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　　［摘要］　目的　探讨Ａｓｃｌ２与ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００家族在结肠癌 （ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）组织及癌旁组织中的表达及二者
的相关性。方法　 采用实时定量ＰＣＲ检测５０例结肠癌患者的结直肠癌组织及其癌旁组织中 Ａｓｃｌ２与 ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００家
族表达，用ＳＰＳＳ１８．０统计软件进行统计分析。结果　 Ａｓｃｌ２在癌组织中的表达显著高于癌旁组织（Ｐ＜０．０１），除了
ＭｉｃｒｏＲＮＡ４２９在癌组织中的表达与癌旁组织相比无统计学差异（Ｐ＝０．２１３９），ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００家族成员在癌组织中的表达
都显著低于癌旁组织（Ｐ＜０．０５）；且Ａｓｃｌ２和ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００家族成员在癌组织中表达都呈负相关（ｒ＜－０．５，Ｐ＜０．０５）。
结论 　发现与正常结直肠黏膜组织相比，Ａｓｃｌ２在结直肠癌组织中表达增高，ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００家族表达降低，它们在结直肠
癌组织中的表达呈现负相关。

　　［关键词］　 结肠癌 ；Ａｓｃｌ２；ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００家族
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　　Ａｓｃｌ２（ａｃｈａｅｔｅｓｃｕｔｅｌｉｋｅ２，Ａｓｃｌ２）是一个碱性／螺
旋一环一螺旋转录因子，已证实其控制正常成体肠隐

窝干细胞“命运”［１］。Ａｓｃｌ２经 ＲＮＡ干扰后可导致结
肠癌细胞增殖能力下降及ＥＭＴ逆转［２］，近来多个研究

发现，Ａｓｃｌ２作为 Ｗｎｔ信号的靶分子，在结肠癌细胞中
高表达［３－４］，过表达 Ａｓｃｌ２可增加结肠癌患者发生肝
转移的可能［５］，ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００家族包括 ＭｉｃｒｏＲＮＡ
２００ａ，ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００ｂ，ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００ｃ，ＭｉｃｒｏＲＮＡ１４１

和 ＭｉｃｒｏＲＮＡ４２９等 ５个成员，ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００ｃ调节
ＺＥＢ１的表达进而调控 ＥＭＴ发生，从而抑制结肠癌的
发生［６］，ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００家族在多种肿瘤细胞中均表
达下调，抑制肿瘤细胞的侵袭及迁移［７－９］，ＭｉｃｒｏＲＮＡ
２００家族在肿瘤发展及胚胎发育阶段可以决定上皮及
间皮 间 的 转 化［１０－１１］，已 有 研 究 证 实 Ａｓｃｌ２和
ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００家族均与ＥＭＴ的发生相关［２，５，８－９］，我

们前期研究已经发现在 ＬＳ１７４Ｔ细胞中，Ａｓｃｌ２和
ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００家族呈负调控关系［１２］，但是关于其研

究始终停留在细胞学水平，组织学上的研究甚少，因

此，我们将通过检测 Ａｓｃｌ２与 ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００家族在结
肠癌组织和癌旁组织中的表达从而探讨 Ａｓｃｌ２和
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ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００家族在结直肠癌组织中的表达异常及
二者之间的相关性，从而提供 Ａｓｃｌ２和 ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００
家族成员之间在体联系，为Ａｓｃｌ２可能调控ＭｉｃｒｏＲＮＡ
２００家族成员提供现实的可能依据。

１　资料与方法

１．１　临床资料
　　收集第三军医大学西南医院消化科内镜室和普外科２０１４年
２月至２０１４年６月临床资料完整的结直肠癌标本５０例（内镜
下活检标本２７例；手术标本２３例 ）。其中男性２３例，女性２７例，
平均年龄５６（４３～６９）岁。所有病例术前皆未行放疗、化疗或
其他针对肿瘤的治疗。５０例正常对照的结肠组织取自上述结
肠距癌缘５ｃｍ以上，本研究得到西南医院临床医学伦理委员
会的批准，并征得所有患者及其家属的知情同意。

