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　　［摘要］　目的　探讨ｍｉＲＮＡ２０５在食管鳞状细胞癌（ｅｓｏｐｈａｇｅａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＥＳＣＣ）患
者组织中的表达情况。方法　收集５６例经病理确诊的ＥＳＣＣ患者的手术切除组织（癌组织及其癌旁组
织），采用实时荧光定量聚合酶链式反应（ｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＲＴＰＣＲ）检测
ｍｉＲＮＡ２０５的表达，并分析 ｍｉＲＮＡ２０５在不同临床病理资料之间的差异。结果　ＥＳＣＣ患者组织中
ｍｉＲＮＡ２０５相对表达量为１．４７５（０．４４４～５．４７８），显著高于癌旁组织（Ｚ＝－３．０６７，Ｐ＝０．００２）；ｍｉＲＮＡ
２０５在不同ＴＮＭ分期ＥＳＣＣ患者组织中存在差异，ＴＮＭ分期越高，ｍｉＲＮＡ２０５表达量越高，差异具有统
计学意义（Ｆ＝３６．３３５，Ｐ＜０．００１）；ｍｉＲＮＡ２０５在淋巴结转移阴性／阳性组织中存在差异，淋巴结转移阳
性组ｍｉＲＮＡ２０５表达量显著高于淋巴结转移阴性组（Ｚ＝－３．３５３，Ｐ＝０．００１）。结论　ｍｉＲＮＡ２０５在
ＥＳＣＣ患者癌组织中表达升高，并可能参与ＥＳＣＣ的发生与发展。
　　［关键词］　鳞状细胞癌；食管癌；ｍｉＲＮＡ２０５；聚合酶链反应
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　　食管癌分为鳞癌和腺癌两种主要病理类型，是常见
肿瘤之一，致死率在所有肿瘤中排名第六［１］。目前食管

癌的治疗仍以手术及放化疗等方法为主，患者总体５年
生存率为１５％～２５％，早期食管癌患者５年生存率超过
９０％［２］。阐明食管癌的发病机制，寻找早期诊断和治

疗方法是目前提高食管癌临床治疗效果的有效途径。

　　微小 ＲＮＡｓ（ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ，ｍｉＲＮＡｓ）是一种长度约
２２ｎｔ的内源性非编码小ＲＮＡｓ，通过结合到靶 ｍＲＮＡｓ
的３′ＵＴＲ，使ｍＲＮＡｓ降解或抑制其转录，调节基因表
达［３］。研究表明，ｍｉＲＮＡｓ可以影响细胞增殖、凋亡、
侵袭和迁移等多种生理进程，其异常调节与许多肿瘤

的发生、发展有关［４］。

　　２００７年，Ｔｒａｎ等［５］通过寡核苷酸阵列平台技术对

９种头颈部鳞状细胞癌（ｈｅａｄａｎｄｎｅｃｋｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＮＳＣＣ）细胞系中２６１种成熟ｍｉＲＮＡｓ相对
表达量进行检测，结果显示，包括 ｍｉＲＮＡ２０５在内的
３３种ｍｉＲＮＡｓ表达升高。相对于其他类型的细胞，无
论是正常的还是恶性的鳞状上皮细胞，ｍｉＲＮＡ２０５都
呈现出特异性的高表达，推测 ｍｉＲＮＡ２０５可能为鳞状
上皮细胞所特有［６－７］。２０１１年，Ｍａｔｓｕｓｈｉｍａ等［８］通过

微阵列分析技术和实时荧光定量聚合酶链式反应

（ｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ｑＲＴ
ＰＣＲ）技术证实，ｍｉＲＮＡ２０５在 ＥＳＣＣ细胞系 ＯＥ２１和
ＴＥ１０中表达量明显高于良性食管鳞状细胞系 Ｈｅｔ
１Ａ。因此，我们推测 ｍｉＲＮＡ２０５在 ＥＳＣＣ组织中也应
该是表达升高的。因此，本研究旨在检测 ＥＳＣＣ患者
组织中ｍｉＲＮＡ２０５的表达，并进一步分析其在不同临
床病理资料之间的差异。

