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肾癌患者手术前后血清miRNA-21的差异表达及意义
杨 益，阿不都·热扎克，木拉提·热夏提，王文光，哈木拉提·吐送，闫昆吾，王玉杰

(新疆医科大学第一附属医院泌尿外科，新疆 乌鲁木齐 830054)

【摘要】 目的 观察血清miRNA-21在肾癌患者中表达的差异，以筛选肾癌术后检测指标。方法 提取32

例肾癌患者(术前一次，术后6个月一次)、20例健康人群(对照组)及15例肾脏良性肿瘤患者血清，采用实时荧光

定量聚合酶链反应（RT-qPCR）测量miRNA-21在各组的差异表达。结果 不同民族、性别和年龄水平的肾癌术

前患者，其血清miRNA-21的表达比较差异均无统计学意义(P>0.05)，而血清miRNA-21在肾癌术前组、对照组

及肾脏良性肿瘤组之间比较差异有统计学意义(Z=27.658，P=0.001)，两两比较结果显示：肾癌术前组与对照组比

较(Z=肾细胞癌；微小RNA；血清；生物标志物5.072，P=0.000)、肾癌术前组与良性肿瘤组比较(Z=-2.5，P=0.012)、

良性肿瘤与对照组比较(Z=-2.439，P=0.014)差异均有统计学意义；血清miRNA-21在肾癌术前和术后 6个月之

间比较差异有统计学意义(Z=-2.674，P=0.007)；血清miRNA-21在肾癌术前组中高表达(术前组中位数 0.34，良

性肿瘤组中位数 0.15，对照组中位数 0.06)，血清 miRNA-21 在肾癌术后 6 个月的表达呈下调趋势(术前中位

0.34，术后 6个月中位数 0.15)。miRNA-21筛查肾癌的敏感度为 90%、特异度为 84.4%，ROC曲线下面积(AUC)

为 0.92。结论 血清miRNA-21在肾癌患者中高表达，其有可能成为肾癌诊断、术后检测的生化标志物。
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【Abstract】 Objective To investigate the changes in expression of serum miRNA-21 in patients with renal

cell carcinoma (RCC) before and after surgery, and to identify detection indexes for renal cell carcinoma after surgery.

Methods The expression of serum miRNA-21 was detected by real-time quantitative polymerase chain reaction

(RT-qPCR) in a larger cohort, including 32 RCC patients (RCC group), 20 healthy individuals (control group) and 15

patients with benign renal tumor (benign tumor group). The RCC patients were detected preoperatively and 6 months

postoperatively. Results Among RCC patients, there was no statistically significant differences in serum miRNA-21

expression between different ethnicity, gender and age (P>0.05). Significant differences existed in preoperative RCC

patients, controls and patients with benign renal tumor (Z=27.536, P<0.001). Paired comparisons showed statistically

significant differences between preoperative RCC patients and the controls (Z=-5.072, P<0.001), preoperative RCC

patients and patients with benign renal tumor (Z=-2.5, P<0.012), controls and patients with benign renal tumor

(Z=-2.439, P<0.014). Between preoperative and postoperative RCC patients, significant difference was found

(Z=-2.684, P<0.007). Serum miRNA-21 expression level revealed an up-regulation in preoperative RCC patients (pre-

operative RCC group, with a median of 0.34; benign renal tumor group, 0.15; control group, 0.06), but it a down-regu-

lation in postoperative RCC patients (preoperative RCC group, with a median of 0.34, postoperative RCC group,

0.15). As a biochemical marker, miRNA-21 has sensitivity of 90%, specificity of 84.4%, with an area under the ROC

curve (AUC) of 0.92. Conclusion The differences of serum miRNA-21 expression in a larger cohort (32 RCC pa-

tients, 20 controls and 15 patients with benign renal tumor) are statistically significant. Therefore, serum miRNA-21 is

expected to become a biochemical marker for the diagnosis and post-operational determination of RCC.
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微小 RNA (miRNA)是一类新的、非蛋白编码的

单链RNA，通过与靶基因mRNA非翻译区(3'UTR)完

全互补或部分互补结合达到靶基因翻译抑制或降解

作用 [1]。1993 年，miRNA 被首次发现。经过多年努

力，miRNA 作用机制及功能研究方面取得重大突

破，成为生命科学领域重大前沿之一。多项研究表

明 [2-7]，miRNA 在生理、病理过程中尤其在肿瘤的发

生、发展过程中均起到调节作用，其在肿瘤组织中异
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常表达已广泛报道：miRNA成为肿瘤重要的调节因

