
作者简介:陈木龙,男,主管技师,主要从事临床检验研究。
本文引用格式:陈木龙,陈红虹.miR-181b-3p在胃癌患者血清中的表达及其靶基因预测[J].检验医学与临床,2021,18(17):2549-2552.

·论  著· DOI:10.3969/j.issn.1672-9455.2021.17.024

miR-181b-3p在胃癌患者血清中的表达及其靶基因预测
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  摘 要:目的 研究血清miR-181b-3p检测在胃癌诊断中的价值。方法 采用反转录-聚合酶链反应(RT-
PCR)法检测35例胃癌患者(研究组)和45例健康志愿者(对照组)血清中 miR-181b-3p的相对表达水平,并比

较不同年龄、性别、临床及病理学特征胃癌患者血清中的 miR-181b-3p相对表达水平。绘制受试者工作特征

(ROC)曲线计算曲线下面积,评价 miR-181b-3p对胃癌的诊断效能。结合 miRDB、miRWalk、TargetScan和

DIANA
 

TOOLS数据库预测miR-181b-3p的靶基因,并绘制蛋白互作网络图。结果 与对照组比较,研究组血

清中miR-181b-3p的相对表达水平明显升高,差异有统计学意义(t=7.943,P<0.05)。未/低分化程度、有淋

巴结转移、TNM分期Ⅲ~Ⅳ期胃癌患者血清中miR-181b-3p相对表达水平明显高于中/高分化程度、无淋巴结

转移、TNM分期Ⅰ~Ⅱ期胃癌患者,差异有统计学意义(t=3.509、P<0.001,t=3.080、P=0.004,t=2.641、
P=0.013)。血清miR-181b-3p检测诊断胃癌的ROC曲线下面积为0.886

 

(95%CI:0.815~0.956),灵敏度

为68.8%,特异度为91.1%。miR-181b-3p预测靶基因所编码蛋白质间相互作用关系较复杂。结论 血清

miR-181b-3p在胃癌患者中表达上调,且能够有效区分胃癌患者和健康人群,有望作为诊断胃癌的生物标志物。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

diagnostic
 

value
 

of
 

expression
 

of
 

miR-181b-3p
 

in
 

the
 

serum
 

of
 

gas-
tric

 

cancer
 

patients.Methods The
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

miR-181b-3p
 

in
 

serum
 

of
 

35
 

patients
 

with
 

gas-
tric

 

cancer
 

(study
 

group)
 

and
 

45
 

healthy
 

volunteers
 

(control
 

group)
 

was
 

detected
 

by
 

RT-PCR,and
 

the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-181b-3p
 

in
 

serum
 

of
 

patients
 

with
 

gastric
 

cancer
 

with
 

different
 

age,gender,clinical
 

and
 

pathological
 

characteristics
 

were
 

compared.Receiver
 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve
 

was
 

drawn
 

to
 

calculated
 

the
 

area
 

under
 

the
 

curve,and
 

the
 

diagnostic
 

efficiency
 

of
 

miR-181b-3p
 

was
 

evaluated.The
 

target
 

genes
 

of
 

miR-181b-3p
 

were
 

predicted
 

by
 

miRDB,miRWalk,TargetScan
 

and
 

DIANA
 

TOOLS.Meanwhile,pro-
tein-protein

 

interaction
 

network
 

was
 

constructed.Results The
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

miR-181b-3p
 

in
 

study
 

group
 

was
 

significant
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

control
 

group
 

(t=7.943,P<0.05).The
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

miR-181b-3p
 

in
 

serum
 

of
 

gastric
 

cancer
 

patients
 

with
 

no/low
 

degree
 

of
 

differentiation,lymph
 

node
 

me-
tastasis,and

 

