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  摘 要:目的 探讨miR-199a-5p在宫颈癌患者癌组织及血清中的表达及临床意义。方法 选取2016年

6月至2018年10月河北省邯郸市中心医院收治的宫颈癌患者100例为宫颈癌组,另选取同期体检的健康女性

100例为对照组。采用实时荧光定量聚合酶链反应(qPCR)分别检测宫颈癌患者癌组织、对应癌旁组织,以及两

组血清中miR-199a-5p的相对表达水平;对比分析miR-199a-5p在不同样本中的表达及其与患者临床特征的关

系;采用受试者工作特征(ROC)曲线分析miR-199a-5p诊断宫颈癌的临床价值;采用Kaplan-Meier生存曲线分

析miR-199a-5p与宫颈癌患者3年总生存率的关系。结果 宫颈癌患者癌组织中 miR-199a-5p的相对表达水

平明显高于癌旁组织,宫颈癌组血清miR-199a-5p的相对表达水平明显高于对照组,差异均有统计学意义(P<
0.05)。不同淋巴结转移情况和国际妇产科联盟(FIGO)分期的宫颈癌患者癌组织及血清中 miR-199a-5p的相

对表达水平差异有统计学意义(P<0.05);而在年龄、肿瘤最大径、绝经、病理分型、分化程度方面,宫颈癌患者

癌组织及血清中miR-199a-5p的相对表达水平差异无统计学意义(P>0.05)。宫颈癌患者癌组织、血清中

miR-199a-5p诊断宫颈癌的曲线下面积(AUC)分别为0.808(95%CI:0.651~0.961)、0.748(95%CI:0.537~
0.960),诊断效能较高。生存分析结果表明,宫颈癌患者癌组织和血清 miR-199a-5p低表达者3年总生存率均

显著高于miR-199a-5p高表达者(P<0.05)。结论 miR-199a-5p在宫颈癌患者癌组织及血清中表达均明显

上调,且其相对表达水平与宫颈癌淋巴结转移、FIGO分期以及患者生存率有关,miR-199a-5p可作为宫颈癌早

期诊断及预后评估的又一指标。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

and
 

clinical
 

significance
 

of
 

miR-199a-5p
 

in
 

cancer
 

tissue
 

and
 

serum
 

of
 

patients
 

with
 

cervical
 

cancer.Methods A
 

total
 

of
 

100
 

patients
 

with
 

cervical
 

cancer
 

admitted
 

to
 

Handan
 

Municipal
 

Central
 

Hospital
 

of
 

Hebei
 

Province
 

from
 

June
 

2016
 

to
 

October
 

2018
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

cervical
 

cancer
 

group,and
 

other
 

100
 

healthy
 

women
 

undergoing
 

physical
 

examination
 

in
 

this
 

hospital
 

during
 

the
 

same
 

period
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

control
 

group.The
 

real-time
 

quantitative
 

PCR
 

(qPCR)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-199a-5p
 

in
 

cancer
 

tissues,corresponding
 

paracancerous
 

tissues
 

and
 

serum
 

in
 

the
 

two
 

groups.The
 

expression
 

level
 

of
 

miR-119a-5p
 

in
 

different
 

samples
 

and
 

its
 

relationship
 

with
 

the
 

clinical
 

characteristics
 

in
 

the
 

patients
 

were
 

comparatively
 

analyzed.The
 

receiver
 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

clinical
 

value
 

of
 

miR-199a-5p
 

in
 

diagnosing
 

cervical
 

cancer;
 

the
 

Kaplan-Meier
 

survival
 

curve
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

relationship
 

between
 

the
 

miR-199a-5p
 

level
 

and
 

the
 

3-year
 

overall
 

survival
 

rate
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

cervical
 

cancer.Results The
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

miR-199a-5p
 

in
 

cancer
 

tissue
 

of
 

the
 

patients
 

with
 

cervical
 

cancer
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

paracancerous
 

tissue,and
 

the
 

relative
 

ex-
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pression
 

level
 

of
 

miR-199a-5p
 

in
 

serum
 

of
 

the
 

cervical
 

cancer
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

con-
trol

 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).In
 

different
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

and
 

FIGO
 

stages,the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-199a-5p
 

in
 

cancer
 

tissue
 

and
 

serum
 

of
 

the
 

patients
 

with
 

cer-
vical

 