１　材料与方法

１．１　一般资料
　　收集２０１４年８－１２月郑州大学第一附属医院胸
外科５６例经病理确诊的 ＥＳＣＣ患者手术切除的新鲜
食管癌组织及相应癌旁组织（距癌组织 ＞５ｃｍ），并立
即置于－８０℃超低温冰箱保存备用。其中男性３５例，
女性２１例；年龄４３～８０（５９．６６±８．７３）岁；高中分化
２６例，低分化３０例；淋巴结转移阳性２９例，淋巴结转
移阴性２７例；肿瘤位于胸上段２０例，胸中段１９例，胸
下段 １７例；ＴＮＭ分期Ⅰ期 １２例，Ⅱ期 ２４例，Ⅲ期
１２例，Ⅳ期８例。肿瘤分化程度和分期参照国际抗癌
联盟（ｕｎｉｏｎｆｏｒｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌｃａｎｃｅｒｃｏｎｔｒｏｌ，ＵＩＣＣ）第
７版食管癌ＴＮＭ分期标准。
１．２　方法
１．２．１　主要试剂及仪器　　ＴＲＩＲｅａｇｅｎｔＢＤ（美国
ＭＲＣＧｅｎｅ公司）；ＲＴ反转录试剂盒和荧光定量 ＰＣＲ

试剂盒（日本 ＴａＫａＲａ公司）；ｍｉＲＮＡ２０５及 Ｕ６引物
（广州锐博生物有限公司）；ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００Ｃ紫外分
光光光度计（美国赛默飞世尔公司）；７５００ＦａｓｔｑＲＴ
ＰＣＲ仪（美国ＡＢＩ公司）。
１．２．２　组织总 ＲＮＡ提取　　取３０ｍｇ冻存组织，于
冰上磨碎，加入 １ｍＬＴＲＩｚｏｌ匀浆，振荡 １５ｓ，静置
５ｍｉｎ，加入２００μＬ氯仿，剧烈振荡１５ｓ，静置５ｍｉｎ，
４℃ １２０００×ｇ离心１５ｍｉｎ，吸取５００μＬ上层无色液
相，加入５００μＬ异丙醇，颠倒混匀，静置１５ｍｉｎ，４℃
１２０００×ｇ离心１５ｍｉｎ，弃上清，加入７５％乙醇１ｍＬ
混匀，４℃ ７５００×ｇ离心 ５ｍｉｎ，弃上清，自然干燥
５ｍｉｎ，加入１０μＬ无 ＲＮＡ酶水溶解。然后，用 Ｎａｎｏ
Ｄｒｏｐ２０００Ｃ紫外分光光度计测定ＲＮＡ浓度及纯度，并
选取光密度Ｄ（２６０）／Ｄ（２８０）比值在１．８～２．１者进一
步实验。

１．２．３　反转录及实时荧光定量 ＰＣＲ　　按反转录试
剂盒说明书将从组织中提取的 ＲＮＡ反转录成 ｃＤＮＡ，
反应条件：４２℃ １５ｍｉｎ；８５℃ ５ｓ；然后按照ｑＲＴＰＣＲ
试剂盒说明书进行操作，反应条件为：９５℃３０ｓ；９５℃
５ｓ，６０℃ ３０ｓ，４０个循环。Ｕ６作为内参基因，７５００
ＦａｓｔＳｙｓｔｅｍＳＤＳ软件计算Ｃｔ值，ｍｉＲＮＡ２０５相对表达
量用２－△△Ｃｔ法计算。所有反应设立３个复孔。
１．３　统计学处理
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行。正态计量资料以
珋ｘ±ｓ表示；非正态计量资料以中位数（四分位数）表
示；配对设计定量资料的比较采用配对资料的Ｗｉｌｃｏｘｏｎ
符号秩和检验；两组独立样本的比较采用 ＭａｎｎＷｈｉｔ
ｎｅｙＵ检验；多组定量资料的比较采用 ＫｒｕｓｋａｌＷａｌｌｉｓ
检验。检验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　ｍｉＲＮＡ２０５在ＥＳＣＣ组织中的表达
　　ｍｉＲＮＡ２０５在５６例 ＥＳＣＣ组织中的相对表达量
为１．４７５（０．４４４～５．４７８），高于癌旁组织，差异有统计
学意义（Ｚ＝－３．０６７，Ｐ＝０．００２）。
２．２　ｍｉＲＮＡ２０５在 ＥＳＣＣ患者不同临床病理资料之

间的差异

　　ｍｉＲＮＡ２０５表达在不同 ＴＮＭ分期之间的差异
（图１）：ＴＮＭ分期越高，ｍｉＲＮＡ２０５表达越高，差异有
统计学意义（Ｆ＝３６．３３５，Ｐ＜０．０１）；ｍｉＲＮＡ２０５在淋
巴结转移阳性、阴性组织之间的差异（图２）：淋巴结转
移阳性组ｍｉＲＮＡ２０５表达明显高于淋巴结转移阴性
组（Ｚ＝－３．３５３，Ｐ＝０．００１）。ｍｉＲＮＡ２０５表达和年
龄、性别、肿瘤位置、组织分化程度无关（表１）。

