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  摘 要:目的 探讨血清外泌体miR-17-5p和miR-20b-5p在非小细胞肺癌(NSCLC)中的表达及其诊断价

值。方法 选取2018年1-12月该院新确诊且未经治疗的NSCLC患者179例(NSCLC组)和健康对照者144
例(健康对照组)作为研究对象,提取各组鉴定血清外泌体并随机将其纳入训练集和验证集,通过qRT-PCR检

测NSCLC患者和健康对照者血清外泌体中 miRNA的相对表达量,绘制受试者工作特征曲线(ROC曲线),计

算曲线下面积(AUC)。将训练集中筛选出的 NSCLC组血清外泌体 miRNA 分子,结合目前临床 开 展 的

NSCLC相关蛋白肿瘤标志物,建立NSCLC血清外泌体 miRNA诊断模型,通过ROC
 

曲线下面积评估该模型

的诊断效能及与NSCLC
 

TNM 分期Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ期的关系。结果 NSCLC组验证集血清外泌体 miR-17-5p和

miR-20b-5p与健康对照组比较,差异有统计学意义(P<0.05)。验证集中诊断模型对NSCLC诊断的AUC为

0.824(95%CI:0.768~0.871),灵敏度为72.5%,特异度为72.9%,显著高于验证集中单一分子的AUC。该

诊断模型对 NSCLC
 

患者TNM 分期Ⅰ期、Ⅱ期、Ⅲ期诊断的 AUC分别为0.783(95%CI:0.710~0.845)、
0.832(95%CI:0.760~0.889)和0.902(95%CI:0.835~0.948)。结论 血清外泌体 miR-17-5p和 miR-20b-
5p对NSCLC具有较高的临床诊断价值。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

of
 

serum
 

exosome
 

miR-17-5p
 

and
 

miR-20b-5p
 

in
 

non-
small

 

cell
 

lung
 

cancer(NSCLC)
 

and
 

its
 

diagnostic
 

value.Methods A
 

total
 

of
 

179
 

untreated
 

NSCLC
 

patients
(NSCLC

 

group)
 

and
 

144
 

healthy
 

controls(healthy
 

control
 

group)
 

in
 

this
 

hospital
 

from
 

January
 

to
 

December
 

2018
 

were
 

collected
 

as
 

research
 

objects.Serum
 

exosome
 

was
 

extracted
 

and
 

identified
 

in
 

each
 

group
 

and
 

ran-
domly

 

included
 

in
 

the
 

training
 

set
 

and
 

validation
 

set.The
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

miRNA
 

in
 

serum
 

exo-
somes

 

of
 

the
 

two
 

groups
 

were
 

detected
 

by
 

qRT-PCR,the
 

receiver
 

operating
 

characteristic
 

curve(ROC
 

curve)
 

was
 

drawn,and
 

the
 

area
 

under
 

the
 

curve(AUC)
 

was
 

calculated.The
 

selected
 

serum
 

exosome
 

miRNA
 

mole-
cules

 

of
 

NSCLC
 

group
 

were
 

combined
 

with
 

the
 

current
 

clinical
 

NSCLC-related
 

protein
 

tumor
 

markers
 

to
 

es-
tablish

 

the
 

diagnostic
 

model
 

of
 

NSCLC
 

serum
 

exosome
 

miRNA.The
 

diagnostic
 

efficacy
 

of
 

the
 

model
 

and
 

its
 

relationship
 

with
 

NSCLC
 

TNM
 

stage
 

Ⅰ,Ⅱ,Ⅲ
 

were
 

evaluated
 

by
 

the
 

area
 

under
 

ROC
 

curve.Results The
 

se-
rum

 

exosome
 

miR-17-5p
 

and
 

miR-20b-5p
 

in
 

the
 

NSCLC
 

group
 

were
 

compared
 

with
 

those
 

in
 

the
 

healthy
 

con-
trol

 

group
  

respectively,the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant(All
 

P<0.05).The
 

AUC
 

of
 

the
 

confirma-
tory

 

centralized
 

diagnostic
 

model
 

for
 

NSCLC
 

was
 

0.824(95%CI:0.768-0.871),with
 

a
 

sensitivity
 

of
 

72.5%
 

and
 

specificity
 

of
 

72.9%,which
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

the
 

AUC
 

of
 

the
 

confirmatory
 

centralized
 

single
 

molecule.The
 

AUC
 

of
 

the
 

diagnostic
 

model
 

for
 

stage
 

Ⅰ,Ⅱ,Ⅲ
 

in
 

NSCLC
 

patients
 

were
 

0.783(95%CI:
0.710-0.845)

