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　　［摘要］　目的　运用基因芯片技术筛选促胃液素（ＧＡＳ）高表达的大肠癌组织中差异表达的微ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）。

方法　运用酶联免疫吸附实验（ＥＬＩＳＡ）检测７１例大肠癌患者癌组织标本中ＧＡＳ的含量，分析大肠癌组织中ＧＡＳ表

达水平与临床病理特征的关系。选择ＧＡＳ表达强阳性（高表达组）与阴性（对照组）的患者各４例，对其癌组织进行

ｍｉＲＮＡ芯片分析，并采用ｑＰＣＲ验证差异表达的ｍｉＲＮＡ。结果　ＧＡＳ含量≥５０．００ｐｇ／ｇ（阳性表达）的患者１７例

（２３．９％），其余５４例（７６．１％）ＧＡＳ表达阴性。癌组织中ＧＡＳ表达水平与其分化程度、Ｄｕｋｅｓ分期及组织学类型有关

（犘均＜０．０５）。ＧＡＳ高表达组（ＧＡＳ含量＞２００．００ｐｇ／ｇ）中与对照组癌组织相比发生显著变化的ｍｉＲＮＡ共２３６个，

与对照组比较，在高表达组中表达上调的ｍｉＲＮＡ共１５９个，表达下调的ｍｉＲＮＡ的数目为７７个。筛选出ＧＡＳ高表达

组中的３倍以上表达差异的ｍｉＲＮＡ２４个，其中上调１７个、下调７个；分别选择表达上调和下调的ｍｉＲＮＡ各３个进行

ｑＰＣＲ验证，验证结果与芯片分析结果基本一致。结论　ＧＡＳ高表达大肠癌组织中ｍｉＲＮＡ的表达存在显著变化，差

异表达ｍｉＲＮＡ可能是治疗ＧＡＳ高表达大肠癌的潜在靶点。
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第６期．茆家定，等．促胃液素高表达大肠癌组织中ｍｉｃｒｏＲＮＡ表达差异分析

　　［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｒｃｉｎｏｍａ；ｇａｓｔｒｉｎｓ；ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ；ｇｅｎｅｃｈｉｐ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１７，３８（６）：８１４８１８］