子，对细胞增殖、细胞周期控制、逃避细胞凋亡、组织

侵袭及转移、血管形成及无限复制潜力均起到重要

的调节作用，并且据报道，miRNA 可能成为多种癌

症的肿瘤标志物[8-9]。迄今已在包括肾癌等的多种癌

症中发现特定的 miRNA 表达谱，其表现为高、低表

达 [1，10-11]。但上述这些研究主要局限在通过有创的穿

刺或者手术得到癌症组织与癌旁正常组织，分析其

miRNA 情况，而对于血清、血液 miRNA 研究比较少

见。已有报道称，miRNA在血浆、血清和其他体液中

表达有一定丰度，此外，血液中miRNA的表达量在男

性、女性以及不同年龄阶段相似[12]。miRNAs不仅在

血清中具有可测量的丰度，而且具有非常良好的稳定

性，不易受温度、酸碱度、放置时间长短影响[13]。这些

血清miRNA作为一种新的生物标志物，表现出极大

的潜力。因此我们应用 RT-qPCR 分析比较血清

miRNA-21在肾癌患者术前与术后 6个月的差异，初

步探讨miRNA-21能否成为肾癌术后的检测指标。

1 资料与方法

1.1 一般资料 采取随机数表法，抽取 2011年

11 月至 2012 年 12 月新疆重大疾病资源生物样本库

保存的原发性肾癌患者术前及术后 6个月血清标本

各 32例以及肾脏良性肿瘤患者血清标本 15例(所取

标本均经新疆医科大学第一附属医院伦理委员会批

准，并获得患者知情同意)。肾癌患者术前组、肾脏良

性肿瘤组抽血前均未行放化疗、手术切除和介入等任

何相关治疗。肾癌患者男性 18 例，女性 14 例；汉族

20 例，维吾尔族 12 例；年龄 34~72 岁，中位年龄 65

岁；>50岁 19例，≤50岁 13例。肾脏良性肿瘤组男 9

例，女6例；年龄22~43岁，中位年龄33岁。健康对照

组来源于本院体检中心，名族、年龄、性别比例均与肾

癌组相匹配。

1.2 方法 (1)使用一次性真空采血管采集血清，

收集受试者空腹外周血3~5 ml，室温静置15~30 min，

4℃离心 10 min，小心吸取上清液到洁净 1.5 ml离心

管，3 h 内分离血清，-80℃冰箱保存。(2) miRNA 分

离，按照miRcute miRNA提取分离试剂盒(离心柱型)

说明书严格操作，使用紫外分光光度仪测定浓

度，-80℃冰箱保存待用。(3) miRNA 逆转录：首先

miRNA 3'末端进行加Poly(A)处理，其次Poly(A)修饰

的 miRNA 进行逆转录，两阶段设置 37℃ 60 min，合

成的 cDNA 反应液放置-20℃保存待用。(3) RT-qP-

CR 取适量上述 cDNA放入去RNase的PCR管中，参

照 TIANGEN BIOTECH 公司 SYBRGreen 荧光定量

PCR 检测试剂盒说明书加入上下游引物、2×SYBR

Green PCR Master Mix，无RNase H2O配成 20 µl反应

体系。将配好的反应体系放入 Icycler IQ/Q5 PCR仪

系统中，设置反应程序参数：94℃ 2 min，94℃ 20 s，

60℃ 34 s，共 40个循环。每个样本重复 2次，记录每

个 PCR 管中荧光信号达到设定的阈值时所循环的

次 数 即 CT 值 。 以 miRNA-16 为 内 参 照 ，根 据

Schmittgen 等 [14]采用的相对定量法计算，F=2- △ ct，

△ct=ctmiRNA-21-ctmiRNA-16，F表示目标基因表达量相对于

同一样本miRNA-16的变化倍数。

1.3 统计学方法 采用SPSS18.0软件进行统计

学分析，资料非正态，方差不齐，多个样本比较采用非

参数 Kruskkal-Wallis H 秩和检验，两两比较采用

Wilcoxon 秩和检验，术前、术后比较采用自身配对

Wilcoxon符号秩和检验。使用Medcalc计算敏感度、

特异度及其曲线下面积(ROC)。miRNA-21与临床资

料关系采用χ2检验，以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 miRNA-21 和 miRNA-16 的扩增曲线和溶

解曲线 图 1 为 miRNA-21 和 miRNA-16 部分扩增

曲线，图2为它们的溶解曲线，溶解曲线均为单峰，说

明扩增产物特异，无其他产物及二聚体。

图1 miRNA部分扩展曲线

图2 miRNA部分溶解曲线

注：-d(RFU)/dT 指荧光值；RFU 是 relative fluorescence units 的缩写，

指相对荧光单位。
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2.2 三组受试者的血清miRNA-21表达比较 肾