TNM
 

Ⅲ-Ⅳstage
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

gastric
 

cancer
 

patients
 

with
 

medium/
high

 

degree
 

of
 

differentiation,no
 

lymph
 

node
 

metastasis,and
 

TNM
 

Ⅰ-Ⅱstage,and
 

the
 

differences
 

were
 

sta-
tistically

 

significant
 

(t=3.509,P<0.001;t=3.080,P=0.004;t=2.641,P=0.013).The
 

area
 

under
 

the
 

ROC
 

curve
 

of
 

miR-181b-3p
 

was
 

0.886
 

(95%CI:0.815-0.956),the
 

sensitivity
 

and
 

specificity
 

of
 

miR-181b-3p
 

were
 

68.8%
 

and
 

91.1%
 

respectively.Protein
 

interaction
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

interaction
 

was
 

more
 

com-
plex

 

between
 

the
 

proteins
 

encoded
 

by
 

the
 

predicted
 

miR-181b-3p
 

target
 

genes.Conclusion The
 

level
 

of
 

miR-
181b-3p

 

up-regulated
 

in
 

gastric
 

cancer
 

patients
 

and
 

which
 

could
 

be
 

used
 

to
 

distinguish
 

gastric
 

cancer
 

patients
 

from
 

healthy
 

people.miR-181b-3p
 

is
 

expected
 

to
 

be
 

one
 

of
 

biomarkers
 

for
 

early
 

diagnosis
 

of
 

gastric
 

cancer.
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  胃癌是消化系统常见恶性肿瘤,其病死率在全球

癌症中位居第二位,每年全球新增患者约100万,中
国占42%,全球死亡人数约80万,中国占35%[1]。胃

癌Ⅰ期患者5年生存率可达90%,而Ⅳ期患者5年生
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存率仅为5%[2]。目前,对胃癌的早期诊断及治疗方

案的选择均缺少有指导意义的特异性指标,从而导致

胃癌的5年生存率并无明显改善。因此,探索能反映

胃癌发生、发展情况的标志物,对早期防治胃癌和改

善胃癌预后具有重要意义。微小RNA(miRNA)
 

是

长度为19~24个核苷酸的内源性短链RNA,在个体

发育、细胞分化、增殖及凋亡等过程中起重要调控作

用。近年来有研究发现,人类30%以上的蛋白质编码

基因可能受miRNA的调控,大约50%的 miRNA位

于肿瘤相关的基因组区域,广泛参与肿瘤发生,因此,
miRNA可以作为临床辅助诊断肿瘤和预后判断的分

子标志物[3]。miR-181b-3p在不同类型肿瘤中的研究

均有报道,例如 miR-181b-3p在非小细胞肺癌[4]、星
形细胞瘤[5]中低表达,但在乳腺癌[6]、骨肉瘤[7]中高

表达。本研究通过分析胃癌患者血清中的 miR-181b-
3p相对表达水平,以及诊断效能,为寻找有效的胃癌

诊断生物标志物提供参考依据。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取本院2019年6月至2020年6
月收治的胃癌患者35例作为研究组,其中男23例,
女12例;平均年龄(57.51±6.84)岁。同期健康志愿

者45例作为对照组,其中男25例,女20例;平均年

龄(56.71±6.87)岁。胃癌患者均经胃镜病理检查确

诊,且均为初诊;近3个月未规律服用过抑酸药、胃黏

膜保护剂、非甾体类药物、抗菌药物。
1.2 试剂 总RNA提取试剂盒、反转录试剂盒、反
转录-聚合酶链反应(RT-PCR)试剂盒购自北京索莱

宝科技有限公司。miR-181b-3p和内参 U6引物均购

自生工生物工程(上海)股份有限公司。
1.3 检测方法 采集所有研究对象空腹外周静脉血

5
 

mL,在2
 

h内离心15
 

min(3
 

000
 

r/min、室温),分离

出血清作为标本,置于-80
 

℃冰箱中保存备用。取血

清,加入Trizol进行裂解。总RNA提取根据总RNA
提取试剂盒说明书步骤进行。测定所提取的RNA水

平后,利用反转录试剂盒将 RNA 反转录为cDNA。
以cDNA为模板,使用RT-PCR试剂盒进行PCR扩

增。U6为内参。用2-ΔΔCt 法计算血清 miR-181b-3p
的相对表达水平。
1.4 统计学处理 采用GraphPad

 

