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　　食管癌是人类常见的八大肿瘤之一
［１］，全世界每年约有

３０万人死于食管癌
［２］，其中７０％发生在我国。食管癌起病隐

匿，大部分患者就诊时已是中晚期，此时实施外科手术治疗的

５年存活率仅为２０％～３０％
［３］。如何提高食管癌的早期诊断，

尽早治疗对提高食管癌患者生存率具有重要意义。目前用于

食管癌筛查的首选方法是胃镜组织活检，但是组织活检可能会

导致肿瘤扩散，且胃镜检查患者痛苦，不能被无症状者接受［１］，

需要寻找一种无创性方法来替代。ＭｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是一

类高度保守的内源性单链非编码ＲＮＡ，通过与靶基因３′端非

编码区发生不完全配对，从而调节靶基因ｍＲＮＡ翻译、转录过

程［４５］，参与转录后基因表达调控。ｍｉｃｒｏＲＮＡ 在组织、细胞、

外周血中的表达有显著的肿瘤相关性、组织特异性和表达稳定

性［６７］，作为致癌基因或抑癌基因参与肿瘤的发生、发展，有望

成为新的生物标志物。近年来，ｍｉＲＮＡ是全世界学者研究的

热点。现就食管癌组织和外周血 ｍｉＲＮＡ检测技术及其应用

的研究进展综述如下。

１　食管癌组织ｍｉＲＮＡ检测技术及其应用

Ｆｅｂｅｒ等
［８］对食管癌手术时切取的冰冻保存的标本进行

ｍｉＲＮＡ检测分析，其中包括：鳞癌１０例、腺癌１０例、正常上皮

９例、Ｂａｒｒｅｔｔｅ食管５例、高度不典型１例。他们先用 ｍｉＲＮＡ

提取试剂（ＡｍｂｉｏｎＩｎｃ，Ａｕｓｔｉｎ，Ｔｅｘ）提取总ＲＮＡ，用分光光度

计测量，以作为质量控制，然后用小 ＲＮＡ探针微阵列技术检

测ｍｉＲＮＡ。结果显示，正常上皮样本 ｍｉＲＮＡ接近于鳞癌样

本，而Ｂａｒｒｅｔｔｅ食管更接近于腺癌。Ｂａｒｒｅｔｔｅ食管与食管腺癌

ｍｉＲＮＡ表达谱接近，证明了Ｂａｒｒｅｔｔｅ食管可能是食管腺癌的

癌前病变，ｍｉＲＮＡ可作为Ｂａｒｒｅｔｔｅ食管进展为食管腺癌的监

测。各组织类型标本ｍｉＲＮＡ结果两两比较发现：（１）ｍｉｒ２０３、

ｍｉｒ２０５在食管肿瘤组织中低表达，而 ｍｉｒ２１高表达，提示

ｍｉＲＮＡ可以用于区分食管肿瘤组织与正常组织。（２）食管鳞

癌与食管腺癌ｍｉＲＮＡ的表达谱不同，提示 ｍｉＲＮＡ可用来预

测食管癌的组织类型。Ｋａｎ等
［９］用微阵列芯片法研究发现，食

管癌组织 ｍｉｒ１０６ｂ２５有异常表达，并用实时荧光定量聚合酶

链反应（ＲＴＰＣＲ）证实其存在。后来，他们将 ｍｉＲ１０６ｂ２５导

入到人工培养的食管癌细胞株 ＯＥ３３中，进一步研究发现，

ｍｉＲ１０６ｂ２５多顺反子具有促进细胞增殖和抗凋亡的作用，在

Ｂａｒｒｅｔｔｅ食管进展到食管腺癌的过程中通过激活ｐ２１和Ｂｉｍ２

个靶基因促进细胞癌变［１０］。至此，人们对食管癌组织 ｍｉＲＮＡ

的研究提高到了靶基因的层面。此试验中利用了基因芯片技

术、ＲＴＰＣＲ技术和细胞信号转导技术。基因芯片可以直接测

定一份标本的多种ｍｉＲＮＡ，但是此方法背景和杂信号干扰大，

重复性差，不能区分差异小的 ｍｉＲＮＡ，常被用于食管癌 ｍｉＲ

ＮＡ的筛选。ＲＴＰＣＲ技术通过实时监测目标 ｍｉＲＮＡ转录基

因的扩增产物来推算目标基因的量，灵敏度高，精确度高，但是

多了转录步骤，程序略复杂，一次只能测定一种目标基因，常被

用于食管癌 ｍｉＲＮＡ的确证实验。这两种方法都是检测 ｍｉＲ

ＮＡ的常用方法，由于ＲＴＰＣＲ价格便宜，精确度高，被越来越

多的研究者采用。细胞信号转导以细胞感受、转导机体内外环

境信息的分子通路、生物个体发育过程中调节基因表达和代谢

生理反应等为其研究内容。细胞信号转导技术后来也成为研

究食管癌ｍｉＲＮＡ功能的主要方法。Ｈｉｙｏｓｈｉ等
［１１］用ＲＴＰＣＲ

ＴａｑＭａｎ探针和原位杂交技术研究发现，ｍｉｒ２１与食管鳞癌细

胞程序性细胞死亡基因４呈负相关。ｍｉｒ２１可能成为食管鳞

癌治疗的新靶点。至此，食管癌 ｍｉＲＮＡ的研究进入治疗靶点

的探索。本试验中用到的ＴａｑＭａｎ荧光探针是一种寡核苷酸

探针，荧光基团连接在探针的５′末端，而淬灭剂则在３′末端，

自身不发光，当与靶基因结合后，淬灭基团失活，则发出荧光。

原位杂交技术是经典的研究 ｍｉＲＮＡ的方法，可直观了解食管

癌ｍｉＲＮＡ表达方式。近年来，ｍｉＲＮＡ的检测技术也得到了

迅猛发展，出现了一大批高通量、高科技技术。ｘＭＡＰ液态芯

片技术是高通量检测技术的新亮点，它采用了ＤＮＡＲＮＡ嵌

合探针，该嵌合探针中，ＲＮＡ碱基序列部分与靶 ｍｉＲＮＡ相互

补，ＤＮＡ碱基序列部分与微球上的捕捉序列相互补，形成微
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球嵌合探针ｍｉＲＮＡ复合物。ｘＭＡＰ液态芯片技术是一种高

