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Abstract 
AIM: To investigate the expression of miR-191 and 
its predicted target genes in gastric carcinoma.

METHODS: The relative expression of miR-191 
in gastric carcinoma and tumor-adjacent tissue 
was quantified by qRT-PCR. The potential target 
genes of miR-191 were predicted using bioin-
formatic software. Expression of target genes in 
gastric carcinoma and tumor-adjacent tissue was 
detected by immunohistochemistry. The asso-
ciation between miR-191 expression and target 
gene expression was analyzed. 
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■背景资料
在 我 国 ,  每 年 因
胃癌死亡的患者
占死于消化系肿
瘤 患 者 的 首 位 , 
miRNAs与多种肿
瘤相关, miR-191
在多种肿瘤中呈
差异性表达.

RESULTS: The expression of miR-191 was sig-
nificantly higher in gastric carcinoma than in 
tumor-adjacent tissue [0.0314 (0.0037-0.4924) vs 
0.0240 (0.0037-0.1593), P < 0.05]. MiR-191 expres-
sion was not related with age, gender, histologi-
cal type, lymph node metastasis or clinical stage. 
Nine target genes were predicted, including 
SOX4 and NDST1, both of which had been con-
firmed as direct targets of miR-191. The expres-
sion of phospholipase C-delta 1 (PLCD1) was 
significantly up-regulated in gastric carcinoma 
compared to tumor-adjacent tissue (56.7% vs 
96.7%, P < 0.01). MiR-191 expression was signifi-
cantly inversely correlated with PLCD1 expres-
sion in gastric carcinoma (90% vs 30%, r = -0.639, 
P < 0.01). 

CONCLUSION: The expression of miR-191 is 
up-regulated in gastric carcinoma. MiR-191 may 
play a pivotal role in the pathogenesis of gastric 
carcinoma by regulating PLCD1 expression.

Key Words: Gastric carcinoma; MiR-191; Real-time 
quantitative PCR; Phospholipase C-delta 1; Immu-
nohistochemistry
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摘要
目的: 分析胃癌组织中miR-191的表达及预测
其靶基因, 并检测靶基因在胃癌组织中的表达.

方法:  胃癌及配对癌旁正常组织标本50例 , 
应用基于S Y B R G r e e nⅠ的实时荧光定量
PCR(qRT-PCR)检测miR-191的表达情况, 后用
2-∆∆CT方法进行相对定量分析. 利用生物信息
学软件对miR-191进行靶基因预测. 用免疫组
织化学检测靶基因在胃癌组织中的表达情况, 
并分析其与miR-191表达情况的关系. 

结果:  m i R-191在胃癌组织中的表达显著
高于癌旁正常组织[0.0314(0.0037-0.4924) 
vs  0.0240(0.0037-0.1593), P <0.05], miR-191
与临床病理特征 (性别、年龄、病理组织
分型、淋巴结转移和T N M分期 )无显著相
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■研发前沿
胃癌死亡率高, 早
期诊断的手段少, 
发现时一般已属
中晚期, 寻找新的
诊断标志物和治
疗靶标是一个亟
待解决的问题.

关性 .  对m i R-191预测得到磷脂酶C-d e l t a 
1(phospholipase C-delta 1, PLCD1)、SOX4
等9个靶基因, 其中SOX4和NDST1被证明是
miR-191的靶基因. PLCD1在胃癌组织中的表
达显著低于癌旁正常组织(56.7% vs  96.7%, 
P <0.01), 且其与miR-191在胃癌中的表达呈负
相关(90% vs  30%, r  = -0.639, P <0.01). 

结论: miR-191在胃癌组织中呈高表达, 可能
通过调控PLCD1对胃癌的发病起重要作用. 

