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ｍｉＲ２００ｃ过表达对寡灶型转移细胞株体外特性的影响

陈俊良，孙志卫，王健宇，邢若曦　　（４０００１６重庆，重庆医科大学生命科学研究院）

　　［摘要］　目的　探索ｍｉＲ２００ｃ稳定过表达对寡灶型转移肿瘤细胞株体外癌症生物学特性的影响。
方法　通过慢病毒感染建立稳定上调 ｍｉＲ２００ｃ表达的寡灶型转移细胞株 ＭＤＡ４３５ＯＬｍｉＲ２００ｃ（实验
组），并同时建立阴性对照组（感染空质粒 ＬＶ３ＮＣ）和阳性对照组（多灶型细胞株 ＭＤＡ４３５ＰＯＬ），通过
ＣＣＫ８增殖曲线测定、琼脂平板克隆实验、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室迁移和侵袭实验来阐明上调ｍｉＲ２００ｃ对寡灶型
转移细胞体外特性的影响以及上调目的基因后寡灶型与多灶型转移细胞株体外癌症生物学特性的不同

和联系。结果　在稳定寡灶转移细胞株中过表达ｍｉＲ２００ｃ对细胞体外克隆形成率为（０．６９±０．０２），迁
移细胞数为（２１．２０±２．３５），侵袭细胞数为（５６．８０±５．２２），均较阴性对照组显著增加（Ｐ＜０．０５），与阳性对
照组体外特性基本一致。但ｍｉＲ２００ｃ过表达对增殖能力没有显著的影响。结论　寡灶型细胞株稳定上调
ｍｉＲ２００ｃ后体外克隆形成能力、迁移能力和侵袭能力均有所提高，且呈现出多灶型细胞株的特性。
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　　肿瘤转移是肿瘤引起死亡的主要原因。虽然现阶
段以放疗、化疗及联合标靶药物为主的肿瘤标准治疗

方法得以迅猛发展，但其对于转移性肿瘤的疗效却微

乎其微，肿瘤患者死亡率居高不下。Ｗｅｉｃｈｓｅｌｂａｕｍ和
Ｈｅｌｌｍａｎ于１９９５年首次提出临床寡灶型转移肿瘤的
假说，他们认为在某些转移性肿瘤的临床演进过程中，

以有限数量的转移灶或受累器官为标志的“寡灶转

移”（ｏｌｉｇｏｍｅｔａｓｔａｓｉｓ）（全身累积转移灶数目 ＜５）的存
在，为治疗转移期肿瘤提供了一个契机［１－２］。手术切

除和立体定向全身放疗（ｓｔｅｒｅｏｔａｃｔｉｃｂｏｄｙｒａｄｉａｔｉｏｎ
ｔｈｅｒａｐｙ，ＳＢＲＴ）在针对寡灶型转移肿瘤的治疗方面获
得了显著成效，大部分患者通过治疗，能有效地控制病

