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Abstract
AIM
To assess the clinical value of serum miR-21/
miR-24 detection combined with quantitative 
analysis of DNA content in the differential 
diagnosis of benign and malignant ascites.

METHODS
A total of 58 patients with ascites treated at 
Yueyang Second People's Hospital from January 
to October 2016 were included. These cases were 
divided into either a malignant ascites group 
(27 cases) or a benign ascites group (31 cases). 
Serum miR-21/miR-24 levels were quantified 
by real-time quantitative polymerase chain 
reaction. DNA content in ascites was determined 
by quantitative analysis. The receiver operating 
characteristic (ROC) curves were plotted to 

血清miR-21/miR-24表达及联合DNA定量分析对良恶
性腹腔积液鉴别的临床价值

刘崇梅, 张雪纯, 余飞跃, 黄柳炎, 高 亚
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■研发前沿
良恶性腹腔积液
的鉴别对疾病的
诊断、治疗及预
后均有很大的影
响 ,  目前鉴别良
恶性腹腔积液常
用细胞形态学检
查 ,  但诊断阳性
率低, 易漏诊. 分
子生物学相关实
验技术的发展 , 
为诊断提供了更
多检测指标和方
法 ,  但目前尚未
发现种敏感性和
特异性均优的检
测指标 ,  使得多
种指标联合测定
成为了研究热点.

calculate the area under the ROC curve (AUC) 
to evaluate the significance of each index or 
their combination in the differential diagnosis of 
benign and malignant ascites. 

RESULTS
The relative expression of serum miR-21/miR-24 
in malignant ascites patients was significantly 
higher than those in benign ascites patients (P < 
0.05). Multivariate Logistic regression analysis 
showed that conventional cytology, DNA 
quantitative analysis, and serum miR-21/miR-24 
were sensitive indicators for the differential 
diagnosis of benign and malignant ascites. 
Conventional cytology and serum miR-21/
miR-24 were positively correlated with DNA 
quantitative analysis (P < 0.05). The AUCs 
of conventional cytology, DNA quantitative 
analysis, and their combination were 0.766, 
0.857, and 0.873, respectively (P < 0.001). The 
AUCs of serum miR-21, serum miR-24, and 
their combination were 0.857, 0.866, and 0.890, 
respectively (P < 0.001). Notably, the AUC was 
significantly increased to 0.910 (or 0.932) when 
DNA quantitative analysis was combined with 
serum miR-21 (or miR-24). The expression of 
serum miR-21and miR-24 was significantly 
higher in DNA positive patients than in DNA 
negative patients. 

CONCLUSION
The relative expression of serum miR-21/
miR-24 is significantly increased in malignant 
ascites patients. Combined determination of 
serum miR-21/miR-24 and DNA quantitative 
analysis can improve the effectiveness of 
differential diagnosis of benign and malignant 
ascites.

© The Author(s) 2017. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.
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摘要
目的
探讨联合检测血清miR-21/miR-24表达水平
与DNA定量分析对良恶性腹腔积液鉴别的

临床意义及价值. 

方法
收集岳阳市二人民医院2016-01/2016-10收
治的腹腔积液患者58例, 其中恶性腹腔积液
患者27例, 良性腹腔积液患者31例. qPCR检
测血清miR-21/miR-24表达水平, DNA图像
定量分析技术测定腹水DNA含量. 应用多因
素Logistic回归分析, 绘制受试者工作特征曲
线并计算曲线下面积(area under curve, AUC)
来评价血清miR-21/miR-24、DNA定量分
析、常规脱落细胞学检测及其联合检测在
腹腔积液鉴别诊断的意义. 