 

and
  

0.832(95%CI:0.760-0.889)
 

and
 

0.902(95%CI:0.835-0.948),respectively.Conclu-
sion Serum

 

exosome
 

miR-17-5p
 

and
 

miR-20b-5p
 

have
 

high
 

clinical
 

diagnostic
 

value
 

for
 

NSCLC.
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  肺癌是全球发病率高居第二位、病死率位居第一

的恶性肿瘤[1-2]。肺癌的病理学分类主要分为非小细

胞肺癌(NSCLC)和小细胞肺癌(SCLC),其中NSCLC
又分为鳞癌(SCC)、腺癌和大细胞癌等,约占肺癌发

生率的80%以上[3-4]。外泌体是细胞外囊泡的一个子

集,是一种脂质双分子层包裹的小囊泡,直径为30~
150

 

nm,密度为1.13~1.21
 

g/mL,呈球形、扁球形或

杯状结构,存在于血清、尿液、唾液、胸腔积液等多种

体液中[5]。研究表明,在NSCLC的微环境中,外泌体

miRNA在癌症和间质细胞之间的转移已被证明与癌

症的发生和进展有关[6-7]。外泌体通过 miRNA在肿

瘤细胞间传递遗传信息,从而促进肺癌细胞增殖和转

移[8]。本研究探讨血清外泌体 miR-17-5p和 miR-
20b-5p在NSCLC中的表达及其诊断价值,旨在了解

外泌体miRNA与NSCLC的关系,为NSCLC的早期

诊断提供新的生物标志物。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2018年1-12月就诊于中国

人民解放军联勤保障部队第九六〇医院,新确诊且未

经治疗的NSCLC患者179例作为NSCLC组。纳入

标准:(1)采血前NSCLC患者未采取手术切除和放化

疗等方法的治疗;(2)通过手术切除且病理确诊为

NSCLC;(3)NSCLC患者无其他系统肿瘤;(4)病历相

关资料记录完善。另选取在本院体检中心进行体检

的健康者144例作为健康对照组。纳入标准:(1)年
龄45周岁以上;(2)影像学及肿瘤标志物检测均未见

明显异常;(3)无任何肿瘤相关疾病或其他重大疾病。
TNM分期参照文献[9]进行划分。随机将收集的

NSCLC患者和健康对照者标本分为训练集和验证

集,两组临床数据资料包括年龄、性别、淋巴结是否转

移、肿瘤最大径和TNM 分期比较,差异均无统计学

意义(P>0.05)。见表1。
 

1.2 仪器与试剂 CFX-96实时荧光定量PCR仪

(美国Bio-Rad公司);ExoQuickTM 试剂(美国,SBI公

司);Trizol试剂和总 RNA 提取试剂(德国,QIA-
GEN);逆转录试剂盒、miRNA引物和qRT-PCR试

剂(美国GeneCopoeia公司);蛋白质定量试剂盒(美
国

 

Thermo
 

公司);鼠抗人
 

TSG101
 

蛋白单克隆抗体

(英国
 

Abcam);兔抗人
 

CD9
 

蛋白单克隆抗体:(美国,
CST公司);辣根过氧化物酶标记的山羊抗鼠和山羊

抗兔
 

IgG
 

(美国,CST公司)。
1.3 方法

1.3.1 实验设计 通过检索PubMed数据库,根据

文献[10]报道来自同源的3个 miRNA基因簇,包括

miR-17-92、miR-106a-363、miR-106b-25家族编码的

共15个 miRNA,因其在NSCLC患者的支气管肺泡

灌洗液中高表达,所以将其作为候选分子。分子成员

见表2。
表1  两组训练集和验证集的临床特征比较(n)