情，甚至有部分转移性肿瘤患者得到根治［３－８］。但是，

肿瘤从寡灶型转移演变为多灶型转移（全身累积转移

灶数目≥５）是寡灶型转移针对性治疗失败的根本原
因［９］。这提示寡灶型向多灶型转移的演变过程很有

可能是一个治疗转移期肿瘤的新靶点。我们前期的研

究结果显示：在从寡灶型演进到多灶型转移患者转移

组织中，ｍｉＲ２００ｃ的表达比稳定寡灶型转移患者转移
组织中要高２０倍［１０］。因此，本研究通过建立稳定上

调ｍｉＲ２００ｃ寡灶型转移细胞株，研究并描述其体外生
物学特性（增殖能力、克隆能力、迁移能力、侵袭能

力），为该课题进一步探究肿瘤寡灶型转移向多灶型

转移演变机制提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料
　　胎牛血清（美国 ＥｘＣｅｌｌｂｉｏ公司），ＤＭＥＭ培养基
（美国 Ｇｉｂｃｏ公司），ＴＲＩｚｏｌ试剂（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司），ｃＤＮＡ第一链合成试剂盒、ＳＹＢＲ染料法荧光定量
ＰＣＲ试剂盒（中国 Ｓａｎｇｏｎ公司），ＰＢＳ（美国 ＨｙＣｌｏｎｅ
公司），双抗和两性霉素Ｂ（美国ＨｙＣｌｏｎｅ公司），ＣＣＫ８
试剂盒（日本同仁公司），琼脂粉（美国 Ｓｉｇｍａ公司），
基质胶（ｍａｔｒｉｇｅｌ，美国ＢＤ公司），ｍｉＲ２００ｃ慢病毒载体
和ＬＶ３ＮＣ阴性对照载体（中国 Ｓａｎｇｏｎ公司），Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ小室（美国 Ｍｉｌｉｐｏｒｅ公司），ＦＳＸ１００智能图像导
航仪（日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公司），流式细胞仪、荧光定量
ＰＣＲ仪（美国ＢＤ公司），３７℃细胞培养箱（日本Ｏｌｙｍ
ｐｕｓ公司），４℃离心机（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）。
１．２　细胞培养
　　经活体验证的来源于人乳腺癌稳定寡灶型转移细
胞株ＭＤＡ４３５ＯＬ和稳定多灶型转移细胞株 ＭＤＡ
４３５ＰＯＬ的建立：从裸鼠尾静脉注射，于裸鼠肺上形成
相应的转移灶，再进行组织细胞原代提取和培养，由实

验室保存［１０］。细胞用含 １０％胎牛血清、１％双抗、
１％两性霉素Ｂ的ＤＭＥＭ培养基，于３７℃细胞培养箱
培养，ＣＯ２体积分数为５％。寡灶型细胞贴壁梭形分化
明显，呈聚集克隆状生长。多灶型细胞贴壁分化程度

低，多为圆形和短梭形，呈弥散性生长。

１．３　细胞感染和纯化
　　取对数生长期的ＭＤＡ４３５ＯＬ细胞进行慢病毒感
染，按上海Ｓａｎｇｏｎ公司提供的病毒使用说明方法和前
期预实验结果，用ｍｉＲ２００ｃ过表达病毒载体和阴性对
照ＬＶ３ＮＣ病毒载体分别感染目的细胞，病毒 ＭＯＩ值
为３０，ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ工作浓度为５μｇ／ｍＬ。感染７２ｈ后于
ＦＳＸ１００智能导航仪下拍摄荧光图片，确定感染效率。
后经流式细胞仪根据ＧＦＰ的表达情况分选、纯化 ＧＦＰ
阳性细胞。

１．４　ＲＴＰＣＲ检测细胞ｍｉＲ２００ｃ的表达
　　收集稳定寡灶型转移细胞ＭＤＡ４３５ＯＬ和纯化后
的 ＭＤＡ４３５ＯＬｍｉＲ２００ｃ、ＭＤＡ４３５ＯＬＬＶ３ＮＣ细胞，
用ＴＲＩｚｏｌ试剂提取总ＲＮＡ，按照 ｃＤＮＡ第一链合成试
剂盒说明书逆转录成 ｃＤＮＡ，逆转录过程采用加尾法
逆转录体系，反应条件为：３７℃，６０ｍｉｎ；８５℃，５ｍｉｎ；
４℃保存。再按照ＳＹＢＲ染料法荧光定量ＰＣＲ试剂盒
说明书对ｍｉＲ２００ｃ进行扩增，内参用 Ｕ６。ｍｉＲ２００ｃ正
向引物序列为：５′ＧＣＴＡＡＴＡＣＴＧＣＣＧＧＧＴＡＡＴＧＡＴＧ３′；
Ｕ６的正向引物序列为：５′ＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡＴＡ
ＴＡＣＴＡＡＡＡＴ３′；ｍｉＲ２００ｃ和Ｕ６的反向引物是试剂盒
自带的通用反向引物，序列不公开。ＰＣＲ反应条件
为：第一步９５℃，３０ｓ；第二步９５℃，５ｓ，６５℃，３０ｓ，
共４０个循环。ＰＣＲ数据用２－△△Ｃｔ法进行分析。
１．５　ＣＣＫ８检测细胞增殖曲线
　　实验分为３组：ＭＤＡ４３５ＯＬｍｉＲ２００ｃ为实验组，
ＭＤＡ４３５ＯＬＬＶ３ＮＣ为阴性对照组，ＭＤＡ４３５ＰＯＬ为
阳性对照组，均有空白对照。实验在９６孔板中进行，
每个组每天设置５个孔，实验时间为７ｄ。每孔细胞初
始量为２０００个，细胞悬液１００μＬ。测值前，每孔加入
ＣＣＫ８试剂１０μＬ，在３７℃培养箱内反应２ｈ后于酶
标仪波长 ４５０ｎｍ处检测光密度值［Ｄ（４５０）］，按照
Ｄ（４５０）真实 ＝Ｄ（４５０）测 －Ｄ（４５０）空白计算出相应的真
实 Ｄ（４５０）值（５个复孔取平均值），以所测真实
Ｄ（４５０）值为纵坐标，实验时间为横坐标绘制细胞增殖
曲线。在增殖曲线对数生长期内任意取两点，根据细

