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miR-146b在胃癌组织中的表达及其与临床病理特征的关系*

陶嘉楠1,2,王学红2△,马臻棋2,张宏琳1,2

1.青海大学研究生院,青海西宁
 

810016;2.青海大学附属医院消化内科,青海西宁
 

810000

  摘 要:目的 探讨miR-146b在胃癌组织及配对癌旁组织中的表达水平及其与临床病理特征的关系。
 

方

法 采用实时荧光定量PCR法测定40例首诊胃癌患者胃癌组织和配对癌旁组织中 miR-146b的表达水平,并

分析其表达水平的变化与临床病理特征的关系。结果 miR-146b在胃癌组织中的相对表达水平明显低于配

对癌旁组织,差异有统计学意义(P<0.01);不同年龄、肿瘤分化程度、临床分期、是否有淋巴结转移胃癌患者胃

癌组织miR-146b相对表达水平比较,差异均有统计学意义(P<0.05)。结论 miR-146b在胃癌组织中的表达

明显下调,可能为胃癌的诊断与靶向治疗提供依据。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

miR-146b
 

in
 

gastric
 

cancer
 

tissues
 

and
 

its
 

rela-
tionship

 

with
 

clinicopathological
 

characteristics.Methods Real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR
 

was
 

used
 

to
 

determine
 

the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-146b
 

in
 

gastric
 

cancer
 

tissues
 

and
 

paracancer
 

tissues
 

of
 

40
 

patients
 

diagnosed
 

with
 

gastric
 

cancer
 

for
 

the
 

first
 

time,and
 

the
 

relationship
 

between
 

the
 

change
 

of
 

miR-146b
 

expression
 

level
 

and
 

clinicopathological
 

characteristics
 

was
 

analyzed.Results The
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

miR-146b
 

in
 

gastric
 

cancer
 

tissues
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

paired
 

paracancer
 

tissues,and
 

the
 

difference
 

was
 

sta-
tistically

 

significant
 

(P<0.01).There
 

were
 

statistically
 

significant
 

differences
 

in
 

the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-146b
 

in
 

gastric
 

cancer
 

tissues
 

of
 

patients
 

with
 

different
 

age,tumor
 

differentiation
 

degree,clinical
 

stage
 

and
 

whether
 

there
 

was
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

or
 

not(P<0.05).Conclusion The
 

expression
 

level
 

of
 

miR-
146b

 

was
 

significantly
 

down-regulated
 

in
 

gastric
 

cancer
 

tissues,which
 

may
 

provide
 

evidence
 

for
 

the
 

diagnosis
 

and
 

targeted
 

therapy
 

of
 

gastric
 

cancer.
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  胃癌是消化系统常见的恶性肿瘤之一,早期症状

隐匿,明确诊断时常常处于癌症进展期,导致预后不

佳。目前胃癌在全球常见癌症中排名第五,是导致癌

症相关死亡的第三大原因[1]。我国是全球胃癌高发

区,据世界卫生组织统计,2018年全球胃癌的发病例

数已超103万,我国约占44%,总死亡人数超过78
万,其中约一半为中国人[2]。胃癌的发生是一个复杂

的过程,其发生机制尚不明确。近年来许多研究发

现,微小RNA(miRNA)在胃癌的发生、发展中起着重

要的作用[3],多种 miRNA在胃癌组织和癌旁组织中

的表达水平有明显差别,其表达水平的上调或下调常

常与胃癌的临床病理特征有关[4-6]。miR-146b在肿

瘤发生、发展中发挥着双重作用,相关研究发现,miR-
146b在恶性胶质瘤[7]、肺癌[8]、肝癌[9]、胰腺癌[10]、结
直肠癌[11]等恶性肿瘤中发挥抑癌基因的作用,而在甲

状腺癌[12]中却发挥着促癌基因的作用。本研究检测

胃癌患者miR-146b在胃癌组织及癌旁组织中的表达

水平,探讨其在胃癌组织中的表达情况及临床意义。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2020年11月至2021年9月在

