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  摘 要:目的 探讨胃癌患者血清中微小RNA(miRNA)-181s表达水平,及其与幽门螺杆菌(Hp)感染的

关系。方法 用尿素14C呼气试验检测该院2019年1月至2020年6月收治的50例胃癌患者的Hp感染情况。
采用实时荧光定量PCR检测胃癌患者(观察组)和体检健康者(对照组)血清 miRNA-181s相对表达水平,进一

步分析miRNA-181s相对表达水平与Hp感染的关系。采用酶联免疫吸附试验法检测白细胞介素(IL)-6和磷

酸化信号传导子及转录激活子3(p-STAT3)表达水平。结果 观察组Hp感染率明显高于对照组,差异有统计

学意义(P<0.05)。观察组Hp阳性患者miRNA-181s相对表达水平均明显高于Hp阴性患者,差异有统计学

意义(t1=7.449、t2=8.828、t3=6.478、t4=6.060,P<0.05)。观察组Hp阳性患者和Hp阴性患者血清中IL-
6表达水平比较,差异有统计学意义(P<0.05);观察组 Hp阳性患者和 Hp阴性患者血清中p-STAT3表达水

平比较,差异有统计学意义(P<0.05)。结论 胃癌患者血清中 miRNA-181a、miRNA-181b、miRNA-181c和

miRNA-181d表达水平与Hp感染有关,并且IL-6/p-STAT3信号途径可能参与胃癌患者Hp感染过程。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

microRNA
 

(miRNA)-181s
 

in
 

serum
 

of
 

gastric
 

cancer
 

patients
 

and
 

its
 

relationship
 

with
 

Helicobacter
 

pylori
 

(Hp)
 

infection.Methods Hp
 

infection
 

was
 

detec-
ted

 

in
 

50
 

patients
 

with
 

gastric
 

cancer
 

in
 

our
 

hospital
 

from
 

January
 

2019
 

to
 

June
 

2020
 

by
 

the
 

14C-urea
 

breath
 

test.The
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

miRNA-181s
 

in
 

serum
 

of
 

gastric
 

cancer
 

patients
 

(observation
 

group)
 

and
 

healthy
 

subjects
 

(control
 

group)
 

was
 

detected
 

by
 

real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR,and
 

the
 

relationship
 

between
 

the
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

miRNA-181s
 

and
 

Hp
 

infection
 

was
 

further
 

analyzed.Enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

determine
 

the
 

secretion
 

of
 

IL-6
 

and
 

p-STAT3.Results The
 

infection
 

rate
 

of
 

Hp
 

in
 

the
 

observation
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

miRNA-181s
 

in
 

Hp
 

positive
 

patients
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

Hp
 

negative
 

patients,with
 

statistical
 

significance
 

(t1=7.449,t2=8.828,t3=
6.478,t4=6.060,P<0.05).The

 

expression
 

level
 

of
 

IL-6
 

in
 

serum
 

of
 

Hp-positive
 

patients
 

and
 

Hp-negative
 

patients
 

in
 

observation
 

group
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

expression
 

level
 

of
 

p-STAT3
 

in
 

ser-
um

 

of
 

Hp-positive
 

patients
 

and
 

Hp-negative
 

patients
 

in
 

observation
 

group
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<
0.05).Conclusion The

 

expression
 

levels
 

of
 

miRNA-181a,miRNA-181b,miRNA-181c
 

and
 

miRNA-181d
 

in
 

serum
 

of
 

gastric
 

cancer
 

patients
 

are
 

related
 

to
 

Hp
 

infection,and
 

the
 

IL-6/p-STAT3
 

signaling
 

pathway
 

may
 

be
 

involved
 

in
 

this
 

process.
Key

 

words:microRNA; gastric
 

cancer; Helicobacter
 

pylori

  胃癌是我国常见的癌症之一,其发生、发展涉及

多种因素,幽门螺杆菌(Hp)感染被世界卫生组织

(WHO)列为Ⅰ类致癌原,已有大量研究证实其与胃

癌的发生、发展关系密切[1-2]。Hp感染损伤胃黏膜屏
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障,引起的胃部炎性反应,影响细胞内信号通路刺激