效的筛选ｍｉＲＮＡ的方法。还有新一代高通量测序技术，可以

一次完成数十万到数百万条ＤＮＡ、ＲＮＡ分子的序列测定，有

分析结果准确、快速、高灵敏度和高自动化的特点，对 ｍｉＲＮＡ

的检测起着巨大的推动作用。目前常用的有罗氏公司的４５４

测序、Ｉｌｌｕｍｉｎａ公司的Ｓｏｌｅｘａ测序和ＡＢＩ公司的ＳＯＬＩＤ测序。

国内对食管癌组织ｍｉＲＮＡ的研究，多集中在食管癌组织特异

性ｍｉＲＮＡ的探索发现。蔡惠
［１２］用基因芯片筛查和ｑＲＴＰＣＲ

验证得出：食管鳞癌组织中ｈｓａｍｉｒ１２６高表达，而ｈｓａｍｉｒ

５１８ｂ低表达。ｈｓａｍｉｒ１２６在食管癌中的作用可能是促进肿瘤

血管生成。李高峰和李桂生［１３］用ＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法

研究ｍｉｒ９前体分子对食管癌细胞株 ＴＥ６中核因子κＢ（ＮＦ

κＢ）ｍＲＮＡ表达的影响，研究表明 ｍｉｒ９前体分子可阻断食管

癌细胞株中ＮＦκＢ的生物活性，进一步研究表明ｍｉｒ９前体分

子能调控食管癌细胞株中ＮＦκＢ１的表达，为 ｍｉＲＮＡ用于食

管癌的生物治疗提供了理论依据。叶昱坪和刘真真［１４］发现

ｍｉｒ１２９在食管鳞癌组织和食管鳞癌细胞系中有高表达，ｍｉｒ

１２９水平与临床分期和淋巴结转移存在相关性。

虽然，国内外对食管癌组织 ｍｉＲＮＡ定量分析的方法很

多，但是这些检测都只是相对定量，而不是绝对定量，因为（１）

初始样本量不同：每克组织中的水分、癌细胞含量未知。（２）组

织样本可能的ＲＮＡ 降解不同：标本离体时间、保存条件不同。

（３）核酸回收率不同：总 ＲＮＡ 的提取方法不同、试剂不同。

（４）ｃＤＮＡ合成效率不同：仪器、试剂不同。（５）扩增效率不同、

内参基因不同。以上种种没有统一的标准，使结果的重复性较

差，有的甚至出现截然相反的结论，严重阻碍着食管癌组织

ｍｉＲＮＡ检测的发展和应用。再者，食管癌组织 ｍｉＲＮＡ检测

需要采集较多的新鲜组织（２０～８０ｍｇ），不宜作为术前筛查，

也阻碍着食管癌组织ｍｉＲＮＡ检测，理想的方法是能从体液中

检测到特异性ｍｉＲＮＡ，监测食管癌的发生与发展。鉴于外周

血易采集、创伤性小、可用于检测多项指标等优点［１５］，在其中

寻找合适的ｍｉＲＮＡ作为早期诊断标志物，对于降低食管癌的

病死率具有重大实际意义。

２　食管癌外周血ｍｉＲＮＡ检测技术及其应用

一般认为若外周血 ｍｉＲＮＡ可以成为食管癌新的生物标

志物，则外周血ｍｉＲＮＡ必须满足下列２个条件：首先，食管癌

患者外周血中存在稳定的 ｍｉＲＮＡ。Ｍｉｔｃｈｅｌｌ等
［１６］、Ｇｉｌａｄ

等［１７］和Ｃｈｅｎ等
［１８］研究发现，血清和血浆中存在稳定的 ｍｉＲ

ＮＡ，这为用血清、血浆检测食管癌患者 ｍｉＲＮＡ提供了可行性

依据；其次，食管癌患者外周血 ｍｉＲＮＡ水平随着病情的发展

而变化，简单地说，ｍｉＲＮＡ水平能反映患者的临床状态，这是

食管癌患者外周血ｍｉＲＮＡ能否成为潜在生物标志物的关键。

