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上皮性卵巢癌患者血清 microRNA-21的水平及其临床意义研究 *
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摘要目的：检测上皮性卵巢癌患者血清中 microRNA-21的表达，并探讨其作为标记物预测上皮性卵巢癌化疗耐药患者预后的可

行性。方法：采用探针型实时荧光定量逆转录聚合酶链反应检测和比较 20例上皮性卵巢癌患者和 10例正常人卵巢血清标本中
microRNA-21的表达，并分析血清 microRNA-21水平与上皮性卵巢癌患者化疗耐药及其临床病理特征的相关性。结果：正常人、

上皮性卵巢癌化疗敏感和化疗耐药患者血清中 microRNA-21的相对表达量分别为 0.573± 0.318、2.606± 1.057、26.766± 26.710，

上皮性卵巢癌化疗敏感和化疗耐药患者血清中 miR-21的相对表达量均显著高于正常人血清中 miR-21的相对表达量(P<0.05)，
而上皮性卵巢癌化疗耐药患者血清中 miR-21表达显著高于上皮性卵巢癌化疗敏感患者，差异有统计学意义(P<0.05)。上皮性卵

巢癌化疗耐药患者血清 miR-21表达水平与其手术 -病理分期无及是否发生淋巴结转移均无明显相关性(P>0.05)。结论：上皮性卵

巢癌患者血清 microRNA-21水平显著升高，可能作为其化疗耐药的预测参考指标，但血清 microRNA-21水平与上皮性卵巢癌化

疗耐药患者的不良预后并无显著相关性。
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Expression of MicroRNA-21 in Serum of Patients with Epithelial Ovarian
Carcinoma and Its Clinical Significances*

To detect the expression of microRNA-21 in epithelial ovarian cancer serum samples and investigate the

feasibility of microRNA-21 used as drug-resistant biomarker for the prognostic prediction of drug-resistant ovarian cancer. The
expressions of microRNA-21 in serum from 20 cases of epithelial ovarian cancer and 10 cases of normal population were detected and

compared by Taqman real-time RT-PCR. The correlations of serum levels of microRNA-21 and drug-resistace and clinicopathological

characteristics of epithelial ovarian cancer were analyzed. The serum levels of microRNA-21 in normal population,drug-sensitive

and drug-resistant epithelial ovarian cancer were respectively 0.573 ± 0.318, 2.606 ± 1.057, 26.766 ± 26.710. The serum levels of

microRNA-21 in drug-sensitive and drug-resistant epithelial ovarian cancer were both significantly higher than that of normal population
(P<0.05). While the serum levels of microRNA-21 in drug-resistant epithelial ovarian cancer was significantly higher than that of

drug-sensitive epithelial ovarian cancer (P<0.05). The serum levels of microRNA-21 in drug-resistant epithelial ovarian cancer had no

correlation with surgical-pathological stages and lymph nodes metastasis (P>0.05). The serum levels of microRNA-21 in

epithelial ovarian cancer was upregulated, which could be used as a reference index for predicting the chemotherapy drug-resistance. But

the serum level of microRNA-21 had no correlation with the poor prognosis of patients with drug-resistant epithelial ovarian cancer.
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前言

卵巢癌是女性生殖器常见的恶性肿瘤之一，随着紫杉醇与

铂类的联合应用，上皮性卵巢癌的 5年生存率约为 50%，大多

数卵巢癌患者通常在就诊时已为晚期，治疗后 70%的患者将会

复发，难以治愈[1]。MicroRNA(miRNA)是近年来发现的非编码

小分子 RNA，对基因的表达具有调控作用，miRNA的异常表

达与肿瘤的发生发展密切相关。研究表明肿瘤患者血清中稳定

存在 miRNAs，其表达异常提示去可能作为一类新型的肿瘤标

记物 [2，3]。我们前期的研究表明上皮性卵巢癌患者组织和血清

miR-141的表达水平均显著高于良性卵巢肿瘤患者及正常人，

提示其可能参与了上皮性卵巢癌的发生、发展[4]。近来，多项研
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图 1探针型 Real Time-PCR的实验原理