关键词: 胃癌; miR-191; 实时荧光定量PCR; 磷脂

酶C-delta 1; 免疫组织化学
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0  引言

胃癌是最常见的恶性肿瘤之一, 在我国每年因

胃癌死亡的患者占死于消化系肿瘤患者的首 
位[1], 但其发病机制尚未清楚. 随后, 近年研究表

明, miRNAs在肿瘤的发生发展中起类似于癌基

因或抑癌基因的作用[2]. 研究者利用基因芯片技

术检测出miR-191在多种肿瘤中呈异常表达[3], 
但其在胃癌中的表达及其与胃癌临床病理的关

系所知尚少, 而且, miR-191在胃癌中是通过哪

个靶基因发挥作用更是尚未有相关报道. 本实

验应用qRT-PCR技术对miR-191在胃癌及配对癌

旁正常组织中的表达情况进行检测, 并进行靶

基因预测, 分析miR-191与靶基因的表达相关性, 
初步探讨miR-191在胃癌发病中的作用, 并为进

一步的功能实验提供依据. 

1  材料和方法

1.1 材料 选取2009-04/2010-12在广州市第一人

民医院外科切除的胃癌患者50例, 其中男32例, 
女18例, 年龄范围33-80岁, 平均年龄59岁±11.9
岁. 所有患者术前均未进行过放疗及化疗. 取胃

癌及距癌肿5 cm以上的正常组织标本置于液氮

速冻后储存于-80 ℃冰箱. 所有癌及癌旁正常组

织均经过术后病理证实, 癌组织中高分化腺癌4
例、中分化腺癌21例、低分化腺癌21例、黏液

腺癌4例, 其中39例有淋巴结转移. 根据Lauren分
型[4], 其中肠型27例、弥散型23例. TNM分期根

据美国癌症联合委员会(AJCC)方案[5]: Ⅰ期5例, 
Ⅱ期17例, Ⅲ期25例, Ⅳ期3例. 
1.2 方法

1.2.1 总RNA的提取: 应用TRIzol试剂对50例胃

癌及癌旁正常组织进行总RNA抽提(具体方法根

据试剂说明书). 用紫外分光光度计(Amersham 
Ultrospec 2001)检测总RNA的浓度和纯度, 所有

标本RNA吸光度A 260/280均为1.8-2.1, 表明总RNA
纯度好. 用1.2%琼脂糖电泳检测总RNA的完整

性, 28S条带亮度约为18S两倍则表明总RNA完

整性好. 
1.2.2 总RNA的逆转录: 应用逆转录试剂盒miR C-
U RY L N AT M U n i v e r s a l c D N A S y n t h e s i s 
Kit(Exiqon公司, 丹麦)对总RNA进行逆转录. 根
据试剂盒说明书 ,  将所有标本的总R N A均稀

释成终浓度为1.42-1.79 μg/L, 然后配成20 μL
反应液: 5×Reaction buffer 4 μL、Enzyme mix 
2 μL、模板总RNA(稀释后)14 μL. 反应条件: 
42 ℃ 60 min, 95 ℃ 5 min. 
1.2.3 miR-191的实时荧光定量PCR检测: 应用

实时定量PCR试剂盒miRCURY LNATM SYBR® 
Green master mix Universal RT(Exiqon公司, 丹麦)
和miR-191及内参U6引物(LNATM PCR primer set, 
Exiqon公司, 丹麦), 在MJ Research DNA Engine 
Opticon 2荧光定量PCR仪进行检测. 根据试剂说

明书配成20 μL反应液: 模板cDNA 8 μL、SYB- 
R® Green master mix 10 μL、miR-191/内参U6
引物2 μL. 反应条件: 预变性95 ℃ 10 min; 95 ℃  
10 s、60 ℃ 1 min, 40个循环. 每个标本设3个复

孔. 实验得到miR-191及U6在各标本中的CT值, 
以U6内参校正, 用2-∆∆CT相对定量法比较miR-191
在胃癌及配对正常组织的表达量, 2-∆∆CT = 2-(CT癌miR-

191-CT癌U6)-(CT癌旁miR-191-CT癌旁U6), 若2-∆∆CT值>1.0认为表达

增高, <1.0认为表达降低, = 1.0认为表达不变.
1.2.4 靶基因预测: 应用MiRanda[6]、TargetScan[7]

