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miRNA-105在胃癌组织中的表达情况 *
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摘要 目的：分析胃癌组织与癌旁正常胃黏膜组织中 miRNA的差异表达情况。方法：收集胃癌组织和其相应癌旁正常胃黏膜组织
共 33对，经抽提、纯化 RNA后，反转录合成荧光分子 Hy3的 cDNA探针，将其与 miRCURYTM LNA Array（v.16.0）（Exiqon公司）

芯片进行杂交，应用 Axon GenePix 4000B芯片扫描仪来扫描 miRNA芯片的荧光强度，GenePix Pro 6.0软件(Axon)把图像转化为
数字信号，以差异大于 2倍的为标准来确定胃癌黏膜组织中差异表达的 miRNA。再用实时荧光定量 PCR方法验证芯片结果中表
达异常增高的 miR-105在 33例胃癌组织中的表达情况。结果：miRNA表达谱芯片结果显示：胃癌组织共中有 51种 miRNA表达
异常，其中 miR-105、miR-548n、miR-214*、miR-4309 等 31种 miRNA表达上调，miR-31、miR-1275、miR-26b*、miR-744等 20种
miRNA表达下调；实时荧光定量 PCR证实与癌旁正常胃黏膜组织相比，胃癌组织中 miR-105表达显著上调（P<0.01）。结论：
miR-105在胃癌组织的表达明显高于正常胃黏膜组织，可能与胃癌的发生、发展相关。我们的研究为胃癌的发病机制和诊断治疗

提供了一个新的研究方向。
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Expression of miRNA-105 in Gastric Cancer*

To investigate the miRNA expression difference between gastric cancer and nornmal gastric mucosa.

Total miRNA extracted and purified from 33 pairs samples of gastric carcinoma's specimens and corresponding normal gastric
tissue was tagged by fluorescent Hy3. The slides were scanned using the Axon GenePix 4000B microarray scanner.Scanned images were
then imported into GenePix Pro 6.0 software (Axon) for grid alignment and data extraction. miRCURYTM LNA Array（v.16.0）（Exiqon
company）was used to detect differential expression of miRNA with the sdandard of 2-fold diffrential expression. Real-time fluorescence
quantitative PCR was aapplied to verify miR-105 of miRNA array results. The expression of 51 miRNA was diffrent between
gastric cancer and nornmal gastric mucosa.31 of them was up-regulated including miR-105, miR-548n, miR-214*, miR-4309 and etc,

20of them was down-regulated including miR-31, miR-1275, miR-26b*, miR-744 and etc. The result of real-time fluorescence quantita-
tive PCR shows that miR-105 highly expressed in gastric cancer, and the change has great statistical significance (P<0.01).
Over expression of miRNA-105 in gastric carcinoma may be related with the pathogenesis and development of gastric cancer. Our study
applied a new direction of the pathogenesis,diagnosis and treatment of gastric cancer.
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前言

胃癌已成为严重危害人类健康的最常见的恶性肿瘤之一，全

世界范围内发病率为 10～ 150/10万，位居所有恶性肿瘤的第 2
位。同期胃癌死亡率为 24-34/10万,居恶性肿瘤死因的第 3位，
我国每年约有 30万新发病例，另有近 24.4万人死于胃癌[1]。但

胃癌的发病机制至今尚未完全阐明，一种广泛存在于自然界的

小分子单链非编码 RNA-微小 RNA（microRNA,miRNA）近年
来逐渐成为胃癌发病机制的热点研究内容。miRNA能以碱基
互补形式结合到靶基因 mRNA的 3’非编码区(3'UTR)上，导致

靶基因 mRNA降解或翻译抑制，在转录后水平上对基因表达
进行负性调控 , 从而发挥抑制或者促进肿瘤的作用 [2]。由于

miRNA在肿瘤与正常组织有着不同的表达谱，所以他不但可
以作为肿瘤的诊断指标，还可帮助判断肿瘤患者的预后[3]。近年

有研究表明 miR-105参与了肿瘤的演进过程，但其在胃癌中的
表达状况国内外尚未见报道。本研究采用涵盖了现已知最广的

miRNA表达谱芯片，对胃癌中 miRNA的表达进行分析，并应
用实时荧光定量 PCR 方法对芯片结果中表达异常增高的
miR-105进行检测，旨在为进一步探讨 miRNA与胃癌发生、发
展的关系提供新的思路。
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1 材料与方法

1.1 病例标本
33例胃癌组织标本均取自 2011年 08月至 2012年 04月

在我院胃肠外科进行胃癌手术患者的手术切除标本，其中男性

患者 23例（69.70%），女性患者 10例（30.30%），年龄 41-76岁，
平均年龄 58.12岁。癌旁组织在距离肿瘤远端 5cm处切取正常
胃组织作为正常对照组。所有病例术前均为接受化疗或放疗。