cancer
 

had
 

statistical
 

difference
 

(P<0.05).The
 

cancer
 

tissue
 

and
 

serum
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-199a-5p
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

cervical
 

cancer
 

had
 

no
 

statistical
 

difference
 

in
 

the
 

aspects
 

of
 

the
 

age,maximal
 

tumor
 

diameter,menopause,pathological
 

type
 

and
 

differentiation
 

degree
 

(P>0.05).The
 

area
 

under
 

the
 

ROC
 

curve
 

(AUC)
 

of
 

miR-199a-5p
 

levels
 

in
 

cancer
 

tissue
 

and
 

serum
 

of
 

the
 

patients
 

with
 

cervical
 

cancer
 

for
 

diagnosing
 

cer-
vical

 

cancer
 

were
 

0.808
 

(95%CI:0.651-0.961)
 

and
 

0.748
 

(95%CI:0.537-0.960),respectively,indicating
 

the
 

di-
agnostic

 

efficiency
 

was
 

higher.The
 

survival
 

analysis
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

3-year
 

overall
 

survival
 

rate
 

of
 

cervical
 

cancer
 

patients
 

with
 

low
 

expression
 

level
 

of
 

miR-199a-5p
 

in
 

cancer
 

tissue
 

and
 

serum
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

patients
 

with
 

high
 

miR-199a-5p
 

expression
 

level
 

(P<0.05).Conclusion The
 

expression
 

level
 

of
 

miR-199a-
5p

 

in
 

cancer
 

tissue
 

and
 

serum
 

of
 

the
 

patients
 

with
 

cervical
 

cancer
 

is
 

significantly
 

up-regulated,moreover,its
 

relative
 

expression
 

level
 

is
 

correlated
 

with
 

the
 

cervical
 

cancer
 

lymph
 

node
 

metastasis,FIGO
 

stage
 

and
 

patients'
 

survival
 

rate.miR-199a-5p
 

may
 

serve
 

another
 

indicator
 

of
 

early
 

diagnosis
 

and
 

prognostic
 

evaluation
 

of
 

cervical
 

cancer.
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  宫颈癌是女性第二大常见妇科恶性肿瘤,且发病

率和病死率呈逐年上升趋势[1]。宫颈癌起病隐匿,易
延误治疗,易复发和转移是限制其疗效和影响预后的

主要原因[2]。因此,研究宫颈癌细胞增殖和转移机

制,探讨宫颈癌早期诊断的标志物对改善预后尤为重

要。微小核糖核酸(miRNA)是一种小的内源性非编

码RNA分子,由21~25个核苷酸组成,可以与目标

mRNA序列的3'-非翻译区结合以抑制转录或诱导降

解[3-4]。研究发现,miRNA在宫颈癌患者的血清和组

织中表达失调,且参与调控宫颈癌细胞的凋亡和耐药

性等[5-6]。miR-199a家族参与多种肿瘤的发生、发展,
在肿瘤细胞中充当致癌因子或抑癌因子[7-8],其中

miR-199a-5p是一段成熟的非编码RNA,在肿瘤细胞

增殖和凋亡中具有重要作用[9]。基于此,本研究检测

宫颈癌患者癌组织和血清中 miR-199a-5p的水平变

化,并探讨其临床意义。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2016年6月至2018年10月河

北省邯郸市中心医院(以下简称本院)收治的宫颈癌

患者100例为宫颈癌组,患者年龄40~75岁、平均

(57.49±8.26)岁。另选取本院同期100例体检健康

女性为对照组,年龄37~72岁、平均(58.86±7.41)
岁。两组年龄比较,差异无统计学意义(P>0.05),具
有可比性。本研究已获得医院医学伦理委员会批准,
患者或家属均已签署知情同意书。宫颈癌组纳入标

准:(1)均为首次诊断的病例;(2)经病理活检确诊为

原发性宫颈癌;(3)均接受手术治疗;(4)之前未接受

过手术治疗、放化疗和免疫治疗等;(5)具备完整病历

资料且能配合完成本研究。宫颈癌组排除标准:(1)

