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  摘 要:目的 分析口腔黏膜下纤维化(OSF)患者血清微小RNA(miR)-204和 miR-200b水平与临床疗

效的关系。方法 选取2021年12月至2022年12月在河北工程大学附属医院就诊的110例OSF患者作为研

究组,另选取50例同期体检健康者作为对照组。采用实时荧光定量PCR(qRT-PCR)法检测研究组及对照组血

清miR-204和miR-200b水平并进行比较。将研究组分为 miR-204高表达组、低表达组和 miR-200b高表达

组、低表达组;比较血清miR-204和miR-200b不同水平患者的临床疗效、转化生长因子β1(TGF-β1)、白细胞介

素-6(IL-6)、临床病理特征、视觉模拟评分(VAS),采用Spearman法和Pearson法分析血清 miR-204和 miR-
200b水平与研究组各指标的相关性。结果 研究组血清 miR-204和 miR-200b水平显著低于对照组,差异有

统计学意义(P<0.05)。miR-204、miR-200b高表达组患者临床疗效总有效率均为100.00%,分别高于 miR-
204、miR-200b低表达组临床疗效总有效率(86.79%、88.89%),差异有统计学意义(P<0.05)。单因素分析结

果表明,嚼槟榔、张口度≤28
 

mm、口腔黏膜病损面积>4
 

cm2、VAS评分>3分的 OSF患者血清 miR-204和

miR-200b水平显著低于不嚼槟榔、张口度>28
 

mm、口腔黏膜病损面积≤4
 

cm2、VAS评分≤3分的患者,差异

有统计学意义(P<0.05);miR-204、miR-200b高表达组TGF-β1和IL-6水平显著低于 miR-204、miR-200b低

表达组,差异有统计学意义(P<0.05);相关性分析结果表明,OSF患者血清miR-204和miR-200b水平与口腔

黏膜病损面积、VAS评分、TGF-β1、IL-6呈负相关(P<0.05),与张口度呈正相关(P<0.05)。结论 OSF患

者血清miR-204和miR-200b水平与临床疗效关系密切,血清 miR-204和 miR-200b水平升高,OSF患者临床

疗效较好。
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Abstract:Objective To

 

analyze
 

the
 

relationship
 

between
 

serum
 

microRNA
 

(miR)-204
 

and
 

miR-200b
 

lev-
els

 

and
 

clinical
 

efficacy
 

in
 

patients
 

with
 

oral
 

submucosal
 

fibrosis
 

(OSF).Methods A
 

total
 

of
 

110
 

patients
 

with
 

OSF
 

who
 

visited
 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

Hebei
 

Engineering
 

University
 

from
 

December
 

2021
 

to
 

December
 

2022
 

were
 

collected
 

as
 

the
 

study
 

group,another
 

50
 

healthy
 

people
 

who
 

underwent
 

physical
 

examination
 

during
 

the
 

same
 

period
 

were
 

collected
 

as
 

the
 

control
 

group.The
 

quantitative
 

real-time
 

PCR
 

(qRT-PCR)
 

method
 

was
 

ap-
plied

 

to
 

detect
 

and
 

compare
 

the
 

serum
 

levels
 

of
 

miR-204
 

and
 

miR-200b
 

in
 

the
 

study
 

group
 

and
 

the
 

control
 

group.The
 

study
 

group
 

was
 

divided
 

into
 

miR-204
 

high
 

expression
 

group
 

and
 

low
 

expression
 

group,and
 

miR-
200b

 

high
 

expression
 

group
 

and
 

low
 

expression
 

group.The
 

clinical
 

efficacy,transforming
 

growth
 

factor
 

β1
 

(TGF-β1),interleukin-6
 

(IL-6),clinical
 

pathological
 

features,and
 

visual
 

analogue
 

scale
 

(VAS)
 

