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■背景资料
食管鳞癌(esop-
hagcal squamous 
cell carcinoma, 
ESCC)发病率高, 
5年生存率低, 加
强其发病机制的
研究有助于早期
诊断和及时治疗. 
miRNAs参与调
控细胞各项生物
学功能, 在多种肿
瘤的发生发展中
具有重要的意义. 
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Abstract 
AIM: To investigate the clinicopathologic 
significance of microRNA-133b expression in 
esophageal squamous cell carcinoma (ESCC).

METHODS: Quantitative real-time PCR was 
used to quantify miR-133b expression in 63 
pairs of ESCC tissues and matched normal 
esophageal tissues. The association of miR-
133b expression with the clinicopathologic 
features was then evaluated. 

RESULTS: The expression of miR-133b was 
significantly downregulated in ESCC tissue 
samples compared to matched normal tissues 
(P < 0.05). MiR-133b was highly expressed in 
ESCC with a low pathological grade (I-II) but 
markedly decreased in grade III tumors (P 
< 0.001). In addition, the expression of miR-
133b between patients with TNM stages I-II 
and those with stage III ESCC was statistically 
significant (P < 0.001). 

CONCLUSION: The expression of miR-133b 
is closely related to the development and 
progression of ESCC. MiR-133b may act as a 
prognostic marker for this widespread disease.

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 探讨microRNA-133b(miR-133b)在食管
鳞癌组织中表达及其与临床病理特征的关系.
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■研发前沿
微 小 R N A -
133b(miR-133b)
是新近发现的一
种miRNA, 已有
相关研究报道在
肺癌、结肠癌、
前列腺癌等恶性
肿瘤中表达上调, 
目前miR-133b在
ESCC中表达相
关研究报道甚少. 

方法: 应用实时定量聚合酶链式反应(real-
time quantitative PCR)技术检测63例食管鳞
癌及其癌旁正常组织中miR-133b的表达量, 
并分析miR-133b在不同组织中的表达差异
及其与食管鳞癌临床病理因素间的关系, 探
讨miR-133b在食管鳞癌发生与进展中的重
要作用.

结果: 食管鳞癌组织中miR-133b的相对表达
量明显低于正常食管黏膜组织(P <0.05), 病
理分级Ⅲ级和TNM分期Ⅲ期的食管鳞癌患
者组织中miR-133b的表达水平明显低于Ⅰ-
Ⅱ(P <0.001).

结论: miR-133b表达水平与食管鳞癌发生发
展与恶性程度密切相关, 有望成为食管鳞癌
诊断的新靶点.

© 2015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: 微小RNA(microRNA, miRNA)是一类

存在于真核细胞中的非编码小RNA, 在肿瘤的

发生发展过程中起着癌基因或抑癌基因的作用. 
对miR-133b在食管鳞癌中的表达及其与食管鳞

癌病理特征的关系进行了深入研究之后发现，

miR-133b有望成为食管鳞癌诊断的新靶点.
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0  引言

食管癌是常见的消化道恶性肿瘤之一, 在全

球范围内发病率和死亡率分别位居恶性肿瘤

第八位和第六位[1]. 因其早期发现率较低, 恶
性程度较高, 目前食管癌患者的5年生存率仅

15%至25%[2]. 在欧美国家, 食管癌以腺癌为

主, 我国以食管鳞状细胞癌为主. 近年来微小

RNA(microRNA, miRNA)与肿瘤的关系研究

成为热点. miRNA是一类存在于真核细胞中长

度为21-25 nt的非编码小RNA, 在肿瘤的发生

发展过程中起着癌基因或抑癌基因的作用[3]. 
miRNA表达失调与食管癌的发生、发展密切相

关. 本课题组前期采用miRNA表达谱芯片技术

获得食管鳞癌表达谱, 发现多个miRNA表达下

调[4], 其中miR-133b下调倍数最多, 为了进一步

验证miR-133b在食管鳞癌中的表达及其与食管

鳞癌病理特征的关系, 我们进行大样本实时定

量PCR(real-time quantitative PCR, qRT-PCR)验证

及相应的统计分析.

1  材料和方法

1.1 材料 收集2013-01/2013-12南京医科大学第

一附属医院63例食管鳞癌手术切除标本, 临床

资料完整, 术后病理证实为食管鳞癌. 其中, 男
性36例, 女性37例. 年龄43-75岁, 中位年龄60
岁. TNM(tumor node metastasis)分期: Ⅰ期11
例, Ⅱ期34例, Ⅲ期18例. 病理分级: Ⅰ级13例, 
Ⅱ级22例, Ⅲ级28例. 所有患者术前均未接受