胞倍增时间（ｄｏｕｂｌｉｎｇｔｉｍｅ，ＤＴ）＝ｔ×［ｌｇ２／（ｌｇＮｔ－ｌｇ
Ｎｏ）］计算出 ＤＴ，其中 ｔ为增殖曲线两点间的时间间
隔，Ｎｏ为首次记录点的Ｄ（４５０）值，Ｎｔ为ｔ时间后记录
的Ｄ（４５０）值。
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１．６　琼脂平板克隆实验
　　取３组对数生长期的细胞制成单细胞悬液，将细
胞悬液作梯度倍数稀释，每组分别以每孔５０个细胞的
梯度密度接种于含２ｍＬ培养液的３５ｍｍ培养皿中，
并轻轻摇晃，使细胞分散均匀。待５ｈ后镜下可观察
到细胞已经悉数贴壁，此时将皿中培养基换成含

０２％ ａｇａｒ的培养基，置于３７℃培养箱内培养７～１２ｄ。
期间可观察，当皿中出现肉眼可见克隆斑时即终止培

养，弃去ａｇａｒ上清，沿壁缓慢加入 ＰＢＳ润洗２次。之
后加入２ｍＬ冰甲醇固定２０ｍｉｎ，结晶紫染色５ｍｉｎ，
ＰＢＳ轻轻润洗后室温干燥。干燥完成后对着色的克隆
斑进行计数，根据公式计算出细胞体外克隆形成率：

克隆形成率 ＝（克隆数／接种细胞数）×１００％。
１．７　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室迁移实验
　　取３组对数生长期细胞用不含血清的 ＤＭＥＭ制
成单细胞悬液备用，按每个上室２００μＬ总体积、细胞
数为 ４×１０４个滴加细胞悬液至上室，下室中添加
８００μＬ含１０％ＦＢＳ的ＤＭＥＭ，小心将小室移至下室液
中，切勿产生气泡，将 ２４孔板放入细胞培养箱孵育。
１６～２４ｈ后取出孔板，移出小室后观察下室液。若在
下室可见细胞碎片或完整细胞，则终止迁移实验，若没

有则继续培养，时间不超过２４ｈ。完成迁移后小室底
膜经冰甲醇固定１０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗２遍，结晶紫染色
５ｍｉｎ，润洗３遍后切下，底面朝上用树脂封片，于ＦＳＸ
１００智能导航仪下拍摄细胞图片，随机选取１０个４０倍
视野下的图像计数，取平均值表征迁移细胞数，实验重

复３次。
１．８　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室侵袭实验
　　实验设置、步骤及计数方法如１．７所述，侵袭实验
在添加细胞之前要在小室底膜上室面铺上一层基质

胶。按照ｍａｔｒｉｇｅｌ∶无血清 ＤＭＥＭ＝１∶１１的比例配制，
每孔上室加６０μＬ，待胶铺平并晾干后再进行后续实
验。若胶干燥时间过长，使用前可在上室加１００μＬ无
血清ＤＭＥＭ水化２ｈ再进行后续实验。
１．９　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２２．０统计软件，计量资料以珋ｘ±ｓ表示，
不同组别数据比较采用单因素方差分析进行均值多重

比较。以Ｐ＜００５表示差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　验证 ｍｉＲ２００ｃ感染后在 ＭＤＡ４３５ＯＬ寡灶细胞
中的稳定过表达

