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miR-155-5p和ELK3在胰腺癌中的表达及临床意义
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  摘 要:目的 分析miR-155-5p和ELK3在胰腺癌患者中的表达情况,以及二者与患者临床病理特征及

预后的关系。方法 收集2015年6月至2016年12月在该院行手术切除的64例原发性胰腺癌患者术后的癌

组织及癌旁组织。采用实时荧光定量PCR法检测胰腺癌组织及癌旁组织中的miR-155-5p表达情况,免疫组化

染色法测定胰腺癌组织及癌旁组织中ELK3表达情况,分析二者与胰腺癌临床病理特征的关系,并对全部患者

进行随访,分析miR-155-5p、ELK3表达对胰腺癌患者预后的影响。结果 胰腺癌组织中 miR-155-5p表达水

平及ELK3的阳性表达率明显高于癌旁组织,差异有统计学意义(P<0.05)。miR-155-5p低表达23例,高表

达41例。胰腺癌组织中miR-155-5p高表达率与低表达率在不同组织分化程度、肿瘤直径及淋巴结转移情况

患者中比较,差异有统计学意义(P<0.05)。胰腺癌组织中ELK3阴性表达率与阳性表达率在不同组织分化程

度及淋巴结转移情况患者中比较,差异有统计学意义(P<0.05)。miR-155-5p高表达胰腺癌患者1年总存活

率明显低于低表达患者(P<0.05),ELK3阳性表达胰腺癌患者1年总存活率明显低于阴性表达患者(P<
0.05)。Cox模型多因素回归分析结果显示,组织分化程度、淋巴结转移、miR-155-5p、ELK3是影响胰腺癌预后

的独立危险因素。结论 胰腺癌组织中miR-155-5p、ELK3表达上调,且与患者组织分化程度及淋巴结转移情

况等临床病理特征有关,可能成为胰腺癌患者不良预后的生物标志物。
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ExpressionsandclinicalsignificancesofmiR-155-5pandELK3inpancreaticcancer
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Abstract:Objective TodetectexpressionofmiR-155-5pandELK3inpancreaticcancer,analyzetherela-

tionshipbetweenexpressionofthetwoindicatorsbetweenclinico-pathologicalcharacteristicsandprognosis.
Methods Tumortissuesandadjacenttissuesof64casesofpatientswithprimarypancreaticcancerunderwent
surgicalresectioninPanjinCentralHospitalfromJune2015toDecember2016werecollected.Theexpression
ofmiR-155-5pinpancreatictumortissuesandadjacenttissuesweredetectedbyreal-timefluorescencequanti-
ficantionPCR,theexpressionofELK3inpancreatictumortissuesandadjacenttissueswasdeterminedbyim-
munohistochemicalstaining,analyzedtheirrelationshipswithclinicopathologicalfeaturesofpancreaticcancer,
allpatientswerefollowed-up,analyzedtheeffectsoftheexpressionsofmiR-155-5pandELK3ontheprogno-
sisofpancreaticcancerpatients.Results TheexpressionlevelofmiR-155-5pandthepositiveexpressionrate
ofELK3inpancreaticcancertissuesweresignificantlyhigherthanthoseinadjacenttissues,thedifferences
weresignificant(P<0.05).Therewas23caseswithhighexpressionofmiR-155-5p,41caseswithlowex-
pressionofmiR-155-5p.Thereweresignificantdifferencesbetweenhighexpressionrateandlowexpression
rateofmiR-155-5pinpatientswithdifferenthistologicaldifferentiation,tumordiameterandlymphnodeme-
tastasisratestatus(P<0.05).Thereweresignificantdifferencesbetweenpositiveexpressionrateandnega-
tiveexpressionrateofELK3inpatientswithdifferenthistologicaldifferentiationandlymphnodemetastasis-
ratestatus(P<0.05).The1-yearoverallsurvivalrateofpatientswithhighexpressionsofmiR-155-5pwas
significantlylowerthanthatofpatientswithlowexpressionsofmiR-155-5p(P<0.05).The1-yearoverall
survivalrateofELK3-positivepancreaticcancerpatientswassignificantlylowerthanthatofnegativepatients
(P<0.05).Coxmodelmultivariateanalysisshowedthattumordifferentiation,lymphnodemetastasis,miR-
155-5pandELK3wereindependentriskfactorsaffectingtheprognosisofpancreaticcancer.Conclusion The
expressionsofmiR-155-5pandELK3up-regulatedinpancreaticcancer,andrelatetoclinicopathologicalfea-
turessuchastumordifferentiationandlymphnodemetastasis,whichmightbebiomarkersofpoorprognosis
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inpatientswithpancreaticcancer.
Keywords:pancreaticcancer; miR-155-5p; ELK3; prognosis

