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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

血浆miR-1290在结直肠癌中的表达及临床意义

徐学虎, 李 勇, 江庆萍, 陈 戎, 李志发, 刘海波, 黎淑玲, 伍尚标
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■背景资料
结直肠癌(colorec-
tal cancer, CRC)是
最常见的恶性肿
瘤之一, 也是引起
死亡的主要癌症
之一, 且发病率逐
年上升. 严重危害
人累健康. 大肠癌
早期症状隐匿, 无
特异性, 早期发现
面临很大困难. 寻
找理想的用于早
期诊断CRC肿瘤
标志物具有重要
的临床意义.
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Abstract
AIM: To assess the clinical significance of plasma 
miR-1290 in patients with colorectal cancer (CRC). 

METHODS: Plasma levels of miR-1290 in 219 
patients with CRC and 45 healthy subjects were 
measured using real-time quantitative PCR. The 
relationship between miR-1290 expression and 
clinical characteristics of CRC was analyzed. 
The diagnostic value of miR-1290 for CRC was 
evaluated. 

RESULTS: Plasma miR-1290 levels were in-
creased significantly in CRC patients compared 
with healthy controls (P < 0.05). Plasma levels of 
miR-1290 were not significantly associated with 
gender (P > 0.05), but were significantly associ-
ated with  TNM stage and age of patients.

CONCLUSION: Increased plasma miR-1290 lev-
els are detected in patients with colorectal cancer, 
which suggests that miR-1290 might be used as a 
potential marker for colorectal cancer.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 研究miR-1290在结直肠癌(colorectal 
cancer, CRC)患者及健康体检者血浆中的表达
差异, 并探讨其与临床特征之间的关系.  

方法: 采用实时荧光定量PCR检测检测219例
CRC患者及年龄、性别相匹配的45例健康体
检者血浆中miR-1290的表达情况, 分析其与
临床特点之间的关系. 

结果: 在健康体检者与CRC患者两组中, CRC
组血浆中miR-1290表达量增高, 有统计学意
义(P <0.05); 以年龄分组(≥60岁, <60岁), 高龄
组人群中血浆miR-1290的表达水平较低龄组
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■研发前沿
miRNA是一种具
有调控功能的内
源性非编码RNA, 
在转录后对靶标
基因的表达水平
进 行 调 节 ,  与 许
多疾病相关尤其
是 恶 性 肿 瘤 .  近
年 来 ,  肿 瘤 相 关
miRNA陆续在患
者的血清中被发
现 ,  为 肿 瘤 的 无
创性早期诊断提
供了一条新的途
径 .  miRNA稳定
性 非 常 好 ,  可 作
为潜在的肿瘤标
志物. 

增高, 有统计学意义(P <0.05); 以性别(男、女)
分组, 血浆miR-1290的表达水平变化无统计
学意义(P >0.05). 

结论: miR-1290在CRC患者血浆中表达上调, 
其高表达与CRC的分期相关, 有望成为CRC诊
断及治疗的指标之一. 

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本实验用实时荧光定量P C R检测手

段系统地分析健康人群、不同分期结直肠癌

(colorectal cancer, CRC)患者血浆之间的miRNA
表达差异, 发现miR-1290在CRC中差异表达, 并
且随肿瘤进展呈现动态变化. 提示miR-1290在

