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摘   要 目的：检测直肠癌组织中差异表达的 microRNA（miRNA），并分析其与预后因子的关系。

方法：选 20 例直肠癌患者手术所得癌组织标本与癌旁组织，用 q-PCR 方法筛选在癌组织与癌旁组织

中有差异表达的 miRNA 以及相关的预后因子。

结 果： 筛 选 得 到 26 个 在 直 肠 癌 组 织 中 有 差 异 表 达 的 miRNA， 其 中 15 个 miRNA 表 达 上 调，11 个

表 达 下 调。 相 关 分 析 显 示， 下 调 的 miR-4770、miR-4790-5p 与 CK20 表 达 呈 负 相 关； 上 调 的 miR-
182、miR-125a-5p、miR-126 与 p53 表 达 呈 正 相 关、miR-143 和 k-ras 呈 负 相 关、miR-9 与 vilin 基

因呈负相关（均 P<0.05）。

结论：直肠癌组织中差异表达的 miRNA 与预后因子密切相关，可作为直肠癌诊断或预后判断的生物

标记。                                                                            [ 中国普通外科杂志 , 2014, 23(10):1437-1439]
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微 小 RNA（microRNA，miRNA） 是 长 度

约 19~25 个 核 苷 酸 的 高 度 保 守 的 小 片 段 非 编 码

RNA，能够与靶 mRNA 的 3' 非转录区区碱基不完

全或完全配对，并在转录后水平通过降解靶 mRNA

或抑制翻译过程而发挥负调控基因表达的过程 [1]，

与细胞的分化、增殖、凋亡密切相关 [2]。直肠癌是

我国危害极大的恶性肿瘤之一，发病率高且呈现出

居 高 不 下 的 趋 势。 同 时， 有 研 究 [3-5] 表 明 miRNA

对直肠癌疾病的发生起着重要的影响。本研究通过

筛选直肠癌组织与癌旁正常组织中具有表达差异的

miRNA，并分析筛选出的 miRNA 与直肠癌患者预

后基因的关系，以期为肠癌肿瘤诊断和预后评价标

志物提供依据。

1　材料与方法

1.1  材料

本 研 究 所 收 集 的 标 本 取 自 于 2012 年 9 月 —

2013 年 9 月潍坊市市立医院普通外科直肠癌切除

手术的 20 例患者。取手术中癌组织和癌旁组织作

为标本。所有患者经手术病理诊断证实为直肠癌，

术 前 均 未 接 受 化 疗、 放 疗 及 其 关 于 对 肿 瘤 的 特 殊

治 疗。 术 中 切 除 原 发 灶 后 即 刻 取 癌 组 织， 所 取 癌

旁组织距离肿瘤边缘相距至少 2 cm。收集均征得

患者本人的知情同意。其中男 12 例，女 8 例。临

床病理分期诊断分为 I~IV 期。其中 I 期患者 1 例，

II 期患者 8 例，III 期患者 10 例，IV 期患者 1 例。

检 测 所 用 的 试 剂 盒 及 芯 片 购 自 广 州 复 能 基 因 有 限

公司。

1.2  方法

使用 TRIzol 常规方法抽提组织中 RNA，采用

琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 判 断 RNA 完 整 性， 根 据 A260/A280

判断 RNA 纯度，只有 28 S/18 S ≥ 2.0 且 A260/A280

为 1.9~2.1 为 合 格 RNA。miRNA 的 cDNA 合 成 采

用 特 异 性 茎 环 引 物， 反 转 录 相 关 操 作 按 照 试 剂 盒

说明书操作。q-PCR 严格按试剂盒操作说明进行，

PCR 反应条件：95 ℃变 10 min，95 ℃变性 15 s，

60 ℃退火和延伸 60 s，共 40 个循环。检测 20 对

组织中全基因组芯片上差异表达的 miRNA，并检

测 所 筛 选 的 miRNA 与 直 肠 癌 预 后 相 关 的 指 标 血

管 内 皮 生 长 因 子（VEGF） [6-7]、 细 胞 角 蛋 白 20
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（CK20） [8]、p53[9]、k-ras[10]、vilin 的关系，获得

