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ＭｉｃｒｏＲＮＡ１４４在结肠癌中的表达水平及临床意义
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　　摘　要：目的　探讨ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４４在结肠癌中的表达水平及其与临床病理特征的相关性。方法　提取３８例结肠癌及其正

常结肠黏膜组织标本的总ＲＮＡ，采用逆转录实时荧光定量聚合酶链反应（ＲＴｑＰＣＲ）方法检测 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４４的表达量，并分析

其与临床分期、分化程度、淋巴结转移等临床病理特征的关系。结果　癌与癌旁正常结肠黏膜组织比较，ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４４在癌组

织中高表达，相对表达量的中位数是２．３０。其表达与ＴＮＭ分期（犘＜０．０５）、分化程度（犘＜０．０５）相关，受试者工作特征（ＲＯＣ）曲

线分析显示，以相对表达量１．７０为临界点时，ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４４作为评价结肠癌细胞分化程度，敏感性为８８％，特异性为６１．５％。

结论　ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４４在结肠癌中的异常表达可能与结肠癌的发生、发展有关。
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　　结肠癌是临床上常见的消化道恶性肿瘤，其发生、发展是

多基因相关、多步骤的，寻找结肠癌发生、发展的诱导和促进基

因，为结肠癌的诊断、治疗及其预后提供理论支持［１］。成为关

注热点的ｍｉｃｒｏＲＮＡ作为一种非编码小分子ＲＮＡ，具有广泛

调节基因表达的功能，参与细胞增殖、分化、凋亡等多种重要细

胞活动的调控［２］。近年来，研究发现ｍｉｃｒｏＲＮＡ具有癌基因和

抑癌基因的作用，从而参与肿瘤的发生、发展［３４］。本文通过逆

转录实时荧光定量聚合酶链反应（ｒｅａｌｔｉｍｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐ

ｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴｑＰＣＲ）检测３８例结肠癌中

ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４４的表达水平，探讨其与结肠癌及其临床病理特

征的关系。

１　资料与方法

１．１　一般资料　桂林医学院２０１１年６月至２０１２年４月实施

手术治疗的结肠癌患者３８例，其中，男２１例，女１７例，患者中

位年龄５９岁，术前未行放、化疗等治疗，组织病理类型的判断

标准参照 ＷＨＯ病理分期标准。每例标本留取肿瘤组织及对

应７ｃｍ以上的癌旁正常结肠黏膜组织，每例都经病理切片检

查证实，离体后５ｍｉｎ内置于液氮中保存。Ｔｒｉｚｏｌ试剂购自美

国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；逆转录酶、ＲＮＡ 酶抑制剂、ＯｌｉｇｏｄＴ、

ｄＮＴＰｓ、ＳＹＢＲＭａｓｔｅｒｍｉｘ等购自Ｔａｋａｒａ公司；引物由上海Ｉｎ

ｖｉｔｒｏｇｅｎ生物技术有限公司合成。

１．２　ＲＮＡ提取　取液氮保存的结肠癌组织及癌旁正常结肠

黏膜组织标本，在液氮中碾碎至粉末，加１ｍＬＴｒｉｚｏｌ裂解１０

ｍｉｎ收集上清液于ＥＰ管中，加氯仿２００μＬ充分混匀，１２０００

ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取上清２００μＬ转移到新的去 ＲＮＡ酶的

ＥＰ管中，加等量异丙醇颠倒混匀放置１０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离

心１０ｍｉｎ，弃上清液加１ｍＬ７０％的乙醇颠倒混匀，１２０００ｒ／

ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃去乙醇，干燥，用ＤＥＰＣ处理过的蒸馏水溶

解。采用日本 Ｍａｌｃｏｍ极微量光谱光度计ｅｓｐｅｃｔ测所提ＲＮＡ

浓度，ＯＤ２６０／２８０在１．８～２．０之间的用于检测。

１．３　ＲＴｑＰＣＲ体系及其反应条件　表１为所用逆转引物的

序列。按所用逆转录试剂盒说明书２０μＬ的体系，１μｇＲＮＡ

模板分别以ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４４和Ｕ６（作为内参，分析 ｍｉｃｒｏＲＮＡ

１４４的表达）引物进行逆转录，反应条件：４２℃６０ｍｉｎ。取样

进行ｑＰＣＲ，反应体系：１μＬＲＴ产物（终浓度为５ｎｇ）、２

ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＩＭａｓｔｅｒｍｉｘ１２．５μＬ、０．５μｍｏｌ／ＬｍｉｃｒｏＲＮＡ特

异前向引物、０．５μｍｏｌ／Ｌ通用的反向引物，所有样品做３个复

孔。反应条件：９５℃７ｍｉｎ后，９５℃１５ｓ，６０℃３０ｓ，４０个循

环。其余ｃＤＮＡ存放于－８０℃超低温冰箱。ｑＰＣＲ反应后随

即分别取６个样品各１μＬ进行３％琼脂糖凝胶电泳检测目标

产物（图１）。Ｒｅａｌｔｉｍｅ定量ＰＣＲ使用的ＡｇｉｌｅｎｔＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ

ｓｔｒａｔａｇｅｎｅＭｘ３００５ｐ 仪器。所得 Ｃｔ值，以 Ｕ６ 为内参，用

４９５２ 重庆医学２０１３年８月第４２卷第２２期



２△△Ｃｔ进行分析来表示ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４４癌组织相对于癌旁正常

组织的变化倍数。

表１　　ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４４ＲＴｑＰＣＲ检测相关引物序列

引物 序列

ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４４ ｆｏｒｗａｒｄ５′ＧＣＴＧＧＧＡＴＡ ＴＣＡＴＣＡＴＡＴ ＡＣＴＧ３′

ｒｅｖｅｒｓｅ５′ＣＧＧＡＣＴＡＧＴＡＣＡＴＣＡＴＣＴＡＴＡ ＣＴＧ３′

Ｕ６ ｆｏｒｗａｒｄ５′ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ３′

ｒｅｖｅｒｓｅ５′ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ３′

图１　　ｑＰＣＲ产物电泳图

１．４　统计学处理　ｍｉｃｒｏＲＮＡ的表达数据以中位数和９５％可

信区间（９５％犆犐）表示。受试者工作特征（ｒｅｃｅｉｖｅｒｏｐｅｒａｔｉｎｇ

ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ，ＲＯＣ）曲线分析采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件行非参

数秩和检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　结肠癌及其相应癌旁正常结肠黏膜组织中的 ｍｉｃｒｏＲ

