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胃癌手术前后血循环ｍｉＲ２１表达与胃癌临床病理特征的关系研究
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　　摘　要：目的　探讨胃癌手术前后外周血循环ｍｉＲ２１表达对胃癌临床病理特征的影响。方法　４２例原发胃癌手术当日及

术后１周抽取外周血，应用实时荧光定量ＰＣＲ，以Ｕ６为内参照基因，检测血浆ｍｉＲ２１相对表达。结果　患者胃癌术后血浆ｍｉＲ

２１表达与术前相比明显下调（犘＜０．０１），总体相对表达量平均下降了２８．２倍；并且发现，有肿瘤家族史的患者术后 ｍｉＲ２１表达

上调，而无家族史的胃癌患者术后比术前血浆ｍｉＲ２１表达平均下降２２倍（犘＜０．０５）；实验结果还发现，随着患者分化程度由高

向低的变化，患者淋巴结转移率逐步上升，同时术后平均ｍｉＲ２１表达由低向高转变，表现出 ｍｉＲ２１相对表达倍数在高、中、中低

和低４个分化区上的分布，分别与淋巴结转移率在４个分化区上的分布呈相关性。结论　循环外周血ｍｉＲ２１检测对胃癌早期辅

助诊断及术后恶性程度判断有临床意义。
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　　研究显示，ｍｉＲＮＡ与人类癌症的发病存在极为密切的联

系，超过５０％的ｍｉＲＮＡ是位于癌症相关的基因组区域或脆性

位点上［１］。自从发现循环核酸开始，人们就一直致力于循环核

酸用于肿瘤的无创诊断应用研究。随着检测技术方法的不断

进步，外周血循环ｍｉＲＮＡ在肿瘤诊断和预后应用研究中取得

了重要进展。循环 ｍｉＲＮＡ 作为肿瘤无创诊断生物学标志物

的研究已成为肿瘤早期诊断研究中重要的研究方向［２４］。ｍｉＲ

２１已证实是具有原癌基因活性的 ｍｉＲＮＡ，它是与人类肿瘤关

联度最高的ｍｉＲＮＡ之一
［５６］。ｍｉＲ２１在多种实体肿瘤组织中

的表达显著高于正常组织，并且 ｍｉＲ２１表达与肿瘤分化程度

相关，同时也与局部浸润和淋巴结转移相关，但从外周血中提

取循环ｍｉＲ２１作为胃癌早期诊断的研究尚未有明确报道。本

研究采集原发胃癌患者外周血浆，用ｑＲＴＰＣＲ检测血浆 ｍｉＲ

２１在胃癌手术前后表达情况，探讨了胃癌血浆 ｍｉＲ２１表达对

胃癌发生风险的影响。

１　材料与方法

１．１　实验标本采集及血浆总ＲＮＡ提取　随机抽取本院临床

诊断的原发胃癌患者５８例，术后病理学诊断确诊４２例。分别

于患者手术当日和术后１周，无菌采集抗凝外周全血３ｍＬ／

例，抗凝血采集后在１ｈ内离心（２５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ）分

装，收集上层血浆，用ＲＮＡ提取试剂盒（Ｑｉａｇｅｎ公司），按说明

书提取血浆总ＲＮＡ，于－８０℃保存备用。

１．２　ＲＴＰＣＲ反应　以２０μＬ反应体系，采用ＲＴＰＣＲ转录

逆转录试剂盒（Ｑｉａｇｅｎ公司）转录血浆总 ＲＮＡ为ｃＤＮＡ。反

应条件：３７℃，６０ｍｉｎ，９５℃，５ｍｉｎ，－２０℃保存扩增产物。

１．３　荧光实时定量ＰＣＲ　以 Ｕ６为内参照基因，采用相对定

量法，测定胃癌患者手术前后血浆 ｍｉＲ２１表达。实时定量

ＰＣＲ引序列如下，ｍｉＲ２１，Ｆ：５′ＧＣＣＣＧＣＴＡＧＣＴＴ ＡＴＣ

ＡＧＡＣＴＧＡＴＧ３′，Ｒ：５′ＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧ；ＴＵ６，

Ｆ：５′ＧＣＧＣＧＴＣＧＴ ＧＡＡ ＧＣＧ ＴＴＣ３′，Ｒ：５′ＧＴＧ ＣＡＧ

ＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴ３。总反应体系２５μＬ，ＳＹＢＲ（ＴａＫａＲａ公

司）１２．５μＬ，上下游引物各０．５μＬ，模板ＤＮＡ２μＬ，ｄＨ２Ｏ９．

５μＬ，扩增条件：９５℃３０ｓ；９５℃５ｓ，６０℃３０ｓ，４５个循环。

内参及待测ｍｉＲＮＡ实验分别重复设３孔，用ＲｏｔｏｒＧｅｎｅＱ荧
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光定量ＰＣＲ仪（Ｑｉａｇｅｎ公司）分别检测 ｍｉＲ２１在手术前后胃

