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MicroRNA-141 在上皮性卵巢癌患者组织和血清中的表达

及临床意义的探讨
吕 腾 姚 勤 戴淑真△ 王 丽 李 燕

(青岛大学医学院附属医院妇科 山东 青岛 266003)

摘要 目的：探讨微小 RNA-141（miR-141）在卵巢癌患者组织和血清中的表达情况并初步探讨其作为肿瘤标记物早期诊断上皮性

卵巢癌的可行性。方法：采用实时荧光定量逆转录聚合酶链反应（real-time RT-PCR）检测 16 例上皮性卵巢癌患者和 4 例正常人卵

巢组织及血清标本中 miR-141 的表达；检测 4 例良性卵巢肿瘤血清中 miR-141 的表达。结果：miR-141 在卵巢癌患者组织中相对

表达量分别为 （72.846±76.671） 显著高于正常人 （2.869±3.201）（P＜0.05）；miR-141 在卵巢癌患者血清中相对表达量 （31.581±
52.885）显著高于良性卵巢肿瘤患者（0.668±1.196）和正常人（1.690±1.697）（P＜0.05），后两组间表达无差异（P＞0.05）；miR-141 表

达随卵巢癌临床分期的进展呈上升趋势（P＜0.01），在无淋巴结转移组明显高于有淋巴结转移组（P＜0.05），与组织分级和 CA125
的升高无关（P＞0.05）。在组织中 miR-141 表达水平与上皮性卵巢癌临床病理特征均未见明显差异（P＞0.05）。结论：miR-141 可能

在上皮性卵巢癌的发生发展中发挥癌基因的作用；miR-141 用于检测上皮性卵巢癌敏感性和特异度较高，有望成为上皮性卵巢癌

早期诊断的新指标。
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ABSTRACT Objective: To investigate the expression of microRNA-141 （miR-141）in epithelial ovarian cancer samples and to
investigate the possibility of serum miR-141 used as biomarker for epithelial ovarian cancer. Methods: The expression of miR-141 in
tissues and serum from 16 cases of epithelial ovarian cancer and 4 cases of normal persons and in serum from 4 cases of benign epithelial
ovarian tumor was detected by real-time RT-PCR. Results: The expression of miR-141 in epithelial ovarian cancer tissues was
significantly higher than those in normal persons (P＜0.05). The expression of miR-141 in epithelial ovarian cancer serum was
significantly higher than those in benign epithelial ovarian tumor and normal persons (P＜0.05), but there was no difference between the
latter two groups. The expression of miR-141 increased with the progression of the clinical stages （P＜0.01)，but it had not correlation
with histological grading and the increasing of CA125 (P＞0.05). There was no difference for miR-141 expression with clinicpathologic
features in tissues of patient of epithelial ovarian cancer (P＞0.05). Conclusion: MiR-141 might play a role as an oncogene in the
occurrence and development of ovarian epithelial carcinoma. MiR-141 has higher sensibility and specificity, and it is expected to become
a new target of early diagnosis of ovarian cancer .
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前言

卵巢癌是一种隐匿性恶性肿瘤,仅有 20%诊断时为 I 期[1]。
卵巢癌预后较差原因是多方面的,包括缺乏早期诊断方法以及

症状不明显。虽然肿瘤标记物的检测使其诊断水平大为提高，

但其应用仍然受到很多限制，尤其对于早期诊断。因此亟需寻

找一种新型的标记物用于肿瘤的早期诊断。MicroRNAs (miR-

NAs) 是近年来研究发现的一类长度约 19-25 个核苷酸的非编

码小分子 RNA，是非编码小 RNA(non-coding small RNA)家族

中迄今研究最多的成员[2]。目前认为 miRNA 能调控多种病理

生理过程，包括细胞周期、凋亡、分化、发育和新陈代谢，大量研

究表明，miRNA 表达异常在肿瘤发生发展中起着调控的枢纽

作用[3]。最近研究表明肿瘤患者血清中含有大量稳定的 miRN-
As，miRNAs 在肿瘤中的表达异常预示着它有可能成为一类新

型的肿瘤标记物[4]。miR-141 属于 miRNAs 进化保守家族的一

员，是一种上皮相关的 miRNA 表达于几种人类常见的恶性肿

瘤，如乳腺癌、鼻咽癌[5]。目前，尚未见上皮性卵巢癌组织和血清

标本中同时检测的报道，并探讨其与卵巢癌临床病理特征之间

的关系。本研究采用 real-time RT-PCR 方法检测 miR-141 在上
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皮性卵巢癌患者与正常人血清及卵巢组织中的表达量是否存