６８ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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图１　ｍｉＲＮＡ２０５在不同ＴＮＭ分期中的表达差异
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ａ：Ｐ＜０．０５，与淋巴结转移阴性比较
图２　ｍｉＲＮＡ２０５在淋巴结转移阴性、阳性组织中的表达差异

表１　ｍｉＲＮＡ２０５在ＥＳＣＣ患者不同临床病理资料之间的差异

临床病理资料 例数 ｍｉＲＮＡ２０５相对表达量 Ｚ值或Ｆ值 Ｐ值

例数 ５６ １．４７５（０．４４４～５．４７８） －３．０６７ ０．００２

性别 －０．７７０ ０．４４１

　男 ３５ １．８３１（０．５８０～５．７９８）

　女 ２１ １．１２１（０．０９８～２．１６１）

年龄（岁） －０．１７５ ０．８６１

　≤６０ａ ３３ １．７３６（０．５６３～５．２７５）

　＞６０ ２３ １．４５０（０．１１２～７．５４０）

肿瘤位置 ０．５７４ ０．７５０

　上段 ２０ １．７５７（０．４９５～７．１０５）

　中段 １９ １．１００（０．０８３～４．００１）

　下段 １７ １．６９８（０．３４６～６．６４１）

组织分化程度 －０．７５６ ０．４５０

　高中分化 ２６ １．５９９（０．３５２～７．７５８）

　低分化 ３０ １．０７３（０．４３０～３．８１０）

ＴＮＭ分期 ３６．３３５ ＜０．０１

　Ⅰ １２ ０．８７０（０．０２０～０．９１１）

　Ⅱ ２４ １．０７０（０．１７１～１．６７７）

　Ⅲ １２ ３．１５０（１．８７６～７．４９４）

　Ⅳ ８ １０．７２０（９．３２３～１２．６００）

淋巴结转移 －３．３５３ ０．００１

　阳性 ２９ ３．７４６（１．００４～８．７１２）

　阴性 ２７ １．１００（０．０６３～１．７７８）

ａ：６０岁为５６例ＥＳＣＣ患者年龄中位数

３　讨论

　　研究表明，一种 ｍｉＲＮＡ可以调节多种基因的表
达，并且３０％～６０％的人类基因都受ｍｉＲＮＡｓ的调节，
ｍｉＲＮＡｓ可以参与多种细胞生物进程，包括细胞增殖、
分化、凋亡、侵袭和迁移等［４］。ｍｉＲＮＡｓ在肿瘤中既可
以发挥致癌作用，也可发挥抑癌作用，取决于它所作用

的靶基因［９］，并且相同的ｍｉＲＮＡ在不同肿瘤中的作用
不尽相同［１０－１１］。

　　本研究通过 ｑＲＴＰＣＲ分析了５６例 ＥＳＣＣ组织和
癌旁组织中 ｍｉＲＮＡ２０５表达情况，发现癌组织中
ｍｉＲＮＡ２０５表达显著高于癌旁组织（Ｚ＝－３．０６７，Ｐ＝
０００２）。２０１３年，Ｚｈａｏ等［１２］通过ｑＲＴＰＣＲ检测处于同
一ＴＮＭ分期但不同预后的ＥＳＣＣ患者组织中ｍｉＲＮＡ的
表达，结果显示：与预后较差的患者相比，预后较好的患

者食管癌组织中 ｍｉＲＮＡ２０５表达量明显升高。２０１５
年，Ｓｔａｎｉｔｚ等［１３］探讨食管癌患者组织中 ｍｉＲＮＡ变化
与患者生活方式和社会环境因素的关系，发现食管癌

患者组织中 ｍｉＲＮＡ２０５表达量明显高于正常食管组
织，且 ｍｉＲＮＡ２０５表达量与吸烟呈正相关，与饮酒呈
负相关。本研究及以上研究表明：ｍｉＲＮＡ２０５在食管
癌组织中表达升高，且与患者的预后及生活方式有关，

