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·临床检验研究论著·

ｍｉＲ２００ｂ在结直肠癌组织中的表达情况及临床意义

杜叶平，吴　洁，武春梅，苗晋华△

（中国人民解放军第二六四医院检验科，山西太原０３０００１）

　　摘　要：目的　探讨ｍｉＲ２００ｂ在结直肠癌组织中的表达情况及其与患者临床病理特征的关系。方法　采用实时定量ＰＣＲ

分析结直肠癌组织与癌旁正常组织中 ｍｉＲ２００ｂ的表达的差异；按ΔΔＣＴ法对目的基因进行相对定量，结直肠癌组织中的 ｍｉＲ

２００ｂ表达低于相应癌旁正常结直肠组织，则视为低表达，反之则为高表达；将８０例结直肠癌组织按 ｍｉＲ２００ｂ表达情况分为高表

达和低表达，分析ｍｉＲ２００ｂ的表达情况与患者临床资料、病理参数之间的关系。结果　结直肠组织中ｍｉＲ２００ｂ表达水平明显低

于癌旁正常组织（犘＜０．０１）；结直肠癌组织ｍｉＲ２００ｂ的低表达率在不同性别、年龄、肿瘤部位患者间的差异均无统计学意义（犘＞

０．０５）；ｍｉＲ２００ｂ的表达水平降低与组织学分级、ＴＮＭ分期、血清ＣＥＡ水平密切相关。结论　ｍｉＲ２００ｂ很可能会成为结直肠癌

早期诊断及预后判断的指标。
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　　结直肠癌是常见的消化道恶性肿瘤，其发病率及病死率在

世界范围内呈逐年上升趋势［１］。人群中结直肠癌的发病率为

５％，５年存活率从４０％上升到了６０％
［２］。目前，肿瘤的确诊

在很大程度上依赖于病理形态学，但是在形态学相似的肿瘤其

潜在的分子生物学变化和致瘤潜能不同，因此肿瘤的预后也不

相同。ｍｉＲＮＡ的发现为肿瘤研究提供了新的思路。Ｌｅｅ等
［３］

在秀丽隐杆线虫中发现能够按时序调控胚胎后期发育的第一

个ｍｉＲＮＡ分子ｌｉｎ４。此后，大量的研究逐渐证实，ｍｉＲＮＡ是

一类广泛存在于动植物体内，长度为１８～２３ｂｐ的内源性非编

码小分子 ＲＮＡ，其通过与靶 ｍＲＮＡ３′端相结合导致 ｍＲＮＡ

降解或翻译受抑制从而调节基因的表达［４］。研究发现，ｍｉＲ

２００家族包含有ｍｉＲ２００ａ、ｍｉＲ２００ｂ、ｍｉＲ２００ｃ、ｍｉＲ４２９、ｍｉＲ

１４１，ｍｉＲ２００ｂ在胃癌
［５］、肝癌［６］、卵巢癌［７］、乳腺癌［８］、膀胱

癌［９］组织中均呈现表达下调，而且 ｍｉＲ２００ｂ家族在上皮间质

转化中发挥重要作用，可抑制癌细胞增殖和迁移。为进一步研

究ｍｉＲ２００ｂ在结直肠癌发生发展过程中的重要作用，笔者以

结直肠癌手术标本为研究对象，从 ｍＲＮＡ水平检测 ｍｉＲ２００ｂ

在结直肠癌组织中的表达情况，通过分析结直肠癌的病程进展

与ｍｉＲ２００ｂ表达水平的相关性，探讨ｍｉＲ２００ｂ在结直肠癌发

生发展过程中的作用。

１　资料与方法

１．１　一般资料　随机选取８０例于２００９年１０月至２０１２年６

月在本院进行手术治疗的经病理确诊为结肠癌的患者，收集其

手术中切除癌的组织及相应癌旁正常组织标本，进行实验对

照研究。选取的患者术前均未接受任何化疗、放疗及其他针对

肿瘤的相关治疗，男４４例，女３６例；年龄４１～８５岁，平均６０

岁，＞６０岁的６５例，≤６０岁的１５例。癌旁正常组织取自距肿

瘤边缘至少５ｃｍ以外部位，均经病理检查确认为正常组织。

所有标本切除后用生理盐水漂洗干净，于－７０℃冰箱保存

备用。

１．２　仪器与试剂　ＰＣＲ仪为美国ＡＢＩ公司ＳｔｅｐＯｎｅＴＭＲｅ

ａｌＴｉｍｅＰＣＲ仪。Ｔｒｉｚｏｌ试剂购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｎ公司；ＲＴ

ＰＣＲ试剂盒及 Ｕ６ＲＮＡ购自日本 ＴａＫａＲａ公司，ＦａｓｔＳＹＢＲ

ＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ及ＰＣＲ相关耗材购自美国ＡＢＩ公司。

１．３　方法

１．３．１　总ＲＮＡ提取　用Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取组织总ＲＮＡ：所有

溶液加二乙基焦磷酰胺（ＤＥＰＣ）至浓度为０．１％，振荡混匀，

３７℃过夜，然后高压（１０３．４ｋＰａ、２０ｍｉｎ）灭菌分解ＤＥＰＣ。所
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有操作均在超净工作台上进行，超净工作台使用紫外线消毒

