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  摘 要:目的 探讨腹腔灌洗液外泌体中 miR-21、miR-320c、miR-1225-5p检测对胃癌腹膜转移的诊断价

值。方法 纳入2017年5月至2020年6月荆门市第二人民医院收治的胃癌患者298例,其中胃癌腹膜转移患

者87例作为转移组,胃癌无腹膜转移患者132例作为无转移组,胃癌预后良好患者79例作为对照组。通过实

时荧光定量PCR检测受试患者腹腔灌洗液外泌体中 miR-21、miR-320c、miR-1225-5p的表达水平。用受试者

工作特征曲线(ROC)的曲线下面积(AUC)分析腹腔灌洗液外泌体中 miR-21、miR-320c、miR-1225-5p检测对

胃癌腹膜转移的诊断价值。结果 转移组腹腔灌洗液外泌体中 miR-21、miR-320c、miR-1225-5p的相对表达水

平均高于无转移组和对照组(P<0.05),无转移组与对照组腹腔灌洗液外泌体中 miR-21、miR-320c、miR-1225-
5p的相对表达水平比较,差异无统计学意义(P>0.05)。腹腔灌洗液外泌体中 miR-21、miR-320c、miR-1225-
5p检测用于鉴别胃癌腹膜转移患者与胃癌无腹膜转移患者的灵敏度分别为93%、91%、92%,特异度分别为

93%、92%、91%。腹腔灌洗液外泌体中miR-21、miR-320c、miR-1225-5p联合检测对胃癌腹膜转移诊断的灵敏

度为94.25%,特异度为90.99%,准确度为91.95%。结论 腹腔灌洗液外泌体中 miR-21、miR-320c、miR-
1225-5p的表达水平可作为诊断胃癌腹膜转移的潜在标志物。
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  胃癌是全世界与癌症相关的死亡的第二大最常

