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　　摘　要：目的　分析ｍｉＲＮＡ２０ａ在大肠癌中的表达及其与临床病理特征的关系。方法　选择５２例肠癌患者的手术标本（癌

组织及其癌旁组织）提取总ＲＮＡ，采用ＴａｑＭａｎ探针逆转、实时定量ＰＣＲ检测ｍｉＲＮＡ２０ａ在大肠癌及其癌旁正常组织中的表达

量，并分析其与临床病理特征关系。结果　肠癌组织ｍｉＲＮＡ２０ａ表达量为２．０５（０．０４６～１０．２７４），与癌旁正常组织相比显著上

调（犣＝－３．５９７，犘＝０．０００）；ｍｉＲＮＡ２０ａ的表达与ＴＮＭ 分期（犜＝３．２２３，犘＝０．００１）相关，ＴＮＭ 分期越高，ｍｉＲＮＡ２０ａ表达越

高；ｍｉＲＮＡ２０ａ也与淋巴结转移相关（犣＝－２．１４１，犘＝０．０３７），淋巴结转移患者 ｍｉＲＮＡ２０ａ表达增加。ｍｉＲＮＡ２０ａ表达与性

别、年龄、肿瘤位置和组织分化无关。结论　ｍｉＲＮＡ２０ａ表达上调可能与大肠癌的发生及其转移有关。
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ｗｅｒｅｅｘｃｉｓｅｄｓｕｒｇｉｃａｌｌｙ．ｍｉＲＮＡ２０ａｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｗｉｔｈＴａｑＭａｎｐｒｏｂｅ．Ｔｈｅｎ，ｔｈｅｃｌｉｎｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｏｆｍｉＲＮＡ

２０ａｗａｓａｎａｌｙｚｅｄ．犚犲狊狌犾狋狊　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｍｉＲＮＡ２０ａｉｎＣＲＣｔｉｓｓｕｅｓｗａｓ２．０５（０．０４６－１０．２７４），ｗｈｉｃｈｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ

ｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｐａｒａｃａｎｃｅｒｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓ（犣＝－３．５９７，犘＝０．０００）；ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲＮＡ２０ａｗａｓｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈＴＮＭｓｔａｇ
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ｍｉＲＮＡ２０ａｍｉｇｈｔｐｌａｙａｒｏｌｅｉｎｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓａｎｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓｏｆｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｎｅｏｐｌａｓｍｓ；ｍｉＲＮＡ２０ａ；ＴＮＭｓｔａｇｉｎｇ

　　大肠癌是世界上第三大肿瘤，也是导致肿瘤性死亡的第三

大原因，其年新发病例大约为１００万，年病死人数超过５０

万［１］。近年来，由于中国人民生活方式、饮食结构、环境因素等

的改变，大肠癌的发病率及病死率呈逐年上升趋势。因而对大

肠癌发生、发展机制的进一步研究，以寻求新的诊断及治疗靶

标十分必要。ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ（ｍｉＲＮＡｓ）是近年来发现的长约２１

～２５ｎｔ单链ＲＮＡ，它通过与靶 ｍＲＮＡ不完全互补配对抑制

蛋白翻译，在基因表达调控包括肿瘤形成和发展中扮演重要角

色［２］，它的出现让人们看到了大肠癌的诊断和治疗的新曙光。

本文通过探针法逆转、实时定量ＰＣＲ检测５２例肠癌中 ｍｉＲ

ＮＡ２０ａ的表达，分析其与分期及其临床病理特征的关系。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择惠州中心医院５２例大肠癌患者外科手

术切除的新鲜肠癌组织及其相应癌旁正常组织，术后经病理检

查确证。组织获得后立即置于－８０℃超低温冰箱。所有患者

术前均未行放、化疗与免疫治疗。其中，男２５例，女２７例；年

龄２８～８４岁，平均５９．９岁。ＴＮＭ 分期以美国癌症联合委员

会（ＡＪＣＣ）／国际抗癌联盟（ＵＩＣＣ）结直肠癌 ＴＮＭ 分期系统

（第６版）为标准。

１．２　方法

１．２．１　主要试剂　ＴＲＩｚｏｌ试剂购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，ｍｉＲＮＡ２０ａ