在差异，分析 miR-141 和卵巢癌临床病理特征的关系，并探讨

其作为肿瘤标记物早期诊断卵巢癌以及卵巢癌预后评估中的

意义。

1 资料与方法

1.1 临床资料

16 例血清和组织标本取自 2009 年 9 月至 2010 年 3 月，

青岛大学医学院附属医院妇科上皮性卵巢癌患者行手术或化

学治疗前，标本采集征得病人及家属同意。分期参照国际妇产

科联盟（FIGO）的手术 - 病理分期标准。I 期 3 例，II 期 3 例，III
期 10 例。G1 级 1 例，G2 级 3 例，G3 级 12 例。其中粘液性腺癌

2 例，浆液性腺癌 13 例，透明细胞癌 1 例。良性卵巢肿瘤病人

血清 4 例、正常人组织血清标本 4 例作为对照。血液离心取血

清和组织标本离体后 10min 内置于液氮迅速冻存于 -70℃超低

温冰箱。
1.2 方法

1.2.1 实验试剂 Trizol 试剂购自 Invitrogen 公司，miScript RT
Kit，miScript SYBR Green PCR Kit，miScript Primer Assay 均购

自 QIAGEN。
1.2.2 总 RNA 提取 取冰冻保存的血清 500μl，加入 Trizol500μl；
取卵巢组织 50mg，加入 Trizol1000μl，按照 Trizol 试剂说明书

提取总 RNA，DEPC 处理过的蒸馏水溶解。采用 BECKMAN
COULTER 公 司 DU800 核 酸 蛋 白 分 析 仪 检 测 RNA 溶 液

D260/D280 光密度（D）值，计算 RNA 浓度和纯度，1.8＜D260/ D280＜
2.3 方可用于进一步检测。
1.2.3 MiR-141 表达分析 RT-PCR 方法是目前检测基因表达

最灵敏、可靠的方法，但是 MicroRNA 分子太小，不能采用常规

的 RT-PCR 检测，需要特殊的设计的茎环 RT 引物。本试验所

用方法为:首先在 miRNA 分子末端加 poly(A)尾，再用 5’端带

有延伸序列的Olig-dT 引物进行反转录，得到约 80nt 的 cDN-
A，然后用特异引物进行 SYBRGreen 实时定量 PCR 扩增。mi-
RNA RT 反应体系见表 1。将上述逆转录反应体系混匀置冰上。
37℃孵育 60min:poly(A)加尾及逆转录反应。95℃孵育 5min 灭

活逆转录酶后置冰上，或 -20℃冰箱贮存备用。miRNA q-PCR
反应体系见表 2。q-PCR 反应条件：预变性 95℃ 15min，变性

94℃ 15sec，退火 55℃ 30sec，延伸 + 采集荧光信号 70℃ 30sec，

血清 50 循环，组织 40 循环。Real time 定量 PCR 使用Rotor-
Gene 3000 仪器进行。记录每个反应管中的荧光信号到达所设

定的域值时所经历的循环数即 Ct 值，以 RNU6B 作为内参照，

采用定量 PCR 中的相对定量法进行分析，采以 2-△△ct 表示卵巢

癌患者血清中 miR-141 表达量相对于对照组血清的变化倍数。
其中△△ct=（Ct-CtU6）癌 -（Ct-CtU6）正常。

表 1 MiRNA RT 反应体系

Table1 Reverse-transcription reaction components

Component Volume/reaction

miScript RT buffur，5× 4 μl

miScript RT Mix 1μl

Template RNA ≤1μg

Raze-free water up to 20μl

Total volume 20μl

表 2 MiRNA q-PCR 反应体系

Table2 q-PCR reaction components

Component Volume/reaction

2*SYBR Green PCR Master Mix 4 μl

10* miScript Universal Primer 2μl

10*miScript Primer Assay 2μl

cDNA 2μl

RNase-free water up to 20μl

Total volume 20μl

1.2.4 统计学处理 miR-141 的表达数据以均数±标准差表示。
采用 SPSS 13.0 统计软件的 t 检验进行统计处理，取 P<0.05 为

假设检验有统计学意义的标准。

2 结果

2.1 卵巢癌患者及对照组血清中 miR-141 表达水平 Real-time

RT-PCR 的检测

本试验溶解曲线（图 1）变化率呈单峰，说明无非特异性荧

光产生，定量准确。扩增曲线（图 2）可见卵巢癌血清中 miR -
141 的 Ct 值明显低于正常人血清,说明其表达高于正常人。卵

巢癌患者组织和血清 miR-141 相对表达量分别为 72.846±
76.671 和 31.581±52.88，明显高于 正 常 人 （2.869±3.201 和
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1.690±1.697）组织和血清，差异有统计学意义(P＜0.05)；同时高

