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  摘 要:目的 探 讨 膀 胱 癌 患 者 血 清 miR-124、miR-320a水 平 与 临 床 病 理 特 征 及 生 存 预 后 的 关 系。
方法 将该院2018年2月至2020年2月收治的100例膀胱癌患者纳入研究作为研究组,另选取100例同期体

检的健康志愿者作为对照组。采用实时荧光定量PCR(qPCR)检测血清miR-124和miR-320a水平。比较研究

组和对照组血清miR-124和miR-320a水平。对膀胱癌患者随访3年,记录生存情况。采用受试者工作特征

(ROC)曲线评估血清miR-124和miR-320a水平对膀胱癌患者生存预后的评估价值。采用Spearman法分析

膀胱癌患者血清miR-124和 miR-320a水平高低的相关性。采用Kaplan-Meier法分析血清 miR-124和 miR-
320a水平与患者生存预后的关系。采用多因素Cox回归分析膀胱癌患者生存预后的影响因素。结果 研究组

血清miR-124和miR-320a水平低于对照组(P<0.05)。ROC曲线分析显示,血清 miR-124和 miR-320a联合

检测评估膀胱癌患者生存预后的曲线下面积(AUC)大于单独检测(P<0.05)。Spearman相关性分析显示,膀

胱癌患者血清miR-124和miR-320a水平高低呈正相关(r=0.432,P<0.05)。TNM 分期为Ta+T1 期、肿瘤

最大径≤3
 

cm、淋巴结未转移的膀胱癌患者血清miR-124和miR-320a高水平比例分别高于TNM分期为T2~
T4 期、肿瘤最大径>3

 

cm、淋巴结转移患者(P<0.05)。Kaplan-Meier法分析表明,miR-124高水平患者3年

累积生存率高于miR-124低水平患者;miR-320a高水平患者3年累积生存率高于 miR-320a低水平患者(P<
0.05)。多因素Cox回归分析表明,miR-124、miR-320a、TNM分期、淋巴结转移是膀胱癌患者生存预后的影响

因素(P<0.05)。结论 血清miR-124和miR-320a水平在膀胱癌患者中下调,二者联合检测对评估膀胱癌生

存预后有重要价值。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

relationship
 

between
 

serum
 

miR-124
 

and
 

miR-320a
 

levels
 

and
 

clin-
icopathological

 

features
 

and
 

survival
 

prognosis
 

in
 

patients
 

with
 

bladder
 

cancer.Methods A
 

total
 

of
 

100
 

pa-
tients

 

with
 

bladder
 

cancer
 

admitted
 

to
 

the
 

hospital
 

from
 

February
 

2018
 

to
 

February
 

2020
 

were
 

enrolled
 

in
 

the
 

study
 

as
 

the
 

study
 

group,and
 

100
 

healthy
 

volunteers
 

who
 

underwent
 

physical
 

examination
 

during
 

the
 

same
 

pe-
riod

 

were
 

enrolled
 

as
 

the
 

control
 

group.The
 

serum
 

levels
 

of
 

miR-124
 

and
 

miR-320a
 

were
 

detected
 

by
 

real-time
 

fluorescent
 

quantitative
 

PCR(qPCR).The
 

serum
 

levels
 

of
 

miR-124
 

and
 

miR-320a
 

were
 

compared
 

between
 

the
 

study
 

group
 

and
 

the
 

control
 

group.The
 

patients
 

with
 

bladder
 

cancer
 

were
 

followed
 

up
 

for
 

3
 

years,and
 

their
 

states
 

of
 

survival
 

was
 

recorded.The
 

receiver
 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve
 

was
 

used
 

to
 

evaluate
 

the
 

value
 

of
 

serum
 

miR-124
 

and
 

miR-320a
 

levels
 

in
 

evaluating
 

the
 

survival
 

prognosis
 

of
 

patients
 

with
 

bladder
 

cancer.Spearman
 

correlation
 

analysis
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

correlation
 

between
 

serum
 

miR-124
 

and
 

miR-
320a

 