of
 

patients
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with
 

different
 

levels
 

of
 

serum
 

miR-204
 

and
 

miR-200b
 

were
 

compared,and
 

Spearman
 

and
 

Pearson
 

methods
 

were
 

applied
 

to
 

analyze
 

the
 

correlation
 

between
 

serum
 

miR-204
 

and
 

miR-200b
 

levels
 

and
 

various
 

indicators
 

in
 

the
 

study
 

group.Results The
 

serum
 

level
 

of
 

miR-204
 

and
 

miR-200b
 

in
 

the
 

study
 

group
 

was
 

obviously
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

the
 

control
 

group,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

total
 

effective
 

rates
 

of
 

patients
 

in
 

the
 

high
 

expression
 

group
 

of
 

miR-204
 

and
 

the
 

high
 

expression
 

group
 

of
 

miR-200b
 

were
 

both
 

100.00%,which
 

were
 

higher
 

than
 

the
 

total
 

effective
 

rates
 

of
 

the
 

low
 

expression
 

group
 

of
 

miR-204
 

and
 

the
 

low
 

expression
 

group
 

of
 

miR-200b
 

(86.79%
 

and
 

88.89%)
 

respectively,and
 

the
 

differences
 

were
 

statisti-
cally

 

significant
 

(P<0.05).The
 

results
 

of
 

univariate
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

serum
 

levels
 

of
 

miR-204
 

and
 

miR-200b
 

in
 

OSF
 

patients
 

with
 

chewing
 

betel
 

nut,mouth
 

opening
 

degree
 

≤
 

28
 

mm,oral
 

mucosal
 

lesion
 

area>
4

 

cm2,and
 

VAS
 

score>3
 

points
 

were
 

obviously
 

lower
 

than
 

those
 

with
 

non
 

chewing
 

betel
 

nut,mouth
 

opening
 

degree>28
 

mm,oral
 

mucosal
 

lesion
 

area
 

≤
 

4
 

cm2,and
 

VAS
 

score
 

≤
 

3
 

points,and
 

the
 

differences
 

were
 

statis-
tically

 

significant
 

(P<0.05).The
 

levels
 

of
 

TGF-β1
 

and
 

IL-6
 

in
 

patients
 

with
 

high
 

expression
 

of
 

miR-204
 

and
 

miR-200b
 

were
 

obviously
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

patients
 

with
 

low
 

expression
 

of
 

miR-204
 

and
 

miR-200b,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

correlation
 

analysis
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

serum
 

levels
 

of
 

miR-204
 

and
 

miR-200b
 

in
 

patients
 

with
 

OSF
 

were
 

negatively
 

correlated
 

with
 

oral
 

mucosal
 

lesion
 

are-
a,VAS

 

score,TGF-β1,IL-6
 

(P<0.05),and
 

positively
 

correlated
 

with
 

mouth
 

opening
 

degree
 

(P<0.05).
Conclusion The

 

serum
 

levels
 

of
 

miR-204
 

and
 

miR-200b
 

in
 

patients
 

with
 

OSF
 

are
 

closely
 

related
 

to
 

clinical
 

ef-
ficacy,and

 

when
 

the
 

serum
 

levels
 

of
 

miR-204
 

and
 

miR-200b
 

increase,OSF
 

patients
 

have
 

better
 

clinical
 

efficacy.
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  口腔黏膜下纤维化(OSF)是一种慢性疾病,被认

为是口腔癌病变的前体,其病理特征主要包括慢性炎

症、口腔固有层或深结缔组织的局部炎症、肌肉退行

性改变等,会出现口干、疼痛、味觉障碍、吞咽困难等

症状,其发病率与地区、饮食、生活习惯密切相关,主
要致病因素有自身免疫、维生素B/C缺乏、铁缺乏、基
因突变等[1]。OSF是由结缔组织中的异常胶原蛋白

沉积引起的,在亚洲其主要危险因素是咀嚼槟榔;