癌血浆中的相对表达。

１．３　结果分析　ｍｉＲＮＡ的表达水平用阈值循环数（犆狋）检测，

用△△犆狋法对目的ｍｉＲＮＡ进行相对定量，即△犆狋（术前）＝每

个胃癌术前犆狋值－同组内参照 Ｕ６犆狋值；△犆狋（术后）＝每个

胃癌术后犆狋值－同组内参照 Ｕ６犆狋值。△△犆狋则是△犆狋（术

前）－△犆狋（术后），其变化的倍数（ＲＱ值）公式由２－△△犆狋进行

计算。

１．４　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１１．０处理实验数据，组间比较

采用狋检验，犘＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ｍｉＲ２１在胃癌手术前后血浆中的表达　手术后胃癌血

浆中，ｍｉＲ２１表达水平明显下调。经荧光实时定量ＰＣＲ发

现，４２例病例总体相对表达平均比术前降低１８．２０倍。有２７

例术后血浆ｍｉＲ２１表达低于术前，占全部病例的６４．２％（２７／

４２），其平均相对表达量比术前降低了２８．２０倍。ｍｉＲ２１在胃

癌患者手术前后血浆相对表达比较，差异有统计学意义（犘＜

０．０１）；实验结果表明，血浆 ｍｉＲ２１表达与肿瘤患者家庭史的

有无存在一定关联，无家庭史的患者术后血浆 ｍｉＲ２１表达平

均下降了２２．１倍，手术前后 ｍｉＲ２１表达比较，差异有统计学

意义（犘＜０．０５），有家族史的患者平均术后血浆 ｍｉＲ２１表达

仅下降了１．７６倍，手术前后比较差异无统计学意义（犘＞

０．０５），见表１。

表１　　胃癌手术前后血浆ｍｉＲ２１Ａｖｇ犆狋值变化

项目 狀
ｍｉＲ２１平均犆狋值

术前 术后

Ｕ６平均犆狋值

术前 术后
ＲＱ 犘

有效病例 ２７ ２５．６９ ２８．３５ ３５．３５ ３５．０６ ２８．２０＜０．０１

无效病例 １５ ２９．４９ ２７．６８ ３５．８２ ３６．２３ ０．２７＞０．０５

家族史 ８ ２８．６５ ２７．３４ ３５．７７ ３５．０７ １．７６＞０．０５

无家族史 ３４ ２６．６７ ２８．２９ ３５．４６ ３５．５７ ２２．１１＜０．０５

图１　　胃癌患者外周血ｍｉＲ２１相对表达与肿瘤

分化及淋巴结转移的相关性

２．２　胃癌患者外周血 ｍｉＲ２１相对表达与肿瘤分化及淋巴结

转移的相关性　分析胃癌病例中分化与转移的完整资料发现，

在高、中、中低、低４个分化区中，高分化４例，中分化６例，中

低分化１８例，低分化１４例。平均 ｍｉＲ２１表达术后比术前降

低变化倍数分别为１０１．４倍、３３．２倍、６．３倍和３．１倍。相应

淋巴结转移率在四个分化区域内分别为０（０／４）、３３．５％（２／

６）、４７．３％（９／１９）和８４．６％（１１／１３）。从分析结果可看出，随

着患者分化程度由高→中→中低→低的变化，术后平均 ｍｉＲ

２１表达由低向高转变（ＲＱ值逐下降），表现出 ｍｉＲ２１相对表

达倍数在４个分化区上的分布，分别与淋巴结转移率在４个分

化区上的分布呈负相关（狉＝－０．８９２５，犘＜０．０５），见图１。

２．３　ｍｉＲ２１表达与其他临床病理特征的关系　４２例胃癌患

者临床病理学资料见表２，结果分析表明，患者手术前后外周

血ｍｉＲ２１表达与年龄、性别无明显关联，并且在患者不同病理

类型间比较，差异也无统计学意义（犘＞０．０５）。

表２　　４２例胃癌患者临床病理学特征资料

因素 项目 性别 狀 年龄

部位 胃小弯 男 ７ ４１～７６

女 ３ ４４～６２

胃角 男 ５ ６１～７５

女 １ ４７

胃窦 男 ８ ５２～８０

女 ３ ５８～６２

贲门 男 ３ ４８～６７

女 ０ －

胃体 男 ９ ４４～７７

女 ３ ４１～７７