Prism
 

8软件进行

数据处理及统计分析。呈正态分布、方差齐的计量资

料以x±s表示,组间比较采用t检验;绘制受试者工作

特征(ROC)曲线分析miR-181b-3p诊断胃癌的灵敏度

和特异度。以P<0.05为差异有统计学意义。使用

miRDB、miRWalk、TargetScan 和 DIANA
 

TOOLS
数据库预测miR-181b-3p的靶基因,然后用Veney

 

2.
1.0软件绘制韦恩图,运用Cytoscape_v3.6.1软件绘

制出蛋白互作(PPI)网络图。
2 结  果

2.1 两组血清中miR-181b-3p相对表达水平比较 

对照组与研究组 miR-181b-3p相对表达水平分别为

1.01±0.31、1.89±0.66,研究组较对照组明显升高,
差异有统计学意义(t=7.943,P<0.05)。
2.2 不同特征胃癌患者血清中 miR-181b-3p的相对

表达水平 不同性别、年龄和肿瘤最大径胃癌患者血

清中miR-181b-3p相对表达水平比较,差异无统计学

意义(t=0.906、P=0.372,t=0.251、P=0.803,t=
0.397、P=0.694)。未/低分化程度、有淋巴结转移、
TNM分期Ⅲ~Ⅳ期胃癌患者血清中 miR-181b-3p相

对表达水平明显高于中/高分化程度、无淋巴结转移、
TNM分期Ⅰ~Ⅱ期胃癌患者,差异有统计学意义

(t=3.509、P<0.001,t=3.080、P=0.004,t=
2.641、P=0.013)。见表1。

表1  不同特征胃癌患者血清中 miR-181b-3p
   的相对表达水平

特征 n miR-181b-3p相对表达水平 t P

性别 0.906 0.372

 男 23 1.96±0.625

 女 12 1.75±0.729

年龄(岁) 0.251 0.803

 ≤57 18 1.92±0.674

 >57 17 1.82±0.655

肿瘤最大径(cm) 0.397 0.694

 ≤3 21 1.85±0.612

 >3 14 1.95±0.746

分化程度 3.509 <0.001

 中/高分化 22 1.63±0.570

 未/低分化 13 2.33±0.574

淋巴结转移 3.080 0.004

 有 26 2.07±0.604

 无 9 1.37±0.543

TNM分期 2.641 0.013

 Ⅰ~Ⅱ 17 1.61±0.683

 Ⅲ~Ⅳ 18 2.15±0.528

2.3 血清miR-181b-3p检测在胃癌中的诊断价值 
血清miR-181b-3p诊断胃癌的 ROC曲线下面积为

0.886,95%可信区间(95%CI)为0.815~0.956,灵
敏度为68.8%,特 异 度 为91.1%,最 佳 截 断 值 为

0.597。见图1。
2.4 miR-181b-3p靶 基 因 的 预 测 使 用 数 据 库

miRDB、miRWalk、TargetScan 和 DIANA
 

TOOLS
数据库预测miR-181b-3p的靶基因,预测的个数分别

为743、2
 

061、4
 

995和1
 

092个,然后用Veney
 

2.1.0
软件绘制韦恩图,结果显示4个数据库预测靶基因的

交集有95个,占 各 预 测 软 件 预 测 靶 基 因 总 和 的

1.5%。运用Cytoscape_v3.6.1软件,绘制出PPI
 

网
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络图,结果表明,miR-181b-3p的靶基因集合编码蛋白