组别 训练集(n=96) 验证集(n=227) P

健康对照组 48 96

年龄(岁) 0.349

 ≤52 27 46

 >52 21 50

性别 0.240

 男 19 48

 女 29 48

NSCLC组 48 131

年龄(岁) 0.575

 ≤61 23 69

 >61 25 62

性别 0.132

 男 31 68

 女 17 63

肿瘤最大径(cm) 0.706

 ≤3 29 75

 >3 19 56

组织学类型 0.256

 鳞癌 15 30

 腺癌 33 101

TNM分期 0.419

 Ⅰ期 19 59

 Ⅱ期 17 46

 Ⅲ期 12 26

是否淋巴结转移 0.685

 否 16 48

 是 32 83

表2  3个 miRNA簇的分子成员

miRNA簇 染色体 miRNA分子

miR-17-92 13 miR-17
 

、
 

miR-18a、
 

miR-19a、
 

miR-19b-1、miR-20a、
 

miR-92a-1

miR-106a-363 X miR-106a、miR-18b、miR-19b-2、miR-20b、miR-92a-2、
 

miR-363

miR-106b-25 7 miR-106b、
 

miR-93、miR-25

1.3.2 血清外泌体的提取和鉴定 (1)血清外泌体

的提取。加入63
 

μL
 

ExoQuickTM 沉淀剂,加冰4
 

℃
冰箱放置30

 

min。4
 

℃、1
 

500
 

r/min离心30
 

min。

倒掉上清,继续离心5
 

min,吸掉上清液。加入50
 

μL
磷酸盐缓冲液,振荡吹打混匀将外泌体悬浮。用于下

一步RNA的提取、外泌体鉴定或储存于-80
 

℃冰箱
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待用。(2)透射电子显微镜鉴定血清外泌体。首先将

待鉴定的血清外泌体样本分别进行50×和100×稀

释,取15
 

μL样本滴于碳膜铜网上,小心夹住铜网,吸
附1

 

min。将铜网置于滤纸上,以吸去多余的样本。
滴入配制好的2%醋酸双氧铀染液15

 

μL进行负染

1
 

min,将铜网放在灯下烘烤10
 

min进行观察。(3)
纳米颗粒跟踪分析(NTA)技术。用磷酸盐缓冲液

1∶10
 

000重悬外泌体,将样品注射到纳米颗粒跟踪

分析仪器中,根据利用光散射和布朗运动的特性对样

本进行粒径和浓度分析。重复检测样本两次。(4)蛋
白质免疫印迹(Western

 

Blot)鉴定外泌体表面标志性

蛋白CD9和TSG101将提取好的外泌体及去除外泌

体的血清蛋白样品加入含有蛋白酶抑制剂的 RIPA
蛋白裂解液进行裂解。按照蛋白质定量试剂盒进行

蛋白定量。利用十二烷基磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶分

离蛋白,转至聚偏二氟乙烯膜上后,用新鲜的5%脱脂

奶粉封闭。孵育CD9
 

和TSG101的第一抗体和第二

抗体。使用电化学发光法显色、曝光。
1.3.3 提 取 血 清 外 泌 体 RNA、逆 转 录 和 qRT-
PCR 根据文献[11-12]报道,选用miR-16-5p作为血