放化疗及其他食管手术. 每对样本都包括同一

患者病变组织及正常食管黏膜组织(距病变部

位5 cm以上), 标本收集后冻存于液氮. 本实验

获得南京医科大学第一附属医院伦理委员会

批准(2013-SR-158).
1.2 方法 实时定量PCR检测: RNA提取试剂

盒、RT-PCR试剂盒购于大连宝生生物工程有

限公司. miR-133b引物由广州锐博生物科技有

限公司合成. 液氮下研磨粉碎组织块, TRIzol
法提取组织RNA. 逆转录反应体系为10 μL: 5
×PrimerScript RT Master Mix 2 μL、total RNA 
500 ng、RNase Free dH2O up to 10 μL; 反应条

件: 37 ℃ 15 min; 85 ℃ 5 s; 4 ℃. qRT-PCR反应体

系为10 μL: SYBR Premix Ex TaqⅡ(2×) 5 μL、
PCR上游引物0.4 μL、PCR下游引物0.4 μL、
cDNA 2 μL(300 ng)、RNase Free dH2O 2.2 μL; 反
应条件为: 95 ℃ 30 s; 95 ℃ 5 s, 60 ℃ 30 s, 共40
循环×3次, 求平均Ct值作为实验结果. miR-133b
的相对表达量以2-△Ct及2-△△Ct法计算[5]: 获取每

个样本中miR-133b及内参U6的Ct值, 计算miR-
133b在肿瘤组织与癌旁组织之间表达的差异.

统计学处理 采用SPSS17.0统计软件进行

分析, 所有结果均以mean±SD表示, 两组间比

较用独立样本t检验或配对t检验. P <0.05为差

异有统计学意义.

2  结果

2.1 miR-133b在食管鳞癌及正常配对组织中

的表达 应用SYBR Green qRT-PCR方法检测

63对食管鳞癌组织及其配对癌旁正常组织

中miR-133b的相对表达量, 以内参U6进行数

据标准化. 结果发现miR-133b在食管鳞癌组

织中的表达量明显低于其配对正常对照组织

■相关报道
Crawford等报道
了miR-133b在肺
癌细胞中具有抑
制肺癌细胞增殖
及促进肺癌细胞
凋亡的作用. 
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(P <0.05, 图1).
2.2 miR-133b的表达水平与食管鳞癌临床病

理参数的关系 miR-133b的表达水平在TNM分

期Ⅲ期的食管鳞癌患者中均明显低于Ⅰ-Ⅱ期

患者(P <0.001), 病理分级Ⅲ级的食管鳞癌患

者miR-133b表达水平均明显低于Ⅰ-Ⅱ级患者

(P <0.001). 而在年龄≤60岁与>60岁的食管鳞

癌患者miR-133b的表达水平无统计学差异, 男
性患者与女性患者miR-133b的表达水平也无

统计学差异(表1).

3  讨论

食管癌的发生与亚硝胺的慢性刺激、炎症与

创伤、遗传因素及饮水饮食习惯等有关. 在食

管癌的发生发展过程中存在着癌基因的过度

表达或抑癌基因的缺失表达. 近来研究表明[6-9], 
miRNA在调节肿瘤相关基因表达的同时, 其本

身也具有癌基因或抑癌基因的特点. 目前, 应

用各种不同的技术, 很多研究小组都在致力于

研究不同癌症的特异性miRNA表达谱[10,11], 为
肿瘤的早期诊断和个性化治疗提供依据. 本课

题组自2012年起对食管鳞癌miRNAs的表达谱

及其发病机制进行了一系列的研究, 但由于食

管鳞癌发病率的地域差异性, 目前国内外对于

食管鳞癌miRNAs表达谱及其机制的研究相对

于其他恶性肿瘤来说尚有限.
本课题组前期采用Agile nt miRNA芯片

技术初步筛选了在食管鳞癌组织中表达异常

的 miRNAs, 共筛选出了 51个上调的 miRNAs, 
17个下调的 miRNA.       S. 该芯片筛选的食管鳞癌 
miRNAs表达谱的结果与以往已报道[12-14]的研

究结果有比较好的重叠性, 部分结果相符, 如
miR-7、miR-21等miRNAs在食管鳞癌中均为

表达上调. 前期研究中, 我们已对芯片结果中

部分的miRNA(如miR-183[4]、miR-1290[7]、

miR-195[15]、miR-224[16]、miR-130b[17]等)进行

了大样本验证, 结果与芯片结果近重叠. 在17
个下调的miRNA中, miR-133b下调倍数最多, 
本研究对miR-133b在食管鳞癌的表达进行大

样本临床验证研究.
miR-133b位于人 6 号染色体P12.1[18], 目前

被视为肌肉组织特异性miRNAs, 其可能参与

调控B细胞和骨骼肌发育分化过程子[19,20]. 早在

2009年Crawford等[21]就报道了miR-133b在非小

细胞肺癌中表达下调, 具有抑制肺癌细胞增

殖及促进凋亡的作用, 随后有Patron等[22]报道

miR-133b在前列腺癌组织中与配对的正常前

列腺组织相比其表达显著下调, Li等[23]报道了

     特征  n           miR-133b  P值

年龄   0.345

  >60 31   -8.4902±1.82969

  ≤60 32 -8.92847±1.82229

性别   0.764

  男 18   -8.6026±1.48797

  女 45   -8.7569±1.95667

病理分级 <0.001

  Ⅰ-Ⅱ 35   -9.7848±1.47944

  Ⅲ 28   -7.3728±1.23954

TNM分期 <0.001

  Ⅰ-Ⅱ 45   -9.1818±1.66529

  Ⅲ 18 -7.54035±1.71049

ESCC: 食管鳞癌.