上皮细胞增殖及修复,诱导上皮细胞发生恶性转

化[3-4]。另外,近年来大量研究指出微小RNA(miR-
NA)的 异 常 表 达 与 肿 瘤 的 发 生、发 展、转 移 等 有

关[5-6]。miRNA是一类高度保守的短链RNA,通过

与靶标mRNA
 

3'端非翻译区的结合来调节多种细胞

变化过程。Hp感染可引起 miRNA 表达水平的变

化,从而影响胃黏膜的炎性反应、免疫应答及癌基因

或抑癌基因的表达,进而参与消化道疾病的发生和发

展[7]。miRNA-181s家族是备受关注的 miRNA 之

一,主要包括 miRNA-181a、miRNA-181b、miRNA-
181c和 miRNA-181d。有研究发现异常表达的 miR-
NA-181c参与 Hp相关胃癌的发生、发展[8]。miR-
NA-181s家族中其他成员在胃癌中的表达水平 Hp
感染的相关研究甚少。因此,本文旨在通过检测胃癌

患者 血 清 中 miRNA-181a、miRNA-181b、miRNA-
181c和miRNA-181d的表达水平,并探讨其与 Hp感

染的关系。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取本院2019年1月至2020年6
月收治的胃癌患者50例作为观察组,其中男性28
例、女性22例,平均年龄(56.84±6.05)岁。纳入标

准:(1)均经胃镜病理证实为胃腺癌,且均为首次诊断

为胃癌;(2)近3个月未规律服用过抑酸药、胃黏膜保

护剂、非甾体类抗炎药、抗菌药物。排除标准:(1)合
并其他器官原发肿瘤;(2)合并免疫系统疾病;(3)重
要器官(肝、肾等)功能不全;(4)有恶性肿瘤家族遗传

史;(5)接受过放疗、化疗、生物治疗等。选取同期在

本院体检的健康人群50例作为对照组,其中男性25
例、女性25例,平均年龄(57.58±6.16)岁。

1.2 仪器与试剂 荧光定量PCR仪(Roche
 

Light-
Cycler

 

96)为瑞士 Roche公司产品。多功能酶标仪

(Infinite
 

M1000
 

PRO)为瑞士Tecan公司产品。U6、

miRNA-181a、miRNA-181b、miRNA-181c 和 miR-
NA-181d引物购自上海生工生物科技有限公司。逆

转录试剂盒(Transcriptor
 

First
 

Strand
 

cDNA
 

Syn-
thesis

 

kitmirPremier􀆿
 

microRNA
 

Isolation
 

Kit)、实
时荧光定量PCR试剂盒(SYBR

 

Green
 

PCR
 

Master
 

Mix)、磷酸化信号传导子及转录激活子3(p-STAT3)
检测试剂盒、白细胞介素-6(IL-6)检测试剂盒购自北

京索莱宝科技有限公司。

1.3 方法
 

1.3.1 尿素14C呼气试验检测 Hp感染 采用尿

素14C呼气试验检测 Hp感染情况,受试者空腹或禁

食2
 

h以上,漱口后口服尿素14C胶囊1粒,静坐25
 

min,开启CO2 集气瓶1瓶,插入洁净的有防倒流装

置的气体导管,受试者通过导管吹气,当CO2 集气剂

由紫红色变为无色时停止吹气,用洁净管向样品瓶内

加入稀释闪烁液4.5
 

mL,加盖密封,溶解摇匀后于液

闪仪上行样品14C放射性测定3
 

min。按公式计算结

果,当尿素14C呼气试验结果(14C-UBT)≥100
 

dpm/

mmol
 

CO2 时,判定受试者为Hp阳性。

1.3.2 血清标本采集 所有研究对象于检查后抽取

空腹静脉血6
 

mL,于2
 

h内在室温条件下经3
 

000
 

r/

min离心15
 

min,留取上层清液(约3
 

mL)作为标本,
置于-80

 

℃冰箱中保存备用。

1.3.3 实时荧光定量PCR法检测血清 miRNA-181s
 取血清加入细胞裂解液进行裂解后,根据总RNA
提取试剂盒说明书步骤提取总RNA。利用逆转录试

剂盒以RNA为模板逆转录为模板单链cDNA,以cD-
NA为模板用SYBR

 

Green
 

PCR
 

Master
 

Mix试剂盒

进行PCR扩增。反应程序设置为
 

95
 

℃
 

5
 

min,预变

性;95
 

℃
 

30
 

s,40个循环;57
 

℃
 

30
 

s,延伸。用2-ΔΔCt法

计算血清 miRNA-181a、miRNA-181b、miRNA-181c和

miRNA-181d相对表达水平。引物序列见表1。

表1  引物序列

基因名称 引物序列(5'~3') 大小(bp)

