
论著·临床研究  doi:10.3969/j.issn.1671-8348.2020.21.027
网络首发 https://kns.cnki.net/kcms/detail/50.1097.R.20200717.1507.014.html(2020-07-17)

miRNA-133b在胃癌组织中的表达及其对 MMP-9的影响*

马国明1,左卫微2,贾纯亮1,梁 磊1,姚 远1,李青科1,刘远廷1

(河北省唐山市人民医院:1.胃肠外科;2.妇产科 063000)

  [摘要] 目的 探讨微小RNA-133b(miRNA-133b)在胃癌组织中的表达情况及其对基质金属蛋白酶9
(MMP-9)表达的影响。方法 选取2015年12月至2018年1月于该院胃肠外科住院行胃癌根治手术的患者

78例,留取胃癌组织及癌旁组织(距肿瘤边界6
 

cm以上),实时荧光定量PCR(RT-qPCR)检测miRNA-133b与

MMP-9
 

mRNA在两组标本中的表达水平,免疫组织化学(IHC)方法检测 MMP-9在两组标本中的蛋白表达,
应用Spearman相关性分析法对miRNA-133b和 MMP-9

 

mRNA的表达量进行相关性分析,采用受试者工作

特征(ROC)曲线分析胃癌组织中miRNA-133b表达水平对胃癌诊断的价值。结果 与癌旁组织比较,胃癌组

织中miRNA-133b的相对表达量明显下调,MMP-9
 

mRNA及蛋白表达水平明显升高,差异均有统计学意义

(1.01±0.30
 

vs.
 

0.45±0.19,1.06±0.44
 

vs.
 

2.03±0.55,20.51%
 

vs.
 

65.38%,P<0.05);且胃癌组织中

miRNA-133b表达水平与 MMP-9
 

mRNA表达量呈明显负相关性(r=-0.667,P<0.05)。胃癌组织中 miR-
NA-133b表达水平预测胃癌的ROC曲线下面积为0.942(95%CI:0.909~0.974,P<0.05),最优截断点为

0.78,预测胃癌的灵敏度和特异度分别为91.02%和80.77%。结论 胃癌组织中 miRNA-133b表达降低可能

通过靶向上调 MMP-9的表达,促进胃癌细胞的浸润和转移,从而在胃癌发生、发展中起作用,且 miRNA-133b
表达水平对胃癌的诊断有重要价值。
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  [Abstract] Objective To
 

investigate
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

microRNA-133b
 

(miRNA-133b)
 

in
 

gastric
 

cancer
 

tissues
 

and
 

its
 

effect
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

matrix
 

metalloproteinase-9
 

(MMP-9).Methods A
 

total
 

of
 

78
 

cases
 

of
 

gastric
 

cancer
 

radical
 

operation
 

in
 

the
 

gastrointestinal
 

surgery
 

department
 

of
 

this
 

hospital
 

from
 

De-
cember

 

2015
 

and
 

January
 

2018
 

were
 

selected.The
 

gastric
 

cancer
 

tissue
 

and
 

paracancerous
 

tissues
 

(more
 

than
 

6
 

cm
 

from
 

the
 

tumor
 

border)
 

were
 

obtained.RT-qPCR
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

miRNA-133b
 

and
 

MMP-9
 

mRNA
 

in
 

the
 

samples,and
 

the
 

immunohistochemical(IHC)
 

method
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

protein
 

ex-
pression

 

of
 

MMP-9
 

in
 

the
 

two
 

groups
 

of
 

samples.The
 

Spearman
 

correlation
 

analysis
 

method
 

was
 

used
 

to
 

con-
duct

 

the
 

correlation
 

analysis
 

on
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

miRNA-133b
 

and
 

MMP-9
 

mRNA.In
 

addition,the
 

ROC
 

curve
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

value
 

of
 

miRNA-133b
 

expression
 

level
 

for
 

diagnosing
 

gastric
 

cancer.
Results Compared

 

with
 

the
 

paracancerous
 

tissue,the
 

expression
 

level
 

of
 

miRNA-133b
 

in
 

the
 

gastric
 

cancer
 

tissues
 

was
 

significantly
 

down-regulated
 

(P<0.05),and
 

MMP-9
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

were
 

significantly
 

increased,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(1.01±0.30
 

vs.
 