结果
恶性腹腔积液患者血清miR-21/miR-24的
相对表达水平显著高于良性腹腔积液患者
(P <0.05). 多因素Logistic回归分析显示, 常
规脱落细胞学、D N A定量分析以及血清
miR-21/miR-24均是鉴别良恶性腹腔积液的
敏感指标, 且常规脱落细胞学、血清miR-21/
miR-24均与DNA定量分析正相关(P <0.05). 
常规脱落细胞学和D N A定量分析的A U C
分别为0.766、0.857, 二者联合诊断AUC为
0.873(P<0.001). 血清miR-21、miR-24的AUC
分别为0.857、0.866, 血清miR-21联合miR-24
的AUC为0.890(P <0.001). 而血清miR-21或
miR-24联合DNA定量分析的AUC分别增至
0.910、0.932. 此外, 血清miR-21/miR-24在
DNA定量分析阳性患者中表达水平均高于
DNA定量分析阴性患者(P<0.05). 

结论
恶性腹腔积液患者血清miR-21/miR-24的相
对表达水平明显高于良性患者, 联合血清
miR-21/miR-24与DNA定量分析检测能够显
著提高良恶性腹腔积液的鉴别价值, 弥补常
规诊断的不足. 

© The Author(s) 2017. Published by Baishideng 
Publishing Group Inc. All rights reserved.

关键词: 血清miR-21; 血清miR-24; DNA定量分

析; 腹腔积液

核心提要: 细胞学及DNA定量分析检测是目前
诊断恶性腹腔积液的推广方法, 血清miRNAs是
恶性肿瘤诊断的潜在生物标志物. 本文发现恶
性腹水患者血清miR-21/-24的相对表达水平明
显升高, 联合血清miR-21/-24与DNA定量分析
能够显著提高良恶性腹水的鉴别价值.
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■相关报道
目前研究者们发
现循环miRNAs
在一些恶性肿瘤
中存在差异性表
达, 因此可以利用
这一特征来对恶
性肿瘤进行鉴别
诊断. 循环miR-21
与循环miR-24在
大部分恶性肿瘤
中过度表达 ,  并
且胸腹腔积液
miR-21、miR-24
在良恶性胸腹腔
积液组中表达存
在差异, 而利用循
环miRNAs对腹
腔积液患者进行
诊断在国内外报
道研究罕见. 

刘崇梅, 张雪纯, 余飞跃, 黄柳炎, 高亚. 血清miR-21/miR-24

表达及联合DNA定量分析对良恶性腹腔积液鉴别的临床价值. 
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0  引言

腹腔积液根据其产生的性质可分为良性和恶

性腹腔积液, 恶性腹腔积液常见于晚期或转移

性肿瘤患者, 良性腹腔积液常见于心、肝、肾

功能不全的患者等. 临床上鉴别良恶性腹腔

积液常用细胞形态学检查, 但诊断阳性率低, 
灵敏度和特异度均未能达到理想要求[1]. 微小

RNA(microRNA, miRNA)s是一类由19-22个核

苷酸组成的单链非编码内源性微小RNA, 他
们广泛存在于各种真核生物中, 主要通过与

靶点mRNAs结合抑制其翻译或启动降解发挥

其重要调控功能[2]. 目前大量研究[3]表明, 血清

miRNAs与肿瘤关系密切, 且部分miRNAs(如
miR-21、miR-24等[4])在良性与恶性胸腹腔积

液之间存在差异表达, 具有潜在的鉴别诊断价

值. 此外, DNA含量改变也与肿瘤密切相关, 恶
性肿瘤常表现为DNA非整倍增多, 可以通过检

测细胞核内DNA结构和含量来鉴别正常细胞

周期变化及发生恶性克隆增殖的癌细胞, 因此

DNA含量的测定也可以用于良恶性腹腔积液

的诊断[5,6]. 本研究以良性和恶性腹腔积液患者

为研究对象, 测定血清miR-21/miR-24的相对

表达水平, 并与DNA定量分析、常规脱落细胞

学进行比较, 进一步分析miR-21/miR-24联合

DNA定量分析对良恶性腹腔积液鉴别的临床

意义, 为临床诊断提供理论依据.

