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　　［摘要］　目的　探讨血清中ｍｉｃｒｏＲＮＡ作为非小细胞性肺癌生物标志物的诊断价值。方法　采用定量ＲＴＰＣＲ检测训练

组中３０例非小细胞性肺癌患者血清、３０例健康对照者血清中差异表达的 ｍｉｃｒｏＲＮＡ，采用受试者工作曲线和曲线下面积来筛选

作为候选标志物的ｍｉｃｒｏＲＮＡ，建立诊断模型，再用１５例非小细胞肺癌和１５例健康对照者中的候选 ｍｉＲＮＡ的表达情况去验证

模型（验证组）的诊断效能，计算灵敏度、特异度、阳性预测值、阴性预测值等诊断价值。结果　训练组中ｍｉＲ１４１和ｍｉＲ１４３表达

与对照组比较差异有统计学意义（犘＜０．０５），在验证组中二者联合的诊断效能分别为：灵敏度为９９％（９５％犆犐：０．９４～１．０），特异

度为８５％（９５％犆犐：０．７５～０．９３），阳性预测值为８７％，阴性预测值为９９％。结论　血清 ｍｉＲ１４１和 ｍｉＲ１４３是非小细胞性肺癌

潜在的诊断标志物。
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　　肺癌是全世界发病率和病死率最高的癌症之一。２０１２年

美国癌症调查结果有２２６１６０例新增病例及１６０３４０例死亡病

例。肺癌分为小细胞性肺癌和非小细胞性肺癌，其中，后者占

肺癌比例大于８０％，且其发病率呈逐年上升趋势
［１］。随着诊

疗技术的发展，非小细胞性肺癌患者的治疗效果已有所改善，

但预后仍不容乐观，总的５年生存率仅１５％
［２］。因为缺乏早

期有效的诊断方法，所以，大部分非小细胞性肺癌患者在确诊

时已经失去最佳的治疗时机。目前，非小细胞性肺癌的诊断方

式主要有病理活检、影像学检查及实验室检查。病理活检是非

小细胞性肺癌诊断的“金标准”，但因为取材和创伤性等原因限

制了其在临床的应用。影像学检查如ＣＴ一度成为肺癌检测

的重要手段，但其假阳性率高达９６．４％，检测费用偏高，因此，

不适合常规体检［３］。实验室检测项目有 ＣＥＡ、ＣＹＦＲＡ２１１、

ＮＳＥ等，但是无论是单项检测或是联合应用，其灵敏度和特异

度都不够理想［４５］。因此，寻找一种新的、诊断效能高的非小细

胞性肺癌诊断标志物显得尤为重要。微小ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，

ｍｉＲＮＡ）是在真核生物中发现的一类内源性的具有调控功能

的非编码ＲＮＡ，其大小长约２０～２５个核苷酸。ｍｉＲＮＡ参与

了广泛的生物学过程，如细胞的分化、增殖、凋亡、黏附及死亡

等，与癌症的形成及演变密切相关［６］。血清 ｍｉＲＮＡ在作为诊

断方面的作用是近年来研究的热点。血清 ｍｉＲＮＡ表达稳定、

检测方便、损伤性小，是理想的癌症诊断标志物。血清 ｍｉＲＮＡ

在非小细胞性肺癌中的应用已有相关文献报道［７９］。本研究旨

在寻找在非小细胞性肺癌患者血清中特异表达的 ｍｉＲＮＡ，评

价其作为非小细胞性肺癌生物标志物的诊断价值。

１　资料与方法

１．１　样本收集　采集来本院就诊的早期非小细胞性肺癌患者

（治疗前，以Ⅰ～Ⅱ期为主）和门诊体检者的血液标本各４ｍＬ

于ＢＤＶａｃｕｔａｉｎｅｒ管内，分离血清，储存于－８０℃待用。患者

资料见表１，所有癌症患者均经病理检查证实且签署了知情同

意书，本研究符合人体试验伦理学标准，并得到本院伦理委员

会批准。

１．２　定量 ＲＴＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲＴＰＣＲ，ｑＲＴＰＣＲ）检测方

法　逆转录反应和实时定量ＰＣＲ技术联合检测训练组共９０

例标本中 ｍｉＲＮＡ，由于 ｍｉＲＮＡ１６大量而稳定地存在于血清

中，所以，用它作为内标物质进行标准化［１０］。所用试剂为Ｔａｑ

ｍａｎｈｕｍａｎｍｉＲＮＡａｓｓａｙｋｉｔ（由Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｃａｒｌｓｂａｄ，ＣＡ提

供），按试剂盒说明书步骤操作。
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表１　　非小细胞性肺癌和健康对照组的临床基本资料

