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【摘要】目的 探究结直肠癌(CRC)癌组织中miR-106a、miR-92a、miR-31与其新生血管生成及侵袭转移的关系。方法 选取本院2018年1月至2020年1月诊治的100
例结直肠癌患者作为CRC组，另选取同期健康体检者60例作为对照组。全部均行实时荧光定量聚合酶链反应(RT-PCR)检测miR-106a、miR-92a、miR-31
表达量，采用免疫组化法检测CD34表达，计算微血管密度(MVD)；术后随访3年，收集患者肿瘤侵袭转移等资料。分析miR-106a、miR-92a、miR-31与
CRC新生血管生成及侵袭转移的关系。结果 CRC组miR-106a、miR-92a、miR-31表达量及MVD均比对照组高(P<0.05)。Pearson相关性分析显示，miR-
106a、miR-92a、miR-31表达量与CRC患者MVD均呈正相关(P<0.05)。单因素分析显示，侵袭转移组肿瘤高、中分化程度人数及TNM分期Ⅲ、Ⅳ期人数
比未侵袭转移组多，术前miR-106a、miR-92a、miR-31表达量比未侵袭转移组高(P<0.05)。多元逐步回归分析显示，肿瘤分化程度、TNM分期、术前
miR-106a表达量、术前miR-92a表达量、术前miR-31表达量均为 CRC患者肿瘤侵袭转移的独立影响因素(P<0.05)。结论 结直肠癌癌组织中miR-106a、
miR-92a、miR-31高表达，且与结直肠癌新生血管生成及侵袭转移密切相关。
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Abstract: Objective To investigate the relationship between miR-106a, miR-92a, miR-31 and neovascularization, invasion and metastasis in colorectal cancer 
(CRC). Methods 100 patients with colorectal cancer diagnosed and treated in our hospital from January 2018 to January 2020 were selected 
as CRC group, and another 60 healthy patients during the same period were selected as control group. Real-time fluorescence quantitative 
polymerase chain reaction (RT-PCR) was used to detect the expression levels of miR-106a, miR-92a and miR-31, and immunohistochemical 
method was used to detect the expression of CD34, and microvascular density (MVD) was calculated. The data of tumor invasion and metastasis 
were collected after 3 years of follow-up. The relationship between miR-106a, miR-92a and miR-31 and CRC neovascularization, invasion and 
metastasis was analyzed. Results The expression levels and MVD of miR-106a, miR-92a and miR-31 in CRC group were higher than those in control 
group (P<0.05). Pearson correlation analysis showed that the expression levels of miR-106a, miR-92a and miR-31 were positively correlated with 
MVD in CRC patients (P<0.05). Univariate analysis showed that the number of patients with high and moderate differentiation and the number 
of patients with TNM stage Ⅲ and Ⅳ in the invasive metastasis group was higher than that in the non-invasive metastasis group, and the 
preoperative expression levels of miR-106a, miR-92a and miR-31 were higher than those in the non-invasive metastasis group (P<0.05). Multiple 
stepwise regression analysis showed that the degree of tumor differentiation, TNM stage, preoperative miR-106a expression level, preoperative 
miR-92a expression level, and preoperative miR-31 expression level were all independent influencing factors of tumor invasion and metastasis 
in CRC patients (P<0.05). Conclusion miR-106a, miR-92a and miR-31 are highly expressed in colorectal cancer tissues, and are closely related to 
angiogenesis, invasion and metastasis of colorectal cancer.
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　　结直肠癌(colorectal cancer，CRC)作为胃肠外科常见恶性
肿瘤之一，其发病隐匿，在全球恶性肿瘤死亡原因中高居第3位
[1]。恶性肿瘤一种基本生物学特征为血管新生能力，血管新生
过程亦是肿瘤生长、侵袭及转移的关键环节[2]。CRC属于实体肿
瘤，其新生血管丰富，具有活跃血管生成能力及转移能力两大特
征。因此，对CRC血管新生情况进行评估有助于指导患者治疗及
评价预后。近些年研究指出，miRNA在肿瘤发生发展中具有重要
作用，并与其预后密切相关[3-4]。国内外研究发现，miR-106a、
miR-92a、miR-31在CRC癌组织中异常表达，并与肿瘤转移、预
后存在一定联系；miR-92a和肿瘤血管新生存在一定关联；miR-
31异常表达可致使肿瘤相关基因失活或激活，促进肿瘤侵袭转
移[5-7]。然而，目前临床关于三种癌基因与CRC患者肿瘤相关指

