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循环外泌体源性微RNA用于胃癌早期诊断的筛选和鉴定
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【摘 要】目的：通过筛查外周血中肿瘤特异性来源的外泌体中的微RNA，建立一种新的胃癌早期诊断方法。方法：从基因表达

综合数据库中下载胃癌外泌体数据集 GSE148334和 GSE130654，以 logFC>1或 logFC<-1，P<0.05为标准筛选差异 RNAs；通过

TargetScan和ENCORI数据库预测mRNA-miRNA-lncRNA之间的调控关系，用Cytoscape软件绘制 ceRNA网络并筛选Hub基因

进行验证。纳入 27例早期胃癌患者、25例健康对照和 25例其他癌症患者为研究对象，通过超速离心法分离血清外泌体。提

取血清和外泌体样本中的RNA进行实时荧光定量聚合酶链式反应（real-time quantitative polymerase chain reaction，RT-qPCR）
试验，分析Hub基因在各组的表达情况。结果：通过生物信息学方法筛选出 3个Hub基因 hsa-miR-105-5p、hsa-miR-219b-3p
和 hsa-miR-889-3p，RT-qPCR 结果显示 hsa-miR-219b-3p在胃癌组血清和外泌体样本中的表达均明显高于健康对照组和其

他癌组（血清：4.050±2.697，1.357±0.857，1.934±2.434；外泌体：2.525±1.518，0.774±0.559，1.259±2.127），差异有统计学意

义（P<0.05），而 hsa-miR-105-5p和 hsa-miR-889-3p在胃癌组和其他两组之间表达差异无统计学意义（P>0.05）。外泌体 hsa-
miR-219b-3p的受试者工作特征曲线下面积为0.896（95%CI=0.800~0.993），明显优于传统肿瘤标志物癌胚抗原（P=0.015）、糖类抗

原 19-9（P=0.021）和糖类抗原 72-4（P=0.005），所以外泌体 hsa-miR-219b-3p在胃癌患者中具有更优的诊断效能。结论：血清

外泌体来源的hsa-miR-219b-3p有作为早期胃癌诊断标志物的潜力。
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the early diagnosis of gastric cancer

Li　Yan1，Yang　Liu1，Zhang　Yong2，Liu　Yongyu1，Li　Zongxin1，Han　Hongyan1，Deng　Kun1

（1.Department of Laboratory Medicine，The Third Affiliated Hospital of Chongqing Medical University；
2.Key Laboratory of Ministry of Education for Biorheological Science and Technology，School of Bioengineering，

Chongqing University）
【Abstract】Objective：To establish a novel method for the early diagnosis of gastric cancer（GC） by screening for the microRNAs 
within tumor-specific exosomes in peripheral blood. Methods：The gene expression omnibus database was used to download the 
GSE148334 and GSE130654 datasets of GC exosomes，and differentially expressed RNAs were obtained according to logFC>1 or logFC
<-1 and P<0.05. TargetScan and ENCORI databases were used to predict the regulatory relationship between mRNA，miRNA，and ln⁃
cRNA，and Cytoscape software was used to construct a ceRNA network and identify hub genes for validation. A total of 27 patients with 
early-stage GC，25 healthy controls，and 25 patients with other types of cancer were enrolled，and the ultracentrifugation method was 
used to isolate exosomes in serum. RT-qPCR was performed for RNA in serum and exosome samples to analyze the expression of hub 
genes in each group. Results：Three hub genes were identified by the bioinformatics method，namely hsa-miR-105-5p，hsa-miR-

219b-3p，and hsa-miR-889-3p，and RT-qPCR showed that the GC 
group had a significantly higher expression level of hsa-miR-219b-