清外泌体中每种 miRNA的qRT-PCR内参照。通过

克隆测序验证 miRNA特异性扩增产物。qRT-PCR
引物序列表3。

表3  qRT-PCR
 

引物序列

引物 序列

hsa-miR-106a-5p GTGCTTACAGTGCAGGTAGAA

hsa-miR-106b-5p TAAAGTGCTGACAGTGCAGATAAA

hsa-miR-93-5p CAGCACGTAAATATTGGCGA

hsa-miR-17-5p GTGCTTACAGTGCAGGTAGAA

hsa-miR-18a-5p GTGCATCTAGTGCAGATAGAA

hsa-miR-18b-5p GTGCATCTAGTGCAGTTAGAA

hsa-miR-19a-3p CAAATCTATGCAAAACTGAAA

hsa-miR-19b-1-5p CAGGTTTGCATCCAGCAAAA

hsa-miR-19b-2-5p TGCAGGTTTGCATTTCAAAAA

hsa-miR-20a-5p TAAAGTGCTTATAGTGCAGGTAGAA

hsa-miR-20b-5p CAAAGTGCTCATAGTGCAGGTAGA

hsa-miR-25-3p TGCACTTGTCTCGGTCTGAAA

hsa-miR-363-3p AATTGCACGGTATCCATCTGTAAAA

hsa-miR-92a-1-5p GGATCGGTTGCAATGCTAAAA

hsa-miR-92a-2-5p
  

GGGGATTTGTTGCATTACAAAA

1.3.4 常见肿瘤标志物的检测 血清鳞状细胞癌抗

原(SCCA)通过雅培i1000化学发光仪及其配套试剂

检测;血清癌胚抗原(CEA)和细胞角蛋白19片段

(CYFRA21-1)通过罗氏Cobas
 

e601全自动电化学发

光仪及其配套试剂检测。
1.4 统计学处理 采用SPSS23.0统计软件进行数

据处理。采用2-ΔΔCt计算每个样本中每个miRNA分

子的相对表达量。非正态分布的计量资料以 M(P25,
P75)表示,并采用非参数 Mann-Whitney

 

U 检验进行

统计分析。利用GraphPad
 

Prism
 

5软件绘制散点图;
利用 MedCalc9.6.4.0软件绘制受试者工作特征曲线

(ROC曲线)、计算曲线下面积(AUC),计算差异表达

的miRNA对NSCLC的诊断效能。利用软件 MAT-
LAB运用Logistic回归分析建立NSCLC诊断模型。
P<0.05表示差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 鉴定血清外泌体 外泌体经醋酸双氧铀水溶液

染色后,置于低分辨率透射电镜下观察,视野内可见

具有囊状双层脂质膜结构的圆形颗粒,直径约为100
 

nm,见图1A。Western
 

Blot在提取的血清沉淀物中

成功鉴定出外泌体表面标志蛋白CD9、TSG101(见图

1B),而这两种外泌体表面标志蛋白在去除沉淀的上

清液中呈低表达。通过NTA技术观察外泌体样品粒

径大小及颗粒浓度,结果显示颗粒直径为30~200
 

nm占99.5%,分散均一,呈单峰正态分布曲线,峰值

约为115.2
 

nm。以上结果表明,利用此方法可以从

血清中分离出完整的外泌体,为下一步研究血清外泌

体中的生物标志物提供了基础保证。

  注:A为透射电镜下外泌体形态;
 

B为Western
 

Blot实验鉴定表面

标志蛋白CD9和TSG101在血清外泌体和去除外泌体的血清上清液

中的表达情况。

图1  血清外泌体的鉴定

2.2 两组训练集血清外泌体 miR-17-5p和 miR-20b-
5p相对表达量比较 两组训练集血清外泌体 miR-
17-5p和miR-20b-5p相对表达量比较见表4。ROC
曲线分析显示,miR-17-5p的AUC为0.834(95%CI:
0.744

 

~0.902),灵敏度为75.0%,特异度为83.3%。
miR-20b-5p的 AUC 为 0.808(95%CI:0.715~
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0.881),灵敏度为72.9%,特异度为85.4%。见图2。
2.3 两组验证集血清外泌体 miR-17-5p和 miR-20b-
5p相对表达量比较 NSCLC组验证集血清外泌体

miR-17-5p和miR-20b-5p与健康对照组比较,差异有

统计学意义(均P<0.000
 

1,见表5)。ROC曲线分

析显 示,miR-17-5p
 

的 AUC
 

为 0.784(95%CI:
0.725~0.836),灵敏度为71.0%;特异度为75.0%,
miR-20b-5p的 AUC 为 0.756(95%CI:0.695~
0.810),灵敏度为68.7%;特异度为75.0%。见图3。

