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  摘 要:目的 研究血清微小RNA
 

miR-32-5p、miR-409-3p在宫颈癌诊断和预后中的临床价值。方法 
选择2015年1月至2016年12月在该院行宫颈癌手术切除的患者112例为宫颈癌组,选择同期在该院就诊确

诊为子宫颈上皮内瘤变(CIN)患者72例为CIN组,选择体检健康者45例为健康对照组。观察各组血清 miR-
32-5p、miR-409-3p、人绒毛膜促性腺激素(β-HCG)、血清糖类抗原(CA)125水平的变化,并分析血清 miR-32-
5p、miR-409-3p表达与临床指标、诊断和预后的关系。结果 宫颈癌组术前血清 miR-32-5p、β-HCG水平明显

高于CIN组和健康对照组(P<0.05),CIN组明显高于健康对照组(P<0.05),宫颈癌组术后血清 miR-32-5p、

β-HCG水平较术前明显降低(P<0.05)。宫颈癌组的术前血清 miR-409-3p水平明显低于CIN组和健康对照

组(P<0.05),CIN组明显低于健康对照组(P<0.05),宫颈癌组术后血清 miR-409-3p水平较术前明显升高

(P<0.05)。生存组血清miR-32-5p水平明显低于死亡组(P<0.05),而血清 miR-409-3p水平明显高于死亡

组(P<0.05)。血清miR-32-5p、miR-409-3p水平诊断宫颈癌的效能明显优于β-HCG,miR-32-5p和 miR-409-
3p联合检测诊断和预测3年内出现死亡的效能明显优于单项指标。结论 miR-32-5p、miR-409-3p参与宫颈

癌的发生、发展,在宫颈癌的诊断和预后判断中具有重要的临床意义。
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Abstract:Objective To

 

study
 

the
 

clinical
 

value
 

of
 

serum
 

microRNA
 

miR-32-5p
 

and
 

miR-409-3p
 

in
 

the
 

di-
agnosis

 

and
 

prognosis
 

of
 

cervical
 

cancer.Methods From
 

January
 

2015
 

to
 

December
 

2016,112
 

patients
 

who
 

underwent
 

cervical
 

cancer
 

resection
 

in
 

the
 

hospital
 

were
 

selected
 

as
 

cervical
 

cancer
 

group,72
 

patients
 

with
 

cer-
vical

 

intraepithelial
 

neoplasia
 

(CIN)
 

diagnosed
 

in
 

the
 

hospital
 

during
 

the
 

same
 

period
 

were
 

selected
 

as
 

CIN
 

group,and
 

45
 

healthy
 

people
 

were
 

selected
 

as
 

healthy
 

control
 

group.The
 

levels
 

of
 

serum
 

miR-32-5p,miR-409-
3p,human

 

chorionic
 

gonadotropin
 

(β-HCG)
 

and
 

serum
 

carbohydrate
 

antigen
 

(CA)
 

125
 

were
 

observed,and
 

the
 

relationship
 

between
 

serum
 

miR-32-5p,miR-409-3p
 

and
 

clinical
 

indicators,diagnosis
 

and
 

prognosis
 

was
 

ob-
served.Results The

 

preaperative
 

serum
 

levels
 

of
 

miR-32-5p
 

and
 

β-HCG
 

in
 

cervical
 

cancer
 

group
 

were
 

signifi-
cantly

 

higher
 

than
 

those
 

in
 

CIN
 

group
 

and
 

healthy
 

control
 

group
 

(P<0.05),and
 

those
 

in
 

CIN
 

group
 

were
 

sig-
nificantly

 

higher
 

than
 

those
 

in
 

healthy
 

control
 

group
 

(P<0.05),and
 

serum
 

levels
 

after
 

operation
 

were
 

signifi-
cantly

 

