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【摘要】 目的 探讨血清micmRNA的表达差异在卵巢癌诊断和治疗中的临床价值。方法 收集

149例卵巢肿瘤患者和30例健康体检者，采用qRT—PCR检测受检者血清miR一200a、miR一200b、miR一

200c和miR一100的表达情况，对检测结果进行统计学分析。结果 miR一200a、miR一200b和miR一200c

在卵巢癌患者血清中表达水平均高于正常对照者，而miR一100在卵巢癌患者血清中表达水平低于对照

组，且差异均有统计学意义(P均<0．001)。miR一200a、miR一200b、miR一200c及miR一100在良性肿瘤患者

与正常对照者血清中表达水平差异均无统计学意义(P均>0．05)。miR一200a、miR一200b和miR一200c在

透明细胞癌的表达水平明显高于浆液性和黏液性癌，且差异均有统计学意义(P均<0．05)。miR一200b在

浆液性癌中的表达水平高于黏液性癌，miR一200c在透明细胞癌中的表达水平高于子宫内膜癌，且差异

均有统计学意义(P均<0．05)。结论血清miR一200家族的表达可用于卵巢癌的诊断、疗效监测及预后

评估。

【关键词】miR一200家族；miR一100；实时定量PcR；卵巢癌
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CHIlical Value of serum lIIiR一200 faIIlily and IIliR-100 detection in ovari蛐cancer diagnosis

QIu zhen—hua，wANG Mao—sheng，YANG Chang—fu，et a1．Department of Clinical I丑borator)『，the People7s
Hospital of Gaozhou，Gaozhou 525200，China

【Abstract】 objective To study the clinical value of micmRNA in the diagnosis of ovarian cancer．
Methods 149 ov删an tumor patients and 30 healthy people were collected．111e expression of semm miR一

200a，miR一200b，miR一200c and miR一100 were detected by qRT—PCR，and the results were analyzed statis—

tically．Reslllts 7rhe expression of semm miR一200a，miR一200b and miR一200c in ovarian cancer patients

were all h培her than that of in contml gmup，the expression of the semm miR一100 in ovarian ben远n tumorpa-
tientswaslowerthanthat ofin control}：IDup，andthe diffeIences a11 had statistical signⅡicance(蹦l<0．001)．
7111ere were no statistical significance in the di圩brences of miR一200a，miR一200b，miR一200c and miR一100

levels between ovarian beni即l tumor patients and contIDl gmup (尸蛆l>0．05)．The expression levels of semm

miR一200a，miR一200b and miR一200c in clear cell carcinoma patients were all higher than that of in botll

semus and mucinous patients，and the differences all had statistical s培nificance (Pall<0．05)．‘rhe expression
level of miR一200b in serous carcinomas patients was higher than that of in mucinous patients，and the expres—

sion 1evel of miR一200c in clear cell carcinoma p砒ients was higher than that of in endometrioid carcinomas，

and the difkrences a11 had statistical significance (Pall<0．05)． CoIIcIusion 7rhe expression of semm miR一

200 family can be used for early diagnosis and evaluation of the curative effect and recurrent clinical value in