及PicTar[8]3个生物信息学软件对miR-191进行

靶基因预测, 取3个软件均预测到的基因作为靶 
基因. 
1.2.5 靶基因的免疫组织化学: 在上述50例病例

中取30例进行免疫组织化学实验. 兔抗人磷脂

酶C-delta 1(phospholipase C-delta 1, PLCD1)多
克隆抗体(购自美国Santa Cruz Biontechnology
公司)按1∶50进行稀释, 应用二抗试剂盒(Dako 
REALTM EnVisionTM Detection Systems Peroxi-
dase/DAB, Rabbit/Mouse购自丹麦Dako公司)进
行EnVision二步法检测. 用PBS代替一抗作为

阴性对照. 每张切片随机选取10个高倍视野(×
400)进行观察. 评分标准为[9], 依据着色强度评

分: 无着色为0分, 淡黄色为1分, 棕黄色为2分, 
褐黄色为3分; 依据显示细胞率评分: 无着色为0
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■相关报道
Ueda等应用基因
芯片技术, 发现包
括miR-191等22
个 m i R N A s 在胃
癌中高表达, 13个
miRNAs低表达 ; 
Hu等发现磷脂酶
C-delta 1(PLCD1)
在胃癌中呈低表
达，与其启动子
的CpG岛的甲基
化有关，这表明
PLCD1可能是胃
癌抑癌基因.

分, ≤25%为1分, 26%-50%为2分, 51%-75%为3
分, >75%为4分. 两者相加得综合评分: 0分为(-), 
2-3分为(±), 4-5分为(+), 6-7分为(++). 最后(-)和
(±)判为阴性, (+)和(++)判为阳性. 

统计学处理 数据统计学分析利用SPSS17.0
进行, 胃癌及癌旁正常组织的相对表达量采用

配对样本Wilcoxon秩和检验(双侧)分析, 并应

用χ 2检验 (双侧 )分析不同的临床病理特征与

miR-191表达情况的关系. 用配对样本Wilcoxon
秩和检验(双侧)分析胃癌组织与配对癌旁正常

组织PLCD1表达水平的差异. 用Spearman相关

分析方法分析miR-191和PLCD1在胃癌组织中

表达水平(与癌旁正常组织相比)的相关性. 所有

的统计分析中, P <0.05表示有统计学意义. 

2  结果

2.1 qRT-PCR 在本实验中, miR-191及U6的扩增

曲线均呈典型S型曲线(图1A, B); 融解曲线呈单

峰且融解温度均一(图1C, D); qRT-PCR产物电泳

图可见单一条带, 无杂带. 实验以U6为内参做校

正, 与配对的正常组织相比, 68%(34/50)胃癌组

织的miR-191相对表达量呈高表达. miR-191及
U6的标准曲线的扩增效率(E)分别为114.4%和

111.7%, 两扩增效率相近并接近100%(图2A, B), 

应用2-∆∆CT进行相对定量分析, miR-191在胃癌组

织中的表达量是配对正常组织的2.01倍, 有显著

性差异(P <0.05). 
2.2 临床病理学参数与miR-191表达的关系 应
用χ 2检验 (双侧 )分析不同临床病理学参数与

miR-191表达间的关系, 结果显示均无显著差异

性(P >0.05, 表1). 
2.3 miR-191的靶基因预测 应用生物信息学软

件进行m i R-191的靶基因预测, 有9个基因在

3个软件中均预测到, 包括P L C D1、S O X4、
RNF139、FZD5、GAP43、TJP1、TMOD2、
NDST1和AMMECR1. 
2.4 靶基因PLCD1的免疫组织化学检测 对30例
胃癌组织及配对癌旁正常组织进行免疫组织

化学检测, 发现PLCD1均在上皮细胞的胞浆染

色表达, 阳性细胞的胞浆DAB染色呈棕黄色(图
3A). 96.7%(29/30)癌旁正常组织中的PLCD1表
达呈(+)或(++), 而胃癌组织中仅56.7%(17/30)
表达(+)或(++),  差异有统计学意义(P <0.01,  
表2). 与配对正常组织相比, 70%(21/30)胃癌组

织中的PLCD1表达强度下降或阴性(图3B, C); 
有90%(18/20)miR-191表达增高的胃癌组织中的

PLCD1表达强度下降, 而只有30%(3/10)miR-191
表达降低的胃癌组织中的PLCD1表达强度下降. 
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图  1  qRT-PCR扩增曲线及融解曲线. A: miR-191扩增曲线; B: U6扩增曲线; C: miR-191融解曲线; D: U6融解曲线.
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■创新盘点
运 用 q P C R 技 术
验证前人用基因
芯 片 技 术 发 现
miR-191在胃癌中
高表达的结果, 并
用生物信息学软
件对其进行靶基
因 预 测 ,  免 疫 组
织化学检测靶基
因 的 表 达 ,  分 析
miR-191与靶基因
的相关性.