U6 正向:CTT
 

CGG
 

CAG
 

CAC
 

ATA
 

TAC
 

TAA
 

AAT
 

TGG 27

反向:TCA
 

TCC
 

TTG
 

CGC
 

AGG
 

GG 17

miRNA-181a 正向:AGT
 

GAA
 

CAT
 

TCA
 

ACG
 

CTG
 

TCG
 

GT 23

反向:GCC
 

ATA
 

GGG
 

TAC
 

AAT
 

CAA
 

CGG
 

TCG 24

miRNA-181b 正向:TCA
 

TTG
 

CTG
 

TCG
 

GTG
 

GGT
 

TGA
 

ACT
 

G 25

反向:AAG
 

CGG
 

GGC
 

CAC
 

AGT
 

TGC
 

ATT 21

miRNA-181c 正向:GTG
 

TGG
 

GAA
 

CAT
 

TCA
 

ACC
 

TGT
 

CGG
 

TG 26

反向:CCA
 

GTC
 

TCA
 

GGG
 

TCC
 

GAG
 

GTA
 

TTC 24

miRNA-181d 正向:GTA
 

TCC
 

AGT
 

GCA
 

GGG
 

TCC
 

GAG 21

反向:TGT
 

CGG
 

TGG
 

GTG
 

TCG
 

TAT
 

CC 20
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1.3.4 酶联免疫吸附试验(ELISA)法检测血清IL-6
和p-STAT3表达水平 根据IL-6和p-STAT3检测

试剂盒说明书进行检测,具体步骤如下:取出试剂盒

板条室温平衡20
 

min;标准品孔各加不同浓度的标准

品50
 

μL,样本孔加入待测样本50
 

μL;随后每孔加入

辣根过氧化物酶标记的检测抗体100
 

μL,用封板膜封

住反应孔,37
 

℃恒温箱温育60
 

min;洗板机洗板5
次;每孔加入底物 A、B各50

 

μL,37
 

℃避光孵育15
 

min;每孔加入终止液50
 

μL,15
 

min内,在450
 

nm波

长处测定各孔的吸光度,计算各样本浓度值。

1.4 统计学处理 采用GraphPad
 

Prism
 

5.01软件

进行统计分析,计数资料行χ2 检验,计量资料以x±s
表示,行t检验,P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 Hp感染检测结果 观察组 Hp阳性患者34
例,Hp阴性患者16例,Hp感染率68%;对照组 Hp
阳性患者16例,Hp感染率为32%,观察组 Hp感染

率明显高于对照组,差异有统计学意义(P<0.05)。
观察组Hp感染检测结果见表2。

2.2 两组外周血中 miRNA-181s相对表达水平比

较 观 察 组 miRNA-181a、miRNA-181b、miRNA-
181c和 miRNA-181d相对表达水平分别为3.84±
0.42、6.29±0.89、5.02±0.51和4.88±0.32,均高

于对照组中相应的 miRNA 相对表达水平(分别为

1.11±0.19、1.03±0.16、1.07±0.11和1.02±
0.10),差异有统计学意义(t1=32.49、t2=62.58、

t3=47.06、t4=45.97,P<0.05)。

2.3 观察组 Hp阳性与阴性患者血清中 miRNA-
181s相对表达水平比较 观察组 Hp阳性患者血清

中miRNA-181a、miRNA-181b、miRNA-181c和miR-
NA-181d相对表达水平分别为4.05±0.33、6.76±
0.65、5.26±0.43和5.03±0.28;Hp阴性患者血清

中miRNA-181a、miRNA-181b、miRNA-181c和miR-
NA-181d相对表达水平分别为3.39±0.17、5.29±
0.22、4.52±0.21和4.58±0.12。观察组Hp阳性患

者miRNA-181s相对表达水平均明显高于 Hp阴性

患者,差异有统计学意义(t1=7.449、t2=8.828、t3=
6.478、t4=6.060,P<0.05)。见图1。

  注:与 Hp阴性患者比较,**P<0.05;A为miRNA-181a相对表达水平,B为 miRNA-181b相对表达水平,C为 miRNA-181c相对表达水平,

D为miRNA-181d相对表达水平。

图1  观察组 Hp阳性与阴性患者血清中 miRNA-181s相对表达水平的比较

表2  观察组 Hp感染检测结果(n)