Fig.1 Principle of Probe Real Time-PCR

究表明 microRNAs与卵巢癌的化疗耐药具有相关性[5-7]。多位

研究者从细胞水平证实 miR-21与卵巢癌的顺铂或紫杉醇化疗
耐药密切相关 [6, 8-10]，但目前尚未见上皮性卵巢癌患者血清中

miRNA表达水平与化疗耐药相关性的报道。本研究采用 Taq-

man探针实时荧光定量 PCR技术检测和比较上皮性卵巢癌化

疗耐药患者和化疗敏感患者及正常人血清 miRNA-21水平的

差异，旨在分析 miRNA-21与上皮性卵巢癌化疗耐药的相关

性，并探讨其作为肿瘤标志物评估卵巢癌化疗耐药患者预后的

临床意义。

1 材料与方法

1.1 材料
1.1.1 实验试剂及仪器 mirVanaTM PARISTM Kit (RNA提取试

剂盒 )，TaqMan MicroRNA Reverse Transcription Kit，TaqMan

Universal Master Mix II，TaqMan MicroRNA Assays均购自 ABI

公司。超速低温离心机购自上海力申科学仪器有限公司，分光

光度计购自上海第三分析仪器厂，LightCycler480 吋型实 荧光

定量 PCR仪购自德国 Roche公司。
1.1.2 临床资料 20 例上皮性卵巢癌血清标本于 2014 年 2

月至 2014年 7月取自青岛大学附属医院黄岛院区妇科，标本

采集征得病人及家属同意，入组患者均给予以铂类为基础的一

线化疗方案，参照《妇科常见肿瘤诊治指南》（第 3版）化疗敏感

入组标准：对初期以铂类药物为基础的治疗有明确反应，且已

经达到临床缓解，停用化疗 6个月以上病灶复发；化疗耐药入

组标准：对初期的化疗有反应，但完成化疗后 6个月内证实复

发。其中，化疗敏感组 9例，化疗耐药组 11例，并以 10例正常
人组作为参照。化疗敏感组患者平均年龄为 50.7岁，化疗耐药

组患者平均年龄为 53岁，正常人组平均年龄为 50岁，三组的

年龄比较无统计学差异(P>0.05)，具有可比性。分期参照卵巢癌
2012年国际妇产科联盟(FIGO)的新分期标准：I期 1例，II期 2

例，III期 14例，Ⅳ期 3例；高分化(G1)3例，中分化(G2)1例，低

分化(G3)16例；浆液性腺癌 16例，粘液性腺癌 1例，透明细胞

癌 2例，宫内膜样腺癌 1例。血液经离心后留取血清标本，离体

后迅速保存于 -80℃超低温冰箱。

1.2 方法
1.2.1 总 RNA提取 根据 mirVanaTM PARISTM Kit提供的使用

说明书，取冰冻保存的血清 600 滋L与等体积的 2× Denaturing

Solution 立即完全混匀后置于冰上孵育 5 分钟；继续加入
Acid-Phenol: Chloroform 1200 滋L(即血清体积 600 滋L+2× De-

naturing Solution体积 600 滋L)，涡旋 1分钟混匀后于室温离心

机中以 10000× g速度，离心 5分钟，分为上层水相，中层白膜，

下层有机相。吸取上层水相，并记录体积，同时加入 1.25倍体

积的室温无水乙醇，混匀。将混合液转移到放有滤膜的收集管

中，离心 30秒直至混合液完全透过滤膜，弃滤过液。将 700 滋L

miRNA Wash Solution 1 加入到有滤膜的收集管中，离心 15

秒，直到液体完全透过滤膜，弃过滤液。将 500 滋L Wash Solu-
tion 2/3 加入到有滤膜的收集管中,按上述步骤滤过，并重复 1

次，后弃过滤液。将滤膜转移至新的收集管中，加入 100 滋L预

热至 95℃的洗脱液，离心 30秒收集洗脱液(内含总 RNA)。采

用分光光度计检测 RNA溶液 D260/D280光密度 OD值，计算

提取的 RNA浓度和纯度，A260:A280为 1.8-2.1方可用于进一

步检测，提取总 RNA浓度约为 5 ng/滋L。检测完成后将含有总
RNA的洗脱液置于 -20℃冰箱保存备用。
1.2.2 miRNA-21的表达分析 MicroRNA的分子量小，且血

