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  摘 要:目的 分析血清miR-4463和miR-1293表达水平预测结肠癌术后预后不良的价值。方法 选择

2019年1月至2021年12月结肠癌手术患者115例纳入结肠癌组。选择同期进行结肠良性疾病手术治疗患者

65例和健康体检者30例,分别纳入良性疾病组和健康对照组。观察各组血清 miR-4463、miR-1293和癌胚抗

原(CEA)表达水平的变化,对结肠癌术后预后不良的影响因素进行单因素和多因素分析,采用受试者工作特征

(ROC)曲线分析血清miR-4463、miR-1293和CEA预测结肠癌预后不良的效能。结果 结肠癌组入院时miR-
4463和CEA表达水平明显高于良性疾病组和健康对照组,差异有统计学意义(P<0.05);良性疾病组的 miR-
4463表达水平高于健康对照组,差异有统计学意义(P<0.05)。结肠癌组术后7

 

d血清 miR-4463和CEA表

达水平均较入院时明显降低,差异有统计学意义(P<0.05)。结肠癌组入院时 miR-1293表达水平明显低于良

性疾病组和健康对照组,差异有统计学意义(P<0.05);良性疾病组 miR-1293表达水平明显低于健康对照组,
差异有统计学意义(P<0.05)。结肠癌组术后7

 

d血清 miR-1293表达水平较入院时明显升高,差异有统计学

意义(P<0.05)。肿瘤分期为Ⅲ期,miR-4463和CEA表达水平升高,以及miR-1293表达水平降低均是结肠癌

术后预后不良的独立危险因素(P<0.05)。结肠癌患者血清 miR-4463表达水平与 miR-1293表达水平呈负相

关(r=—0.728,P<0.05)。血清 miR-4463和 miR-1293联合检测预测结肠癌术后预后不良的灵敏度 为

96.0%,特异度为78.9%,曲线下面积(AUC)为0.930,AUC明显大于miR-4463(Z=2.221,P<0.05)和miR-
1293(Z=2.680,P<0.05)单独检测。结论 miR-4463和 miR-1293参与了结肠癌的发生、发展,血清 miR-
4463表达水平升高和miR-1293表达水平降低是结肠癌术后预后不良的危险因素,二者联合检测预测结肠癌术

后预后不良具有较高的效能。
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Abstract:Objective To

 

observe
 

the
 

diagnostic
 

value
 

of
 

serum
 

miR-4463
 

and
 

miR-1293
 

expression
 

levels
 

in
 

predicting
 

poor
 

prognosis
 

after
 

colon
 

cancer
 

surgery.Methods A
 

total
 

of
 

115
 

patients
 

with
 

colon
 

cancer
 

af-
ter

 

surgery
 

from
 

January
 

2019
 

to
 

December
 

2021
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

colon
 

cancer
 

group,65
 

patients
 

with
 

be-
nign

 

colonic
 

diseases
 

who
 

underwent
 

surgery
 

for
 

benign
 

colonic
 

diseases
 

and
 

30
 

healthy
 

people
 

during
 

the
 

same
 

period
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

benign
 

colonic
 

disease
 

group
 

and
 

the
 

healthy
 

control
 

group
 

respectively.The
 

serum
 

levels
 

of
 

miR-4463,miR-1293
 

and
 

carcinoembryonic
 

antigen
 

(CEA)
 

expression
 

levels
 

were
 

observed
 

in
 

each
 

group,the
 

univariate
 

and
 

multivariate
 

analysis
 

were
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

factors
 

effecting
 

the
 

poor
 

progno-
sis

 

of
 

colon
 

cancer
 

after
 

surgery,the
 

value
 

of
 

serum
 

miR-4463,miR-1293
 

and
 

CEA
 

in
 

predicting
 

poor
 

prognosis
 

in
 

colon
 

cancer
 

were
 

also
 

analyzed
 

by
 

receiver
 

operation
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve.Results The
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-4463
 

and
 

CEA
 

in
 

colon
 

cancer
 

group
 

at
 

admission
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

benign
 

disease
 

group
 

and
 

healthy
 

control
 

group
 

(P<0.05).The
 

expression
 

level
 

of
 

miR-4463
 

in
 

benign
 

disease
 

group
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

healthy
 

control
 

group
 

(P<0.05).The
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-4463
 

and
 

CEA
 

in
 

co-
lon

 

