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Abstract
AIM: To screen and identify serum microRNAs 
(miRNAs) that might be used as promising bio-
markers for hereditary nonpolyposis colorectal 
cancer using miRNA array and qRT-PCR. 

METHODS: Four serum samples from patients 
with hereditary nonpolyposis colorectal cancer 
and three serum samples from healthy controls 
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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

遗传性非息肉性大肠癌生物标志物的血清miRNAs的筛选

田晰晰, 珠 珠, 黄 鉴, 任俊宇, 王 跃, 张 楠, 陈明清, 董 坚

®

■背景资料
遗传性非息肉性
大肠癌具有肿瘤
的遗传性、高发
性、多发性和肿
瘤发生的多器官
性等特点. miRNA
是参与肿瘤发生
发展的重要分子, 
血清miRNA具有
比一般蛋白质更
适合作为肿瘤标
志物的特点, 作为
遗传性非息肉性
大肠癌生物标志
物的研究对于疾
病的早期筛查诊
断有一定的临床
意义. 

were used to identify potential markers by 
miRNA array. The results of miRNA array were 
confirmed by qRT-PCR.

RESULTS: We found 57 up-regulated miRNAs 
and 30 down-regulated miRNAs by miRNA 
array, and 8 miRNAs were chosen for further 
analysis. Three target gene prediction programs 
were used to predict target genes of these 8 miR-
NAs, and 294 genes were predicted, all of which 
were target genes of mir-20a-5p, mir-548b-5p  
and mir-548as-3p. qPCR analysis confirmed that 
serum mir-548as-3p was significantly higher in 
patients with hereditary nonpolyposis colorectal 
cancer.  

CONCLUSION: Our study demonstrates that 
serum miRNAs are differentially expressed in 
patients with hereditary nonpolyposis colorectal 
cancer, and that mir-548as-3p can potentially 
serve as a noninvasive biomarker for this dis-
ease.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要
目的: 应用microRNA(miRNA)芯片筛选及
qRT-PCR技术检测可作为遗传性非息肉性大
肠癌生物标志物的血清miRNAs.

方法: 选取4个遗传性非息肉性大肠癌患者
及3个无家族史正常人的血清miRNAs进行
miRNA芯片检测, 再用q-PCR方法对于芯片结
果进行验证.

结果: miRNA芯片筛查出57个上调及30个下
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■研发前沿
血清miRNA作为
生物标志物在疾
病中的临床应用
已经成为近年来
国内外研究的热
点 ,  并 且 已 经 发
现多种疾病潜在
的miRNA生物标
志 物 ,  但 若 真 正
成为对临床有指
导意义的肿瘤标
志物还需要更多
实验研究支持.

调miRNAs, 在这些差异性表达的miRNAs中
选出8个较为理想的miRNAs作进一步研究, 
运用3个靶基因预测软件预测靶基因后取交
集, 得到294个靶基因, 均是属于mir-20a-5p, 
mir-548b-5p和mir-548as-3p的靶基因. 用qPCR
的方法在标本中进行验证发现mir-548as-3p的
表达情况符合芯片结果-在遗传性非息肉性大
肠癌患者血清中表达上调.

结论: 血清miRNAs在遗传性非息肉性大肠癌
患者中的差异性表达, mir-548as-3p可能为遗
传性非息肉性大肠癌非侵入性的生物标志物.

© 2013年版权归Baishideng所有.
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核心提示: 应用微小RNA(microRNA, miRNA)芯片

筛选出可作为遗传性非息肉性大肠癌生物标志物

的血清miRNA-mir-548as-3p, 在遗传性非息肉性大

肠癌患者血清中显著表达上调. 通过qRT-PCR技术

在样本中验证miRNA芯片结果的准确性.
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0  引言

大肠癌为我国最常见的恶性肿瘤之一, 正以年

增长率4.2%的速度逐渐接近欧美发达国家水平

(位居第2位), 而遗传性非息肉性大肠癌(heredi-
tary non-polyposis colorectal cancer, HNPCC), 
又称Lynch综合征在大肠癌中占10%-15%, 具
有肿瘤的遗传性、高发型、多发性和肿瘤发