清中 miRNA含量远少于细胞和组织中的 miRNA含量，故本

实验采用 Taqman 探针型 Real Time-PCR 对血清中的 miR-

NA-21表达水平进行检测。实验基本原理为 PCR扩增时同时

加入一对逆转录引物及一个特异性的荧光探针，探针两端分别

被一个报告荧光基团和一个淬灭荧光基团所标记。当 PCR扩
增时，Taqman探针在 Taq酶的酶切作用下降解，使报告荧光基

团和淬灭荧光基团分离，荧光监测系统可接收到荧光信号，使

得荧光信号的累积与 PCR产物形成过程完全同步 (图 1、2)[11]。

miRNA RT反应体系见表 1，反应条件：16 ℃ 30 min，42 ℃ 30
min，85℃ 5 min。RT-PCR反应体系见表 2，RT-PCR反应条件：

预变性 95 ℃ 15 min，变性 95 ℃ 15 sec，退火 60 ℃ 60 sec，40

循环。Real time-PCR使用 Roche 480II高分辨率溶解曲线分析

仪记录 Ct值，选 RNU6B作为内参，采用定量 PCR中的相对定
量法进行分析，以 2-△△ct表示 miR-21在上皮性卵巢癌及正常人

血清中的相对表达量，其中△△ ct=(Ct21-Ct16)卵巢癌 -(Ct21-Ct

16)正常。

1.3 统计学处理

利用统计学软件 SPSS19.0对数据进行统计分析。试验资

料中的定量资料均应用统计学软件进行正态性检验，均符合正

态分布，同时进行方差齐性检验。应用公式 2-△△Ct 法计算

miR-21的相对表达量，其中上皮性卵巢癌化疗耐药组与敏感

组血清的△Ct=CTmiR-21-CTRNU6B，卵巢癌化疗耐药组、化疗敏感组

及正常人组血清中的 miR-21的相对表达量的差异比较均选用
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Clinicopathologic features n The relative expression of miR-21(2-△△ct) P

Surgical and pathological stage

ⅠⅡ 2 13.096± 15.435 P>0.05

Ⅲ Ⅳ 9 29.804± 28.370

Lymph node metastasis

Yes 7 42.589± 38.593 P>0.05

No 4 13.096± 15.435

表 4卵巢癌化疗耐药患者血清 miR-21水平和临床病理特征的相关性

Table 4 The correlation of serum miR-21 expression with clinicopathologic features of ovarian cancer patients with chemotherapy resistance

Group n △ct △△ct 2-△△ct

Normal group 10 0.535± 0.360 1.031± 0.602 0.573± 0.318

Chemotherapy-sensitive

group
9 -0.737± 0.602 4.148± 2.464 2.606± 1.057*

Chemotherapy -resistant

group
11 -0.3.394± 1.782 -3.929± 1.782 26.766± 26.710*#

表 3卵巢癌化疗耐药组、化疗敏感组及正常人组血清 miR-21水平的比较

Table 3 Comparison of the serum miR -21 levels between normal group, chemotherapy-sensitive group and chemotherapy -resistant group

图 2 Taqman探针

Fig.2 Taqman Probe

Component
Master mix volume per

15-滋Lreaction

100 mM dNTPs(with dTTP) 0.15 滋L

MutiScribeTMReverse

Transcriptase,50 U/滋L
1.00 滋L

10× Reverse Transcription Buffer 1.50 滋L

Rnase inhibitor,20 U/滋L 0.19 滋L

Nuclease-free water 4.16 滋L

Total volume 7.00 滋L

表 1 MiRNA RT的反应体系

Table 1 Reaction components of MiRNA Reverse-transcription

※ Each 15-滋L RT reaction consists of 7 滋L master mix,3 滋L RT primer,

and 5 滋L RNA sample.