数据为反应结束后计算后的各反应管内的 Ct 值，

2-ΔΔCt 计算相对表达量差异表达倍数。采用 U6 做

参 考 基 因，ΔCt ＝ Ctgene-CtU6，ΔΔCt=ΔCt（ 瘤

组织）-ΔCt（正常组织）。

1.3  统计学处理

应 用 dchip 软 件 分 析 不 同 样 本 和 不 同 miRNA

之 间 的 聚 集 性 [11]。 实 时 荧 光 定 量 PCR 检 测 结 果

采 用 SPSS 19.0 软 件 分 析， 数 据 以 均 数 ± 标 准 差

（x±s）表示，在差值数据符合正态分布下组间比

较 采 用 配 对 t 检 验，miRNA 与 临 床 指 标 间 的 相 关

分析采用 Spearman 秩相关分析。

2　结　果

2.1  基因芯片结果筛选及聚类分析

根据 20 例直肠癌患者检测结果数据进行分析。

在 P<0.05 的条件下，共筛选出 96 个直肠癌组织特

异 性 表 达 的 miRNA，其 中 29 个 miRNA 在 患 者 癌

组织表达上调，67 个 miRNA 表达下调。进一步提

高筛选条件，从 96 个基因中选择 26 个相对定量变

化 >1.6 倍且 P<0.01 的条件的 miRNA，其中 15 个

miRNA 表 达 上 调，11 个 表 达 下 调。配 对 t 检 验 结

果 表 明，26 个 miRNA 中， 以 miR-1、miR-145、

miR-4799-5p、miR-4790-5p 在 癌 组 织 与 癌 旁 组 织

中的差异最大（表 1-2）。

采 用 dchip 软 件 进 行 聚 类 分 析， 聚 类

分 析 的 结 果 表 明，miRNA 可 以 分 为 三 大

类 ， h s a - m i R - 1 4 3 、 h s a - m i R - 9 9 a 、 h s a -
m i R - 9 9 b 、h s a - m i R - 3 6 3 为 一 大 类 ；h s a -
miR-4510、hsa-miR-22* 等 其 余 11 个 基 因 在 瘤

组 织 中 的 相 对 表 达 量 变 化 相 似； 其 余 为 第 三 类

（图 1）。同时，20 名患者中，8 个属于临床 II 期

直 肠 癌 患 者 的 基 因 相 对 表 达 量 总 体 差 异 最 小。所

有 个 体 距 离 较 近，说 明 患 者 基 因 检 测 水 平 离 散 度

很小。

2.2  差异表达的 miRNA 与预后因子的关系

VEGF、CK20、p53、k-ras、vilin 在癌组织与

癌旁组织表达的检测数据如下（表 3）。 

相 关 分 析 显 示， 下 调 的 miR-4770、miR-
4790-5p 与 CK20 呈 负 相 关； 上 调 的 miR-182、

miR-125a-5p、miR-126 与 p53 表 达 呈 正 相 关；上

调 的 miR-143 和 k-ras 呈 负 相 关； 上 调 miR-9 与

vilin 基因呈负相关（均 P<0.05）（表 4）。

表 1　15 个相对表达量上调的 miRNA
　　　miRNA 倍比变化 P 

hsa-miR-1 90.41698 0.001
hsa-miR-145 40.98817 0.001
hsa-miR-96 33.85144 0.001
hsa-miR-137 22.04425 0.001
hsa-miR-99b 16.73723 <0.001
hsa-miR-99a 8.614205 <0.001
hsa-miR-143 8.329618 0.001
hsa-miR-9 5.714397 <0.001
hsa-miR-125a-5p 5.287096 <0.001
hsa-miR-363 4.493856 <0.001
hsa-miR-100 4.000224 0.001
hsa-miR-125b 3.78075 0.001
hsa-miR-451 2.730915 0.001
hsa-miR-126 1.729297 0.001
hsa-miR-182 1.616387 0.001

表 2　11 个相对表达量下调的 miRNA
　　　miRNA 倍比变化 P 

hsa-miR-22* 0.284998 0.001
hsa-miR-4510 0.274703 0.001
hsa-miR-378i 0.272766 0.001
hsa-miR-4443 0.272763 0.001
hsa-miR-4469 0.267141 0.001
hsa-miR-4684-3p 0.261747 <0.001
hsa-miR-4699-5p 0.257632 <0.001
hsa-miR-4668-5p 0.241748 <0.001
hsa-miR-4770 0.231409 <0.001
hsa-miR-4790-5p 0.201019 <0.001
hsa-miR-4799-5p 0.192587 <0.001

hsa-miR-4510
hsa-miR-22*

hsa-miR-4469-5p
hsa-miR-4443
hsa-miR-4770
hsa-miR-4684-3p
hsa-miR-378i
hsa-miR-4799-5p
hsa-miR-4668-5p
hsa-miR-4790-5p
hsa-miR-182
hsa-miR-126
hsa-miR-1
hsa-miR-137
hsa-miR-145
hsa-miR-125a-5p
hsa-miR-9
hsa-miR-125b 
hsa-miR-96
hsa-miR-100
hsa-miR-451
hsa-miR-363
hsa-miR-99b
hsa-miR-99a
hsa-miR-143