项目 健康对照训练组（狀＝３０） ＮＳＣＬＣ训练组（狀＝３０） 健康对照验证组（狀＝１５） ＮＳＣＬＣ验证组（狀＝１５）

年龄（狓±狊，岁） ５２．０±４．８ ５５．０±５．３ ５１．０±６．２ ５６．０±６．０

性别（男／女） １６／１４ １５／１５ ８／７ ７／８

吸烟史（％） ２３ ２５ １１ １２

腺癌（％） － ６７．５ － ５２．８

鳞状细胞癌（％） － ３２．５ － ４７．２

ＳｔａｇｅⅠ Ｔｕｍｏｒ（％） － ３３．２ － ６２

ＳｔａｇｅⅡ Ｔｕｍｏｒ（％） － ３３．０ － ２３

ＳｔａｇｅⅢ Ｔｕｍｏｒ（％） － ３３．８ － １１

ＳｔａｇｅⅣ Ｔｕｍｏｒ（％） － ０ － ４

　　：吸烟史的定义：持续吸烟至少１年以上者。－：此项无数据。

１．３　数据分析　运用ｍｅｌｔｉｎｇｃｕｒｖｅ测定 ｍｉＲＮＡ的Ｃｔ值，目

的ｍｉＲＮＡ在癌症组和对照组中的Ｃｔ值变化量用２－ΔΔＣｔ来表

示。ΔΔＣｔ＝癌症组（Ｃｔ目的ｍｉＲＮＡＣｔｍｉＲＮＡ１６）－对照组（Ｃｔ目的ｍｉＲＮＡ

ＣｔｍｉＲＮＡ１６）。在训练组中，非小细胞性肺癌和健康人组的 ｍｉＲ

ＮＡＣｔ值比较用 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙＵ 检验，组间数据比较使用

Ｆｉｓｈｅｒ检验，筛选出表达差异的ｍｉＲＮＡ，再用受试者工作曲线

（ＲＯＣ）及曲线下面积（ＡＵＣ）比较不同 ｍｉＲＮＡ区分非小细胞

性肺癌和健康人组的能力，找到差异最显著的ｍｉＲＮＡ，计算其

灵敏度、特异度、阳性预测值［＝真阳性／（真阳性＋假阳性）×

１００％］、阴性预测值［＝真阴性／（真阴性＋假阴性）×１００％］。

然后将筛选出的差异ｍｉＲＮＡ带入验证组验证其诊断效能（灵

敏度、特异度、阳性预测值、阴性预测值）。使用 ＧｒａｐｈＰａｄ

ＰｒｉｓｍＶ４．０３和ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行统计分析，用Ｌｏｇ１０

的常规转化数来表示相应ｍｉＲＮＡ的相对表达量。

２　结　　果

２．１　血清ｍｉＲ１４１和ｍｉＲ１４３是非小细胞性肺癌的潜在生物

标志物　用ｑＲＴＰＣＲ检测训练组中按照年龄、性别和吸烟史

匹配的患者标本和健康对照者样本各３０例，总共检测到５３个

表达差异的ｍｉＲＮＡ。其中，８个能区分非小细胞性肺癌和健

康对照者，其灵敏度和特异度均达７０％以上，这８个候选的

ｍｉＲＮＡ中有６个独立表达的 ｍｉＲＮＡ。用Ｆｉｓｈｅｒ检验进行组

间对比，最后筛选出４个 ｍｉＲＮＡ，分别为 ｍｉＲ１４１、ｍｉＲ１４３、

ｍｉＲ１５ｂ和ｍｉＲ１４２３ｐ，在验证组验证其两两联合诊断非小细

胞性肺癌的灵敏度和特异度在７３％以上（犘＜０．０１），见表２、

图１，与单独的ｍｉＲＮＡ比较（图２），联合诊断更有优势，差异

有统计学意义（犘＜０．０１）。

表２　　验证组中不同ｍｉＲＮＡ组合对非小细胞性

　　　肺癌的诊断效能（％）

ｍｉＲＮＡ组合
阳性

预测值

阴性

预测值
灵敏度 特异度

ｍｉＲ１４１和ｍｉＲ１４３ ８７ ９９ ９９ ８５

ｍｉＲ１５ｂ和ｍｉＲ１４３ ７８ ９１ ９３ ７４

ｍｉＲ１４２３ｐ和ｍｉＲ１４３ ７７ ８４ ８６ ７５

ｍｉＲ１４１和ｍｉＲ１５ｂ ８１ ７６ ７４ ８３

ｍｉＲ１４２３ｐ和ｍｉＲ１５ｂ ７５ ７６ ７６ ７５

ｍｉＲ１４２３ｐ和ｍｉＲ１４１ ７６ ７４ ７３ ７７

图１　　非小细胞肺癌ｍｉＲＮＡ生物标志物的检测过程

图２　　ｍｉＲ１４１、ｍｉＲ１４３、ｍｉＲ１５ｂ和ｍｉＲ１４２３ｐ分别

诊断非小细胞肺癌的受试者工作曲线

图３　　ｍｉＲ１４１和ｍｉＲ１４３联合诊断非小细胞肺癌的

受试者工作曲线
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２．２　血清ｍｉＲ１４１和ｍｉＲ１４３诊断非小细胞性肺癌的诊断价