病理 溃疡型低分化癌 男 ７ ４３～６８

女 ２ ４４、５５

表面凹陷型细胞癌 男 ６ ４１～７５

女 ０ －

管状腺癌 男 ４ ４１～８０

女 ０ －

溃疡型管状腺癌 男 ７ ５２～７０

女 １ ６４

溃疡型管状乳头状腺癌 男 ５ ５２～７６

女 ３ ６２～７７

其它病理类型 男 ４ ４９～７６

女 ３ ５５～６８

　　－：无数据。

３　讨　　论

ｍｉＲ２１与人类肿瘤关系密切，在乳腺癌、肝癌、肺癌、卵巢

癌等多种恶性肿瘤中表达显著上调，和肿瘤的侵润转移及预后

相关［７９］。胃癌现有的研究表明：在免疫组化检测中，ｍｉＲ２１

表达在肿瘤组织中显著高于非瘤组织，并且高表达的 ｍｉＲ２１

明显和肿瘤大小和深度相关［１０１１］，但直接从外周血中提取循

环ｍｉＲ２１作为胃癌早期诊断的研究尚未有明确报告。本项研

究以微创采集的外周血为检测对象，通过相应循环血ＲＮＡ提

取技术、ｑＲＴＰＣＲ等技术手段，检测出胃癌患者手术前后外周

血循环ｍｉＲ２１表达发生明显改变，差异有统计学意义（犘＜

０．０１）；实验结果还发现，随着患者分化程度由高向低的变化，

患者淋巴结转移率逐步上升，同时术后平均 ｍｉＲ２１表达由低

向高转变，表现出 ｍｉＲ２１相对表达倍数在高、中、中低和低４

个分化区上的分布，分别与淋巴结转移率在４个分化区上的分

布呈相关性，对此研究目前未见有类似报道。

胃癌发生是多基因、多因素、多步骤发展的综合结果。在

这个过程中，肿瘤家族史的有无，对胃癌的发病是一个重要的

促进因素。超过１／３的胃癌患者存在肿瘤家族史，但并不和患

者的性别、发病年龄以及临床病理类型相关［１２］。胃癌发病相

关危险度调查中发现，肿瘤家族史是一个重要的胃癌发病因素

之一（犗犚＝２．２５４，犘＝０．００７）
［１３］。有研究也发现，具有肿瘤家

族史的胃癌患者，ｃｍｙｃ基因表达显著高于无家族史的胃癌患

者，并且病灶切除后，无家族史的胃癌患者ｃｍｙｃ基因表达明

显下调，反之有家族史则无明显下降［１４１５］。其中可能机制是

肿瘤家族史的遗传基因型，可造成患者对基因表达和某些信号

通路传导的差异，如Ｇ蛋白通路和响应性有关
［１６１７］。本研究

还发现：有肿瘤家族史的患者术后ｍｉＲ２１表达上调，而无家族

史的胃癌患者术后比术前血浆 ｍｉＲ２１表达平均下降２２．１倍
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（犘＜０．０５），目前胃癌病例中肿瘤家族史与 ｍｉＲＮＡｓ的相互关

系，本研究尚属首次报告。

肿瘤组织的凋亡或坏死的细胞，以及循环细胞的裂解，都

可以多种形式向循环外周血中释放 ＲＮＡ
［１８１９］。但由于循环

ＲＮＡ的水平一般较低，在一定程度上限制了体液中 ＲＮＡ 分

子作为生物标志物的应用。随着研究的深入，发现循环 ｍｉＲ

ＮＡ在血清和血浆中通常是与蛋白质结合在一起，具有良好的

稳定性［２０２１］。另外，内源循环ｍｉＲＮＡ分子多数不是以游离形

式存在的，常与蛋白等构成颗粒存在，因而内源性的循环ＲＮＡ

分子具有良好的抗 ＲＮａｓｅ降解能力
［２２］。这一特点为循环

ＲＮＡ发挥生物学功能提供了前提保证，同时也为循环ｍｉＲＮＡ

作为生物标记物进行检测提供了可能［２３２４］。本研究实验结果

也表明利用ｑＲＴＰＣＲ及相应手段，可以从胃癌患者外周血中

检测出循环ｍｉＲ２１。这可能为胃癌预后提供依据，同时也为

早期辅助诊断及胃癌高危人群筛选提供了微创普查手段，但还

需要进一步扩大其他相关血浆 ｍｉＲＮＡｓ检测实验及病例实践

加以证实。
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