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血浆检测ｍｉｃｒｏＲＮＡ１２５ａ３ｐ、ＩＧＦ２在监测ＮＳＣＬＣ侵袭转移中的价值
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　　摘　要：目的　探讨血浆检测ｍｉｃｒｏＲＮＡ１２５ａ３ｐ（ｍｉＲ１２５ａ３ｐ）、胰岛素样生长因子２（ＩＧＦ２）在监测非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）

侵袭转移中的价值，研究二者表达之间的相关性。方法　应用实时定量ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）检测方法及２
△△ＣＴ分析法检测２０例健

康者、７３例 ＮＳＣＬＣ患者血浆中 ｍｉＲ１２５ａ３ｐ水平，酶联免疫吸附实验（ＥＬＩＳＡ）检测血浆中ＩＧＦ２水平。结果　Ⅲ／Ⅵ期 ｍｉＲ

１２５ａ３ｐ水平较Ⅰ／Ⅱ期、健康组低（犘＝０．００１、犘＝０．００５）；Ⅰ／Ⅱ期与健康组比较差异无统计学意义（犘＝０．７７６）；ｍｉＲ１２５ａ３ｐ表

达与淋巴结转移相关，有淋巴结转移组呈低表达（犘＝０．００３）。Ⅰ／Ⅱ期、Ⅲ／Ⅳ期ＩＧＦ２水平较健康组高表达（犘＝０．０３６、犘＝

０．０１１）；Ⅰ／Ⅱ期与Ⅲ／Ⅳ期比较差异无统计学意义（犘＝０．４５１）；ＩＧＦ２水平与淋巴结转移相关，有淋巴结转移组呈高表达（犘＝

０．０３７）。血浆中ｍｉＲ１２５ａ３ｐ水平与ＩＧＦ２水平呈负相关（狉＝－０．２８０，犘＝０．００７）。结论　血浆中 ｍｉＲ１２５ａ３ｐ低表达、ＩＧＦ２

高表达可能与ＮＳＣＬＣ的侵袭转移相关，ｍｉＲ１２５ａ３ｐ可能对ＩＧＦ２起负调控作用。
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　　在世界范围内，肺癌为恶性肿瘤死亡的首要原因，非小细

胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）占所有肺癌的８０％
［１］。肺癌的病死率高主要

原因是诊断时大部分肺癌已经是晚期［２］，临床诊断的时候，高

达７５％的肺癌已经局部晚期和（或）远处转移
［３］。远处转移是

晚期ＮＳＣＬＣ治疗失败最常见的原因之一，大部分患者是死于

转移灶引起的相关并发症。因此，找到一种简便、可靠的方法

去监测转移是非常重要的。ｍｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）的发现打开

了分子标志物的一个新领域。２００８年首次发现外周血中富含

大量的稳定ｍｉＲＮＡ，这使在血浆中寻找肿瘤生物信号成为可

能。ｍｉＲＮＡ可以以一个被保护的状态存在于血浆中，因此可

以直接从血浆中检测到。Ｒｏｔｈ等
［４］研究报道，肺癌患者血浆

ｍｉｃｒｏＲＮＡ１４１（ｍｉＲ１４１）和ｍｉＲ１５５明显高于良性患者，高水

平ｍｉＲ１０ｂ预示着淋巴结的转移。这些数据显示，某些血浆

ｍｉＲＮＡ 能够预测肺癌的发展和预后。已有报道血尿中 ｍｉＲ

１２５ａ３ｐ在健康人与系统性红斑狼疮（ＳＬＥ）、乳腺癌等之间存

在差异表达，然而在肺癌患者外周血中的表达情况还不清楚。

用３种常用的生物信息学软件ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ、ＰｉｃＴａｒ和 ｍｉＲａｎｄａ