Ｇｉｌａｄ等研究怀孕早期、怀孕晚期和未怀孕者血清中 ｍｉＲＮＡ，

发现有些ｍｉＲＮＡ不仅在怀孕者和未怀孕者之间有明显差异，

而且晚期孕妇与早期孕妇血清中的水平也有明显差异，提示了

血清ｍｉＲＮＡ水平能反映患者的临床状态。这为血清 ｍｉＲＮＡ

用于食管癌的早期诊断、肿瘤监测提供了可行性依据。Ｚｈａｎｇ

等［１９］用ｓｏｌｅｘａ筛查、ｑＲＴＰＣＲ验证研究了２９０例食管鳞癌患

者血清ｍｉＲＮＡ的表达，发现与健康对照者相比，食管癌患者

血清中 ｍｉｒ１０ａ、ｍｉｒ２２、ｍｉｒ１００、ｍｉｒ１４８ｂ、ｍｉｒ２２３、ｍｉｒ１３３ａ、

ｍｉｒ１２７３ｐ有明显上升。这７种 ｍｉＲＮＡ 组合对食管鳞状细

胞癌诊断的特异性为９６％，比癌胚抗原（ＣＥＡ）（１００％）稍低；

敏感度为７８．５％，远远高于ＣＥＡ（１３．４％）。结果表明，血清

ｍｉＲＮＡ可作为食管癌早期筛查指标，不可作为食管癌监测的

指标。本次试验ＲＴＰＣＲ技术中内参的选择是新问题：组织

ｍｉＲＮＡ检测时使用的内参Ｕ６和ｒ５Ｓ在本实验体系中均会被

降解，未能找到合适的内参。不得不改用标准化样品及试剂来

用绝对定量检测。

外周血的常规检测可以提取血浆、血清、单个核细胞，还有

的用全血。全血中含有大量血细胞，更能反映肿瘤特异性

ｍｉＲＮＡ。Ｈａｕｓｌｅｒ等
［２０］等用全血检测 ｍｉＲＮＡ在卵巢癌患者

中的表达，目前尚无全血检测食管癌患者 ｍｉＲＮＡ的报道。血

浆和血清去除了全血中的红细胞、白细胞和血小板，大大减少

了血细胞的干扰，实验证明可以用于食管癌 ｍｉＲＮＡ的检测，

但是，单一ｍｉＲＮＡ的敏感性、特异性均不高，有待发现一些敏

感性、特异性更高的ｍｉＲＮＡ作为食管癌早期筛查和肿瘤监测

的指标。Ｍｉｔｃｈｅｌｌ等
［１６］研究发现血浆和血清中的 ｍｉＲＮＡ具

有正相关，为外周血ｍｉＲＮＡ检测样本的选择提供了方便。单

个核细胞的主要成分是淋巴细胞，淋巴细胞是人体免疫监测的

主力军，它可能与肿瘤的发生和发展密切相关。目前，有报道

用单个核细胞检测乙型肝炎 ｍｉＲＮＡ的表达，但是单个核细胞

的收集有实效性（４ｈ以内），且提取较繁琐，尚未见报道用于

食管癌患者外周血单个核细胞ｍｉＲＮＡ的检测。

３　食管癌组织和外周血检测ｍｉＲＮＡ的不同标本的比较

ｍｉＲＮＡ标本特点见表１。

表１　ｍｉＲＮＡ标本的特点

标本 成分 取材 ｍｉＲＮＡ

全血 含有血浆、白细胞、红细胞、血小板等 容易 肿瘤分泌的ｍｉＲＮＡ含量较高

血清 不含血细胞、含纤维蛋白 容易 稳定，但含量较少，可做定量分析

血浆 不含血细胞、纤维蛋白 容易 稳定，但含量较少，可做定量分析，与血清水平相关

单个核细胞 含有大量淋巴、单核细胞，不含纤维蛋白 较繁琐 含量高，但取材无法量化，无法做定量分析

组织 含有大量蛋白质 困难 含量高，重复性差，无法做绝对定量分析，只能与癌旁组织作比较分析

４　展　　望

食管癌患者ｍｉＲＮＡ的检测将推动关于食管癌发生和发

展的研究，可能为食管癌的治疗提供新的思路和方法。人们可

根据ｍｉＲＮＡ的检测和环境的实际需要采用不同的样本，而血