生的多器官性等特点, 其主要的发病机制是错

配修复基因(mismatch repair gene, MMR)的突

变, 是危害人类健康的主要疾病之一[1-3]. 微小

RNA(microRNA, miRNA)是一类长度大约为22
个核苷酸的内源性高度保守的非编码单链小

RNA分子, 通过与靶基因转录体mRNA互补来

降解靶基因或对靶基因进行翻译抑制, 具有癌

基因和抑癌基因样作用, 是参与肿瘤发生发展

的重要分子. 近年来研究发现[4-7]肿瘤患者的血

清血浆中确实存在肿瘤来源的表达特异性的

miRNA, 由于血清血浆中miRNA能够逃逸内源

性核糖核酸酶的消化, 并且在强酸、强碱、高

温、反复冻融、过夜核糖核酸酶消化等条件下

都能较稳定地表达, 故研究人员普遍认为血清

血浆miRNA比一般蛋白质更适合作为肿瘤标志

物. Valeri等[8]研究发现HNPCC患者MMR基因

突变频率最高的3个基因-hMLH1、hMSH2、
hMSH6是mir-155的靶基因, 说明HNPCC与miR-
NA之间存在联系.本研究通过miRNA芯片检测

HNPCC患者血清与正常人血清miRNA表达谱, 
初步探讨血清miRNA作为遗传性非息肉性大肠

癌生物标志物的可行性.

1  材料和方法

1.1 材料 共25例血清样本: 来自6个HNPCC家系

的10例HNPCC患者血清男6例、女4例和9例家

系正常人血清(有3例结肠镜检查发现有1-2个
息肉; 男5例, 女4例), HNPCC患者与家系正常

人来自相同的6个家系, 还有6例无HNPCC家族

史正常人血清(男3例, 女3例). 本研究所选6个
HNPCC家系均符合ACⅡ标准[2]. 研究用人血清

样本均获得昆明医科大学附属第一医院伦理委

员会的批准, 并取得受试者的知情同意.
1.2 方法

1.2.1 miRNA芯片检测: 采用丹麦Exiqon公司的

miRCURYTM LAN miRNA芯片, miRNA芯片

检测的样本: 实验组: HNPCC患者vs对照组: 无
家族史正常人. 分别取200 μL的血清, 按照说明

书用TRIzol(Invitrogen) and miRNeasy mini kit 
(QIAGEN)提取miRNA并用NanoDrop 1000进行

miRNA浓度及纯度检测, 采用miRCURY™ Array 
Power标志试剂盒, 用标记酶Hy3™或Hy5™ 荧光

集团标记miRNA, 可以得到用于与芯片杂交的

荧光探针, 在标准条件下使用MAUI杂交仪, 将
标记好的探针和miRCURY™芯片进行杂交, 重
复4次实验. 使用Axon GenePix 4000B芯片扫描

仪扫描芯片的荧光强度, 并将实验结果转化成

数字型数据保存.
1.2.2 miRNA提取: 取200 μL血清应用miRNeasy 
mini kit(QIAGEN)按照说明书进行miRNA提取, 
用NanoDrop 1000进行miRNA浓度及纯度检测, 
于-80 ℃保存.
1.2.3 逆转录反应: 按照One Step PrimeScript 
miRNA cDNA Synthesis Kit(TAKARA)说明书

对miRNA样本进行反转录. 反应条件: 37 ℃ 60 
min, 85 ℃ 5 s.
1.2.4 qRT-PCR: 用购自Takara hsa-mir-548as-3p
引物, 以cDNA为模版, hsa-mir16[9]为内参, 进
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■相关报道
Huang等研究发
现血浆mir-29a和
mir92a可作为早
期散发性结直肠
癌的潜在生物标
志物, 并且发现这
两个miRNA在早
期结直肠癌术前
和术后的表达量
也不一致, 这说明
血清血浆miRNA
不仅可以作为早
期诊断结直肠癌
的生物标志物还
有可能作为判断
预后的重要指标.

行qPCR, 设置3个复孔.按照SYBR® Premix Ex  
Taq™Ⅱ(TAKARA)说明书操作, 反应条件: 95 ℃ 
30 s; 95 ℃ 5 s, 60 ℃ 30 s共40个循环; 95 ℃ 15 s; 
60 ℃ 1 min; 95 ℃ 15 s. 荧光定量qPCR仪为

StepOnePlus(ABI).
统计学处理 数据处理及统计分析microR-

NA芯片结果转化成数字型数据保存, 使用Ge-
nePix Pro 6.0 software软件对原始数据进行分析

运算. 运用Miranda、Targetscan、Mirbase 3个预

测软件进行靶基因预测. qRT-PCR实验结果采用

SPSS13.0统计软件进行分析, 图表以mean±SD
的形式表示.