预测ｍｉＲ１２５ａ３ｐ的靶基因，发现胰岛素样生长因子２（ｉｎｓｕ

ｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｓ２，ＩＧＦ２）在３种软件中都能够被预测到，

而且，ｍｉＲ１２５ａ３ｐ在ＩＧＦ２的３′非编码区（３′ＵＴＲｓ）有２个结

合位点，因此，ＩＧＦ２可能为 ｍｉＲ１２５ａ３ｐ的靶基因
［５］。ＩＧＦ２

是一种重要的促胚胎细胞生长因子，也是一种促有丝分裂肽，

具有促进细胞有丝分裂、胚胎形成、产后生长发育等作用，生理

条件下对胚胎的正常生长发育有重要作用，病理条件下能刺激

肿瘤细胞的增殖。目前，ＩＧＦ２被认为是多种肿瘤重要的自分

泌生长因子，其过度表达已被证实具有促进细胞增殖及恶性转

化的作用［６］。本研究主要检测血浆中 ｍｉＲ１２５ａ３ｐ、ＩＧＦ２的

表达水平，探讨其在 ＮＳＣＬＣ侵袭转移中的价值，研究二者表

达之间的相关性。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集９３例血浆标本其中２０例健康成人（健

康对照组），男１２例，女８例；年龄２７～７５岁，中位年龄５９岁。

００７１ 重庆医学２０１４年５月第４３卷第１４期

 基金项目：军队临床高新技术重大基金资助项目（２０１０ｇｘｊｓ０７０）。作者简介：张洪川（１９８６－），在读硕士，主要从事 ｍｉＲＮＡ与肺癌方面的
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７３例ＮＳＣＬＣ患者，均为初诊患者，经病理科诊断为ＮＳＣＬＣ后

入组，根据影像学资料进行ＴＮＭ 分期。Ⅰ／Ⅱ期组３３例，男

１８例，女１５例；年龄３６～７８岁，中位年龄６２岁；鳞癌１５例，腺

癌１８例；其中，Ⅰ期１９例，Ⅱ期１４例。Ⅲ／Ⅳ期组４０例，男２１

例，女１９例；年龄３７～８２岁，中位年龄６０岁；鳞癌１４例，腺癌

２６例；其中，Ⅲ期１３例，Ⅳ期２７例。分期根据肿瘤分期系统

（２００９）。所有的血液标本采用５ｍＬ乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）抗

凝管收集，均在患者做手术和治疗前收集。在２ｈ内将收集的

血液标本在４℃离心机中３０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ。收集上清

液立即储存于－８０℃保存。

１．２　方法

１．２．１　引物设计　在ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｍｉｒｂａｓｅ．ｏｒｇ网站查找人

ｍｉＲ１２５ａ３ｐ、线虫ｍｉＲ３９序列并设计引物，引物合成由广州

锐博生物科技有限公司完成。

１．２．２　总ＲＮＡ的提取　应用 ＡｍｂｉｏｎｍｉｒＶａｎａＰＡＲＩＳ试剂

盒（ＦｏｓｔｅｒＣｉｔｙ，ＣＡ）提取６００μＬ血浆样品中的总ＲＮＡ，首先

加入６００μＬ的１０％十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）混匀在４℃条件下

孵育１ｈ对血浆样品进行预处理，为了控制样本间提取效率的

差异，在样品加入变性液后加入２５ｆｍｏｌ人工合成的ｃｅｌｍｉＲ

３９进行校正。随后的总ＲＮＡ提取步骤按试剂盒说明书进行。

最后用３０μＬ无酶水洗脱离心柱得到总ＲＮＡ。应用分光光度

计对ＲＮＡ的纯度和浓度进行检测。

１．２．３　ｃＤＮＡ合成　取１０μＬ总ＲＮＡ使用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴ

ｒｅａｇｅｎｔＫｉｔＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌｔｉｍｅ试剂盒（ＲＲ０３７Ａ）进行ｃＤＮＡ的

合成。２０μＬ反应体系如下：１０．０μＬ总ＲＮＡ，５×ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ

Ｂｕｆｆｅｒ（ｆｏｒｒｅａｌｔｉｍｅ）４．０μＬ，人ｍｉＲ１２５ａ３ＰＲＴｐｒｉｍｅ０．５

μＬ，线虫ｍｉＲ３９ＲＴｐｒｉｍｅ０．５μＬ，无ＲＮＡ酶水４．０μＬ，Ｐｒｉ

ｍｅＳｃｒｉｐｔＥｎｚｙｍｅＭｉｘⅠ１μＬ。反应条件为：４２℃１５ｍｉｎ，

８５℃５ｓ，之后保存于４℃。

１．２．４　实时定量ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）反应　采用 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏ

ｓｙｓｔｅｍｓ（ＡＢＩ７５００高通量实时荧光定量ＰＣＲ系统），按照用户

手册进行操作。采用２０μＬ 的反应体系，具体操作参照

ＳＹＢＲ? ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ
ＴＭ
Ⅱ的使用说明。最终确定的反应体

系为２０μＬ，包括ｃＤＮＡ 合成步骤的产物２．０μＬ，ＳＹＢＲ
?

ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ１０．０μＬ，ＲＯＸＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅⅡ０．４μＬ，

正向、反向引物各０．８μＬ（１０μｍｏｌ／Ｌ），无ＲＮＡ酶水６μＬ。反

应过程具体为：９５℃预变性３０ｓ；９５℃变性５ｓ，６０℃退火及

延伸３４ｓ，扩增４０个循环；结束后通过９５ ℃ １５ｓ，６０ ℃

１ｍｉｎ，８５℃１５ｓ，６０℃１５ｓ制作溶解曲线。每管设３个复

孔，冰上避光操作。反应结束后，系统自动得出熔解曲线。各

个组之间的ｍｉＲ１２５ａ３ｐ表达量用２
－△△Ｃｔ表示。

１．２．５　酶联免疫吸附实验（ＥＬＩＳＡ）　优尔生公司ＳＥＡ０５１Ｈｕ

９６Ｔ测定血浆ＩＧＦ２水平，严格按操作说明书进行。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行数据分析。标准

化对于ｍｉＲＮＡ的准确定量是必不可少的，评估所有的 ｍｉＲ

１２５ａ３ｐ的表达通过线虫 ｍｉＲ３９来标准化，应用２
△△Ｃｔ方法。

根据ＱＱ图、偏峰度计算推断数据不符合正态分布，数据均采

用非参数检验，数据以中位数（２５％百分位数至７５％百分位

数）表示。ｍｉＲ１２５ａ３ｐ、ＩＧＦ２在２个独立样本组间表达差异

使用 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ犝 检 验，在 ３ 个 独 立 样 本 组 间 使 用

ＫｒｕｓｋａｌｌＷａｌｌｉｓ检验，应用 Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析法分析 ｍｉＲ

１２５ａ３ｐ与ＩＧＦ２的相关性。以犘＜０．０５为差异有统计学

意义。

２　结　　果

从２０例健康对照组、３３例Ⅰ／Ⅱ期、４０例Ⅲ／Ⅳ期ＮＳＣＬＣ

患者血浆中检测了ｍｉＲ１２５ａ３ｐ、ＩＧＦ２的表达水平，本实验中

得到的溶解曲线（图１）表明ｑＲＴＰＣＲ产物均具有特异性。

图１　　部分样本的溶解曲线

表１　　血浆ｍｉＲ１２５ａ３ｐ水平与ＮＳＣＬＣ临床病理

　　　　特征的关系

项目 狀 相对表达值（ｎｇ／ｍＬ） 犘

年龄 ０．１７５

　≤６０岁 ３７ １．０５２（０．４８９～１．８７８）

　＞６０岁 ３６ ０．８０４（０．５４１～１．１９０）

性别 ０．７０７

　男 ３９ １．０２４（０．５１７～１．４５２）

　女 ３４ ０．９０４（０．５６３～１．３８２）

分化程度 ０．６１５

　高 １８ ０．７３４（０．４４９～１．２３７）

　中 ３０ ０．９１９（０．５４８～１．６３３）

　低 ２５ ０．７７６（０．４６２～１．３７２）

病理类型 ０．８７５

　鳞癌 ２９ ０．９３５（０．５１１～１．４６４）

　腺癌 ４４ ０．８３０（０．５２５～１．４２３）

淋巴结转移 ０．００３

　有 ４１ ０．７２７（０．４１５～１．１５３）

　无 ３２ １．１５０（０．７５１～２．００５）

ＴＮＭ分期 ０．００１

　Ⅰ／Ⅱ期 ３３ １．２３１（０．７５６～１．９５７）

　Ⅲ／Ⅳ期 ４０ ０．６６６（０．４０７～１．０９８）

　　ｍｉＲ１２５ａ３ｐ相对表达值中位数，括号中表示２５％及７５％百分

位数。

表２　　血浆ＩＧＦ２水平与ＮＳＣＬＣ临床病理特征的关系

项目 狀 表达值（ｎｇ／ｍＬ） 犘

年龄 ０．７８７

　≤６０岁 ３７ ９８６．７１２（８１２．１３２～１１３４．２８６）

　＞６０岁 ３６ ９８３．６７３（８１９．３６６～１１５５．１１５）

性别 ０．０９２

　男 ３９ ９０１．８００（７９１．５４０～１０８８．０４１）
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续表２　　血浆ＩＧＦ２水平与ＮＳＣＬＣ临床病理特征的关系