　　经慢病毒感染的 ＭＤＡ４３５ＯＬｍｉＲ２００ｃ细胞，
ｍｉＲ２００ｃ的表达可以用与之共表达的 ＧＦＰ的阳性率

判断，用流式细胞仪进行ｍｉＲＮＡ２００ｃ表达细胞的纯化
和分选。分选之后ＧＦＰ阳性率 ＞９０％（图１），符合后
续实验要求。ＲＴＰＣＲ检测结果显示 ＭＤＡ４３５ＯＬ
ｍｉＲ２００ｃ细胞中ｍｉＲ２００ｃ的表达量是 ＭＤＡ４３５ＯＬ的
（９．８０±１１３）倍，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。阴
性对照细胞中 ｍｉＲ２００ｃ的表达量是 ＭＤＡ４３５ＯＬ的
（１．１４±０．１０）倍，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
ＭＤＡ４３５ＯＬｍｉＲ２００ｃ细胞中 ｍｉＲ２００ｃ的表达量是阴
性对照细胞的（８．６８±１．６６）倍，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。表明获得了ｍｉＲ２００ｃ稳定过表达的细胞
株ＭＤＡ４３５ＯＬｍｉＲ２００ｃ。
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Ａ：荧光图；Ｂ：白光图
图１　ＦＳＸ１００智能图像导航仪观察ＭＤＡ４３５ＯＬｍｉＲ２００ｃ

感染后细胞ＧＦＰ的阳性表达　（×２０）

２．２　ｍｉＲ２００ｃ的上调对细胞体外增殖的影响
　　ｍｉＲ２００ｃ的上调对细胞体外增殖的影响由比较
ＣＣＫ８实验量化的细胞 ＤＴ所决定。实验组细胞 ＤＴ
为１６．３３ｈ，阴性对照组细胞为１６．８２ｈ，阳性对照组细
胞为１６．６１ｈ，组间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，
图２）。表明ｍｉＲ２００ｃ的稳定上调不改变寡灶型转移
细胞的增殖特性。
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图２　ＣＣＫ８检测３组细胞体外增殖能力

２．３　ｍｉＲ２００ｃ的上调显著提高寡灶型转移细胞的克
隆生成能力

　　ｍｉＲ２００ｃ的上调对细胞体外克隆形成的影响由比
较克隆斑形成率决定。克隆斑染色（图３）后对其进行
计数，根据公式算出各组细胞克隆形成率：阳性对照组
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为（０．７０±０．０２），实验组为（０．６９±０．０２），阴性对照
组为（０．５３±０．０２）。数据单因素方差分析进行多重
比较后证实实验组克隆形成率与阳性对照组相当，均

显著高于阴性对照组（Ｐ＜０．０５）。表明ｍｉＲ２００ｃ的稳
定上调显著提高寡灶型转移细胞的克隆形成特性，且

与多灶转移型细胞的克隆形成能力相当。

２．４　ｍｉＲ２００ｃ的上调显著增强寡灶型转移细胞的迁
移能力

　　结果见图４。阳性对照组迁移细胞数为（２２．２０±
２．３９），实验组为（２１．２０±２．３５），阴性对照组为
（１２１０±２．２８）。数据单因素方差分析进行多重比较
后证实：实验组迁移细胞数与阳性对照组相当，均显著

高于阴性对照组（Ｐ＜０．０５）。表明ｍｉＲ２００ｃ的稳定高
调显著增强了寡灶型转移细胞的体外迁移能力，与多

灶转移型细胞的迁移能力相当。

２．５　ｍｉＲ２００ｃ的上调显著增强寡灶型转移细胞的侵
袭能力

　　结果见图 ５。各组侵袭细胞数：阳性对照组为
（５７．６０±５．５６），实验组为（５６．８０±５．２２），阴性对照
组为（４０．１０±２．５１）。数据单向分析、多重比较检验
后证实：实验组侵袭细胞数与阳性对照组相当，均显著

高于阴性对照组（Ｐ＜０．０５）。表明ｍｉＲ２００ｃ的稳定上
调显著增强了寡灶型转移细胞的体外迁移能力，且与

多灶转移型细胞的侵袭能力相当。
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Ａ：克隆斑在显微镜下的形态（×４）；Ｂ：各组琼脂平板克隆斑实验结果　１：阳性对照组；２：实验组；３：阴性对照组
图３　在寡灶型转移的细胞株中稳定上调ｍｉＲ２００ｃ对细胞克隆形成能力的影响
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Ａ：阳性对照组；Ｂ：实验组；Ｃ：阴性对照组
图４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室检测各组细胞的迁移能力　（×４０）
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Ａ：阳性对照组；Ｂ：实验组；Ｃ：阴性对照组
图５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室检测各组细胞的侵袭能力　（×１０）
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３　讨论