0.45±0.19,1.06±
0.44

 

vs.
 

2.03±0.55,20.51%
 

vs.
 

65.38%,P<0.05).Moreover
 

the
 

miRNA-133b
 

expression
 

level
 

in
 

the
 

gastric
 

cancer
 

tissue
 

had
 

the
 

significantly
 

negative
 

correlation
 

with
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

MMP-9
 

mRNA
 

(r=
-0.667,P<0.05).The

 

area
 

under
 

the
 

ROC
 

curve
 

of
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

miRNA-133b
 

in
 

gastric
 

cancer
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tissue
 

for
 

predicting
 

gastric
 

cancer
 

was
 

0.942
 

(95%CI:0.909-0.974),and
 

best
 

cut-off
 

point
 

was
 

0.78,the
 

sensitivity
 

for
 

predicting
 

gastric
 

cancer
 

was
 

91.02%,and
 

the
 

specificity
 

was
 

80.77%.Conclusion The
 

de-
crease

 

of
 

miRNA-133b
 

expression
 

in
 

gastric
 

cancer
 

tissue
 

may
 

be
 

involved
 

in
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

gastric
 

cancer
 

possibly
 

by
 

up-regulating
 

the
 

expression
 

of
 

MMP-9
 

to
 

promote
 

the
 

infiltration
 

and
 

metastasis
 

of
 

gastric
 

cancer
 

cells,moreover
 

the
 

miRNA-133b
 

expression
 

level
 

has
 

an
 

important
 

value
 

for
 

diagnosing
 

gas-
tric

 