levels(high
 

or
 

low)
 

in
 

patients
 

with
 

bladder
 

cancer.Kaplan-Meier
 

method
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

rela-
tionship

 

between
 

serum
 

miR-124
 

and
 

miR-320a
 

levels
 

and
 

the
 

survival
 

prognosis
 

of
 

patients.Multivariate
 

Cox
 

regression
 

analysis
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

influencing
 

factors
 

of
 

survival
 

prognosis
 

of
 

patients
 

with
 

bladder
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cancer.Results The
 

serum
 

levels
 

of
 

miR-124
 

and
 

miR-320a
 

in
 

the
 

study
 

group
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05).ROC
 

curve
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

area
 

under
 

the
 

curve
 

(AUC)
 

of
 

combined
 

de-
tection

 

of
 

serum
 

miR-124
 

and
 

miR-320a
 

in
 

predicting
 

the
 

survival
 

prognosis
 

of
 

patients
 

with
 

bladder
 

cancer
 

was
 

larger
 

than
 

that
 

of
 

single
 

detection
 

(P<0.05).Spearman
 

correlation
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

levels
 

of
 

se-
rum

 

miR-124
 

and
 

miR-320a
 

in
 

patients
 

with
 

bladder
 

cancer
 

were
 

positively
 

correlated
 

(r=0.432,P<0.05).
The

 

proportion
 

of
 

high
 

levels
 

of
 

serum
 

miR-124
 

and
 

miR-320a
 

in
 

bladder
 

cancer
 

patients
 

with
 

TNM
 

stage
 

Ta+T1,maximum
 

diameter
 

of
 

tumor
 

≤3
 

cm,and
 

no
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

was
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

patients
 

with
 

TNM
 

stage
 

T2+T4,maximum
 

diameter
 

of
 

tumor
 

>3
 

cm,and
 

lymph
 

node
 

metastasis,respectively
 

(P<
0.05).Kaplan-Meier

 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

3-year
 

cumulative
 

survival
 

rates
 

of
 

patients
 

with
 

high
 

level
 

of
 

miR-124
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

patients
 

with
 

low
 

level
 

of
 

miR-124.The
 

3-year
 

cumulative
 

survival
 

rates
 

of
 

patients
 

with
 

high
 

miR-320a
 

level
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

patients
 

with
 

low
 

miR-320a
 

level
 

(P<0.05).
Multivariate

 

Cox
 

regression
 

analysis
 

showed
 

that
 

miR-124,miR-320a,TNM
 

stage
 

and
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

were
 

the
 

influencing
 

factors
 

for
 

the
 

survival
 

and
 

prognosis
 

of
 

patients
 

with
 

bladder
 

cancer
 

(P<0.05).Conclusion 
The

 

levels
 

of
 

serum
 

miR-124
 

and
 

miR-320a
 

are
 

down-regulated
 

in
 

patients
 

with
 

bladder
 

cancer,and
 

the
 

combined
 

de-
tection

 

of
 

the
 

two
 

has
 

important
 

value
 

in
 

evaluating
 

the
 

survival
 

and
 

prognosis
 

of
 

bladder
 

cancer.
Key

 