青海大学附属医院行胃镜检查并经病理检查证实为

胃癌的40例患者作为研究对象。纳入标准:(1)经胃

·0131· 检验医学与临床2022年5月第19卷第10期 Lab
 

Med
 

Clin,May
 

2022,Vol.19,No.10

* 基金项目:青海省科技厅资助项目(2019-SF-L3)。

  作者简介:陶嘉楠,男,硕士研究生在读,主要从事消化内科临床研究。 △ 通信作者,E-mail:Lindawang0710@hotmail.com。

  网络首发 https://kns.cnki.net/kcms/detail/50.1167.R.20220418.1349.006.html(2022-04-20)



镜和病理活检首次确诊为胃癌;(2)术前未经放化疗、
分子靶向治疗、中医药抗癌治疗等;(3)自愿参与该项

研究,并签署知情同意书。排除标准:(1)合并其他脏

器原发恶性肿瘤者;(2)肝、肾功能衰竭者;(3)近1个

月使用抑酸药、抗菌药物者。在行胃镜检查时,用胃

镜活检钳钳取癌组织及癌旁组织各1块,其中癌旁组

织取自距离癌组织边缘大于5
 

cm的胃组织,立即放

入冻存管内,并于-80
 

℃冰箱保存。设计表格,记录

患者年龄、性别、内镜下肿瘤最大径、肿瘤部位、肿瘤

分化程度、临床分期等一般资料。40例患者中男33
例,女7例;年龄33~74岁,中位年龄59岁;临床分

期Ⅰ~Ⅱ期14例,Ⅲ~Ⅳ期26例,分期标准参照国

际抗癌联盟/美国癌症联合会(UICC/AJCC)制定的

TNM分期标准(第8版)。本研究经青海大学附属医

院伦理委员会批准及监督。
1.2 仪器与试剂 研磨仪(低温型)、离心管、TIP头

均购自Servicebio公司;台式高速冷冻型微量离心机

购自DragonLab公司;荧光定量PCR仪购自Bio-Rad
公司;超净工作台购自苏净安泰公司;超微量分光光

度计购自Thermo公司;标准试剂型纯水仪购自青岛

富勒姆科技有限公司;RNA提取液、逆转录试剂盒均

购自Servicebio公司;miRNA通用引物和特异性引

物由青海赛斯克生物科技有限公司合成。
1.3 方法

1.3.1 总RNA抽提 (1)取匀浆管,加入1
 

mL的

RNA
 

提取液,置冰上预冷;(2)取100
 

mg组织,加入

匀浆管中;(3)于匀浆仪充分研磨直至无可见组织块;
(4)12

 

000
 

r/min离心10
 

min,取上清液;(5)加入250
 

μL三氯甲烷,颠倒离心管15
 

s,充分混匀,静置3
 

min;(6)4
 

℃
 

下12
 

000
 

r/min离心10
 

min;(7)将400
 

μL上清转移到一新的离心管中,加入0.8倍体积的

异丙醇,颠倒混匀;(8)-20
 

℃
 

放置15
 

min;(9)4
 

℃
下12

 

000
 

r/min离心10
 

min,管底的白色沉淀即为

RNA;(10)吸除液体,加入75%乙醇1.5
 

mL洗涤沉

淀;(11)4
 

℃下12
 

000
 

r/min离心5
 

min;(12)将液体

吸除干净,将离心管置于超净台上吹3
 

min;(13)加入

15
 

μL无RNA酶的水溶解RNA;(14)55
 

℃
 

孵育5
 

min;(15)使用Nanodrop
 

2000检测RNA质量浓度及

纯度:仪器空白调零后取2.5
 

μL待测RNA检测吸光

度值;(16)将RNA进行适当比例的稀释,使其最终质

量浓度为100~500
 

ng/μL。
1.3.2 逆转录和实时荧光定量PCR检测 从细胞

中提取总RNA,用于逆转录反应,反应条件:25
 

℃
 

5
 

min,42
 

℃
 

30
 

min,85
 

℃
 

5
 

s。接着进行PCR扩增,反
应条件:预变性95

 