癌 术 前 组 患 者 的 血 清 miRNA-21 表 达 为 0.344

(0.211，0.511)；肾脏良性肿瘤组患者的miRNA-21表

达为 0.15 (0.062，0.364)；健康对照组miRNA-21表达

为 0.669 (0.019，0.140)。三组的血清miRNA-21表达

差异有统计学意义(P<0.05)；三者之间两两比较差异

均有统计学意义(P<0.05)。

2.3 血清 miRNA-21 在肾癌患者术前与术后 6

个月组中的差异 肾癌术前组患者的血清miRNA-21

为0.344 (0.211，0.511)；肾癌术后组患者的miRNA-21

为 0.148 (0.044，0.440)。肾癌患者术前与肾癌术后 6

个月组差异有统计学意义(P<0.05)，miRNA-21相对水

平在术后降低，接近肾脏良性肿瘤组。

2.4 血清miRNA-21的表达水平对肾癌患者的

诊断效率 利用Medcalc软件得出最佳诊断分界点，

计算miRNA-21筛查肾癌的敏感度为90%、特异度为

84.4% (见图3)。ROC曲线下面积(AUC)为0.92，95%

置信区间(0.812，0.977)，AUC假设检验P<0.001为差

异有统计学意义。

3 讨 论

肾细胞癌(RCC)是泌尿系统常见肿瘤，占成人

恶性肿瘤的 3%左右，死亡率在 40%以上 [15-16]。通

常，肾癌早期无临床症状，并缺乏早期诊断方法。

目前，手术切除仍是肾癌唯一的治疗方法，根治性

肾切除术后，还存在 20%~40%的复发率。目前临

床上仍无标准血清生物标志物，用来诊断肾癌或发

现早期复发患者。据文献报道，虽然现存几种血清

蛋白可用于晚期或复发性肾癌的检测 [17]，但不具备

标准分子标记物的特异性及敏感性特征。因此寻

找一种无创可行的早期诊断方法对临床工作及其

重要。

本研究前期根据生物信息学及国内外研究进展

做了大量筛选工作。已有文献报道，在多种肿瘤中

(甲状腺癌、乳腺癌、胶质母细胞瘤、食管鳞状癌、胆管

癌、大肠癌、宫颈癌)，miRNA-21 是表达上调最频繁

的miRNA之一，其表达在肿瘤组明显高于健康对照

组[18-23]。MiRNA-21参与形成RAS致癌信号，转录诱

导AP1下游的RAS 基因，并发挥其致癌基因的致癌

作用 [24]。肾癌由多种基因调控紊乱导致，其具体机

制尚不清楚，可能是以一种或多种致癌基因上调作

用为主导或以一种或多种抑癌基因下调作用为主

导，也可能是一种或多种致癌基因与一种或多种抑

癌基因的共同主导作用联合导致。张涛等[25]报道肾

癌有关的下调抑癌基因有 VHL (Von Hippel-Lin-

dau)、p53和 p16；与肾癌有关的上调原癌基因有myc

基因家族。

本实验应用miRNA-16作为内参基因，对靶基因

进行归一化处理，减少目标基因个体化差异。分析结

果显示：首先，血清miRNA-21在肾癌患者的表达高

于健康对照和肾脏良性肿瘤组，因此我们猜想血清

miRNA-21在肾癌患者的高表达可能与肾癌的发生

有关。2013年，Dey等 [26]的相关文献报道，miRNA-21

不仅在肾癌中表达上调，而且调节肾癌细胞的增殖

和侵袭，在此基础上得知，PTEN 可能是 miR-21 的

下游靶基因，由此，miR-21 在人体外的作用也得到

研究证实。其次，血清 miRNA-21 在肾癌患者术后

的表达低于术前患者。很多研究表明miRNA-21是

致癌基因，其表达增大到一定阈值可能发生肾癌。

本研究认为，肾癌患者术后、放化疗、免疫治疗及

基因治疗后，当血清 miRNA-21 的表达低于某一限

定值时，即可判定预后转归情况，从而达到临床评

估肾癌患者治疗效果和预测复发转移的目的。根

据 Medcalc 软件得出的诊断试验结果表明，血清

miRNA-21在筛查肾癌时具有较高的敏感度和特异

度，由AUC>0.9，我们得出结论：血清miRNA-21具有

较高的筛查价值。

血清miRNA不仅有理由成为肾癌诊断、预测疗

效的生物标志物，而且在肿瘤的基因治疗中拥有良好

前景。相信不远的将来，血清miRNA成为癌症的“金

标准”时代会成为现实。尽管如此，本研究仍存在一

些局限性。考虑在以后实验中增加样本量、随访时间

以及采用多中心挑取样本。并且本课题在确定血清

图3 miRNA-21受试者工作曲线
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miRNA-21可能致癌的表达阈值研究方面仍需更多

努力。
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