1  材料和方法

1.1 材料 入选岳阳市二人民医院2016-01/2016-10
腹腔积液患者58例, 男性33例, 女性25例, 平均

年龄55.38岁±10.86岁. 恶性腹腔积液组(实验

组)27例, 其中肠癌14例, 胃癌5例、肝细胞肝癌

5例、胆管囊腺癌2例、胰腺导管腺癌1例; 良
性腹水组(对照组)31例, 其中结核性腹腔积液8
例、非炎性腹腔积液19例、非结核性炎性腹腔

积液4例; 收集患者血清标本和腹水标本. 
1.2 方法
1.2.1 纳入与排除标准: 纳入标准: 实验组: 
(1)由腹部B超或计算机断层扫描(computed 

tomography, CT)证实患者存在中等量以上腹

腔积液; (2)由组织病理学确诊为恶性; (3)未行

特殊治疗, 如全身或腹腔局部放疗、化疗、免

疫抑制剂等特殊治疗. 对照组: (1)由腹部B超

或CT证实患者存在中等量以上腹腔积液; (2)
经组织病理学、细胞学、影像学、血液学及

其他相关检查未发现恶性肿瘤相关病变; (3)无
恶性肿瘤病史. 排除标准: (1)腹腔积液病因复

杂未明确; (2)患者临床病史及诊疗资料不全

者; (3)不愿意配合诊疗者; (4)其他不可抗因素

导致实验中断者.
1.2.2 标本处理: 腹水标本: 所有研究对象常规

腹部B超定位后行诊断性穿刺术, 腹水抽出后

3000 r/min离心3 min, 弃置上清, 留取底部沉

渣, 常规行脱落细胞学及DNA定量分析. 血清

标本: 入院第2天采集清晨空腹静脉血4 mL置
于EDTA抗凝管, 12000 r/min离心10 min, 转
移血清至新离心管中再离心5 min以完全去

除血细胞, 将血清转移至无RNA酶的EP管中, 
-80 ℃储存. 
1.2.3 常规脱落细胞学: 将离心后的腹水细胞沉

渣混匀, 滴1-2滴沉渣液均匀涂抹于玻片上, 固
定30 min后进行HE染色, 中性树胶封固. 由岳

阳市二人民医院2位资深病理医师阅片诊断. 
1.2.4 DNA定量分析: 将混匀后的腹水细胞沉

渣滴1-2滴到玻片上, 均匀涂抹, 自然风干后行

Feulgon染色. 制备好的玻片由麦克奥迪公司

的专业技术人员操控全自动DNA图像分析仪

进行扫描处理. 依据细胞DNA指数≥2.5考虑

为DNA倍体异常细胞, 结果分为以下3种情况: 
(1)未见明显DNA倍体异常细胞; (2)可见1-2个
DNA倍体异常细胞; (3)可见≥3个DNA倍体

异常细胞, 诊断为恶性. 本研究默认(1)和(2)为
DNA定量分析检测结果阴性, (3)为DNA定量

分析检测结果阳性. 
1.2.5 实时荧光定量PCR: 用Gene Copoeia
公司的游离 m i R N A 提取试剂盒提取总

R N A, 逆转录, 荧光定量P C R测定m i R-21/
miR-24. 扩增程序: 预变性95 ℃ 10 min循
环1次; 变性95 ℃ 10 s、退火60 ℃ 20 s、延

伸72 ℃ 10 s, 循环40次. 引物序列: miR-21: 
5'-TAGCTTATCAGACTGATGTTGA-3', miR-24: 
5'-TGGCTCAGTTCAGCAGGAACAG-3'; 内参U6 
RNA: 5'-GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT 
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■创新盘点
本研究采用qPCR
测定血清miR-21/
miR-24的相对表
达水平 ,  并运用
DNA定量分析技
术测定腹水细胞
DNA含量, 探讨
miR-21/miR-24联
合DNA定量分析
对良恶性腹腔积
液鉴别的临床意
义 ,  为提高临床
诊断效能提供理
论依据.