见原因[1]。腹膜是胃癌转移和复发的最常见部位,由
腹膜癌细胞扩散引起的恶性腹水与不良预后有关[2]。
目前,尚无可靠的预测因素可预测胃癌患者发生腹膜

恶性腹水。微小RNA(miRNA)是长度为19~23个

核苷酸的非编码RNA,可作为基因表达的转录后调

节子,并在许多生物学过程的控制中发挥重要作用,
包括细胞分化、增殖和凋亡[3]。外泌体是小膜状囊

泡,与细胞免疫反应有关,包含大量的RNA,并且可

能参与免疫非依赖性调节机制[4]。含有miRNA的外

泌体代表了一种新的细胞间信号传导机制,对其进行

研究有助于更加深入地了解癌细胞转移至腹膜的机

制[5]。TOKUHISA等[6]发现,胃癌腹膜转移患者腹

腔灌洗液外泌体中 miR-21、miR-320c、miR-1225-5p
的相对表达水平异常。然而,对腹腔灌洗液外泌体中

miR-21、miR-320c、miR-1225-5p的诊断价值仍然所

知甚少。基于此,本研究旨在探讨腹腔灌洗液外泌体

中miR-21、miR-320c、miR-1225-5p检测对胃癌腹膜

转移的诊断价值。
1 资料与方法

1.1 一般资料 将2017年5月至2020年6月荆门

市第二人民医院收治的胃癌患者298例纳入研究。
其中胃癌腹膜转移患者87例作为转移组,男57例、

女30例,平均年龄(57.32±21.45)岁;胃癌非腹膜转

移患者132例作为无转移组,男94例、女38例,平均

年龄(58.43±19.60)岁,淋巴结转移71例、血行转移

61例。胃癌预后良好患者79例作为对照组,男59
例、女20例,平均年龄(57.04±20.85)岁。所有纳入

研究的患者均已通过对从原发灶获取的组织活检样

品的病理学检查诊断为胃癌。排除标准:(1)有严重

心、肝、肾功能损害者;(2)服用过内分泌药物者;(3)
患有其他肿瘤者;(4)患有精神疾病者。各组一般资

料比较,差异均无统计学意义(P>0.05),具有可比

性。本研究经医院伦理委员会审批,受试者均签署知

情同意书。
1.2 方法

1.2.1 腹膜灌洗液外泌体的获取 患者行开腹手术

后,将100
 

mL生理盐水倒入道格拉斯气袋中,并在手

术切除肿瘤之前收集腹膜灌洗水。为了去除大的细

胞颗 粒 和 细 胞 碎 片,将 腹 膜 灌 洗 液 在 4
 

℃ 下 以

2
 

000×g离心15
 

min,然后通过0.22
 

μm直径的过

滤器(Millipore)过滤。为了沉淀外泌体,将样品在

4
 

℃条件下,以110
 

000×g离心70
 

min。将外泌体沉

淀物用11
 

mL磷酸盐缓冲液(PBS)洗涤,然后再次离

心,弃上清后获得腹膜灌洗液外泌体。
1.3 RNA抽取与实时荧光定量PCR 根据制造商
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的说明,使用miRNeasy
 

mini试剂盒(Qiagen)从外泌

体中提取总RNA,然后将其储存在-80
 

℃直至需要

进一步分析。使用Agilent
 

Bioanalyzer
 

2100(安捷伦

科技公司)评估总外泌体RNA的质量、浓度和大小。
在分析之前,使用RNA

 

6000
 

Pico试剂盒(安捷伦科

技公司)提取总RNA。使用TaqMan
 

miRNA
 

RT试

剂盒进行cDNA第一链的合成。使用 TaqMan
 

mi-
croRNA试剂盒和ABI

 

7500仪器定量分析(Life科技

公司)miR-21、miR-320c、miR-1225-5p、miR-16。所有

反应均重复3次。将目标 miRNA的表达水平用于

miR-16的表达水平进行标准化处理,将 miR-16用作

稳定表达的对照。
1.4 统计学处理 使用SPSS21.0软件进行统计分

析。呈正态分布的计量资料用x±s表示,组间比较

采用方差分析,进一步两两比较采用SNK-q 检验;计
数资料以频数表示,组间比较采用Fisher精确检验。
P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 3组患者腹腔灌洗液外泌体中 miR-21、miR-
320c、miR-1225-5p的相对表达水平 转移组腹腔灌

洗液外泌体中 miR-21、miR-320c、miR-1225-5p的相

对表达水平均高于无转移组和对照组(P<0.05),无
转移组与对照组腹腔灌洗液外泌体中 miR-21、miR-
320c、miR-1225-5p的相对表达水平比较,差异无统计

学意义(P>0.05),见表1。
表1  3组患者腹腔灌洗液外泌体中 miR-21、miR-320c、

  miR-1225-5p的相对水平比较(x±s)

组别 n miR-21 miR-320c miR-1225-5p

转移组 87 2.34±0.43 1.54±0.29 1.85±0.44

无转移组132 0.26±0.08* 0.13±0.03* 0.23±0.09*

对照组 79 0.28±0.05* 0.11±0.02* 0.24±0.07*

  注:与转移组比较,*P<0.05。

2.2 患者腹腔灌洗液外泌体中 miR-21、miR-320c、
miR-1225-5p检测的诊断价值 为了评估腹腔灌洗液

外泌体中 miR-21、miR-320c、miR-1225-5p检测用于

胃癌腹膜转移与未转移的鉴别诊断价值,绘制受试者

工作特征(ROC)曲线。当 miR-21的cut-off值为

1.116时诊断的灵敏度为93%,特异度为93%;miR-
320c的cut-off值为0.690时诊断灵敏度为91%,特
异度92%;miR-1225-5p的cut-off值为0.854时的诊

断灵敏度为92%,特异度为91%。见表2。

表2  胃癌腹膜转移患者与无转移患者腹腔灌洗液外泌体中 miR-21、miR-320c、miR-1225-5p检测的诊断价值

检测指标 cut-off值 灵敏度(%) 特异度(%) 约登指数 AUC 95%CI P

miR-21 1.116 93 93 0.86 0.94 0.909~0.972 <0.001

miR-320c 0.690 91 92 0.84 0.91 0.873~0.953 <0.001

miR-1225-5p 0.854 92 91 0.84 0.93 0.894~0.963 <0.001

  注:AUC为曲线下面积。

2.3 腹腔灌洗液外泌体中 miR-21、miR-320c、miR-
1225-5p对胃癌腹膜转移的联合诊断 确诊为胃癌腹

膜转移的患者为真阳性,未患有胃癌腹膜转移的为真

阴性。以 miR-21的阳性临界值为1.116、miR-320c
的阳性临界值为0.690、miR-1225-5p的阳性临界值

为0.854为诊断标准进行联合诊断,三者满足其一者

为联合诊断阳性,反之则为联合诊断阴性。腹腔灌洗

液外泌体中 miR-21、miR-320c、miR-1225-5p联合对

胃癌腹膜转移的诊断的灵敏度为94.25%(82/87),特
异度为90.99%(192/211),准确性为91.95%(274/

298),见表3。
表3  腹腔灌洗液外泌体中 miR-21、miR-320c、miR-
   1225-5p对胃癌腹膜转移的联合诊断(n)