3p in serum and exosome samples than the healthy control group 
and the other cancer group（serum：4.050±2.697 vs. 1.357±0.857/
1.934±2.434，P<0.05；exosomes：2.525±1.518 vs. 0.774±0.559/
1.259±2.127，P<0.05），while there were no significant differences 
in the expression levels of hsa-miR-889-3p and hsa-miR-105-5p 
between the GC group and the other two groups（P>0.05）. The re⁃
ceiver operating characteristic（ROC） curve showed that hsa-miR-
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219b-3p in serum-derived exosomes had an area under the ROC curve of 0.896（95%CI=0.800-0.993），which was significantly better 
than the traditional tumor markers of carcinoembryonic antigen （P=0.015），CA19-9（P=0.021），and CA72-4（P=0.005），and there⁃
fore，exosomal hsa-miR-219b-3p showed a better diagnostic efficacy in GC patients. Conclusion：This study shows that hsa-miR-
219b-3p in serum-derived exosomes can be used as a potential marker for the early diagnosis of GC in clinical practice.
【Key words】gastric cancer；exosome；bioinformatics；microRNA；hsa-miR-219b-3p

胃癌（gastric cancer，GC）是世界上最常见的恶

性肿瘤之一，在世界癌症中发病率居第 5位、死亡率

居第 4位[1]。目前，胃癌患者的主要治疗方法是手术

和化疗[2]，但 5 年生存率不理想：在欧洲 5 年生存率

为 25%，转移后仅有 4%[3]。因此，早期诊断对胃癌

的预后起着至关重要的作用。内镜结合病理检查

是目前癌症诊断的常用技术，但因其具有侵入性的

缺点而阻碍了在常规筛查中的应用；传统的血清

肿瘤标志物，包括癌胚抗原（carcinoembryonic anti⁃
gen，CEA）、糖类抗原 19-9（carbohydrate antigen 19-
9，CA19-9）和糖类抗原 72-4（carbohydrate antigen 
72-4，CA72-4），由于缺乏组织特异性，在胃癌诊断

中的应用也受到了限制[4]。因此，为了达到早期诊

断并指导治疗的目的，迫切需要寻找新的胃癌诊断

生物标志物。

微 RNA（microRNA，miRNA）是一类长度为 18~
24个核苷酸的小非编码 RNA[5]，在基因表达中起着

重要的调节作用。有证据表明，miRNAs 可在不同

疾病人群的血清和组织中呈特异性和稳定表达，通

过表观遗传调控对癌细胞的进展和转移起着关键

作用[6]但其机制仍不明确。竞争性内源性 RNA
（competitive endogenous RNA，ceRNA）假说的提出

可以帮助探索 miRNAs 影响肿瘤发生和发展的机

制[7]。根据这个假说，miRNAs可以通过 5'端与目标

RNA的miRNA响应元件（miRNA response elements，
MREs）结合，来调控其表达[8-9]。MREs 通常存在于

编码序列中，特别是存在于各种类型RNA的 3'非翻

译区中，例如环状RNAs、信使RNAs（mRNAs）、长链

非编码RNAs（lncRNAs）和转录的假基因[10]。ceRNA
网络假说提供了一种系统性的视角，来探索miRNAs
与其他RNAs之间的相互作用关系，通过共享MREs
形成大规模的调控网络[11]。大量研究证实了 ceRNA
网络，尤其是其中的miRNAs，在不同类型的肿瘤致

