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[摘 要] 目的：探讨结直肠癌（colorectal carcinoma，CRC）患者血清、粪便和癌组织中miR-21、miR-217、miR-29b和miR-92a-1

的表达水平及其临床意义。方法：收集2016年7月至2017年5月在海南省中医院就诊的63例CRC患者，根据CRC有无远处转

移将患者分为无转移组(n=35)和转移组(n=28)；另选取同期体检的30例健康志愿者纳入对照组。采集所有受试者的血清、粪便及

CRC组织，用RT-PCR检测标本中miR-21、miR-217、miR-29b和miR-92a-1的表达水平，并进行比较分析。结果：CRC患者血清中

miR-21、miR-217、miR-29b和miR-92a-1表达水平显著高于对照组（均P<0.05），以转移组中表达水平最高（P<0.05）。CRC患者粪

便中miR-21、miR-217和miR-92a-1表达水平显著高于对照组（均P<0.05），无转移组miR-217表达水平显著低于转移组（P<0.05），

而miR-21、miR-29b和miR-92a-1在无转移组和转移组的差异无统计学意义（P>0.05）。无转移组CRC组织中miR-21、miR-29b和

miR-92a-1均明显低于转移组（均P<0.05），而miR-217表达水平显著高于转移组（P<0.05）。结论：miR-21、miR-217、miR-29b和

miR-92a-1在CRC患者的血清、粪便和癌组织中异常表达，多种miRNAs的联合检测有利于对CRC的发生、诊治和预后的评估。
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Expression of miR-21, miR-217, miR-29b and miR-92a-1 in blood serum，feces
and cancer tissues of colorectal cancer patients and their clinical signficance
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[Abstract] Objective: To study the expressions of miR-21, miR-217, miR-29b and miR-92a-1 in the blood serum，feces and cancer tis-

sues of colorectal cancer (CRC) patients and to explore their clinical significance. Methods: A total of 63 CRC patients treated in Hain-

an Provincial Hospital of Traditional Chinese Medicine from July 2016 to May 2017 were involved in this study. Based on metastasis or

not, the patients were divided into non-metastasis group (n=35) and metastasis group (n=28). Meanwhile, another 30 health volunteers

were included in the control group. Feces and blood samples were collected from all subjects and tumor tissues were harvested from

CRC patients. Reverse transcription-polymerase chain reaction was employed to measure the expression level of miR-21, miR-217,

miR-29b and miR-92a-1 in all samples. Results: Expression of serum miR-21, miR-217, miR-29b and miR-92a-1 in CRC patients was

significantly higher than those in control subjects (all P<0.05) with the highest level in metastasis group (P<0.05). Expressions of miR-

21, miR-217and miR-92a-1 in the feces of CRC patients were significantly higher than those of controls (all P<0.05); and the expres-

sion in non-metastasis group was significantly lower than that in metastasis group (P<0.05), but there was no obvious difference in ex-

pression levels of miR-21, miR-29b and miR-92a-1 between the non-metastasis group and the metastasis group (P>0.05). The expres-

sion levels of miR-21, miR-29b and miR-92a-1 in CRC tissues of non-metastasis group was significantly lower than that of metastasis

group (all P<0.05) while the expression of miR-217 was remarkably higher than that of the metastasis group (P<0.05). Conclusion:

miR-21, miR-292, miR-29b and miR-92a-1 were abnormally expressed in the blood serum, feces and tumor tissues of CRC patients,

and the combined detection of multiple miRNAs is beneficial for evaluating the occurrence, diagnosis and prognosis of CRC.
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结直肠癌（colorectal carcinoma，CRC）是临床上

一种发病率较高的消化道肿瘤[1]。CRC早期的治疗

效果较为理想、预后较好，因此寻找筛查和诊断CRC

的方法极为重要。目前，采用的方法多为大便隐血

试验、肿瘤标志物检测、肠镜等，存在敏感性特异性

较差或创伤性较大的问题[2]。miRNA 是一种调控

DNA 转录的非编码 RNA。近年来的研究[3]证实，

miRNA与肿瘤的发生、发展等存在密切关系。本研

究通过检测与CRC相关性较高的 4种miRNA（miR-

21, miR-217、miR-29b 和 miR-92a-1）在 CRC 患者血

清、粪便和癌组织中的表达水平，旨在探讨其在CRC

发生、进展和预后评估中的临床意义。

1 资料与方法

1.1 研究对象

收集 2016年 7月至 2017年 5月在海南省中医院

肛肠科收治的 63 例 CRC 患者，其中男 28 例、女 35

例，年龄32~75岁，平均（59.37±9.46）岁。纳入标准：

（1）患者符合美国国家综合癌症网（National Compre-

hensive Cancer Network，NCCN）公 布 的 2017 版

《NCCNCRC诊治指南》中的诊断标准[4]；(2)患者在入

院前未接受过相关放、化疗或靶向治疗；(3)患者既往

无肠道慢性病史，如炎症性肠病、肠易激综合征等；

(4)患者影像学检查资料完整；(5)患者了解本次研究

内容，自愿参与并签署知情同意书。排除标准：(1)合

并有其他器官系统严重疾病、恶性肿瘤等患者；(2)患

者既往有腹部手术史；(3)标本收集不齐的患者；(4)