清标本无创且易获得，有望成为理想的食管癌生物标志物，用

于提高食管癌早期诊断、监测复发和转移，改善患者的生存率。
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组织激肽释放酶激肽系统及其与心血管疾病的关系

曹步清 综述，刘铁牛 审校（解放军第三○三医院检验科，南宁　５３００２１）

　　【关键词】　组织激肽释放酶；　缓激肽；　缓激肽受体；　心血管疾病
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　　组织激肽释放酶激肽系统（ＫＫＳ）广泛存在于动物体的各

种组织中，通过多条信号通路产生多种生物学作用，参与多器

官功能调节和多种病理生理过程，如心血管、肾脏和神经系统

的调节，细胞增殖、炎症、凋亡等过程。

１　ＫＫＳ的组成和生物学活性

ＫＫＳ的组成包括激肽释放酶原、激肽释放酶（ＫＬＫ）、激肽

原、激肽和激肽受体。组织中存在的激肽释放酶原活化后成为

激肽释放酶。激肽释放酶分为两种类型：组织激肽释放酶和血

浆激肽释放酶，二者在其相对分子质量、底物特异性、免疫生物

学特性、基因结构以及所释放的激肽类型等方面均存在明显差

异。血浆激肽释放酶基因由１５个外显子和１４个内含子组成，

位于４ｑ３５染色体上，具有丝氨酸蛋白酶活性，可催化肝脏中合

成的前体物激肽原降解，释放缓激肽。血浆激肽释放酶由肝细

胞特异性表达，其功能是在调节血管收缩程度和炎症过程中通

过释放缓激肽参加血液凝固、纤维蛋白溶解［１］。此外，血浆激

肽释放酶在肾上腺、肾脏、胎盘和骨骼肌上也有表达。组织激

肽释放酶属于一组紧密联系的丝氨酸蛋白酶类，相对分子质量

（２４～４５）×１０３，等电点在３．５～４．４，它广泛存在于肾、胰腺、

胃肠道黏膜及中枢神经系统等许多组织中，以激肽原酶原的形

式在组织中合成，再经胰蛋白酶激活形成组织激肽释放酶，并

可释放至血液循环，其活性能被抑肽酶或它的内源性抑制剂

ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ所抑制。

长期以来，人们一直认为 ＫＬＫ基因家族只有３个基因：

ＫＬＫ１、ＫＬＫ２和ＫＬＫ３。ＫＬＫ１对心血管、肾脏和中枢神经系

统具有重要的保护作用，而ＫＬＫ２和 ＫＬＫ３（也称为前列腺特

异性抗原）则被认为是前列腺癌的标志物。目前的研究表明，

组织激肽释放酶基因家族至少有１５个基因组成（ＫＬＫ１～

１５），并且这１５个激肽释放酶相关基因都处于１９ｑ１３．４这条染

色体上。系统进化分析法发现，Ｋａｌｌｉｋｒｅｉｎ家族可分为５个亚

系：第１组 ＫＬＫ４、ＫＬＫ５、ＫＬＫ１４；第２组 ＫＬＫ９、ＫＬＫ１１、

ＫＬＫ１５；第３组 ＫＬＫ１０、ＫＬＫ１２；第４组 ＫＬＫ６、ＫＬＫ１３；第５

组ＫＬＫ８和经典的ＫＬＫ１、ＫＬＫ２、ＫＬＫ３
［２］。
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