1.2 主要试剂
Trizol Reagant（Invitrogen公司），miRcute miRNA第一链

合成试剂盒（TIANGEN公司），miRcute miRNA荧光定量检测
试剂盒（TIANGEN公司），miRCURYTM LNA Array（v.16.0）（Ex-
iqon公司）。
1.3 方法
1.3.1 标本采集 组织标本于手术离体后，经适量生理盐水漂

洗后迅速放至液氮中冷冻，并于 -80℃冰箱中长期保存。
1.3.2 RNA提取 低温下研磨 100 mg组织，加入 1mL trizol，
在冰上充分匀浆后按试剂盒说明进行 miRNA提取。将提取的
miRNA空气中自然晾干后加入 20 滋L DEPC溶液溶解，存于
-80℃冰箱备用或进行下一步实验。
1.3.3 miRNA的荧光标记 将 miRCURYTM Hy3TM/Hy5TM Power
labeling kit (Exiqon)试剂盒内试剂配置反应液：1 滋L的总 RNA，
l 滋L的 CIP buffer，0.5 滋L的 CIP，用水补足至 2 滋L，充分混匀、
孵育，对 RNA进行 Hy3荧光标记。
1.3.4 miRNA 的芯片杂交 采用 miRCURYTM LNA Array16.0
（Exiqon）按说明书配置杂交反应液：荧光标记好的 miRNA样
品 12.5 滋L，2× Hybridization buffer 90 滋L，Nuclease-free Buffer
77.5 滋L，混匀、卵育后与探针进行杂交。杂交后用 Wash buffer
kit清洗。
1.3.5 芯片扫描及数据分析 应用 Axon GenePix 4000B 芯片
扫描仪（Axon Instruments, Foster City）来扫描 miRNA芯片的荧
光强度，并保存图像。扫描后保存的图像用 GenePix Pro 6.0软
件(Axon)生物芯片扫描分析仪进行数字转化，采用中位数归一
化法计算标准值。

1.3.6 实时荧光定量 PCR 应用 miRcute miRNA 第一链合成
试剂盒，吸取 1 滋L提取后的 miRNA液体，按照说明书进行
miRNA的逆转录合成 cDNA。采用 miRcute miRNA荧光定量
检测试剂盒，以 U6作为内参，进行 miRNA定量检测 miR-105
在各组织中的表达情况。内参 U6 及 miR-105的引物分别为
5'-ACACGCAAATTCGTGAAGCGTTCC-3'、5'-GGTCAAATG-
CTCAGACTCCTGTGGT-3'。实时荧光定量反应体系为 20 滋L，
包括：1 滋L的 cDNA，101 滋L的 miRcute miRNA premix（含
SYBR 和 ROX），0.4 滋L的 Forward primer，0.4 滋L 的 Reverse
primer，8.2 滋L的 ddH2O，每孔重复三次。反应条件为：94℃预变
性 2 min；然后以 94℃ 20 s、60℃ 34 s和 60℃ 34 s进行 45个循
环反应。扩增反应在荧光定量 PCR 仪 -Light Cycler 2.0 上进
行。以标准品 U6作为内参照，用其拷贝数作为校正基数。Ct
（cycle threshold）值表示目的基因出现指数增长时的最低循环
数。每个标本每个 miRNA均重复三次，取其平均值。用同样本
中 miRNA 的 Ct值减去相应 U6的 Ct值即得到该 miRNA 的
△Ct值。胃癌组织中 miRNA的表达量最终以 2-△△Ct法来计
算，△△Ct=实验组△Ct-对照组△Ct。

1.4 统计学分析
将上述得到的数据均应用 SPSS16.0统计软件进行分析。

用两样本均数 T检验方法分析胃癌组织与相应癌旁正常胃黏
膜组织中 miR-105的表达水平之间的差异。

2 结果

2.1 miRNA芯片结果
用 GenePix Pro 6.0软件(Axon)将荧光信号转化为数据，标

准化后分析发现：相对于癌旁胃正常组织，胃癌组织中表达上

调大于两倍且 P<0.05 的 miRNA 共有 31 个，如 miR-105、
miR-548n、miR-214*、miR-4309等；下调大于两倍且 P<0.05 的
miRNA 共有 20 个，如 miR-31、miR-1275、miR-26b*、miR-744
等（图 1）。

2.2 实时荧光定量 PCR结果
2.2.1 熔解曲线 由于不同序列或长度的 PCR 产物熔解的温
度也不同，因此所得到的峰值也不同。本实验应用实时荧光定

量 PCR方法检测各组织 miR-105在胃癌组织及相应癌旁正常
胃粘膜组织对照组的表达情况，所得熔解曲线均显示为单峰，

说明引物的特异性良好（图 2，图 3）。
2.2.2 扩增曲线 Ct值与反应体系中目的 cDNA的试剂拷贝
数呈反比，其值越低，则表明试剂拷贝数越高。本实验显示，所