癌途径中发挥了显著的作用[12-13]。然而，miRNAs在
体液中容易降解这个特性[14]限制了它们作为疾病生

物标志物的应用。

外泌体是一种直径 40 到 160 纳米的小内吞体

囊泡[15]，因携带着与癌症关键过程相关的 miRNAs
而引起了研究人员的兴趣[16]。因为外泌体能将

miRNAs 封装在内从而避免 RNA 酶的降解[17]，所以

它可以作为细胞间 miRNAs 转移的工具，常被称为

“瓶子中的信息”[18]。因此，外泌体 miRNAs 有潜力

成为一类新的非侵入性肿瘤标志物[19-22]。
基于外泌体miRNA在癌症中的潜在作用，本研

究旨在通过系统地整合包括 miRNAs、lncRNAs 和
mRNAs 在内的基因表达谱，构建基于 ceRNA 理论

的 mRNA-miRNA-lncRNA 网络，寻找可能的 miR⁃
NAs作为胃癌早期诊断的生物标志物，并可能为胃

癌的分子机制研究提供更多的见解。

1　材料与方法

1.1　数据检索与基因差异表达分析

NCBI-GEO（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/）数据库是

一个开放的微阵列/基因图谱公共数据库，本课题组在 GEO
数 据 库 中 下 载 了 2 个 与 胃 癌 相 关 的 外 泌 体 数 据 集

（GSE148334和GSE130654），获得了胃癌组和对照组的基因

表达数据，其中 GSE148334 包含了 lncRNAs 和 mRNAs 表达

数据，GSE130654包含了miRNAs表达数据（表1）。通过Net⁃
workAnalyst 在线工具（https://www. networkanalyst. ca/）分析

GSE130654 数据集中胃癌组和对照组的差异表达 RNAs
（differentially expressed RNAs，DE-RNAs），利用 GEO数据库

在线工具 GEO2R（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/） 分
析GSE148334数据集的DE-RNAs，DE-RNAs的筛选标准以

logFC>1或 logFC<-1，P<0.05为阈值。

1.2　构建竞争性内源性RNA网络

通过 ENCORI 数据库（https://starbase.sysu.edu.cn/）预测

lncRNAs 和 miRNAs 之间的相互作用，TargetScan 数据库

（https://www. targetscan. org/vert_80/）检 索 miRNAs 靶 向 的

表 1　本研究中数据集的基本信息

数据集

GSE148334
GSE130654

平台

GPL22120
GPL11154

技术

芯片

测序

标本类型

外泌体

外泌体

总样本数

  5
48

癌样本数

  4
36

对照样本数

  1
12

标志物

lncRNA/mRNA
miRNA
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mRNAs。然后构建 ceRNA网络，使用Cytoscape软件（https://
cytoscape.org/）可视化，并通过插件CytoHubba鉴定hub基因。

1.3　患者信息

将2022年2月至2023年10月重庆医科大学附属第三医

院普通外科或消化内科收治的 27例早期胃癌住院患者纳入

本研究的胃癌组，25 名在我院体检的健康人纳入健康对照

组，25 例其他癌症患者纳入其他癌组。胃癌组年龄 45~81
岁，中位年龄为68岁，男性16例（59%），健康对照组年龄47~
80 岁，中位年龄为 67 岁，男性 14 例（56%），其他癌组年龄

51~82岁，中位年龄为 65岁，男性 15例（60%）。在患者未接

受治疗前抽取外周血并离心，收集上清液并储存在-80 ℃冰

箱保存。胃癌组的纳入标准为：经病理检查诊断为胃腺癌

Ⅰ/Ⅱ期（TNM 第 8 版分期标准）且患者未接受抗肿瘤治疗；

这项研究获本院伦理委员会的批准，伦理批件号为：2022
年科伦审第（7）号，并取得了所有患者的知情同意。胃癌组

的排除标准为：患有其他肿瘤类型、妊娠或哺乳期、高血压、

糖尿病、心血管疾病和其他慢性疾病的患者。

1.4　外泌体分离和鉴定

超速离心法是分离外泌体的常用方法。先将血清样本

在 4 ℃、1 000 g离心 30 min去除细胞碎片，然后取 2.5 mL去

除细胞碎片后的样本用PBS稀释，在 4 ℃、120 000 g离心 2 h
（贝克曼，美国），弃上清液，再次在4 ℃、120 000 g离心2 h[23-24]，
得到的外泌体沉淀以250 μL PBS重悬。