临床资料 n Hp阳性(n=34) Hp阴性(n=16) P

性别 0.981

 男性 28 19 9

 女性 22 15 7

年龄(岁) 0.386

 <56 20 15 5

 ≥56 30 19 11

淋巴结转移 0.279

 是 39 28 11

 否 11 6 5

分化程度 0.071

 高分化/中分化 22 12 10

 低分化/未分化 28 22 6

TNM分期 0.273

 Ⅰ~Ⅱ期 26 21 5

 Ⅲ~Ⅳ期 24 13 11

2.4 Hp感染与IL-6/p-STAT3表达水平的关系 
观察组 Hp阳性患者和 Hp阴性患者血清中IL-6表

达水平分别为(717.43±121.57)pg/mL和(531.24±
74.68)pg/mL,差异有统计学意义(t=5.629,P<
0.05)。观察组Hp阳性患者和 Hp阴性患者血清中

p-STAT3表达水平分别为(14.15±0.90)
 

ng/mL和

(12.03±0.87)ng/mL,差 异 有 统 计 学 意 义 (t=
7.804,P<0.05)。
3 讨  论

  miRNA功能较多,其具有调控促癌基因表达、发
挥促进恶性肿瘤发生的作用,以及调控抑癌基因表

达、发挥抑制恶性肿瘤发生的作用[9]。目前,已经发

现约650个 miRNA 与 肿 瘤 的 发 生 密 切 相 关[10]。

miRNA-181s在细胞增殖、凋亡、分化与耐药等过程中

起到重要的作用[11-15]。ZHANG等[16]推测 miRNA-
181a可能通过转录后基因沉默机制使 KLF6蛋白表

达下降,从而促进胃癌的发生、发展。涂龙霞[17]指出
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miRNA-181a通过在转录后抑制 TGFβR2蛋白表达

来促进胃癌细胞的迁移和增殖。高楠等[18]研究指出

miRNA-181b可靶向调控 NDRG2的表达从而调控

SGC-7901细胞的侵袭迁移能力。有研究指出 miR-
NA-181c可能通过甲基化被沉默,并通过其靶基因

NOTCH4和KRAS在胃癌发生中发挥重要作用[19]。
安娟等[20]研究指出胃癌患者血清中 miRNA-181d表

达较高且通过作用于PDCD43'-UTR区发挥生物功

能。姚育红等[21]研究指出在人胃癌细胞系中 miR-
NA-181a和miRNA-181b表达均上调。本研究结果

显示,与对照组比较,观察组血清中 miRNA-181s表

达均上调;与Hp阴性患者相比,观察组Hp阳性患者

血清中 miRNA-181s表达均上调且以 miRNA-181b
上调最为明显。Hp感染可导致胃黏膜组织中某些

miRNA异常表达,从而引起某些原癌基因、抑癌基因

及其相应的信号传导通路障碍,继而影响胃癌的发

生、发展[22]。有研究发现,在 Hp感染的胃黏膜组织

中,有17个差异表达的miRNA与慢性胃炎和促炎症

细胞因子具有相关性[23]。miRNA-21是第1个被发

现受 Hp感染影响的 miRNA[24]。SAITO等[25]指出

Hp感染可能通过 miRNA-181b激活IL-6/STAT3
信号途径,进而抑制尾型同源盒转录因子表达和p53
信号通 路,导 致 胃 癌 预 后 不 良。为 了 进 一 步 探 讨

miRNA-181s的作用机制,本研究同时检测了患者血

清中IL-6和p-STAT3的表达水平,结果显示 miR-
NA-181s可 能 通 过 胃 癌 的 发 生、发 展 调 控IL-6/

STAT3信号途径,影响胃癌的进展。
综上所述,胃癌患者血清 miRNA-181a、miRNA-

181b、miRNA-181c、miRNA-181d水平升高,与 Hp
感染有关,且可能通过IL-6/p-STAT3信号途径影响

胃癌的发生、发展,从而为胃癌的防治提供一定的理

论基础。
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化来调节机体对高原低氧环境的适应过程。但是,在
本研究中并未涉及 miR-130a-3p在机体应对低氧环

境中的具体分子机制,在之后的试验中有待更深入的

研究。
综上所述,高原低氧环境能够影响血浆 miR-

130a-3p表达水平,miR-130a-3p可作为应对缺氧环境

的一个循环因子。本研究进一步分析了 miR-130a-3p
与血细胞指标的相关性并预测了 miR-130a-3p的一

些潜在的靶基因。以上研究结果为研究人类适应高

原环境的分子机制提供了新视角,miR-130a-3p可能

参与这一适应过程。
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