标的联系研究报道较少。基于此，本研究探究CRC癌组织中miR-
106a、miR-92a、miR-31与其新生血管生成及侵袭转移的关系。
现报道如下。

1  对象与方法
1.1 对象  选取本院2018年1月至2020年1月诊治的100例结直肠
癌患者作为CRC组。
　　纳入标准：经病理活检证实为CRC；初次确诊；行根治性手
术治疗；术前未行放化疗及其他抗肿瘤治疗；资料齐全。排除标
准：合并其他系统恶性肿瘤；合并结直肠其他类型病变；存在凝
血机制异常；术后3年失访。另选取同期健康体检者60例作为对
照组，其正常结直肠黏膜组织标本来自本院消化内镜中心。CRC
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组男、女各有54例、46例；年龄38~79(58.96±7.41)岁。对照组
男、女各有35例、25例；年龄33~81(59.47±6.92)岁。两组一般
资料相比无差异(P>0.05)，可匹配。
1.2 方法  
1.2.1 处理标本，提取RNA  CRC组取手术切除的癌组织标本，对
照组取内镜中心提供的正常结直肠黏膜组织标本，在标本中将
1mL Trizol(invitrogen公司)加入，采用经典方法提取总RNA。将
适量CRC癌组织标本及内镜中心提供的正常结直肠黏膜组织标本
放在多聚甲醛中，以便行石蜡包埋。
1.2.2 cDNA逆转录合成  通过RNA电泳证实RN未降解，对所提取
的RNA浓度进行测定。1μL Oligo dT18(10pmol)加入2μg RNA，
混匀后进行5min 65℃水浴，后立即拿出放在冰上，依次加入5μL 
5×缓冲液、2.5μL 10 mmol/L dNTPs、1.0μL 200 U/μL 逆转酶
(MMLV)、0.5μL 400 U/μL RNA酶抑制剂，最后加DEPC水至总
体积25μL。反应条件：37℃ 1h，95℃ 5min。逆转录产物保存
于-80℃冰箱待检。
1.2.3  miR-106a、miR-92a、miR-31实时荧光定量聚合酶
链反应(Real time fluorescence quantitative polymerase 
chain  react ion，RT-PCR)检测  内参照为U6，应用ABI公
司 生 产 的 U n i v e r s a l  P C R  M a t e r  M i x 试 剂 盒 在 A B I  P r i s m 
7 3 0 0 型 实 时 荧 光 定 量 P C R 仪 上 测 定 ， 以 c D N A 为 模 板 扩 增
m i R- 1 0 6 a 、 m i R- 9 2 a 、 m i R- 3 1 及 U 6 基 因 。 m i R- 1 0 6 a 上
游 引 物 为  5 ′ ⁃ G C G G A A A A G T G C T TA C A G T G C ⁃ 3 ′ ， 下 游
引物  5 ′ ⁃CGAGGAAGAAGACGGAAGAAT⁃3 ′；miR-92a上
游 引 物 为  5 ′ ⁃ A C A G G C C G G G A C A A G T G C A ATA ⁃  3 ′ ， 下
游 引 物 5 ′ ⁃GCTGTCAACGATACGCTCAGTAAC⁃3 ′ ； mi R-
31上游 引物 为  5 ′ ⁃ACGCGGCAAGATGCTGGCA⁃ 3 ′，下 游
引 物  5 ′ ⁃CAGTGCTGGGTCCGAGTGA⁃3 ′； U6 上 游 引 物 为
5 ′ ⁃GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT⁃3 ′， 下 游 引 物  5 ′ 
⁃CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT⁃3′。反应条件：95℃ 10 
min，95℃ 30s，59℃ 60s，共40个循环。miR-106a、miR-92a、
miR-31及U6扩增各循环荧光信号应用实时荧光定量PCR仪采集，
通过SDS1.4软件分析其△△Ct 值及相对表达量(relative quantity，
RQ)，RQ = 2⁃△△Ct。
1.2.4 检测CD34，计算微血管密度(microvessel density，MVD)  
将进行石蜡包埋处理的标本采用免疫组化法测定CD34，检测试