于良性肿瘤患者血清 miR-141 的表达（0.668±1.196）；良性肿瘤

患者和正常人血清中 miR-141 的表达无明显差异 (P＞0.05)。
（表 3，表 4）

图 1 上皮性卵巢癌患者血清标本中内参 RNU6B 和 miR- 141 real-time
PCR 溶解曲线

Fig.1 Dissociation curve of real-time PCR for RNU6B and miR-141 in
serum of epithelial ovarian cancer

图 2 Real-time PCR 扩增曲线分析 miR-141 和内参 RNU6B 在不同血

清标本中的表达

Fig.2 Expression of RNU6B and miR - 141in different serum by real-time
PCR amplification curve

图 3 miR-141 在不同血清标本中的表达

Fig.3 Expression of miR - 141in different serum samples

图 4 miR-141 在不同组织标本中的表达

Fig.4 Expression of miR - 141in different tissues samples

表 3 不同血清标本中 miR -141 的表达情况

Table 3 Expression of miR -141 in different serum（means±s）

Group △ct △△ct 2-△△ct P 值

Normal persons （n=4） 14.445±1.821 0.001±1.821 1.690±1.697

Ovarian benign neoplasm（n=4） 15.725±6.259 1.280±6.259 0.668±1.196 P＜0.05

Ovarian epithelial carcinoma（n=16） 11.024±3.929 -3.421±3.929 31.581±52.885 P＜0.05

表 4 不同组织标本中 miR -141 的表达情况

Table 4 Expression of miR -141 in different tissues（means±s）

Group △ct △△ct 2-△△ct P 值

Normal persons serum（n=4） 21.183±3.381 0.003±3.381 2.869±3.201

Ovarian epithelial carcinoma（n=16） 16.020±2.805 -5.161±2.805 72.846±76.671 P＜0.05

2.2 卵巢癌血清和组织中 miR-141 表达与多种临床病理特征

的关系

由表 5 可见 ， 随 着 卵 巢 癌 临 床 分 期 的 进 展 ， 血 清 中

miR-141 表达水平逐渐增高。其中Ⅲ期 miR-141 的相对表达量

为 44.752±63.578，Ⅰ期、Ⅱ期为 9.706±14.828，两者比较具有统

计学意义（P＜0.01）；在低分化癌组织中相对表达量为 37.832±

59.742，中高分化癌组织为 12.942±17.945，两者统计学无明显

差异（P＞0.05）。在粘液性腺癌，浆液性腺癌及透明细胞癌中

miR-21 表达水平无明显差异（P＞0.05）。有淋巴结转移的患者

中 miR-141 表达量为显著低于无淋巴结转移的患者（P＜0.05）。
miR-141 表达与 CA125 的高低无关（P＞0.05）。但表 6 可见，在

组织中 miR-141 表达水平与卵巢癌临床分期，分级，分类，淋巴

卵巢癌

ovarian

cancer

正常人

normal
良性肿瘤

ovarian

benign

neoplasm

卵巢癌组织 ovarian

cancer
正常卵巢组织

normal
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结转移及 CA125 的高低均未见明显差异。

表 5 卵巢癌血清中 miR-141 表达和临床病理因素的相关性

Table 5 The correlation of miR-141 overexpression with clinicpathologicfeatures in patients'serum of ovarian cancer

表 6 卵巢癌组织中 miR-141 表达和临床病理因素的相关性

Table 6 The correlation of miR-141 expression with clinicpathologicfeatures in patients'tissues of ovarian