cancer
 

group
 

after
 

surgery
 

7
 

days
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

at
 

admission
 

(P<0.05).The
 

ex-
pression

 

level
 

of
 

miR-1293
 

in
 

colon
 

cancer
 

group
 

at
 

admission
 

was
 

significant
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

benign
 

disease
 

group
 

and
 

healthy
 

control
 

group
 

(P<0.05).The
 

expression
 

level
 

of
 

miR-1293
 

in
 

benign
 

disease
 

group
 

was
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significant
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

healthy
 

control
 

group
 

(P<0.05).The
 

expression
 

level
 

of
 

serum
 

miR-1293
 

in
 

co-
lon

 

cancer
 

group
 

after
 

surgery
 

7
 

days
 

was
 

significant
 

higher
 

than
 

that
 

at
 

admission
 

(P<0.05).Tumor
 

stage
 

Ⅲ,the
 

increased
 

expression
 

levels
 

of
 

miR-4463
 

and
 

CEA,the
 

decreased
 

expression
 

level
 

of
 

miR-1293
 

were
 

in-
dependent

 

risk
 

factors
 

for
 

poor
 

prognosis
 

of
 

colon
 

cancer
 

patients
 

(P<0.05).The
 

expression
 

level
 

of
 

miR-
4463

 

in
 

serum
 

of
 

colon
 

cancer
 

patients
 

correlated
 

negatively
 

with
 

miR-1293
 

(r=-0.728,P<0.05).The
 

sen-
sitivity,specificity

 

and
 

area
 

under
 

the
 

ROC
 

curve
 

(AUC)
 

of
 

the
 

combined
 

detection
 

of
 

miR-4463
 

and
 

miR-1293
 

to
 

predict
 

the
 

poor
 

prognosis
 

after
 

colon
 

cancer
 

surgery
 

were
 

96.0%,78.9%
 

and
 

0.930
 

respectively,the
 

AUC
 

was
 

significantly
 

greater
 

than
 

that
 

of
 

miR-4463
 

(Z=2.221,P<0.05)
 

and
 

miR-1293
 

(Z=2.680,P<0.05)
 

separately
 

detected.Conclusion miR-4463
 

and
 

miR-1293
 

are
 

involved
 

in
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

colon
 

cancer.The
 

increased
 

expression
 

level
 

of
 

serum
 

miR-4463
 

and
 

decreased
 

expression
 

level
 

of
 

serum
 

miR-
1293

 

are
 

risk
 

factors
 

for
 

poor
 

prognosis
 

after
 

colon
 

cancer
 

surgery,and
 

the
 

combined
 

detection
 

of
 

miR-4463
 

and
 

miR-1293
 

has
 

high
 

efficacy
 

in
 

predicting
 

the
 

occurrence
 

of
 

poor
 

prognosis
 

after
 

colon
 

cancer
 

surgery.
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  结肠癌是外科的常见恶性肿瘤,位居城市居民肿

瘤发病率的第2位,病死率的第4位。结肠癌的早期

常常无特异性症状,多数患者在确诊时均已经处于中

晚期,术后5年生存率仍较低[1]。全球每年新发结肠

癌患者在120万例以上,而约有60万例患者死于结

肠癌[2]。我国结肠癌的发病率逐年升高,目前临床上

仍缺乏对结肠癌诊断和预后判断的敏感指标[3],因
此,探索灵敏度较高的结肠癌诊断和预后判断指标具

有重要的临床意义。微小RNA(miRNA)是单链非编

码RNA,与靶基因具有结合位点,对靶基因具有调控作

用,参与肿瘤细胞的增殖和迁移等生物学功能[4]。本研

究通过检测结肠癌患者血清miR-4463和miR-1293表

达水平,分析二者在结肠癌预后判断中的价值。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2019年1月至2021年12月上