再对miR-191与PLCD1在胃癌组织中表达水平

进行相关性分析, 结果显示两者呈显著负相关(r  
= -0.639, P <0.01). 

3  讨论

miRNAs是一类内源性的保守的非编码的小分

子双链RNA, 是目前研究较多的ncRNA[10], 其大

小长约20-25个核苷酸, 成熟的miRNAs主要与靶

基因mRNA的3'非翻译区完全或不完全互补使

mRNA降解或翻译的抑制[11]. 自1993年, Lee等[12]

在线虫中发现了第一个miRNA: Lin-4, 人类基因

组内发现的miRNAs己经超过1 000个, 并推测其

可能调控基因组内1/3左右基因的表达[13,14]. miR-
NA与肿瘤有着密切关系, 参与了肿瘤的生成、

发展和转归过程[15]. 目前已有不少研究表明, 大
量miRNAs在胃癌中呈现差异性表达[16-18]. 本研

究发现: 与配对癌旁正常组织相比, miR-191在胃

癌组织中的表达显著升高, 但其表达与性别、年

龄、病理组织学分型、淋巴结转移和TNM分期

无相关性, 利用生物信息学软件对miR-191进行

靶基因预测筛选出PLCD1、SOX4(sex determin-
ing region Y-box 4)等9个靶基因.  
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图  2  标准曲线. A: miR-191(E = 114.4%)标准曲线; B: U6(E = 111.7%)标准曲线.
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图  3  胃癌及癌旁正常组织的免疫组织化学(DAB染色, ×400). A: 胃正常组织; B, C: 胃癌组织.
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表  1  临床病理学参数组间miR-191表达情况 (n  = 50)

     

临床病理学参数   n
  胃癌组织中miR-191表达

  P 值
高表达(n = 34) 低表达(n = 16)

性别 0.434

  男 32          23          9

  女 18          11          7

年龄(岁) 0.121

  <60 28          16        12

  ≥60 22          18          4

组织学分型 0.603

  高分化腺癌   4            2          2

  中分化腺癌 21          14          7

  低分化腺癌 21          16          5

  黏液腺癌   4            2          2

Lauren分型 0.408

  肠型 27          17        10

  弥散型 23          17          6

淋巴结转移 0.725

  有 39          27        12

  无 11            7          4

TNM分期 0.525

  Ⅰ期-Ⅱ期 22          16          6

  Ⅲ期-Ⅳ期 28          18        10

表  2  胃癌组织与正常组织PLCD1表达水平差异 (n  = 30)

     
分组

          PLCD1表达强度
  P值

- ±  ＋ ＋＋

胃癌组织 8  5 15    2 0.000

癌旁正常组织 0  1   9  20
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Vol in ia等[3]利用基因芯片技术对363个实

体癌标本(乳腺癌、结肠癌、肺癌、胰腺癌、

前列腺癌、胃癌)及177个正常组织标本进行

分析, 其中miR-191在5种实体癌中呈高表达. 
U e d a等 [19]同样应用基因芯片技术对184例胃

癌组织及169例非癌胃黏膜组织进行分析, 发
现包括miR-191等22个miRNAs在胃癌中高表

达, 13个miRNAs低表达; 而且在2种不同组织

类型(肠型和弥散型)的胃癌中miRNA的异常表

达是不一样的. 国内西京医院也发现miR-191
在胃癌中高表达[20]. miR-191在肝细胞癌中高

表达, 抑制miR-191可以减缓细胞增殖和诱导

细胞凋亡 ,  在老鼠模型中有减小癌肿体积的

作用, miR-191参与了MAPK/ERK、TGF-β及
MAPK/JNK 3条通路, SOX4、IL1A(interleukin-
1a)、TMC7(transmembrane channel-like 7)这3个
基因是miR-191的靶基因[21]. 另外, 在结肠癌、

