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目的
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研究老年直肠癌患者外周血与癌组织微小
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的表达及临床相关性%方法
!
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例直肠癌患者

取直肠癌组织及癌旁正常组织并抽取肘静脉血!应用实时聚合酶联法检测直肠癌&癌旁正常组织标本和外周血中
R#@.$0$

的表达

水平!分析直肠癌组织和外周血
R#@.$0$

的相关性!外周血
R#@.$0$

与临床病理特征和临床预后的关系%结果
!
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$与健康体检

者外周血或者与正常癌旁组织相比!

R#@.$0$

的表达水平在直肠癌患者外周血和直肠癌组织中均明显下调"
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$有淋巴

结转移的患者中直肠癌组织
R#@.$0$

水平与外周血
R#@.$0$

水平呈正相关"
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$!无淋巴结转移的患者中直肠癌

组织
R#@.$0$

水平与外周血
R#@.$0$

水平呈正相关"
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$直肠癌患者外周血
R#@.$0$

表达与肿瘤分期&肿瘤

分化程度和有无淋巴结转移相关#"
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$术后
)

个月随访显示!
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例患者中有
$'

例"

$-&''̀

$患者出现复发'转移!复发'转移患者

外周血
R#@.$0$

水平为"

1&)0f%&'0

$!显著低于未复发'转移患者"
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$%结论
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R#@.$0$

在直肠癌患者外周血中表达与在

癌组织中表达变化趋势一致!可反映直肠癌的临床病理特征%

"关键词#
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直肠癌是常见的消化道恶性肿瘤之一#目前随着社会发展

和人民生活水平的提高#其发病率也呈上升趋势#居消化道肿

瘤第
1

位'

$

(

#并且以
0&1̀

的平均速度逐年递增'

1.'

(

*结直肠

癌的早期筛查与诊断越来越受到人们的关注*近年来新发现

的微小
@4I

$

R#HD"@4I

#

R#@

&是一类非编码小
@4I

分子#

由
1%

%

10

个核苷酸组成*

R#@

可抑制
R#@

的翻译#并诱导

R#@

的切割降解'

0

(

*近年来大量研究证实#

R#@

可发挥抑癌基

因或癌基因的作用#通过负调控基因表达#参与恶性肿瘤的发

生)发展过程#

R#@

有望成为肿瘤的早期诊断)特异性治疗及评

估预后的标志物*目前对
R#@

在肿瘤患者中表达的研究主要

集中于肿瘤组织样品中#而以血清作为样品的研究较少*已有

研究显示#

R#@.1$

在结直肠癌)食管鳞状细胞癌等患者血清中

表达上调#提示其有望应用于多种恶性肿瘤的早期诊断和预后

评估'

7.)

(

*有报道发现#

R#@.$0$

在结直肠癌患者血清中的表

达水平显著高于健康人#结肠癌血清
R#@.$0$

水平与临床分级

和预后密切相关'

-

(

*由于
R#@.$0$

在不同肿瘤中作用不同#如

在头颈部鳞状细胞癌)非小细胞肺癌)女性生殖系统肿瘤和肾

细胞癌中具有抑制肿瘤迁移)侵袭)增殖和耐药的作用'

/.$%

(

#但

在卵巢癌中
R#@.$0$

会促进肿瘤细胞增殖和耐药性 '

$$.$1

(

*本

研究探讨直肠癌组织与血清
R#@.$0$

的相关性#分析其与直肠

('''
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癌的发展和预后的相互关系#为结直肠癌预后的推测及治疗寻

求一种简便)可靠的检测方法*

C

!

资料与方法

C&C

!

一般资料
!

本研究的直肠癌患者为
1%$0

年
$

%

$1

月在

本院收治的患者#最后共纳入
-7

例*患者的纳入标准!$

$

&年

龄大于或等于
)%

岁%$

1

&经过组织病理学确诊为直肠癌%$

'

&为

避免治疗的影响#所有纳入对象均未经过放疗或化疗*对象纳

入的直肠癌患者中男
0'

例$

7-&''̀

&#女
'1

例$

01&)-̀

&%年

龄
)%

%

-1

岁#平均$

)7&1)f)&71

&岁%肿瘤直径
1&0

%

-&'HR

#

平均$

0&)'f$&7/

&

HR

%肿瘤
:4X

分期
+

期
$'

例$

$-&''̀

&)

,

期
'$

例 $

0$&''̀

&)

-

期
10

例 $

'1&%%̀

&)

.