words:bladder
 

cancer; miR-124; miR-320a; prognosis

  膀胱癌是最常见的泌尿系统恶性肿瘤,在发展中

国家/地区病死率较高,主要症状为镜下血尿或肉眼

血尿,复发率较高[1]。微小RNA(miRNA)的相互作

用是机体的一种自我调节机制,在癌症发展过程中具

有重要 作 用,能 影 响 细 胞 的 增 殖、分 化 和 凋 亡[2]。
miR-124主要存在于大脑中,能参与神经系统内神经

元发育、神经传递等,调节骨髓细胞活性,在癌组织中

水平较低,能抑制癌细胞的迁移和侵袭[3]。曾有研究

表明,miR-124能通过调节DNA甲基转移酶抑制膀

胱癌的迁移和侵袭[4]。miR-124在膀胱癌、胃癌等癌

组织中下调,可作为膀胱癌、胃癌等癌症进展的肿瘤

抑制因子[5]。miR-320a在乳腺癌、前列腺癌等癌症中

常表现为下调,其与肿瘤分期有关,miR-320a缺失会

导致肿瘤相关促进因子被激活,从而促进癌细胞发展

和侵袭[6]。曾有研究表明,与正常膀胱细胞相比,
miR-320a在膀胱癌细胞中下调,其过表达能抑制膀胱

癌侵袭[7-8]。膀胱癌细胞中 miR-124下调,miR-124
能通过抑制STAT3表达减少肿瘤生长[9]。miR-124-
3p能靶向抑制内皮素受体B型表达来调节膀胱癌细

胞的增殖和凋亡[10]。miR-124[11]、miR-320a[7]可通过

调节FOXQ1影响膀胱癌的进展,但二者是否与膀胱

癌患者生存预后有关尚不明确,而且目前关于 miR-
124、miR-320a联合评估膀胱癌生存预后的研究相对

较少。因此,本研究主要分析膀胱癌患者血清 miR-
124和miR-320a水平变化,并探讨其在膀胱癌患者生

存预后评估中的价值。
1 资料与方法

1.1 一般资料 将本院2018年2月至2020年2月

收治的100例膀胱癌患者纳入研究作为研究组,男64
例、女36例,年龄34~75岁、平均(62.16±8.74)岁。
纳入标准:(1)经病理检查确诊,符合膀胱癌诊断标

准[12];(2)患者临床资料完整;(3)未进行过放疗、化疗

等抗肿瘤治疗;(4)随访资料完整。排除标准:(1)合
并其他部位肿瘤;(2)其他脏器功能严重损伤;(3)具
有血液或免疫系统疾病;(4)近期接受过激素治疗;
(5)有急性泌尿系统感染。参照国际抗癌协会TNM
分期标准[13],将患者分为 Ta+T1 期41例、T2~T4
期59例。另外,选取100例同期体检健康者作为对

照组,男 60 例、女 40 例,年 龄 35~73 岁、平 均

(62.58±9.21)岁。研究组与对照组一般资料比较差

异无统计学意义(P>0.05)。纳入研究者对本研究知

情同意并签署知情同意书。本研究经本院医学伦理

委员会审核通过。
1.2 方法

1.2.1 实时荧光定量PCR(qPCR)检测血清 miR-
124和 miR-320a水平 收集研究组入院时及对照组

体检时采集的空腹外周静脉血标本,采用RN4601型

血清RNA快速提取试剂盒(北京艾德莱生物)提取血

清总RNA,再使用miRcute
 

miRNA第1链cDNA合

成试剂盒(德国 Qiagen公司)得到cDNA。以 U6作

为内参,引物经设计软件设计后由上海真固生物科技

有限公司合成。PCR反应条件:95
 

℃
 

5
 

min,95
 

℃
 

30
 

s、60
 

℃
 

30
 

s、72
 

℃
 

10
 

s,共40个循环。采用2-ΔΔCt法

计算miR-124和 miR-320a的相对表达水平(下称水

平)。引物序列见表1。
1.2.2 随访 对研究组的膀胱癌患者以电话或门诊

复查方式进行为期3年随访,随访截止时间为2023
年2月,记录患者生存状况,计算生存率。
1.3 统计学处理 采用SPSS25.0统计软件进行数

据处理。计数资料以频数或百分率表示,组间比较选

用χ2 检验。计量资料以x±s表示,2组间比较采用

独立样本t检验。采用受试者工作特征(ROC)曲线
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评估血清miR-124和miR-320a水平对膀胱癌患者生

