
■背景资料
结肠癌作为消化
系恶性肿瘤 ,  其
发病率和死亡率
呈上升趋势 ,  手
术治疗依然是结
肠癌的主要治疗
方式之一 ,  侵袭
转移及化疗耐药
仍为结肠癌患者
的 主 要 死 亡 原
因 .  结肠癌侵袭
转 移 机 制 复 杂 , 
与多种癌基因及
抑 癌 基 因 的 表
达异常有关 ,  而
microRNA表达
异常也是其中的
重要环节.
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Abstract
AIM: To investigate the expression of microRNA-
499-5p (miR-499-5p) and its association with 
clinicopathological features in colorectal cancer 
and colorectal polyps.

METHODS: The expression levels of miR-
499-5p in colorectal cancer, colorectal polyps 
and normal colorectal tissues were detected 
by stem-loop real-time quantitative PCR 
(qRT-PCR), and its correlation with clinicopa
thologic features of colorectal cancer was 
analyzed. 

RESULTS: The miR-499-5p expression levels 
in colon cancer and colorectal polyps were 
significantly higher than that in normal 
colorectal tissues (P = 0.01, P < 0.001). The 
expression of miR-499-5p was associated with 
TNM stage (P < 0.016), depth of invasion (P < 
0.001), tumor differentiation (P < 0.001) and 
lymph node metastasis (P = 0.008).

CONCLUSION: The miR-499-5p expression 
level is increased significantly in colon cancer 
and colorectal polyps compared with normal 
colorectal tissues. MiR-499-5p expression is 
related to clinical stage, depth of invasion, tumor 
differentiation and lymph node metastasis in 
colon cancer.
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■研发前沿
miR-499-5p在结
直 肠 癌 、 结 肠
腺 瘤 中 高 表 达 , 
miR-499-5p通过
靶 向 F O X 0 4 和
PDCD4促进大肠
癌细胞侵袭和肿
瘤转移 .  本文作
者在后续实验将
会在细胞学及体
外实验中进一步
探讨miR-499-5p
原癌基因的具体
分子机制.

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 探讨microRNA-499-5p(miR-499-5p)在
结肠癌、结肠腺瘤中的表达水平及其与临
床病理特征的相关性. 

方法: 分别提取40例结肠癌组织、结肠腺
瘤组织和正常结肠黏膜组织标本的总RNA, 
采用逆转录实时定量P C R检测(r e a l-t i m e 
quantitative PCR, qRT-PCR)方法检测miR-499-
5p的表达量, 并分析其与临床分期、分化程
度、淋巴结转移等临床病理特征的关系. 

结果: miR-499-5P在结肠癌组织中、结肠
腺瘤组织中相对表达水平均高于正常结肠
黏膜组织(P <0.001), 其表达与TNM分期(P  
= 0.016)、分化程度(P <0.001)、浸润深度
(P <0.001)、淋巴结转移(P  = 0.008)相关.

结论: 相对于正常结肠黏膜组织, miR-499-
5P在结肠癌、结肠腺瘤组织中表达明显上
调, 且在结肠癌中的表达水平与临床分期、

浸润深度、分化程度及是否有淋巴结转移
有关. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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诊断

核心提示: 本研究提示microRNA-499-5p(miR-
499-5p)在结肠癌、结肠腺瘤组织中的表达量均

增高, 并且结肠癌中的表达水平与结肠腺瘤中

的表达水平有统计学意义, 其增长趋势贯穿于

癌前病变至病程晚期的全过程, 这意味着miR-
499-5p可能在结肠癌的发生、发展和转归过程

中发挥着重要作用.
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0  引言

结肠癌是全球范围内常见的恶性肿瘤. 2015
年, 美国癌症协会发布的统计报告指出, 在美

国男性和女性肿瘤患者中, 结肠癌的发病率

和病死率呈上升趋势, 均已位列第3位[1]. 在我

国, 结肠癌已成为仅次于肺癌和胃癌的第三

大恶性肿瘤, 是消化系常见的恶性肿瘤之一. 
MicroRNA(miRNA)在真核生物中发现的一类

具有调控功能的内源性的非编码RNA, 其大小

长约21-25个核苷酸[2], 具有高度保守性、时序

性和组织特异性[3]. 近年的研究表明, miRNA
在肿瘤的演进过程中发挥着癌基因或抑癌基

因的作用. MicroRNA-499(miR-499)是一种近

年来新发现的microRNA的家族成员, 研究表

明miR-499在肿瘤中异常表达, 可作为肺癌、

乳腺癌的预后指标. 但是, m ic roRNA-499-
5p(miRNA-499-5p、miR-499-5p)在结肠癌、

结肠腺瘤中表达研究甚少. 本实验通过检测

miR-499-5p在结肠癌及其结肠腺瘤组织中的

表达, 探讨其与结肠癌临床病理指标的关系, 
以期有助于结肠癌的发病机制及结肠癌诊断

治疗和预后指标的后续研究. 