合并其他恶性肿瘤;(2)合并心、肝、肾衰竭等疾病;
(3)妊娠期女性;(4)失访病例。

1.2 方法

1.2.1 样本采集 收集宫颈癌患者癌组织及对应癌

旁组织,经液氮速冻处理,-80
 

℃冰箱保存待检。采

集宫颈癌患者入院时空腹肘部静脉血3
 

mL,静置30
 

min后,3
 

000
 

r/min离心15
 

min,分离血清,血清保

存于-80
 

℃冰箱待检。本院同期体检健康女性静脉

血于同期进行采集,分离血清方法如前述。

1.2.2 实时荧光定量聚合酶链反应(qPCR) qPCR
检测组织和血清中 miR-199a-5p水平:将组织研磨成

匀浆,解冻血清,采用 Trizol试剂(Invitrogen,Carls-
bad,CA)分 离 组 织 和 血 清 总 RNA,NanoDropND-
1000分光光度计(Thermo

 

Fisher
 

Scientific,上海,中
国)在260

 

nm/280
 

nm处测量提取总RNA样品的吸

光度,评估RNA水平。其次,使用TaqMan反转录试

剂(Takara,大连,中国)将RNA反转录成cDNA。反

应体系:总RNA样品2.0
 

μL,反转录酶1.0
 

μL,上下

游引物各1.0
 

μL,RNA酶抑制剂0.5
 

μL,5×缓冲液

4.0
 

μL,三磷酸脱氧核糖核苷酸(dNTPs)混合物(10
 

mmol/L)1.0
 

μL,加入焦碳酸二乙酯(DEPC)和经高

温高压灭菌的双蒸水(RNase
 

Free水),补至20.0
 

μL。反应条件:16
 

℃
 

15
 

min,42
 

℃
 

30
 

min,85
 

℃
 

10
 

min,4
 

℃
 

5
 

min,将得到的cDNA产物于4
 

℃保存。
使用Prime

 

ScriptTM
 

RT试剂盒(Takara,大连,中国)
扩增cDNA目标片段,反应体系:cDNA

 

2.0
 

μL,上、
下游引物各2.0

 

μL,SYBR
 

GREENⅠ
 

qPCR
 

mix
 

12.5
 

μL,加RNase
 

Free水补至20.0
 

μL。反应条件:

95
 

℃
 

30
 

s,1个循环,95
 

℃
 

1
 

min,72
 

℃
 

1
 

min,60
 

℃
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30
 

s,35个循环。miR-199a-5p上游引物序列为5'-
TGAGGGCTAGAGACAAGCAG-3',下游引物序列

为5'-GTCAAGTGCACACGCGTGAC-3';内参基因

U6 上 游 引 物 序 列 为 5'-CGAGCGTTGACTCAC-
CGTCA-3',下 游 引 物 序 列 为 5'-ACCTGTAT-
TCTCGTGCTCAT-3'。利 用 qPCR 仪 定 量 测 定

miR-199a-5p和U6的Ct值,应用函数公式2-ΔΔCt 计

算组织及血清中miR-199a-5p的相对表达水平。

1.3 随访 本研究以门诊、电话联系等回访方式对

宫颈癌患者进行随访调查(3年),直至患者死亡或随

访时间结束。

1.4 统计学处理 采用SPSS20.0统计软件对数据

进行处理和分析。计量资料以x±s表示,两组间比

较采用t检验,多组间比较采用方差分析;计数资料

以例数或率表示,两组间比较采用χ2 检验;采用受试

者工作特征(ROC)曲线分析 miR-199a-5p诊断宫颈

癌的临床价值;采用Kaplan-Meier生存曲线对患者进

行生存分析,组间比较行 Log-rank检验。以 P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 宫颈癌患者癌组织及血清中 miR-199a-5p的相

对表达水平 宫颈癌患者癌组织中 miR-199a-5p的

相对表达水平为8.78±0.73,明显高于癌旁组织的

6.19±1.21,差异有统计学意义(t=18.328,P<
0.05)。宫颈癌组血清中 miR-199a-5p的相对表达水

平为10.45±0.75,明显高于对照组的7.45±0.49,
差异有统计学意义(t=33.487,P<0.05)。

2.2 miR-199a-5p的相对表达水平与宫颈癌患者临

床特征的关系 宫颈癌患者癌组织及血清中 miR-
199a-5p的相对表达水平与淋巴结转移、国际妇产科

联盟(FIGO)分期有关(P<0.05);而与年龄、肿瘤最

大径、绝经情况、病理分型、分化程度均无关(P>
0.05)。见表1。

表1  miR-199a-5p的相对表达水平与宫颈癌患者临床特征的关系(x±s)