-3'. 结果采用2-△△Ct法, 标准化的Ct值: △△Ct = 
(Ct目的基因-Ct管家基因)实验组-(Ct目的基因-Ct管家基因)参照

组, 计算miR-21、miR-24的相对表达水平.
统计学处理 采用S P S S18.0进行统计分

析 .  计量资料采用m e a n±S D表示 .  组间资

料比较采用独立样本t 检验 ,  两组独立样本

非参数采用Mann-whitney U检验, 组间计数

资料采用χ2检验. 相关性研究分类变量采用

Spearman相关分析, 连续变量采用Pearson相
关分析. 采用逐步条件法建立Logistic回归模

型作多因素回归分析, 并绘制受试者工作特

征(receiver operating characteristic, ROC)曲
线评价各个指标和联合指标的诊断价值, 计
算ROC曲线下面积(area under curve, AUC)、
95%近似参考置信区间(95%CI). P <0.05为差

异有统计学意义. 

2  结果

2.1 腹腔积液患者血清miR-21/miR-24表达情
况 恶性腹腔积液患者血清miR-21/miR-24表达

水平均高于良性腹腔积液患者, 且差异倍数均

超过了2倍(P <0.05, 表1).

2.2 腹腔积液患者血清miR-21/miR-24与DNA
定量分析相关性

2.2.1 组间资料单因素分析与逐步条件Logistic
回归分析: 对两组研究对象的组间资料进行

单因素分析, 发现两组患者常规脱落细胞学阳

性率、DNA定量分析阳性率以及血清miR-21/
miR-24表达水平比较, 差异具有统计学意义

(P <0.001, 表2). 根据单因素分析结果, 采用逐

步条件法建立Logistic回归方程, 因变量为分

组, 自变量为单因素存在显著性差异的变量, 
设置变量进入水准为0.05, 删除水准为0.10. 常
规脱落细胞学、DNA定量分析、血清miR-21/
miR-24进入最终回归模型, 均为诊断恶性腹腔

积液的危险因素(表3).
2.2.2 各指标相关性: 分类变量采用Spearman
相关分析, 连续变量采用Pearson相关分析, 发
现常规脱落细胞学与D N A定量分析、血清

miR-21与DNA定量分析、血清miR-24与DNA
定量分析以及血清miR-21与血清miR-24在恶

性腹腔积液诊断中的相关系数分别为0.672、
0.643、0.655、0.688, 均呈正相关, 差异具有统

计学意义(P <0.001). 

表  1  血清miR-21、miR-24差异表达水平(mean±SD)

     microRNA 实验组 对照组 实验组/对照组(倍) P 值

血清miR-21 4.21±2.27 1.58±1.59 3.43±1.36 0.008

血清miR-24 3.07±2.10 0.91±1.09 3.97±1.52 0.012

表  2  组间资料单因素分析

     变量 实验组 对照组 t /χ2值 P 值

常规脱落细胞学阳性 n  (%) 17 (62.96) 3 (9.68) 5.048 0.000

DNA定量分析阳性 n  (%) 21 (77.78) 2 (4.45) 7.930 0.000

血清miR-21 4.21±2.27 1.58±1.59 5.897 0.000

血清miR-24 3.07±2.10 0.91±1.09 4.919 0.000

表  3  多因素Logistic回归分析结果

     变量 b 值 SE Wald OR值 P 值

常规脱落细胞学 0.352 0.142 4.404   1.304 0.036

DNA定量分析 2.759 0.963 7.059 11.925 0.008

血清miR-21 0.549 0.227 5.879   1.732 0.015

血清miR-24 0.899 0.350 6.600   2.458 0.010
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■应用要点
通过测定血清
miR-21/miR-24
的相对表达水
平, 并与DNA定
量分析、常规脱
落细胞学进行比
较, 研究miR-21/
miR-24与DNA定
量分析联合检测
在良恶性腹腔积
液鉴别的作用 , 
为良性和恶性腹
腔积液鉴别提供
新思路、  新方
法 ,  也为临床恶
性肿瘤做出早期
诊断提供了参考
依据.