5 20 16 21 29 15 30 13 19 2 7 8

-3.0 -2.8  -2.6   -2.3   -2.1   -1.9    -1.7   -1.4  -1.2  -1.0   -0.8    -0.6   -0.3   -0.1    0.1  0.3   0.6      0.8      1.0       1.2     1.4      1.7     1.9      2.1      2.3      2.6      2.8      3.0

图 1　个体直肠组织中 miRNA 的聚类图

表 3　各预后因子在直肠癌组织及癌旁组织中的差异表达

情况
因子 倍比变化 P 
VEGF 40.41248 0.006
CK20 16.23657 0.032
p53 12.1340 0.011

k-ras 9.06932 0.001
vilin 6.73463 <0.001
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表 4　CK20、p53 与部分微小 RNA 的相关性分析
mRNA miRNA 相关系数 P  
CK20

miR-4770 -0.610 0.046
miR-4790-5p -0.627 0.039

p53
miR-182 0.671 0.024
miR-125a-5p 0.695 0.002
miR-126 0.893 0.000

k-ras miR-143 -0.645 0.032
VGEF miR-4770 -0.821 0.008
vilin miR-9 -0.793 0.000

3　讨　论

由于 miRNA 在人类与靶基因的作用方式为不

完全结合，对靶基因发挥负性调控作用，且分子只

有 22 nt 左 右， 理 论 上 miRNA 的 靶 基 因 很 多， 但

准确预测特定的 miRNA 仍较困难。本研究应用芯

片 技 术 在 直 肠 癌 及 正 常 直 肠 组 织 中 筛 选 出 表 达 上

调或下调的 miRNA，讨论了成对的肿瘤和正常直

肠组织的 miRNA 及部分基因表达与直肠癌的临床

诊断的关系问题。选择只有一小部分的 miRNA，

在本研究中，通过实时定量 PCR 实验这种技术初

步筛选出 96 个 miRNA 差异表达。

本 文 主 要 集 中 在 比 较 癌 组 织 与 癌 旁 组 织 的

miRNA 表 达 量 以 期 达 到 预 测 诊 断 能 力。 同 时，

分 析 临 床 预 后 密 切 相 关 的 miRNA 是 通 过 相 关 的

miRNA 的表达与肿瘤亚型或临床参数的相关关系来

衡量的。本研究分析了 20 例患者的新鲜组织标本，

差 异 表 达 的 26 个 miRNA 中，miR-1、miR-145、

miR-4799-5p、miR-4790-5p 在两组间的差异较大，

miR-182、miR-22* 的 两 组 差 异 较 小。 说 明 这 些

miRNA 有可能成为诊断的分子靶标发现。

已 有 研 究 [7-8] 表 明 CK20 的 表 达 与 淋 巴 转 移

相 关， 本 资 料 与 预 后 因 子 的 相 关 分 析 显 示，miR-
4770、miR-4790-5p 与 CK20 的表达呈高度负相关；

miR-182、miR-125a-5p、miR-126 与 p53 表 达 呈

正 相 关；miR-143 和 k-ras 呈 负 相 关；miR-9 与

vilin 基因呈负相关。其他差异表达的 miRNA 与本

研究的预后因子未发现有相关关系，故有必要对其

功能机器靶基因作进一步的研究。

本 文 筛 选 了 直 肠 癌 患 者 癌 组 织 和 正 常 组 织 具

有差异表达的 miRNA，并找出了部分基因与预后

因 子 的 关 系， 为 进 一 步 直 肠 癌 肿 瘤 诊 断 和 预 后 评

价 标 志 物 提 供 依 据。 但 其 靶 基 因 仍 需 要 更 大 样 本

的验证，miRNA 在直肠癌中的作用机制尚待阐明。

相 信 随 着 各 方 面 研 究 的 深 入 和 技 术 的 不 断 进 步，

miRNA 将在直肠癌的早期有效诊治方面发挥重要

作用。
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