项目 狀 表达值（ｎｇ／ｍＬ） 犘

　女 ３４ １０１６．９１９（８５８．５７６～１１６９．４２３）

分化程度 ０．２０４

　高 １８ １０９０．０７７（８５７．８９２～１２００．５３１）

　中 ３０ ９９５．３８８（８５１．７３７～１１０５．２３７）

　低 ２５ ８８５．２０７（７８９．９１５～１１１．１４７）

病理类型 ０．３１８

　鳞癌 ２９ ９９４．８９７（８３７．５８８～１２０４．９３３）

　腺癌 ４４ ９７８．１９６（７９６．２９２～１１０９．３１７）

淋巴结转移 ０．０３７

　有 ４１ １０３７．２１２（８１４．７４０～１１９９．８７６）

　无 ３２ ９０１．８００（７９７．８２０～１０１８．６９８）

ＴＮＭ分期 ０．４５１

　Ⅰ／Ⅱ期 ３３ ９６９．６８０（８３７．５８８～１０６６．２６４）

　Ⅲ／Ⅳ期 ４０ １０１４．５０１（８１３．７２０～１１７２．４６９）

　　ＩＧＦ２的相对表达值中位数，括号中表示２５％及７５％百分位数。

２．１　血浆 ｍｉＲ１２５ａ３ｐ、ＩＧＦ２的表达与 ＮＳＣＬＣ临床病理特

征的关系　ＮＳＣＬＣ血浆 ｍｉＲ１２５ａ３ｐ的表达与临床分期、淋

巴结转移状况差异有统计学意义（犘＜０．０５），与年龄、性别、分

化程度、病理类型差异均无统计学意义（犘＞０．０５）。ＮＳＣＬＣ

血浆ＩＧＦ２与淋巴结转移状况有关（犘＜０．０５），与年龄、性别、

分化程度、病理类型、临床分期无关（犘＞０．０５），见表１、２。

２．２　比较健康对照组、Ⅰ／Ⅱ期患者、Ⅲ／Ⅳ期患者血浆中

ｍｉＲ１２５ａ３ｐ水平　ＫｒｕｓｋａｌｌＷａｌｌｉｓ检验发现３组存在差异

（χ
２＝１３．４４９，犘＝０．００１），见图２。进一步比较两两之间的差

异，发现健康对照组１．２７６（０．７４２～２．３９６）ｎｇ／ｍＬ较Ⅰ／Ⅱ期

组１．２３１（０．７５６～１．９５７）ｎｇ／ｍＬ表达差异无统计学意义（犘＝

０．７７６）。Ⅲ／Ⅳ期组０．６６６（０．４０７～１．０９８）ｎｇ／ｍＬ较健康对照

组１．２７６（０．７４２～２．３９６）ｎｇ／ｍＬ低，差异有统计学意义（犘＝

０．００５）。Ⅲ／Ⅳ期组０．６６６（０．４０７～１．０９８）ｎｇ／ｍＬ较Ⅰ／Ⅱ期患

者组１．２３１（０．７５６～１．９５７）ｎｇ／ｍＬ低，差异有统计学意义（犘＝

０．００１）。

图２　　ｍｉＲ１２５ａ３ｐ的表对表达水平

２．３　比较血浆中ＩＧＦ２水平在健康对照组、Ⅰ／Ⅱ期组、Ⅳ期

组之间的差异　ＫｒｕｓｋａｌｌＷａｌｌｉｓ检验发现３组间存在差异（χ
２

＝７．１４７，犘＝０．０２８）。进一步比较两两之间的差异，Ⅰ／Ⅱ期

组ＩＧＦ２水平９６９．６８０（８３７．５５８～１０６６．２６４）ｎｇ／ｍＬ、Ⅲ／Ⅳ期

组１０１４．５０１（８１３．７２０～１１７２．４６９）ｎｇ／ｍＬ较健康对照组

７７９．１９１（６９６．８５６～９０６．３６９）ｎｇ／ｍＬ高（犘＝０．０３６、犘＝０．０１１）。

Ⅰ／Ⅱ期组与Ⅲ／Ⅳ期组差异无统计学意义（犘＝０．４５１）。

２．４　血浆 ｍｉＲ１２５ａ３ｐ与ＩＧＦ２相关性分析　血浆中 ｍｉＲ

１２５ａ３ｐ表达与ＩＧＦ２表达呈负相关（狉＝－０．２８０，犘＝０．００７）。

３　讨　　论

ｍｉＲＮＡ在转录后水平调节基因表达。原发肿瘤通过播散