OSF的恶性转化率较高,为1.20%~23.00%,其持

续时间和症状恶化程度与口腔癌进展直接相关[2]。
目前常用治疗OSF的方法有药物、物理和手术治疗。
微小RNA(miRNA)是一类高度保守的内源性非编码

RNA,长度约为22个碱基;作为基因表达调节因子,
其主要通过抑制靶基因的表达发挥作用[3]。miR-204
与许多生物过程有关,如癌症、炎症和脂质代谢等。

miR-204在肿瘤组织中的表达低于正常组织,能通过

调节几种不同分子的表达来抑制纤维原细胞的迁移,
从而发挥抑瘤功能[4]。miR-200家族包括 miR-200a、

miR-200b、miR-200c、miR-141和 miR-429,主要通过

抑制癌症中ZEB1、ZEB2
 

mRNA翻译来抑制上皮-间
充质转化;上皮-间充质转化是癌细胞的典型特征,能
促进肿瘤的发展和转移[5-6]。有研究表明,miR-200b
直接靶向ZEB2和Kindlin-2的3'非翻译区,从而抑制

口腔鳞状细胞的迁移和侵袭[6]。OSF是一种隐匿性

疾病,初期无症状,目前临床关于OSF的发病机制还

有待研究,且尚无早期预测 OSF的理想标志,因此,
本研究主要分析 OSF患者血清中 miR-204和 miR-
200b水平的变化,并探讨其与临床疗效的关系,旨在

为早期诊断OSF提供参考。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2021年12月至2022年12月

在河北工程大学附属医院就诊的110例OSF患者作

为研究组,其中男56例,女54例;年龄31~63岁,平
均(38.53±6.15)岁;体重指数(BMI)为20.51~
26.02

 

kg/m2,平均(23.15±2.46)kg/m2;病程1~4
年,平均(2.52±1.47)年,根据病理学分期[7]分为早

期(51例),中期(26例)和晚期(33例);另选取50例

同期体检健康者作为对照组,其中男27例,女23例;
年龄30~63岁,平 均(38.22±6.71)岁;BMI为

20.12~25.96
 

kg/m2,平均(23.25±2.43)kg/m2。
研究组与对照组一般资料比较,差异无统计学意义

(P>0.05),具有可比性。
纳入标准:(1)符合 OSF相关诊断标准[8],且临

床资料完整;(2)患者对研究内容知情且自愿参与研

究;(3)无其他口腔黏膜疾病;(4)未经任何OSF相关

治疗。排除标准:(1)全身系统性疾病史;(2)近期曾

接受抗菌药物或免疫抑制剂;(3)心脑血管疾病或肝

肾功能异常;(4)合并其他恶性肿瘤;(5)精神或心理
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方面疾病。本研究经医院伦理委员会审核批准。

1.2 方法

1.2.1 实时荧光定量 PCR(qRT-PCR)检测血清

miR-204和miR-200b水平 采集研究组和对照组空

腹静 脉 血 5
 

mL 置 于 真 空 采 血 管 中,在 -4
 

℃,

1
 

500×g条件下离心10
 

min,取上清液转移至-70
 

℃冰箱中保存,并在一周之内进行检测。采用TRIzol
试剂(北京雷根生物技术有限公司)提取血清中的总

RNA,使用分光光度计测定RNA的浓度和纯度,用
逆转录试剂盒(南京钟鼎生物技术有限公司)合成cD-
NA。以 U6作为内参,通过qRT-PCR检测特异性

miR-204和miR-200b的水平,循环条件为:40
 

℃,15
 

s;95
 

℃,30
 

s;60
 

℃,30
 

s;共72个循环。采用2-ΔΔCt

方法 计 算 miR-204 和 miR-200b 的 相 对 表 达 量。

qRT-PCR引物序列见表1。

表1  qRT-PCR引物序列

基因名称 正向引物5'-3' 反向引物5'-3'

miR-204 TGGTTTTTTTTTAAATTAAGTTAGTAAAGT ACAACCTACACAAAACAACCTATAATC

miR-200b GCTTCGGCAGCACATATACTAAAT CGCTTCAGCAATTTGCGTGTGAT

内参U6 CTCGCTTCGGCAGCACA AACGCTTCACGAATTTGCGT

1.2.2 观察指标及临床疗效标准、VAS评分 观察

指标:张口度,口腔黏膜病损面积,血清转化生长因子

β1(TGF-β1)、白细胞介素-6(IL-6)等。
临床疗效标准:参照《口腔黏膜病学》[9]制订临床

疗效标准,(1)显效为张口受限(上下中切牙切缘间距

离)改善>10
 

mm,口腔黏膜刺痛等症状明显减轻或

基本消失,症状积分减少≥80.00%;(2)有效为张口

受限改善≤10
 

mm,口腔黏膜刺痛部分减轻,症状积

分减少≥30.00%且<80.00%;(3)无效为原有症状

基本未改变或病症加重,症状积分减少<30.00%。
视觉模拟评分法(VAS):参考VAS评分标准[10]