CRC发生发展阶段发挥重要作用. 
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0  引言

结直肠癌(colorectal cancer, CRC)是最常见的

恶性肿瘤之一, 也是引起死亡的主要癌症之一. 
在发达国家高居恶性肿瘤第2位; 在我国, 其发

病率与死亡率呈逐年上升趋势[1]. 作为危害人

类健康的常见恶性肿瘤, CRC发病机制的研究

始终是临床基础研究的重点之一. miRNA是一

类由21-23个核苷酸构成的非编码单链RNA分

子, 通过与靶基因mRNA 3'端非编码区的完全

或不完全互补结合, 抑制靶mRNA翻译或降解

靶mRNA, 使基因在转录后水平产生沉默, 从而

调节生物体内的基因表达[2]. 越来越多的研究表

明, miRNA具有癌基因或抑癌基因的作用, 他在

细胞的生长、增殖和凋亡过程中发挥着重要作

用, 其表达水平的异常与许多肿瘤的发生发展

相关[3], 研究miRNA与肿瘤的关系对于探索肿

瘤的发生、发展及治疗有重要意义. 本课题组

前期的研究表明, miRNA能够鉴别结直肠肿瘤

组织与瘤旁正常组织[4]. miR-1290是新近发现

的一种miRNA. 可通过调控细胞增殖周期进而

参与肿瘤的演进过程[5], 但其在CRC中的具体表

达状况尚未见研究报道. 本实验通过检测对比

CRC患者及健康体检者血浆中miR-1290的表达

水平, 分析其与CRC患者临床特征的关系, 探讨

miR-1290在CRC发生发展中的作用. 

1  材料和方法

1 .1  材料  收集广州医科大学第三附属医院

2010-09/2013-09收治的219例CRC患者的外周

血, 标本获得前患者未经任何放、化疗, 患者均

经病理检查确诊, 无其他肿瘤病史, 所有患者

均有完整的临床、病理资料. 男114例、女105
例; 年龄38-82岁, 平均64.16岁±12.36岁; 按照

美国癌症联合会(American Joint Committee on 
Cancer, AJCC)第7版标准进行TNM分期, Ⅰ期24
例、Ⅱ期60例、Ⅲ期111例和Ⅳ期24例. 另外, 收
集45例健康体检者外周血, 其中男30例、女15
例; 年龄53-87岁, 平均67.67岁±10.31岁. CRC患
者和健康体检者的年龄和性别匹配(P >0.05). 本
研究已通过广州医科大学第三附属医院医学伦

理委员会的审核批准, 所有标本的采集均获得

患者的知情同意. 
1.2 方法

1.2.1 血浆样本的收集: 使用EDTA试管采集的每

例待检者外周血2 mL, 在室温(22 ℃-25 ℃)下1 h
内进行处理. 在4 ℃、1900 g离心10 min: 吸取上

清至洁净的1.5 mL DEPC管, 4 ℃、16000 g离心

10 min, 小心吸取上清到新的DEPC管中, 置于

-80 ℃冰箱中保存备用. 
1.2.2 血浆总RNA的提取: 用TRIzol法, 取适量的

血浆, 加入1 mL TRIzol, 震荡混匀室温放置5 min; 
加入0.2 mL氯仿, 剧烈震荡15 s, 静置3 min; 4 ℃ 
10000 r/min离心10 min, 把上层水相转移到新

的管中; 加入等体积异丙醇, 混匀, 静置20 min; 
4 ℃ 10000 r/min离心10 min, 去上清; 用1 mL 
75%DEPC乙醇洗涤沉淀; 4 ℃ 5000 r/mim离心

5 min, 弃去液体; 室温晾干后, 加入30 µL DEPC
处理过的ddH2O水, 溶解RNA, 取1 µL RNA在

NanoDropND-2000(美国NanoDrop公司)上测定

RNA浓度及A 260/280比值. 抽提获得的RNA置于

-80 ℃冰箱中保存备用. 
1.2.3 cDNA合成: 以2 µg总RNA为模板, 按照

Bestar qPCR RT Kit说明书配制逆转录反应体

系, 5×RT Buffer 4.0 µL; RT Enzyme Mix 1.0 µL; 
Primer Mix Rnase Free dH2O 4.0 µL总体系为20 
µL, 配置置于冰上进行. 37 ℃, 60 min; 98 ℃, 10 
min, 合成cDNA, 收集后-20 ℃保存备用. 
1.2.4 荧光定量RT-PCR检测miR-1290: 特异性

引物序列在miRBASE中检索, miR-1290及U6序

■相关报道
2008年Lawrie等
发 现 弥 漫 性 大 B
细胞淋巴瘤患者
血清中miR-21水
平很高, 并证实后
者与无复发存活
率增高密切相关, 
Allen等研究发现
血浆中miRNA性
质非常稳定, 即便
在100  ℃煮沸10 
min或室温下放置
不同的时间 (4、
12、24 h)或反复
冻融, 其表达水平
基本不变.
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列如下: hsa-miR-1290: F: 5'-ACACTCCAGCT-
GGGTGGATTTTTGG-3', R: 5'-CTCAACTG-
GTGTCGTGGA-3'; U6: F: 5'-CTCGCTTCG-
GCAGCACA-3', R: 5'-AACGCTTCACGAATTT-
GCGT-3'. 引物由生工生物工程公司合成. 荧光