1  材料和方法

1.1 材料  收集江苏省苏北人民医院病理科

2013-2014年期间石蜡包埋结肠癌组织40例、

结肠腺瘤40例及正常结肠组织标本40例. 所有

肿瘤患者均未接受化疗、放疗及其他针对肿

瘤的特殊治疗. 在40例结肠癌患者中, 男性25
例, 女性15例; 年龄在36-80岁, 中位年龄63岁. 
结直肠癌组织参照全国结直肠癌协作组结直

肠癌诊治规范及AJCC/UICC的TNM分期标准

进行诊断、分级和分期. 石蜡包埋组织切片总

RNA提取试剂盒, FastQuant cDNA第一链合成

试剂盒, SuperReal荧光定量预混试剂盒等购自

北京TIANGEN公司, miR-499-5p、U6snRNA
引物由上海Invitrogen生物技术有限公司合成, 
实时定量荧光PCR(real-time quantitative PCR, 
qRT-PCR)仪7500(美国ABI公司).
1.2 方法

1.2.1 R N A的提取: 利用石蜡包埋组织切片

总RNA提取试剂盒(RNAprep Pure FFPE Kit, 
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■相关报道
在结直肠癌组织
中miR-499-5p异
常升高表达 ,  可
能与负性抑制肿
瘤抑癌基因和/或
控 制 细 胞 的 分
化 或 凋 亡 有 关 , 
通 过 靶 向 作 用
FOX04和PDCD4
促进癌细胞侵袭
和肿瘤转移.

DP439, TIANGEN公司), 按总RNA提取说明

书提取RNA, 在检测RNA纯度时, A 260/280比

值是衡量蛋白质污染程度的指标(高质量的

RNA, A 260/280读数在1.8-2.1之间, 比值为2.0是
高质量RNA的标志), 同时, 取一定量的RNA提

取物, 用RNase-Free ddH2O稀释n倍, 用RNase-
Free ddH2O将分光光度计调零, 取稀释液进行

A 260、A 280测定, 按照以下公式进行RNA浓度

的计算: 终浓度(ng/μL) = (A 260)×稀释倍数(n )
×40. 
1.2.2 RNA的逆转录: 利用FastQuant cDNA第一

链合成试剂盒[FastQuant RT Kit (with gDNase), 
KR106, TIANGEN公司], 根据说明书进行第

一条链的合成. 将模板RNA在冰上解冻; 5×
gDNA Buffer、FQ-RT Primer Mix、10×Fast 
RT Buffer、RNase-Free ddH2O在室温(15 ℃
-25 ℃)解冻, 解冻后迅速置于冰上. 使用前将

每种溶液涡旋振荡混匀, 简短离心以收集残留

在管壁的液体. 配制基因组DNA的去除体系

(10 μL): 5×g DNA Buffer 2 μL、Total RNA 5 
μL、RNase-Free ddH2O 3 μL, 彻底混匀, 简单

离心, 并置于42 ℃, 孵育3 min. 配制反转录反

应体系(10 μL): 10×Fast RT Buffer 2 μL、RT 
Enzyme Mix 1 μL、FQ-RT Primer Mix 2 μL、
RNase-Free ddH2O补足到10 μL, 将反转录反应

中的Mix, 加到gDNA去除步骤的反应液中, 充
分混匀. 42 ℃, 孵育15 min. 95 ℃, 孵育3 min之
后放于冰上, 得到的cDNA用于后续实验或低

温保存. 
1.2.3 qRT-PCR扩增miR-499-5p: 利用SuperReal
荧光定量预混试剂盒[SuperReal PreMix Plus 
(SYBR Green), FP205, TIANGEN公司], 根
据说明书法进行qRT-PCR. 于冰上进行qRT-
PCR反应液的配制(20 μL体系): 2×SuperReal 
PreMix Plus 10 μL、正向引物(10 μmol/L)0.6 
μL、反向引物(10 μmol/L)0.6 μL、50×ROX 
Reference Dye 0.4 μL、cDNA模板1 μL、