对患者疼痛程度进行评估,分数为0~10分,分数越

高,疼痛越严重。

1.3 统计学处理 采用SPSS25.0统计学软件进行

数据分析,计数资料以例数或百分率表示,组间比较

采用χ2 检验,计量资料以x±s表示,两组间比较采

用t检验,多组间比较采用单因素方差分析;采用

Pearman法和pearson法分析血清 miR-204和 miR-
200b水平与OSF患者各指标的相关性。以P<0.05
为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 两组血清 miR-204和 miR-200b水平比较 研

究组血清 miR-204和 miR-200b水平显著低于对照

组,差异有统计学意义(P<0.05),见表2。

2.2 血清 miR-204和 miR-200b水平与临床疗效的

关系 以OSF患者血清miR-204(0.61)和 miR-200b
(0.54)水平的平均值作为分界值,将患者分为 miR-
204高表达组(57例)、低表达组(53例),miR-200b高

表达组(56例)、低表达组(54例)。比较血清 miR-
204和 miR-200b不同水平患者的临床疗效,结果表

明miR-204、miR-200b高表达组患者临床疗效总有效

率均为100.00%,高于 miR-204、miR-200b低表达组

患者临床疗效总有效率的86.79%、88.89%,差异有

统计学意义(P<0.05)。见表3。

2.3 血清 miR-204和 miR-200b的相对表达水平与

临床病理特征及VAS评分间的关系 OSF患者血清

中miR-204和miR-200b的相对表达水平与年龄、性
别、BMI、病程、是否吸烟以及病理学分期无关(P>
0.05);嚼槟榔、张口度≤28

 

mm、口腔黏膜病损面积

>4
 

cm2、VAS评分>3分的 OSF患者血清 miR-204
和miR-200b水平显著低于不嚼槟榔、张口 度>28

 

mm、口腔黏膜病损面积≤4
 

cm2、VAS评分≤3分的

患者,差异有统计学意义(P<0.05)。见表4。
表2  两组血清 miR-204和 miR-200b水平比较(x±s)

组别 n miR-204 miR-200b

研究组 110 0.61±0.16 0.54±0.17

对照组 50 1.01±0.25 0.97±0.24

t 12.185 12.967

P <0.001 <0.001

2.4 血清 miR-204和 miR-200b水平与 OSF患者

TGF-β1和IL-6比较 miR-204、miR-200b高表达组

患者TGF-β1和IL-6水平显著低于 miR-204、miR-
200b低表达组患者,差异有统计学意义(P<0.05)。
见表5。

2.5 血清miR-204和miR-200b水平与OSF指标相

关性分析 相关性分析结果显示,OSF患者血清

miR-204和miR-200b水平呈正相关(r=0.579,P<
0.05)。见 图1。OSF 患 者 血 清 miR-204和 miR-
200b水平与口腔黏膜病损面积、VAS评分、TGF-β1
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和IL-6水平呈负相关(P<0.05),与张口度呈正相关 (P<0.05)。见表6。

表3  血清 miR-204和 miR-200b不同水平患者的临床疗效比较[n(%)]

项目 miR-204高表达(n=57) miR-204低表达(n=53) miR-200b高表达(n=56) miR-200b低表达(n=54)

无效 0(0.00) 7(13.21) 0(0.00) 6(11.11)

有效 20(35.09) 26(49.06) 21(37.50) 26(48.15)

显效 37(64.91) 20(37.73) 35(62.50) 22(40.74)

临床疗效总有效率 57(100.00) 46(86.79) 56(100.00) 48(88.89)