１．２　结肠癌组织及其癌旁组织中ＲＮＡ提取
　　新鲜组织标本迅速标记后放入液氮中保存。用 ＴＲＩｚｏｌ试
剂（ＴａＫａＲａ公司）提取总ＲＮＡ，－８０℃冰箱保存备用。ＲＮＡ样
本经测定光密度值后，得到合格的可用于检测的ＲＮＡ。
１．３　实时定量 ＰＣＲ检测 Ａｓｃｌ２ｍＲＮＡ和 ＭｉｃｒｏＲＮＡ

２００家族成员的表达
　　ＲＮＡ质量检测合格后，采用 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔ
（ＴａＫａＲａ公司提供）进行 ｃＤＮＡ合成，所需引物如表１，Ａｓｃｌ２
反应条件为：４２℃，２ｍｉｎ；３７℃，１５ｍｉｎ；８５℃，５ｓ，ＭｉｃｒｏＲＮＡ
２００ｂ反应条件为：４２℃，２ｍｉｎ；４２℃，４０ｍｉｎ；８５℃，５ｓ。最后
采用实时定量ＰＣＲ检测 Ａｓｃｌ２ｍＲＮＡ和 ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００家族成
员的表达，所需引物如表１，反应条件为：９５℃，２ｍｉｎ；９５℃，
５ｓ；６０℃，２０ｓ；４０个循环；最后从６５℃ 缓慢升温到９５℃（每
２秒升高０．５℃）。实验结果采用２－△△Ｃｔ法进行分析处理，为
下一步统计Ａｓｃｌ２和 ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００家族在结直肠癌组织和正
常组织的表达及二者之间的相关性作基础。

表１　ＰＣＲ引物序列片段长度
序列 片段大小（ｂｐ）

Ｕ６ ５′ＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴＧＴＣＡＴ３′ ２３

ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００ａ
５′ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧＧＣＡＡ
ＴＴＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＡＣＡＴＣＧＴ３′

５５

ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００ｂ
５′ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧＧＣＡＡ
ＴＴＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＴＣＡＴＣＡＴ３′

５５

ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００ｃ
５′ＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧＧＣＡＡ
ＴＴＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＴＣＣＡＴＣ３′

５３

ＭｉｃｒｏＲＮＡ１４１
５′ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧＧＣＡＡ
ＴＴＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＣＣＡＴＣＴ３′

５４

ＭｉｃｒｏＲＮＡ４２９
５′ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣＧＧＣＡＡ
ＴＴＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＡＣＧＧＴＴＴ３′

５５

Ｕ６ 上游引物５′ＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡＴＡＣＴＡＡＡＡＴ３′ ２５
Ｕ６ 下游引物５′ＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴＧＴＣＡＴ３′ ２３
Ａｓｃｌ２ 上游引物５′ＣＣＴＴＴＣＴＣＡＣＧＡＣＣＴＣＣＴＴＣ３′ ２０
Ａｓｃｌ２ 下游引物５′ＡＡＣＴＧＣＧＴＡＣＣＴＴＧＣＴＴＴＧＧ３′ ２０
ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００ａ 上游引物５′ＧＧＧＧＴＡＡＣＡＣＴＧＴＣＴＧＧＴＡＧ３′ ２０
ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００ａ 下游引物５′ＴＧＣＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣ３′ １６
ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００ｂ 上游引物５′ＧＧＧＧＴＡＡＴＡＣＴＧＣＣＴＧＧＴ３′ １８
ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００ｂ 下游引物５′ＴＧＣＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣ３′ １６
ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００ｃ 上游引物５′ＧＧＴＡＡＴＡＣＴＧＣＣＧＧＧＴＡＡＴ３′ １９
ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００ｃ 下游引物５′ＣＡＧＴＧＣＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴ３′ １８
ＭｉｃｒｏＲＮＡ１４１ 上游引物５′ＧＧＧＧＴＡＡＣＡＣＴＧＴＣＴＧＧＴＡＡ３′ ２０
ＭｉｃｒｏＲＮＡ１４１ 下游引物５′ＴＧＣＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣ３′ １６
ＭｉｃｒｏＲＮＡ４２９ 上游引物５′ＧＧＧＧＧＴＡＡＴＡＣＴＧＴＣＴＧＧＴ３′ １９
ＭｉｃｒｏＲＮＡ４２９ 下游引物５′ＴＧＣＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣ３′ １６