RNase-free ddH2O 7.6 μL. 进行qRT-PCR反应: 
95 ℃预变性15 min、95 ℃变性15 s、60 ℃
退火/延伸30 s, 循环40次. 同时进行内参U6的
PCR扩增(miR-499-5p、U6snRNA引物序列详

如表1). 实验以U6snRNA为内参, △Ct指标的测

定: △Ct指在同一个样品中, 目的基因与内参基

因平均Ct值的差值, 即△Ct = miR-499-5p平均

Ct值-U6平均Ct值, 2-△△Ct表示的是实验组目的

基因表达/对照组目的基因表达变化的倍数.  
统计学处理 应用SPSS16.0统计软件进行

统计学分析. 数据以mean±SD表示, 研究对象

的基本资料进行χ2检验. P <0.05为差异具有统

计学意义.

2  结果

2.1 研究对象的基本资料 所有标本总RNA电

泳检测结果运用紫外线吸收法测定总RNA的

浓度及纯度, 得到RNA溶液A 260/280 nm的比值范

围为1.8-2.1, 琼脂糖凝胶电泳结果表明总RNA
样品完整性好, 符合qRT-PCR的要求. 纳入研

究的对象, 结肠癌组男性25例, 女性15例, 年龄

≥60岁的25例, <60岁的15例. 结肠腺瘤组男

性29例, 女性11例, 年龄≥60岁的17例, <60岁
的23例. 正常对照组男性22例, 女性18例, 年龄

≥60岁的15例, <60岁的25例. 经χ2检验, 结肠

癌组、结肠腺瘤组和正常对照组的性别(χ2 = 
1.292, P  = 0.524)和年龄(χ2 = 4.200, P  = 0.122)
无统计学意义. 
2.2 miR-499-5p的表达

2.2.1 结肠癌、结肠腺瘤组织及正常结肠黏膜

组织中的miR-499-5p的表达情况: qRT-PCR结
果显示结肠癌组织、结肠腺瘤组的miR-499-5p
的2-△△Ct的值高于正常结肠黏膜组织, 表明miR-
499-5p在结肠癌组织、结肠腺瘤组织中表达上

调. 40例癌结肠癌组织与结肠腺瘤、正常结肠

黏膜组织的相对表达量(1.12×10-4±0.65×10-4 
vs  0.36×10-4±0.23×10-4, 0.10×10-4±0.04×

     引物名称                                 序列

miR-499-5p 上游: 5'-ACTGCTTAAGACTTGGAGTGA-3'

下游: 5'-TACATTGGTGTCGTGGAGTCGGCAA-3'

U6snRNA 上游: 5'-ATTGGAACGATACAGAGAAGATT-3'

下游: 5'-GGAACGCTTCACGAATTTG-3'

表  1  miR-499-5p、U6snRNA的qRT-PCR引物序列
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■创新盘点
前期报道大肠癌
组织中存在miR-
499-5p的表达增
高 ,  与大肠癌预
后不良有关 .  本
研 究 通 过 检 测
miR-499-5p在结
肠癌及其结肠腺
瘤组织中的表达, 
并分析其与结肠
癌临床分期、分
化程度、淋巴结
转移等病理特征
的关系 ,  以期有
助于结肠癌的发
病机制及结肠癌
诊断治疗和预后
指标的后续研究. 

10-4), 差异有统计学意义(P<0.001)(表2). 
2.2.2 结肠癌组织中miR-499-5p表达与临床病

理特征的关系: 结肠癌组织中miR-499-5p的表

达与肿瘤的分化程度相关, 高分化组的表达量

低于中、低分化组的表达量, 中分化组表达量

低于低分化组的表达量(P <0.001); 结肠癌组织

中miR-499-5p的表达水平与临床TNM分期有

显著相关性, Ⅰ-Ⅱ期结肠癌组织中miR-499-5p
表达量低于Ⅲ-Ⅳ期(P  = 0.016); 结肠癌组织中

miR-499-5p的表达水平与肿瘤组织浸润深度有

关, T1-T2的结肠癌组织中miR-499-5p表达量低

于T3-T4(P <0.001); 结肠癌组织中miR-499-5p
的表达与淋巴结的转移情况有显著相关性(P  
= 0.008),伴有淋巴结转移的结肠癌组织中miR-
499-5p的表达水平高于无淋巴结转移的结肠癌

组织; 结肠癌组织中miR-499-5p的表达量与其

他临床病理因素如性别、年龄无明显相关性

(P>0.05)(表3). 