期
-

例

$

(&'0̀

&%黏膜下层浸润
0)

例$

)$&''̀

&)黏膜层浸润
1(

例

$

'/&)-̀

&%距肛缘距离大于或等于
7HR0%

例$

7'&''̀

&#距

肛缘距 离 小 于
7HR '7

例 $

0)&)-̀

&%高 度 分 化
$)

例

$

1$&''̀

&)中度分化
1'

例 $

'%&)-̀

&和低度分化
')

例

$

0/&%%̀

&%无淋巴结转移
'$

例$

0$&''̀

&)有淋巴结转移
00

例$

7/&)-̀

&*同时按照年龄和性别配比选取同期在本院体检

中心健康体检者
0%

例作为对照#年龄
)%

%

-7

岁#平均$

))&07

f7&()

&岁%男
11

例$

77&%%̀

&)女
$/

例$

07&%%̀

&*两组受试

者年龄和性别差异均无统计学意义$

!

%

%&%7

&*所有对象均

签署知情同意书#研究经本院伦理委员会审核通过*

C&D

!

主要试剂
!

R#D9N,N

:X

?I@2Y

:X

R#@4I

试剂盒#由美国

I

JJ

F#B!6#"+

S

+CBR+

提供%

5IY:$%%%

试剂盒#由北京先锋生物

公司提供%

IPP

S

RBCD#W

逆转录试剂盒#由美国
K#N

M

B,

公司提

供%

X#HD"D,N+

实时聚合酶联反应$

DBNFC#RB.

J

"F

S

RBDN+BHON#,

DBNHC#",

#

@:.?>@

&检测试剂盒#由北京艾德莱生物科技公司%

R#@.$0$

及内参
<)

引物设计与合成由北京艾德莱生物科技

公司提供#

R#@.$0$

的引物序列为
7d.>>] ]:I I>I >:]

:>:]]:II.'d

#内参
<)

的引物序列为
7d.]>::>]]>I

]>I>I:I:I>:IIII:.'d

*

C&E

!

主要仪器
!

紫外可见分光光度仪#由德国
=

JJ

B,!"DP

公

司提供%

I62+CB

J

",B

荧光定量
?>@

仪#由美国
I62

公司提

供%

]B,B]B,#Q+

全自动凝胶成像系统#由美国
Y

S

,

M

B,B

公司

提供*

C&F

!

试验方法
!

提取受试者外周血和直肠标本的
@4I

#采用

@BNF.C#RB?>@

法测定直肠病理组织*

C&F&C

!

@4I

提取
!

抽取受试者空腹肘静脉血
7R3

#室温下

静置
'%R#,

#待血液完全凝固后离心分离血清*取血清采用

R#D9N,N

:X

?I@2Y

:X

R#@4I

试剂盒提取总
@4I

*直肠组织

@4I

提取采用
5IY:$%%%

试剂盒进行*称取
$%%R

M

直肠癌

组织或癌旁正常组织并加入裂解液#研磨#吸取裂解液后加入

氯仿进行混匀#离心#加入聚合液并转移至内套管#洗脱液洗脱

1

次#高速离心#将内套管移入
=?

内#膜中央加洗脱液
@4N+B.

PDBB;

1

a

#静置#离心#即得*所得
@4I

经紫外分光光度法测

定浓度#吸光度
I

1)%

"

I

1/%

为
$&/

%

1&$

的
@4I

样品于
[/%_

保存*

C&F&D

!

@:.?>@

!

采用
IPP

S

RBCD#W",B.H

S

HFBH84IY

S

,COB+#+

g#C

#以总
@4I

为模板#

R#@.$0$

特异性逆转录引物进行逆转

录反应得
H84I

*逆转录条件如下!