质之间的相互作用关系较复杂,有20个编码蛋白质

之间的相互作用关系较稳定。见图2、3。

图1  血清 miR-181b-3p诊断胃癌的ROC曲线

图2  miR-181b-3p靶基因预测的韦恩图

图3  miR-181b-3p预测靶基因所编码蛋白质的PPI网络图

3 讨  论

随着胃癌诊治技术的不断发展,胃癌的治疗效果

已经有所提升,但是胃癌患者5年生存率依然很低,
主要原因是大多数胃癌患者在晚期时才被诊断,错过

了最佳诊治时期。因此,提高胃癌早期诊断率具有重

要意义,探索有效的诊断指标是关键环节。
近年来,随着各种高通量测序平台用于分析全基

因组miRNA基因的表达,有研究者指出,miRNA的

异常表达与肿瘤密切相关,并有望成为新的具有巨大

潜力 的 肿 瘤 生 物 标 志 物[8]。miRNA 可 通 过 形 成

RNA诱导沉默复合体与靶基因 miRNA的3'端非编

码区互补结合,在转录后水平调控靶基因的翻译和表

达[9]。一般情况下,单个 miRNA可以调控多个靶基

因的表达,既可能调控癌基因,也可能调控抑癌基因,
参与肿瘤的发生、发展过程。

多种miRNA在胃癌的发生、发展中发挥重要作

用,例如miR-155通过靶向SMAD2、FADD抑制胃癌

细胞凋亡[10];miR-218可通过SLIT/ROBO1信号通

路促进胃癌细胞的侵袭和迁移[11];miR-21通过下调

抑癌基因 RECK 的表达促进胃癌细胞的增殖与侵

袭[12]。miR-181家族也是受到众多关注的 miRNA
之一,目前已知的 miR-181家族重要成员有 miR-
181a、miR-181b-3p、miR-181c和 miRNA-181d。在胃

癌的相关研究中,安娟等[13]指出胃癌患者血清中的

miR-181d相对表达水平明显高于健康对照者,且可

能通过PDCD4发挥负向调控作用;谭玲等[14]在细胞

水平证实 miR-181c可能参与幽门螺杆菌(Hp)相关

胃癌的发生、发展;GUO等[15]在细胞水平揭示 miR-
181b-3p能通过调节TIMP-3的表达,调控胃癌细胞

的增殖和侵袭;ZHANG等[16]发现 miR-181a能通过

调节肿瘤抑制基因 KLF6促进胃癌细胞的增殖及

转移。
本研究结果表明,与健康志愿者相比,胃癌患者

血清中 miR-181b-3p呈高表达。同时,通过对胃癌患

者特征分析表明,不同性别、年龄、肿瘤最大径患者的

miR-181b-3p相对表达水平比较,差异无统计学意义

(P>0.05),不同淋巴结转移情况、分化程度和TNM
分期患者的miR-181b-3p相对表达水平比较,差异有

统计学意义(P<0.05)。这些结果表明,miR-181b-3p
 

可能作为癌基因参与胃癌的发生、发展,这也从临床

上进一步验证了 miRNA在胃癌发展过程中的作用。
为了进一步探讨血清 miR-181b-3p检测在胃癌中的

诊断效能,本研究绘制 ROC曲线确定 miR-181b-3p
检测的最佳截断值为0.597,表明 miR-181b-3p对胃

癌具有一定的诊断价值。但是,miR-181b-3p与胃癌

的作用机制尚不清楚,本研究通过结合多个靶基因预

测数据库对 miR-181b-3p进行靶基因预测及相应的

蛋白相互作用分析,为后续的作用机制研究提供切入

点。邓 珊 珊 等[17]的 研 究 证 实 细 胞 基 质 蛋 白 3
(MATR3)参与调控病毒RNA的核输出、病毒基因组

的稳定性和表达。SUN等[18]和SONG等[19]分别指

出miR-193a-5p和 miR-107通过靶向细胞周期蛋白

依赖性激酶8(CDK8)加速胃癌的恶化。本研究绘制

的 PPI网 络 图 显 示,MATR3和 CDK8均 与 miR-
181b-3p存在相互关系,因此,推测 miR-181b-3p可能

通过 MATR3或CDK8参与胃癌的发生,这一推测尚

需要后续研究进一步证实。
综上所述,胃癌患者血清 miR-181b-3p相对表达

水平与胃癌有密切联系,对胃癌的诊断和机制研究具

有重要意义。
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