１．４　统计学处理
　　统计学分析以ＳＰＳＳ１８．０统计软件进行处理。计量资料以
珋ｘ±ｓ表示，采用成对样本ｔ检验分析Ａｓｃｌ２与ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００家
族成员在癌组织与癌旁组织间表达差异；采用相关性分析方法

分析Ａｓｃｌ２与ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００家族成员在癌组织中表达的相关
性。

２　结果

２．１　Ａｓｃｌ２在结直肠癌及癌旁组织的表达
　　Ａｓｃｌ２ｍＲＮＡ在癌组织的表达水平为（０．７２６４±０．６４０３），
Ａｓｃｌ２ｍＲＮＡ癌旁组织的表达水平为（０．０９９０±０１１９６），Ａｓｃｌ２
在结直肠癌中的表达显著高于癌旁组织（Ｐ＜０．０１）。

２．２　ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００家族在结直肠癌及癌旁组织的表
达

　　ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００ａ、ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００ｂ、ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００ｃ、ＭｉｃｒｏＲＮＡ
１４１在癌组织的表达水平分别为（０．９９４０±０．６１２１）、（０．７５１８±
０．３９２６）、（１．２７７８±０．８１４７）和（１．０８４±０．７１５２），在癌旁组织
的表达水平分别为（１．４２６±１．２２９）、（１．３９９±０．８５９２），
（１７４８±１．４１１）和（１．６３３±１．３１２），它们在癌组织中的表达均
明显低于正常癌旁组织（Ｐ＜０．０１）；ＭｉｃｒｏＲＮＡ４２９在癌组织表
达水平为（１．２１８±０．７１７６），在癌旁组织的表达水平为（１．４７９±
１３７８），ＭｉｃｒｏＲＮＡ４２９在癌组织与癌旁组织的表达水平无统计
学差异（Ｐ＞０．０５）。

２．３　Ａｓｃｌ２与 ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００家族在结直肠癌组织表
达的相关性

　　Ａｓｃｌ２与 ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００ａ、ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００ｂ、ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００ｃ、
ＭｉｃｒｏＲＮＡ１４１、ＭｉｃｒｏＲＮＡ４２９在癌组织中表达均呈负相关
（Ｐ＜０．０５），相关系数 ｒ分别为 －０．３３６、－０．２８５、－０．３０４、
－０．３２９、－０．２８３。

３　讨论

　　结直肠癌是胃肠道中最常见的恶性肿瘤之一，其
发病率和死亡率在全球分别居所有恶性肿瘤的第３位
和第４位，在我国其发病率也不断攀升。目前临床上
主要通过内镜 、Ｂ超检查、ＣＴ断层摄影磁共振成像、
病理活检等一系列检查完成分期分级，手术是目前治

疗结直肠癌最为有效的方法，目前尚无特殊靶向化疗

药物可以对结直肠癌患者有显著疗效，而且很多患者

在发现患病时已经发生了侵袭和转移，错过了手术的

最佳时机。假如存在肿瘤的特异性基因标记物及基因

靶点，不但可以对早期肿瘤患者进行筛查，做到最大限

度的早期治疗，而且可以大大提高已经发生转移患者

的生存率，这也是今后全球攻克肿瘤难题的方向。

　　ｖａｎｄｅｒＦｌｉｅｒ等［１］已经证实 Ａｓｃｌ２是肠黏膜干细
胞（ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｓｔｅｍｃｅｌｌ，ＣＢＣ）的命运决定分子，近来又
有研究发现在人结肠癌细胞系中干扰Ａｓｃ１２的表达可
导致细胞周期Ｇ／Ｍ期阻滞，抑制结肠癌细胞增殖［５］，
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我们发现干扰Ａｓｃｌ２表达后不但对结肠癌细胞的增殖
产生影响，而且还影响结肠癌细胞的侵袭及迁移过