２０ｍｉｎ。取１００ｍｇ组织置于预冷过的研钵中，在液氮中研磨

成粉末，待液氮挥发后加入１ｍＬＴｒｉｚｏｌ，静置５ｍｉｎ；将研磨好

的组织转移到１．５ｍＬＥｐ管中，加入２００μＬ氯仿，振荡混匀，

室温静置２～３ｍｉｎ；１２０００ｒ／ｍｉｎ、４℃离心１５ｍｉｎ，取上清，加

入５００μＬ异丙醇，振荡混匀，－２０℃ 沉淀２０ｍｉｎ；１２０００ｒ／

ｍｉｎ、４℃离心１５ｍｉｎ，弃上清，向沉淀中加入１ｍＬ预冷的

７５％乙醇（ＤＥＰＣ水制备）洗涤１次ＲＮＡ沉淀，弃上清，稍微晾

干，ＲＮＡ略显透明；充分溶解于２０μＬ无ＲＮＡ酶水中，保存于

－７０℃备用。

１．３．２　反转录反应　反转录反应严格按照试剂盒说明书

操作。

１．３．３　ｑＰＣＲ步骤　ＰＣＲ反应条件为９５℃，变性１０ｍｉｎ，９４

℃１５ｓ，５５℃３０ｓ，７０℃３０ｓ，共４０个循环。用 ＡＢＩ公司自带

的ＳｔｅｐＯｎｅＰＣＲ系统分析软件分析，采用 Ｕ６ＲＮＡ作为内

参，进行归一化处理，按ΔΔＣＴ法对目的基因进行相对定量。

结直肠癌组织中的ｍｉＲ２００ｂ相对表达量低于相应癌旁正常结

直肠组织视为低表达，反之则为高表达。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．５统计软件对数据进行处