0Vanan CanCer．

【Key words】 miR一200 family；miR一100；qRT—PCR；0varian cancer

卵巢癌病死率居女性生殖系统恶性肿瘤之首，

其发病率有逐年升高的趋势。国内资料⋯显示，从

2004年起，卵巢癌已取代子宫内膜癌成为上海市发

病率最高的女性生殖系统恶性肿瘤。由于缺乏可靠

的肿瘤标志物，且早期缺乏典型的临床症状，约

70％的患者发现时已到晚期，因此临床上迫切需要

寻找新的肿瘤标志物用于卵巢癌的早期诊断、治疗

和预后评估。有研究圈显示，microRNA与人类疾病

的发生发展密切相关，在肿瘤发展的过程中，异常的

microRNA表达可以灭活抑癌基因或者激活癌基因，

家值
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从而促进肿瘤的形成。本文旨在观察血清miR一

200a、miR一200b、miR一200c和miR一100在卵巢癌中

的差异性表达，探讨将其作为非创伤性肿瘤标志物

的l临床价值。

1资料与方法

1．1 临床资料 收集2011年5月至2013年12月

我院病房及门诊卵巢肿瘤患者149例。其中，良性肿

瘤17例，交界性肿瘤23例，卵巢癌109例；年龄

20～85岁，中位年龄42岁，患者均无卵巢癌或其他

妇科肿瘤家族史。所有肿瘤患者均经组织病理检查

以明确诊断。病理诊断结果见表1。选择同期健康体

检妇女30例为正常对照组。

1．2方法抽取卵巢肿瘤患者及正常对照者外周

血5 ml，以离心半径20 cm，3000 r／min离心15 min，

吸取上清液至除酶管内，一70℃保存备用。

总RNA提取：受试者均分别取血清400汕l，参

照mirvana miRNA(Ambion公司)提取试剂盒提供

的方法提取血清总RNA。

miRNA表达检测：按照TaqMan MicroRNA检测

试剂盒(Applied Biosystems公司)说明进行逆转录反

应，然后应用real—time qPCR(TaqMan PCR Master

Mix，Applied Biosystems公司)进行定量。考虑到

miRNA在血清中的丰度不高，用TaqMan PreAmp

Master Mix(Applied Biosystems公司)进行预扩增，扩

增条件：50℃2 min，95℃10 min，12个循环：95℃

15 s，60℃1 min。预扩增产物按1：2．5稀释，每10斗l

miRNA反应体系中加入5斗l稀释后的产物。以

RNU6作为内参照．采用real—time PCR中的相对定

量法进行分析，反应条件为：95℃5 min，95℃15 s，

60℃1 min，40个循环。实验所用引物及探针均由

Applied Biosystems公司合成。引物序列分别为：

miR一200a：57一C7rGTGAGCATCTTACCGGA一3’；miR一

200b：57一TGGATGGAC玎℃AGGTCTCTA一37；miR一

200c：5 7一CAGTGAGGCTGGGATTCG一37；miR一100：

57一CGTAGATCCGAACTTGTGGTAT一3 7。

1．3统计学处理采用SPSSl7．0统计软件对数据

进行统计学分析。用Mann—Whitnev U检验方法分析

卵巢癌患者和健康人血清miR一200a、miR一200b、

miR一200c及miR一100表达差异．采用one—wav

ANOVA分析不同病理类型卵巢癌患者血清miR一

200a、miR一200b和miR一200c表达差异，以P．<0．05

为差异有统计学意义。

2结果

2．1 miRNA在卵巢肿瘤患者及正常对照者血清中

的表达水平比较 miR一200a、miR一200b、miR一200c

在卵巢癌患者的表达水平较正常对照组显著上升，

且差异均有统计学意义(P均<0．001)，而miR一100

在卵巢癌患者的表达水平较正常对照组显著下降，

且差异有统计学意义(P<0．001)(图1)。另外，miR一

200a、miR一200b、miR一200c和miR一100在良性肿瘤

表1卵巢肿瘤病理诊断结果
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患者和正常对照组间的表达差异均无统计学意义(P