存预后的评估价值。采用Spearman相关分析膀胱癌

患者血清 miR-124和 miR-320a水平高低的相关性。
采用Kaplan-Meier法分析血清miR-124和miR-320a

水平与患者生存预后的关系,多因素Cox回归分析膀

胱癌患者生存预后的影响因素。P<0.05为差异有

统计学意义。

表1  miR-124、miR-320a
 

qPCR检测的引物序列(5'-3')

目的基因 正向引物 反向引物

miR-124 GCTAAGGCACGCGGTG GTGCAGGGTCCGAGGT

miR-320a GTTGGATCCGGCGTTTCCTTCCGACATG GCTGAATTCGTCCACTGCGGCTGTTCC

内参U6 CTCGCTTCGGCAGCACATATACT ACGCTTCACGAATTTGCGTGTC

2 结  果

2.1 两组血清 miR-124和 miR-320a水平比较 研

究组血清 miR-124、miR-320a水平低于对照组,差异

有统计学意义(P<0.05),见图1。
2.2 不同生存预后的膀胱癌患者血清 miR-124、
miR-320a水平比较 对研究组的膀胱癌患者随访36
个月后(无失访患者),共死亡27例(死亡组),生存73
例(生存组)。对不同生存预后的患者血清 miR-124
和 miR-320a水平进行比较,生存组血清 miR-124、
miR-320a水平高于死亡组,差异有统计学意义(P<
0.05)。见图2。

2.3 miR-124和 miR-320a用于评估膀胱癌患者生

存预后的价值 ROC曲线分析显示,miR-124评估膀

胱癌患者生存预后的AUC为0.823,截断值为0.46,
灵敏度为97.00%,特异度为69.86%;miR-320a评估

膀胱癌患者生存预后的 AUC为0.785,截断值为

0.40,灵敏度为88.89%,特异度为60.27%;二者联

合评估的AUC为0.880,灵敏度为92.57%,特异度

为 73.97%。联 合 评 估 的 效 能 优 于 单 一 指 标

(ZmiR-124
 

vs.
 

联合 =2.087,P =0.037;ZmiR-320a
 

vs.
 

联合 =
2.489,P=0.013)。见表2、图3。

  注:与对照组比较,*P<0.05。

图1  两组血清 miR-124、miR-320a水平比较

  注:与死亡组比较,*P<0.05。

图2  生存组和死亡组患者血清 miR-124、miR-320a水平比较
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表2  血清 miR-124和 miR-320a水平用于膀胱癌患者生存预后评估的价值

项目 AUC 95%CI P 截断值 灵敏度(%) 特异度(%)

miR-124 0.823 0.734~0.892 <0.001 0.46 97.00 69.86

miR-320a 0.785 0.691~0.861 <0.001 0.40 88.89 60.27

联合检测 0.880 0.799~0.936 <0.001 - 92.57 73.97

  注:-表示该项无数据。

图3  血清 miR-124、miR-320a水平用于评估膀胱癌

患者生存预后的ROC曲线分析

2.4 血清 miR-124和 miR-320a水平的相关性分析

 以ROC曲线分析中获得的 miR-124、miR-320a截

断值(0.46、0.40)的作为分界值,分别将膀胱癌患者

分为miR-124高水平(43例)、低水平(57例),miR-
320a高水平(45例)、低水平(55例)。由Spearman
相关性分析可知,膀胱癌患者血清 miR-124水平高低