2.3 各项危险因素对良恶性腹腔积液的鉴别诊
断的价值

2.3.1 常规脱落细胞学与DNA定量分析的诊断价
值: 常规脱落细胞学和DNA定量分析敏感性分

别为62.96%(17/27)和80.77%(21/26)(P<0.05); 特异

性分别为90.32%(28/31)和93.55%(29/31)(P<0.05); 
正确诊断率分别为53.28%和74.32%(P<0.05); 阴
性预测值分别为73.68%和85.29%; 阳性预测值

分别为85%和91.3%(P <0.05), 差异均具有统计

学意义(表4). 常规脱落学与DNA定量分析的

AUC分别为0.766(95%CI: 0.638-0.895, P<0.001)和
0.857(95%CI: 0.750-0.963, P<0.001), 两者联合的

AUC为0.873(95%CI: 0.750-0.963, P<0.001, 图1). 
2.3.2 血清miR-21与miR-24的诊断价值: 血清

miR-21与miR-24的AUC分别为0.857(95%CI: 
0.754-0.959, P<0.001)和0.866(95%CI: 0.768-0.963, 
P <0.001) .  联合两组腹腔积液患者的血清

miR-21与 miR-24的相对表达水平的AUC为

0.890(95%CI: 0.801-0.979, P<0.001, 图2). 
2.3.3 DNA定量分析联合血清miR-21/miR-24的诊
断价值: DNA定量分析联合血清miR-21的AUC
为0.910(95%CI: 0.819-1.000, P<0.001). DNA定

量分析联合血清miR-24的AUC为0.936(95%CI: 
0.871-1.000, P <0.001, 图3). 此外, 血清miR-21/
miR-24在DNA定量分析阳性患者中表达水平均

高于DNA定量分析阴性患者, 采用Mann-whitney 
U检验表达有显著差异(P<0.05, 表5).

3  讨论

良恶性腹腔积液的鉴别诊断一直是临床需要解

决的一道难题, 细胞学检测是目前诊断恶性腹

腔积液的标准方法之一, 其敏感性在50%-70%
之间, 特异性在80%-100%之间[1,7], 由于阳性率

低, 易漏诊, 这种情况导致各研究者们不断寻求

有效的方法补充细胞学检测, 特别是那些高灵

敏度和高特异度的诊断方法.
miRNAs是一类具有调控功能的非编码小

RNA, 研究发现有大量细胞内表达的miRNAs也

     

表  4  常规脱落细胞学与DNA定量分析比较

组织病理学诊断
脱落细胞学 DNA定量分析
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图  1  常规脱落细胞学、DNA定量分析及二者联合检测
的ROC曲线分析.
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图  2  血清miR-21、miR-24对恶性腹腔积液诊断的价值.  
A: 恶性腹腔积液患者血清miR-21、miR-24表达水平

ROC曲线分析; B: 恶性腹腔积液患者血清miR-21联合血

清miR-24检测的ROC曲线分析.
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■名词解释
miRNA: 是一类
内源性非编码微
小RNA, 广泛存
在于自然界各种
动、植物的真核
细胞中 ,  在进化
中高度稳定保守, 
成熟的m i R N A
能与靶mRNA的
3 'UTR结合 ,  在
转录后水平对靶
基因表达进行负
性调控. miRNA
参与了凋亡、增
殖、分化、转
移、血管生成及
免疫等多种生理
过程 ,  对人体多
种生命活动有重
要意义.

