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［摘要］　目的　分析血清的细胞周期激酶抑制因子４ｂ（ＩＮＫ４ｂ）位点的反义非编码ＲＮＡ（ａｎｔｉ
ｓｅｎｓｅｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡｉｎｔｈｅＩＮＫ４Ｌｏｃｕｓ，ｌｎｃＲＮＡＡＮＲＩＬ）、基质金属蛋白酶２（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎ
ａｓｅ２，ＭＭＰ２）与血清淀粉样蛋白Ａ（ｓｅｒｕｍａｍｙｌｏｉｄｐｒｏｔｅｉｎＡ，ＳＡＡ）在食管癌中的表达及临床意义。
方法　食管癌病人８０例，同期体检健康人群１００例。采用实时定量聚合酶链反应（ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）
法检测血清ｌｎｃＲＮＡＡＮＲＩＬ；采用酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）和酶法分别检测 ＭＭＰ２与 ＳＡＡ水平。
结果　食管癌病人 ｌｎｃＲＮＡＡＮＲＩＬ、ＭＭＰ２与 ＳＡＡ水平高于对照组，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５）。食管癌病人ｌｎｃＲＮＡＡＮＲＩＬ、ＭＭＰ２和ＳＡＡ水平与肿瘤ＴＮＭ分期、组织学类型、肿瘤分化
程度等显著相关（Ｐ＜０．０５），且在中晚期食管癌、食管腺鳞癌及低分化食管癌病人中的增高最为显
著。ｌｎｃＲＮＡＡＮＲＩＬ联合ＭＭＰ２与ＳＡＡ在区分食管癌与对照的曲线下面积（ａｒｅａｕｎｄｅｒｔｈｅｃｕｒｖｅ，
ＡＵＣ）为０．９２７（９５％ ＣＩ：０．９００～０．９５４，Ｐ＜０．０５），灵敏度为８０．１％，特异度为９０．４％。多因素分
析显示，高ｌｎｃＲＮＡＡＮＲＩＬ、ＭＭＰ２和 ＳＡＡ水平是食管癌发病的独立危险因素。结论　ｌｎｃＲＮＡ
ＡＮＲＩＬ、ＭＭＰ２和ＳＡＡ对食管癌具有诊断价值，可作为食管癌发病风险预测的参考指标。

［关键词］　食管癌；　长链非编码ＲＮＡ；　基质金属蛋白酶２；　血清淀粉样蛋白Ａ
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　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｅｓｏｐｈａｇｅａｌｃａｎｃｅｒ；　ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ；　ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ２；　ｓｅｒｕｍ
ａｍｙｌｏｉｄｐｒｏｔｅｉｎＡ

　　早期食管癌症状不典型甚至无症状，当出现进行
性吞咽困难等典型症状时，病情多已进展到中晚

期［２］。目前，食管癌的主要筛查手段是食管脱落细胞

学检查（食管拉网），但其敏感性和特异性均较低［２］。

长链非编码 ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）与癌
症的发生、发展及转移密切相关［３］。ｌｎｃＲＮＡ已被证实
在胃癌、肝癌等消化系统肿瘤中具有较大诊断价

值［４］。基质金属蛋白酶２（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ１，
ＭＭＰ２）是一类重要的水解细胞外基质的蛋白水解酶，
参与到肿瘤的生长与转移过程。血清淀粉样蛋白 Ａ
（ｓｅｒｕｍａｍｙｌｏｉｄｐｒｏｔｅｉｎＡ，ＳＡＡ）是体内重要的急性时
相反应蛋白。近年来关于 ＳＡＡ在直肠癌等消化道肿
瘤的分化、增殖、转移中发挥作用也均有报道［５］。我

们比较食管癌病人与健康人群的 ｌｎｃＲＮＡＡＮＲＩＬ、
ＭＭＰ２与ＳＡＡ水平，分析三者对食管癌的诊断价值。

对象与方法

一、对象

２０１６年１月～２０１７年１２月确诊的食管癌病人８０
例（病例组），均为首次住院且经内镜组织学检查确

诊，其中上段食管癌１４例，中段食管癌４１例，下段食
管癌２５例；早期食管癌病人１６例，中晚期病人６４例；
鳞癌７１例，腺癌５例，腺鳞癌４例；高分化癌２１例，中
分化癌４６例，低分化癌１３例。同期行健康体检的健
康人群１００例作为对照组。本研究经医院伦理委员会
批准。