和 miR-320a水 平 高 低 呈 正 相 关(r=0.432,P<
0.05)。见表3。

表3  miR-124和 miR-320a水平高低的相关性

项目
miR-320a
高水平

miR-320a
低水平

合计

miR-124高水平 30 13 43

miR-124低水平 15 42 57

合计 45 55 100

2.5 血清 miR-124和 miR-320a水平与临床病理特

征的关系 膀胱癌患者血清 miR-124和 miR-320a水

平与性别、年龄以及是否吸烟无关(P>0.05)。TNM
分期为Ta+T1 期、肿瘤最大径≤3

 

cm、淋巴结未转移

的膀胱癌患者血清miR-124和miR-320a高水平比例

分别高于 TNM 分期为 T2~T4 期、肿瘤最大径>3
 

cm、淋巴结转移患者(P<0.05)。见表4。

表4  血清 miR-124和 miR-320a水平与临床病理特征的关系[n(%)]

项目 n
miR-124

高水平(n=43) 低水平(n=57) χ2 P

miR-320a

高水平(n=45) 低水平(n=55) χ2 P

性别 1.089 0.297 2.532 0.112

 男 64 30(46.88) 34(53.12) 25(39.06) 39(60.94)

 女 36 13(36.11) 23(63.89) 20(55.56) 16(44.44)

年龄 0.823 0.364 2.694 0.101

 >65岁 60 28(46.67) 32(53.33) 23(38.33) 37(61.67)

 ≤65岁 40 15(37.50) 25(62.50) 22(55.00) 18(45.00)

吸烟 2.942 0.086 1.876 0.171

 是 65 32(49.23) 33(50.77) 26(40.00) 39(60.00)

 否 35 11(31.43) 24(68.57) 19(54.29) 16(45.71)

TNM分期 25.808 <0.001 26.307 <0.001

 Ta+T1 41 30(73.17) 11(26.83) 31(75.61) 10(24.39)

 T2~T4 59 13(22.03) 46(77.97) 14(23.73) 45(76.27)

肿瘤最大径 7.681 0.006 13.584 <0.001

 >3
 

cm 62 20(32.26) 42(67.74) 19(30.65) 43(69.35)

 ≤3
 

cm 38 23(60.53) 15(39.47) 26(68.42) 12(31.58)

淋巴结转移 17.074 <0.001 13.580 <0.001

 是 47 10(21.28) 37(78.72) 12(25.53) 35(74.47)

 否 53 33(62.26) 20(37.74) 33(62.26) 20(37.74)
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2.6 血清 miR-124和 miR-320a水平与膀胱癌患者

生存预后的关系 100例膀胱癌患者3年总生存率为

73.00%(73/100)。miR-320a高水平患者3年总生存

率为88.89%(40/45),miR-320a低水平患者3年总

生存率为60.00%(33/55);miR-124高水平患者3年

总生存率为88.37%(38/43),miR-124低水平患者3
年总生存率为61.40%(35/57)。Kaplan-Meier法分

析显示,miR-124高水平患者3年累积生存率高于

miR-124低 水 平 患 者(Log-rank
 

χ2=9.314,P <
0.05);miR-320a高水平患者3年累积生存率高于

miR-320a低水平患者(Log
 

rank
 

χ2=10.827,P<
0.05)。见图4、5。
2.7 多因素Cox回归分析膀胱癌患者生存预后的影

响因素 以血清miR-124水平(低水平=0,高水平=
1)、miR-320a(低水平=0,高水平=1)、TNM分期(Ta
+T1=0,T2~T4=1)、淋巴结是否转移(是=0,否=

1)、肿瘤最大径(≤3
 

cm=0,>3
 

cm 赋值1)为自变

量,以患者生存预后(生存=0,死亡=1)为因变量,进
行Cox回 归 分 析,结 果 显 示,miR-124、miR-320a、
TNM分期、淋巴结转移是膀胱癌患者生存预后的影