海市第一人民医院嘉定分院(25例)和江苏省人民医

院溧阳分院(90例)收治的115例结肠癌手术患者纳

入结肠癌组,其中男65例,女50例;年龄35~79岁,
平均(53.85±15.12)岁;有饮酒史21例,无饮酒史94
例;有吸烟史27例,无 吸 烟 史88例;体 质 量 指 数

(BMI)为(23.79±3.28)kg/m2。选择同期65例在上

海市第一人民医院嘉定分院(5例)和江苏省人民医院

溧阳分院(60例)进行结肠良性疾病手术治疗患者纳

入良性疾病组,其中男34例,女31例;年龄31~77
岁,平均(52.94±11.00)岁;有饮酒史3例,无饮酒史

34例;有 吸 烟 史 26 例,无 吸 烟 史 39 例;BMI为

(22.48±4.10)kg/m2。纳入标准:所有患者均进行病

理学检查确诊,结肠良性疾病均为结肠腺瘤;结肠癌

患者均为首次发病,术前没有接受过放化疗。排除标

准:合并其他部位恶性肿瘤;患者有手术禁忌证或者

不愿意接受手术;合并血液性和免疫性疾病;结直肠

有急慢性感染;存在心、肝、肾等重要脏器功能不全;
合并高血压、糖尿病、冠心病等慢性疾病;存在智力障

碍或者精神疾病。选择同期30例在上海市第一人民

医院嘉定分院进行健康体检的健康者纳入健康对照

组,其中男17例,女13例;年龄36~80岁,平均

(53.07±11.92)岁;有饮酒史14例,无饮酒史16例;
有吸烟史17例,无吸烟史13例;BMI为(23.63±
3.38)

 

kg/m2。3组研究对象年龄、性别、BMI等基线

资料比较,差异无统计学意义(P>0.05),具有可比

性。所有研究对象均签署知情同意书,并经两家医院

医学伦理委员会审核通过。
1.2 方法

1.2.1 癌胚抗原(CEA)检测 结肠癌和结肠良性疾

病患者入院时,结肠癌患者术后7
 

d,健康对照组在门

诊体检时均抽取清晨空腹静脉血约5
 

mL,在室温下

静置30
 

min后,用离心机分离上层血清放置在-80
 

℃的冰箱中待测。采用全自动化学发光仪(Cobas
 

e601型,罗氏公司,化学发光微粒子免疫检测法)对
CEA进行检测,试剂盒为博奥生物有限公司产品。
1.2.2 反转录-聚合酶链反应(RT-PCR) 结肠癌和

结肠良性疾病患者入院时,结肠癌患者术后7
 

d,健康

对照组在门诊体检时均采用乙二胺四乙酸(EDTA)抗
凝管采集外周静脉血3

 

mL,放置在-80
 

℃的冰箱中

待检。采用Trizol试剂(碧云天生物技术有限公司)
提取血清总RNA,使用反转录试剂盒(美国Sigma公

司)将总RNA反转录为cDNA,并放置在-20
 

℃的冰

箱中保存。然后采用荧光染料法以cDNA为模板在

IQ5
 

RT-PCR上进行扩增。采用Primer
 

express
 

3.0
软件设计合成引物探针,由上海英骏生物技术有限公

司合 成。miR-4463 的 正 向 引 物 为 5'-GGCCCAC-
CCCAGTCTC-3';反 向 引 物 为5'-GCAGGAGACT-
GGGGTG-3'。miR-1293的正向引物为5'-CCTGC-
CGGGGCTAAAGTGCTG-3';反向引物为5'-ATC-
CAGTGCAGGGTCCGAGG-3'。U6的 正 向 引 物 为