临床特征 n
癌组织

miR-199a-5p的相对表达水平 t/F P

血清

miR-199a-5p的相对表达水平 t/F P

年龄(岁) 0.070 0.944 1.522 0.131

 <60 48 7.40±1.79 11.46±2.81

 ≥60 52 7.43±2.46 10.55±3.14

肿瘤最大径(cm) 0.075 0.940 0.220 0.826

 ≥2 46 7.44±2.80 10.98±1.97

 <2 54 7.40±2.53 10.89±2.09

绝经 0.133 0.894 0.629 0.531

 是 68 7.40±2.16 10.84±2.31

 否 32 7.46±1.98 11.14±2.03

病理分型 0.002 0.998 0.013 0.987

 鳞癌 42 7.42±2.61 10.96±2.19

 腺癌 32 7.39±1.98 10.87±2.26

 透明细胞癌 26 7.44±2.29 10.96±2.34

分化程度 1.224 0.224 1.444 0.152

 中、低分化 46 7.09±2.54 10.50±2.64

 高分化 54 7.68±2.28 11.30±2.86

淋巴结转移 5.288 <0.001 3.436 <0.001

 无 45 6.37±1.55 9.77±2.84

 有 55 8.27±1.96 11.88±3.22

FIGO分期 6.896 <0.001 6.758 <0.001

 Ⅰ+Ⅱ期 42 5.85±1.13 9.08±2.17

 Ⅲ+Ⅳ期 58 8.55±2.67 12.28±2.45

2.3 miR-199a-5p诊断宫颈癌的ROC曲线分析 进 一步探讨miR-199a-5p对宫颈癌的诊断价值,分别采
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用组织(患者癌组织vs.癌旁组织)和血清(患者血清

vs.对照者血清)两类样本。并以宫颈癌组织或宫颈

癌组血清为阳性样本,以患者癌旁组织或对照组血清

为阴性样本,进行ROC曲线分析。参考临床实践将

两类样本的 miR-199a-5p相对表达水平划分成若干

个组段,再以软件拟合为ROC曲线,读取约登指数最

大值点,计算对应的截断值和各项参数。并按实测样

本计算灵敏度、特异度、准确度。结果显示,两类样本

的miR-199a-5p对宫颈癌的诊断效能较高。见表2、
图1。

表2  两类样本中 miR-199a-5p诊断宫颈癌的效能分析

项目 AUC(95%CI) 截断值 灵敏度这[%(n/n)] 特异度[%(n/n)] 约登指数 准确度[%(n/n)]

组织miR-199a-5p 0.808(0.651~0.961) 7.5 0.850(85/100) 0.760(76/100) 0.610 0.805(161/200)

血清miR-199a-5p 0.748(0.537~0.960) 9.0 0.780(78/100) 0.720(72/100) 0.500 0.750(150/200)

图1  miR-199a-5p诊断宫颈癌的ROC曲线

2.4 宫颈癌患者癌组织和血清 miR-199a-5p相对表

达水平对患者3年总生存率的影响 根据宫颈癌患

者miR-199a-5p相对表达水平的均数将宫颈癌患者

分为组织高表达组(miR-199a-5p≥8.78,47例)、组织

低表达组(miR-199a-5p<8.78,53例)和血清高表达

组(miR-199a-5p≥10.45,55例)、血清低表达组(miR-
199a-5p<10.45,45例)。生存分析结果表明,宫颈癌

患者miR-199a-5p组织低表达者3年总生存率显著

高于组织高表达者(P=0.026),宫颈癌患者 miR-
199a-5p血清低表达者3年总生存率显著高于血清高

表达者(P=0.013)。见表3。
表3  miR-199a-5p水平对患者3年总生存率的

   影响[%(n/n)]