  胰腺癌是一种恶性程度较高的常见消化道肿瘤,
病死率居恶性肿瘤第4位,居消化道恶性肿瘤第2
位[1]。目前,唯一可能根治胰腺癌的方法是手术切除

肿瘤,但由于多数胰腺癌发现时已处于中晚期,无法

行手术切除,而胰腺癌早期易发生浸润和转移,对放

疗、化疗反应不敏感,使胰腺癌预后极差[2],而目前临

床上仍缺乏有效的判断预后的指标。研究表明,miR-
155-5p在食管鳞癌等肿瘤患者癌组织内表达上调,可
能在胰腺癌预后判断中具有一定应用价值[3]。转录

因子ELK3在血管发生和血管生成中具有重要作用。
LEE等[4]研究表明ELK3在肝癌干细胞中表达上调,
沉默ELK3的表达能够抑制肝癌干细胞的迁移与侵

袭。近年来有研究表明,miR-155-5p可以调节ELK3
的表达,二者与血管生成及癌症发生的相关过程有

关[5]。然而,miR-155-5p、ELK3在胰腺癌中的表达及

作用尚不清楚,本研究拟通过检测胰腺癌患者癌组织

中miR-155-5p和ELK3的表达情况,分析二者的关

系,探讨二者与胰腺癌患者病理特征及生存结局的关

系,以期为胰腺癌治疗及预后提供参考依据,现报

道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2015年6月至2016年12月在

本院行手术切除的64例原发性胰腺癌患者为研究对

象,其中男40例,女24例;年龄40~78岁,平均

(58.45±10.58)岁。所有患者术前均未接受任何化

疗、放疗。本研究经本院伦理委员会批准后进行。
1.2 仪器与试剂 石蜡包埋组织RNA提取试剂盒

购自重鼎生物技术有限公司,反转录试剂盒购自Tka-
ra生物公司,miScriptSYBRGreenPCR试剂盒购自

北京柏奥易思生物科技有限公司,内参 U6的引物探

针由上海生工生物有限公司合成,兔抗人ELK3抗体

购自上海研生生化试剂有限公司。
1.3 方法

1.3.1 标本采集 手术切除组织后30min内立即

采集肿瘤组织及癌旁组织,并用10%甲醛固定后用石

蜡包埋,置于-80℃保存备用。
1.3.2 实时荧光定量PCR检测 采用石蜡包埋组

织RNA提取试剂盒提取RNA,使用反转录试剂盒反

转录获得cDNA,采用miScriptSYBRGreenPCR试

剂盒(含miRNA通用引物)检测 miR-155-5q的表达

水平,反应体系20μL,具体步骤详见试剂盒说明书,
实时荧光定量PCR反应条件:95℃2min;94℃15
s;55℃30s;70℃34s,共40个循环。miR-155-5q
及内参 U6的 引 物 序 列 见 表1。采 用2-△△CT 法 对

miR-155-5q表达水平进行定量分析。以胰腺癌患者

miR-155-5p平均值为分界线,高于平均值为高表达,
低于平均值为低表达。

表1  实时荧光定量PCR引物序列

miRNA 正向引物5'-3' 反向引物5'-3'

miR-155-5q GACTGTTAATGCTAATCGTGATAG GTGCAGGGTCCGAGGTATTC

U6 CTCGCTTCGGCAGCACA AACGCTTCACGAATTTGCGT

1.3.3 免疫组化染色 (1)将石蜡组织标本使用石

蜡切片机制成约4μm厚的切片;(2)切片经二甲苯脱

水,梯度乙醇复水;(3)在pH值为6.0的柠檬酸钠缓

冲液中进行微波修复;(4)滴加3%过氧化氢,磷酸盐

缓冲液(PBS)冲洗切片3min×3次,(5)滴加1%的

牛血清蛋白,孵育30min,吸弃封闭液(PBS代替一抗

的阴性对照除外);(6)滴加兔抗人ELK3抗体(1∶
500),置于湿盒中4℃孵育过夜;(7)PBS冲洗切片3
次,加入二抗,37℃孵育30min。(8)常规 DAB显