程［１２］，在结肠癌细胞系中 Ａｓｃｌ２对结肠癌的影响已经
被大家认可，但是其在结肠癌患者体内是否与细胞水

平一致还不是很清楚。我们的实验发现在结肠癌组织

中Ａｓｃｌ２的表达显著高于正常对照组织，这一结果与
之前已经在细胞水平证实的Ａｓｃｌ２在多个结肠癌细胞
株高表达一致，为 Ａｓｃｌ２作为治疗结直肠癌的潜在靶
点提供了更有利的临床证据，为以后应用于临床提供

了理论基础。

　　国内外多个报道 ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００家族低表达于多
种肿瘤细胞中，可以通过调控转录抑制因子 ＺＥＢ１和
ＺＥＢ２进而阻止 ＥＭＴ的发生［６－９］，其中很多实验还证

实了ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００家族在多个结肠癌细胞株中低表
达，我们课题组前期也已经证实了ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００家族
在ＬＳ１７４Ｔ细胞中低表达，但是关于其在在体上的研
究很少，我们研究发现 ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００ａ、ＭｉｃｒｏＲＮＡ
２００ｂ、ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００ｃ、ＭｉｃｒｏＲＮＡ１４１在癌组织中的表
达均明显低于正常对照组织；ＭｉｃｒｏＲＮＡ４２９在癌组织
中的表达与正常对照组织无显著差异，这一结果与之

前已经在分子水平证实的 ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００家族在多个
结肠癌细胞株低表达是基本一致的，这样从临床和分

子水平均证实ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００家族与结肠癌的关系，对
未来结直肠癌的诊断与治疗有着潜在的临床意义。

　　上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，
ＥＭＴ）是指上皮细胞在特定的生理和病理情况下向间
充质细胞转化的现象。在肿瘤的进展和转移中起着重

要的作用，有人发现乳腺癌细胞在获得ＥＭＴ转化的同
时，也获得了“干性”特征［９］。文献［１３］报道 Ａｓｃｌ２通
过抑制ＭｉｃｒｏＲＮＡ３０２ｂ来抑制ＭＥＴ的发生，进而参与
调节结肠癌前体细胞 “干性”，结肠癌细胞中

ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００家族与 ＥＭＴ的发生存在下调关系，我
们前期研究发现在ＬＳ１７４Ｔ细胞中干扰Ａｓｃｌ２表达后，
ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００家族的表达明显上调，细胞侵袭、迁移
能力 下 降［１２］，之 后 进 一 步 研 究 发 现 Ａｓｃｌ２与
ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００家族的启动子内的 Ｅｂｏｘｅｓ结合，但是
以上所做的研究仅停留在分子水平，缺乏在体研究依

据，所以我们通过在临床收集结肠癌患者，探讨 Ａｓｃｌ２
与ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００家族在载体水平是否也存在上述关
系，我们的实验结果显示 Ａｓｃｌ２与 ｍｉｃｒｏＲＮＡ２００ａ、
ｍｉｃｒｏＲＮＡ２００ｂ、 ｍｉｃｒｏＲＮＡ２００ｃ、 ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４１、
ｍｉｃｒｏＲＮＡ４２９在癌组织中表达均呈负相关，这与前期
细胞水平的研究结果是一致的，我们就在临床上反过

来证实了之前在细胞水平 Ａｓｃｌ２与 ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００家
族的调控关系，填补了其在临床上的空白。

　　总之，本研究阐述了 Ａｓｃｌ２与 ＭｉｃｒｏＲＮＡ２００家族
在结直肠癌和癌旁组织中的差异表达及它们之间的相

关性，但其具体的调控机制包括作用位点和调控通路

等还不是完全清楚，对于今后应用于临床还需要更深

一步的研究。
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