理，计量资料以狓±狊表示，两组间连续变量比较采用狋检验；

不同临床、病理资料患者间的肿瘤组织 ｍｉＲ２００ｂ低表达率的

比较采用χ
２ 检验及Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法；犘＜０．０５为差异有统

计学意义。

２　结　　果

２．１　ｍｉＲ２００ｂ在结直肠癌组织和癌旁正常组织中的表达水

平　６０例患者结直肠癌组织 ｍｉＲ２００ｂ的相对表达量为２．１１

±１．４８，对应的癌旁正常组织为１５．３７±６．２７，差异有统计学

意义（犘＜０．０１）。

２．２　ｍｉＲ２００ｂ表达水平与患者临床资料的关系　结直肠癌

组织ｍｉＲ２００ｂ的低表达率在不同年龄、性别、肿瘤部位的患者

之间比较差异无统计学意义（犘＞０．０５），见表１。

表１　　８０例癌组织的ｍｉＲ２００ｂ表达水平与

　　　　临床资料的关系

临床资料 狀
ｍｉＲ２００ｂ表达（狀）

－ ＋

低表达率

（％）
χ
２ 犘

年龄

　≤６０岁 １５ １１ ４ ７３．３３ ０．４１４ ０．５２

　＞６０岁 ６５ ４２ ２３ ６３．６１

性别

　男 ４４ ３２ １２ ７２．７３ ０．７２０ ０．３９６

　女 ３６ ２３ １３ ６３．８９

肿瘤部位

　结肠 ３２ ２１ １１ ６５．６３ ０．２４２ ０．６２２

　直肠 ４８ ３４ １４ ７０．８３

　　＋：高表达；－：低表达。

２．３　ｍｉＲ２００ｂ表达水平与患者临床病理特征的关系　结直

肠癌组织ｍｉＲ２００ｂ低表达率在组织学分类上的差异无统计学

意义（犘＞０．０５）；但在腺癌分级中，分化级别越低，ｍｉＲ２００ｂ低

表达率越高（犘＜０．０５）。ＴＮＭ 分期为Ⅲ＋Ⅳ期患者的 ｍｉＲ

２００ｂ低表达率高于Ⅰ＋Ⅱ期患者（犘＜０．０５）；血清 ＣＥＡ＞

５μｇ／Ｌ患者结肠癌组织的 ｍｉＲ２００ｂ低表达率高于血清ＣＥＡ

≤５μｇ／Ｌ的患者（犘＜０．０５），见表２。

表２　　８０例癌组织ｍｉＲ２００ｂ的表达水平与临床

　　　病理特征的关系

临床病理特征 狀
ｍｉＲ２００ｂ相对表达量

－ ＋

低表达率

（％）
χ
２ 犘

组织学分类与分级

　腺癌 ６８ ４７ ２１ ６９．１２ ０．０２９ ０．８６６

　　高分化 １２ ５ ７ ４１．６６ ７．９６６ ０．０１９

　　中分化 ３７ ２５ １２ ６７．５７

　　低分化 １９ １７ ２ ８９．４７

　鳞癌 １２ ８ ４ ６６．６７ － －

ＴＮＭ分期

　Ⅰ＋Ⅱ ２９ １８ １１ ６２．０７ ５．０５２ ０．０２５

　Ⅲ＋Ⅳ ５１ ４３ ８ ８４．３１

ＣＥＡ（μｇ／Ｌ）

　≤５ ２５ １５ １０ ６０．００ ４．３６４ ０．０３７

　＞５ ５５ ４５ １０ ８１．８２

　　＋：高表达；－：低表达；：与鳞癌比较；－：无数据。

３　讨　　论

近年来大样本研究报道结直肠癌手术切除后５年生存率

为２８．４９％，伴淋巴结转移者５年生存率为２０．２％
［１０］。其病

死率之所以很高，很大程度是由于缺乏有效的早期诊断方法，

临床确诊时多为进展期结直肠癌，而目前对该期结直肠癌无理

想治疗方法。因此，进一步从基因水平探索其发病机制不仅有

助于结直肠癌的早期诊断及预后评估，而且可能为结直肠癌的

防治提供一条新的思路。Ｋｕｒａｓｈｉｇｅ等
［１１］发现，ｍｉＲ２００家族

可能扮演着一种抑癌基因或肿瘤抑制基因的角色，ｍｉＲ２００ｂ

可能通过靶向调节ＺＥＢ２抑制胃癌细胞的增殖、侵袭和迁移。

Ｎａｎｎａ等
［１２］发现，ｍｉＲ２００ｂ可通过结合ＺＦＨＸ１Ｂ基因的３′

ＵＴＲ来调节表达水平，进一步研究发现外源的ｍｉＲ２００ｂ可抑

制ＺＦＨＸ１Ｂ基因的表达，而抑制内源 ｍｉＲ２００ｂ可导致ＺＦ

ＨＸ１Ｂ蛋白表达水平升高。

本研究显示，ｍｉＲ２００ｂｍＲＮＡ在６０例癌旁正常组织中均

有表达，而与相应癌旁正常组织相比，ｍｉＲ２００ｂ在结直肠癌组

织中表达下调。进一步对患者病理资料及临床病理特征分析

发现 ｍｉＲ２００ｂ在不同年龄、性别及肿瘤部位患者结直肠癌组

织中的表达情况无明显差异。而在组织学分级上，随着分化级

别的降低 ｍｉＲ２００表达降低；不同ＴＮＭ 分期的患者，Ⅲ＋Ⅳ

期的表达明显低于Ⅰ＋Ⅱ期。ＣＥＡ作为肿瘤标志物早已用于

临床诊断，本文通过分析ｍｉＲ２００ｂ表达率在不同血清ＣＥＡ水

平患者间的差异，发现血清ＣＥＡ＞５μｇ／Ｌ的结直肠癌患者的

ｍｉＲ２００ｂ低表达率较高，说明ｍｉＲ２００ｂ的表达减少或缺失可

能是导致结直肠癌发生、发展的重要因素之一。ｍｉＲ２００ｂ的

进一步研究还可能会为临床化疗药物的选择和治疗提供理论

依据。研究其与患者预后的关系，可以为临床诊疗提供更多的

依据。
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２．２　冷沉淀融化后不同放置时间ＦⅧ和ｖＷＦ抗原水平的变