　　肿瘤转移是患者致死的重要原因，当部分发生转
移的肿瘤引发的病灶数有限时，可通过手术切除或放

疗方式治疗，且效果很可观，甚至有２５％的患者可以
痊愈或保持这种缓慢的转移病灶进程［１１－１６］。这为转

移性肿瘤的治疗提供了一个新思路。临床上将这种发

生转移，单器官病灶数＜５或全身受累器官数＜５的转
移定义为寡灶型转移，反之，单器官病灶数多于５或全
身受累器官数 ＞５的转移定义为多灶型转移。大约
７５％的患者治疗初期呈现出肿瘤寡灶型转移的特点，
但在治疗过程中，寡灶型转移向多灶型转移演变，导致

寡灶型转移肿瘤治疗失败。我们前期临床研究发现稳

定寡灶型转移和能从寡灶型转移演变成多灶型转移的

组织中 ｍｉｃｒｏＲＮＡ表达图谱有显著差异［１０，１７－１９］，从分

子层面提供了依据，说明两者之间确有不同。

　　ｍｉＲＮＡ是多细胞生物正常发展及病理演变过程
的关键调节因子，并参与调节几乎所有已知的癌变过

程，包括细胞生长、分化、增殖、血管生成以及侵袭和转

移［２０］。在与肿瘤发生、发展相关的众多ｍｉｃｒｏＲＮＡ中，
ｍｉＲ２００家族备受关注，其中研究较多的是 ｍｉＲ２００ｃ。
早期研究表明：在肿瘤发生初期，ｍｉＲ２００ｃ通过抑制靶
基因Ｚｅｂ１、Ｚｅｂ２上调 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ并下调 Ｖｉｍｅｎｔｅｎ，维
持原发瘤上皮细胞表型，抑制上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｓ，ＥＭＴ），从而抑制了肿瘤的转
移和浸润［２１－２３］。然而最近的一组研究表明 ｍｉＲ２００ｃ
可以促进肿瘤的转移和浸润。因此，ｍｉＲ２００ｃ对 ＥＭＴ
的调控是动态的，具有双向调节 ＥＭＴ可塑性的功
能［２４－２６］。与ｍｉＲ２００ｃ抑制原位肿瘤转移的作用机制
相比，ｍｉＲ２００ｃ促进转移的机制研究还比较肤浅。我
们前期的研究结果显示：在临床样本中，ｍｉＲ２００ｃ的表
达在从寡灶型演进到多灶型转移的患者转移组织中与

稳定寡灶型转移患者转移组织中相比要高２０倍，暗示
ｍｉＲ２００ｃ促进寡灶向多灶型转移的演进。因此，研究
ｍｉＲ２００ｃ促多灶型转移的机制有着重要的临床意义［１０］。

　　制约肿瘤转移的两个瓶颈因素是离开原位发生器
官到达远位受累器管所需的迁移和侵袭能力，以及到

达受累器官形成转移灶的克隆增殖能力。这两个因素

共同决定肿瘤转移的成功率。在体外实验中，能够有

效地测量和量化这两个转移的关键因素的实验分别是

通过克隆斑实验估算克隆率以及通过迁移和侵袭实验

共同决定肿瘤细胞的侵袭能力。因此，本研究通过比较

ｍｉＲ２００ｃ上调之后对克隆率和迁移及侵袭能力的改变
来判断ｍｉＲ２００ｃ是否具有促进体外转移特性的作用。

　　本研究结果表明：稳定上调寡灶型转移细胞株中
ｍｉＲ２００ｃ的表达，能有效地增强体外克隆率和迁移及
侵袭能力，且表现出与多灶型转移细胞株相当的体外

转移特性能力。有趣的是：之前大多 ｍｉＲ２００ｃ的研究
结果表明该 ｍｉｃｒｏＲＮＡ有抑制肿瘤侵袭和转移的功
能，而这些研究大多在比较原位没有转移的肿瘤和转

移灶之间ｍｉＲ２００ｃ的表达。ｍｉＲ２００ｃ抑制转移的机制
是通过抑制 ＥＭＴ而实现。当 ｍｉＲ２００ｃ在介导寡灶型
向多灶型转移演进时，发现它在临床多灶型转移中比