cancer.
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curve;area
 

under
 

curve

  胃癌是一种常见的恶性消化系统肿瘤,在我国其

发病率和病死率均位居恶性肿瘤前列[1]。由于胃癌

发病隐匿,早期无症状,且缺乏有效的筛查手段,多数

患者确诊时已为中晚期,伴有临近部位或远处的转

移,失去手术治疗机会。即使患者接受手术治疗,术
后的高复发率和转移率也是影响其治疗结果的重要

因素。胃癌细胞的浸润和侵袭涉及多个基因,其中基

质金属蛋白酶9(MMP-9)是参与胃癌细胞转移的重

要介导因子[2]。MMP-9为锌肽酶超级家族成员,能
够特异性降解与破坏细胞外基质(ECM)及基底膜的

重要成分Ⅳ型胶原,从而促进肿瘤细胞发生侵袭和转

移。有研究发现,MMP-9在胃癌组织中表达明显升

高[3-5],然而其表达上调的调控机制目前尚不明确。
微小RNAs(miRNAs)是一类非编码单链RNA,片段

长度为19~25个核苷酸,在调控基因表达方面起重

要作用。通过生物信息学软件(targetscan、PicTar、

miRanda)预 测 得 知,miRNA-133b 可 以 靶 向 调 控

MMP-9,且研究证实异常表达的 miRNA-133b通过

靶向调控 MMP-9表达在大肠癌、肾癌发生中起重要

作用[6-7]。由于miRNA对靶基因的调控作用具有组

织特异性和时序特异性,胃癌组织中 MMP-9异常表

达是否由miRNA-133b的表达异常所致,目前尚少见

报道。本研究通过检测胃癌组织及癌旁组织中 miR-
NA-133b与 MMP-9的表达情况,探讨其在胃癌发生

中的作用及二者的相关性,并分析胃癌组织中 miR-
NA-133b表达水平对胃癌的辅助诊断价值。

1 资料与方法

1.1 一般资料

选择2015年12月至2018年1月于本院胃肠外

科行胃癌根治手术的患者78例,其中男49例,女29
例,年龄38~77岁,中位年龄57岁。术中同时留取

胃癌组织及癌旁组织标本(距肿瘤边界6
 

cm以上)。

78例患者术前均未接受放疗、化疗及分子靶向治疗,
术后均经病理检查证实。所有手术切除的标本在离

体后30
 

min内收集,分成两部分,一部分迅速放入含

RNAlater的 冻 存 管 内,于 4
 

℃ 冰 箱 过 夜 后 转 入

-20
 

℃冰箱保存;另一部分福尔马林固定,然后制成

蜡块保存。标本及资料收集均经患者本人知情同意,

该研究获得本院伦理学委员会批准通过。

1.2 方法

1.2.1 主要试剂和仪器

TRIzol
 

RNA提取试剂盒、RNA逆转录试剂盒购

自北京天根生物有限公司;QuantinovaTMSYBR
 

green
 

pcr
 

Kit、miRNA 提取分离试剂盒、miScript
 

Ⅱ
 

RT
 

Kit试剂盒、miScript
 

SYBR
 

Green
 

PCR
 

Kit购自德国

QIAGEN公司;PCR引物序列合成购自上海生工生

物公司;MMP-9抗体购自英国Ab-cam
 

公司;二抗购

自美国 Proteintech
 

Group公 司;7500型 荧 光 定 量

PCR仪购自美国ABI公司。

1.2.2 总RNA提取及cDNA合成

应用TRIzol试剂按说明书操作抽提胃癌组织及

癌旁组织的总RNA,溶于无RNase水中,紫外分光光

度计检测其纯度和浓度,1.5%琼脂糖凝胶电泳鉴定

其完整性,应用RNA逆转录试剂盒将总RNA逆转

录合成cDNA,-20
 

℃保存备用。应用 miRNA提取

分离试剂盒提取上述组织的 miRNA,检测其纯度和

浓度后,应用miScript
 

Ⅱ
 

RT
 

Kit试剂盒将其逆转录

成cDNA,-20
 

℃保存备用。

1.2.3 实时荧光定量PCR(RT-qPCR)检测 MMP-9
及miRNA-133b水平

目 的 基 因 MMP-9 的 RT-qPCR 反 应 依 据

QuantiNova
 

TMSYBR
 

Green
 

PCR
 

Kit试剂盒说明书

进行操作,目的基因 MMP-9引物序列上游:5'-GGG
 

ACG
 

CAG
 

ACA
 

TCG
 

TCA
 

TC-3',下 游:5'-TCG
 

TCA
 

TCG
 

TCG
 

AAA
 

TGG
 

GC-3';以GAPDH作为

内参,GAPDH 基 因 引 物 序 列 上 游:5'-ACC
 

ACA
 

GTC
 

CAT
 

GCC
 

ATC
 

AC-3',下 游:5'-TCC
 

ACC
 

ACC
 

CTG
 

TTG
 

CTG
 

TA
 

-3'。反应条件设定:95
 

℃
预变性3

 

min;95
 

℃变性15
 

s、58
 

℃退火30
 

s、72
 

℃延

伸25
 

s,35个循环;最后1个循环95
 

℃变性15
 

s、

60
 

℃退火60
 

s、95
 

℃延伸30
 

s建立产物的熔解曲线。
目的基因 miRNA-133b的RT-qPCR反应依据 miS-
cript

 

SYBR
 

Green
 

PCR
 

Kit试剂盒进行,目的基因

miRNA-133b引 物 序 列 上 游:5'-GCG
 

GTT
 

TGG
 

UCC
 

CCT
 

TCA
 

AC-3',下 游:5'-GTG
 

CAG
 

GGT
 

CCG
 

AGG
 

T
 

-3';以U6作为内参,U6基因引物序列
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上游:5'-CTC
 

GCT
 

TCG
 

GCA
 

GCA
 

CA-3',下游:5'-
AAC

 