均>0．05)。

2．2 miRNA的表达与卵巢癌病理类型的关系

miR一200a、miR一200b和miR一200c在透明细胞癌的

表达水平明显高于浆液性和黏液性癌。且差异均有

统计学意义(P均<0．05)。miR一200b在浆液性癌中

的表达水平高于黏液性癌，miR一200c在透明细胞癌

中的表达水平高于子宫内膜癌，且差异均有统计学

意义(P均<0．05)。(图2)。
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miR一200c

图2 miRNA表达与卵巢癌临床病理类型的关联

3讨论

现在临床上主要通过查体、B超和血清癌糖蛋

白抗原CA一125检测来筛查卵巢癌。但是，CA一125

只在不到50％的早期患者中能检测到，而且在妊

娠、月经期、子宫内膜炎。以及其他非卵巢肿瘤中也

可检测到其水平的升高[引，因此，l临床迫切需要寻找

到新的肿瘤标志物用于卵巢癌的早期诊断、治疗和

预后评估。

miRNA是一类非编码小分子RNA。通常为17～

22个核苷酸长度。主要参与细胞的增殖与凋亡、个

体发育的调控及肿瘤的形成等生物学过程，与肿瘤

的发生和发展有着非常密切的关系[41。Lu等[s]利用

miRNA液态芯片研究了20种不同肿瘤的miRNA

表达谱，发现每一种肿瘤都有一个相对稳定、特征性

的miRNA表达谱。根据miRNA表达水平的差异可

准确确定大多数低分化肿瘤的器官或组织起源[6]。

总体而言，miRNA基因表达、调控的异常主要涉及

有或无的差别，以及表达丰度高或低的差异。肿瘤特

异性的miRNA表达谱的发掘对于肿瘤诊断、分型、

寻找低分化肿瘤的原发灶具有重要I临床价值．对于

肿瘤的个体化治疗也具有重要的指导意义。

miRNA的表达具有组织特异性。同样可以在血

液中检测到，并且与肿瘤的临床行为相关[7，引。这类

小分子在肿瘤中有着不同的表达谱．可以用来区分

正常组织和癌组织，并且可以区分卵巢癌的不同亚

型[9]。Chen等[m】对血液样本进行不同极端条件处理，

包括极端pH(pH=1、pH=13)处理3 h，反复冻融，以

及延长储存期等，血清miRNA依然稳定。这些特点

使得血清miRNA非常适合作为一种分子标志物用

于肿瘤的诊断、治疗及预后监测。但miRNA对RNA

酶降解抵抗的机制目前尚不清楚，有待进一步研究。

另外，IIliRNA在外周血中具体以怎样的形式存在、

循环，目前尚无统一意见，可能是以脂蛋白、凋亡小

体等形式存在。针对其来源，有学者认为是肿瘤细胞

释放其内源性miRNA进入外周血循环，且血清中的

miRNA分子能保持良好的稳定性[10，¨]：或者是组织

细胞特异性表达的miRNA因细胞坏死而直接进入

血循环，导致特定疾病状态下特定循环IIliRNA的表

达水平显著变化[12-13]。

本文研究检测了4个miRNA(miR一200a、miR一

200b、miR一200c、miR一100)在卵巢癌患者和正常对

照者血清中的表达水平，结果显示，这4个miRNA

表达水平在两组人群中差异均有统计学意义(P均<

0．001)。而在良性卵巢肿瘤组与正常对照组比较差

异均无统计学意义(P均>0．05)。提示，上述4个

miRNA可以作为卵巢癌的肿瘤标志物用于其临床

诊断。另外，miR一200a、miR一200b和miR一200c在卵

巢癌的不同病理类型中的表达差异有统计学意义．

提示其表达水平的检测可用于卵巢癌病理类型的诊

断并对指导临床治疗有重要的价值。

Mateescu等‘141报道，miR一200a以P38a为调节

靶点，调节氧化应激反应，高度恶性的卵巢癌表达高
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水平的miR一200a和低浓度的P38a，且高表达miR— Gynec010nc0I，2012，126：157一166．

200a的卵巢癌患者对治疗的反应性好，预后好。Park 4 slack FJ，weidhaas JB．MicroRNAs as a potential magic bullet in

等[153报道miR一200c高表达的患者其生存率反而更 cancer．Futureoncol，2006，2：73—82．

好，推测其机制可能是由于miR一200c的靶蛋白 5 Lu J，GetzG，MiskaEA，et a1．MicroRNA expression pmles classify

ZEBl所致，此蛋白是关键的转录调控子，调节上皮 humall c”cers Natur，2005，435：834—838．

细胞间充质化，使细胞保持在一种低侵袭性的上皮 6 Rosenfeld N，AharonoV R，Meiri E，et a1．MicroRNAs accuracely i一

细胞状态中。而化疗敏感性则可能是由miR一200c dentify cancertissue砸gin．NatBiocechnol，2008，26：462—469·

