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  [摘要] 目的 研究微RNA-132(miR-132)、转录因子叉头框蛋白A1(FOXA1)在视网膜母细胞瘤(RB)
的表达水平及其临床意义。方法 选取2013年2月至2020年1月该院诊治的58例RB

 

患者为RB组,并以同

期60例体检健康者为对照组。以实时荧光定量PCR(qRT-PCR)检测所有受试者血清 miR-132、FOXA1表达

水平;分析RB患者血清 miR-132、FOXA1表达水平与临床病理特征的关系;分析RB患者血清 miR-132与

FOXA1表达水平的相关性;采用受试者工作特征(ROC)曲线评价血清 miR-132、FOXA1对RB的诊断价值。
结果 RB组血清miR-132、FOXA1表达水平均明显高于对照组(P<0.05);RB患者血清miR-132、FOXA1表

达水平均与RB患者视神经浸润、淋巴结转移、分化程度相关(P<0.05),与RB患者性别、年龄、受累眼无明显

相关性(P>0.05);RB患者血清miR-132与FOXA1表达水平呈正相关(r=0.598,P<0.05);血清 miR-132、
FOXA1对RB诊断的ROC曲线下面积(AUC)分别为0.807、0.826,截断值分别为1.31、1.40,相应灵敏度分

别为72.4%、70.0%,特异度分别为81.0%、86.2%;二者联合诊断RB的AUC为0.910,相应灵敏度、特异度

分别为89.7%、84.5%。结论 miR-132、FOXA1在RB患者血清中均呈高表达,miR-132与FOXA1可能相

互作用进而影响RB发展进程,二者有望成为RB临床诊断的生物标志物。
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  [Abstract] Objective To
 

investigate
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

microRNA-132
 

(miR-132)
 

and
 

transcrip-
tion

 

factor
 

fork
 

head
 

box
 

protein
 

A1
 

(FOXA1)
 

in
 

retinoblastoma
 

(RB),and
 

analyse
 

their
 

clinical
 

significance.
Methods A

 

total
 

of
 

58
 

patients
 

with
 

RB
 

diagnosed
 

and
 

treated
 

in
 

this
 

hospital
 

from
 

February
 

2013
 

to
 

January
 

2020
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

RB
 

group,and
 

60
 

healthy
 

subjects
 

during
 

the
 

same
 

period
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

con-
trol

 

group.The
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-132
 

and
 

FOXA1
 

in
 

all
 

subjects
 

were
 

detected
 

by
 

real-time
 

fluores-
cence

 

quantitative
 

PCR
 

(qRT-PCR).The
 

relationships
 

between
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

serum
 

miR-132
 

and
 

FOXA1
 

and
 

the
 

clinicopathological
 

characteristics
 

of
 

RB
 

patients
 

were
 

analysed,and
 

the
 

correlation
 

between
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

serum
 

miR-132
 

and
 

FOXA1
 

in
 

RB
 

patients
 

was
 

analysed,as
 

well.The
 

diagnostic
 

values
 

of
 

serum
 

miR-132
 

and
 

FOXA1
 

for
 

RB
 

were
 

evaluated
 

by
 

the
 

receiver
 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve.
Results The

 

expression
 

levels
 

of
 

serum
 

miR-132
 

and
 

FOXA1
 

in
 

the
 

RB
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05).The
 

expression
 

levels
 

of
 

serum
 

miR-132
 

and
 

FOXA1
 

of
 

RB
 

patients
 

were
 

related
 

to
 

the
 

infiltration
 

of
 

optic
 

nerve,lymph
 

node
 

metastasis
 

and
 

the
 

degree
 

of
 

differentiation
 

(P<
0.05),while

 

were
 

not
 

related
 

to
 

the
 

gender,age
 

and
 

affected
 

eye
 

(P>0.05).The
 

expression
 

level
 

of
 

serum
 

miR-132
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

serum
 

FOXA1
 

in
 

RB
 

patients
 

(r=0.598,P<
0.05).The

 

area
 

under
 

the
 

ROC
 

curve
 

(AUC)
 