GCT
 

TCA
 

CGA
 

ATT
 

TGC
 

GT-3'。反应条件

设定:95
 

℃预变性10
 

min;95
 

℃变性15
 

s、60
 

℃退火

30
 

s、72
 

℃延伸30
 

s,40个循环。根据系统生成的样

本Ct值,采用2-△△CT法进行分析,计算 MMP-9和

miRNA-133b的相对表达量,每个样本均设3个副

孔,取3次结果平均值为实验结果。

1.2.4 免疫组织化学(IHC)检测 MMP-9蛋白表达

水平
 

石蜡标本切成4
 

μm 厚度切片,常规脱蜡水化,

3%
 

过氧化氢(
 

H2O2)孵育5
 

min,用微波抗原修复,
滴加10%正常山羊血清,37

 

℃孵育15
 

min,倒去血

清,滴入一抗,37
 

℃孵育30
 

min后在4
 

℃冰箱内过夜

[阴性对照用磷酸盐缓冲液(PBS)液取代一抗],滴加

生物素标记的二抗,37
 

℃孵育30
 

min,加入辣根过氧

化物酶(HRP
 

)标记的链霉亲和素,37
 

℃孵育30
 

min,二氨基联苯胺(DAB)显色,苏木精复染,常规脱

水后用中性树胶封片。随机选择5个高倍镜视野

(×200)计算阳性细胞百分率:阳性细胞率小于25%
为0分,25%~50%为1分,>50%~75%为2分,

>75%为3分,同时按多数阳性细胞呈现的染色强度

计分:无显色为0分,浅棕黄色为1分,棕黄色为2
分,棕褐色为3分。将上述2项得分相加,0分为阴性

(-),1~2分为弱阳性(+),>2~4分为中阳性(+
+),>4~6分为强阳性(+++),将++、+++判

定为阳性表达,将-、+判定为阴性表达,由3名有经

验的临床病理医师阅片,采用双盲评估的方法,根据

其评分的平均值判定结果。

1.3 统计学处理

数据应用SPSS
 

24.0统计软件进行分析,计量资

料以x±s表示,组间比较采用配对t检验;计数资料

以百分率表示,组间比较采用χ2 检验;胃癌组织中

MMP-9和 miRNA-133b表达量的相关性分析应用

Spearman相 关 性 分 析 法;采 用 受 试 者 工 作 特 征

(ROC)曲线分析胃癌组织中 miRNA-133b表达对胃

癌的诊断意义,以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 两组标本组织中 MMP-9
 

mRNA 和 miRNA-
133b表达水平比较

MMP-9
 

mRNA在胃癌组织、癌旁组织中的相对

表达量分别为2.03±0.55、1.06±0.44,胃癌组织中

MMP-9
 

mRNA 的表达量明显高于癌旁组织(t=
10.899,P<0.001)。胃癌组织中 miRNA-133b的相

对表达量明显低于癌旁组织(0.45±0.19
 

vs.
 

1.01±
0.30,t=-13.087,P<0.001)。
2.2 胃癌组织中 MMP-9和 miRNA-133b表达水平

的相关性分析

胃癌组织中 miRNA-133b表达水平与 MMP-9
 

mRNA表达呈明显负相关关系(r=-0.667,P<
0.001),见图1。

图1  胃癌组织中 miRNA-133b与 MMP-9
 

mRNA
表达的相关性分析

2.3 MMP-9
 

mRNA和miRNA-133b表达水平与胃

癌患者临床病理特征的关系

胃癌组织中 MMP-9
 

mRNA和 miRNA-133b的

表达均与胃癌患者的淋巴结转移、临床分期明显相关

(P<0.05),而与患者的年龄、性别、分化程度及肿瘤

大小无明显相关性(P>0.05),见表1。

图2  两组标本组织中 MMP-9表达水平
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表1  MMP-9
 

mRNA和 miRNA-133b表达水平与胃癌患者临床病理特征的关系(x±s)