2  结果

miRNA芯片检测出HNPCC患者血清中较正常

人血清有57个上调及30个下调特异性表达的

miRNAs(图1). 根据筛选原则: 1 Fold Change值、

P值及ForeGround值(理想值>60)取在正常人组、

患者组内数值较为平均的miRNA; 2在两组间平

均数值差异性明显的miRNA. 筛选出7个较为理

想的miRNAs(表1)进行靶基因预测, 分别用Mi-
randa、Targetscan、Mirbase 3个预测软件进行靶

基因预测后取交集得到294个靶基因是mir-20a-
5p, mir-548b-5p和mir-548as-3p的靶基因(图2).

HNPCC患者、家系正常人和无家族史正常

人血清中mir-548-as-3p表达量的差异性比较. 10
例HNPCC患者mir-548-as-3p在血清中的表达量

是6例无家族史正常人的9.30倍±3.47倍(P <0.01, 
t  = 6.72 vs无家族史正常人); 6例家系正常人mir-
548-as-3p在血清中的表达量是6例无家族史正

常人的1.37倍±1.1倍(P >0.05), 故说明家系正常

人与无家族史正常人血清mir-548as-3p表达无差

异性, 而HNPCC患者血清mir-548-as-3p的表达

量相较于家系正常人及无家族史正常人均显著

升高(图3A).
3例有结直肠息肉的家系正常人血清mir-

548-as-3p表达量是无家族史正常人的4.43倍±

1.46倍(P <0.05, t  = 4.89 vs无家族史正常人), 而来

源相同家系的3例HNPCC患者mir-548-as-3p血
清中表达量是无家族史正常人的8.18倍±2.54
倍(P <0.05, t  = 4.06 vs无家族史正常人), 故有结

直肠息肉家系正常人mir-548-as-3p在血清中的

表达量高于无家族史正常人略低于HNPCC患者

(图3B).

3  讨论

目前对于HNPCC的临床诊断一般参照ACⅡ标

准[2]: (1)1个家族中至少有3例以上患HNPCC相
关癌(结直肠癌、子宫内膜癌、小肠癌、输尿

管和肾盂癌); (2)其中1例是另外2例的直系亲属; 
(3)必须累及到连续两代人; (4)至少有1人诊断

时<50岁; (5)除外家族性腺瘤; (6)肿瘤经病理证

实. 而该诊断标准对于HNPCC家系成员的早期

筛查和诊断的意义不大. 文献报道, 对于MLH1
和MSH2基因免疫组织化学的检测能发现90%
以上的HNPCC患者, 但这是一种有创、不便、

令人感觉不适的检测方法, 并且仍然有一定的

漏检率, 因此寻找一种新型的, 无创的生物标志

物辅助诊断就尤为重要. Chen等[7]研究发现, 血
清中含有大量稳定的miRNA, 他可能比一般蛋

白质更适合作为生物标志物, 并且发现取等量

的血清不提取miRNA直接进行semi-quantitative 
RT-PCR与血清中提取miRNA后进行semi-quan-
titative RT-PCR的表达量无明显差异, 若今后作

为生物标志物应用于临床则是一种方便快捷准

确的临床检验方法.
通过miRNA芯片检测到87个差异性表达的

miRNAs, 从中筛选出7个较为可靠的差异性表

达的血清miRNAs-mir-548as-3p、mir-4747-5p、
mir-1827、mir-20a-5p、mir-548t-5p、mir-548b-
5p、mir-5187-3p. 其中mir-1827有一篇与小细胞

肺癌相关文献[10], 而关于mir-548家族有一篇详

尽的关于其功能等的深入研究报道[11], mir-20a有
很多相关文献报道过其与结直肠癌的关系[12], 但

表  1  血清miRNA差异性表达

     
名称

              上调
名称

              下调

改变倍数   P值 改变倍数   P值

mir-548as-3p     3.7 0.001 mir-20a-5p     0.13 0.04

mir-4747-5p     3.15 0.009 mir-548t-5p     0.19 0.048

mir-1827     2.9 0.004 mir-548b-5p     0.53 0.029

mir-5187-3p     0.40 0.021
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■创新盘点
国内外关于血清
miRNA在遗传性
非息肉性大肠癌
的筛查鲜有报道, 
而HNPCC又是具
有遗传性的肿瘤, 
若能找到作为早
期诊断的优良生
物标志物对于提
高患者生活质量
及生存率有重大
意义.