　　大肠癌的发生是一个多因素、多阶段、多基因的

过程，涉及大量肿瘤相关基因结构改变与表达异常。

近年来研究已证实部分大肠癌的发生与促胃液素

（ｇａｓｔｒｉｎ，ＧＡＳ）表达异常有关，部分大肠癌细胞能够

通过自主产生和分泌ＧＡＳ并作用于自身细胞膜受

体发挥生物学效应，但其具体分子机制仍不清

楚［１４］。研究发现微ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）参

与调控大肠癌的发生、发展、侵袭、转移和血管生成

等过程［５６］。本研究运用酶联免疫吸附实验

（ＥＬＩＳＡ）检测２０１４年１月—２０１５年１２月我科７１

例患者大肠癌组织中的ＧＡＳ含量，并利用ｍｉＲＮＡ

芯片技术检测 ＧＡＳ高表达组和 ＧＡＳ阴性组

ｍｉＲＮＡ的表达差异，探讨相关差异表达ｍｉＲＮＡ在

ＧＡＳ调节大肠癌生长中的作用及其相互关系。

１　材料和方法

１．１　标本来源　收集大肠癌手术切除标本共７１

例，均经病理检查确诊，手术前未行放化疗。其中男

３８例，女３３例；年龄３２～７１岁，平均（５２±１０）岁。

肿瘤部位：结肠癌３９例、直肠癌３２例。大体分型：

溃疡型３７例、隆起型２８例、浸润型６例。分化程

度：高分化腺癌２５例、中分化腺癌２７例、低分化腺

癌１９例。组织学类型：乳头状腺癌１９例、管状腺癌

３３例、黏液腺癌８例、印戒细胞癌５例、未分化腺癌

６例。Ｄｕｋｅｓ分期：Ａ、Ｂ期３２例，Ｃ、Ｄ期３９例。本

研究通过皖南医学院弋矶山医院伦理委员会批准，

所有患者均签署知情同意书。

１．２　试剂及仪器　人ＧＡＳＥＬＩＳＡ试剂盒购自美

国Ｒ＆Ｄ公司，ＴＲＩｚｏｌ试剂购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公

司，ＲＮｅａｓｙ微型试剂盒购自德国ＱＩＡＧＥＮ公司，

ｍｉＲＣＵＲＹＴＭ芯片、ｍｉＲＣＵＲＹＡｒｒａｙＰｏｗｅｒ标记试

剂盒和缓冲液试剂盒购自丹麦 Ｅｘｉｑｏｎ公司。

ＧｅｎｅＰｉｘ４０００Ｂ芯片扫描仪、ＧｅｎｅＰｉｘｐｒｏＶ６．０荧

光信号处理软件均为美国Ａｘｏｎ公司产品。

１．３　ＥＬＩＳＡ检测大肠癌组织中ＧＡＳ的含量　取

新鲜大肠癌组织及癌旁组织各４００ｍｇ，其中２００ｍｇ

液氮保存用于后期 ＲＮＡ的提取。另２００ｍｇ加

４００μＬ单去污剂裂解液（含ＰＭＳＦ）于匀浆器中进行