的另一个靶蛋白TUBB3／Ⅲ型B一微蛋白的下调所 7 Resnick KE，Alder H，Hagan JP’et aI．The defection ofdifferentiaIIy

致，该蛋白可与紫杉醇结合，也或许是miR一200a驱 expressedmicroRNAsfromthe semm of oVarian cance。patienls using

动的氧化应激反应增加了对紫杉醇诱导产生的活性 anovel real—timePcRpl舶m．Gy⋯olonc01，2009，112：55—59．

氧的敏感性[】6]。不管是何种机制导致了肿瘤细胞对 8 Yu sL，chenHY，YangPc，et a1．MicroRNA signature predicts sur-

紫杉醇的敏感性增加．miR一200家族的表达水平显 ViVal and relapseinlung cancer．cancercell，2008，13：48—57．

然可以给临床医生的用药提供指导。 9 Io渤MV，Visone R，Di工JeVa G，et a1．MicmRNA s诤atures in hu。

相对于正常对照者而言，miR一100在卵巢癌患 man oVarian cancer．cancerRes，2007，67：8699—8707．

者血清中的表达水平明显降低。笔者推测可能是由 lochenx，BaY，MaL，et a1．characterization ofmicr0RNAsin semm：

于miR一100本身能抑制肿瘤的进展。起到了类似于 a novel class ofbiom”kersfor diag—is of cancer and other diseases．

抑癌基因的作用，所以在肿瘤中是低表达的。但是 cell Res，2008，18：997—1006．

Huang等㈣报道在胰腺癌中，转移性癌细胞里miR一 11 Mitchell PS，P”kin RK，Kmh EM，et a1．Circulatjng micmRNAs“

100是高表达的，似乎miR一100可以促进胰腺癌细 stable blood曲ased markers for cancer detecti0IL Proc Natl Acad sci

胞的转移，属于癌基因。Leite等[18]发现miR一100可 usA，2008，105：10513—10518，

以调控蛋白基因BAZ2A(溴结构区邻近至锌指结构 12w”gK，zhang s，MarzolfB，et a1．circulatingmicmRNAs，poten-

区蛋白2A)、mTOR(雷帕霉素靶蛋白)、成纤维细胞 tial biomarkersfordmg—inducedliVerinjury．Proc NatlAcad sci us一

生长因子受体3、自然凋亡相关蛋白2和肌动蛋白 A，2009，106：“02—4407．

依赖性染色质调控因子5，但其究竟是发挥癌基因 13st“key kwis PJ，De”J，P1att V，et a1．circulating micmRNAs as

还是抑癌基因的作用，取决于其所处的分子环境，单 polen妇l markers of human drug—induced慨r injury．Hepat0109y，

纯的升高或降低并不能直接预测患者的预后。相对 201l，54：1767—1776．

于miR一200家族来说，miR一100可能并不能算一个 14Mateescu B，Batista L，cardon M，et aI．miR一141 and miR一200a”t

独立预测因子。 on ov撕an tumor genesis by controlling oxidative stress re叩onse．Nat

miR一200家族的高表达不仅提示有卵巢癌的可 Med，2011，17：1627—1635．

能性，更可以用于患者对化疗反应和预后的评估。而 15Park sM，GaurAB，LengyelE，et a1．ThemiR一200family detemi—

miR一100表达的高低的临床意义则要取决于具体的 the epithelial phenotype of callcer cells by‘argeting the E—cadherin

分子环境，在卵巢癌中，其低表达可能促进了肿瘤的 repressorszEBl andzEB2．GenesDeV，2008，22：894—907．

进展。至于发现更多有独立预测作用的miRNA。不 16I．eskela s，Leandr0一Garcia u，Mendiola M，et a1．The miR～200

但需要更多的样本进行筛查，更需要加强对其作用 family controls bet州ubulin III expression and is associated wit“pa一

机制的研究，用以指导筛查方向。 clit“el_basedtre栅ent response and progression—free sunriValin o一
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