色,苏木精复染;(9)将切片依次置入70%乙醇、85%
乙醇、95%乙醇、无水乙醇梯度脱水,二甲苯透明后封

片,显微镜下观察。每张切片随机选取5个视野,每
个视野随机计数100个细胞,以细胞质中呈现褐黄色

为阳性表达。结果判读应用免疫反应积分(IRS)标
准,IRS≤6分为阴性,反之为阳性,IRS=阳性细胞百

分比(PP)×阳性细胞染色强度(SI)。PP=阳性细胞

数/细胞总数×100%,分为5级,未见细胞染色0
分,≤10%为1分,>10%~50%为2分,>50%~
80%为3分,>80%为4分,当表达率≥10%则判断

为阳性,反之为阴性。SI分为4级,未见细胞着色为

阴性0分,弱阳性(+)1分,中等阳性(++)2分,强
阳性(+++)3分。
1.3.4 随访 对所有出院后的患者进行复查或电话

随访,随访时间为12个月,末次随访时间截至2018
年1月30日,记录患者随访期间的生存情况。
1.4 统计学处理 采用SPSS20.0统计软件进行数

据处理 及 统 计 学 分 析。呈 正 态 分 布 的 计 量 资 料

以x±s表示,组间比较采用t检验,计数资料以例数

或百分率表示,组间比较采用χ2 检验,以P<0.05为

差异有统计学意义。
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2 结  果

2.1 miR-155-5p在胰腺癌组织及癌旁组织中的

表达 胰腺癌组织中miR-155-5p表达水平为4.03±
1.18,癌 旁 组 织 中 miR-155-5p表 达 水 平 为1.14±
0.46,胰腺癌组织中 miR-155-5p表达水平明显高于

癌旁组织,差异有统计学意义(t=18.255,P<0.05)。
2.2 ELK3在胰腺癌组织及癌旁组织中的表达 胰

腺癌组织中ELK3阴性表达率、阳性表达率分别为

32.81%(21例)、67.19%(43例),癌旁组织中ELK3
阴性 表 达 率、阳 性 表 达 率 分 别 为 56.25% (36
例)、43.75%(28例),胰腺癌组织中的阳性表达率明

显高于癌旁组织,差异有统计学意义(P<0.05)。免

疫组化染色图片,见图1。

  注:A为ELK3阴性表达;B为ELK3阳性表达

图1  ELK3在胰腺癌组织及癌旁组织中的表达

表2  miR-155-5p与胰腺癌临床病理特征的关系[n(%)]

临床病理特征 n 低表达 高表达 χ2 P

性别 0.113 0.737

 男 40 15(37.50) 25(62.50)

 女 24 8(33.33) 16(66.67)

年龄(岁) 0.276 0.599

 <60 39 15(38.46) 24(61.54)

 ≥60 25 8(32.00) 17(68.00)

FIGO分期 0.121 0.781

 Ⅰ~Ⅱ 26 10(38.46) 16(61.54)

 Ⅲ~Ⅳ 38 13(34.21) 25(65.79)

肿瘤部位 2.593 0.107

 胰头 39 11(28.21) 28(71.79)

 胰体和胰尾 25 12(48.00) 13(52.00)

组织分化程度 10.520 0.005

 高 25 4(16.00) 21(84.00)

 中 18 6(33.33) 12(66.67)

 低 21 13(61.90) 8(38.10)

肿瘤直径(cm) 6.058 0.014

 <4 12 8(66.67) 4(24.44)

 ≥4 52 15(28.85) 37(71.15)

淋巴结转移 5.138 0.023

 有 37 9(24.32) 28(75.68)

 无 27 14(51.85) 13(48.15)

2.3 miR-155-5p与胰腺癌临床病理特征的关系 
miR-155-5p低表达23例,高表达41例。胰腺癌组织

中miR-155-5p高表达率与低表达率在不同组织分化

程度、肿瘤直径及淋巴结转移情况患者中比较,差异

有统计学意义(P<0.05),在不同性别、年龄、国际妇

产科联盟(FIGO)分期及肿瘤部位患者中比较,差异

无统计学意义(P>0.05),见表2。
2.4 ELK3与胰腺癌临床病理特征的关系 胰腺癌

组织中ELK3阴性表达率与阳性表达率在不同组织

分化程度及淋巴结转移情况患者中比较,差异有统计

学意义(P<0.05),在不同性别、年龄、FIGO分期、肿
瘤部位及肿瘤免疫组化染色图片直径患者中比较,差
异无统计学意义(P>0.05),见表3。

表3  ELK3与胰腺癌临床病理特征的关系[n(%)]