Clinicopathological features n miR-141 相对表达量（2-△△ct） P

Clinical stage

I, II 6 9.706±14.828

III 10 44.752±63.578 P＜0.01

Histological grade

G1 G2 4 12.942±17.945

G3 12 37.832±59.742 P＞0.05

Histological classification

Mucus adenocarcinoma 2 9.540±2.065

Serous adenocarcinoma 13 29.898±55.272 P＞0.05

Clear cell carcinoma 1

Lymph node metastasis

YES 4 9.668±8.059

NO 12 38.924±59.789 P＞0.05

CA125

≤200U/ml 3 19.327±17.014

＞200U/ml 13 34.444±58.415 P＞0.05

Clinicopathological features n miR-141 相对表达量（2-△△ct） P

Clinical stage

I, II 6 89.873±53.149

III 10 62.630±88.988 P＞0.05

Histological grade

G1 G2 4 102.54±63.551

G3 12 62.949±80.543 P＞0.05

Histological classification

Mucus adenocarcinoma 2 120.46±98.373

Serous adenocarcinoma 13 71.063±75.682 P＞0.05

Clear cell carcinoma 1

Lymph node metastasis

YES 4 66.060±76.724

NO 12 75.108±79.927 P＞0.05

CA125

≤200U/ml 3 115.44±70.101

＞200U/ml 13 63.016±77.271 P＞0.05
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3 讨论