表4  两组训练集血清外泌体 miR-17-5p和 miR-20b-5p相对表达量比较[M(P25,P75)]

miRNA 健康对照组(n=48) NSCLC组(n=48) P

hsa-miR-17-5p 1.015(0.618,1.270) 2.275(1.353,3.233) <0.000
 

1

hsa-miR-18a-5p 1.185(0.465,1.895) 1.150(0.930,2.140) 0.573
 

3

hsa-miR-19a-3p 1.555(0.160,6.343) 3.620(0.523,8.560) 0.124
 

5

hsa-miR-19b-1-5p 1.710(0.153,4.353) 3.280(0.975,5.860) 0.089
 

8

hsa-miR-20a-5p 0.985(0.578,1.630) 1.340(0.898,2.023) 0.120
 

0

hsa-miR-92a-1-5p 0.970(0.435,2.470) 2.010(1.048,3.610) 0.064
 

0

hsa-miR-106a-5p 0.975(0.545,1.888) 1.100(0.633,2.145) 0.422
 

3

hsa-miR-18b-5p 0.990(0.130,14.122) 0.750(0.215,4.605) 0.607
 

5

hsa-miR-19b-2-5p 2.520(0.123,5.173) 2.460(0.470,6.538) 0.424
 

4

hsa-miR-20b-5p 1.295(0.948,1.770) 2.385(1.628,3.230) <0.000
 

1

hsa-miR-92a-2-5p 1.795(0.108,4.913) 3.995(0.453,7.505) 0.062
 

7

hsa-miR-363-3p 0.950(0.350,2.708) 1.380(0.580,2.850) 0.220
 

0

hsa-miR-106b-5p 0.860(0.520,2.160) 1.180(0.590,2.460) 0.477
 

9

hsa-miR-93-5p 1.155(0.398,2.160) 1.470(0.768,2.733) 0.115
 

7

hsa-miR-25-3p 1.150(0.418,2.423) 1.090(0.425,3.738) 0.521
 

4

  注:A~E依次为NSCLC组训练集血清外泌体miR-17-5p
 

、miR-20b-5p、SCCA、CYFRA21-1和CEA对NSCLC诊断的ROC曲线。

图2  NSCLC组训练集ROC曲线分析

2.4 建立 NSCLC血清外泌体 miRNA诊断模型及

诊断效能 在训练集中,将NSCLC组筛选的血清外

泌体中miR-17-5p和miR-20b-5p和血清SCCA、CY-
FRA21-1和CEA的相对表达量通过

 

Matlab
 

软件进

行Logistic
 

多元回归分析,建立 NSCLC血清外泌体

miRNA诊断模型,公式如下:logit(P)=1.371
 

3-
(0.373

 

9×miR-17-5p)-(0.175
 

8×miR-20b-5p)-
(0.046

 

8×CEA)- (0.020
 

6×CYFRA21-1)-
(0.082

 

1×SCCA)。采用ROC曲线分析建立的模型

对NSCLC的诊断效能,其 AUC为0.914(95%CI:
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0.839~0.961),灵敏度为0.916,特异度为0.833。
此模型对NSCLC的诊断效能优于其中任何一个单个

分子。将分析得出的NSCLC血清外泌体 miRNA诊

断模型代入验证集中进一步验证其诊断效能。验证

集中诊断模型对NSCLC诊断的AUC为0.824(95%
CI:0.768~0.871),灵 敏 度 为72.5%,特 异 度 为

72.9%,显著高于验证集中单一分子的 AUC。该诊

断模型对TNM 不同分期的 NSCLC患者进行诊断,
其对NSCLC

 

患者TNM分期Ⅰ期、Ⅱ期、Ⅲ期诊断的

AUC分别为0.783(95%CI:0.710~0.845)、0.832
(95%CI:0.760~0.889)和0.902(95%CI:0.835~
0.948)。见图4。

表5  两组验证集血清外泌体 miR-17-5p和 miR-20b-5p相对表达量比较[M(P25,P75)]