使用ZetaView粒子追踪分析仪（Particle Metrix，德国）对

外泌体样本进行纳米粒子追踪分析（nanoparticle tracking 
analysis，NTA），表征外泌体的大小分布和浓度。操作步骤

为将外泌体样本在 PBS 中适当稀释后进行分析，然后使用

OriginPro软件绘制粒子浓度和尺寸分布曲线。

采用透射电子显微镜（transmission electron microscope，
TEM）观察外泌体的形态。将 20 μL外泌体样品滴加到带有

支持膜的铜网上，并在室温下放置 10 min 后，滴加 2% 的磷

钨酸溶液进行负染色 3 min，用滤纸去除剩余液体，使用

JEM1400透射电子显微镜观察。

用蛋白免疫印迹（Western blotting，WB）检测外泌体表

面标记蛋白 TSG101 和 CD63 阳性表达情况。取含 20 μg 左

右蛋白质的外泌体样品，进行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝

胶电泳分离，转移到固相载体聚偏氟乙烯膜（Merck Milli⁃

pore，德国）上；用 5% 脱脂奶粉封闭，分别与一抗 CD63、
TSG101（ABclonal，中国）在 4 ℃下孵育过夜后，加入辣根过

氧化物酶标记的二抗（Beyotime，中国）在室温下孵育 1 h；目
标蛋白质在化学发光图像分析系统（Tanon，中国）上进行可

视化分析。

1.5　RNA提取和qRT-PCR试验

购买RNAliquid超速全血总RNA提取试剂盒（北京艾德

莱）提取血清和外泌体样本中的总 RNA，然后用 RT/qPCR 
Detection kit（北京艾德莱）进行 cDNA 合成和 PCR 反应体系

配制。每个反应配制 3个复孔，U6 snRNA作为内参，miRNA
的下游引物使用试剂盒自带的通用引物，其他引物由上海生

工合成（序列见表 2），在 ABI QuantStudio DX 荧光定量 PCR
仪进行实时荧光定量PCR反应，使用2−ΔΔct分析数据。

1.6　传统肿瘤标志物浓度检测

使用电化学发光免疫分析试剂盒（Cobas，Roche，德国）

按照制造商的说明，对血清肿瘤标志物 CEA、CA19-9、
CA72-4的浓度进行定量。采用试剂盒推荐的 cut-off值判断

阳性结果（CEA：0-5 ng/mL，CA19-9：0-37 U/mL，CA72-4：0-
6.9 U/mL）。

1.7　统计学方法

使用 GraphPad Prism 软件（版本 9.4.1）对 PCR 数据进行

统计分析，采用 ANOVA 检验比较胃癌组、健康对照组和其

他癌组之间的表达差异，采用 t检验分析胃癌组不同性别之

间表达差异，结果以均数±标准差（x±s）表示；采用 Pearson
进行胃癌组年龄与 RNA表达之间的相关性分析；使用 Med⁃
Calc软件（版本 20.218）计算接受者操作特征曲线下面积，通

过 Z 检验比较外泌体 miRNA、血清 miRNA 和传统肿瘤标志

物之间诊断效能的差异。检验水准α=0.05。

2　结 果

2.1　差异表达RNAs的筛选和 ceRNA网络构建

为了鉴定胃癌和健康个体之间的差异基因，本课题组从

GEO数据库下载了数据集GSE148334和GSE130654，鉴定出

了 804 个 DE-mRNAs，1 090 个 DE-lncRNAs 和 25 个 DE-
miRNAs（表3）。

为了探索miRNA的调控作用，本课题组用TargetScan和

ENCORI 在线软件预测了上述 25 个 DE-miRNAs 和 804 个

表 2　PCR 引物

基因

miR-105-5p

miR-889-3p

miR-219b-3p

U6

上游引物

GGGTCAAATGCTCAGACTCC
AGGGCGTTAATATCGGACAAC
GAGGAGAATTGCGTTTGGACA

CTCGCTTCGGCAGCACA

下游引物

-
-
-

AACGCTTCACGAATTTGCGT

表 3　2 个数据集中 DE-RNAs 统计

数据集

GSE148334

GSE130654

类型

mRNA
lncRNA
miRNA

总DE-RNAs
804

1 090
25

上调DE-RNAs
219
120

8

下调DE-RNAs
585
970

17
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DE-mRNAs，1 090个 DE-lncRNAs 之间的调控关系，然后使

用Cytoscape软件构建了 ceRNA调控网络（图 1）。使用 cyto⁃
Hubba 擦件从该网络中选出评分最高的前 3 种 RNAs（hsa-
miR-105-5p、hsa-miR-889-3p、hsa-miR-219b-3p），这些基