项目 n
MMP-9

 

mRNA

表达量 t P

miRNA-133b

表达量 t P

性别 -0.350 0.727 0.221 0.826

 男 49 2.00±0.65 0.45±0.24

 女 29 2.04±0.49 0.44±0.17

年龄(岁) 0.025 0.980 0.137 0.892

 <60 41 2.03±0.59 0.45±0.23

 ≥60 37 2.02±0.51 0.44±0.16

分化程度 -1.561 0.123 1.400 0.165

 高、中分化 31 1.91±0.55 0.49±0.23

 低、未分化 47 2.10±0.54 0.42±0.16

临床分期 -3.655 0.001 2.330 0.022

 Ⅰ~Ⅱ期 27 1.74±0.44 0.52±0.21

 Ⅲ~Ⅳ期 51 2.18±0.54 0.41±0.18

肿瘤直径(cm) -1.888 0.063 1.692 0.095

 <5 33 1.89±0.54 0.49±0.23

 ≥5 45 2.13±0.55 0.42±0.16

淋巴结转移 -3.472 0.001 2.506 0.014

 阳性 57 2.15±0.54 0.41±0.18

 阴性 21 1.69±0.42 0.54±0.20

表2  MMP-9蛋白表达与胃癌患者临床

   病理特征的关系[n(%)]

临床资料 n
MMP-9

阳性 阴性
χ2 P

性别 1.008 0.315

 男 49 30(61.12) 19(38.78)

 女 29 21(72.41) 8(27.59)

年龄(岁) 0.148 0.700

 <60 41 26(63.41) 15(36.59)

 ≥
 

60 37 25(67.57) 12(32.43)

分化程度 1.218 0.270

 高、中分化 31 18(58.06) 13(41.94)

 低、未分化 47 33(70.21) 14(29.79)

临床分期 5.421 0.020

 Ⅰ~Ⅱ期 27 13(48.15) 14(51.85)

 Ⅲ~Ⅳ期 51 38(74.51) 13(25.49)

肿瘤直径(cm) 2.969 0.085

 <5 33 18(54.55) 15(45.45)

 ≥5 45 33(73.33) 12(26.67)

淋巴结转移 9.455 0.002

 阳性 57 43(75.44) 14(24.56)

 阴性 21 8(38.10) 13(61.90)

2.4 MMP-9蛋白在两组标本组织中的表达及其与

胃癌患者临床病理特征的关系
  

MMP-9在胃癌组织中的阳性率为65.38%(51/

78),明显高于癌旁组织的20.51%(16/78),两组比较

差异有统计学意义(χ2=32.04,P<0.05);IHC检测

胃癌组织和癌旁组织中 MMP-9结果,见图2。MMP-
9蛋白表达与胃癌患者的淋巴结转移、临床分期明显

相关(P<0.05),而与患者年龄、性别、分化程度及肿

瘤大小无明显相关性(P>0.05),见表2。

图3  胃癌组织中 miRNA-133b表达水平判断

胃癌的ROC曲线

2.5 胃癌组织中miRNA-133b表达水平判断胃癌的

ROC曲线
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miRNA-133b诊 断 胃 癌 的 ROC 曲 线 下 面 积