of
 

serum
 

miR-132
 

and
 

FOXA1
 

for
 

diagnosing
 

RB
 

were
 

0.807
 

and
 

0.826,the
 

cut-off
 

value
 

were
 

1.31
 

and
 

1.40,the
 

sensitivity
 

was
 

72.4%
 

and
 

70.0%,and
 

the
 

specificity
 

was
 

81.0%
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and
 

86.2%,respectively.The
 

AUC
 

of
 

serum
 

miR-132
 

combined
 

with
 

FOXA1
 

in
 

diagnosis
 

of
 

RB
 

was
 

0.910,
and

 

the
 

corresponding
 

sensitivity
 

and
 

specificity
 

were
 

89.7%
 

and
 

84.5%,respectively.Conclusion MiR-132
 

and
 

FOXA1
 

are
 

highly
 

expressed
 

in
 

the
 

serum
 

of
 

RB
 

patients,and
 

may
 

interact
 

with
 

each
 

other
 

and
 

affect
 

the
 

development
 

of
 

RB.MiR-132
 

and
 

FOXA1
 

might
 

become
 

biomarkers
 

for
 

clinical
 

diagnosis
 

of
 

RB.
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words] retinoblastoma;microRNA-132;transcription
 

factor
 

fork
 

head
 

box
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A1;clinical
 

fea-
tures;correlation

 

analysis;biomarkers;early
 

diagnosis

  视网膜母细胞瘤(retinoblastoma,RB)是儿童较

为常见的原发性恶性眼部肿瘤,具有发病率高、生存

率低的特点,严重影响儿童健康[1]。目前,RB的发病

机制尚未完全阐明。国内外研究资料显示,微RNA
(microRNA,miRNA)可调控基因转录、表达,其可能

在RB的发生、发展中发挥重要调控作用[2]。miR-
NA-132(miR-132)在胃癌中表达上调,其可能通过影

响RB肿瘤抑制因子表达水平,进而影响肿瘤细胞增

殖,可能是胃癌的潜在诊疗靶标[3]。近期研究显示,
转录因子叉头框蛋白A1(fork

 

head
 

box
 

protein
 

A1,
FOXA1)是叉头框家族成员之一,在大肠癌、非小细

胞肺癌中表达失调,其可能通过影响宿主癌细胞增

殖、迁移、侵袭等过程,进而影响癌症发展,有望成为

诊治癌症的生物学指标[4-5]。但 miR-132、FOXA1在

RB患者血清中的表达情况及其与RB临床特征的关

系鲜有 研 究。基 于 此,本 研 究 通 过 检 测 miR-132、
FOXA1在RB患者血清中的水平,分析二者与RB临

床特征的关系,研究二者的诊断价值,以期为诊断RB
和评估患者病情提供参考依据。
1 资料与方法

1.1 一般资料

选取本院2013年2月至2020年1月收诊的RB
患者58例(RB组),男20例,女38例;年龄7个月至

6岁,平均(3.17±1.38)岁,<3岁者43例,≥3岁者

15例;单眼患者39例,双眼患者19例;视神经浸润者

37例,视神经未浸润者21例;淋巴结转移者35例,淋
巴结未转移者23例;分化者28例,未分化者30例。
RB诊 断 参 考 RB 国 际 分 类 系 统(international

 

in-
traocular

 

retinoblastoma
 

classification,IIRC)中的有

关判定标准[6]。纳入标准:(1)符合RB诊断标准;(2)
根据手术病理、影像学检查及临床表现明确诊断为

RB;(3)生理病理检查资料完整;(4)患者家属签署知

情同意书。排除标准:(1)合并严重营养不良者;(2)

合并肝、胆、肾疾病者;(3)合并自身免疫系统疾病者。
另选取本院同期体检健康者60例作为对照组,男19
例,女41例;年龄6个月至5岁,平均(3.04±1.22)
岁,<3岁者44例,≥3岁者16例。比较两组性别、
年龄,差异无统计学意义(P>0.05),具有可比性。所