$) _ '%R#,

%

01 _ '%

R#,

%

/7_7R#,

*将逆转录所得
H84I

纯化后应用
X#HD"D,N+

@:.?>@

检测试剂盒在
I62+CB

J

",B

荧光定量
?>@

仪进行

?>@

扩增*反应总体积为
1%

&

3

!

$&7

&

3H84I

模板#

$

&

3

R#@.$0$

或
<)

引物#

$%

&

3R#@4I

V

?>@ X#W

#

-&7

&

3;

1

a

*

?>@

反应条件为!

(0_

预变性
'R#,

#然后以
(0_1%+

)

)%_

1%+

和
-1_0%+

#循环
0%

次*以
<)

为参照#采用
1

.

##

>C计算

目标基因的相对表达量*

C&K

!

临床治疗和疗效评价
!

所有
+

期患者根治术后观察随

访#

,%-

期患者根治术后接受辅助放化疗#

.

期患者姑息术

后接受一线化疗*化疗方案均采用
R5a35ae)

方案$奥沙利

铂
/7R

M

"

R

1

#静脉滴注大于
1O

#第
$

天%四氢叶酸钙
0%%

R

M

"

R

1

#静脉滴注
1O

#第
$

天%氟尿嘧啶
%&0

M

"

R

1

#静脉推注#

1&0

M

"

R

1

#持续静脉输注
0)

%

0/O

%每
1

周为
$

个周期&或
e=.

3ae

方案$奥沙利铂
$'%R

M

"

R

1

#静脉滴注大于
1O

#第
$

天%

卡培他滨
/7%

%

$%%%R

M

"

R

1

#每天两次口服#第
$

%

$0

天%每
'

周为
$

个周期&*术后辅助放疗于术后
1

个月内在本院放疗科

实施*术后
)

个月观察肿瘤复发"转移情况*

C&L

!

统计学处理
!

采用
Y?YY$'&%

进行统计分析#计量数据

表达采用
Ff:

形式#组间比较采用
5

检验或方差分析%指标的

相关性分析采用
?BND+",

相关系数分析*以
!

$

%&%7

为差异

有统计学意义*

D

!

结
!!

果

D&C

!

组织及外周血
R#@.$0$

的表达
!

直肠癌患者直肠癌组织

R#@.$0$

表达水平$

7&$'f%&)1

&较癌旁正常组织$

/&)-f

%&(7

&明显下调$

5j1-&%17

#

!

$

%&%$

&%直肠癌患者外周血

R#@.$0$

水平$

'&70f%&00

&较健康体检者$

)&10f%&-)

&明显

下调$

5j1%&0%(

#

!

$

%&%$

&*见图
$

)

1

*

!!

I

)

6

)

>

!直肠癌组织#

8

)

=

)

5

!癌旁正常组织*

图
$

!!

直肠癌组织和癌旁正常组织
R#@.$0$

的表达

!!

I

)

6

)

>

!直肠癌患者#

8

)

=

)

5

!正常体检者*

图
1

!!

直肠癌患者和健康体检者外周血
R#@.$0$

的表达

D&D

!

直肠癌组织与外周血
R#@.$0$

水平的相关性分析
!

有淋

巴结转移的患者中直肠癌组织
R#@.$0$

水平与外周血
R#@.

$0$

水平呈正相关$

4j%&)(0

#

!

$

%&%$

&#无淋巴结转移的患者

中直肠癌组织
R#@.$0$

水平与外周血
R#@.$0$

水平亦呈正相

关$

4j%&-17

#

!

$

%&%$

&*

D&E

!

外周血
R#@.$0$

表达与直肠癌临床病理特征的单因素分

析
!

对外周血
R#@.$0$

的表达水平与直肠癌临床病理特征进

行单因素分析后#发现
R#@.$0$

表达水平与研究对象的年龄)

性别)肿瘤直径)浸润程度)距肛缘距离不存在明显的关联

$

!

%

%&%7

&#但是随着患者肿瘤分期的增大血液
R#@.$0$

表达

下调$

!