5'-GTGCTCGCTTCGGCAGCACATATACTAAAA
 

TTGGAA-3'; 反 向 引 物 为 5'-ATCCAGTG-
CAGGGTCCGAGG-3'。采用PCR仪[美谷分子仪器

(上海)有限公司,ABI
 

7900型]进行检测,采用20
 

μL
 

PCR扩增反应体系,其组成为引物1
 

μL,cDNA
 

1
 

μL,
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TaqMan
 

GEx
 

MASTER
 

Mix
 

10
 

μL,加入双蒸馏水补

充至20
 

μL。通过如下循环:预变性5
 

min,预变性温

度调节为95
 

℃,之后在95
 

℃条件下变性15
 

s,然后

在60
 

℃的条件下进行退火,时间为30
 

s,之后在72
 

℃条件下延长1
 

min,总共40个循环,最终采用循环

阈值法定量分析miR-4463和miR-1293的表达水平,
以U6为内参,以2-ΔΔCt 计算 miR-4463、miR-1293相

对表达量。
1.3 观察指标 观察各组血清 miR-4463、miR-1293
和CEA表达水平的变化,对结肠癌患者发生预后不

良的相关影响因素进行单因素和多因素分析,分析血

清miR-4463、miR-1293和CEA表达水平在预测结肠

癌术后预后不良中的效能。
1.4 统计学处理 采用SPSS22.0统计软件进行数

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,两组间比较采用独立样本t检验,治疗

前后比较采用配对样本t检验,多组间比较采用方差

分析,多组间的两两比较采用SNK-q 检验;计数资料

以例数或百分率表示,组间比较采用χ2 检验;相关性

分析采用Pearson相关;多因素分析采用Logistic回

归分析;采用受试者工作特征(ROC)曲线分析各项指

标预测结肠癌术后预后不良的效能。以P<0.05为

差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 各组3项指标表达水平比较 结肠癌组入院时

miR-4463和CEA表达水平明显高于良性疾病组和

健康对照组,差异有统计学意义(P<0.05);良性疾病

组的miR-4463表达水平高于健康对照组,差异有统

计学意义(P<0.05)。良性疾病组的CEA水平与健

康对照组比较,差异无统计学意义(P>0.05)。结肠

癌组术后7
 

d血清 miR-4463和CEA表达水平分别

为1.75±0.56、(1.76±0.54)ng/mL,二者均较入院

时明显降低,差异有统计学意义(P<0.05)。结肠癌

组入院时miR-1293表达水平明显低于良性疾病组和

健康对照组,差异有统计学意义(P<0.05);良性疾病

组miR-1293表达水平明显低于健康对照组,差异有

统计学意义(P<0.05)。结肠癌组术后7
 

d血清

miR-1293表达水平为4.52±1.18,较入院时明显升

高,差异有统计学意义(P<0.05)。见表1。

2.2 结肠癌术后预后不良的单因素分析 所有结肠

癌患者均随访3~36个月,平均(22.24±4.06)月,其
中25例出现死亡,纳入预后不良组,90例至随访结束

时仍生存纳入预后良好组。预后不良组与预后良好

组性别、年龄和肿瘤部位构成比比较,差异无统计学

意义(P>0.05);而两组肿瘤最大径、肿瘤分化程度、
肿瘤分期构成比及miR-4463、miR-1293、CEA表达水

平比较,差异有统计学意义(P<0.05)。见表2。
2.3 结肠癌术后预后不良的多因素分析 将2.2中

单因素分析差异有统计学意义的指标(肿瘤最大径、
肿瘤 分 化 程 度、肿 瘤 分 期 及 miR-4463、miR-1293、
CEA表达水平)作为自变量,将是否发生预后不良作

为因变量,进行二元Logistic回归分析,发现肿瘤分

期为Ⅲ期,miR-4463和 CEA 表达水平升高,以及

miR-1293表达水平降低均是结肠癌术后预后不良的

独立危险因素(P<0.05)。见表3。
表1  各组3项指标表达水平的比较(x±s)

组别 n miR-4463 miR-1293 CEA(ng/mL)

结肠癌组(入院时)115 3.44±1.01 2.03±0.57 7.03±2.31
良性疾病组 65 2.16±0.46* 3.53±1.08 1.83±0.54
健康对照组 30 1.65±0.25 4.95±1.15 1.68±0.37

F 112.787 210.380 278.530

P <0.05 <0.05 <0.05

  注:与健康对照组比较,*P<0.05。

2.4 3项指标检测预测结肠癌术后预后不良的效

能 血清miR-4463和 miR-1293表达水平预测结肠

癌术后预后不良的曲线下面积(AUC)明显大于CEA
(P<0.05)。根据是否发生预后不良拟合二元Logis-
tic回归方程Y=1.35XmiR-4463-2.45XmiR-1293-1.92,
得到联合检测指标,联合检测预测结肠癌术后预后不