是本研究所筛选出的miRNAs并不是那些为人

熟知的, 功能及对肿瘤的作用研究透彻的miR-
NAs. 有文献报道过的miRNAs也是数量有限的, 
为我们今后继续HNPCC的血清miRNA表达谱

的研究提供了广泛空间.
利用qPCR在25例血清样本中验证了miR-

NA芯片结果-mir-548-as-3p在HNPCC患者血清

中的表达量明显高于无家族史正常人和家系正

常人. 值得注意的是来自3个不同家系有结直肠

息肉的家系正常人血清mir-548as-3p的表达量

虽然低于相应家系中HNPCC患者, 但是较无息

肉家系正常人及无家族史的正常人来说表达量

hsa-miR-3191-5p
hsa-miR-4445-5p
hsa-miR-4711-3p
hsa-miR-548p-5p
hsa-miR-5187-3p
hsa-miR-5704
hsa-miR-4454
hsa-miR-548ap-5p/hsa-miR-548j
hsa-miR-4756-3p
hsa-miR-5100
hsa-miR-1236
ebv-miR-BARI8*
hsa-miR-625-3p
hsa-miR-548t-5p
hsa-miR-680-3p
hsa-miR-4764-3p
hsa-miR-1827
hsa-miR-4747-5p
hsa-miR-5002-5p
hsa-miR-877-3p
hsa-miR-4268
hsa-miR-1299
kshv-miR-K12-5*
hsa-miR-630
hsa-miR-548as-3p
hsa-miR-4728-3p
hsa-miR-3686
hsa-miR-4796-5p
hsa-miR-4694-5p
hsa-miR-4423-5p
hsa-miR-3156-3p
hsa-miR-205-3p
hsa-miR-2113
hsa-miR-3920
hsa-miR-17-5p
hsa-let-7b-5p
hsa-miR-10a-5p
hsa-miR-4695-3p
hsa-let-7g-5p
hsa-miR-146b-5p
hsa-miR-4789-5p
hsa-miR-20a-5p
hsa-miR-4708-3p
hsa-miR-101-3p
hsa-miR-5701
hsa-miR-142-3p
hsa-miR-BART18-3p
hsa-miR-223-3p
hsa-miR-371b-5p
hsa-miR-4753-5p
hsa-miR-5690
hsa-miR-5193
hsa-miR-5584-3p
hsa-miR-3680-5p
hsa-miR-3183
hsa-miR-3201
hsa-miR-483-5p
hsa-miR-647
hsa-miR-4646-3p
hsa-miR-299-5p
hsa-miR-5590-3p
hsa-miR-3136-3p
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图  1  血清miRNAs芯片的筛选结果. 无家族史正常人vs  HNPCC患者.
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高4倍. 这一实验结果可否说明血清mir-548-as-3p
可以作为HNPCC早期筛查的生物标志物？设

想若可以作为辅助HNPCC早期筛查诊断的一

种生物标志物, 当有HNPCC家族史的家系成员

除做肠镜筛查排除患HNPCC的可能外, 在通过

血清mir-548as-3p检测发现表达量升高时, 便可

通过改变生活习惯或做预防性治疗措施来降低

HNPCC的发病率, 对提高家系成员的生活质量

有重大意义.
通过miranda、mirbase、targetscan 3个靶

基因预测软件预测找到了101个mir-548as-3p的
靶基因. 有较为常见的癌基因BAG2、BAX、

BCL3、GLI3、MLL、RAD51、TGFBR3等. 这
些基因在肿瘤的发生发展中都发挥了一定的作

用, 其中BAG2、BAX、BCL3、GLI3有文献报

道是结直肠癌相关基因[13-16], MLL主要为急性

淋巴细胞白血病和急性髓细胞样白血病相关基

因. TGFBR3也为多种癌症相关基因. RAD51参
与DNA/RNA损伤修复的基因, 与遗传性乳腺癌

的相关[17], 而HNPCC主要致病因素就是错配修

复基因的突变引起, 所以值得思考的是RAD51
与HNPCC是否相关？HNPCC又称Lynch综合

征(癌症家族综合征), 他不仅指结直肠癌还是与

众多癌症相关的综合征, 故也正与我们预测的

miRNAs靶基因是与多种肿瘤相关基因这一结

果相符. 而这些基因参与的通路及细胞功能作

用等问题都需要我们在今后的进行更进一步的

研究来解释.
本文对血清miRNAs与遗传性非息肉性大

肠癌进行了初步的研究, 找到了血清miRNAs与
HNPCC间的联系, 而关于这种联系的机制还需

在今后做大量的科学研究工作-扩大样本量来

进一步验证血清miRNA的芯片结果以及关于

miRNA与靶基因, 靶基因与HNPCC间进行更深

入的研究以期望发现对于HNPCC早期筛查、诊

断、治疗有价值的生物标志物来提高病患的生

活质量及生存率.
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■同行评价
本文的研究方法
和技术具有一定
创新性、系统性. 
结果基本可靠, 统
计学处理方法的
使用恰当. 文章的
科学性、创新性
较 好 ,  能 够 反 映
HNPCC基础研究
的先进水平.