定量RT-PCR的条件优化对Mg2+、引物等浓度

进行优化. Real-time PCR 扩增的反应体系为20 
µL(DBI Bestar® SybrGreen qPCR master Mix)具
体为Bestar® SybrGreen  qPCR master Mix 10 µL; 
PCR Forward Primer(10 µmol/L) 0.5 µL; PCR 
Reverse Primer(10 µmol/L) 0.5 µL; DNA模板(上
述cDNA)1.0 µL; dH2O(灭菌蒸馏水) 8.0 µL. 反应

条件为: 94 ℃ 2 min, 94 ℃ 30 s, 58 ℃ 30 s, 72 ℃ 
20 s, 40循环, 采用Agilent Stratagene荧光定量

PCR仪Mx3000P进行荧光定量检测, 反应结束由

计算机自动计算各反应管内的Ct值. 
对于实时定量PCR结果的统计, 目的基因的

表达量以2-△Ct表示, 每个血浆标本miRNA-1290 
PCR平均扩增值△Ct = CtmiR-1290-CtU6

[6]. CRC患者

血浆中miRNA-1290表达量的平均2-△Ct值除以健

康体检者血浆中miRNA-1290表达量的平均2-△Ct

值, 为CRC患者血浆中miRNA-1290的表达倍数

变化. 
统计学处理 采用SPSS20.0统计软件, miR-

NA相对表达量呈偏态分布、方差不齐, 以中位

数和四分位数间距表示; 两组间或多组间比较

采Mann-Whitney U检验, P <0.05为差异具有统计

学意义. 

2  结果

2.1 CRC患者与健康体检者血浆中miR-1290 扩
增情况 miR-1290及U6的Real-time PCR扩增曲

线均呈“S”型; PCR产物熔解曲线均为单峰, 说
明扩增的目的基因特异性好且结果可靠(图1). 
2.2 miR-1290在CRC及健康体检者血浆中的表

达情况 以U6为内参, CRC患者血浆中miR-1290
的表达量为0.481(0.05-1.54); 健康体检者血浆

中表达量为0.012(0.00-0.05). CRC患者血浆中

m i R-1290的表达量明显高于健康体检者. 采
用非参数秩和检验 ,  两者差异有统计学意义

(P <0.05)(图2). 
2.3 血浆miR-1290 的表达水平与CRC患者临

床特征之间的关系 对CRC患者血浆中的表达

与临床病理资料进行分析 ,  结果显示血浆中

miR-1290的表达水平与CRC患者的性别无关

(P >0.05), 但与年龄、临床分期密切相关, 在不

同TNM分期的患者血浆miR-1290的与健康对照

组均有统计学差异(均P <0.05)(表1). 

3  讨论 

提高CRC早期阶段的检出率能显著提高患者生

存率, 降低癌症死亡率及延长患者生存时间. 癌
胚抗原(carcinoembryonic antigen, CEA)是最早

发现的CRC血液肿瘤标志物, 但CEA在大多数

恶性肿瘤患者血中均有不同程度的上调, 特异
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图  1  Realtime PCR 检测患者与健康体检查血浆中miR-1:290 
的表达. A: 部分样本的U6扩增曲线; B: U6熔解曲线; C: 

miR-1290 扩增曲线; D: miR-1290溶解曲线. 

■创新盘点
本实验用实时荧
光定量PCR检测
手段系统地分析
健康人群及不同
分期CRC患者之
间血浆miRNA表
达差异, miR-1290
是本实验中发现
的特异性miRNA
之一, 能够准确的
鉴别CRC患者及
健康人群, 同时随
着肿瘤的进展表
达情况呈动态变
化, 这在CRC中尚
属首次报道. 