良的灵敏度为96.0%,特异度为78.9%,AUC为

0.930,AUC 明 显 大 于 miR-4463(Z=2.221,P<
0.05)和miR-1293(Z=2.680,P<0.05)单独检测,
而两项指标单独检测的AUC比较,差异无统计学意

义(P>0.05)。见表4和图1。
2.5 结肠癌患者血清miR-4463和miR-1293表达水

平的相关性分析 结肠癌患者血清 miR-4463表达水

平与miR-1293表达水平呈负相关(r=-0.728,P<
0.05)。

表2  结肠癌术后预后不良的单因素分析
 

(n或x±s)

组别 n
性别

男 女

年龄(岁)

<50≥50

肿瘤部位

左半结肠 右半结肠

肿瘤最大径(cm)

>5 ≤5

肿瘤分化程度

中、高分化 低分化

肿瘤分期

Ⅰ~Ⅱ期
 

Ⅲ期
miR-4463 miR-1293

CEA
(ng/mL)

预后良好组 90 5040 43 47 42 48 35 55 75 15 69 21 3.05±0.98 2.16±0.54 6.81±2.44

预后不良组 25 1510 17 8 14 11 22 3 7 18 10 15 4.83±1.40 1.54±0.40 7.84±1.53

χ2/t 0.028 2.447 0.360 16.964 26.635 9.146 5.984 5.365 2.580

P 0.866 0.118 0.549 <0.001 0.002 <0.001 <0.001 <0.001 0.012
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表3  结肠癌术后预后不良的多因素分析

指标 β SE Waldχ2 P OR OR 的95%CI

肿瘤最大径 1.497 1.046 2.048 0.152 4.467 0.575~34.694

肿瘤分化程度 -0.861 1.194 0.520 0.471 0.423 0.041~4.391

肿瘤分期 2.973 1.213 6.004 0.014 19.546 1.813~210.733

miR-4463 1.910 0.579 10.879 0.001 6.755 2.171~21.016

miR-1293 -3.485 1.171 8.857 0.003 0.031 0.003~0.304

CEA 0.576 0.244 5.593 0.018 1.779 1.104~2.867

表4  血清 miR-4463、miR-1293和CEA检测预测结肠癌术后预后不良的效能

指标 截断值 灵敏度(%) 特异度(%) AUC 95%CI

CEA
 

6.87
 

ng/mL 80.0 51.1 0.646 0.551~0.733

miR-4463 4.17 72.0 87.8 0.856 0.778~0.914

miR-1293 1.86 84.0 73.3 0.826 0.744~0.890

miR-4463+miR-1293 - 96.0 78.9 0.930 0.867~0.969

  注:-表示无数据。

图1  不同指标预测结肠癌术后预后不良的ROC曲线

3 讨  论

虽然结肠癌的治疗方法不断改进,但术后仍有不

少患者出现转移和复发,严重影响结肠癌患者的预

后[5]。随着对结肠癌分子机制研究的深入,研究者发

现靶向药物能够在一定程度上改善患者的预后[6]。
肿瘤分期高、分化程度低和有淋巴结转移是结肠癌患

者预后不良的危险因素,但结肠癌具有明显的异质

性,即使相同肿瘤分期的患者对同样治疗方案的敏感

性也不一样,部分患者甚至存在治疗抵抗[7-8]。因此,
寻找预测结肠癌预后的指标对于进一步优化结肠癌

治疗方案具有重要的临床价值。本研究结果显示,预
后不良组与预后良好组性别、年龄和肿瘤部位构成比

比较,差异无统计学意义(P>0.05);而两组肿瘤最大

径、肿瘤 分 化 程 度、肿 瘤 分 期 构 成 比 及 miR-4463、
miR-1293和CEA表达水平比较,差异有统计学意义

(P<0.05)。进一步进行多因素分析,结果显示肿瘤

分期为Ⅲ期,miR-4463和CEA表达水平升高,以及

miR-1293表达水平降低均是结肠癌术后预后不良的

独立危险因素(P<0.05)。同时进行ROC曲线分析

发现,血清miR-4463和miR-1293在预测结肠癌术后

预后不良中的效能明显优于CEA。
    

本研究结果显示,结肠癌组入院时血清 miR-
4463表达水平明显高于良性疾病组和健康对照组,并
且结肠癌组术后

 