侵袭进入周围组织，以及转移灶的生长都需要一系列协调事

件，包括原发肿瘤灶肿瘤细胞的分裂，进入循环系统和远处病

灶细胞的增殖。侵袭转移需要的一系列步骤涉及许多基因表

达的改变［７］。关于ｍｉＲＮＡ已有研究证实有几个 ｍｉＲＮＡ具有

促进或抑制肿瘤转移的潜能。如ｍｉＲＮＡ１８３可以抑制肺癌细

胞的迁移和侵袭能力，可能为一种肿瘤转移抑制因子［８］。ｍｉＲ

２２１、ｍｉＲ２２２通过活化 ＡＫＴ通路促进细胞的迁移
［９］。目前，

对ｍｉＲ１２５ａ的研究主要集中在ｍｉＲ１２５ａ５ｐ，大量的研究表明

ｍｉＲ１２５ａ５ｐ在肺癌中低表达，并且可抑制细胞侵袭转移的作

用，现有报道表明ｍｉｒ１２５ａ的另一成熟体ｍｉＲ１２５ａ３ｐ在肿瘤

中的作用也不容忽视［１０］。已有研究证实 ｍｉＲ１２５ａ５ｐ、ｍｉＲ

１２５ａ３ｐ都与 ＮＳＣＬＣ侵袭转移密切相关。ｍｉＲ１２５ａ３ｐ的表

达与临床分期及淋巴转移呈负相关，ｍｉＲ１２５ａ３ｐ在分期越

晚、有淋巴结转移的肺癌组织越低。在肺癌细胞株中的体外研

究揭示ｍｉＲ１２５ａ３ｐ可抑制细胞侵袭转移
［８］。ｍｉＲ１２５ａ３ｐ在

胃癌组织比正常组织表达低，与转移、预后密切相关。有淋巴

转移及远处转移的胃癌组织较没有转移的胃癌组织ｍｉＲ１２５ａ

３ｐ表达更低，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。体外研究证实

ｍｉＲ１２５ａ３ｐ具有抑制胃癌侵袭转移的作用
［１０］。最近的报道

显示，ｍｉＲ１２５３ｐ通过靶向Ｆｙｎ减少细胞扩增和迁移。ｍｉＲ

１２５ａ３ｐ过表达降低了ＦＡＫ、ｐａｘｉｌｌｉｎ和Ａｋｔ的活性，阻断了细

胞周期，破坏了细胞的生存和迁移能力［１１］。ｍｉＲ１２５ａ３ｐ在高

转移人肺大细胞癌细胞株Ｌ９９８１中的表达水平明显低于在低

转移人肺大细胞癌细胞株 ＮＬ９９８０，提示 ｍｉＲ１２５ａ３ｐ可能具

有抑制肿瘤转移的作用［１２］。总之，越来越多的证据表明 ｍｉＲ

１２５ａ３ｐ具有抑制肿瘤侵袭转移的能力。

本文对 ｍｉＲ１２５ａ３ｐ及其潜在的靶基因产物ＩＧＦ２的表

达进行探索。ｍｉＲ１２５ａ３ｐ在ＮＳＣＬＣ外周血中的表达健康对

照组与Ⅰ／Ⅱ期组差异无统计学意义（犘＞０．０５），表明 ｍｉＲ

１２５ａ３ｐ不能作为ＮＳＣＬＣ的早期筛查指标；但在ＴＭＮ分期、

淋巴结转移情况中发现了统计学差异，这可能与 ｍｉＲ１２５ａ３ｐ

的功能相关，ｍｉＲ１２５ａ３ｐ主要抑制细胞的迁移能力，抑制肿

瘤的侵袭转移，过表达ｍｉＲ１２５ａ３ｐ可以抑制细胞的侵袭迁移

能力，低表达的ｍｉＲ１２５ａ３ｐ可能作为肺癌侵袭转移的一个潜

在标志物。有研究已证实ＩＧＦ２高表达与前列腺癌、直肠癌等

多种肿瘤的发生发展密切相关，ＩＧＦ２在 ＮＳＣＬＣ组织中高表

达，而且与淋巴结转移相关［１３］。血清ＩＧＦ２在ＮＳＣＬＣ及小细

胞肺癌中较健康对照组高表达［１４］。本研究发现ＩＧＦ２在

ＮＳＣＬＣ患者血浆中高表达，而且与淋巴结转移状况相关。

ｍｉＲ１２５ａ３ｐ可能负调控ＩＧＦ２的表达，具体机制还不明确，本

研究发现了这一相关性，需后期的细胞实验去进一步验证。
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