每幅图表示一条基因的熔解曲线峰；Ａ：ＡＮＲＩＬ；Ｂ：ＧＡＰＤＨ

图１　ｌｎｃＲＮＡＡＮＲＩＬ和ＧＡＰＤＨ基因熔解曲线峰形

　　二、方法
１．血清ＭＭＰ２与 ＳＡＡ水平检测：采用酶联免疫

吸附法（ＥＬＩＳＡ）检测每组血清 ＭＭＰ２水平；血清 ＳＡＡ
的检测采用酶法。同时计算血清 ＭＭＰ２与 ＳＡＡ检测

的批内与批间变异系数（ＣＶ）。
２．ｌｎｃＲＮＡＡＮＲＩＬ表达水平的检测：按照试剂盒

说明书提取血清总ＲＮＡ，并逆转录为ｃＤＮＡ，进行实时
荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）。ＡＮＲＩＬ与 ＧＡＰＤＨ引物序
列见表１。采用２－ΔΔＣｔ法计算 ｌｎｃＲＮＡ的相对表达量。
血清ｌｎｃＲＮＡＡＮＲＩＬ和 ＧＡＰＤＨ基因熔解曲线峰形单
一，说明没有非特异性扩增。见图１。

表１　扩增ｌｎｃＲＮＡＡＮＲＩＬ和ＧＡＰＤＨ的引物序列

ＲＮＡ 引物序列（５′３′）

ＡＮＲＩＬ上游 ＴＡＣＣＡＴＡＣＡＡＣＡＧＡＣＣＡＧＡＡ
ＡＮＲＩＬ下游 ＴＴＧＴＴＴＴＴＣＣＡＡＣＡＴＣＣＡＴ
ＧＡＰＤＨ上游 ＡＧＡＡＧＧＣＴＧＧＧＧＣＴＣＡＴＴＴＧ
ＧＡＰＤＨ下游 ＧＣＡＧＧＡＧＧＣＡＴＴＧＣＴＧＡＴＧＡＴ

　　三、统计学分析
应用ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计学分析。正态分布

数据用均值±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，两组间比较采用 ｔ
检验。受试者工作特征曲线（ＲＯＣ）分析各指标判别
食管癌病人的曲线下面积（ＡＵＣ）及其９５％置信区间
（ＣＩ）。Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析计算 ｌｎｃＲＮＡＡＮＲＩＬ、ＭＭＰ２
与ＳＡＡ预测食管癌的比值比（ＯＲ）。检验水准为 α＝
０．０５。

结　　果

１．两组一般资料及血清 ｌｎｃＲＮＡＡＮＲＩＬ、ＭＭＰ２
与ＳＡＡ表达水平比较：病例组男性 ５７例，平均年龄
（５２．３±３．９）岁，吸烟史２１例，有饮酒史５５例；对照组
男性７５例，平均年龄（５２．８±３．６）岁，有吸烟史２７例，
饮酒史６１例。两组年龄、性别、吸烟史、饮酒史比较差
异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。病例组血清 ＡＮＲＩＬ、
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ＭＭＰ２与ＳＡＡ水平均高于对照组，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。见表２。

表２　两组血清ｌｎｃＲＮＡＡＮＲＩＬ、
ＭＭＰ２和ＳＡＡ水平比较

组别 例数
ＡＮＲＩＬ
（－ｌｏｇ）

ＭＭＰ２
（ｐｇ／ｍｌ） ＳＡＡ（ｍｇ／Ｌ）

病例组 ８０ １２．９±１．６ａ ２２．８±２．１ａ ３７．３±８．１ａ

对照组 １００ ５．７±０．７ １３．３±１．４ ２０．１±６．２

　　注：与对照组比较，ａＰ＞０．０５

　　２．ｌｎｃＲＮＡＡＮＲＩＬ、ＭＭＰ２和 ＳＡＡ水平与食管癌
临床病理特征的关系：ｌｎｃＲＮＡＡＮＲＩＬ、ＭＭＰ２和 ＳＡＡ
水平与食管癌病人的年龄、性别、吸烟史、饮酒史、肿瘤

部位等无关（Ｐ＞０．０５），与食管癌的分期、分化程度及
组织学类型显著相关（Ｐ＜０．０５）。且 ｌｎｃＲＮＡＡＮＲＩＬ、
ＭＭＰ２和ＳＡＡ水平在中晚期食管癌、食管腺鳞癌及低
分化食管癌病人中的增高最为显著。见表３。
３．ｌｎｃＲＮＡＡＮＲＩＬ、ＭＭＰ２和 ＳＡＡ对食管癌诊断