χ2 8.040 6.581

P 0.005 0.010

表4  血清 miR-204和 miR-200b水平与临床病理特征及VAS评分间的关系(x±s)

项目 n miR-204 t/F P miR-200b t/F P

性别 0.318 0.751 0.917 0.361

 男 56 0.61±0.16 0.53±0.19

 女 54 0.62±0.17 0.56±0.15

年龄(岁) 0.328 0.744 0.898 0.371

 >38 57 0.63±0.15 0.53±0.16

 ≤38 53 0.59±0.17 0.56±0.19

病程(年) 1.578 0.117 1.688 0.094

 >2 60 0.59±0.13 0.52±0.15

 ≤2 50 0.64±0.20 0.57±0.16

BMI(kg/m2) 0.655 0.514 0.615 0.539

 >23 55 0.62±0.17 0.55±0.18

 ≤23 55 0.60±0.15 0.53±0.16

吸烟 0.327 0.744 1.730 0.086

 是 58 0.61±0.14 0.52±0.12

 否 52 0.62±0.18 0.57±0.18

嚼槟榔 2.856 0.005 3.701 <0.001

 是 60 0.57±0.14 0.49±0.15

 否 50 0.66±0.19 0.61±0.19

病理学分期 0.928 0.398 2.968 0.056

 早期 51 0.63±0.17 0.58±0.18

 中期 26 0.61±0.17 0.53±0.15

 晚期 33 0.58±0.15 0.49±0.16

张口度(mm) 2.218 0.029 2.157 0.033

 ≤28 61 0.58±0.16 0.51±0.16

 >28 49 0.65±0.17 0.58±0.18

口腔黏膜病损面积(cm2) 2.513 0.013 3.103 0.002

 >4 65 0.58±0.16 0.51±0.13

 ≤4 45 0.66±0.17 0.59±0.14

VAS评分(分) 2.285 0.024 2.387 0.019

 >3 57 0.58±0.14 0.50±0.16

 ≤3 53 0.65±0.18 0.59±0.19
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表5  血清 miR-204和 miR-200b水平与OSF患者TGF-β1和IL-6比较(x±s)