有受试者家属签署知情同意书,本研究所用方法符合

伦理学规定,获得本院伦理委员会审核批准。

1.2 仪器与试剂

TRIzol
 

试剂(货号:BYX1617P)购自常州贝源鑫

生物科技有限公司,cDNA第一链合成试剂盒(货号:

WE0132-EOK)购自北京百奥莱博科技有限公司,

SYBR
 

Green
 

Realtime
 

PCR
 

Master
 

Mix(货 号:

QW4653484)购自上海一基实业有限公司。Thermo
超微量紫外分光光度计(型号:NanoDrop

 

One)购自

武汉科昊佳生物科技有限公司,实时荧光定量PCR
(qRT-PCR)仪(型号:ABI

 

9700)购自南京贝登电子商

务有限公司。

1.3 方法

1.3.1 标本收集

收集患者确诊当日、健康者体检当日清晨空腹外

周血3~4
 

mL,静置35
 

min,于4
 

℃以12
 

500×g离心

12
 

min,分 离 血 清,分 装 于 1.5
 

mL
 

EP 管 中,于
-80

 

℃保存待测。

1.3.2 qRT-PCR法检测血清 miR-132、FOXA1表

达水平

解冻血清标本,利用 TRIzol试剂提取总 RNA。
参照qRT-PCR逆转录试剂盒cDNA第一链合成试剂

盒说明 书 将 样 品 总 RNA 逆 转 录 成cDNA。根 据

SYBR
 

Green
 

qPCR
 

Master
 

Mix试剂盒配制反应体

系,进行qRT-PCR扩增检测。miR-132、FOXA1分

别以U6、GAPDH为内参基因,对应引物序列见表1,
以2-ΔΔCT 计算miR-132、FOXA1相对表达水平。

表1  miR-132、FOXA1及内参U6、GAPDH的引物序列

基因 正向引物5'—3' 反向引物5'—3'

miR-132 TGGATCCCCCCCAGTCCCCGTCCCTCAG TGAATTCGGATACCTTGGCCGGGAGGAC

U6 CTCGCTTCGGCAGCACAT
 

A AACGCTTCACGAATTTGCGT

FOXA1 CGGATCCAACCGTCAACAGCATAATAAA CCTCGAGGGAGGAGAATTTTCATATATATAC

GAPDH CACTGGCGTCTTCACCACCAT GTGCAGGAGGCATTGCTGAT
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1.4 统计学处理

本研究所有数据利用SPSS22.0软件进行统计分

析。符合正态分布的计量资料以x±s表示,两组间

比较采用两独立样本t检验;计数资料以例或百分比

表示,比较采用χ2 检验;以Pearson相关性分析RB
患者血清 miR-132表达水平与FOXA1的相关性;以
受试者 工 作 特 征(ROC)曲 线 评 价 血 清 miR-132、
FOXA1表达水平对RB的诊断价值。以P<0.05为

差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 两组血清miR-132、FOXA1表达水平比较

与对照组相比,RB组患者血清miR-132、FOXA1
表达水平均明显升高(P<0.05),见表2。
表2  各组血清 miR-132、FOXA1表达水平比较(x±s)

组别 n miR-132 FOXA1

对照组 60 1.05±0.32 1.02±0.31

RB组 58 1.58±0.40 1.74±0.53

t 7.961 9.044

P <0.001 <0.001

2.2 RB患者血清 miR-132表达水平与临床病理特

征的关系

以RB患者血清 miR-132平均相对 表 达 水 平

1.58为界限,<1.58者纳入 miR-132低表达组(n=
26),>1.58者纳入 miR-132高表达组(n=32)。结

果显示,RB患者血清 miR-132相对表达水平与 RB
患者视神经浸润、淋巴结转移、分化程度相关(P<
0.05),而与RB患者性别、年龄、受累眼无明显相关性

(P>0.05),见表3。
表3  RB患者血清 miR-132表达水平与临床

   病理特征的关系[n(%)]

观察指标 n
miR-132

低表达(n=26)高表达(n=32)
χ2 P

性别 0.000 0.985
 男 20 9(45.0) 11(55.0)

 女 38 17(44.7) 21(55.3)
年龄 0.191 0.662
 <3岁 43 20(46.5) 23(53.5)