lower
 

than
 

those
 

before
 

operation
 

(P<0.05).The
 

preaperative
 

serum
 

level
 

of
 

miR-409-3p
 

in
 

cervical
 

cancer
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

CIN
 

group
 

and
 

healthy
 

control
 

group
 

(P<0.05),and
 

that
 

in
 

CIN
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

healthy
 

control
 

group
 

(P<0.05),and
 

the
 

serum
 

level
 

after
 

op-
eration

 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

before
 

operation
 

(P<0.05).The
 

serum
 

level
 

of
 

miR-32-5p
 

in
 

the
 

survival
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

death
 

group
 

(P<0.05),while
 

the
 

serum
 

miR-409-3p
 

level
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

death
 

group
 

(P<0.05).The
 

serum
 

levels
 

of
 

miR-32-5p
 

and
 

miR-409-3p
 

were
 

significantly
 

better
 

than
 

β-HCG
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

cervical
 

cancer.The
 

combined
 

detection
 

of
 

miR-32-5p
 

and
 

miR-409-3p
 

was
 

superior
 

to
 

single
 

index
 

in
 

the
 

diagnosis
 

and
 

prediction
 

of
 

death
 

within
 

3
 

years.Conclusion miR-32-5p
 

and
 

miR-409-3p
 

are
 

involved
 

in
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

cervical
 

canc-
er,and

 

have
 

important
 

clinical
 

significance
 

in
 

the
 

diagnosis
 

and
 

prognosis
 

of
 

cervical
 

cancer.
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  宫颈癌是常见的女性肿瘤,在我国每年确诊病例

达13万,占全球总数的28.8%,其发病率占女性肿瘤

的第2位,且其发病率逐年升高,呈年轻化趋势[1]。
部分宫颈癌的发生由子宫颈上皮内瘤变(CIN)转变而

来,CIN疾病的监测、早期鉴别CIN和宫颈癌对提高

宫颈 癌 的 预 后 具 有 重 要 临 床 意 义[2]。微 小 RNA
(miRNA)是一种小分子非编码RNA,约有1/3的人

类基因被miRNA调控,与mRNA结合后调控机体靶

基因功能,是肿瘤辅助诊断、疾病监测和疗效评估的

潜在肿瘤标志物。同时,由于血液中的 miRNA十分

稳定,经反复冻融和酸碱处理均能够稳定存在,故血

清miRNA可用于监测肿瘤发生、发展和预后[3]。有

研究证实,多种肿瘤患者血清中 miR-32-5p、miR-409-
3p等 miRNA存在异常[4-5],本研究通过检测宫颈癌

患者血清 miR-32-5p、miR-409-3p水平,观察其在宫

颈癌诊断和预后中的价值,现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2015年1月至2016年12月在

本院行宫颈癌手术切除的患者112例为宫颈癌组,均
行病理确诊,年龄35~79岁,平均(53.61±14.64)
岁;肿瘤单发41例,多发71例;按照国际妇产科协会

(FIGO)分期:Ⅰ期25例,Ⅱ期33例,Ⅲ期32例和Ⅳ
期22例。选择同期在本院就诊确诊为CIN的患者

72例 为 CIN 组,年 龄32~79岁,平 均(54.17±
12.37)岁,其中CIN

 

Ⅰ期31例,CIN
 

Ⅱ期25例和

CIN
 

Ⅲ期16例。另选择同期在本院体检健康者45
例为健康对照组,年龄34~79岁,平均(53.72±
12.75)岁。研究对象均签署知情同意书,本研究经医

院伦理委员会审核通过。排除标准:其他恶性肿瘤;
炎症性、血液性和免疫性疾病;孕妇和哺乳期妇女;智
力低下或精神障碍。3组研究对象一般资料比较,差
异无统计学意义(P>0.05)。
1.2 方法

1.2.1 血液标本保存与检测 在入组健康体检者体

检时,以及患者入院后和手术后1周分别抽取肘静脉

血2
 

mL。采用离心机将血液离心,离心半径15
 

cm,
离心速度3

 

000
 

r/min,离心15
 

min,抽取上清液放置

在除酶管内,置于-70
 

℃冰箱中保存。血清人绒毛膜

促性腺激素(β-HCG)、血清糖类抗原(CA)125标本采

用酶联免疫吸附试验法检测。
1.2.2 血清总RNA的提取和 miRNA的检测 受

试者血清400
 

μL,采用TaqMan
 

miRNA试剂盒提取

血清总RNA,反转录引物由上海化生有限公司合成。
miR-409-3p上游引物序列:5'-GCG

 

AAT
 

GTT
 

GCT
 

CGG
 

TGA-3';下 游 引 物 序 列:5'-GTG
 

CAG
 

GGT
 

CCG
 

AGG
 

T-3'。miR-32-5p上游引物序列:5'-GGA
 

GAU
 

AUU
 

GCA
 

CAU
 

UAC
 

UA-3';下游引物序列:

5'-UUA
 

GUG
 

UGU
 

GUG
 

AUA
 

UUU
 

UC-3'。U6
上游引物序列:5'-GTG

 

CTC
 

CCT
 

GCT
 

TCG
 

GCA
 

GCA-3';下游引物序列:5'-AAA
 

AAT
 

ATG
 

GAA
 

CGC
 

TTC
 

ACG
 

AAT
 

TTG-3'。
选择反转录酶1

 

μL、RNA
 

5
 

μL和3
 

μL引物,在
15

 

μL的反应体系中,采用美国 ABI
 

TaqMan
 

Pre-
Amp

 

Master
 

Mix进行扩增,扩增条件为:在16
 

℃
 

30
 

min,42
 

℃反应30
 

min和85
 

℃反应5
 

min。反转

录配制20
 

μL反应体系,放置在荧光定量仪中进行反

应,反应条件为:95
 

℃预变性为15
 

min,94
 

℃变性

15
 

s,55
 

℃退火30
 

s,70
 

℃延伸30
 

s,连续40个循环。
每个样品检测3次,以2-ΔΔCt表示。
1.2.3 观察指标 观察各组血清 miR-32-5p、miR-
409-3p、β-HCG 和 CA125 水 平 的 变 化,以 及 血 清

miR-32-5p、miR-409-3p水平与临床指标、诊断和预后

的关系。
1.3 统计学处理 采用SPSS15.0统计分析软件对

数据进行分析,呈正态分布的计量资料以x±s表示,
多组计量资料采用方差分析,进一步两两比较采用

LSD-t检验,2组计量资料采用两独立样本t检验,治
疗前后比较采用配对t检验。采用Logistic二元回归

分析得出血清 miR-32-5p和 miR-409-3p联合变量,
绘制受试者工作特征曲线(ROC曲线)评价发生宫颈

癌和预测3年内出现死亡的诊断效能。计数资料以

率(%)表示,采用χ2 检验。检验水准α=0.05,以
P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 3组 血 清 miR-32-5p、miR-409-3p、β-HCG 和

CA125水平变化 宫颈癌组术前血清 miR-32-5p、β-
HCG水 平 明 显 高 于 CIN 组 和 健 康 对 照 组(P <
0.05),CIN组明显高于健康对照组(P<0.05),宫颈

癌组术后血清 miR-32-5p、β-HCG水平较术前明显降

低(P<0.05)。宫颈癌组术前血清 miR-409-3p水平

明显低于CIN组和健康对照组(P<0.05),CIN组明

显低于健康对照组(P<0.05),宫颈癌组术后血清

miR-409-3p水平较术前明显升高(P<0.05)。宫颈

癌组术前、CIN组、健康对照组血清CA125水平差异

无统计学意义(P>0.05)。
 

见表1。
2.2 血清 miR-32-5p、miR-409-3p、β-HCG诊断宫颈

癌的效能 血清miR-32-5p(P<0.05)和 miR-409-3p
(P<0.05)诊断宫颈癌的效能明显优于β-HCG(P<
0.05)。将血清 miR-32-5p和 miR-409-3p水平进行

二元 Logistic回归,方程式为Y=1.480XmiR-32-5p-
1.972XmiR-409-3p+0.187,miR-32-5p和 miR-409-3p联

合检测的灵敏度为84.8%,特异度为83.3%,曲线下

面积(AUC)为 0.916,明 显 高 于 miR-32-5p(P<
0.05)和miR-409-3p(P<0.05)单项检测。

 

见表2。
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表1  3组血清 miR-32-5p、miR-409-3p、β-HCG和CA125水平变化(x±s)

组别 n miR-32-5p miR-409-3p β-HCG(KU/L) CA125(KU/L)