响因素(P<0.05)。见表5。

图4  血清 miR-124水平高低与膀胱癌患者3年累积

生存率的关系

表5  膀胱癌患者生存预后影响因素分析

影响因素 β SE Wald
 

χ2 P HR 95%CI

miR-124 -1.123 0.382 8.657 0.003 0.325 0.154~0.687

miR-320a -2.145 0.798 7.229 0.007 0.117 0.024~0.560

TNM分期 0.195 0.058 11.274 <0.001 1.215 1.084~1.361

淋巴结转移 1.050 0.301 12.172 <0.001 2.858 1.584~5.156

肿瘤最大径 0.248 0.427 0.338 0.561 1.282 0.555~2.960

图5  血清 miR-320a水平与膀胱癌患者3年累积

生存率的关系

3 讨  论

  膀胱癌是常见的恶性肿瘤之一,吸烟是其主要危

险因素,此外多种致癌物的暴露也是其发病的危险因

素,对膀胱癌高危人群针对性地进行筛查可能会降低

其病死率[13]。膀胱癌的发病机制复杂,涉及基因表

达、蛋白功能障碍及多种信号通路,但具体的作用机

制尚 不 明 确[14]。miRNA 能 与 mRNA 结 合,调 节

mRNA的翻译和转录,从而控制基因的表达,miRNA
与肿瘤关系密切,能参与前列腺癌、肺癌等肿瘤细胞

侵袭和转移[15-16],可作为肿瘤抑制因子或癌基因在机

体内发挥作用[17]。因此,miRNA对膀胱癌的作用逐

渐受到重视。
有研究表明,miR-320a在乳腺癌、结肠癌、膀胱癌

等癌细胞系和组织中显著下调[18]。ZHANG等[19]报

道,miR-124在膀胱癌癌细胞系和组织中表达水平明

显较正常细胞/组织低,提高 miR-124表达水平能抑

制膀胱癌细胞的增殖 和 发 展,促 使 其 凋 亡。CAO
等[20]报道,miR-124在膀胱癌细胞中呈低表达,其过

表达能抑制癌细胞活力,可能作为治疗膀胱癌的靶向

位点。在 本 研 究 中,膀 胱 癌 患 者 血 清 miR-124和

miR-320a水平低于健康志愿者,Spearman分析显示,
膀胱癌患者血清中miR-124和miR-320a水平高低呈

正相关,提示 miR-124和 miR-320a可能通过某种相

互的正反馈机制抑制膀胱癌的发生。

ROC曲线分析表明,血清 miR-124和 miR-320a
联合检测评估膀胱癌患者生存预后的效能优于单一

指标,而且TNM 分期为Ta+T1 期、肿瘤最大径≤3
 

cm、淋巴结未转移的膀胱癌患者血清 miR-124和

miR-320a高水平比例分别显著高于 TNM 分期为

T2~T4 期、肿瘤最大径>3
 

cm、淋巴结转移患者,提
示miR-124和miR-320a与膀胱癌患者临床病理特征

及生存预后有关。承丽萍等[21]报道,胃癌组织中
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miR-320a水平明显低于癌旁组织,miR-320a水平与

淋巴结转移、肿瘤最大径有关,与本研究结果具有一

致性。本研究多因素Cox回归分析显示,miR-124、
miR-320a、TNM分期、淋巴结转移是膀胱癌患者生存

预后的影响因素,而且 Kaplan-Meier法分析表明,
miR-124、miR-320a高水平患者3年累积生存率高于

miR-124、miR-320a低水平患者,这与王适等[22]和董

奇观等[23]的研究结果一致,提示血清 miR-124、miR-
320a对膀胱癌患者生存预后具有一定的评估价值,可
作为评估膀胱癌患者生存预后的参考指标。

综上所 述,膀 胱 癌 患 者 血 清 miR-124和 miR-
320a呈低水平,与TNM分期、肿瘤最大径、淋巴结转

移有关,miR-124和 miR-320a联合检测对评估患者

生存预后具有重要价值。但是,本研究尚存在不足之

处,如纳入的样本例数较少,样本范围单一等,而且关

于miR-124、miR-320a影响膀胱癌的具体机制的研究

较为缺乏,后续会采用多中心大样本试验,对本研究

结果进行验证。
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