 
 

≥3岁 15 6(40.0) 9(60.0)
受累眼 0.729 0.393
 单眼 39 19(48.7) 20(51.3)

 双眼 19 7(36.8) 12(63.2)
视神经浸润 6.348 0.012
 有 37 12(32.4) 25(67.6)

 无 21 14(66.7) 7(33.3)
淋巴结转移 6.407 0.011
 有 35 11(31.4) 24(68.6)

 无 23 15(65.2) 8(34.8)
分化程度 8.605 0.003
 分化 28 7(25.0) 21(75.0)

 未分化 30 19(63.3) 11(36.7)

2.3 RB患者血清FOXA1表达水平与临床病理特

征的关系

以RB患者血清中FOXA1平均相对表达水平

1.74为界限,<1.74者纳入FOXA1低表达组(n=
25),>1.74者纳入FOXA1高表达组(n=33)。结果
显示,RB患者血清FOXA1相对表达水平与RB患者
视神经浸润、淋巴结转移、分化程度相关(P<0.05),
而与RB患者性别、年龄、受累眼无明显相关性(P>
0.05),见表4。

表4  RB患者血清 miR-132表达水平与RB患者

   临床病理特征的关系[n(%)]

观察指标 n
FOXA1

低表达(n=25)高表达(n=33)
χ2 P

性别 0.120 0.729

 男 20 8(40.0) 12(60.0)

 女 38 17(44.7) 21(55.3)

年龄 0.079 0.778

 <3岁 43 19(44.2) 24(55.8)

 ≥3岁 15 6(40.0) 9(60.0)

受累眼 0.011 0.915

 单眼 39 17(43.6) 22(56.4)

 双眼 19 8(42.1) 11(57.9)

视神经浸润 7.453 0.006

 有 37 11(29.7) 26(70.3)

 无 21 14(66.7) 7(33.3)

淋巴结转移 7.600 0.006

 有 35 10(28.6) 25(71.4)

 无 23 15(65.2) 8(34.8)

分化程度 18.331 <0.001

 分化 28 4(14.3) 24(85.7)

 未分化 30 21(70.0) 9(30.0)

2.4 RB患者血清 miR-132与FOXA1表达水平的

相关性

相关性分析显示,RB患者血清 miR-132相对表
达水 平 与 FOXA1 相 对 表 达 水 平 呈 正 相 关 (r=
0.598,P<0.05),见图1。

图1  RB患者血清 miR-132与FOXA1相对

表达水平的相关性分析
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2.5 血清 miR-132、FOXA1表达水平对RB的诊断