化　见表２，冷沉淀融化后随着放置时间的延长，ＦⅧ和ｖＷＦ

抗原水平均明显降低（犘＜０．０５）。

表２　　冷沉淀融化后不同放置时间ＦⅧ含量和ｖＷＦ

　　抗原的变化（狓±狊）

时间 ＦⅧ（ＩＵ／袋） ｖＷＦ抗原（％）

０ｈ ９４．４８±８．２５ ８１．０８±７．８７

６ｈ ６３．６４±５．４８ ６２．７５±４．５２

１２ｈ ５５．５９±６．１２ ５７．４４±４．４９

２４ｈ ４３．２２±３．５８ ３７．０５±２．５４

　　：犘＜０．０５，与０ｈ比较。

３　讨　　论

本实验表明，冷沉淀融化后随着放置时间的延长，ＰＴ、

ＴＴ、ＦＩＢ无明显改变；而随着放置时间的延长，ＡＰＴＴ明显延

长，ＦⅧ和ｖＷＦ抗原水平亦降低。经过１２ｈ后，ＦⅧ水平为０ｈ

时的５８．８４％，２４ｈ后为０ｈ时的４５．７５％，与文献［２］报道基本

一致。目前，国内对冷沉淀中的ｖＷＦ研究较少，本实验显示经

过１２ｈ后，ｖＷＦ抗原为０ｈ时的７０．８４％，２４ｈ后为４５．７０％。

ｖＷＦ抗原半衰期在１２～２４ｈ之间，有待进一步的研究证实。

ＰＴ和ＡＰＴＴ分别是外源性凝血因子（Ⅱ、Ⅶ、Ⅹ、Ⅰ、Ⅴ）凝血

功能紊乱和内源性凝血因子（Ⅷ、Ⅸ、Ⅺ）活性异常的筛选试验，

本实验结果表明ＦⅧ含量的降低导致ＡＰＴＴ的延长。

成分输血广泛的应用于临床，冷沉淀作为临床常用的成分

血液制品，具有止、凝血和促进创伤组织修复的功能。冷沉淀

制备完成至临床应用的过程应尽量保护其中含有的凝血因子

和ｖＷＦ不受破坏。这对于确保冷沉淀的临床输血疗效，防止

无效输注有着极其重要的意义。冷沉淀中含有浓集的ＦＩＢ、Ｆ

Ⅷ和纤维连接蛋白，以及其他多种凝血因子。冷沉淀适量输入

患者体内后可补充患者血循环中ＦⅧ等凝血因子含量，缩短凝

血时间，纠正凝血因子缺乏而导致的凝血异常，有效控制手术

中的大出血，尤其是对预防和治疗血友病患者的外科手术出血

有显著效果［３］。冷沉淀可用于治疗儿童和成人甲型血友病，补

充纤维蛋白原，治疗血管性血友病、凝血因子缺乏症等。冷沉

淀还用于促进创伤、烧伤伤口愈合，防止伤口感染，阻止弥散性

血管内凝血发展，以及恶性肿瘤切除手术和腹腔镜手术，以减

少出血、促进愈合和防止粘连［４］。体内ｖＷＦ水平异常与缺血

性疾病密切相关［５］，临床上输注冷沉淀是补充ｖＷＦ的常见手

段，冷沉淀中ｖＷＦ应得到最大程度的保存
［６］。冷沉淀是血管

性血友病替代治疗的最理想的品血液制品。

本研究表明，冷沉淀在３７℃水浴快速融化后，应尽快给患

者输注或局部应用，否则随着放置时间的延长可导致ＦⅧ和

ｖＷＦ水平降低，影响冷沉淀的输注疗效。冷沉淀如果在融化

后有纤维蛋白析出或因为各种原因不能及时输注，则当废弃。

这对于进一步规范临床合理使用冷沉淀，充分发挥其治疗效果

具有重要意义。
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ｗｈａｔ′ｓｎｅｘｔ［Ｊ］．ＢＭＣＰｕｂｌｉｃＨｅａｌｔｈ，２０１３，１３（１）：７３．

［１１］ＫｕｒａｓｈｉｇｅＪ，ＫａｍｏｈａｒａＨ，ＷａｔａｎａｂｅＭ，ｅｔａｌ．ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００ｂ

ｒｅｇｕｌａｔｅｓｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｉｎｖａｓｉｏｎ，ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎｂｙｄｉｒｅｃｔｌｙ

ｔａｒｇｅｔｉｎｇＺＥＢ２ｉｎｇａｓｔｒｉｃｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｍ］．ＡｎｎＳｕｒｇＯｎｃｏｌ，２０１２，

１９（Ｓｕｐｐｌ３）：Ｓ６５６Ｓ６６４．

［１２］ＣｈｒｉｓｔｏｆｆｅｒｓｅｎＮＲ，ＳｉｌａｈｔａｒｏｇｌｕＡ，Ｏｒｏｍ ＵＡ，ｅｔａｌ．ｍｉＲ２００ｂ

ｍｅｄｉａｔｅｓｐｏｓｔｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｒｅｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＺＦＨＸ１Ｂ［Ｊ］．ＲＮＡ，

２００７，１３（８）：１１７２１１７８．

（收稿日期：２０１３０４０３）

·８９０２· 国际检验医学杂志２０１３年８月第３４卷第１６期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ａｕｇｕｓｔ２０１３，Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１６