的ＲＯＣ曲线分析：ＲＯＣ曲线分析显示，血清 ＡＮＲＩＬ、
ＭＭＰ２和ＳＡＡ在区分食管癌与对照组的ＡＵＣ分别为
０．８９２（９５％ ＣＩ：０．８５８～０．９２６，Ｐ＜０．０５）、０．７６１（９５％
ＣＩ：０．７０４～０．８１７，Ｐ＜０．０５）和０．５４０（９５％ ＣＩ：０．４７２～

０．６０８，Ｐ＝０．２４７）；在各指标约登指数为最大值时对
应的灵敏度及特异度分别为７９．２％／８９．０％、８０．５％／
６１．０％和６７．７％／４４．０％；诊断界值分别为９．４（－ｌｏｇ）、
１７．３ｐｇ／ｍｌ和２９．８ｍｇ／Ｌ（图２Ａ）。当联合血清ＡＮＲＩＬ、
ＭＭＰ２和ＳＡＡ时，３种指标在区分食管癌与对照组的
ＡＵＣ为０．９２７（９５％ ＣＩ：０．９００～０．９５４，Ｐ＜０．０５），灵
敏度８０．１％，特异度９０．４％（图２Ｂ）。
４．ｌｎｃＲＮＡＡＮＲＩＬ、ＭＭＰ２和 ＳＡＡ水平对食管癌

发生风险的预测价值分析见表４。结果显示，在校正
年龄、性别、吸烟、饮酒等因素影响后，高ＡＮＲＩＬ、ＭＭＰ
２和ＳＡＡ水平仍是食管癌发病的独立危险因素。

讨　　论

Ｌａｎ等［６］研究发现，ＡＮＲＩＬ可通过表皮生长因子
受体依耐性信号通路促进胃癌细胞生长以及侵袭转
移级联反应，且在胃癌组织中的表达高于正常组织。

Ｍａ等［７］研究表明，ＡＮＲＩＬ可通过介导上皮细胞间充
质转化的发生，促进肝癌侵袭和转移。Ｃｈｅｎ等［８］发

现，ｌｎｃＲＮＡＳＢＦ２ＡＳ１在食管鳞状癌细胞中的表达显
著上调，且在 ＳＢＦ２ＡＳ１被沉默抑制后食管鳞状癌细
胞的增殖和侵袭能力明显降低，ＳＢＦ２ＡＳ１因此被认为

表３　ｌｎｃＲＮＡＡＮＲＩＬ、ＭＭＰ２和ＳＡＡ水平与食管癌病人临床病理特征的关系

指标
例数
（ｎ＝８０）

ｌｎｃＲＮＡＡＮＲＩＬ
（－ｌｏｇ） ｔ／Ｆ Ｐ ＭＭＰ２

（ｐｇ／ｍｌ） ｔ／Ｆ Ｐ ＳＡＡ
（ｍｇ／Ｌ） ｔ／Ｆ Ｐ

年龄 －１．７１１ ０．２２９ －０．２４５ ０．２３７ －１．１２７ ０．５４４
　＜５０岁 ３６ １２．２±１．２ ２２．０±１．２ ３６．１±６．０
　≥５０岁 ４４ １３．３±１．５ ２３．１±１．１ ３８．０±６．５
性别 ２．１０５ ０．３２１ １．３７５ ０．２２７ －１．７１１ ０．２２９
　男 ５７ １２．９±１．４ ２２．９±１．３ ３６．０±６．２
　女 ２３ １２．７±１．３ ２２．６±１．１ ３８．１±６．６
吸烟史 －１．１２７ ０．５４４ －１．４２５ ０．３３７ －１．５２５ ０．３２８
　有 ２１ １２．７±１．２ ２２．７±１．２ ３６．７±６．７
　无 ５９ １２．９±１．５ ２２．８±１．４ ３７．８±６．１
饮酒史 －１．１１１ ０．５０６ －２．１２５ ０．４７８ －１．１１１ ０．５０６
　有 ５５ １２．４±１．３ ２２．３±１．１ ３６．６±６．８
　无 ２５ １３．１±１．２ ２３．０±１．５ ３７．７±６．３
肿瘤部位 １．１２１ ０．５８６ １．６４６ ０．１３８ ２．００２ ０．３８６
　食管上段 １４ １２．５±１．３ ２２．０±１．０ ３７．６±６．５
　食管中段 ４１ １２．７±１．１ ２３．３±１．４ ３７．１±６．１
　食管下段 ２５ １３．１±１．４ ２２．８±１．１ ３７．４±６．０
ＴＮＭ分期 －４．０４６ ＜０．００１ －５．１６４ ＜０．００１ －２．７１１ ０．０３２
　早期 １６ ８．４±０．９ １７．２±１．２ ３６．１±６．７
　中晚期 ６４ １３．７±１．７ ２３．６±２．１ ３７．６±６．０
组织学类型 ４．１３２ ０．００２ ３．４５２ ０．００９ ３．５１９ ０．００３
　鳞癌 ７１ １２．１±１．２ ２２．４±１．５ ３６．４±６．５
　腺癌 ５ １２．５±１．５ ２２．２±１．６ ３７．１±６．０
　腺鳞癌 ４ ２０．０±２．０ ３０．５±３．１ ３９．９±６．３
分化程度 ３．６１５ ０．００４ ３．９２７ ０．００３ ３．７５４ ０．００５
　高分化 ２１ １０．５±１．０ ２１．０±１．７ ３６．６±６．４
　中分化 ４６ １２．４±１．２ ２２．４±１．８ ３６．８±６．１
　低分化 １３ １９．６±１．８ ２７．２±２．１ ４０．０±６．３
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Ａ：ｌｎｃＲＮＡＡＮＲＩＬ、ＭＭＰ２和ＳＡＡ区分食管癌与对照组；Ｂ：联合ＡＮＲＩＬ、ＭＭＰ２和ＳＡＡ区分食管癌与对照组