联合诊断
病理结果

阳性 阴性
合计

阳性 82 19 101

阴性 5 192 197

合计 87 211 298

3 讨  论

  即使有R0切除,伴有浆膜浸润的胃癌的预后仍

然很差,原因在于其复发率很高,尤其是腹膜转移[7]。
胃癌并发腹膜转移是最复杂的胃癌复发类型,因为它

既难以预测也难以诊断。尽管腹水是最常见的胃癌

并发腹膜转移症状,但许多患有腹膜转移的胃癌患者

并未出现腹水[8]。在基于影像的诊断方法中,高速螺

旋CT被广泛用于评估胃癌的术前分期和治疗后的随

访[9]。然而,在腹膜转移的情况下,其诊断准确性不

足,主要是因为灵敏度低[10]。使用PET-CT在胃癌

中进行腹膜转移诊断也存在争议,因为据报道FDG-
PET对胃癌中腹膜转移的检测灵敏度较差[11-12]。腹

腔灌洗液已成为诊断和预测胃癌中腹膜转移的下一

个目标。术中收集的腹腔灌洗液的细胞学检查可用

于预测腹膜复发,且在日本曾用于胃癌分期[13]。但

是,有研究报道,腹腔灌洗液细胞学不能显示出预测

和检测腹膜转移所需的敏感性,并建议使用分子诊断

方法(例如实时荧光定量PCR)来检测腹膜转移中的

微转移[14]。在一项多中心的前瞻性研究中,通过实时

荧光定量PCR评估了编码癌胚抗原(CEA)和细胞角
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蛋白20(CK-20)的基因的 mRNA表达,可用于预测

胃癌的总体存活率和腹膜转移[15]。然而,基于 mR-
NA的诊断方法的缺点是在外科手术过程中 mRNA
的高度可降解性。相反,包裹在外泌体中的 miRNA
保持稳定并可以在体液中循环很长时间,这些体液包

括血清、血浆、唾液、尿液、母乳和眼泪。因此,腹腔灌

洗液外泌体中的miRNA具有较高的诊断价值。
本研究发现胃癌腹膜转移患者腹腔灌洗液外泌

体中 miR-21、miR-320c、miR-1225-5p的相对表达水

平均高于胃癌非腹膜转移患者和胃癌预后良好患者

(P<0.05),胃癌非腹膜转移患者与胃癌预后良好患

者腹 腔 灌 洗 液 外 泌 体 中 miR-21、miR-320c、miR-
1225-5p的 相 对 表 达 量 差 异 无 统 计 学 意 义 (P >
0.05)。因此,腹膜转移特异性的 miRNA,这种特异

性可让其成为潜在的生物标志物。FABBRI等[16]报

道,癌症释放外泌体中的 miR-21和 miR-29a通过与

周围免疫细胞中的TLRs结合并激活以及诱导促转

移性炎性反应,影响肿瘤的生长和扩散。这支持了肿

瘤来源的外泌体有助于转移前微环境形成的观点。
这表明癌细胞来源的外泌体有助于在腹膜中形成转

移前小生境,从而支持胃癌根治性切除术后腹膜浸

润。miR-1225-5p靶向作用于多囊肾病基因PKD1,
该基因在常染色体显性多囊肾病中经常突变[17]。因

此,miR-1225-5p可能影响该病的进展。然而,miR-
1225-5p与癌症的关系尚不清楚。miR-21和 miR-
1225-5p有助于在腹膜中为转移癌细胞的扩散和沉降

构建一个转移前小龛,因此可能造成治疗性胃癌切除

术后腹膜转移的易发性。
综上所述,腹腔灌洗液外泌体中 miR-21、miR-

320c、miR-1225-5p的表达水平检测可作为诊断胃癌

腹膜转移的潜在方法,有助于采取更有效的预防和治

疗措施。
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