(AUC)为0.942,95%CI:0.909~0.974,胃癌组织中

miRNA-133b表达水平判断胃癌的ROC曲线,见图

3。最优截断值为0.78,在最优截断点的灵敏度和特

异度分别为91.02%和80.77%;漏诊率和误诊率分

别为8.98%和19.23%。

3 讨  论

  胃癌是一种常见的恶性肿瘤,占消化道恶性肿瘤

首位,严重危害人类健康。70%以上患者早期无症

状,临床症状明显时大多已为中晚期,已发生临近部

位或远处的转移,无法手术治疗。胃癌具有极强的侵

袭和转移等生物学行为,这造成其高的致死率。因

此,寻找有效抑制肿瘤细胞侵袭和转移的分子靶点是

临床治疗胃癌的关键所在。肿瘤的侵袭和转移是一

个涉及多基因、多步骤的复杂过程,而肿瘤细胞发生

脱落和转移的关键环节之一就是其ECM成分及基底

膜的降解和破坏[8]。MMP是一类锌依赖性的内肽酶

家族,主要由结缔组织分泌,参与ECM降解及基底膜

的破坏,与肿瘤的侵袭和转移密切相关。MMP-9是

MMP家族重要成员之一,可降解基底膜的主要成分

Ⅳ型胶原,从而促进肿瘤发生侵袭和转移。有研究表

明,MMP-9在多种肿瘤组织中的表达升高,且随肿瘤

分级的增加而增高[9-11]。LI等[12]研究发现,MMP-9
表达升高可以增加宫颈癌细胞的侵袭及迁移能力。
在胃癌细胞株中,MMP-9的过表达可增加胃癌细胞

的增殖及侵袭能力[13]。本研究结果显示,胃癌组织中

MMP-9
 

mRNA及其蛋白的表达水平明显高于癌旁

组织,且临床病理参数分析显示胃癌患者淋巴结转移

及临床分期与 MMP-9的表达水平明显相关。这些结

果表明 MMP-9基因表达增加可能增加胃癌细胞的侵

袭及迁移能力,在胃癌发生、发展中起重要作用。但

有关胃癌组织中 MMP-9表达下调的调控机制目前仍

不明确。

miRNAs是一类在细胞中非常保守的、内源性非

编码小分子单链RNA,长度为18~25个核苷酸,通
过与靶信使RNA的3'非编码区(3'UTR)结合,诱导

沉默复合物形成来抑制或降解靶 mRNA的翻译,从
而负性 调 节 靶 基 因 表 达。近 年 来,大 量 研 究 证 实

miRNAs是转录后基因表达调控的关键分子,通过调

控靶基因的表达在胃癌发生、发展过程中起重要作

用[14-16]。本研究首先通过生物信息学在线软件(tar-
getscan、PicTar、miRanda)进行预测显 示,miRNA-
133b与 MMP-9存在靶向关系,且研究报道了异常表

达的miRNA-133b通过靶向调控 MMP-9表达,在大

肠癌、肾癌的发生、发展过程中起重要作用[6-7]。本研

究通过 RT-qPCR 检测了胃癌组织及癌旁组 织 中

miRNA-133b的表达情况,发现胃癌组织中 miRNA-

133b的表达明显低于癌旁组织;临床病理参数分析显

示,miRNA-133b的表达水平与胃癌患者淋巴结转移

及临床分期显著相关,表明 miRNA-133b表达可能与

胃癌细胞的侵袭、转移相关,低表达的 miRNA-133b
通过增加胃癌细胞的浸润和转移能力,从而促进胃癌

的发生和发展。Spearman相关性分析显示,胃癌组

织中 miRNA-133b的表达量与 MMP-9
 

mRNA表达

水平呈明显负相关性,表明胃癌组织中 miRNA-133b
和 MMP-9可能存在靶向关系,表达下调的 miRNA-
133b通过靶向调控 MMP-9的表达在胃癌发生、发展

中起作用。
本研究 还 采 用 ROC 曲 线 分 析 了 胃 癌 组 织 中

miRNA-133b表 达 对 胃 癌 的 诊 断 价 值,结 果 显 示

miRNA-133b对胃癌的诊断具有较高的准确性,可以

作为胃癌的一个诊断预测指标。经过分析最优截断

值为0.78,其灵敏度和特异度分别为91.02%和80.
77%;在这一最优截断值下所作出的诊断漏诊率非常

低。考虑到胃癌组织标本的不易获得性,在后续研究

中,本课题组将进一步研究胃癌患者外周血中 miR-
NA-133b的表达情况,明确外周血中 miRNA-133b
表达水平对于胃癌诊断的价值。此外,本课题组还将

应用荧光素酶报告基因载体实验进一步验证 miR-
NA-133b与 MMP-9的靶向关系。

综上所述,胃癌组织中miRNA-133b表达降低可

能通过靶向上调 MMP-9的表达,促进胃癌细胞的浸

润和转移,从而在胃癌发生、发展中起作用,且 miR-
NA-133b表达水平对胃癌的诊断有重要价值。进一

步探索其在胃癌发生、发展中的分子机制,可为胃癌

的早期诊断、预防及治疗提供新的思路。
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