相关指标
miR-204

高表达(n=57) 低表达(n=53) t P

miR-200b

高表达(n=56) 低表达(n=54) t P

TGF-β1(μg/L) 8.72±2.75 13.92±3.87 8.167 <0.001 8.62±2.87 13.93±3.95 8.087 <0.001

IL-6(pg/mL) 9.71±3.21 15.35±4.65 7.447 <0.001 9.25±2.04 15.72±4.80 9.258 <0.001

图1  血清 miR-204和 miR-200b水平相关性

表6  血清 miR-204和 miR-200b水平与口腔黏膜病损

   面积、VAS评分、TGF-β1和IL-6水平的相关性

指标
血清miR-204

r P

血清miR-200b

r P

口腔黏膜病损面积 0.597 0.022 0.608 0.018

VAS评分 0.621 <0.001 0.667 <0.001

TGF-β1 0.753 <0.001 0.811 <0.001

IL-6 0.734 <0.001 0.856 <0.001

张口度 -0.558 0.028 -0.550 0.031

3 讨  论

OSF是一种慢性、隐匿和进行性的口腔黏膜疾

病,主要病理学特征为口腔黏膜下层纤维化及黏膜慢

性增生性炎症,常表现为口腔张开受限、吞咽困难,口
腔黏膜灼烧感等;其发病率较高,通常与长期接触烟

草、咀嚼槟榔有关[11]。近年来 OSF癌变率呈上升趋

势,OSF极大地影响了患者的生活质量。miRNA是

一类调节基因表达的短链非编码RNA,能参与多种

生物过程,如发育、分化、增殖、细胞代谢等。

有研究表明,miR-204能调节口腔鳞状细胞癌相

关成纤维细胞(CAF)相关分子的表达,降低CAF的

迁移和胶原蛋白收缩能力,miR-204在成纤维细胞中

的表达能抑制邻近口腔鳞状细胞癌细胞的侵袭和迁

移[4]。华永晴等[12]表明miR-204-5p在癌细胞中水平

下调,与患者临床分期和不良预后相关,miR-204-5p
能有效抑制口腔鳞状细胞癌的发展和转移,可促使癌

细胞凋亡,作为一种抑癌基因发挥作用。舌鳞状细胞

癌细胞的 miR-204-5p水平显著低于正常口腔上皮细

胞和癌旁组织,miR-204-5p水平上调会降低细胞增

殖、侵袭和转移能力,对癌细胞具有显著抑制效果[13]。
罗德艳等[14]表明miR-204过表达能抑制迁移率组蛋

白A2水平,促进癌细胞凋亡,对喉鳞状细胞癌的发展

和迁移具有抑制作用,可能成为一种新的抑癌基因。

miR-200家族通过阻止转录阻遏因子ZEB1和

ZEB2的表达在指定上皮表型中起主要作用,其中

miR-200b的缺失会导致胶原蛋白收缩和迁移能力增

强,miR-200b下调能靶向调节ZEB2和肌成纤维细胞

因子,从而促进槟榔相关 OSF的发病机制[15]。秦润

禾等[16]研究表明,心肌纤维化组织中 miR-200b水平

显著低于正常组织,miR-200b水平升高会使DNA甲

基化转移酶3A下调从而调节心肌成纤维细胞表达,
可达到改善心肌纤维化的目的。

本研究对110例OSF患者和50例同期体检健康

者的血清miR-204和 miR-200b水平进行比较,结果

表明OSF患者血清 miR-204和 miR-200b水平显著

高于健康者,且 miR-204、miR-200b高表达组患者的

临床疗效总有效率显著高于miR-204、miR-200b低表

达组患者,提示miR-204和miR-200b水平升高,OSF
患者的临床疗效较好。OSF患者血清中 miR-204和

miR-200b水平与病程、是否吸烟及病理学分期无关

(P>0.05);其原因可能是吸烟对机体的影响是个长

期慢性的过程,且不同个体吸烟时间存在差异导致。
此外OSF是一种慢性疾病,而本研究样本量较少,且
未研究miR-204和 miR-200b的动态水平,因此可能

导致 结 果 存 在 偏 倚,后 续 还 需 进 一 步 分 析。LEE
等[17]表明 miR-204通过抑制上皮-间充质转化因子

ZEB1阻碍肌成纤维细胞的激活,从而防止 OSF恶

化[18]。LIAO等[15]表明 miR-200b过表达促使上皮-
间充质转化转录因子ZEB2表达下调,导致肌成纤维

细胞活性降低,从而抑制癌前 OSF发病机制。本研

究中,咀嚼槟榔、张口度≤28
 

mm、口腔黏膜病损面积

>4
 

cm2、VAS评分>3分的 OSF患者血清 miR-204
和miR-200b水平显著低于不嚼槟榔、张口度>28

 

mm、口腔黏膜病损面积≤4
 

cm2、VAS评分≤3分的

患者(P<0.05)。OSF患者血清 miR-204和 miR-
200b水平与口腔黏膜病损面积、VAS评分、TGF-β1
和IL-6水平呈负相关,与张口度呈正相关,说明血清

miR-204和 miR-200b水平变化可能会影响 OSF患
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者相关临床指标。
综上所述,OSF患者血清 miR-204和 miR-200b

水平与临床疗效关系密切,OSF患者血清miR-204和

miR-200b水平呈低表达,TGF-β1和IL-6分泌增加,
此时OSF患者临床疗效较差,口腔黏膜病损面积和

VAS评分增大,患者张口度减小,推测血清 miR-204
和miR-200b水平可用于预测OSF患者的临床疗效。
本研究选择检测血清指标可能会较早评估患者临床

疗效,从而在早期采取预防和治疗措施,但目前临床

诊断OSF主要依靠病理活检,对血清指标检测研究

较少,且其影响OSF进展的具体机制尚不清楚,实验

结果可能有所偏差,后续将通过动物实验或细胞实验

对本研究结果进行验证,旨在提供更科学的依据。
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