临床病理特征 n 阴性 阳性 χ2 P

性别 2.500 0.114

 男 40 16(40.00) 24(60.00)

 女 24 5(20.83) 19(79.17)

年龄(岁) 1.445 0.229

 <60 39 15(38.46) 24(61.54)

 ≥60 25 6(24.00) 19(76.00)

FIGO分期 1.791 0.181

 Ⅰ~Ⅱ 26 11(42.31) 15(57.69)

 Ⅲ~Ⅳ 38 10(26.32) 28(73.68)

肿瘤部位 0.012 0.912

 胰头 39 13(33.33) 26(66.67)

 胰体和胰尾 25 8(32.00) 17(68.00)

组织分化程度 6.256 0.044

 高 25 5(20.00) 20(80.00)

 中 18 10(55.56) 8(44.44)

 低 21 6(28.57) 15(71.43)

肿瘤直径(cm) 0.525 0.469

 <4 12 5(41.67) 7(58.33)

 ≥4 52 16(30.77) 36(69.23)

淋巴结转移 4.982 0.026

 有 37 8(21.62) 29(78.38)

 无 27 13(48.15) 14(51.85)

2.5 miR-155-5p、ELK3表达水平与胰腺癌患者预后

的关系 miR-155-5p高表达患者1年总存活率为

24.39%,明 显 低 于 低 表 达 患 者 1 年 总 存 活 率

(60.87%,χ2=7.303,P=0.006)。ELK3胰腺癌阳

性患者1年总存活率为23.26%,明显低于阴性患者

1年总存活率(66.67%,χ2=9.077,P=0.003),
见图2。
2.6 影响胰腺癌患者预后因素的Cox回归分析 
Cox模型单因素回归分析结果显示,组织分化程度肿

瘤直径、淋巴结转移、miR-155-5p、ELK3是影响胰腺

癌预后的危险因素;Cox模型多因素回归分析结果显

示,组织分化程度、淋巴结转移、miR-155-5p、ELK3是
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影响胰腺癌预后的独立危险因素。见表4。

