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非小细胞肺癌患者外周血清miR-22和miR-126的检测及其临床意义
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[摘 要] 目的：探讨液体活检外周血清miR-22和miR-126的表达在非小细胞肺癌（NSCLC）发生和转移中的作用。方法：收
集盐城市第六人民医院2013年5月至2015年5月期间确诊的127例NSCLC患者，设健康对照112例，采用qRT-PCR检测患者血

清中miR-22和miR-126的相对表达水平、Logistic回归分析法及ROC曲线分析miR-22和miR-126在NSCLC发展与转移预测中

的敏感性及特异性。结果：病例组血清miR-22水平显著高于对照组，而血清miR-126水平低于对照组（均P<0.05）；与腺癌患者

相比，鳞状细胞癌患者的血清miR-22水平显著升高（P<0.05）、血清miR-126显著降低（P<0.01）；与Ⅰ+Ⅱ期患者相比，Ⅲ+Ⅳ期患

者血清miR-22水平升高，miR-126水平相对降低（均P<0.01）；与未转移患者相比，转移患者血清miR-22水平升高，而血清miR-

126水平降低（均P<0.01）；有家族遗传史的患者与没有家族遗传史的患者相比，血清miR-22水平升高但miR-126水平降低（均P<

0.01）。血清miR-22与miR-126水平对NSCLC预测的特异性与敏感性分别为99.11%和84.30%、82.68%和96.40%。血清miR-22

与miR-126水平对NSCLC转移的特异性与敏感性分别为59.74%和96.00%、84.00%和62.30%。结论：在NSCLC患者体内血清

中，miR-22呈高表达而miR-26呈低表达，液体活检miR-22和miR-126可作为预测NSCLC的发生及转移的一个生物学指标。
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microRNA-22 and microRNA-126 expression in serum of patients with non-small
cell lung cancer and its clinical significance

ZHANG Yujie1, SHANG Anquan2,3, WANG Weiwei4,WEI Jun1（1. Clinical Medicine School, Ningxia Medical Uni-

versity, Yinchuan, Ningxia, China; 2. Department of Laboratory Medicine, Tongji Hospital, Tongji University

School of Medicine, Shanghai, China; 3. Departments of Laboratory Medicine, The Sixth People’s Hospital of

Yancheng City, Yancheng, Jiangsu, China; 4. Departments of Pathology, The First People’s Hospital of Yancheng

City, Yancheng, Jiangsu, China）

[Abstract] Objective: To investigate the expression of microRNA-22 (miR-22) and miR-126 in peripheral blood of

patients with non- small cell lung cancer (NSCLC) and explore their role in the occurrence and metastasis of

NSCLC. Methods: A total of 127 NSCLC patients who were diagnosed at the Sixth People's Hospital during May

2013 till May 2015 were selected in this study, meanwhile another 112 healthy individuals were selected as the con-

trol subjects. The qRT-PCR was performed to detect the serum miR-22 and miR-126 levels. Logistic regression anal-

ysis was conducted to analyze the independent factors influencing NSCLC metastasis, and receiver operating charac-
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teristic (ROC) curve was drawn to analyze the sensitivity and specificity of serum miR-22 and miR-126 levels in

predicting NSCLC developments and metastasis. Results: The serum miR-22 level was significantly higher in the

case group than that in the control group, while the serum miR-126 level was lower in the case group as compared

with that in the control group (all P<0.05). Compared with squamous cell carcinoma patients, serum miR-22 level

significantly increased (P<0.05), while serum miR-126 level decreased in patients with adenocarcinoma (P<0.01).

Patients at III+IV stage showed increased serum miR-22 level and decreased serum miR-126 level as compared to

patients at I+II stage (all P<0.01). In comparison to those without metastasis, patients with metastasis showed elevat-

ed serum miR-22 and decreased miR-126 level (all P<0.01). Compared with patients with familial inheritance, those

without familial inheritance had increased serum miR-22 level but decreased serum miR-126 level (all P<0.01). The

specificity and sensitivity of serum miR-22 and miR-126 levels in predicting NSCLC occurrence were 99.11% and

84.30%, 82.68% and 96.40%, respectively. The specificity and sensitivity of serum miR-22 and miR-126 levels in

predicting NSCLC metastasis were 59.74% and 96.00%, 84.00% and 62.30%, respectively. Conclusion: miR-22

was high expressed while miR-126 was low expressed in the serum of NSCLC patients; they may be used as the

predicative biomarkers for NSCLC development and metastasis.