因被确定为Hub基因，下一步将对Hub基因进行验证。

2.2　血清外泌体分离及鉴定

本研究采集了胃癌组、健康对照组和其他癌组患者的血

清样本，利用超速离心法分离外泌体 ,并通过 TEM、NTA 和

WB 分析来鉴定收获的外泌体。如图 2A 所示，TEM 观察到

在每个组中都有典型的外泌体形态（杯状的小囊泡）；NTA
结果显示外泌体的大小分布呈现为 1个在 100 nm左右的单

峰（图 2B）；WB 结果显示，分离出的外泌体表达了 CD63 和

TSG101 2个标志物（图 2C）。总之，上述实验证实了本研究

成功提取了外泌体。

2.3　Hub基因在血清及血清外泌体中的验证

通过 RT-qPCR 实验检测了 3 个 Hub 基因的表达水平。

如表 4 所示，在血清和外泌体样本中，hsa-miR-889-3p 和

hsa-miR-105-5p在 3组间（胃癌组、健康对照组、其他癌组）

的表达差异无统计学意义（P>0.05），而 hsa-miR-219b-3p在
胃癌组血清和外泌体中的表达均明显高于其他 2 组（P<
0.05），hsa-miR-219b-3p在胃癌组中的异常表达表明其可能

在胃癌发生发展中起着重要作用。胃癌组内不同性别之间

外泌体 hsa-miR-219b-3p 表达差异无统计学意义（男：

2.493±1.745，女：2.550±1.426，P=0.945），且年龄与外泌体

hsa-miR-219b-3p表达无相关性（r=0.087，P=0.750）。

2.4　MiRNA和传统肿瘤标志物的诊断效能分析

为评估血清和外泌体中 hsa-miR-219b-3p的诊断效能，

本课题组绘制了传统肿瘤标志物和 hsa-miR-219b-3p 的

ROC 曲线，并计算了曲线下面积（AUC）。结果如图 3所示，

传统肿瘤标志物 CEA、CA19-9 和 CA72-4 的 AUC 小于 0.7
（0.677，95%CI=0.522~0.832；0.685，95%CI=0.531~0.839；0.630，
95%CI=0.465-0.794），外泌体 hsa-miR-219b-3p 的 AUC 为

0.896（95%CI=0.800~0.993），通过 Z 检验发现外泌体来源的

hsa-miR-219b-3p的AUC明显高于传统肿瘤标志物，差异有

统计学意义（Z=2.422，Z=2.304，Z=2.794，均P<0.05），而血清

注：蓝色、红色、绿色节点分别表示mRNA、lncRNA、miRNA
图 1　胃癌相关 ceRNA 网络

图 2　血清外泌体鉴定

表 4　DE-RNAs 在 3 个组中的表达（x±s）

DE-RNAs
hsa-miR-105-5p

hsa-miR-219b-3p

hsa-miR-889-3p

标本类型

血清

外泌体

血清

外泌体

血清

外泌体

相对表达水平

胃癌组

1.822±1.708

3.738±2.900

4.050±2.697ab

2.525±1.518cd

1.751±1.641

1.131±0.845

健康对照组

1.596±1.697

2.426±2.714

1.357±0.857

0.774±0.559

1.574±1.556

1.254±0.593

其他癌组

2.522±4.837

4.697±4.382

1.934±2.434

1.259±2.127

2.954±3.526

1.609±2.111

注：a，与健康对照组比较，P<0.001；b，与其他癌组比较，P<0.01；c，与健康对照组比较，P<0.01；d，与其他癌组比较，P<0.05
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hsa-miR-219b-3p 的 AUC 为 0.807（95%CI=0.680~0.935），与