ＲＴＰｒｉｍｅｒ、ｍｉＲＮＡ２０ａＲｅａｌｔｉｍｅ、Ｕ６ＲＴＰｒｉｍｅｒ、Ｕ６Ｒｅａｌ

ｔｉｍｅ、２×ＰＣＲ ＴａｑＭａｎＵｎｉｖｅｒｓａｌＰＣＲ，ＴａｑＭａｎ ＭｉｃｒｏＲＮＡ

ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｋｉｔ均购自ＡＢＩ公司。

１．２．２　组织总ＲＮＡ提取　－８０℃超低温冰箱保存组织（３０

ｍｇ），于冰上碾磨器磨碎，加入１ｍＬＴＲＩｚｏｌ试剂，按说明书操

作提取总 ＲＮＡ，Ｎａｎｏｄｒｉｐ（ＮＤ１０００，ＵＳＡ）检测 ＲＮＡ 溶液

Ａ２６０／２８０ｎｍ比值及浓度，取Ａ２６０／２８０ｎｍ在１．８～２．１者进一步试验。

１．２．３　ｃＤＮＡ合成及实时定量ＰＣＲ检测　取１００ｎｇ总ＲＮＡ按

试剂说明书操作逆转录ｃＤＮＡ：反应条件：１６℃３０ｍｉｎ，４２℃３０

ｍｉｎ，８５℃５ｍｉｎ。然后按２×ＰＣＲＴａｑＭａｎＵｎｉｖｅｒｓａｌＰＣＲ试剂盒

说明，以ｍｉＲＮＡ２０ａ和 Ｕ６第一链为模板，用ｍｉＲＮＡ２０ａ和 Ｕ６

荧光探针为引物扩增。以上荧光ＰＣＲ检测均在ＡＢＩＰＲＩＳＭ７５００

（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＵＳＡ）型荧光定量ＰＣＲ仪操作完成，所有反

应设立３个复孔，检测方法为相对定量分析２△△Ｃｔ法。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计分析。根据

ＱＱ图、偏峰度计算和犓狅犾犿狅犵狅狉狅狏犛犿犻犚狀狅狏检验（犇检验）推

断数据不符合正态分布，数据均采用非参数检验，数据以中位
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数（２５％分位数至７５％分位数）表示。配对资料采用配对资料

的狑犻犾犮狅狓狅狀符号秩和检验（狑犻犾犮狅狓狅狀狊犻犵狀犲犱狉犪狀犽狋犲狊狋），ｍｉＲ

ＮＡｓ与其他临床病理资料的检验组间比较采用犕犪狀狀狑犺犻狋狀犲狔

检验，分析 ｍｉＲＮＡｓ与等级变量相关关系采用犑狅狀犮犺犺犲犲狉犲

犜犲狉狆狊狋狉犪检验。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ｍｉＲＮＡ２０ａ在肠癌组织中高表达　采用ＴａｑＭａｎ
?探针