[Key words] non-small cell lung cancer；miRNA-22; miRNA-126; peripheral blood; liquid biopsy

[Chin J Cancer Biother, 2017, 24(12): 1405-1410. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2017.12.011]

肺癌是全世界癌症死亡的主要原因之一 [1]。尽

管在放射治疗、外科手术以及化疗方面已经取得了

一定的发展，但癌症患者的长期生存率依然保持在

较低水平[2]。诊断时病灶处于原位的患者，5年生存

率大约50%，但是有淋巴结参与的或者淋巴结转移的

生存率就会大大降低[3]。基因组学与蛋白质组学的

发展为临床诊断提供了大量新的具有潜在价值的生

物标志物，尤其是可以通过实时荧光定量 PCR法定

量检测基因的表达[4-5]。近年来，microRNA的发现为

癌症的诊断与治疗效果的预测提供了新的方法[6-7]。

miR-22的编码序列存在于人17号染色体上的癌

症相关基因区（17p13.3），可以定位到C17或 f19基因

的外显子上[8]。miR-22在人内皮细胞以及衰老的成

纤维细胞中表达上调，但在许多癌症细胞系中是下

调的；同时，过表达miR-22可以诱导正常细胞衰老抑

制癌细胞生长[9]。miR-126的编码序列存在于表皮生

长因子结构域 7的内含子 7内部。表皮生长因子结

构域7是一种内皮细胞生长因子结构域基因，在血管

丰富的组织以及内皮细胞中高表达，在血管生成的

的过程中起关键作用[10]。有研究[11-12]发现miR-21和

miR-205与非小细胞肺癌细胞（NSCLC）的生长、转移

以及对放化疗敏感性相关。但是，几乎没有研究涉

及血清miR-22和miR-126水平对NSCLC发展和转

移的影响。本研究探讨血清miR-22和miR-126水平

在NSCLC发展和转移上的预测价值，以便通过液体

活检为NSCLC患者的诊断及治疗提供一个新的方向。

1 材料与方法

1.1 研究对象

收集盐城市第六人民医院2013年5月至2015年

5月期间接受治疗的 127名NSCLC患者均被选为病

例组，并根据细胞病理和组织病理学确诊为原发性

NSCLC初诊病例。其中有82名男性和45名女性，年

龄40~70岁，根据病理类型，有71例腺癌和56例鳞状

细胞癌。根据国际抗癌联盟公布的淋巴结转移肿瘤

TNM分期标准（2009年国际抗癌联盟第 7版）[18]，29

例处于Ⅰ期（22.83%）、21例处于Ⅱ期（16.54%）、64例处

于Ⅲ期（50.39%）、13例处于Ⅳ期（10.24%）；其中有50

位患者出现转移，77位患者没有出现转移。共有112

位健康个体（来自于体检结果正常个体）被选为对照

组，其中包括 63位男性和 49位女性，年龄 40~70岁。

对照组与病理组之间性别与年龄没有统计学差异。

NSCLC患者入选标准：没有接受过化疗或放疗的患

者；没有肿瘤相关疾病史的患者；患者通过术后病理

学检查诊断为NSCLC。健康个体的入选标准：通过

胸部CT、胸部X射线、血液检查以及其他常规身体检

查没有肿瘤相关疾病。

1.2 材料

EDTA抗凝管购自美国BD公司；TRIzol购自 In-

vitrogen；氯仿购自江苏奥赛康药业股份有限公司；

miRNA提取试剂盒miRNeasy mini kit购自北京天根

生化科技有限公司；无酶双蒸水（美国加利福尼亚

Thermo Fisher Scientific 公司）；反转录 cDNA合成试

剂盒购自北京天根生化科技有限公司；Taqman qPCR

反应试剂盒购自美国Thermo Fisher Scientific公司。

1.3 实时荧光定量 PCR 检测血清中 miR-22 和 miR-

126的水平

所有患者在入院第二天均采集了外周血样，使
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用乙二胺四乙酸（EDTA）-K2抗凝剂并离心分离血浆，