Component Volume(滋L)per 20-滋L reaction

Taqman MicroRNA Assay(20× ) 1.00

Product from RT reaction

(Minimum 1:15 Dilution)
1.33

Taqman Universal Master Mix II,

no UNG
10.00

Nuclease-free water 7.67

Total volume 20

表 2 MiRNA RT-PCR的反应体系

Table 2 Reaction components of MiRNA RT-PCR

两独立样本的 t检验。miR-21的相对表达量以均数± 标准差表
示，取 P<0.05为假设检验为有统计学意义的标准。

2 结果

2.1 卵巢癌化疗耐药组、化疗敏感组及正常人组血清 miR-21

水平的比较

卵巢癌化疗耐药组、化疗敏感组及正常人组血清 miR-21

的相对表达量分别为 26.766± 26.710、2.606± 1.057、0.573±
0.318，化疗敏感组和化疗耐药组 miR-21相对表达量均显著高

于正常人组(P<0.05)，差异有统计学意义(P<0.05)，化疗耐药组
miR-21相对表达量明显高于化疗敏感组，差异有统计学意义
(P<0.05)，见表 3。
2.2 上皮性卵巢癌化疗耐药组血清 miR-21水平与患者临床病

理特征的相关性

本研究化疗耐药组浆液性腺癌 9例，粘液性腺癌 1例，透

明细胞癌 1例；11 例患者癌组织分化程度病理证实均为低分

化。由表 4可以看出，不同手术 -病理分期上皮性卵巢癌化疗

耐药患者血清 miR-21相对表达水平比较无明显差异(P>0.05)；
血清 miR-21水平与患者是否发生淋巴结转移亦无明显相关性
(P>0.05)。
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3 讨论

microRNAs在血浆及血清中稳定存在，且同一物种的不同

个体间表达是一致的，这为 microRNAs作为肿瘤标志物进行

检测提供了可能。虽然肿瘤 microRNAs在血液中的存在机制
存在不同观点，但是肿瘤确实影响着血液中 microRNAs的水

平[12]。研究表明不同肿瘤有其各自特异性的 microRNA表达谱
[13]，国内外研究者应用微阵列芯片筛选肿瘤化疗耐药相关 mi-

croRNAs表达谱，发现多种 microRNAs与肿瘤化疗耐药相关。

多位研究者对卵巢癌化疗耐药相关 microRNAs表达谱进行检
测，但微阵列芯片检测结果不尽相同[14-16]。

Lawrie等发现 microRNA-21 为第一个血清 microRNA 标

志物，参与了调节多种肿瘤的增殖、侵袭、转移及凋亡过程，与

多种恶性肿瘤包括胃癌、卵巢癌、乳腺癌、肺癌、胰腺癌等的化

疗耐药相关[6，18-21]。我们前期的研究发现 microRNA-21通过参
与卵巢癌间质成纤维细胞的转化影响卵巢癌的发生、发展[17]。

本研究结果显示上皮性卵巢癌患者血清 miR-21的相对表达水

平高于正常人，提示其可能用于上皮性卵巢癌的早期诊断；此

外，血清 miR-21的相对表达水平与上皮性卵巢癌化疗耐药具

有显著相关性，这为 miR-21作为上皮性卵巢癌化疗耐药的潜
在肿瘤标志提供了依据。但本研究结果显示上皮性卵巢癌患者

血清 miR-21水平与卵巢癌的手术 -病理分期及是否发生淋巴

结转移均无明显相关性，这可能与本研究的样本量不足有关。

因此，为进一步研究血清 miR-21的相对表达水平与卵巢癌化

疗耐药的相关性，尚需在本研究结果基础上进一步扩大样本，

并对病人生存率进行随访追踪；同时应在细胞水平深入研究

miR-21参与卵巢癌化疗耐药的机制，为探讨上皮性卵巢癌的

预后指标及治疗靶点奠定基础。
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