$

%&%$

&#随着患者肿瘤分化程度降低而血液
R#@.$0$

表达下调$

!

$

%&%$

&#有淋巴结转移的患者较无淋巴结转移的

患者其血液
R#@.$0$

表达下调$

!

$

%&%$

&*见表
$

*

D&F

!

外周血
R#@.$0$

水平与临床疗效的相关性分析
!

术后
)
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个月随访时共有
$'

例$

$-&''̀

&患者出现肿瘤复发"转移*出

现肿瘤复发"转移的患者和未出现肿瘤复发"转移的患者其术

前外周血
R#@.$0$

水平分别为$

1&)0f%&'0

&和$

7&)7f%&7)

&#

差异有统计学意义$

5j$/&)$'

#

!

$

%&%$

&*

表
$

!!

外周血
R#@.$0$

表达与直肠癌临床病理

!!!

特征的关系&

Ff:

'

因素
' R#@.$0$ 5

"

C !

年龄

!'

)7

岁
0( '&0(f%&0$ $&1/7 %&1$$

!%

)7

岁
1) '&)1f%&0'

性别

!

男性
0' '&)$f%&0$ $&-%) %&%(/

!

女性
'1 '&07f%&'(

分化程度

!

低度分化
') 1&7)f%&'7 1')&')(

$

%&%$

!

中度分化
1' '&--f%&'1

!

高度分化
$) 7&$/f%&1/

肿瘤直径

!'

7HR ') '&07f%&'( $&)(- %&(/-

!%

7HR '( '&)$f%&0$

肿瘤分期

!+

期
$' 0&/)f%&01 $-'&7%-

$

%&%$

!,

期
'$ '&-7f%&'/

!-%.

期
'$ 1&)/f%&''

浸润程度

!

黏膜下层浸润
0) '&0/f%&01 $&7'0 %&$')

!

黏膜层浸润
1( '&)'f%&0%

距肛缘距离

!$

7HR '7 '&00f%&01 $&(0/ %&%7/

!&

7HR 0% '&)1f%&'/

淋巴结转移情况

!

无淋巴结转移
'$ 0&-)f%&0$ 1'&7()

$

%&%$

!

有淋巴结转移
00 1&)7f%&')

E

!

讨
!!

论

!!

近年来由于生活方式加快)饮食习惯等改变#直肠癌发病

率)病死率呈不断上升趋势'

$'

(

*伴随老龄化现象#直肠癌老年

患者的数量增长更为显著'

$0

(

*

R#@+

是一类内生)小分子非编

码的调控
@4I+

#由
1%

%

10

个核苷酸短序列组成#

'd

端有
$

%

1

个碱基长度变化*在人类基因组中约有
(%%

多种特定的
R#@

#

其中
$

"

'

由
R#@+

调控'

$7

(

*

R#@+

在机体各种生理及病理过程

中发挥重要作用#并且有可能成为肿瘤的早期诊断)特异性治

疗及评估预后的标志物*

R#@+

在肿瘤中具有特定的表达模

式#在肿瘤患者的循环核酸中存在源自肿瘤的
R#@+

分子#并

且较高的稳定性和特异性#因此血清
R#@+

有望成为肿瘤无创

诊断的新型分子标志物*由于外周血样品检测具有非创伤性)

可重复测试)多指标及同时检测等优点#适合于所有癌症患者

尤其适用于年老体弱患者的随访#故血清
R#@+

的检测更适于

临床应用*

R#@.1%%

家族是近年来研究比较集中的热点#

R#@.

$0$

作为
R#@.1%%

家族成员#具有上皮组织细胞特异性的

R#@+

#在维持上皮细胞表型稳定方面发挥重要作用#但当其表

达失调时可促进细胞表型上皮
.