7
 

d血清 miR-4463表达水平较入院

时明显降低,说明 miR-4463参与了结肠癌疾病的发

生、发展。miR-4463是新发现的 miRNA,现已知其

与细胞增殖和侵袭关系密切,最早发现其主要在血管

闭塞性疾病中能够抑制低密度脂蛋白诱导平滑肌的

迁移,机制可能为通过靶向调控下游人血管肌的基

因,从而达到对血管平滑肌的调控[9-10]。而 miR-4463
在癌症中的研究仍比较少,一项关于肝癌的研究发

现,在甲胎蛋白水平没有升高前,肝癌患者血清中

miR-4463表达水平已出现明显升高,并且高表达

miR-4463患者术后生存期明显缩短,认为 miR-4463
是肝癌预后不良的潜在指标[11]。有淋巴结转移的结

肠癌组织中miR-4463表达水平明显高于无淋巴结转

移的结肠癌组织,在结肠癌细胞体外研 究 中 发 现

miR-4463具有促进结肠癌细胞增殖、迁移和抑制细

胞凋亡的作用,并认为 miR-4463可能成为预测结肠

癌预后的潜在指标[12]。本研究结果显示,血清 miR-
4463表达水平升高是结肠癌术后预后不良的独立危

险因素,对于 miR-4463表达水平升高的患者是否需

要采取进一步治疗措施仍需深入研究明确。本研究

结果显示,当血清 miR-4463为4.17时,其预测预后

不良的灵敏度为72.0%,特异度为87.8%,AUC为

0.856,说明血清miR-4463检测预测结肠癌术后预后

不良具有较高的效能。
     

本研究结果显示,结肠癌组入院时血清 miR-
1293表达水平明显低于良性疾病组和健康对照组,并
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且发现结肠癌组术后7
 

d血清 miR-1293表达水平较

入院时明显升高,说明 miR-1293参与了结肠癌的发

生、发展,miR-1293基因是结肠癌的抑癌基因。miR-
1293基因位于12q1312染色体上,目前,对 miR-1293
基因在癌症中的生物学行为研究结论存在争议。在

肺癌的研究中发现,肺癌组血清 miR-1293表达水平

明显高于对照组,并且与淋巴结转移、肿瘤分期和肿

瘤浸润程度关系密切,血清 miR-1293表达水平与肺

腺癌患者的生存期明显相关,在肺腺癌中 miR-1293
基因表现为促癌基因[13-14];而在三阴乳腺癌中,miR-
1293则起到抑癌基因的作用,可抑制乳腺癌的增殖和

迁移[15],说明miR-1293基因的功能具有一定的组织

依赖性。本研究结果还显示,血清 miR-1293表达水

平升高是结肠癌术后预后不良的独立保护因素,并且

发现当血清miR-1293为1.86时,其预测预后不良的

灵敏度为84.0%,特异度为73.3%,AUC为0.826,
说明血清miR-1293检测在预测结肠癌术后预后不良

中具有较高的效能。本研究发现,血清 miR-1293和

miR-4463检测联合预测结肠癌术后预后不良的灵敏

度为96.0%,特异度为78.9%,AUC为0.930,其
AUC明显大于 miR-1293和 miR-4463单独检测,说
明二者在预测结肠癌术后预后不良中具有一定互补

性,确切的机制需要进一步研究。本研究还发现血清

miR-1293表达水平与 miR-4463表达水平呈负相关,
说明miR-1293基因在结肠癌中表现为抑癌基因,而
miR-4463基因在结肠癌中表现为促癌基因,在人体

中二者存在某种平衡,若该平衡出现紊乱会导致肿瘤

的发生,其具体机制需要进一步研究。
综上所述,miR-4463和 miR-1293参与了结肠癌

的发生、发展,血清 miR-4463和 miR-1293是结肠癌

术后预后的独立影响因素,在预测不良预后中具有较

高的效能。
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