健康对照组 45 0.98±0.21 3.86±1.15 2.34±0.72 16.91±7.03

CIN组 72 1.93±0.86 2.36±0.99 4.08±0.80 17.76±7.16

宫颈癌组
 

 术前 112 3.44±1.21 1.41±0.40 4.56±0.94 18.64±6.49

 术后 112 1.45±0.93 2.56±1.08 3.27±0.76 17.25±8.25

表2  血清 miR-32-5p、miR-409-3p、β-HCG
   诊断宫颈癌的效能

指标 临界值
灵敏度

(%)
特异度

(%)
AUC 95%CI

miR-32-5p >2.52 81.2 79.2 0.854 0.794~0.901

miR-409-3p ≤1.91 92.0 75.0 0.817 0.753~0.870

β-HCG(KU/L) >4.76 44.6 83.3 0.653 0.580~0.722

miR-32-5p+miR-409-3p - 84.8 83.3 0.916 0.867~0.952

  注:-表示此项无数据。

2.3 血清 miR-32-5p、miR-409-3p与临床指标的关

系 宫颈癌患者血清 miR-32-5p、miR-409-3p与病理

分级、淋巴结转移、淋巴血管浸润和FIGO分期具有

相关性(P<0.05),而与年龄、肿瘤直径和肿瘤数目无

相关性(P>0.05)。
 

见表3。
2.4 血清 miR-32-5p、miR-409-3p与3年内出现死

亡的关系 112例宫颈癌患者3年内死亡33例(死亡

组),存活79例(生存组)。生存组血清 miR-32-5p水

平明显低于死亡组(P<0.05),而血清miR-409-3p水

平明显高于死亡组(P<0.05)。见表4。

表3  血清 miR-32-5p、miR-409-3p与临床指标的关系(x±s)

临床指标 n
miR-32-5p

表达水平 t P

miR-409-3p

表达水平 t P

年龄(岁) 0.582 0.562 0.656 0.513

 <50 36 3.34±1.45 1.45±0.48

 ≥50 76 3.48±1.09 1.40±0.36

肿瘤直径(cm) 0.611 0.543 0.713 0.478

 <5 45 3.35±1.32 1.45±0.44

 ≥5 67 3.49±1.14 1.39±0.38

肿瘤数目 0.580 0.563 0.682 0.497

 单发 41 3.35±1.37 1.45±0.45

 多发 71 3.49±1.12 1.37±0.37

病理分级 13.526 <0.001 14.490 <0.001

 G1~G2 69 2.68±0.69 1.67±0.23

 G3 43 4.64±0.89 1.00±0.25

淋巴结转移 13.528 <0.001 14.444 <0.001

 有 40 4.72±0.82 0.98±0.24

 无 72 2.72±0.70 1.65±0.23

淋巴血管浸润 11.773 <0.001 12.562 <0.001

 无 45 2.33±0.60 1.79±0.19

 有 67 4.17±0.92 1.16±0.29

FIGO分期 13.043 <0.001 14.127 <0.001

 Ⅰ~Ⅱ期 58 2.53±0.64 1.72±0.21

 Ⅲ~Ⅳ期 54 4.41±0.88 1.08±0.27

2.5 血清 miR-32-5p、miR-409-3p预测宫颈癌3年

内出现死亡的效能 血清 miR-32-5p、miR-409-3p对

预测宫颈癌3年内出现死亡具有较高的效能,2个指

标经二元Logistic回归,方程式为Y=1.027XmiR-32-5p
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-3.691XmiR-409-3p+0.258,miR-32-5p和 miR-409-3p
联合检测的灵敏度为75.8%,特异度为93.7%;AUC
为0.881,明显高于 miR-32-5p(P<0.05)和 miR-
409-3p(P<0.05)单项检测。见表5。

表4  血清 miR-32-5p、miR-409-3p与3年内

   出现死亡的关系(x±s)