项目
3年总生存率

低表达 高表达

Log-rank检验

χ2 P

癌组织miR-199a-5p 81.13(43/53)61.70(29/47) 4.665 0.026

血清miR-199a-5p 82.22(37/45)60.00(33/55) 5.820 0.013

3 讨  论

  宫颈癌是全球女性发病率较高的癌症之一,2018
年有超过31万名女性死于宫颈癌,且90%来自发展

中国家[10]。近年来宫颈癌发病率逐渐升高,呈年轻化

趋势[11]。宫颈癌患者从宫颈上皮不典型增生到宫颈

癌可持续10年,该病不易被发现[12],因此迫切需要寻

找宫颈癌临床早期诊断和预后判断标志物。miRNA

作为人类肿瘤的新型诊断生物标志物和治疗靶点具

有重要作用。miR-199a参与调控多种肿瘤的疾病进

程,如肝癌[13]、黑色素瘤[14]、多发性骨髓瘤[15]和胃

癌[16]等,其中miR-199a-5p对宫颈癌细胞具有重要调

控作用[17]。

miR-199a-5p在宫颈癌患者癌组织和血清中的表

达以及临床意义尚未明确,因此本研究检测了宫颈癌

患者癌组织和癌旁组织 miR-199a-5p相对表达水平,
同时也检测了宫颈癌患者入院时和同期体检健康女

性血清miR-199a-5p相对表达水平。结果显示,宫颈

癌患者癌组织中 miR-199a-5p的相对表达水平明显

高于癌旁组织(P<0.05),宫颈癌组患者血清中 miR-
199a-5p的 相 对 表 达 水 平 明 显 高 于 对 照 组 (P <
0.05),表明miR-199a-5p在宫颈癌患者中表达上调。
研究发现,miR-199a-5p参与调控肿瘤细胞的增殖和

迁移:miR-199a-5p可通过靶向抑制p27表达加速细

胞周期,促进肿瘤细胞增殖和生长[18];miR-199a-5p
通过抑制皮肤鳞状细胞癌中E-钙黏着蛋白的表达诱

导细胞侵袭[19]。QU等[20]的研究发现,miR-199a-5p
能够促进宫颈癌细胞生长和转移,且其是通过诱导宫

颈癌细胞发生上皮-间充质转化(EMT),从而使细胞

具有迁移和侵袭能力。本研究进一步分析了宫颈癌

患者癌组织和血清中 miR-199a-5p相对表达水平与

宫颈癌患者临床特征的关系,结果显示,不同淋巴结

转移情况和FIGO分期的宫颈癌患者癌组织及血清

中miR-199a-5p的相对表达水平差异有统计学意义

(P<0.05),有淋巴结转移和FIGO分期更高的宫颈

癌患者 miR-199a-5p相 对 表 达 水 平 更 高。齐 海 亮

等[21]的研究发现,食管癌患者血浆中 miR-199a表达

下调,且其表达与有无淋巴结转移和肿瘤分期有关,
与本研究结果不同,可能与肿瘤类型不同有关。以上

研究表明miR-199a-5p与宫颈癌恶性程度紧密相关,
其高表达可能通过促进宫颈癌细胞发生EMT来参与

宫颈癌的进展,提示 miR-199a-5p可作为宫颈癌精准

治疗的另一潜在分子靶点。由于 miR-199a-5p在宫
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颈癌患者中表达上调,因此本研究采用ROC曲线分

析miR-199a-5p诊断宫颈癌的临床价值。结果发现,
癌组织或血清中miR-199a-5p诊断宫颈癌的AUC、灵
敏度、特异度均在0.7以上,提示 miR-199a-5p在诊

断宫颈癌方面具有较高的效能,可作为诊断宫颈癌的

指标。
宫颈癌发病机制复杂,中晚期和复发患者总体预

后较差,目前关于评估预后的指标尚不统一。本研究

分析治疗后3年,miR-199a-5p与宫颈癌患者总生存

率的关系,结果显示宫颈癌患者 miR-199a-5p组织低

表达者3年总生存率为81.13%,显著高于组织高表

达者的61.70%(P<0.05);宫颈癌患者 miR-199a-5p
血清低表达者3年总生存率为82.22%,显著高于血

清高表达者的60.00%(P<0.05)。这提示 miR-
199a-5p与宫颈癌患者预后有关,可作为宫颈癌患者

预后评估的生物标志物。
 

综上所述,miR-199a-5p在宫颈癌患者癌组织及

血清中表达均明显上调,且其相对表达水平高低与宫

颈癌有无淋巴结转移、FIGO分期及预后密切相关,可
能作为宫颈癌诊断、病情评估及预后判断的潜在生物

标志物。
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