间质转换并导致上皮来源肿瘤

的增殖)侵袭)转移*众多研究显示#

R#@.$0$

与结直肠癌)子

宫癌)前列腺癌)肝细胞肝癌)肾透明细胞癌及子宫内膜癌等恶

性肿瘤的发生和发展密切相关#与胆管癌细胞的增殖和肾透明

细胞癌的侵袭活动有关#提示
R#@.$0$

与多种肿瘤的发病机制

及转移等有关'

$).$(

(

*

血清
R#@+

在诊断方面的作用是近年来研究的热点*血

清
R#@+

表达稳定)取材方便)损伤性小#并且可以耐受
@4N+B

消化)反复冻融)强酸强碱)高温煮沸等条件而不被破坏'

1%

(

#提

示循环
R#@

可以作为一种无创性生物标志物#用于诊断)预后

等判断'

1$

(

*本研究结果显示#直肠癌组织
R#@.$0$

表达水平

较癌旁正常组织明显下调$

!

$

%&%$

&#并且外周血
R#@.$0$

水

平较健康体检者明显下调$

!

$

%&%$

&#提示在直肠癌的发生)

发展中
R#@.$0$

可能作为抑癌基因发挥重要作用#这点与其在

结肠癌发生和发展中的作用不同*有淋巴结转移的患者中直

肠癌组织
R#@.$0$

水平与外周血
R#@.$0$

水平呈正相关$

4j

%&)(0

#

!

$

%&%$

&#无淋巴结转移的患者中直肠癌组织
R#@.$0$

水平与外周血
R#@.$0$

水平亦呈正相关$

4j%&-17

#

!

$

%&%$

&*因此#无论直肠癌患者是否发生淋巴结转移#癌组织

R#@.$0$

水平与外周血
R#@.$0$

水平均呈正相关*分析外周

血
R#@.$0$

与直肠癌临床病理参数相关性结果显示#血液

R#@.$0$

表达与年龄)性别)肿瘤直径)浸润程度)距肛缘距离

无明显相关性$

!

%

%&%7

&#提示患者的年龄)性别并不影响外

周血
R#@.$0$

的表达#同时
R#@.$0$

的表达水平也不能指示肿

瘤大小)浸润程度或者直肠癌的位置*患者肿瘤分期越晚及肿

瘤分化程度越低血液
R#@.$0$

表达下调$

!

$

%&%$

&#并且有淋

巴结转移的患者较无淋巴结转移的患者血液
R#@.$0$

表达下

调$

!

$

%&%$

&#提示血液
R#@.$0$

与直肠癌分化)转移相关#而

肿瘤的分化)转移等与患者预后有直接相关性*已有研究表

明#血浆
R#@.$0$

水平是检测
.

期结肠癌的敏感标志#并且血

浆中
R#@.$0$

水平与患者短期生存情况密切相关#推测其可独

立作为结肠癌预后的指标'

11

(

*另有研究显示#结肠癌组织中

R#@.$0$

的表达量和癌旁正常组织显著不同#并且结肠癌组织

的分化程度不同则
R#@.$0$

的表达不同#并且结肠癌转移患者

和非转移患者结肠癌组织中
R#@.$0$

的表达量不同#提示

R#@.$0$

的表达可能与结肠癌的分化程度和淋巴结有无转移

相关'

1'

(

*在本研究中#术后
)

个月出现肿瘤复发"转移的直肠

癌患者和未出现肿瘤复发"转移的患者其术前外周血
R#@.$0$

水平分别为$

1&)0f%&'0

&和$

7&)7f%&7)

&#差异有统计学意义

$

5j$/&)$'

#

!

$

%&%$

&#说明外周血
R#@.$0$

水平与直肠癌患

者的临床预后密切相关*虽然对于血清中
R#@.$0$

的来源尚

不确定#目前有观点认为其来自于凋亡或坏死的细胞#细胞的

主动释放#以及循环细胞的裂解#但是由于考虑其具有稳定)取

材方便)损伤性小的优点#并且与肿瘤组织中
R#@.$0$

表达水

平呈正相关#并且与患者临床预后密切相关#因此可考虑作为

直肠癌患者临床预后的判断指标*

总之#

R#@.$0$

在直肠癌患者外周血中的表达与在癌组织

中表达变化趋势一致#可反映直肠癌的病理特征#可考虑作为

直肠癌临床预后的备选生物学标记物*
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â!B,YI

#

â
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