有可能参与了食管癌的发生并影响其预后。

　　进一步分析ｍｉＲＮＡ２０５在ＥＳＣＣ患者不同临床病
理资料之间的差异发现，ｍｉＲＮＡ２０５在不同ＴＮＭ分期
和淋巴结转移阴性／阳性组织中存在差异，即 ＴＮＭ分
期越高，ｍｉＲＮＡ２０５表达越高，差异有统计学意义
（Ｆ＝３６．３３５，Ｐ＜０．０１）；淋巴结转移阳性组 ｍｉＲＮＡ
２０５表达显著高于淋巴结转移阴性组（Ｚ＝－３．３５３，
Ｐ＝０００１）。研究结果显示，ｍｉＲＮＡ２０５在鉴别头颈
鳞癌患者是否发生颈部转移时具有较高的敏感性、特

异性和准确度，推测ｍｉＲＮＡ２０５可能参与了癌细胞的
转移，可以作为判断肿瘤是否发生转移的潜在指

标［１４］。然而，Ｍａｔｓｕｓｈｉｍａ等［８］通过细胞实验证实，

ｍｉＲＮＡ２０５虽然对 ＥＳＣＣ细胞的增殖、凋亡和分化无
影响，但却可以抑制其侵袭和迁移。本研究结果显示，

ｍｉＲＮＡ２０５在高ＴＮＭ分期组及淋巴结转移阳性组织
中表达升高，对ＥＳＣＣ细胞转移起促进作用，产生这种
差异的原因可能是 ｍｉＲＮＡ作用的靶基因不同。例如
在关于ｍｉＲＮＡ２０５与乳腺癌的研究中，Ｗｕ等［１５］证实

ＥｒｂＢ３和 ＶＥＧＦＡ是 ｍｉＲＮＡ２０５的靶基因，而 Ｗａｎｇ
等［１６］证实 ＨＥＲ３也可以作为 ｍｉＲＮＡ２０５的靶基因。
因此，进一步确定 ｍｉＲＮＡ２０５的靶基因，才能更好地

７８　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１）



理解其在 ＥＳＣＣ转移中的作用。此外，本研究结果显
示，ｍｉＲＮＡ２０５表达情况与患者的年龄、性别、肿瘤位
置、组织分化程度均无关。

　　综上所述，ｍｉＲＮＡ２０５在ＥＳＣＣ组织中表达升高，
且表达量在不同ＴＮＭ分期及淋巴结转移阴性／阳性组
织中存在差异，说明 ｍｉＲＮＡ２０５可能参与了 ＥＳＣＣ的
发生、发展，但由于 ｍｉＲＮＡ和上下游基因作用的复杂
性，ｍｉＲＮＡ２０５调节ＥＳＣＣ发生、发展的作用机制尚不
十分明确，关于ｍｉＲＮＡ２０５上下游调节基因的确定以
及其对ＥＳＣＣ细胞功能的研究仍需大量的研究工作。
另外，能否通过检测早期 ＥＳＣＣ患者血浆中 ｍｉＲＮＡ
２０５含量来辅助诊断 ＥＳＣＣ，以达到早发现、早治疗的
目的，也是一个值得探索和期待的方向。
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２０１５，３５（２）：１０９１－１０９７．

［１４］ｄｅＣａｒｖａｌｈｏＡＣ，ＳｃａｐｕｌａｔｅｍｐｏＮｅｔｏＣ，ＭａｉａＤＣ，ｅｔａｌ．
ＡｃｃｕｒａｃｙｏｆｍｉｃｒｏＲＮＡｓａｓｍａｒｋｅｒｓｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｎｅｃｋ
ｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｅｓｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｈｅａｄａｎｄｎｅｃｋｓｑｕａ
ｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ［Ｊ］．ＢＭＣＭｅｄ，２０１５，１３：１０８．ＤＯＩ：
１０．１１８６／ｓ１２９１６－０１５－０３５０－３

［１５］ＷｕＨ，ＺｈｕＳ，ＭｏＹＹ．Ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈａｎｄｉｎ
ｖａｓｉｏｎｂｙｍｉＲ２０５ｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＣｅｌｌＲｅｓ，２００９，１９
（４）：４３９－４４８．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｃｒ．２００９．１８

［１６］ＷａｎｇＺ，ＬｉａｏＨ，ＤｅｎｇＺ，ｅｔａｌ．ｍｉＲＮＡ２０５ａｆｆｅｃｔｓｉｎｆｉｌ
ｔｒａｔｉｏｎａｎｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓｏｆｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏｐｈｙｓ
ＲｅｓＣｏｍｍｕｎ，２０１３，４４１（１）：１３９－１４３．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．
ｂｂｒｃ．２０１３．１０．０２５

（收稿：２０１５０４２４；修回：２０１５０６２５）

（编辑　汪勤俭）

８８ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　