℃
 

10
 

min,变性
 

95
 

℃
 

15
 

s,退火
 

60
 

℃
 

30
 

s,共40个循环。miR-146b正向引物为5'-
ACACTCCAGCTGGGTGAGAACTGAATTCCAT-
3',反 向 引 物 为 5'-CTCAACTGGTGTCGTG-
GAGTCGGCAATTCAGTTGAGCAGCCTAT-3';

内参基因 U6正向引物为5'-CTCGCTTCGGCAG-
CACA-3',反向引物为5'-AACGCTTCACGAATTT-
GCGT-3'。采用相对定量法(ΔΔCt法)计算各基因的

相对表达量,表达倍数=2-ΔΔCt。在实验过程中,为了

减少误差,将每个标本重复检测3次后取平均Ct值

作为最终值。
1.4 统计学处理 采用SPSS25.0进行数据统计分

析,首先对数据进行正态性检验,结果发现本研究计

量数据并不满足正态分布,故采用M(P25,P75)表示。
假设检验时,配对样本比较采用 Wilcoxon符号秩和

检验,两独立样本比较采用 Mann-Whitey
 

U 检验,多
组间比较采用Kruskall-Wallis

 

H 检验。以P<0.05
为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 胃癌组织和配对癌旁组织中 miR-146b相对表

达水平比较 对40例胃癌组织和配对癌旁组织中

miR-146b的表达水平进行荧光定量PCR检测,结果

显示 miR-146b在胃癌组织中 的 相 对 表 达 水 平 为

0.690(0.463,1.135),低于配对癌旁组织中的1.115
(0.683,1.593),差异有统计学意义(Z=-2.635,
P=0.008)。
2.2 胃癌组织中 miR-146b的表达水平和临床病理

特征的关系 不同年龄、肿瘤分化程度、临床分期和

是否有淋巴结转移胃癌患者胃癌组织 miR-146b相对

表达水平比较,差异均有统计学意义(P<0.05),而不

同性别、肿瘤部位、肿瘤最大径和是否有血行转移胃

癌患者胃癌组织 miR-146b相对表达水平比较,差异

均无统计学意义(P>0.05)。见表1。
表1  胃癌组织中 miR-146b的表达水平和临床病理

   特征的关系[M(P25,P75)]

项目 n miR-146相对表达量 P

性别 0.656

 男 33 0.670(0.450,1.120)

 女 7 0.820(0.470,1.160)

年龄(岁) 0.031

 <60 21 0.850(0.585,1.235)

 ≥60 19 0.560(0.420,0.850)

肿瘤最大径(cm) 0.683

 <5 18 0.720(0.538,1.105)

 ≥5 22 0.420(0.420,1.160)

肿瘤部位 0.631

 贲门 8 0.605(0.330,1.068)

 胃体 23 0.710(0.470,1.090)

 胃窦 9 0.850(0.525,1.175)

分化程度 0.028

 低分化 17 0.560(0.420,0.635)

 中分化 14 0.865(0.668,1.168)

 高分化 9 1.030(0.510,1.420)
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续表1  胃癌组织中 miR-146b的表达水平和临床病理

   特征的关系[M(P25,P75)]

项目 n miR-146相对表达量 P

淋巴结转移 0.035

 有 28 0.585(0.420,1.000)

 无 12 0.940(0.610,1.270)

血行转移 0.595

 有 10 0.560(0.403,1.168)

 无 30 0.720(0.523,1.053)

临床分期 0.023

 Ⅰ~Ⅱ期 14 0.940(0.648,1.403)

 Ⅲ~Ⅳ期 26 0.580(0.420,0.920)