3  讨论

m i R N A作为一类内源性表达的非编码小分

子RNA, 主要通过与靶基因3'端非编码区的

mRNA(3'-UTR)结合而抑制转录进而影响基因

的表达[4], 参与调控个体发育、细胞凋亡、细

胞增殖和分化等生命活动, 与肿瘤的发生、转

移、耐药等病理进程密切相关[5]. 研究[6]证实, 
miRNA可调控至少30%的人类的蛋白编码基

因的表达, 发挥着比蛋白编码基因更庞大的影

响[7,8]. 在多种人类肿瘤中, miRNA因存在基因

移位活化或基因脆性位点的基因突变而导致

其表达异常[9]. 结肠癌作为临床上最常见的恶

性肿瘤之一, 尽管近年随着抗表皮生长因子受

体和抗血管内皮生长因子的分子靶向治疗的

应用及化疗的进展[10,11], 晚期结肠癌患者的中

     分组       2-△Ct        2-△△Ct    F 值   P 值

结肠癌 1.12±0.65 12.15±5.83 80.143   0.01

结肠腺瘤 0.36±0.23   3.63±0.93 8.346 <0.001

正常黏膜组织 0.10±0.04   1.00±0.00

表  2  结肠癌、结肠腺瘤组织及正常结肠黏膜组织中的miR-499-5p的表达情况

     分组  n       2-△△Ct    t /F 值   P 值

性别   0.530 0.599

  男 25 10.86±6.64

  女 15 11.93±6.65

年龄(岁)   0.638 0.527

  ≥60 25 12.31±6.01

  <60 15 13.68±7.51

分化程度 26.300 <0.001

  高   5   9.22±2.10

  中 27 11.24±4.06

  低   8 21.33±3.89

浸润深度   4.439 <0.001

  T1+T2 10   9.10±1.73

  T3+T4 30 14.46±6.05

淋巴结转移 -2.783 0.008

  无 22 11.11±4.06

  有 18 15.87±6.12

TNM分期   3.954 0.016

  Ⅰ   5   8.36±1.30

  Ⅱ 15 11.21±4.78

  Ⅲ 16 15.80±5.78

  Ⅳ   4 16.83±6.92

表  3  结肠癌组织中miR-499-5p表达水平与病理参数的关系
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■应用要点
miRNA在肿瘤的
演进中发挥癌基
因或抑癌基因的
作用. miR-499-5p
是一种近年来新
发现的miR-499
簇的重要成员, 研
究表明miR-499
在肿瘤中异常表
达 ,  可作为非小
细胞肺癌的预后
指标 .  miR-499-
5p在大肠癌组织
中的高表达 ,  通
过靶向FOX04和
PDCD4促进大肠
癌细胞侵袭和肿
瘤转移 ,  为阐明
miR-499-5p的促
肿瘤发展的分子
机制、信号通路
奠定了基础.

位生存期已经由6 mo增高至2年[12], 但侵袭转

移及化疗耐药仍为结肠癌患者的主要死亡原

因[13]. 结肠癌侵袭转移机制复杂, 与多种癌基

因及抑癌基因的表达异常有关, 而miRNA表达

异常也是其中的重要环节[14,15]. 
miR-499是一种新发现的microRNA的家

族成员. 人类miR-499由20号染色体上肌球蛋

白重链7b/14基因(Myh7b/14 )的内含子20所编

码的[16]. 目前对于miR-499的研究主要集中在

心血管循环系统, miR-499在心肌祖细胞阶段

抑制细胞增殖, 促进细胞分化[17]. Wang等[18]发

现miR-499在正常人血浆中浓度极低, 但在急

性心肌梗死后1-3 h内, 便可在患者血浆中检测

到显著升高的miR-499, 并在3-12 h达到峰值. 
Olivieri等[19]发现miR-499-5p在非ST段抬高型

的心肌梗塞早期评估中发挥着重要的作用.
近年随着研究深入, m i R-499的单核苷

酸多态性影响已在乳腺癌 [20]、胃癌 [21]、膀

胱癌[22]等多种癌症中得到证实. 同时, Li等[23]