剂盒由福州迈新生物技术开发有限公司生产，严格按试剂盒说明
要求操作。CD34标记血管内皮细胞，将染色呈棕黄色的单个内
皮细胞或内皮细胞膜作为1个血管记数。2名病理医师分别对每张
免疫组化切片进行计数；首先在低倍显微镜下明确3个血管着色
最密集处，再在高倍视野下计算微血管，取3个视野平均值作为
MVD；若2人计数相差>10%则重新计数；肿瘤内的硬化区域、肿
瘤细胞稀少区域内的微血管不进行计数。
1.2.5 治疗及资料收集  全部患者均行CRC根治性手术治疗，术后
参照2010版卫生部结直肠癌诊疗规范进行治疗，临床病理资料参
照UICC第6版标准评估。
1.3 观察指标  (1)比较两组miR-106a、miR-92a、miR-31及
MVD。(2)分析miR-106a、miR-92a、miR-31表达量与CRC患者
MVD的关系。(3)分析CRC患者肿瘤侵袭转移的单因素。(4)分析
CRC患者肿瘤侵袭转移的多因素。
1.4 统计学方法  借助软件SPSS 25.0处理数据。计数资料用n(%)
描述，行χ

2检验；符合正态分布的计量资料用χ
-
±s描述，行t

检验；相关性分析采用Pearson相关性分析；影响因素分析采用
多元逐步回归分析；以P<0.05为有统计学差异。

2  结　果
2.1 两组miR-106a、miR-92a、miR-31及MVD比较  CRC
组miR-106a、miR-92a、miR-31表达量及MVD均比对照组高
(P<0.05)。见表1。
2.2 miR-106a、miR-92a、miR-31表达量与CRC患者MVD
的关系分析  Pearson相关性分析显示，miR-106a、miR-92a、
miR-31表达量与CRC患者MVD均呈正相关(P<0.05)。见表2。
2.3 CRC患者肿瘤侵袭转移的单因素分析  术后随访3年，CRC
患者中经增强CT、结肠镜检查等复查确诊侵袭转移者26例。单
因素分析显示，侵袭转移组肿瘤高、中分化程度人数及TNM分期
Ⅲ、Ⅳ期人数比未侵袭转移组多，术前miR-106a、miR-92a、
miR-31表达量比未侵袭转移组高(P<0.05)。见表3。
2.4 CRC患者肿瘤侵袭转移的多因素分析  将上述有差异的指
标(肿瘤分化程度、TNM分期、术前miR-106a表达量、术前miR-
92a表达量、术前miR-31表达量)作为自变量，以CRC患者有无肿
瘤侵袭转移作为因变量，经多元逐步回归分析显示，肿瘤分化程
度、TNM分期、术前miR-106a表达量、术前miR-92a表达量、