稳定寡灶型转移增高２０倍［１０］，寡灶转移细胞和多灶

转移细胞均为转移性肿瘤细胞，癌细胞都已经过 ＥＭＴ
过程走向转移，只是转移程度不同。因此，本研究探讨

ｍｉＲ２００ｃ在ＥＭＴ之后促进寡灶型向多灶型转移演变
的机制，提出ｍｉＲ２００ｃ在寡灶细胞株中表现出来的促
进肿瘤细胞侵袭和迁移的能力并不与之前人们对该基

因的研究相矛盾。最近的研究也表明在已具有转移能

力的肿瘤细胞中，ｍｉＲ２００ｃ有促进转移的功能，其机制
是通过抑制它的靶基因 Ｓｅｃ２３ａ调控分泌蛋白组功能
而实现的［２５］。

　　本研究验证了 ｍｉＲ２００ｃ的过表达对寡灶型转移
细胞体外克隆、迁移、侵袭能力的加强，这些生物学特

性与多灶型转移细胞特性相近。如要更深入地研究

ｍｉＲ２００ｃ促进肿瘤转移的机制，还需要进行小鼠活体
实验。本研究为下一步采用活体验证ｍｉＲ２００ｃ促进肿
瘤寡灶型转移向多灶型转移演变提供了体外实验依据。

参考文献：

［１］Ｗｅｉｃｈｓｅｌｂａｕｍ Ｒ Ｒ，ＨｅｌｌｍａｎＳ．Ｏｌｉｇｏｍｅｔａｓｔａｓｅｓｒｅｖｉｓｉｔｅｄ
［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖＣｌｉｎＯｎｃｏｌ，２０１１，８（６）：３７８－３８２．ＤＯＩ：
１０．１０３８／ｎｒｃｌｉｎｏｎｃ．２０１１．４４

［２］ＨｅｌｌｍａｎＳ，Ｗｅｉｃｈｓｅｌｂａｕｍ Ｒ Ｒ．Ｏｌｉｇｏｍｅｔａｓｔａｓｅｓ［Ｊ］．Ｊ
ＣｌｉｎＯｎｃｏｌ，１９９５，１３（１）：８－１０．

［３］ＳｔａｒｅｎＥＤ，ＳａｌｅｒｎｏＣ，ＲｏｎｇｉｏｎｅＡ，ｅｔａｌ．Ｐｕｌｍｏｎａｒｙ
ｒｅｓｅｃｔｉｏｎｆｏｒｍｅｔａｓｔａｔｉｃｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＡｒｃｈＳｕｒｇ，１９９２，
１２７（１１）：１２８２－１２８４．

［４］ＴｏｍｌｉｎｓｏｎＪＳ，ＪａｒｎａｇｉｎＷＲ，ＤｅＭａｔｔｅｏＲＰ，ｅｔａｌ．Ａｃｔｕａｌ
１０ｙｅａｒｓｕｒｖｉｖａｌａｆｔｅｒｒｅｓｅｃｔｉｏｎｏｆｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｌｉｖｅｒｍｅｔａｓｔａｓｅｓ
ｄｅｆｉｎｅｓｃｕｒｅ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＯｎｃｏｌ，２００７，２５（２９）：４５７５－
４５８０．ＤＯＩ：１０．１２００／ＪＣＯ．２００７．１１．０８３３

［５］ＦｏｎｇＹ，ＣｏｈｅｎＡＭ，ＦｏｒｔｎｅｒＪＧ，ｅｔａｌ．Ｌｉｖｅｒｒｅｓｅｃｔｉｏｎｆｏｒ
ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｍｅｔａｓｔａｓｅｓ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎＯｎｃｏｌ，１９９７，１５（３）：９３８－
９４６．

［６］ＳａｌａｍａＪＫ，ＣｈｍｕｒａＳＪ，ＭｅｈｔａＮ，ｅｔａｌ．Ａｎｉｎｉｔｉａｌｒｅｐｏｒｔｏｆ
ａｒａｄｉａｔｉｏｎｄｏｓｅｅｓｃａｌａｔｉｏｎｔｒｉａｌｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｏｎｅｔｏｆｉｖｅ
ｓｉｔｅｓｏｆｍｅｔａｓｔａｔｉｃｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００８，１４
（１６）：５２５５－５２５９．ＤＯＩ：１０．１１５８／１０７８０４３２．ＣＣＲ０８
０３５８

０９４２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（２３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