miRNA 健康对照组(n=96) NSCLC组(n=131) P

hsa-miR-17-5p 1.110(0.538,1.395) 3.140(1.140,11.880) <0.000
 

1

hsa-miR-20b-5p 1.095(0.593,1.950) 2.430(1.270,4.080) <0.000
 

1

  注:A~E依次为NSCLC组验证集血清外泌体miR-17-5p
 

、miR-20b-5p、SCCA、CYFRA21-1和CEA对NSCLC诊断的ROC曲线。

图3  NSCLC组验证集ROC曲线分析

  注:A为训练集的诊断模型ROC,B为验证集的诊断模型ROC。C、D、E图分别为诊断模型对非小细胞肺癌TNM 分期Ⅰ期、Ⅱ期、Ⅲ期的诊

断效能。

图4  使用诊断模型绘制ROC曲线
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3 讨  论

  研究者指出,NSCLC初步诊断后,大多数TNM
分期Ⅰ~Ⅱ期患者可从手术切除中获益,而晚期患者

多选择非手术治疗,预后较差[13]。目前CT平扫已广

泛用于健康查体中,虽能筛选及早发现肺内小结节,
但容易漏检早期不典型的肺癌,且受到费用高、辐射

性等 方 面 制 约。因 此,寻 找 更 有 效 的 诊 断 早 期

NSCLC的生物标志物至关重要。
相对于传统组织活检,血清外泌体检测可重复操

作,患者无痛苦,可用作监测病情发展及预后的指

标[14]。相对于冗长复杂的超速离心法提取外泌体,本
研究采用的聚合物共沉淀分离外泌体,具有较高的提

取率,且操作简便、快捷。沉淀后,这些外泌体可以通

过在离心机进行简单的低速离心进行回收[15]。
本研究运用了透射电子显微镜、NTA 技术和

Western
 

Blot
 

3种方法验证利用聚合物共沉淀可以成

功提取完整的外泌体。透射电镜下可见具有囊状双

层脂质膜结构的圆形颗粒,直径约为100
 

nm,具有茶

托样结构的囊泡样物质。Western
 

Blot在提取的血

清沉淀物中成功鉴定出外泌体表面标志蛋白CD9、
TSG101,而这两种外泌体表面标志蛋白在去除沉淀

的上清中呈低表达。通过NTA技术观察外泌体,结
果显示颗粒直径分布于30~200

 

nm范围占99.5%,
分散均一,呈单峰正态分布曲线,峰值约为115.2

 

nm。以上结果表明,利用沉淀法可以从血清中分离

出完整的外泌体,为下一步研究血清外泌体中的生物

标志物提供了基础保证。
本研究评估了血清外泌体中 miRNA作为诊断

NSCLC的生物标志物的潜在应用价值。有研究表

明,不同的 miRNA表达谱在 NSCLC中被鉴定和验

证,miRNA作为肺癌诊断和预后的生物标志物的具

有潜在的应用价值[16]。本研究的15个 miRNA分子

来自同源的3个miRNA簇。大多数的报道都只研究

1种 miRNA的作用,而对于同源 miRNA簇作为分

子标志物的研究并不多。已有报道,NSCLC患者的

肿瘤组织和血清中 miR-17-5p相对表达量较健康对

照者高表达[17],与本研究结果相一致。本研究将筛选

出的训练集中的 miR-17-5p和 miR-20b-5p两个分

子,联 合 CEA、CYFRA21-1 和 SCCA 建 立 针 对

NSCLC诊断的新模型,对训练集和验证集中NSCLC
诊断效能均较高,并且随着 TNM 分期的递增,该诊

断模型对TNM 分期Ⅰ期、Ⅱ期、Ⅲ期的诊断效能逐

渐增强,AUC逐渐增大。
本研究血清外泌体中 miR-17-5p和 miR-20b-5p

对NSCLC的诊断效能均高于目前临床开展的蛋白肿

瘤标志物(SCCA、CYFRA21-1和CEA),有发展为临

床应用的诊断NSCLC生物标志物的潜力。对于血清

外泌体miR-17-5p和 miR-20b-5p与临床病理参数的

相关性得出的结论,在后续的研究中将进一步扩大样

本量,验证其相关性。
本研究 miR-17-5p和 miR-20b-5p在 NSCLC血

清外泌体中呈现高表达的趋势,可能与其研究选取的

样本类型、受试对象的人群特征、所采取的实验设计

方式等不同有关。
 

综上所述,本研探讨 NSCLC患者血清外泌体

miR-17-5p和miR-20b-5p的表达并分析其临床诊断

价值,发现 miR-17-5p和 miR-20b-5p是潜在的诊断

NSCLC的生物标志物。由血清外泌体 miR-17-5p和

miR-20b-5p联合血清SCCA、CYFRA21-1和CEA建

立的NSCLC诊断模型,对于 NSCLC具有较高的诊

断效能,并与TNM 分期具有重要的关系,是理想的

诊断模型。也为进一步研究其在NSCLC中的作用机

制和临床意义奠定基础。
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