■应用要点
m i R - 1 2 9 0 作 为
CRC中特异性表
达的miRNA之一, 
能够准确的鉴别
CRC患者及健康
人群, 同时随着肿
瘤的进展呈动态
变化, 结合其他被
发现在CRC中发
现有差异变化的
miRNA, 有望建
立CRC的miRNA
诊断模型, 使血浆
miRNA成为CRC
常规临床诊断的
非侵入性标志物.
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性较低, 对CRC的早期诊断价值不高. 因此, 寻
找理想的特异度强和灵敏度高的肿瘤标志物是

提高肿瘤早期诊断的重要手段之一. 近年来的

研究发现循环miRNA是一种具有功能的miR-
NA, 其在生物发育过程中存在着许多特异性的

表达, 与人体许多种疾病都有非常密切的联系, 
尤其是在肿瘤的发生和发展过程中发挥着非常

重要的作用, 已发现若干miRNA直接参与某些

肿瘤的发生和发展[7-13]. 2008年Lawrie等[14]发现

弥漫性大B细胞淋巴瘤患者血清中miR-21水平

很高, 并证实后者与无复发存活率增高密切相

关, 血清miR-21成为第1个被发现的血清miRNA
标志物, 同时开启了对游离miRNA的研究. Ho
等[15]研究发现血浆中miRNA性质非常稳定, 即
便在100 ℃煮沸10 min或室温下放置不同的时

间(4、12、24 h)或反复冻融, 其表达水平基本

不变, 这为今后的研究奠定了基础. 随后在乳腺

癌、胃癌、胰腺癌、肝癌及肺癌等恶性肿瘤患

者的血浆中发现: miRNAs 异常的表达与组织

病理学特征以及疾病的不同阶段之间有着密切

的关系. 
miR-1290在人胚胎肝细胞中首次被发现[16], 

随后研究者发现其表达量在胰腺癌、乳腺癌中

均有不同程度的变化[17,18], 同时Wu等[5]发现上

调miR-1290能损害胞质分裂, 影响结肠癌细胞

的重编程. 但是miR-1290在CRC患者的体液(包
括血液、尿液、胸腹水、唾液等)中的研究仍

然缺乏, 这将是今后研究的新领域. 本研究中, 
miR-1290在CRC患者血浆中表达量相比健康对

照组显著升高, 两者差异有统计学意义, 这与Li
等[17]报道的在其他消化系肿瘤中情况相符. Ⅰ
期、Ⅱ期CRC患者血浆miR-1290的表达量随肿

瘤进展逐渐增加并达到高峰, 到Ⅲ期、Ⅳ期其

表达量有所下降但维持在较高水平(P <0.05); 这
种在CRC早期开始升高, 病程中期达到高峰后

开始缓慢下降, 病程晚期仍维持在一个较高的

水平. 早期、中期、晚期的值与健康体检者相

比均有显著性差异(P <0.05)的表达趋势, 与肿

瘤细胞迅速生长繁殖, 中晚期开始有所坏死凋

亡, 但仍维持较高的活跃增殖程度相符合, 提示

miR-1290可能在CRC发生发展阶段发挥重要作

用; 同时患者年龄与miR-1290表达量亦呈正相

关(P <0.05), 提示年龄也是一个影响其表达的相

关因素之一. 
本实验研究结果表明, miR-1290可能通过

突变、缺失、调节转录因子或抑癌基因等机

制来发挥促癌miRNA的作用, 但是具体机制还

有待进一步研究. 粪便隐血试验、血清CEA检

测及肠镜仍是目前临床上发现C R C的常用手

段, 但粪便隐血试验及CEA不够敏感而肠镜属

于侵入性操作, 如果进一步研究更大样本量的

miR-1290表达水平及临床意义, 结合其他研究

者发现在CRC中发现有变化的miRNA[7], 有望建

立CRC的miRNA联合诊断模型, 使血浆miRNA
成为CRC常规临床诊断的非侵入性标志物. 总
之, miR-1290参与了CRC的发生和发展, 可能作

为CRC诊断和治疗的新指标. 
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■同行评价
本 文 针 对 血 浆
miR-1290在CRC
中的表达展开研
究, 发现miR-1290
在CRC患者血浆
中的表达显著增
高, 同时与患者年
龄及肿瘤分期密
切相关, 该研究条
理分明, 结果可靠, 
具有一定的科学
性和创新性. 