表4  影响胰腺癌患者预后因素的Cox回归分析

变量
单因素回归分析

HR 95%CI P

多因素回归分析

HR 95%CI P

性别 0.749 0.533~1.052 0.692 1.415 0.825~2.427 0.346

年龄 0.294 0.071~1.216 0.359 0.908 0.745~1.106 0.142

FIGO分期 1.334 0.746~2.385 0.855 1.479 0.702~3.114 0.473

肿瘤位置 1.174 0.455~3.028 0.601 0.751 0.341~2.203 0.256

组织分化程度 2.359 1.384~4.020 0.000 2.086 1.128~3.857 0.000

肿瘤直径 1.981 1.623~2.419 0.008 1.134 0.436~2.950 0.735

淋巴结转移 1.634 1.112~2.402 0.000 2.220 1.224~4.027 0.000

miR-155-5p 2.243 1.126~4.467 0.000 2.294 1.215~4.330 0.000

ELK3 2.265 1.605~3.195 0.000 2.842 1.586~5.091 0.000

  注:A为miR-155-5p与胰腺癌患者预后的关系;B为ELK3表达

水平与胰腺癌患者预后的关系

图2  miR-155-5p、ELK3表达水平与胰腺癌

患者预后的关系

3 讨  论

  胰腺癌是一种消化道系统肿瘤,主要临床表现为

腹痛、黄疸、消瘦、乏力、腹部包块、食欲不振、腹水、发
热、焦虑、抑郁等,具有起病隐匿、侵袭性强、早期播散

转移、恶性程度高、预后差等特点[6]。近年来,我国胰

腺癌发病率及病死率呈逐年上升的趋势,资料显示,
胰腺癌患者术后中位生存期仅为3~6个月,5年内生

存率低于5%,且数年来无明显改善[7]。胰腺癌的发

病是一个多因素、多基因调控的复杂过程,因此,寻找

与胰腺癌发生、发展相关的生物学标志物,有利于为

胰腺癌治疗及预后判断提供新思路。
miR是一类具有基因调控功能的非编码小分子

RNA,具有反馈调节靶基因的功能,与多种肿瘤的发

生、发展有关[8]。miR-155-5p位于染色体21q21上,
其表达水平与肺癌、胃癌、乳腺癌、宫颈癌、胰腺癌等

恶性肿瘤的发生、发展及预后有关[9]。曾庆等[10]研究

表明miR-155-5p在宫颈癌组织中呈高表达,在疾病

发生、发展过程中扮演重要角色。QU等[11]研究表明

miR-155-5p在结直肠癌中表达异常升高,促进了结直

肠癌细胞的增殖、侵袭和转移。本研究结果显示,胰
腺癌组织中 miR-155-5p表达水平明显高于癌旁组

织,且胰腺癌组织中 miR-155-5p表达率在不同组织

分化程度、肿瘤直径及淋巴结转移患者中有差异,在
不同性别、年龄、FIGO分期及肿瘤部位患者中无差

异,提示miR-155-5p可能与胰腺癌疾病的发生、发展

有关,可能对胰腺癌预后判断有一定参考价值。
Ets家族是最大的信号依赖转录调控因子家族之

一,与细胞的增殖、分化及恶性病变有关,研究表明,
Ets转录因子失调在肿瘤发生、浸润和转移中起着十

分重要的作用[12]。ELK3因子是Ets基因家族成员

之一,是由ERK信号转导途径激活的转录因子,在细

胞迁移、侵袭、伤口愈合、血管生成和肿瘤发生中起重

要作用[13]。HEO等[14]研究表明ELK3在乳腺癌细

胞中表达上调,其表达水平与肿瘤细胞的迁移和侵袭

呈正相关。本研究结果显示,胰腺癌组织中ELK3的

阳性表达率明显高于癌旁组织,且胰腺 癌 组 织 中

ELK3表达率在不同组织分化程度及淋巴结转移患者

中有差异,在不同性别、年龄、FIGO分期、肿瘤部位及

肿瘤直径患者中无差异,提示ELK3可能与胰腺癌疾

病的发生及肿瘤细胞的侵袭与迁移关系密切。
BABA等[15]的研究表明口腔鳞状细胞癌转移到

颈部淋巴结的组织标本中有高水平 miR-155-5p表

达,可能导致口腔鳞状细胞癌转移,影响预后。LI
等[16]研究表明 miR可以调控多个靶点基因,而一个

靶点基因又可以被多种miR所调控,共同参与肿瘤的

发展,其中miR-199a-5p可通过靶向调节Ets-1基因,
参与乳腺癌的侵袭。本研究结果显示,miR-155-5p高

表达胰腺癌患者1年总存活率明显低于低表达患者,
ELK3阳性表达胰腺癌患者1年总存活率明显低于阴

性表达患者,提示 miR-155-5p、ELK3可能与胰腺癌

的预后有关。进一步运用Cox模型多因素回归分析

结果显示,组织分化程度、淋巴结转移、miR-155-5p、
ELK3是影响胰腺癌预后的独立危险因素,提示组织

分化 程 度 高、有 淋 巴 结 转 移、miR-155-5p高 表 达、
ELK3阳性表达的胰腺癌患者发生不良预后的危险性

高,应加强监测。
综上所述,胰腺癌组织中 miR-155-5p、ELK3表
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达上调,与患者组织分化程度、淋巴结转移情况及存

活率关系密切,可能作为胰腺癌患者判断预后的重要

生物标志物。然而,本研究仅初步探讨了 miR-155-5p
和ELK3在胰腺癌中的表达及临床意义,具体生物学

调节机制还不清楚,仍需进一步深入研究。
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  后不能及时测定,检验人员通常更关注室内质

控、标准操作流程、检测系统性能等分析中的质控;而
对于分析前的标本质量的控制、周转时间、样本处理

却不够重视。研究表明分析前的许多因素都将影响

检验结果[6-7],由于目前大部分实验室的日常标本量

大、同时一管标本需测定多个项目,实验室经常会出

现标本离心开盖后等待测定的时间过长,为保证检验

结果的准确性,笔者建议:(1)对于像TCO2 类易受标

本放置时间影响的项目应用单独采血管采集标本,并
作为急诊检验项目测定,同时应严格记录标本采集时

间、标本开盖时间。(2)由于TCO2 在开盖后1h内逸

散最快(约8.0%),建议TCO2 测定最好开盖后立即

测定,如不能及时测定必须闭盖保存。(3)设计一款

专用TCO2 测定仪能像血常规一样在闭盖下进行穿

刺检测,既解决了开盖后逸散的问题,又解决了开盖

后复查的问题。
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