急性粒细胞白血病、恶性黑色素瘤、乳癌和卵

巢癌等有miR-191高表达[3,22]. 所以, miR-191可
能与恶性肿瘤的发生发展有着密切关系. 本研

究通过qRT-PCR检测发现miR-191在胃癌组织

中高表达, 与上述研究者的基因芯片结果一致, 
提示miR-191可能参与胃癌的发病机制, 但尚

需进一步的功能实验进行验证. 在多种肿瘤中, 
miR-191高表达与预后不佳有关[22]. 本实验显示

miR-191表达与性别、年龄、病理组织分型、

淋巴结转移和TNM分期无相关性, 这可能与样

本量有关, 需扩大样本量进行验证, 也需对本组

病人进行追踪随访以观察miR-191的表达与胃

癌预后的关系. 
预测miR-191的9个靶基因中的SOX4[21]和

NDST1[23]为已证实的miR-191的靶基因. SOX4
是与胚胎细胞发育、调节细胞分化增殖有关的

转录因子, 其在多种肿瘤中高表达[21]. 胃癌细胞

株MGC803中证实NDST1(N-deacetylase/N-sul-
fotransferase 1)是miR-191的靶基因, NDST1 
抑制胃癌细胞增殖[23]. 其他已证实为miR-191
的靶基因有肝细胞癌中的I L1A、T M C7[21]和

TIMP3(tissue metallopeptidase inhibitor 3)[22], 
小鼠红细胞发育成熟有关的Riock3和Mxil[24]. 
PLCD1是磷脂酶C家族中的一员, 参与激素分

泌、神经递质传导、胞膜运输及细胞骨架调节

等多种重要功能. PLCD1在胃癌中的表达降低

并与其CpG岛的甲基化相关, 在胃癌发生中可能

起着抑癌基因的作用[25]. 另外, PLCD1也被证明

在乳腺癌和食管鳞状细胞癌中呈低表达并发挥

抑癌的功能[26,27]. miR-191可能通过抑制这些基

因的表达, 从而促使胃黏膜细胞的癌变. PLCD1
可能是包括胃癌等多种癌症的抑癌基因, 并且

为miR-191预测靶基因, 本实验选择PLCD1进行

免疫组织化学实验, 初步分析其表达与miR-191
的表达是否有相关性. 本实验结果显示, 相对

于癌旁正常组织, PLCD1在胃癌中的表达降低, 
而且miR-191与PLCD1在胃癌组织中表达水平

呈显著负相关. 所以, 我们认为PLCD1可能是

miR-191的靶基因, 但需要更进一步进行靶基因

的鉴定. 
生物信息学软件对miRNA靶基因的预测是

功能研究的最初步骤, 由于miRNA与靶序列可

以不完全配对结合, 一个miRNA可以有多个靶

基因[28,29], 所以需要联合3-5个软件均预测到的

基因作为靶基因从而降低假阳性率[30], 能够避免

在功能实验中对靶基因选择的盲目性. 
本实验应用了含有锁核苷酸(1ocked nucleic 

acid, LNA)技术的qRT-PCR试剂盒. miRNAs的以

下特点将会给普通qRT-PCR研究带来困难: (1)
成熟miRNAs序列短(20-22 nt); (2)哺乳动物中的

miRNAs家族成员间往往只相差1个核苷酸; (3)
引物结合目标序列除了在成熟miRNAs中也存

在于pri-miRNA或pre-miRNA. 而LNA技术可以

有效解决上述问题. LNA分子中部分核糖上的

2'-O与4'-C连结在一起, 与靶核酸分子具有很强

的杂交能力, 与DNA/RNA形成的双链的Tm值

分别可升高1 ℃-8 ℃和2 ℃-10 ℃, 可以使整个

qRT-PCR更具稳定性、特异性及敏感性[31]. 
总之, 本实验对miR-191在胃癌中表达情况

的研究及其靶基因的预测为后续功能研究提供

了重要依据. 
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