匀浆，提取上清液于－２０℃保存，按照ＥＬＩＳＡ试剂

盒操作说明检测７１例大肠癌组织中ＧＡＳ的含量。

ＧＡＳ含量≥５０．００ｐｇ／ｇ为阳性表达，＞２００．００ｐｇ／ｇ

为强阳性表达。

１．４　样本总ＲＮＡ的提取及ｍｉＲＮＡ芯片杂交

１．４．１　样本总ＲＮＡ的提取和纯化　选择ＧＡＳ表

达强阳性（高表达组）和ＧＡＳ表达阴性（对照组）大

肠癌患者的癌组织及相应的癌旁组织标本各４例，

取５０ｍｇ冻存组织，用干净的剪刀尽可能将其碎解

后放置于匀浆器中的１～２ｍＬ的球形部位，切取过

程严格按照无ＲＮＡ酶的标准执行。使用生物粉碎

机（美国ＢｉｏＳｐｅｃ公司）碎解预先冻存的组织，再使

用ＭｉｎｉＢｅａｄＢｅａｔｅｒ１６研磨珠均质器（美国Ｂｉｏｐｅｃ

公司）进行均质化处理，然后使用ＲＮｅａｓｙ微型试剂

盒纯化得到总ＲＮＡ。使用ＮａｎｏＤｒｏｐ１０００全波长

紫外／可见光扫描分光光度计（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）

测定各标本总ＲＮＡ浓度及纯度，各项指标合格后

选用甲醛变性琼脂糖凝胶电泳法观察到５Ｓ、１８Ｓ及

２８ＳＲＮＡ无明显降解，说明抽提ＲＮＡ的质量和纯

度符合基因芯片的检测要求。

１．４．２　芯片杂交　按照ｍｉＲＣＵＲＹＡｒｒａｙＰｏｗｅｒ

本标记试剂盒使用说明制备标记反应液并进行

ｍｉＲＮＡ芯片杂交。本研究采用的是丹麦Ｅｘｉｑｏｎ公

司提供的第６代芯片，该芯片含１８９１个捕获探针，

涵盖人类、小鼠的所有ｍｉＲＮＡ以及这些物种有关

的病毒ｍｉＲＮＡ，此外该芯片还包含ｍｉＲＢａｓｅ数据

库未收录的６６个ｍｉＲＮＡ。

１．４．３　ｍｉＲＮＡ序列扫描及分析　使用ＧｅｎｅＰｉｘ

４０００Ｂ芯片扫描仪对所有１６例标本的ｍｉＲＮＡ进行

扫描，利用扫描仪配套的ＧｅｎｅＰｉｘｐｒｏＶ６．０荧光信

号处理软件对原始数据进行运算，取每种探针重复

４次的平均值与本底荧光强度相减，通过中位数标

准法获得方便分析的标准数据，计算出包括标准化信

号值及样本间ｍｉＲＮＡ表达量比值等数据。最后筛选

出不同组别间表达上调或下调超过３倍的ｍｉＲＮＡ，

所得结果按基因表达相似程度进行分层聚类。
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１．５　ｑＰＣＲ验证差异表达的ｍｉＲＮＡ　随机选择