［７］ＷｏｎｇＡＣ，ＷａｔｓｏｎＳＰ，ＰｉｔｒｏｄａＳＰ，ｅｔａｌ．Ｃｌｉｎｉｃａｌａｎｄ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｒｋｅｒｓｏｆｌｏｎｇｔｅｒｍｓｕｒｖｉｖａｌａｆｔｅｒｏｌｉｇｏｍｅｔａｓｔａｓｉｓ
ｄｉｒｅｃｔｅｄｓｔｅｒｅｏｔａｃｔｉｃｂｏｄｙｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙ（ＳＢＲＴ） ［Ｊ］．
Ｃａｎｃｅｒ，２０１６，１２２（１４）：２２４２－２２５０．ＤＯＩ：１０．１００２／
ｃｎｃｒ．３００５８

［８］ＳｕｚｕｋｉＨ，ＹｏｓｈｉｎｏＩ．Ａｐｐｒｏａｃｈｆｏｒｏｌｉｇｏｍｅｔａｓｔａｓｉｓｉｎｎｏｎ
ｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＧｅｎＴｈｏｒａｃＣａｒｄｉｏｖａｓｃＳｕｒｇ，
２０１６，６４（４）：１９２－１９６．ＤＯＩ：１０．１００７／ｓ１１７４８０１６
０６３０７

［９］ＨｉｓｈｉｄａＴ，ＹｏｓｈｉｄａＪ，ＡｏｋａｇｅＫ，ｅｔａｌ．Ｐｏｓｔｏｐｅｒａｔｉｖｅｏｌｉｇｏ
ｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅｏｆｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ：Ｃｌｉｎｉｃａｌｆｅａｔｕｒｅｓ
ａｎｄｓｕｒｖｉｖａｌ［Ｊ］．ＥｕｒＪＣａｒｄｉｏｔｈｏｒａｃＳｕｒｇ，２０１６，４９（３）：
８４７－８５３．ＤＯＩ：１０．１０９３／ｅｊｃｔｓ／ｅｚｖ２４９

［１０］ＬｕｓｓｉｅｒＹＡ，ＸｉｎｇＨＲ，ＳａｌａｍａＪＫ，ｅｔａｌ．ｍｉｃｒｏＲＮＡ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｓｏｌｉｇｏｍｅｔａｓｔａｓｉｓ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，
２０１１，６（１２）：ｅ２８６５０．ＤＯＩ：１０．１３７１／ｊｏｕｒｎａｌ．ｐｏｎｅ．
００２８６５０

［１１］ ＳｅｌｚｎｅｒＭ，ＭｏｒｓｅＭ Ａ，ＶｒｅｄｅｎｂｕｒｇｈＪＪ，ｅｔａｌ．Ｌｉｖｅｒ
ｍｅｔａｓｔａｓｅｓｆｒｏｍ ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ：ｌｏｎｇｔｅｒｍ ｓｕｒｖｉｖａｌａｆｔｅｒ
ｃｕｒａｔｉｖｅｒｅｓｅｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｓｕｒｇｅｒｙ，２０００，１２７（４）：３８３－３８９．

［１２］ＴａｎｖｅｔｙａｎｏｎＴ，ＲｏｂｉｎｓｏｎＬＡ，ＳｃｈｅｌｌＭＪ，ｅｔａｌ．Ｏｕｔｃｏｍｅｓ
ｏｆ ａｄｒｅｎａｌｅｃｔｏｍｙ ｆｏｒ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓ ｖｅｒｓｕｓ
ｍｅｔａｃｈｒｏｎｏｕｓａｄｒｅｎａｌｍｅｔａｓｔａｓｅｓｉｎｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇ
ｃａｎｃｅｒ：ａｓｙｓｔｅｍａｔｉｃｒｅｖｉｅｗａｎｄｐｏｏｌｅｄａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．ＪＣｌｉｎ
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Ｏｎｅ，２０１０，５（１０）：ｅ１３１７６．ＤＯＩ：１０．１３７１／ｊｏｕｒｎａｌ．

ｐｏｎｅ．００１３１７６

［２５］ＫｏｒｐａｌＭ，ＥｌｌＢＪ，ＢｕｆｆａＦＭ，ｅｔａｌ．Ｄｉｒｅｃｔｔａｒｇｅｔｉｎｇｏｆ

Ｓｅｃ２３ａｂｙｍｉＲ２００ｓｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｅｃｒｅｔｏｍｅａｎｄ

ｐｒｏｍｏｔｅｓｍｅｔａｓｔａｔｉｃｃｏｌｏｎｉｚａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＮａｔＭｅｄ，２０１１，１７

（９）：１１０１－１１０８．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｎｍ．２４０１
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