表3 CRC患者肿瘤侵袭转移的单因素分析[n(%)]
因素　　　　　n　  侵袭转移组(n=26)　未侵袭转移组(n=74)  χ2/t值　P值
性别 				    　　　　　　　　　0.193　0.661
男	 　　54	 　15(57.69)	 　39(52.70)		
女	 　　46	 　11(42.31)	 　35(47.30)		
年龄(岁)	 　　　　   　59.83±7.52　　　    58.65±7.34　　  0.701　0.485
肿瘤位置				    　　　　　　　　　0.006　0.939
结肠	 　　66	 　17(65.38)	 　49(66.22)		
直肠	 　　34	 　9(34.62)	 　25(33.78)		
肿瘤直径(cm)				    　　　　 3.022　0.082
<5	 　　71	 　15(57.69)	 　56(75.68)		
≥5	 　　29	 　11(42.31)	 　18(24.32)		
肿瘤分化程度				    　　　　 6.127　0.013
低、未分化　   59	 　10(38.46)	 　49(66.22)		
高、中分化　   41	 　16(61.54)	 　25(33.78)		
TNM分期				    　　　　　　　　　8.636　0.003
Ⅰ、Ⅱ	 　　59	 　9(34.62)	 　50(67.57)		
Ⅲ、Ⅳ	 　　41	 　17(65.38)	 　24(32.43)		
术前miR-106a表达量　3.35±0.86　　　　  1.89±0.41　   　11.431  <0.001
术前miR-92a表达量　  1.38±0.40　　　　  0.91±0.27　   　 6.684   <0.001
术前miR-31表达量　　3.75±0.97　　　　  3.06±0.71　   　 3.858   <0.001

表2 miR-106a、miR-92a、miR-31与CRC患者MVD的关系分析
指标	 　　　　　　　　r值	 　　P值

miR-106a表达量	 　　　0.513	 　<0.001

miR-92a表达量	 　　　0.586	 　<0.001

miR-31表达量	 　　　0.492	 　<0.001

表1 两组miR-106a、miR-92a、miR-31及MVD对比
组别 　      miR-106a表达量(2⁃△△Ct)   miR-92a表达量(2⁃△△Ct)   miR-31表达量(2⁃△△Ct)   MVD