ＧＡＳ高表达组大肠癌组织中表达上调或下调３倍

以上的ｍｉＲＮＡ各３个运用ｑＰＣＲ验证其表达水平，

根据试剂盒说明书进行引物合成以及各样品的目的

基因和管家基因的ｑＰＣＲ反应，经过与内参基因的

比较及转换得到验证基因的差异倍数，分析ｑＰＣＲ

验证结果与芯片结果是否一致。

１．６　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１０．０软件进行数据分

析，计数资料的比较采用χ
２检验。芯片检测倍数与

ｑＰＣＲ验证倍数的比较采用配对狋检验。检验水准

（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　大肠癌组织中的ＧＡＳ含量　７１例大肠癌组

织标本中，ＧＡＳ含量≥５０．００ｐｇ／ｇ（阳性表达）者１７

例（２３．９％），其中＞２００．００ｐｇ／ｇ者５例，５０．００～

２００．００ｐｇ／ｇ者１２例。大肠癌组织中ＧＡＳ表达水

平与分化程度、组织学类型及Ｄｕｋｅｓ分期关系密切

（犘均＜０．０５），见表１。

表１　大肠癌组织中促胃液素（犌犃犛）表达与临床病理的关系

狀（％）

病理特征 犖 阳性组 阴性组

分化程度

　高分化 ２５ ２（８．０） ２３（９２．０）

　中分化 ２７ ５（１８．５） ２２（８１．５）

　低分化 １９ １０（５２．６） ９（４７．４）

组织学类型

　乳头状腺癌 １９ ２（１０．５） １７（８９．５）

　管状腺癌 ３３ ５（１５．２） ２８（８４．８）

　黏液腺癌、印戒细胞癌和未分化腺癌 １９ １０（５２．６） ９（４７．４）

Ｄｕｋｅｓ分期

　Ａ、Ｂ ３２ ３（９．４） ２９（９０．６）

　Ｃ、Ｄ ３９ １４（３５．９） ２５（６４．１）

２．２　ＧｅｎｅＰｉｘ４０００Ｂ芯片扫描分析结果　ＭｉＲＮＡ

杂交后表达谱ＧｅｎｅＰｉｘ４０００Ｂ芯片扫描结果符合标

准，信号强度高，背景均一，未见明显缺陷。芯片结

果示差异表达ｍｉＲＮＡ共２３６个，其中与对照组相

比在ＧＡＳ高表达组中表达上调的ｍｉＲＮＡ１５９个，

表达下调的ｍｉＲＮＡ７７个。筛选出ＧＡＳ高表达大

肠癌组织中差异表达３倍以上的ｍｉＲＮＡ２４个，其

中上调１７个、下调７个（表２、图１）。

表２　促胃液素（犌犃犛）高表达组与对照组表达

差异３倍以上的犿犻犚犖犃

ＩＤ ＭｉＲＮＡ名称 差异表达倍数ａ

４６８６９ ｈｓａｍｉＲ１２５８ ３．０８

１４８２４１ ｈｓａｍｉＲ３６４９ ３．１７

１４６０４８ ｈｓａｍｉＲ５６８０ ３．２２

４６７５２ ｈｓａｍｉＲ１２７０ ３．３４

１４６０２４ ｈｓａｍｉＲ３８３ ３．３７

１４７９０４ ｈｓａｍｉＲ３１４８ ３．４４

４６５００ ｈｓａｍｉＲ５２０ ３．６９

４２６２７ ｈｓａｍｉＲ２１２３ｐ ３．７７

４２６６７ ｈｓａｍｉＲ３０２ｂ５ｐ ３．８５

１４８０６４ ｈｓａｍｉＲ３９２６ ４．３４

１７５７８ ｈｓａｍｉＲＫ１２５ ４．４３

１４８６５２ ｈｓａｍｉＲ６２０ ４．５２

１４８２１６ ｈｓａｍｉＲ３９０７ ４．７１

４２６７３ ｈｓａｍｉＲ３３７３ｐ ５．０２

１４６０６９ ｈｓａｍｉＲ１９１５５ｐ ５．１０

１７８８５ ｈｓａｍｉＲＰｌｕｓＡ１０８６ ５．５０

４２９３４ ｈｓａｍｉＲ３４５５ｐ ５．５４

１４７６３１ ｈｓａｍｉＲ４２５８ －７．０８

１４５９７６ ｈｓａｍｉＲ６６３ｂ －６．１７

１４８５７７ ｈｓａｍｉＲ３９４３ －５．３３

２７５６８ ｈｓａｍｉＲ７４４５ｐ －４．２４

４７００ ｈｓａｍｉＲ１４０５ｐ －３．４６

１４７６６２ ｈｓｖ２ｍｉＲＨ６ －３．４５

２９８０２ ｈｓａｍｉＲ１４４３ｐ －３．１８

　　ａ：正值代表上调，负值代表下调

图１　促胃液素（犌犃犛）高表达组与对照组

差异表达３倍以上的犿犻犚犖犃分层聚类图

９Ａ：ＧＡＳ高表达大肠癌组织；２７Ａ：ＧＡＳ阴性表达大肠癌组织（对

照组）；９Ｃ：ＧＡＳ高表达癌旁正常大肠黏膜组织；２７Ｃ：ＧＡＳ阴性表

达癌旁正常大肠黏膜组织

２．３　ｑＰＣＲ验证芯片初筛结果　随机选取表达上

调或下调３倍以上的ｍｉＲＮＡ各３个采用ｑＰＣＲ进

行验证，经过与内参基因的比较及转换得到验证
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第６期．茆家定，等．促胃液素高表达大肠癌组织中ｍｉｃｒｏＲＮＡ表达差异分析