法实时定量ＰＣＲ检测ｍｉＲＮＡ２０ａ表达，以 Ｕ６为内参，２△△Ｃｔ

法分析肠癌组织相对癌旁正常组织的相对表达量。ｍｉＲＮＡ

２０ａ在６５％（３４／５２）的肠癌组织中高表达；与癌旁正常组织比

较，ｍｉＲＮＡ２０ａ在肠癌组织中的相对表达量为２．０５，高于癌旁

正常组织（图１），差异有统计学意义（犣＝－３．５９７，犘＝０．０００）。

图１　　ｍｉＲＮＡ２０ａ在大肠癌中的表达

图２　　ｍｉＲＮＡ２０ａ在不同ＴＮＭ分期中的表达

图３　　ｍｉＲ２０在淋巴结阴／阳性组织中的表达

２．２　ｍｉＲＮＡ２０ａ表达水平与 ＴＮＭ 分期和淋巴结转移相关

　ｍｉＲＮＡ２０ａ的表达在ＴＮＭ 不同分期中表达差异有统计学

意义（犜＝３．２２３，犘＝０．００１）。随着 ＴＮＭ 分期越高，ｍｉＲＮＡ

２０ａ表达越高（图２，表１）。有淋巴结转移肠癌组织中 ｍｉＲＮＡ

２０ａ表达明显高于无淋巴结转移者（犣＝－２．１４１，犘＝０．０３７）

（图３，表１）。ｍｉＲＮＡ２０ａ表达和性别、年龄、肿块位置、组织

分化程度无关，见表１。

表１　　大肠癌中ｍｉＲＮＡ２０ａ的表达与临床病理特征的关系

临床病理特征 狀 ｍｉＲＮＡ２０ａ表达１ Ｚ／Ｔ统计量 犘

总例数 ５２ １．６７（０．６６～２．７２） －３．５９７ ０．０００

性别

　男 ２５ １．９１（０．６７～２．６６） －０．１５６ ０．８７６

　女 ２７ １．５１（０．６４～３．２９）

年龄（岁）

　＜６５ ３５ １．８８（０．６６～２．７２） －０．４５８ ０．６４７

　≥６５ １７ １．１４（０．７３～２．４６）

肿瘤位置２

　近端结肠 ５ ２．７２（１．１３～３．００） ０．８３８ ０．９４１

　远端结肠及直肠 ４７ １．５１（０．６４～２．６０）

组织分化程度

　高分化 １６ １．８４（０．６３～３．０２） －０．２１６ ０．８２９

　高中分化 １５ ０．８９（０．５６～１．９０）

　中分化 １５ ２．０１（１．０９～２．６０）

　低分化 ６ ３．３１（０．６５～４．２３）

病理ＴＮＭ分期

　Ⅰ １３ ０．９２（０．３６～１．６７） ３．２２３ ０．００１

　Ⅱ １５ １．８９（０．５５～２．３４）

　Ⅲ １６ １．２６（０．７２～２．５９）

　Ⅳ ８ ３．６５（２．４３～４．５６）

淋巴结浸润

　阴性 ２６ １．２０（０．５３～２．０７） －２．１４１ ０．０３２

　阳性 ２６ ２．０５（０．８９～３．７３）

　　１：ｍｉＲＮＡｓ相对表达的中位数，括号中表示２５％及７５％百分位

数；２：以结肠脾曲为界分为近端结肠及远端结肠。

３　讨　　论

一种ｍｉＲＮＡｓ可以调节多种靶基因，同一靶基因也可通

过不同ｍｉＲＮＡｓ调节，同时，ｍｉＲＮＡｓ也可被各种调节因子所

调节，ｍｉＲＮＡｓ调节因子、ｍｉＲＮＡｓ及其靶基因构成了错综复

杂的基因调节网络，而肿瘤中差异表达的 ｍｉＲＮＡｓ也可通过

交叉的网络促进肿瘤的发生、发展。ｍｉＲＮＡｓ的发现及其研究

的深入，为了解复杂的基因网络调控机制开辟了新的领域，也

为癌症的早期筛查、诊断、治疗等方面提供新的理论基础及

方法。

ｍｉＲＮＡ２０ａ是ｍｉＲＮＡ１７９２家族一员，其在不同肿瘤中

作用不同。ｍｉＲＮＡ２０ａ在前列腺癌，尤其是低分化前列腺癌

中表达较高［３４］，前列腺癌细胞系过表达ｍｉＲＮＡ２０ａ后凋亡减

少；ｍｉＲＮＡ２０ａ也可通过调节Ｆａｓ表达增加骨肉瘤细胞转移

能力［５］；ｍｉＲＮＡ２０ａ还可调节淀粉样前蛋白促进卵巢癌细胞

增殖和侵袭［６］。以上研究证实 ｍｉＲＮＡ２０ａ具有致癌作用，同

时，ｍｉＲＮＡ２０ａ也具有抑癌作用。ｍｉＲＮＡ２０ａ过表达可抑制

胰腺癌细胞增殖和转移［７］；ｍｉＲＮＡ２０ａ在乳腺癌细胞中表达

降低，可抑制细胞侵袭及转移［８］，乳腺癌术后ｍｉＲＮＡ２０ａ表达

下降［９］，还可通过下调ＣｙｃｌｉｎＤ１表达而抑制乳腺癌细胞增殖

和克隆形成［１０］。因而 ｍｉＲＮＡｓ在不同基因背景中作用不同，
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一种ｍｉＲＮＡ在某一癌症中作用需结合组织表达、生存分析及

细胞动物实验等验证，以确定其促癌或抑癌作用，从而为将来

临床治疗应用等提供理论指导。

本研究证实ｍｉＲＮＡ２０ａ在肠癌中表达增加，与癌旁正常

组织相比，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。有研究证实 ｍｉＲ

ＮＡ２０ａ在肠癌组织的高表达
［１１１３］，与本研究结果一致。同时，

本研究结果表明肠癌组织中 ｍｉＲＮＡ２０ａ还与ＴＮＭ分期和淋

巴结转移相关，说明 ｍｉＲＮＡ２０ａ可能参与调节大肠癌转移过

程。且有文献报道ｍｉＲＮＡ２０ａ高表达与生存期降低有关
［１４］；

敲低ＳＷ６２０细胞中ｍｉＲＮＡ２０ａ可增加化疗敏感性，而过表达

ＳＷ４８０中ｍｉＲＮＡ２０ａ可导致化疗抵抗
［１５］。可见，ｍｉＲＮＡ２０ａ

在大肠癌中的作用文献报道趋于一致，即 ｍｉＲＮＡ２０ａ在大肠

癌中高表达，与患者生存期及化疗抵抗有关，在大肠癌中可能

具有促癌作用。
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ｖａｒｙｓｙｎｄｒｏｍｅ［Ｊ］．ＥｕｒＪＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌ，２００５，１５２（２）：２６９

２７５．

［９］ 谢建萍．罗格列酮和二甲双胍治疗胰岛素抵抗多囊卵巢

综合征的对照研究［Ｊ］．海峡药学，２０１１，２３（９）：８４８６．

［１０］罗文群，熊员焕，涂灵．多囊卵巢综合征伴胰岛素抵抗先

兆流产的病因研究［Ｊ］．实用临床医学，２０１１，１２（８）：６８

７０，７２．

（收稿日期：２０１２０６０９　修回日期：２０１２０９２２）
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