能在血清中检测到, 恶性肿瘤患者体内部分血清

miRNAs存在表达异常, 血清miRNAs被认为是恶

性肿瘤诊断的潜在生物标志物[8]. 血清miR-21、
miR-24是一类在人体组织和细胞中较早发现、

广泛存在且目前研究较多的miRNAs, 近年来研

究显示血清miR-21、miR-24在多种类型的人

类肿瘤中过度表达, 如肝癌[9,10]、胃癌[11-13]、结

直肠癌[14,15]、肺癌[16,17]等. 本研究发现恶性腹腔

积液患者体内血清miR-21和血清miR-24的表达

均明显高于良性腹腔积液患者, 我们推测血清

miR-21/miR-24在良恶性腹腔积液的鉴别上具有

潜在价值. 
DNA含量与细胞群的增生能力和增殖速

度密切相关, 在细胞恶变的过程中, 染色体的畸

变常表现非整倍体增多, DNA含量增加[18]. 目
前临床上常用的检测DNA含量的技术为DNA
定量分析技术, 他是早期恶性肿瘤诊断的一项

新兴技术, 其敏感性和特异性均不低于80%[5]. 
本研究通过组间资料单因素分析发现良性腹

腔积液组和恶性腹腔积液组在常规脱落细胞

学、DNA定量分析以及血清miR-21/miR-24表
达水平方面有显著差异. 建立多因素Logtisc回
归模型后, 发现该四项均为诊断恶性腹腔积液

的独立敏感因素, 其中DNA定量分析检测为最

危险因素, 其次为血清miR-24、miR-21关联强

度一般, 常规脱落细胞学关联强度弱. 指标间相

关性分析发现, 血清miR-21与miR-24相关性最

大, 这可能与miR-21和miR-24能受到同一转录

因子调控有关[19].
脱落细胞学检查是临床上用来鉴别良恶

性腹腔积液的标准方法, DNA定量分析检测是

目前临床广泛推广的方法[20]. 本研究运用脱落

细胞学和DNA定量分析对比比较得出, 常规脱

落细胞学在敏感性、特异性和正确诊断率上

明显低于DNA定量分析, 但由于脱落细胞学价

格低廉, 操作简便, 在细胞形态上瘤细胞异型

性明显, 目前仍是鉴别良恶性腹腔积液临床最

常运用的方法. 而将这两种方法相联合后, 可
以显著提高对恶性腹腔积液的诊断准确性.

目前大量研究[4,21]报道miRNAs有望成为

新一代肿瘤检测生物标志物. 肿瘤标志物一般

有以下特点, 含量变化应与肿瘤的发生、进

展、消退、转移有着一定的比例关系; 具有较

高的特异性和灵敏性; 检测方法简单易行, 成
本低[22]. 本研究通过对血清miR-21和miR-24的
相对表达水平分别进行ROC曲线分析, 发现两

表  5  血清miR-21、miR-24在DNA定量分析阴性组和阳性组中表达水平

     血清miRNAs DNA定量分析阳性组 DNA定量分析阴性组 P 值

miR-21 4.54±2.32 1.67±1.51 0.037

miR-24 3.34±2.20 0.98±1.01 0.005

ROC曲线
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图  3  DNA定量分析分别联合血清miR-21、miR-24检测
的ROC曲线分析.

曲线源



刘崇梅, 等. 血清miR-21/miR-24表达及联合DNA定量分析对良恶性腹腔积液鉴别的临床价值

2017-11-18|Volume 25|Issue 32|WCJD|www.wjgnet.com 2894

者的AUC分别为0.857、0.858. 而血清miR-21、
miR-24二者联合的AUC为0.890. 依照ROC曲线

结果评判标准, 二者联合准确度中等偏高, 具有

很高的诊断价值. DNA定量分析可检测到在细

胞发生恶变的过程中, DNA出现含量的改变比

形态学要早, 因此DNA定量分析能更早检测到

癌前病变, 且具有一定的客观性, 诊断准确度中

等偏高. 本研究通过对两组患者DNA含量与血

清miR-21/miR-24表达进行检测, 并运用ROC曲
线分析, 发现DNA定量分析联合血清miR-21或
miR-24的AUC分别增至0.910、0.936, 依照ROC
曲线结果评判标准, 两者诊断价值均较高, 其价

值要高于脱落细胞学联合DNA定量分析、血

清miR-21联合miR-24. 此外本研究还发现血清

miR-21/miR-24在DNA定量分析阳性患者中表达

水平均要明显高于DNA定量分析阴性患者. 
总之, 血清miR-21、miR-24的相对表达水

平明显高于良性患者, 可作为潜在的鉴别良恶

性腹腔积液的分子生物学指标. DNA定量分析

联合血清miR-21/miR-24能显著提高鉴别良恶

性腹腔积液的效能. 
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