值　通过计算发现 ｍｉＲ１４１和 ｍｉＲ１４３在非小细胞性肺癌组

中的表达差异最大，在健康对照组中其分布宽度广（＞４Ｃｔｓ），

而在非小细胞性肺癌组分布狭窄（＜２Ｃｔｓ）。用Ｃｔ值计算其

差异表达值，水平线用来表示数据最佳灵敏度、特异度的阈值。

左右两边的表格分别为训练组和验证组中 ｍｉＲ１４１和 ｍｉＲ

１４３诊断非小细胞性肺癌的诊断价值。绘制出受试者ＲＯＣ，计

算曲线下面积为０．９６（图３），在验证组中，经验证其诊断灵敏

度和特异度分别为９９％和８５％，阳性预测值为８７％，阴性预

测值为９９％。

３　讨　　论

本研究发现ｍｉＲ１４１和 ｍｉＲ１４３联合诊断能将非小细胞

性肺癌患者从健康对照者中区分开，且具有较高的诊断价值：

灵敏度和特异度分别为９９％和８５％，阳性预测值为８７％，阴

性预测值为９９％，说明二者可以成为非小细胞性肺癌的诊断

生物标志物，这与之前的一些研究吻合［１１１２］，但本研究标本量

更大，资料及分组更加详尽。已有一些关于 ｍｉＲ１４１和 ｍｉＲ

１４３在非小细胞性肺癌中的文献研究表明，它们与非小细胞性

肺癌的发生、发展有着重要的联系，并且成为诊断标志物。

Ｔｅｊｅｒｏ等
［１３］指出，ｍｉＲ１４１和 ｍｉＲ２００ｃ作为早期诊断非小细

胞肺癌的标志物在疾病分型中有不同的表达（腺癌中高表达）

并影响其预后。Ｚｅｎｇ等
［１４］研究表明，ｍｉＲ１４３是非小细胞肺

癌早期诊断的标志物，ｍｉＲ１５０是区分鳞癌和腺癌的早期标志

物。ｍｉＲ１４１和ｍｉＲ１４３作为非小细胞肺癌的标志物已有一

些文献支撑，但二者联合诊断非小细胞肺癌的研究尚未发现，

基于目前的研究现状，本研究发现二者联合诊断非小细胞肺癌

有较高的诊断价值。虽然本研究的数据显示了较好的诊断效

能，但若要应用于临床，仍需要扩大样本量，找到每个分类或者

分型的标志物将对疾病诊断更加特异。

有关ｍｉＲ１４１和ｍｉＲ１４３的研究显示，其表达差异不仅局

限于肺癌。有报道指出，其在肝细胞癌、宫颈鳞癌等疾病中也

起着一定的作用，说明它们的表达并不具有特异性，所以单个

ｍｉＲＮＡ作为疾病诊断的标志物有着一定的风险。已知联合检

测比单项检测具有更高的检测价值，而在后期的研究中不仅可

以考虑多个相关的 ｍｉＲＮＡ联合检测，更可以尝试将 ｍｉＲＮＡ

与传统的肺癌检测标志物（如 ＣＹＦＲＡ２１１、ＮＳＥ等）联合检

测，在横向上拓宽了研究的思路。另外，有关非小细胞性肺癌

的ｍｉＲＮＡ研究中，也发现其他 ｍｉＲＮＡ表现出一定的诊断价

值。有研究指出，ｍｉＲ１２６也可区分非小细胞性肺癌和健康

人，其灵敏度为７３％，特异度为９６％
［１５］。也有学者指出 ｍｉＲ

１２６和ｍｉＲ９８也能较好地区分非小细胞性肺癌和健康对照

者，ｍｉＲ１２６在肺组织中高表达与血管细胞黏附分子 Ⅰ

（ＶＣＡＭⅠ）的调控有关。这为后期研究提供了很好的思路，

即研究标志物的作用机制，这样，标志物不仅可以作为疾病诊

断和预后判断的标准，同时也可以阐明疾病发生、发展的机制，

在纵向上加深了研究的深度。
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