将血浆分装至 500 μl试管-80 ℃保存以备后续实验

使用。收集在低温保存的500 μl体积的血浆样本，并

与 3倍于血浆的TRIzol试剂充分混合（冰上操作）。

然后室温下反应 15 min，加入 0.5 ml氯仿震荡混匀，

室温下静置 5 min。将混合液在 4℃条件下 14 000 r/

min离心 15 min，将上层水相液体转移至新管中，然

后混入 1.5倍体积的无水乙醇。根据miRNA提取试

剂盒说明书操作，采用吸附柱提取RNA。将提取的

RNA溶解于 500 μl无酶双蒸水中，通过紫外分光光

度法检测RNA的浓度和纯度，并通过3%琼脂糖凝胶

电泳观察RNA的完整性。根据专用逆转录 cDNA合

成试剂盒说明书，使用3'末端多聚A尾和逆转录酶处

理miR分子，然后以合成的 cDNA为模板，使用Taq-

man qRT-PCR 反应试剂盒进行实时荧光定量 PCR。

同时，miR-16作为内部参照（引物序列见表1）。反应

条件如下：95 ℃预变性 1 min，95 ℃变性 15 s，60 ℃

退火45 s，72 ℃延伸40 s，共进行40个循环。在qRT-

PCR实验中，进行重复与阴性对照实验，其中每个样

品在定量实验中重复3次，在阴性对照实验中不加入

cDNA 模板。miR-22 和 miR-126 的相对表达量用

2-ΔΔCt法计算。在每个样本中，ΔCt=Ct 靶基因-Ct 内参基因，Δ

△Ct=ΔCt 实验组-ΔCt 对照组。Ct值代表的是热循环仪在

反应中检测到的荧光强度值。为了检测PCR扩增的

完整性，使用 3%的琼脂糖凝胶电泳来分析和验证

PCR产物的特异性。

表1 引物序列

Tab. 1 Primer sequence

Target

miR-22

miR-126

miR-16

Sequence

F:5'-GCCTGAAGCTGCCAGTTGA-3'

R:5'-GTGCAGGGTCCGAGGT-3'

F:5'-CGCTGGCGACGGGACATTATTAC-3'

R:5'-TGCCGTGGACGGCGCATTATTAC-3'

F:5'-GCGGATCCAGCACATCATGGTTTACA-3'

R:5'-GCGTCGACAAAAAATGTTACCTTAAAGGG-3'

F：Forward；R：Reverse

1.4 统计学处理

使用SPSS 21.0软件进行统计分析，计量数据用

x̄±s 表示，两组之间的比较采用双边 t 检验，对影响

NSCLC转移的独立因素采用Logistic回归分析法，采

用 ROC 曲线分析血清 miR- 22 和 miR- 126 水平对

NSCLC发生和转移预测的敏感性和特异性。以P<

0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 NSCLC病例与健康对照者血清miR-22和miR-