表  1  miR-133b表达量与ESCC患者临床病理特征的相关性关系 (n  = 63, mean±SD)
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图  1  食管鳞癌及癌旁正常组织中的miR-133b表达. 
ESCC: 食管鳞癌.

■创新盘点
本 课 题 组 采 用
miRNA芯片分析
技术选出ESCC
组织中异常表达
的miRNAs, 本研
究选取miR-133b
进一步大样本临
床验证并探讨其
与食管鳞癌临床
病理之间的关系.

■应用要点
本实验为ESCC
发病机制研究提
供 了 新 的 靶 点 , 
为miR-133b应用
于ESCC的早期
诊断提供了初步
的理论依据. 
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通过体外细胞试验研究在前列腺癌细胞中过

表达miR-133b促进细胞增殖和细胞周期的进

展, 而抑制细胞凋亡. Duan等[24]研究结果表明

miR-133b在结肠癌组织中呈低表达, 且能够负

向调节其靶基因CXCR4 . 从而推测miR-133b
可能对结直肠癌的靶点治疗有重要意义. Chen
等 [25]通过q RT-P C R检测41例膀胱癌组织中

miR-133b表达量, 结果较其配对正常组织明显

下调, 且发现miR-133b低表达与膀胱癌临床病

理分期明显相关. Zhang等[26]通过检测100例骨

肉瘤患者血清miR-133b表达量与100名健康患

者血清标本相比, 骨肉瘤患者血清miR-133b表
达水平显著下降, 同时发现miR-133b表达水平

越低, 患者总生存期越短, 推测miR-133b低表达

可能促进骨肉瘤的发生发展. Yamamoto等[27]通

过miRNA芯片技术检测19例胃肠道间质瘤中

miRNAs的表达, 研究发现miR-133b在胃肠道

间质瘤中呈低表达, 其靶基因Fascin-1呈高表

达且与胃肠道间质瘤临床病理联系明显相关. 
Zhao等[28]通过qRT-PCR研究胃癌组织中miR-
133b表达量明显下调且与肿瘤淋巴结转移明

显有关. 由此可见, miR-133b在多种恶性肿瘤

组织中均呈低表达, 起抑癌基因作用.
至今大样本研究验证miR-133b在食管鳞

癌中的表达水平报道甚少, 于是, 我们收集了

63对食管鳞癌组织, 对miR-133b在食管鳞癌中

的表达及其与食管鳞癌病理特征的关系进行

了深入研究. 结果显示miR-133b在食管鳞癌组

织中表达量明显低于配对的癌旁正常组织, 结
果与以往文献报道[29,30]一致, 提示miR-133b在
食管鳞癌中可能通过调节某种原癌基因而起

抑制肿瘤发生的作用. 我们进一步分析miR-
133b表达与食管鳞癌临床病理因素间的关系, 
发现miR-133b的表达水平与食管鳞癌的病理

分级存在显著相关, 肿瘤TMN分期越高、病理

分级越差, miR-133b表达越低. 上述结果说明, 
原发性食管鳞癌的发生发展过程伴随着miR-
133b表达的逐级下调. 就此我们推测, miR-
133b在食管鳞癌的发生发展中起到重要作用.

食管癌的发生是一个多因素参与的多阶

段性过程, 通过生物学软件预测miR-133b可以

通过不同的靶基因调控食管癌的发生、发展

以及转移. miR-133b有望作为一种新的肿瘤标

志物对食管癌的诊断提供参考信息, 也有可能

作为一个靶点为食管癌患者提供新的治疗策

略. 仍需要大样本研究miR-133b在食管癌组织

或者血清中的表达及临床意义, miR-133b调控

的靶基因参与食管癌发生的机制以及基因治

疗的有效性等有待进一步深入研究.
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■同行评价
本文验证和发现
m i R - 1 3 3 b 在 食
管鳞癌组织表达
量明显低于癌旁
正常组织 ,  miR-
1 3 3 b 表 达 与 食
管 鳞 癌 病 理 分
级显著相关 .  推
测, miR-133b在
食管鳞癌发生发
展中起到重要作
用 .  该研究创新
性 特 点 较 为 突
出 ,  课题设计合
理 性 也 十 分 明
显 ,  是在前期研
究发现基础上的
针对性深入研究
工作, 数据可信, 
结论可靠.


