趋势散点图

图 4　 MMP-11 的表达及其与 miR-362-3p 相关性

A:MMP-11 在前列腺癌中的表达(400×);
B:miR-362-3p 与 MMP-11 之间的相关趋势散点图

miR-362-3p 与 MMP-14 呈负相关性( r = -0. 49,P =
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0. 021)(见图 6)。

图 5　 MMP-14 在前列腺癌中的表达

图 6　 miR-362-3p 与 MMP-14 相关性的散点图

3　 讨　 　 论

前列腺癌病变的机理与基因和遗传因素密切

相关[3],涉及到 DNA、RNA 及蛋白表达的异常调控。
miRNAs 是近年发现的与肿瘤相关的因子[4]。 其作

为非编码单链 RNA 分子,长度为 18-25 核苷酸,由
前体 miRNA 剪切产生,与靶基因 mRNA 的 3′-UTR
区域的特异性因子结合引起 mRNA 降解或翻译的

抑制,不仅对细胞增殖和凋亡进行调控,还对肿瘤

的转移、上皮间质转化有重要的调控作用。 我们在

基因库中筛选到 miR-362-3p 是重要的腺癌调控因

子,其靶基因有 40 多个,本研究选择的靶因子均为

转移相关的[5-6]。 E-cadherin 是细胞粘附因子中的

成员,在正常的上皮细胞中高表达,在肿瘤细胞中

的表达常下调,对同质型粘附具有重要作用[7]。
MMP-11 和 MMP-14 是基质金属蛋白酶家族中的成

员,对细胞外基质和Ⅳ型胶原的降解作用强,其异

常表达后可以引起肿瘤转移屏障降解,使肿瘤细胞

易于离开原发灶形成转移灶,为肿瘤侵袭提供重要

的帮助[8-9]。
本研究显示 miR-362-3p 在前列腺增生和前列

腺癌组织中的表达有明显差异,提示 miR-362-3p 表

达下调是肿瘤形成的重要分子事件。 前列腺增生

为非肿瘤性病变的组织,其组织中 miR-362-3p 具有

一定的表达量,与抑癌基因的作用相似。 结果显示

miR-362-3p 在有无脉管癌栓和转移的表达中差别

有统计学意义,提示 miR-362-3p 低表达可以促进肿

瘤的转移[10]。 Gleason 分级和 TNM 分期是与肿瘤

进展和预后有关的指标,本研究发现了 miR-362-3p
在不同 Gleason 分级和 TNM 分期中的表达有差异,
提示 miR-362-3p 异常表达对判断肿瘤的生物学行

为可能有一定意义。 本研究发现了 miR-362-3p 的

表达与生存时间的关系,提示检测 miR-362-3p 的表

达对判断预后有一定意义,即 miR-362-3p 低表达患

者的预后差。 MiR-362-3p 的作用与较多的下游因

子有关,如通过 CD82 促进胃癌细胞上皮间质的转

化[11],在肾癌中 miR-362-3p 表达下降并靶向 NEMO
样激酶基因调节肿瘤的进展[12]。 这些作用与本实

验发现的 miR-362-3p 在前列腺癌中表达的结果较

为一致。 相关分析显示 miR-362-3p 与 MMP-11、
miR-362-3p 与 MMP-14、 miR-362-3p 与 E-cadherin
具有相关性,提示 miR-362-3p 低表达时可通过改变

上述因子的表达进而调节肿瘤的进展,也间接证实

了 miR-362-3p 对 MMP-11、MMP-14 和 E-cadherin 的

靶向关系,但是其具体靶向关系尚需后续应用双荧

光素酶报告基因实验来证实。 MiR-362-3p 异常表

达能促进肿瘤细胞粘附性改变[13-14],引起细胞间连

接的松散,细胞易于离开原发灶出现播散,为肿瘤

的转移提供条件。 MMP-11 和 MMP-14 高表达时能

引起肿瘤细胞周围的基质、基底膜和Ⅳ型胶原溶

解,使细胞转移的屏障作用减弱或消失,引起肿瘤

细胞发生迁移。 MiR-362-3p 在不同类型肿瘤中的

表达作用可能不同[15]。 赵越等[16] 在喉鳞癌中发现

miR-362-3p 高表达,认为其在鳞癌中具有癌基因样

的作用,其作用可能与肿瘤的低氧环境有关,因此

miR-362-3p 可能仅在腺癌中具有肿瘤抑制的作用。
我们在基因数据库的分析中也显示出 E-cadherin、
MMP-11 和 MMP-14 是 miR-362-3p 的下游靶基因,
与本实验的部分结论具有一致性。 E-cadherin 是与

miR-362-3p 关联性最强的因子,提示 miR-362-3p 对

调控粘附的作用更强。 MMP-11 和 MMP-14 被活化

后其下游调节通路多且复杂[9]。 MMP-14 也受控于

多种因子[17-18],MMP-14 在 MMPs 调节网络中可能

具有核心调控作用[19]。 miR-362-3p 与前列腺癌预

后的关系是本研究中的重要发现,但是由于本实验

中标本收集的局限性,尚需要后续进行多中心、大
样本分析验证后明确。

总之,miR-362-3p 在前列腺癌中低表达,与转

移指标具有相关性,可能是判断前列腺癌预后的

指标。
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