ＮＡ１４４的表达情况　ｑＰＣＲ结果显示，内参 Ｕ６的Ｃｔ值没有

明显变异，结肠癌组织中的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４４的Ｃｔ值明显低于

相应的癌旁正常结肠黏膜组织，表明 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４４在结肠癌

组织中表达上调。３８例结肠癌患者癌组织与癌旁正常结肠黏

膜组织的ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４４的相对表达量 Ｎ（Ｎ＝２△△Ｃｔ），差异

有统计学意义（犘＜０．０５），见表２。

表２　　ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４４在结肠癌及癌旁组织中的表达情况

类型 相对表达量Ｎ（９５％犆犐） 犘

结肠癌组织 ２．２７（１．８５～２．６２） ＜０．０００１

结肠癌癌旁组织 １．２８（１．１２～１．５４）

２．２　结肠癌组织中ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４４表达与临床病理特征的关

系　结肠癌组织中 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４４的表达与肿瘤的分化程度

相关，高分化组的表达量低于中、低分化组的表达量（犘＜

０．０５），中分化组表达量与低分化组的表达量比较差异无统计

学意义（犘＞０．０５）；结肠癌组织中 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４４的表达水平

与临床ＴＮＭ分期有显著相关性（犘＜０．０５），Ⅰ～Ⅱ期结肠癌

组织中ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４４表达量低于Ⅲ～Ⅳ期（犘＜０．０５）；结肠

癌组织中ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４４的表达与淋巴结的转移情况无相关

性（犘＞０．０５）；结肠癌组织中 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４４的相对表达量与

其他临床病理因素如性别、年龄、肿瘤的大小无明显相关性（犘

＞０．０５），见表３。

２．３　采用ＲＯＣ曲线分析 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４４评价结肠癌细胞分

化程度及ＴＮＭ分期的特异性和敏感性　ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４４比较

不同分化程度的ＲＯＣ曲线下面积为０．８００（９５％犆犐＝０．６６１～

０．９３９，犘＝０．００３），比较不同ＴＮＭ分期的ＲＯＣ曲线下面积为

０．８２０（９５％犆犐＝０．６７５～０．９６５，犘＝０．００１），提示 ｍｉｃｒｏＲＮＡ

１４４适合作为评价细胞分化程度和结肠癌 ＴＮＭ 分期的判断

标准（图２）。以 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４４相对表达量１．７０作为评价临

界值，区分高分化结肠癌的敏感性和特异性分别为８８．０％和

６１．５％，区分ＴＮＭ分期的敏感性和特异性分别为８７．５％和

６４．３％。

表３　　结肠癌中ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４４表达和临床

　　病理因素的相关性

临床病理因素 狀 ｍｉｒｃｏＲＮＡ１４４的表达 犘

年龄（岁）

　＜５５ １１ ２．４０（１．９３～２．８０） ０．４３０

　≥５５ ２７ ２．２７（１．６７～２．７３）

性别

　男 ２１ ２．１３（１．７０～２．６０） ０．１１３

　女 １７ ２．５３（１．９７～２．８７）

肿块大小（ｃｍ）

　＜５ ８ ２．４０（１．９５～３．０２） ０．５４２

　≥５ ３０ ２．３０（１．７２～２．７５）

分化程度

　中低分化 ２５ ２．６０（２．０３～２．９３） ０．００２

　高分化 １３ １．９３（１．４０～２．２７）

淋巴结转移

　有 ２５ ２．２７（１．７０～２．７０） ０．８０５

　无 １３ ２．３３（１．９０～３．０３）

ＴＮＭ分期

　Ⅰ～Ⅱ期 ５ １．２７（１．００～１．６０） ０．００１

　Ⅲ期 ９ ２．００（１．８３～２．３７）

　Ⅳ期 ２４ ２．５７（２．２７～２．９０）

图２　　ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４４表达与结肠癌患者分化程度和

ＴＮＭ分期的ＲＯＣ曲线

３　讨　　论

结肠癌是世界上第３大常见肿瘤，因结肠癌导致的死亡率

排名第２位，约５０％的结肠癌患者在确诊时已发生远处转移，

是一种恶性程度非常高的肿瘤，手术治疗依然是结肠癌的主要

治疗方式之一。随着使用抗ＥＧＦＲ和抗ＶＥＧＦ的分子靶向治

疗的应用及化疗的进展，晚期结肠癌患者的中位生存期已经由

６个月增高至２年
［５］。随着对结肠癌分子水平研究的深入，对

ｍｉｃｒｏＲＮＡ在结肠癌的研究越来越多。

５９５２重庆医学２０１３年８月第４２卷第２２期



ｍｉｃｒｏＲＮＡ可调节３０％的人类基因。成熟的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ

一般有１９～２５个碱基，这些碱基与３′端非编码区的ｍＲＮＡ（３′

ＵＴＲ）结合而抑制转录进而影响基因的表达
［６］。目前，已有研

究证实，ｍｉｃｒｏＲＮＡ通过参于基因调控影响蛋白表达水平而影

响结肠癌的进展，而且，不同的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ在结肠癌的作用不

同，甚至相同的ｍｉｃｒｏＲＮＡ在不同类型的结肠癌中的表达也不

相同，有些ｍｉｃｒｏＲＮＡ充当癌基因作用，有些 ｍｉｃｒｏＲＮＡ充当

抑癌基因的作用［７］。ｍｉｃｒｏＲＮＡ在许多肿瘤中都发现有过表

达，如乳腺癌、脑癌、肺癌、胰腺癌、甲状腺癌等［７］。ｍｉｃｒｏＲＮＡ

１４４在结肠癌患者的粪便和血液中高表达
［８９］，然而其在结肠

癌患者组织中的表达情况国内外尚没有文献报道，因此本课题

选ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４４作为研究对象。本研究显示，ｍｉｃｒｏＲＮＡ

１４４在结肠癌组织中的表达量明显增高，在分析 ｍｉｃｒｏＲＮＡ

１４４表达与结肠癌临床病理因素的相关性中发现，ｍｉｃｒｏＲＮＡ

１４４表达水平与结肠癌组织的分化程度相关，而且与结肠癌肿

瘤患者的ＴＮＭ分期相关。ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４４在中低分化组中的

表达水平高于高分化组，提示 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４４主要在结肠癌的

进展阶段起作用，而在结肠癌的发生起始阶段可能以其他因素

起作用为主。进一步的 ＲＯＣ曲线分析显示，ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４４

高分化结肠癌的敏感性和特异性分别为８８％和６１．５％（图２）。

因此，ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４４可以作为结肠癌肿瘤分化程度的一个辅

助诊断标准。

ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４４可作为结肠癌肿瘤分化程度的一种辅助

指标，其表达量的上调在诊断结肠癌的分化程度方面有较高的

敏感性。本研究与大部分研究结果一致，目前发现有３５种

ｍｉｃｒｏＲＮＡ在结肠癌中有表达量的改变。然而，对于 ｍｉｃｒｏＲ

ＮＡ在肿瘤中的表达有一些截然不同的观点，有些 ｍｉｃｒｏＲＮＡ

发现与分化程度呈正相关，而同样关于该ｍｉｃｒｏＲＮＡ的研究则

发现与分化程度呈负相关，有学者认为这主要是因为在体内的

位置不同所致，也有研究发现在不同位置很少同时检测到 ｍｉ

ｃｒｏＲＮＡ升高
［９］。本研究表明，不同的分化程度、不同的临床

ＴＮＭ分期均对ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４４产生影响。

本实验结果显示，ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４４在结肠癌组织中的表达

量高于正常的结肠癌组织中的表达量，且随着ＴＮＭ分期而发

生改变，提示ｍｉｃｒｏＲＮＡ可作为一种肿瘤的进展指标。有学者

曾作过该方面的研究，其机制为ｍｉｃｒｏＲＮＡ导致肿瘤癌基因或

抑癌基因发生了转化［１０］。但本研究对肿瘤的进展未作进一步

深入研究。对ｍｉｃｒｏＲＮＡ作为一种临床治疗效果预测的分子

标志，有许多研究曾报道［１１］。本研究组目前对 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４４

过表达患者的临床治疗效果以及预后情况正在作进一步研究。
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