研究分析显示, miR-499在非小细胞肺癌组织

(non-small cell lung cancer, NSCLC)中表达上

调, 可作为其早期诊断与评估患者预后的生物

标志物. Hu等[24]对243例非小细胞肺癌患者的

研究发现, 血清miR-499的含量与患者的存活

率有密切关系, 存活期长的患者比存活期短的

患者血清miR-499含量高出5倍以上, 使得血清

miR-499含量有望成为NSCLC患者存活期的评

估标准, 便于指导临床治疗. 
m i R-499-5p作为m i R-499簇的重要成

员, 在结肠癌患者、结肠腺瘤组织中的表达

情况国内外文献报道甚少. 李新华等 [25]采用

miRCUR基因芯片(v.14.0)分析直肠癌组织和

邻近非肿瘤组织之间差异表达的miRNA, 设定

平均上升或下降倍数>2倍和P <0.05为差异标

准, 发现在直肠癌组织标本中miR-499-5p异常

升高表达, 可能其通过负性抑制肿瘤抑癌基因

和/或控制细胞的分化或凋亡途径来促进肿瘤

的发展. 因此本课题选miR-499-5p作为研究对

象. 本研究显示miR-499-5p在结肠癌、结肠腺

瘤组织中的表达量均增高, 在分析miR-499-5p
表达与结肠癌临床病理因素的相关性中发现, 
miR-499-5p表达水平与结肠癌组织的分化程

度相关, 而且与结肠癌患者的TNM分期相关. 
miR-499-5p在中低分化组中的表达水平高于

高分化组, 提示miR-499-5p主要在结肠癌的进

展阶段起作用, 而在结肠癌的发生起始阶段可

能以其他因素起作用为主. 同时, miR-499-5p
表达水平与结肠癌组织的淋巴结转移相关, 提
示miR-499-5p可能在结肠癌肿瘤细胞的浸润

与转移中发挥着一定作用, 并在一定程度上调

控着癌细胞的行为. 
在结肠癌相关的研究中 ,  国内外多项

miRNA表达谱相关研究[26,27]表明: 不但多种

miRNA在结直肠癌组织中异常, 且在结直肠

癌的发生过程中不同的miRNA通过不同途径

发挥着不同的重要作用, 甚至在结直肠癌发

生的腺瘤阶段即有差异[28]. Kamatani等[29]采

用RT-P CR技术检测家族性腺瘤息肉病、结

直肠腺瘤和结直肠癌以及配对的非肿瘤组织

中miR-143和miR-145的表达水平, 结果发现 
miR-143和miR-145表达下调与APC基因突变

有关, 是结直肠肿瘤发病的起始步骤. 本研究

提示miR-499-5p在结肠癌、结肠腺瘤组织中

的表达量均增高, 并且结肠癌中的表达水平与

结肠腺瘤中的表达水平有统计学意义, 其增长

趋势贯穿于癌前病变至病程晚期的全过程, 这
意味着miR-499-5p可能在结肠癌的发生、发

展和转归过程中发挥着重要作用. 
目前miR-499-5p对结肠癌的发生发展的

调控机制尚不明确, Liu等[30]在2011年运用来

自大肠癌患者原发病灶的低转移潜能细胞系 
SW480和来自同一患者1年后转移淋巴结组

织的高转移潜能细胞系SW620鉴定出参与肿

瘤转移的miRNA分子, miR-499-5p通过靶向

FOX04和PDCD4促进大肠癌细胞侵袭和肿瘤

转移. miR-499-5p对结肠癌的调控机制有待于

进一步的研究. 据此提示, 我们后续实验也将

会在细胞学及体外实验上去进一步探讨miR-
499-5p原癌基因的具体分子机制. 对于miR-
499-5p在肿瘤生物学中的研究只是处于初级

阶段, 尤其在结直肠癌的演进、侵袭的作用

中有待进一步研究. 血清/血浆或者组织中的

miR-499-5p的水平是否成为结直肠癌的早期

诊断血清的指标, 以及对于miR-499-5p在结肠

癌中作用机制, 判断其分期、预后有待进一步

研究. 对于结直肠癌患者的血清/血浆中miR-
499-5p水平变化情况, 在结肠息肉、炎症性肠

病等变化亦需进一步探究. miRNA作为肿瘤研

究的热点已越来越受到关注, 可望作为新的临

床标志物, 对肿瘤的发生、发展、转归、治疗
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■名词解释
单核苷酸多态性
(SNP): 是指基因
组 D N A 中 某 一
特定核苷酸位置
上存在转换、插
入、缺失等变化, 
而 且 其 中 最 少 1
种等位基因在群
体中的频率不小
于1%.

等研究具有重要的临床意义.
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究本身具有科学
意义 ,  有一定创
新性.
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