有组织中 miRNA的扩增曲线均呈指数增长，并均达到平台期，
为典型的倒 S型曲线，表明扩增效率较高（图 4，图 5）。
2.2.3 定量结果分析 miR-105在胃癌组织与癌旁正常胃黏膜
组织中的表达存在显著差异，胃癌组织中 miR-105的表达水平
较癌旁正常胃黏膜组织明显上调 , 改变有显著统计学意义

图 1 miRNA芯片聚类图

Fig. 1 Hierarchical Clustering of miRNA chip
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(P<0.01)。

3 讨论

胃癌的死亡率及发病率较高，其传统的方法诊断主要依靠

胃镜、肿瘤标记物 CEA、CA199等。而胃镜检查往往由于其为
侵入性检查，很多患者难以接受，传统的肿瘤标记物 CEA、
CA199敏感性及特异性较差，导致胃癌患者在确诊时以多为中
晚期，错失最佳治疗时期。因此，探索新的胃癌标记物已成为当

前的热点话题之一。在众多的研究方向中，miRNA作为近年来
新发现的小分子 RNA脱颖而出，并且越来越多的报道证实，它
与胃癌的发生、发展密切相关，有望成为胃癌的新的分子诊断

标记物及预后的判断指标[4-7]。

miRNA是一类短小的表达调控因子，从植物到动物都具
有同源性，进化上高度保守，提示 miRNA可能对生命体的生
长、发育及增殖、分化等起着至关重要的调节作用，当其表达异

常时，则有可能促进肿瘤的发生、发展[8]。由 miRNA介导的基
因转录后调控是一种重要的基因表达调控方式，在肿瘤的发

生、发展、侵袭和转移等过程中发挥着关键作用，在胃癌中亦是

如此[9]。有学者研究发现 miR-421在胃癌组织中呈高表达，并且
通过抑制其在胃癌细胞 SGC-7901和 MGC-803中的表达，可
以抑制胃癌细胞的生长，提示 miR-421 与胃癌的形成可能相
关，在胃癌中扮演着癌基因的角色[10]。Liu等发现在胃癌细胞中
miR-27表达上调，并且靶向作用于抑制素，使其表达降低，进

而促进了胃癌细胞的生长 [11]。Yoshiyuki Tsukamoto 等应用
miRNA芯片经过对 22个胃癌的病例研究发现，相对于正常胃
组织，胃癌组织中的 miR-375表达下调，进一步研究发现下调
的 miR-375 对靶基因 PDK1 和 14-3-3zeta 的靶向抑制作用减
弱，促进了肿瘤的发生[12]。此外，Baruch Brenner等分析比较了
45对胃癌及相应癌旁正常胃组织的 miRNAs芯片表达谱，结
果显示，miR-451、miR-199a-3p和 miR-195可以作为预见胃癌
复发的标记物[13]。miR-21、miR-17-5p、miR-196a-2和也都分别
被证实与胃癌的发生相关，在一定程度上促进胃癌细胞的增长
[14-17]。本实验采用丹麦 Exiqon公司的最新版本的第 6 代 miR-
NA基因表达谱芯片，该芯片的探针使用了基于 LANTM专利技

术的捕捉探针，与普通 DNA捕捉探针相比，它的高亲和性更能
克服 Tm 值不一致导致 miRNA 杂交亲和力的不同。通过
miRNA基因表达谱芯片筛查，我们发现相对于癌旁正常胃组
织，胃癌组织中有 miRNA个表达异常，其中上调大于两倍的有
miR-105、miR-548n、miR-214*、miR-4309 等 31 个 miRNA，下
调大于两倍的有 miR-31、miR-1275、miR-26b*、miR-744 等 20
个 miRNA。这些 miRNA在胃癌组织中呈现异常的表达，可能
与胃癌的发生存在一定的相关性。

其中，ulian Hamfjord等通过高通量测序对结直肠癌组织
及癌旁结直肠粘膜组织进行了 miRNA 的检测，其结果中
miR-105表达异常增高，且通过生物信息学预测发现 miR-1051
可能参与了结直肠癌的发生、发展[18]。此外，Novotny GW等通
过应用 miRNA表达谱芯片分析发现，miR-105 亦在睾丸癌中
表达有所增高[19]。Sirotkin AV等人证实了 miR-105可以参与调
节卵巢细胞的增殖和凋亡过程 [20]。还有人发现并证实了

miR-105的靶基因，如 Sheedy FJ等人发现在人口腔角质化细
胞中，miR-105可以通过与 TLR2基因的 3’UTR区相结合，并
降低其蛋白的表达[21]。如上研究提示：miR-105在多种肿瘤的发
病中起着重要作用。虽 miR-105在胃癌组织中的表达情况，目
前尚未见相关报道，但我们的实验通过 miRNA芯片分析以及
实时荧光定量验证发现，相对于正常胃组织，miR-105在胃癌
组织中亦有高表达，提示 miR-105可能作为促癌基因，参与胃
癌的发生、发展,为胃癌的发病机制的深入研究提供了新的方
向。miR-105有望成为胃癌新的诊断分子标记物及基因治疗靶
点。
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