卵巢癌是妇科肿瘤中致死率最高的恶性肿瘤，70%诊断时

已为晚期病例，虽然经过系统的手术和化学治疗，其 5 年生存

率仍不超过 45%，故一直被认为是一个“沉默杀手”。血清肿瘤

标记物的探索是肿瘤研究中发展最迅速的领域[6]。虽然已被广

泛应用于肿瘤早期检测中，但是仍然受到很大限制[7]。现在几乎

所有的常规使用的血清标记物是蛋白质，并且使用传统方法检

测工作强度较大。卵巢癌常用的肿瘤标记物是糖链抗原，但在

卵巢癌早期诊断及复发检测等方面其特异性和敏感性仍不理

想[8,9]。寻找新的特异性和敏感性均较高的肿瘤标记物，或者多

种诊断方法的结合，会有较高的临床意义。
卵巢癌的发生、发展是一个多基因改变的过程，多种癌基

因和抑癌基因的表达失常或失衡，导致细胞无控增殖，在肿瘤

发生、发展和转归上起关键作用。以往的研究大都集中在编码

蛋白的癌基因或抑癌基因上，而近年来研究发现的 MicroRNAs
不编码蛋白质，但却能高效的调控癌基因或抑癌基因的表达而

在肿瘤的发生发展中起着调控的枢纽作用。miRNAs 是一类在

动植物中广泛存在、高度保守的小分子非编码 RNA。Calin GA
等发现约有 50% 的 miRNAs 基因位于人类染色体与肿瘤相关

的区域内[10]，提示 miRNA 基因的表达可能与肿瘤发生相关，甚

至参与肿瘤的浸润和转移。因此，研究肿瘤患者与正常人血清

中 miRNA 的表达差异将对于对于恶性肿瘤早期诊断、生物学

行为评估、随访监测等具有重要意义。
恶性肿瘤病人中 miRNAs 的表达常表现出组织特异性[11]。

miR-141 是一种具有上皮组织细胞特异性的微小 RNA, 在上皮

性肿瘤细胞中该微小 RNA 的表达水平明显高于非上皮性肿瘤

细胞[12,13]。Hsa-miR-141(miR-141)作为 miR-200 家族的成员之

一，在乳腺癌、结直肠癌和前列腺癌中表达增高，而在肝细胞肝

癌和胰腺癌中表达降低[13]。异常表达的 miR-141 参与了胆管癌

细胞的增殖和肾癌细胞的侵袭活动，提示 miR-141 与多种肿瘤

的发病机制相关。
目前有关 MiR-141 的研究表明，其功能类似于癌基因,

BRD3, UBAP1 and PTEN 是其主要的作用靶点，BRD3, UBAP1
主要与鼻咽癌的发生发展密切相关而 PTEN 是许多肿瘤的主

要抑癌基因[14]，提示 miR-141 可能通过改变细胞的增殖和侵袭

特征参与了肿瘤的发生和发展过程。在人类肿瘤疾病中

miR-141 的高表达以及针对多种重要抑癌基因的调节作用表

明 miR-141 有望成为新的肿瘤标记物。Eun JN 等研究表明包

括 miR- 21、miR-125、miR-100 and miR-145 在上皮性卵巢癌中

表达具有明显差异，而 miR-21、miR-200、miR-141、miR-18a、
miR-93 and miR-429 的高表达与浆液性卵巢癌的预后较差密

切相关[15]。本研究的结果证明，miR-141 在上皮性卵巢癌患者血

清及卵巢组织中较之正常人均过表达。该结果与报道相吻合，

说明 miR-141 可能通过发挥癌基因的作用参与上皮性卵巢癌

的发生发展的过程。
miR-141 在不同的肿瘤中生物学行为却不尽相同。研究表

明在胰腺癌和肝癌中 miR-141 明显下调，说明 miR-141 的表达

具有明显的组织特异性[13]。Wienholds E 等通过斑马鱼同源染

色体原位杂交试验证明 miR-141 主要局限在各种上皮组织中[16]。
本实验结果证明 miR-141 在上皮性卵巢癌组织中过表达，表明

其与上皮性卵巢癌的发生发展密切相关，可能成为上皮性卵巢

癌早期诊断较好的生物学指标。
MiRNAs 表达上调或下调，可能在肿瘤的发生发展中通过

调节某一种或几种抑癌基因或癌基因，从而影响肿瘤组织的生

物学特性，增加肿瘤细胞的侵袭、转移能力，从而发生盆腹腔及

淋巴结转移。本研究中，随着卵巢癌临床分期的进展，miR-141
表达水平逐渐增高；miR-141 表达水平与上皮性卵巢癌分化程

度及组织学类型无关；有淋巴结转移的患者中 miR-141 表达量

显著低于无淋巴结转移的患者，其影响淋巴结转移的机制尚不

明确；miR-141 表达与 CA125 的高低无关，可能与 CA125 的低

特异性、低敏感性和低准确性有关。但由于本实验所取样本均

来自近期手术的上皮性卵巢癌患者，尚不能完整评估 miR-141
表达水平对术后生存率的影响。所以，miR-141 表达能否应用

于预后评估尚需进一步研究。
有研究发现，人类血浆中的 miRNAs 不被内源性 RNase 酶

分解，以非常稳定的形势存在[17]。与正常人群对照，转移的前列

腺癌患者肿瘤组织和血清中 miR-141 的表达水平均有显著的

升高。以血清 miR-141 水平作为诊断标记物，可以达到 60%的

敏感性和 100%的特异性。本研究结果显示 miRNA 在血清中

表达稳定。miRNA 稳定的存在于血清和血浆中，可以作为上皮

性卵巢癌诊断新的标记物。单一血清肿瘤标记物例如 AFP 诊

断肝癌，CA125 诊断卵巢癌等虽然在临床上使用多年，但缺点

在于缺乏敏感性、特异性和精确性。相比之下，一组肿瘤标记物

对于肿瘤的早期诊断具有较高的敏感性、特异性和精确性。
miR-141 或者与其他 miRNA 结合可能作为一种新型的检测上

皮性卵巢癌的外周血生物学标志物，尤其有助于对早期无明显

临床症状的上皮性卵巢癌患者进行筛选。miR-141 等 miRNA
与卵巢癌的发生、发展和预后的关系以及在肿瘤的诊断和治疗

中的作用的研究尚属起步阶段，还有待于进一步扩大样本进行

深入的研究及随访。
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的发生，术后一周观察动物，均生存状况良好，说明在方舱内的

操作安全可靠。
微创介入方舱内临时起搏术由1名术者、1 名助手、一名

器械护士和一名巡回护士协同完成。为了保证手术的高效快速

展开，方舱内的物品器械由专人负责，手术过程中，按照物品使

用的过程，和医生的医嘱，将物品分级分类，依次按顺序准备

好，一线物品如 4-6 F 起搏电极导管，无菌器械包，消毒盘，0.9
%氯化钠，注射器，无菌手套等在接到医嘱后首先准备好，二线

物品如起搏器，电池等在医生定位消毒时准备好。最后在操作

时，同时准备好除颤器，等急救设备物品，以应付意外情况的发

生[16]。
由于动物实验，动物依从性差，在麻醉时选择静脉全身麻

醉，丙泊酚静脉持续注射维持 14 ml/h，在行伤员抢救的时候，

可用利多卡因局部麻醉，缩短抢救准备的时间。
总之，在方舱内进行心脏内电极导管临时起搏，安全，高

效，而且可以将急救延伸到战场或者灾害一线条件下进行，对

外界条件依赖性小，减少了急重症伤员在后送过程中发生意外

的可能性，为抢救成功赢得了时间。必然会在伤员心肺复苏救

治中发挥重要作用。
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