其他指标的AUC差异无统计学意义（P>0.05）。这些结果表

明，血清外泌体来源的 hsa-miR-219b-3p在区分胃癌和健康

个体方面具有更高的诊断价值。

3　讨 论

胃癌是全球范围内的多发癌症。随着化疗技

术和外科手术以及其他治疗方法的发展，胃癌的死

亡率已经逐渐降低了，但是 5年生存率仍然很低（早

期胃癌的 5年生存率超过 90％，而晚期GC的 5年生

存率仅约为 10％[25]）。因此，胃癌的早期识别显得

非常重要。目前，在临床上用于早期诊断胃癌的最

常用肿瘤标志物包括 CEA、CA19-9、CA72-4 等[26]。
然而，这些传统血清肿瘤标志物的特异性和敏感性

都很差。本研究检测了 27例胃癌患者和 25名对照

组中的肿瘤标志物，结果显示CEA、CA19-9和CA72-
4 的 AUC 分别为 0.677（95%CI=0.522~0.832）、0.685
（95%CI=0.531~0.839）、0.630（95%CI=0.465~0.794）
（图 3），与其他团队的研究结果相比，差别不大[27]。
因此，开发改进目前的检测方法对胃癌早期诊断显

得尤为重要。

在过去的 20 年中，miRNA 的研究成果逐渐成

为癌症生物学领域的重要发展，这一领域的知识爆

炸性增长给癌症带来了新的诊断和治疗机会。大

量 miRNA 作为潜在的癌症诊断生物标志物已经得

到广泛研究[28-29]。此外，研究人员还将注意力集中

到了外泌体 miRNA 上，因为外泌体能将 miRNAs封

装到囊泡内，进而帮助miRNA逃避RNA酶的降解，

提供保护效果。有研究团队发现血浆中外泌体

miR-142-3p上调与非小细胞肺癌的侵袭性相关[30]。
也有团队报告了血清外泌体miR-590-5p的表达水

平可能是早期检测和预测胃癌的生物标志物[31]。本

研究旨在鉴定在胃癌组织中表达发生失调的

miRNA，同时分析了血清和血清来源的外泌体中的

miRNAs水平，证实了外泌体样本中的miRNAs比血

清具有更高的诊断效能，从而证实了外泌体可以用

于早期胃癌的无创筛查。

ceRNA 网络假说提出 lncRNAs、mRNAs 以及其

他类型的 RNAs可通过共享 MREs竞争性地与 miR⁃
NAs结合，从而实现对它们表达的调控[32]。Taheri M
等[33]通过 ceRNA 网络分析确定了 19 个具有早期诊

断前列腺癌潜在价值的 Hub 基因。细胞水平的研

究表明，LncRNA-CDC6 对乳腺癌的发展起到促进

作用，主要机制为它在 ceRNA 网络中，可抑制

miRNA-215 与 CDC6 基因的结合[34]。在本研究中，

本课题组通过构建 ceRNA 网络，鉴定出了 3 个 Hub
基因（hsa-miR-219b-3p、hsa-miR-105-5p、hsa-miR-
889-3p）。经过RT-qPCR实验证实，hsa-miR-219b-
3p 在胃癌患者的血清和外泌体样本中均高于健康

对照组和其他癌组，而且结果与本课题组的生物信

息学分析一致（GSE130654数据集中 hsa-miR-219-
3p的表达上调）。

目前，关于 hsa-miR-219b-3p 与癌症之间的相

关性的研究还很少。本研究通过检测血清外泌体

中 hsa-miR-219b-3p 的表达水平，为其在早期胃癌

诊断中的应用提供了数据支持。本研究还证明外

泌体来源的 hsa-miR-219b-3p作为胃癌诊断标志物

的诊断效能优于传统肿瘤标志物。然而，本研究纳

入的患者数量较少，缺乏大样本、多中心的研究，因

此需要扩大样本规模和种类以进一步验证其诊断

能力。

总的来说，本研究证实了 hsa-miR-219b-3p 的

表达在胃癌患者的血清和血清来源的外泌体中均

明显上调，且在外泌体样本中具有优异的诊断效

能。结果表明 hsa-miR-219b-3p 可能在胃癌的发

展中起着关键作用，并且具有作为新的胃癌诊断生

物标志物的巨大潜力，且有助于进一步深入了解胃

癌的分子病理机制。
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