126水平比较

病例组血清 miR-22 水平显著高于对照组（P<

0.05）（图 1），而血清 miR-126 水平明显低于对照组

（P<0.05）。

*P<0.05 vs control group

图1 血清miR-22、、miR-126在NSCLC患者和

健康组中的表达量（（x̄±s））

Fig. 1 Expression levels of miR-22 and miR-126 in serum of

patients with NSCLC and healthy controls（x̄±s）

2.2 NSCLC患者血清miR-22和miR-126水平与临床

特征的关系

在不同病理类型、TNM分期、有无转移以及有无

家族遗传病史的患者中，血清miR-22和miR-126水

平均有显著差异（P<0.05）。与腺癌患者相比，鳞状细

胞癌患者的血清miR-22水平显著增高（P<0.05）、血

清 miR-126 显著降低（P<0.01）；与Ⅰ+Ⅱ期患者相比，

Ⅲ+Ⅳ期患者血清miR-22水平升高而血清miR-126

水平相对降低（均P<0.01）；转移患者与非转移患者

相比，血清miR-22水平升高，而血清miR-126水平相

对降低（均P<0.01）；有家族遗传史的患者较没有家

族遗传史的患者血清miR-22水平升高但血清miR-

126水平降低（均P<0.01）。同时，在不同年龄、性别、

阻塞性肺炎和吸烟史组中，miR-22和miR-126水平没

有显著性差异（均P>0.05，表2）。

2.3 血清miR-22和miR-126水平是NSCLC转移的独

立影响因素

对 50例转移患者与 70例非转移患者血清miR-

22和miR-126水平与其基本信息进行了单因素Lo-

gistic回归分析，基本信息包括患者的年龄、性别、吸

烟史、家族遗传史、病理分型以及TNM分期。结果

(表3)表明，在不同家族遗传史、病理类型、TNM分期

的患者中，血清miR-22和miR-126水平存在显著性

差异。术后的复发和转移作为单因素分析的重要因

素因变量与自变量而被纳入多因素Logistic回归分

析，比如不同NSCLC的TNM分期和病理类型中，血

清miR-22和miR-126水平可以作为预测NSCLC转

移的预测因素（P<0.05）。
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表2 NSCLC患者血清miR-22、、miR-126水平与不同临床特征的关系（（x̄±s））

Tab.2 Relationship between the expression level of miR-22 or miR-126

in serum of patients with NSCLC and the clinical features（（x̄±s））

Group

Age(t/a）

<60

≥60

Gender

Male

Female

Pathological type

Adenocarcinoma

Squamouscarcinoma

TNM

Ⅰ+Ⅱ

Ⅲ+Ⅳ

Metastasis

Yes

No

Obstructive pneumonia

Yes

No

Family inheritance

Yes

No

Smoking history

Yes

No

n

85

42

82

45

71

56

50

77

50

77

62

65

15

112

91

36

miR-22

Expression

1.35±0.33

1.35±0.41

1.35±0.37

1.34±0.32

1.40± 0.40

1.27±0.27

1.10±0.30

1.51±0.29

1.52±0.23

1.23±0.38

1.38±0.34

1.32±0.37

1.75±0.29

1.29±0.33

1.34±0.32

1.36±0.44

t

0.00

0.153

2.085

7.679

4.847

0.950

4.031

0.284

P

0.999

0.879

0.039

<0.01

<0.01

0.344

<0.01

0.777

miR-126

Expression

0.63±0.26

0.61±0.27

0.64±0.24

0.61±0.29

0.57±0.23

0.69±0.28

0.75±0.27

0.55±0.22

0.49±0.18

0.71±0.27

0.61±0.28

0.65±0.24

0.47±0.22

0.66±0.26

0.63±0.26

0.63±0.26

t

0.403

0.625

2.652

4.572

5.073

0.866

3.194

0.260

P

0.688

0.533

0.009

<0.01

<0.01

0.388

0.002

0.819

表3 NSCLC患者病灶转移的Logistic回归分析

Tab.3 Logistic regression analysis of the metastasis of patients with NSCLC

Variable

Family inheritance

Pathological type

TNM

miR-22

miR-126

B

-2.291

-2.491

-1.913

2.930

-3.596

S.E.

0.847

0.735

0.865

1.129

1.196

Wald

7.313

11.488

4.889

6.733

9.046

Sig.