3 讨  论

  miR-146b是 miR-146家族的成员之一,该家族

包括miR-146a和miR-146b
 

2个成员,二者的结构很

接近,区别仅仅在于3'-末端2个核苷酸序列不同,因
此它们的作用相似[13],均发挥着转录后基因沉默子的

作用,参与调节炎性反应和细胞周期调控。miR-146b
由miR-146b基因编码,该基因定位于人类第10号染

色体[14],miR-146b前体约由73个核苷酸组成,并包

含一个茎环状结构,分别从其5'端臂和3'端臂加工为

成熟的 miR-146b-5p和 miR-146b-3p[15]。miR-146b
的作用机制十分复杂,目前仍不甚清楚,研究较为成

熟的机制是miR-146b-表皮生长因子受体(EGFR)途
径,该途径是在研究 miR-146b与恶性胶质瘤发生的

关系时发现。KATAKOWSKI等[16]研究发现,恶性

胶质瘤患者10号染色体10q24-26区域经常缺失,而
miR-146b基因恰好在这个区域内,所以导致了肿瘤

细胞中 miR-146b的表达水平明显下降,并且还发现

miR-146b与人胶质母细胞瘤细胞EGFR的 mRNA
 

3'-非翻译区(3'-UTR)结合,从而抑制了EGFR的表

达,使得肿瘤增殖能力和侵袭性减弱。
张效通[17]研究发现,miR-146b在膀胱癌组织中

低表达,并通过生物信息学研究发现,miR-146b可以

与含半胱天冬酶募集结构域的膜相关鸟苷酸激酶蛋

白3(CARMA3)mRNA的3'-UTR结合,抑制下游蛋

白的表达,从而抑制膀胱癌增殖、侵袭、转移,提示

miR-146b在膀胱癌中发挥抑癌基因的作用。申翠

苹[18]研究发现,miR-146b可抑制宫颈癌细胞系Caski
的增殖、侵袭和黏附能力,使细胞周期阻滞。闫美

娜[19]研究发现,miR-146b可以明显抑制卵巢癌细胞

的迁移、侵袭能力,但是同时促进卵巢癌细胞增殖,增
加了其对化疗的敏感性。MITSUMURA等[20]发现,
下调或消融小鼠体内miR-146b可引起小鼠造血系统

恶性肿瘤,可能机制是 miR-146b通过抑制激活核因

子-κB的表达,从而导致炎症和肿瘤的发生。郑建[21]

研究显示,miR-146b在早期和中晚期甲状腺乳头状

癌(PTC)组织中均呈明显高表达,同时随着肿瘤分期

的增加,其表达水平有升高的趋势,提示其在PTC中

发挥着促癌基因的作用。因此,miR-146b不是单纯

发挥着促癌或抑癌作用,在不同的恶性肿瘤中其作用

不同,甚至完全相反。在大多数恶性肿瘤中 miR-
146b发挥抑癌基因的作用,在少数恶性肿瘤(如甲状

腺乳头状癌等)中发挥促癌基因的作用。本研究结果

发现,miR-146b在胃癌组织中表达下调,推测其发挥

抑癌基因的作用。
miR-146b作用的下游重要靶点之一是EGFR。

LIU等[22]研究了 miR-146b是否能致敏对EGFR的

靶向药物即酪氨酸激酶抑制剂(TKI)耐药的肺癌细

胞,结果发现 miR-146b异位表达增强的肺癌细胞发

生了TKI诱导的细胞凋亡,推测 miR-146b可能是克

服TKI耐药的有用工具,这也从侧面反映了 miR-
146b在肺癌中亦通过作用于EGFR发挥抑癌作用。
CHOU等[23]研究发现,miR-146b的异常表达与甲状

腺乳头状癌(PTC)的侵袭性和预后相关,推测 miR-
146b的关键作用是作为一种致癌监管分子,监测细胞

转化及肿瘤复发。
本研究结果发现,不同年龄、肿瘤分化程度、临床

分期和是否有淋巴结转移患者胃癌组织 miR-146b的

表达水平比较,差异有统计学意义(P<0.05)。miR-
146b通过复杂的细胞信号网络来调控下游的分子,其
参与胃癌发生、发展的机制十分复杂,需要进行大量

的生物信息学分析及基础研究才有可能逐步解析其

作用机制。本研究的局限性在于研究对象均为青藏

高原世居者,受海拔和高原低氧的影响,研究结果的

代表性可能不强,无法排除低氧对 miR-146b表达的

影响,仍需多地区、多中心、大样本量的研究,以消除

地域因素的影响,使得试验结果更具代表性,以便为

胃癌的诊断与治疗提供新的方法。
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