ｍｉＲＮＡ的差异倍数，与芯片分析结果基本一致

（图２）。

图２　狇犘犆犚验证犿犻犚犖犃的差异倍数对比

３　讨　论

本研究运用ＥＬＩＳＡ测得７１例大肠癌患者癌组

织中有１７例ＧＡＳ表达阳性，占总例数的２３．９％；

且ＧＡＳ阳性表达程度与分化程度、组织学类型及

Ｄｕｋｅｓ分期有关，ＤｕｋｅｓＣ、Ｄ期中ＧＡＳ表达阳性者

１４例（８２．４％），中低分化癌中ＧＡＳ表达阳性者有

１５例（８８．２％），黏液腺癌、印戒细胞癌和未分化腺

癌中ＧＡＳ表达阳性者１０例（５８．８％），说明分化较

差及分期较晚的大肠癌患者中ＧＡＳ表达阳性的比

例大，这与我们前期研究结果基本一致［７８］。

研究证实不同类型的 ｍｉＲＮＡ在大肠癌的发

生、发展中扮演着不同的角色［９１０］。ＭｉＲＮＡ芯片技

术是一种快速有效地分析ｍｉＲＮＡ表达谱的方法。

目前已有学者应用ｍｉＲＮＡ芯片技术筛选出众多与

大肠癌生物学行为和临床特征相关的ｍｉＲＮＡ
［９１０］。

Ｎｇ等
［１１］研究发现ｍｉＲ１７３ｐ和ｍｉＲ９２在结直肠

癌患者中表达明显增加，且 ｍｉＲ９２的表达水平可

用来鉴别结直肠癌和炎症性肠病或正常人，敏感度

８９％，特异度７０％。由此可见，结直肠癌患者血浆

中ｍｉＲ９２的表达水平可作为结直肠癌早期诊断的

预警指标。Ｙａｍａｋｕｃｈｉ等
［１２］研究发现 ｍｉＲ３４ａ可

通过 ＳＩＲＴ１ （ｓｉｌｅｎｔｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒ１）的

３′ＵＴＲ中ｍｉＲ３４ａ的结合区域抑制ＳＩＲＴ１表达，导

致其乙酰化ｐ５３增加，ｐ２１和ｐ５３上调凋亡调控因

子（ＰＵＭＡ）表达增加，从而调节细胞周期和凋亡。

在大肠癌组织中ｍｉＲ３４ａ低表达导致细胞增殖失

控。Ｈｕａｎｇ等
［１３］对１０对结肠癌组织和癌旁组织进

行 ｍｉＲＮＡ 芯片分析发现 ４９ 个表达差异的

ｍｉＲＮＡ，其中ｍｉＲ９５有最强的促进结肠癌细胞增

殖的能力，其功能主要是通过抑制下游的靶基因

犛犖犡１实现。上述结果提示，ｍｉＲＮＡ及其靶基因的

异常表达与大肠癌的发生密切相关，特异性ｍｉＲＮＡ

的表达模式可能与肿瘤的特性及预后有关。

本研究结果显示，ＧＡＳ高表达与ＧＡＳ表达阴

性的大肠癌组织中ｍｉＲＮＡ的表达存在差异，表达

上调的ｍｉＲＮＡ有１５９个，表达下调的ｍｉＲＮＡ共

７７个。筛选出ＧＡＳ高表达且与大肠癌发病相关的

３倍以上差异ｍｉＲＮＡ２４个，其中上调１７个、下调

７个。经检索发现，关于这些ｍｉＲＮＡ与大肠癌相关

关系的研究并不多见。Ｐｅｌｌａｔｔ等
［１４］通过ｍｉＲＮＡ芯

片筛选发现ｍｉＲ６６３ｂ在人结肠癌和直肠癌中均发

挥重要作用，Ｚｈａｉ等
［１５］则发现ｍｉＲ１４０５ｐ可通过

抑制Ｓｍａｄ２途径和自噬抑制结直肠癌细胞的存活

和侵袭，但这两项研究并未探讨相关作用是否与

ＧＡＳ表达水平有关。Ｓｏｎｇ等
［１６］研究发现，ｍｉＲ

１４８ｂ可通过下调胆囊收缩素２型受体（ＣＣＫ２Ｒ）的

表达阻断ＧＡＳ与ＣＣＫ２Ｒ结合，从而抑制大肠癌

ＨＣＴ１１６和ＨＴ２９细胞的增殖。然而本研究并未

发现ｍｉＲ１４８ｂ在ＧＡＳ高表达与ＧＡＳ表达阴性患

者中存在差异表达，具体原因仍有待进一步探讨。

本研究还发现了一些先前研究中尚未报道过的差异

表达 ｍｉＲＮＡ，如表达上调的 ｍｉＲ５６８０和下调的

ｍｉＲ３９４３，这些ｍｉＲＮＡ在ＧＡＳ高表达的大肠癌组

织中发挥何种作用值得进一步探讨。

综上所述，ＧＡＳ高表达大肠癌组织中ｍｉＲＮＡ

的表达存在差异，部分ｍｉＲＮＡ可能参与了ＧＡＳ对

大肠癌生长的调控，然而其具体机制仍不清楚。今

后，我们拟建立ＧＡＳ高表达大肠癌细胞模型，在此

基础上进一步筛选与ＧＡＳ对大肠癌发病调控相关

的ｍｉＲＮＡ，并探讨其分子机制。如果能在ｍｉＲＮＡ

水平有效地干预ＧＡＳ对大肠癌发病的调控，将会为

ＧＡＳ高表达的大肠癌患者的综合治疗寻找到新的

途径和潜在靶点。
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