组别 n miR-32-5p miR-409-3p

生存组 79 3.25±1.05 1.56±0.35

死亡组 33 3.94±1.13 0.78±0.13

t 3.099 12.422

P 0.003 <0.001

表5  血清 miR-32-5p、miR-409-3p表达预测宫颈癌

   3年内出现死亡的效能

指标 临界值
灵敏度

(%)
特异度

(%)
AUC 95%CI

miR-32-5p(2-ΔΔCt) >4.17 60.6 89.9 0.786 0.699~0.858

miR-409-3p(2-ΔΔCt) ≤1.24 69.7 86.1 0.816 0.731~0.883

miR-32-5p
 

+
 

miR-409-3p - 75.8 93.7 0.881 0.806~0.935

  注:-表示此项无数据。

3 讨  论

  miRNA是一类非编码小分子RNA,由于在血液

中高度稳定,在反复冻融和酸碱等恶劣环境中仍然保

持稳定,故已逐渐被运用到临床诊断和预后判断[6]。
有研究证实,miRNA在宫颈癌的增殖、分化和凋亡等

病理生理过程中具有重要作用,并且在判断预后方面

具有重要临床意义[7]。本研究结果显示,宫颈癌组术

前血清miR-32-5p水平明显高于CIN组和健康对照

组,术后宫颈癌患者血清 miR-32-5p水平明显降低,
说明血清 miR-32-5p与肿瘤组织具有相关性。本研

究结果显示,当血清 miR-32-5p>2.52时,其诊断宫

颈癌的灵敏度为81.2%,特异度为79.2%,AUC为

0.854,明显高于传统指标β-HCG的诊断效能,说明

血清miR-32-5p对宫颈癌具有较高的诊断效能。本

研究结果显示,血清 miR-32-5p与病理分级、淋巴结

转移、淋巴血管浸润和FIGO分期具有相关性,说明

miR-32-5p参与了宫颈癌疾病的发生、发展过程,与文

献报道一致[8]。已知 miR-32-5p在多种肿瘤的发生、
发展中具有重要作用,并且具有双重调节作用,在不

同的肿瘤中可以是抑癌基因也可以是促癌基因[9-10]。
在前列腺癌[4]和结肠癌[11]细胞的研究中证实其表达

出现上调,并且与肿瘤的耐药性具有密切相关性,但
其关于宫颈癌的研究鲜见报道。本研究随访发现,3
年内出现死亡的患者血清 miR-32-5p水平明显高于

存活组患者,说明 miR-32-5p与宫颈癌的预后具有密

切相关性。本研究进一步发现,血清 miR-32-5p预测

3年内发生宫颈癌具有较高的预测效能,当血清 miR-
32-5p>4.17,其诊断宫颈癌的灵敏度为60.6%,特异

度为89.9%,AUC为0.786,说明血清 miR-32-5p对

宫颈癌3年内出现死亡具有较高的预测价值,是宫颈

癌预后的重要指标。
本研究结果显示,宫颈癌组术前血清 miR-409-3p

水平明显低于CIN组和健康对照组,术后宫颈癌患者

血清 miR-409-3p水平较术前明显升高,说明 miR-
409-3p是宫颈癌患者的保护基因,对癌症的发生、发
展具有保护作用,与文献报道一致[12]。在诊断宫颈癌

方面,血清 miR-409-3p诊断宫颈癌的效能明显高于

β-HCG,其灵敏度为92.0%,特异度为75.0%,AUC
为0.817,并且其水平与病理分级、淋巴结转移、淋巴

血管浸润和FIGO分期具有相关性,说明 miR-409-3p
具有抑制肿瘤发生、发展的作用,与肿瘤的生物学特

性具有明显相关性。现已知 miR-409-3p能够通过调

节纤维蛋白原B水平和调节血管内皮或血管内皮生

长因子来影响血管的生长和肿瘤的生长及转移[13-14],
此外,miR-409-3p还可以通过抑制血管素的表达从而

抑制肿瘤血管的生成和新陈代谢[15]。在一项乳腺癌

的研究中发现,miR-409-3p呈低表达,并且通过降低

AKT1的基因表达,达到抑制肿瘤增殖和侵袭的效

果[16]。本研究结果显示,宫颈癌患者随访3年,死亡

组血清miR-409-3p水平明显低于存活组,说明血清

miR-409-3p与宫颈癌预后具有重要联系。进一步分

析与预后的关系发现,血清 miR-409-3p≤1.24时,与
3年内出现死亡具有相关性,其诊断宫颈癌的灵敏度

为69.7%,特异度为86.1%,说明 miR-409-3p是判

断宫颈癌预后的重要指标。
本研究结果显示,miR-32-5p和 miR-409-3p联合

检测对宫颈癌具有更高的诊断效能,明显高于单项检

测,其灵敏度为84.8%,特异度83.3%,其效能的提

高可能与miR-32-5p和 miR-409-3p之间具有互补性

有关,miR-32-5p类 似 癌 基 因 促 进 肿 瘤 的 进 展,而
miR-409-3p类似抑癌基因抑制肿瘤的进展,当两者某

种平衡打破后就可能出现肿瘤的增殖或者退缩,但其

具体机制需要进一步研究。本研究结果还显示,在预

测3年内出现死亡方面,miR-32-5p和 miR-409-3p联

合检测明显优于单项检测,其诊断宫颈癌的灵敏度为

75.8%,特异度为93.7%,AUC为0.881,明显提高

了诊断效能。故 miR-32-5p和 miR-409-3p联合检测

不仅是诊断宫颈癌的重要指标,而且是预测预后的重

要指标。
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