不愿参与本次试验的患者。所有入组患者根据影像

检查结果有无远处转移，分为无转移组（35例）及有

转移组（28例）。另外，将同期体检的 30例健康者纳

入对照组。3组受试者的一般资料比较差异无统计

学意义（均P>0.05；表1），具有可比性。

表1 3组受试者的一般资料比较[n(%)]

Tab. 1 Comparison of general information of three groups of subjects [n (%)]

Data

Age（t/a）

Gender

Male

Female

Complication

Hypertension

Diabetes

Dyslipidemia

Control group
（n=30）

58.83±8.36

18（60.00）

12（40.00）

14（46.67）

9（30.00）

10（33.33）

Non-metastasis
group（n=35）

59.94±9.16

19（54.29）

16（45.71）

12（34.29）

11（31.43）

13（37.14）

Metastasis group
（n=28）

59.02±8.93

16（57.14）

12（42.86）

10（35.71）

12（42.86）

9（32.14）

F

0.148

0.216

1.195

1.320

0.195

P

0.862

0.898

0.550

0.517

0.907

1.2 主要试剂和仪器

粪便RNA提取试剂盒购自Omega公司，miRNA

cDNA Synthesis试剂盒、SYBR Premix Ex TaqTM Ⅱ试

剂盒购自TaKaRa公司，RNeasy Mini Kit试剂盒购自

Qiagen 公司。Nano Drop2000 微量分光光度计为

Thermo Scientific 公司产品，RT-PCR ABI7900 仪为

Applied Biosystem公司产品。

1.3 检测样本的处理

1.3.1 血清 抽取各受试者 3 ml静脉血，置于抗凝

管内，经 3 000 × g 离心 10 min 后收集血清，按照

RNeasy Mini Kit 试剂盒说明书提取样本中的总

RNA，运用 Nano Drop2000 微量分光光度计对 RNA

标本进行定量定性。若RNA标本的D260/D280 < 2.0，则

重新提取RNA。将合格的RNA标本置于-80˚C冰箱

中待用。

1.3.2 粪便 取患者的新鲜粪便样品（从患者体内

排出到送检不超过 30 min）50 mg 左右，按照粪便

RNA提取试剂盒操作指南进行操作。从粪便样品中

提取、纯化RNA，RNA样本的筛选标准与血清样本相

同，将符合标准的RNA样本置于-80˚C冰箱中待用。

1.3.3 CRC组织 根据肉眼观察CRC组织，切取肿瘤

中心的新鲜组织约 50 mg，于匀浆器中混匀，按照

RNeasy Mini Kit试剂盒说明书方法提取、纯化RNA，

将符合标准的RNA标准置于－80˚C冰箱中待用。

1.4 RT-PCR 检测血清、粪便和癌组织中 miR-21、

miR-217、miR-29b和miR-92a-1NA的表达

各取 1 μg从CRC患者血清、粪便和组织中提取

RNA，按照miRNA cDNA Synthesis试剂盒说明书步

骤进行逆转录，反应条件为 37 oC 30 min，85 oC 5 s ，

4 oC暂存。得到反转录产物后，用 SYBR Premix Ex

TaqTM Ⅱ试剂盒说明书步骤及RT-PCR仪对所有样

本中miR-21、miR-217、miR-29b和miR-92a-1的水平

进行测定。通过逆转录体系进行反应，首先将 5 μl

cDNA 加入 RNA 当中，扩增至 20 μl，递减的扩张 40
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个循环：94 ℃ 30 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ 60 s，72 ℃ 7 min

