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·论著·

　　胃癌(gastric cancer)是一种来源于胃粘膜上皮

细胞，且危害性极大的恶性肿瘤。作为全球和中国最

常见的恶性肿瘤之一，其死亡率和发病率居各种恶性

肿瘤的前列
[1]
。目前胃癌的发病机制并未完全明确，

已知与幽门螺旋杆菌感染,生活饮食、遗传等因素有

密切相关
[2]
。近年来，随着生物分子信息技术的发

展，miRNA与肿瘤的关系越来越受到关注。研究表明

miRNA与肿瘤细胞的增殖、分化、凋亡密切相关，且

参与肿瘤发生，发展的全过程
[3]
。现今，miRNA与胃

癌的关系已成为胃癌领域的研究热点之一。本研究通

过检测胃癌患者组织和血清中miRNA21的表达水平，

与正常对照组的表达水平相比较，从而探究miRNA21

表达在胃癌发病及发展中发挥的作用。

　　1  资料与方法

　　1.1 研究对象  选取2013.1至2014.12年在我院

行内镜检查，内镜下诊断胃癌并且最终经过病理诊断
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明确的20名患者作为研究对象；20名经内镜下观察发

现粘膜正常，并且没有糜烂，萎缩，溃疡或肠化等其

他表现者(活检结果与最终病理诊断相符合)作为对照

组。平均年龄胃癌组为(47.7±12.5)岁，平均年龄对

照组为(38.6±9.6)岁。在选取研究对象时，使研究

组和对照组男女人数比例1:1。提取患者和健康对照

组内镜下取得的组织标本和血清各5ml备用检测，相

关实验均已经获得伦理委员会的批准和患者的知情同

意。

　　1.2 原位杂交检测方法  探针为Exiqon公司产

品，地高辛抗体，BCIP/NBT为Roche公司产品，将标

组织本进行脱蜡和水化：在二甲苯中进行2次脱蜡，

每次10分钟，依次经过浓度梯度为100%、95%、80%、

75%的乙醇和DEPC-H2O各一次，每次5分钟；经0.2M 

HCL处理5分钟；PBS冲洗3次，每次5分钟；在蛋白酶

K(浓度为40μg/ml)室温中孵育20分钟；再用含0.2%

甘氨酸的PBS液冲洗3次，每次5分钟；将标本固定在

4%多聚甲醛10分钟；PBS冲洗2次，每次5分钟；醋酸
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酐和三乙醇胺溶液室温孵育10分钟；49.5℃预杂交2

小时，在50℃杂交过夜；在37℃用5XSSC冲洗2次，

每次20分钟；在温度50℃以50%去离子甲酰胺/2XSSC

冲洗3次，每次20分钟；TBST冲洗5次，每次5分钟；

室温封闭1小时；抗地高辛抗体(1：1000)4℃孵育过

夜；TBST冲洗4次，10分钟；BCIP/NBT染色缓冲液冲

洗2次，每次10分钟；BCIP/NBT暗处染色4-48小时。

TE洗两次终止反应；水洗残液；核固红复染。结果通

过Image-pro Plus 6.0成像系统分析。

　　1.3 实时定量PCR  将取得的患者血液标本放置

一直到血液凝固后析出血清，然后吸取处于上层的液

体和抗凝血液样本，5000r/min，离心半径10cm，离

心15min，提取上清液。主要包括以下步骤：进行总

RNA的提取，并且依据RNA提取试剂盒完成；总RNA完

整性及纯度的检测；逆转录；定量PCR。

　　1.4 统计学方法  采用SPSS 19.0软件进行t检

验，以P＜0.05为差异具有统计学意义。

　　2  结   果

　 　 胃 癌 组 组 织 中 m i R N A 2 1 的 表 达 水 平 为

(0.516±0.165)。正常对照组组织中miRNA21的表

达水平为(0.343±0.130)。胃癌组组织中miRNA21

的表达水平较对照组升高明显，差异有统计学意义

(P＜0.05)。胃癌组患者血清中miRNA21表达水平为

(1.57±0.140)。正常对照组血清中miRNA21的表达水

平为(1.134±0.120)，胃癌组血清中miRNA21的表达

水平较正常组升高(P＜0.05)。

　　3  讨   论

　　胃癌在得到病理诊断后，可以通过内镜手术，外

科手术等治疗手段来进行治疗。但是，中晚期的胃癌

患者预后并不理想，因此早期发现和诊断胃癌十分重

要。目前来说，通过内镜下活检是早期诊断发现早期

胃癌的重要手段，但是胃镜在活检取材存在缺陷，有

时候未能取到合适部位,因此造成误诊，且胃镜痛苦

较大，许多人难以接受。因此，发现一种胃癌的特异

性血清标志物对早期发现胃癌具有一定意义。

　　微小RNA(miRNA)属于真核生物中的一类非编码

小分子RNA，属于内源性RNA，由18-24个核苷酸单位

组成
[4]
。调节相关人类基因mRNA的表达和翻译，因此

具有调控细胞周期、调节细胞的分化及诱导和抑制

细胞凋亡的功能。许多研究表明一些miRNA其异常改

变可能与肿瘤的发生和发展密切相关
[5]
。miRNA21是

其中被发现比较早、关注相对较多的miRNA，主要位

于17q23.2染色体上。越来越多研究表明miRNA21在多

种肿瘤细胞包括肠癌、宫颈癌、肺癌中高表达，参

与多种基因的调控，与肿瘤发病机制密切相关
[6-8]

。

本实验通过检测胃癌患者和健康对照组组织及血清

miRNA21表达情况，结果胃癌组miRNA21的水平较正常

组有明显升高，证实了miRNA21可能在胃癌的发展过

程中发挥促进作用。这和国内外众多学者的研究结果

相符合
[9-10]

。并且有研究证明，敲除恶性神经细胞胶

质瘤中的miRNA21后，caspases 途径被激活，恶性胶

质瘤细胞发生凋亡，进一步表明了miRNA21的促癌作

用
[11]

。探讨miRNA21的表达水平与胃癌发生发展的关

系，对明确胃癌的发病机制具有重要的作用。本研

究提示miRNA21有望成为胃癌的潜在血清学肿瘤标志

物，将来联合胃镜检查及其它血清肿瘤标志物检测，

可能有希望提高早期胃癌的发现率，为胃癌的早期诊

断提供一个新的方向。
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