0.007

<0.001

0.027

0.009

0.003

Exp(B)

0.101

0.083

0.148

18.723

0.027

95% CI for EXP(B)

Lower

0.019

0.020

0.027

2.048

0.003

Upper

0.532

0.350

0.805

171.161

0.286

B: Partial regression coefficient；S.E.: Standard Error；Sig.: significance；OR: Odds ratio；CI: Confidence interval

2.4 血清miR-22和miR-126水平对NSCLC发展和转

移的预测价值

通过对比 127例NSCLC患者与 112例健康参与

者绘制了预测NSCLC发展和转移的血清miR-22和

miR-126水平的ROC曲线。血清miR-22和miR-126

浓度的曲线下面积分别为 0.916（95% CI:0.872~

0.960，P<0.001）和 0.874（95% CI:0.820~0.927，P<

0.001）。当血清miR-22和miR-126的相对表达水平

在最佳 cutoff值时对NSCLC诊断的特异性与敏感性

分别为 99.11%、84.3%、82.68%和 96.4%，miR-22 和

miR-126的相对表达水平是 1.07和 0.95（图 2A、B）。

基于对 50 例转移的 NSCLC 患者与 77 例无转移的

NSCLC 患者进行比较绘制 ROC 曲线。miR-22 和

miR-126 浓度的曲线下面积分别为 0.788（95%CI:

0.710~0.865）和 0.746（95%CI:0.661~0.831）。当血清

miR-22与miR-126的相对水平为1.30和0.63时，处于
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最佳 cutoff 值的血清水平 miR- 22 和 miR- 126 对

NSCLC 诊断的特异性与敏感性分别为 59.74%、

96.00%、84.00%和62.30%（图2C，D）。

图2 miR-126、、mir-22预测NSCLC发生与转移的ROC曲线

Fig.2 ROC curve of miR-126 and miR-22 predicting the occurrence and metastasis of NSCLC

3 讨 论

约 65%的NSCLC患者会出现诊断困难，同时大

部分的患者因没有症状而难以被及时检测，尤其是

处于ⅠⅡ期的患者[14]。早期检测可以有效降低NSCLC

的病死率 [15]。因此，找到特异性好、敏感性高的

NSCLC诊断新方法或生物标志物十分必要。本研究

分析了患者外周血清miR-22水平联合血清miR-126

水平在 NSCLC 发展和转移中的预测价值，以便为

NSCLC的诊断与治疗提供新方法。

本研究发现，NSCLC患者的血清miR-22水平是

升高的。之前有研究[16]提出miR-22在多种细胞活动

中发挥作用，包括增殖、衰老、分化以及凋亡过程，

miR-22的失调是人类癌症的一个特征。NSCLC耐

药及转移与上皮细胞间充质转化有关[17]。因此，有人

认为在NSCLC中miR-22是高表达的，这也在Ling[18]

的研究中被证实。

另外，本研究发现NSCLC患者的血清miR-126

水平较健康人群显著降低。miR-126是一种内皮细

胞特有的miRNA[19]。前期的报道[15,20-21]显示miR-126

通过靶向内皮细胞生长因子样结构域7、血管内皮生

长因子A或产生生长优势的 SLC7A5基因来发挥肿

瘤抑制作用。与此一致的是，有相关研究已经证实

肺部、子宫颈、胃和前列腺癌症与非癌症组织的miR-

126表达下调[14,23-26]。

关于血清miR-22水平联合血清miR-126水平应

用于NSCLC诊断与预后判断的报道较少，本研究发

现，血清miR-22水平联合血清miR-126水平在这些

包括病理组织类型、TNM分期、转移和家族遗传史等

临床特征不同的人群中存在显著性差异。同时，目

前的研究已经证实在miR-22能够作为一个早期非小

细胞肺癌患者后续监测的良好生物指标，也可以用

于健康长期吸烟人群的早期非小细胞肺癌诊断生物

指标 [27]，而miR-126是一个独立的且与NSCLC呈高

度负相关的预测因素，并且其预测作用主要与淋巴

结状态、组织有关[28]。因此，血清miR-22水平联合和

血清miR-126水平可能成为NSCLC患者分子诊断与

预后的生物标志之一。

综上，血清 miR-22 联合血清 miR-126 在预测

NSCLC发生和转移中具有高度的敏感性与特异性，

为临床对NSCLC的诊断及治疗提供了新的选择，随

着对miR-22与miR-126机制的进一步研究，液体活

检血清 miR-22 联合血清 miR-126 有望成为 NSCLC

诊断及判断预后的重要指标之一。
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