之后，分析实验数据，采用2-∆∆Ct测定目标miRNA的相对表

达水平。实验重复3次。

1.5 统计学处理

采用SPSS 22.0统计软件，计量资料以 x̄±s表示，

多组间采用One-Way ANOVA进行比较，两组间采用

独立样本 t 检验，非正态分布数据组间采用 Mann-

Whitney U检验；计数资料采用频数（百分比）的形式

表示，组间采用卡方检验。以P<0.05或P<0.01表示

差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 4种miRNA在CRC患者血清中高表达

RT-PCR检测结果（表 2）显示，转移组和无转移

组 CRC 患者血清中 miR-21、miR-217、miR-29b 和

miR-92a-1表达水平显著高于对照组（均P<0.05）。

2.2 4种miRNA在CRC患者粪便中的表达

RT-PCR检测结果（表 3）显示，CRC患者粪便中

miR-21、miR-217和miR-92a-1表达水平显著高于对

照组（均P<0.05）, 但miR-29b差异无统计学意义（P>

0.05）；无转移组CRC患者的miR-217的表达水平显

著低于转移组（U=5.881，P<0.01），而无转移组miR-

21、miR-29b和miR-92a-1分别和转移组比较差异无

统计学意义（t=1.256，1.344，1.156；均P>0.05）。

表2 4种miRNA在受试者血清中的表达

Tab.2 Expression of four miRNAs in blood serum of included subjects

mRNA

miR-21

miR-217

miR-29b

miR-92a-1

Control group
（n=30）

1.374±0.231

1.485±0.218

2.381±0.673

1.938±0.361

CRC group
（n=63）

5.326±1.695*

5.326±1.268*

6.984±1.265*

5.235±1.026*

Metastasis group
（n=28）

7.427±1.342*△

7.593±2.013*△

8.583±2.164*△

6.421±1.273*△

Non-metastasis group
（n=35）

3.265±0.883*

3.284±0.762*

5.321±1.036*

3.204±0.673*

F

3.011

3.222

3.398

3.716

P

0.039

0.037

0.035

0.032

*P<0.05 vs Control group；△P<0.05 vs Non-metastasis group

表3 4种miRNA在受试者粪便中的表达

Tab.3 Expression of four miRNAs in feces of included subjects

mRNA

miR-21

miR-217

miR-29b

miR-92a-1

Control group
（n=30）

5.694±0.374

3.482±0.716

1.384±0.535

2.394±0.237

CRC group
（n=63）

8.265±1.365*

6.265±1.584*

1.536±0.321*

4.985±0.802*

Metastasis group
of CRC（n=28）

7.932±1.545*

7.831±1.842*△

1.525±0.316

5.025±0.842*

Non- metastasis group
of CRC（n=35）

8.584±1.264*

5.482±1.326*

1.573±0.427

4.882±0.781*

F

3.763

4.200

1.589

3.779

P

0.032

0.028

0.067

0.032

*P<0.05 vs Control group；△P<0.05 vs Non-metastasis group

2.3 4种miRNA在CRC组织中的表达

RT-PCR 检测结果（表 4）显示，无转移组患者

CRC组织中的miR-21、miR-29b和miR-92a-1表达水

平均明显低于转移组（均P<0.05），而miR-217的水平

显著高于转移组（P<0.05）。

3 讨 论

近年来CRC的发病率逐年上升，已成为仅次于

胃癌之后的第二大消化道肿瘤，也是我国三大癌之

一[5]。CRC若能早期发现、及时治疗，患者术后生存

率较高（达90%左右），但晚期肿瘤患者的5年生存率

仅为5%[6]。该病患者在确诊时往往已经是疾病中晚

期，部分患者可能因癌细胞远处转移、自身情况不佳

等原因丧失了手术的机会；部分患者晚期肿瘤手术

切除范围较大，可能会对患者的生活质量造成极大

的影响[7]。CRC的主要临床症状为排便习惯改变、便

血等，由于肿瘤位置的不同，亦会出现腹痛、肠道梗

阻等相应症状。虽然该病的临床症状较不典型，但

大便隐血试验、肠镜等检查能够一定程度上较早地

发现疾病，从而降低患者的病死率[8-9]。

miRNA是一种长度为21~23个核苷酸的RNA分

子，属于非编码RNA的一种，无法翻译形成蛋白质，

但其对DNA的转录起到极为重要的调控作用[10]。近

年来，随着对miRNA与肿瘤关系研究的不断深入，其

在肿瘤的发生、发展、侵袭、转移以及血管生成等过

程中的作用被逐渐发现[11-12]。有研究[13]表明，在CRC

患者的外周血中，某些特定的miRNA，包括miR-29a、

miR-21、miR-92a等均比健康者有更高的表达。另有
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研究[14]表明，miR-29a和miR-92a可以作为CRC的诊

断标志物之一。本研究结果进一步证明，上述miR-

NA在晚期（即存在转移）CRC患者血清内的表达水

平明显高于早中期患者，提示 CRC 患者血清中的

miRNA的表达水平与疾病的进展有一定的关系，能够在

一定程度上预测患者的预后。王搏等[15]的研究结果提

示，miR-217在CRC标本中存在显著低表达，miR-217

高表达的患者预后较好，这与本研究结果相一致。

表4 4种miRNA在转移与非转移CRC组织中的表达

Tab.4 Expression of four miRNAs in the CRC tissues of

metastasis and non-metastasis groups

mRNA

miR-21

miR-217

miR-29b

miR-92a-1

Metastasis
group（n=28）

6.482±2.108*

2.947±0.831*

6.942±1.834*

7.582±0.974*

Non-metastasis
group（n=35）

3.492±1.271

7.023±1.237

3.901±1.276

3.482±1.831

t

3.964

4.598

3.748

3.434

P

0.027

0.020

0.032

0.036

*P<0.05 vs Non-metastasis group

近年来的研究[16-17]也发现，CRC患者的粪便中由

于存在大量的脱落肿瘤细胞，因此在其中可以检测

出相应miRNA的表达水平。本研究结果表明，CRC

患者粪便中miR-21、miR-217和miR-92a-1的表达水

平显著高于健康人群，且miR-217在转移与未转移患

者中存在显著差异。研究结果说明检测miRNA在粪

便中的表达水平，对诊断CRC有一定的指导意义。

综上所述，多种miRNA在CRC患者的血液、粪

便及组织中存在异常表达，检测多种miRNA的表达水平

可能有利于对CRC的发生、进展、预后判断和评估。
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