CRC组(n=100)　2.27±0.62　　　　　　1.03±0.31　　　　　3.24±0.75　           7.27±2.03

对照组(n=60)　  1.41±0.44　　　　　　0.65±0.11　　　　　2.28±0.47　           4.59±1.12

t值	 　    9.411	 　　　　　　    9.146	 　　　　       8.914	 　　9.396

P值	   　 <0.001	 　　　　　　   <0.001	 　　　　  　<0.001	 　   <0.001

表4 CRC患者肿瘤侵袭转移的多因素分析
自变量　　　　　　　 β/B　  SE   Waldχ2值     P　　　 OR(95%CI)　　    　VIF
肿瘤分化程度　　　   0.281　0.127    4.896　0.027　1.324(1.033～1.699)    1.714
TNM分期　　　　　   0.215    0.087    6.107　0.014　1.240(1.045～1.470)     1.763
术前miR-106a表达量  0.641    0.238    7.254　0.007　1.898(1.191～3.027)     1.825
术前miR-92a表达量    1.059    0.283    14.003 <0.001    2.883(1.656～5.021)     1.969
术前miR-31表达量　  0.073    0.025    8.526　0.004　1.076(1.024～1.130)     1.837
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术前miR-31表达量均为 CRC患者肿瘤侵袭转移的独立影响因素
(P<0.05)。见表4。
3  讨　论
　　随着近些年人民饮食习惯变化及生活水平提升，CRC患病人
数及病死人数日益增多。大量研究证实，CRC发生发展是一种复
杂过程，和细胞周期调控基因突变、抑癌基因失活及多种癌基因
激活密切相关[8-9]。因此，探寻CRC与各种基因的关系对临床CRC
诊疗及预后评估意义重大。
　　miR-106a属于重要的癌基因之一，CRC癌组织中miR-106a
可由外泌体进入血管内皮细胞，促使内皮细胞中miR-106a表达
量上升，进而提升内皮细胞迁移能力，促进其在体外的新生血管
成环能力，提升新生血管通透性，促使癌细胞更易穿过血管内膜
进入循环系统中，从而促使肿瘤发生转移[10]。miR-92a属于促癌
基因，亦为miR-17-92基因簇重要成员之一。有研究指出，miR-
92a在CRC癌组织及血浆中呈高表达状态，对CRC癌细胞活力具
有增强作用，并能促进其集落生成[11]。当前有学者认为miR-92a
参与CRC病变的作用机制可能是利用mTOR信号通路对细胞代
谢、生长及分裂进行调节，亦有学者认为其可能是通过下调凋亡
蛋白表达水平来发挥作用[12]。miR-31作为肿瘤相关热点基因，在
多种肿瘤生长、侵袭及转移中起着重要作用，并具备胚胎着床等
调节功能。有研究指出，miR-31高表达可利用靶向张力蛋白1对
肿瘤免疫浸润产生一定影响，促进CRC细胞恶性生物学行为[13]。
　　血管新生不仅可为肿瘤生长提供充足养分，还能成为其转移
的重要通道。在CRC侵袭转移中血管新生起着重要作用。有研究
指出，miRNA对血管生成因子及蛋白激酶具有靶向调控作用，可
抑制或促进肿瘤血管新生[14]。Shaker等[15]报道，CRC患者中miR-
106a呈高表达状态。王林刚等[16]对90例CRC患者进行研究，发现
患者癌组织中miR-92a相对表达量比癌旁组织的明显高。赵芝等
[17]指出，CRC癌组织中miR-31表达量明显高于癌旁组织。本研究
中，CRC组miR-106a、miR-92a、miR-31表达量比对照组高，与
上述报道类似，说明CRC癌组织中miR-106a、miR-92a、miR-31
高表达。肿瘤MVD值作为一种定量指标，可对血管生成活跃程度
进行衡量，亦是血管生成状态的重要反映指标。本研究中，CRC
组MVD比对照组高；Pearson相关性分析显示，miR-106a、miR-
92a、miR-31表达量与CRC患者MVD均呈正相关，提示CRC癌组
织中新生血管生成能力增强，miR-106a、miR-92a、miR-31表达
上调会促进肿瘤血管新生。
　　肿瘤侵袭转移和miRNA存在一定关联。Salgado-García等
[18]指出，miR-106a可通过调控Unc-51样自噬激活激酶1影响参
与CRC肿瘤细胞增殖、侵袭及转移。张志勇等[19]报道，CRC癌组
织中miR-92a表达上调，并和肿瘤MVD形成及侵袭转移密切相
关。miR-92a对磷酸酶及张力蛋白同源性蛋白表达具有靶向调节
作用，可负性调节PI3K/AKt信号通路中磷酸化蛋白表达，最终影
响肿瘤细胞增殖、侵袭及转移[20]。孙剑等[21]报道，CRC癌组织中
miR-31表达上调，与肿瘤侵袭转移有关。miR-31可不完全配对
靶向mRNA 3非编码区域，使其翻译过程被阻断，靶向mRNA表
达下调；完全配对靶向mRNA 3非编码区域，特异性阻断靶基因
互补区，发生基因沉默而无法表达[22]。本研究中，侵袭转移组肿
瘤高、中分化程度人数及TNM分期Ⅲ、Ⅳ期人数比未侵袭转移
组多，术前miR-106a、miR-92a、miR-31表达量比未侵袭转移
组高；进一步回归分析显示，肿瘤分化程度、TNM分期、术前
miR-106a表达量、术前miR-92a表达量、术前miR-31表达量均
为 CRC患者肿瘤侵袭转移的独立影响因素，提示CRC恶性程度愈
高，TNM分期愈高，术前miR-106a、miR-92a、miR-31表达量
愈高，患者更易出现侵袭转移。

　　综上所述，结直肠癌癌组织中miR-106a、miR-92a、miR-31
高表达，且与结直肠癌新生血管生成及侵袭转移密切相关。
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