价值

ROC曲线显示,血清miR-132对RB诊断的曲线

下面积(AUC)为0.807(95%CI:0.728~0.886),截
断值为1.31,约登指数为0.534,其灵敏度、特异度分

别为72.4%、81.0%;血清 FOXA1对 RB诊断的

AUC为0.826(95%CI:0.750~0.902),截断值为

1.40,约登指数为0.569,其灵敏度、特异度分别为

70.0%、86.2%;二者联合诊断RB的 AUC为0.910
(95%CI:0.855~0.965),约登指数为0.741,其灵敏

度、特异度分别为89.7%、84.5%,见图2。

图2  血清 miR-132、FOXA1表达水平诊断

RB的ROC曲线

3 讨  论

RB是一种多发于3岁以下儿童的眼内肿瘤,以
眼压升高、玻璃体混浊、角膜水肿、结膜内充血与水

肿、斜视为主要临床症状,并且可遗传[7]。此外,RB
可发生颅内和远处转移,易引起RB患者死亡,对患者

及其后代生存质量构成极大威胁[8]。因此,寻找可早

期无创诊断、评估RB病情的生物标志物,对提高患者

及其后代生活质量具有重大意义。
miRNA是由19~25个核苷酸构成的非编码

RNA小分子,其可在生长发育、细胞分化增殖、迁移、
凋亡,以及炎性反应、信号传导、免疫调节、机体代谢

等生物学过程中起重要调控作用[9]。相关文献报道

显示,RB患者miR-204表达失调,其表达水平与患者

神经浸润、淋巴结转移、肿瘤组织分化有关,miR-204
可能通过影响RB细胞增殖及凋亡,进而影响RB的

发展进程,其有可能成为早期诊治、评估RB预后的分

子指标[10]。另有研究显示,miR-338-5p在RB患者血

清中表达上调,其可能在RB发生、发展中发挥促癌作

用,具有早期诊断 RB的潜在价值[11]。以上研究表

明,异常表达的 miRNA 与 RB病理进程关系密切。
miR-132是一种与中枢神经系统、血管生长、炎性反

应相关的 miRNA。有关研究发现,miR-132在胰腺

导管腺癌呈低表达,其可能参与并影响胰腺导管腺癌

病理发展过程,具有评估胰腺导管腺癌患者预后的价

值[12]。此外,WANG等[13]研究发现,miR-132可通

过影响神经胶质瘤细胞的增殖及侵袭,进而调节神经

胶质瘤进展。以上研究表明,miR-132表达异常可能

与癌症相关。本研究中 RB组患者血清 miR-132表

达水平明显高于对照组,提示 miR-132可能在RB发

生过程中起重要调节作用。推测 miR-132作为 miR-
NA成员之一,可能在RB细胞增殖、分化、凋亡等过

程中发挥重要调节作用。
FOXA1是一种转录因子,可通过与染色体结合,

释放DNA结合位点,进而调控细胞增殖、凋亡、侵袭

及信号传导等过程[14]。既往研究显示,FOXA1在上

皮性卵巢癌中呈过表达,其可能通过影响细胞周期蛋

白D1、磷脂酰肌醇3激酶、细胞周期蛋白依赖性激酶

1等蛋白表达水平,进而在上皮性卵巢癌发生、发展中

起促进作用[15]。另有研究发现,FOXA1在前列腺癌

中表达下调,其可抑制白细胞介素-8水平,从而影响

神经内分泌分化,FOXA1可能在神经内分泌前列腺

癌发展中发挥抑制作用,有望成为前列腺癌的干预靶

点[16]。以上研究表明,FOXA1在不同癌症中发挥不

同的作用。本研究中RB组患者血清FOXA1表达水

平明显高于对照组,提示FOXA1可能参与并影响

RB病理发展过程。分析其原因,FOXA1可能通过影

响有关蛋白表达,从而在RB肿瘤细胞增殖、凋亡、细
胞周期调控及迁移等过程中发挥一定调节作用。

本研究发现,RB患者血清 miR-132、FOXA1表

达水平均与RB患者视神经浸润、淋巴结转移、分化程

度相关,进一步提示 miR-132、FOXA1与RB患者临

床特征密切相关,推测 miR-132、FOXA1可能在RB
中发挥促癌作用。近期研究显示,miR-132可直接靶

向FOXA1,进而影响甲状腺癌的病理进程[17]。本研

究显示,RB患者血清 miR-132与FOXA1表达水平

呈正相关,提示 miR-132可能与FOXA1相互作用,
从而协同作用RB疾病进展。此外,本研究还探讨了

血清miR-132、FOXA1表达水平对RB的诊断价值,
结果显示,血清 miR-132、FOXA1诊断 RB的 AUC
分别为0.807、0.826,当血清 miR-132相对表达水平

高于1.31或FOXA1相对表达水平高于1.40时,RB
发生概率增加,提示血清 miR-132、FOXA1对RB有

一定潜在诊断价值;血清 miR-132、FOXA1联合诊断

RB的AUC为0.910,相应灵敏度为89.7%,特异度

为84.5%,提示二者联合检测诊断RB的价值高于单

独检测价值,二者联合可一定程度提高 RB的诊断

效能。
综上所述,RB患者血清 miR-132、FOXA1表达

均上调,二者可能通过相互影响,进而参与RB发生与

发展,且二者联合可有效提高RB的诊断效能,具有辅

助筛查RB患者的潜在价值。但本研究存在不足之

处,即研究样本量较小,结果可能存在偏差,后续将扩

大样本量进行深入探究。
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