图２　ｌｎｃＲＮＡＡＮＲＩＬ、ＭＭＰ２和ＳＡＡ对食管癌鉴别诊断的ＲＯＣ曲线分析

表４　ｌｎｃＲＮＡＡＮＲＩＬ、ＭＭＰ２和ＳＡＡ水平与
食管癌发生风险Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析

指标
多因素分析ａ

ＯＲ（９５％ ＣＩ） Ｐ

ＡＮＲＩＬ（－ｌｏｇ） ３．３１（１．５９～５．６２） ０．００２
ＭＭＰ２ １．７８（１．１０～３．０８） ０．０１３
ＳＡＡ １．７３（１．１７～２．２８） ０．００９
年龄 １．０５（０．３１～１．７４） ０．５２０
吸烟 １．０９（０．８１～１．３８） ０．５４７
饮酒 １．２１（０．８７～１．５６） ０．４８６
性别 １．３６（０．７７～１．５９） ０．２２４

　　注：ａ校正年龄、吸烟、饮酒、性别等因素影响

是一种新的食管鳞状癌生物标志物。Ｈｕａｎｇ等［９］发

现，ＭＥＧ３基因的表达在癌组织中显著降低，ＭＥＧ３能
够诱导癌细胞的凋亡。本研究发现，血清高ＡＮＲＩＬ水
平是食管癌发病的独立危险因素，与文献报道相

符［６７］。此外还发现，血清 ＡＮＲＩＬ水平在中晚期食管
癌、食管腺鳞癌与低分化食管癌病人中的升高最为显

著，提示三者与食管癌的不良预后密切相关。

近年研究指出，血清 ＭＭＰ２与 ＳＡＡ在重塑肿瘤
微环境、促进肿瘤远处转移以及在肿瘤诊断及预后等

评价中有重要价值［１０］。早前研究显示，胃癌病人血浆

ＭＭＰ２基因表达水平较健康人显著上调，并认为
ＭＭＰ２的上调参与到胃癌细胞的远处转移［１０］。这些

研究均提示 ＭＭＰ２与 ＳＡＡ参与肿瘤的发生与发展。
我们通过临床大样本检测食管癌病人血清中 ＭＭＰ２
与ＳＡＡ的差异表达，并发现血清 ＭＭＰ２与 ＳＡＡ水平
在中晚期食管癌、食管腺鳞癌与低分化食管癌病人中

的升高显著，与文献报道一致［１０］。

ＲＯＣ曲线分析显示，ＡＮＲＩＬ、ＭＭＰ２和 ＳＡＡ在区

分食管癌与对照组时有一定的价值，当联合 ＡＮＲＩＬ、
ＭＭＰ２和ＳＡＡ等指标时在区分食管癌与对照组时的
特异度达到９０．４％，提示联合上述３种血清标志物具
有较高的临床应用价值。本研究有如下不足：（１）例
数有限，后期需要更大样本量的研究；（２）本研究采用
的ＡＮＲＩＬ、ＭＭＰ２和ＳＡＡ多个指标的联合模型虽然较
各单独指标有较高的临床价值，但该模型的应用仍有

待进一步的验证。
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