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　　［摘要］　背景与目的：MicroRNAs是一类19～25 bp内源非编码的小分子RNA，能通过靶向抑制基因的转

录和翻译水平。本研究旨在探讨hsa-miR-155(Homo sapiens miR-155，miR-155)在子宫内膜癌患者组织中的

表达及其临床意义。方法：收集2007年9月—2009年12月子宫内膜癌患者手术标本66例，癌旁组织标本作为

正常对照，并取其表达水平为1，应用原位杂交(in situ hybridization，ISH)及实时荧光定量PCR(real time 

quantity PCR，qRT-PCR)检测子宫内膜癌患者组织及癌旁组织中miR-155的表达水平，miR-155表达与子宫内

膜癌临床病理参数及临床分期之间的关系，并分析miR-155表达与患者预后关系。结果：ISH结果显示，在66

例子宫内膜癌组织中miR-155阳性表达率为84.85%，与癌旁对照组18.18%相比，差异有统计学意义(χ2=58.72，
P<0.01)；qRT-PCR结果显示，临床Ⅰ/Ⅱ、Ⅲ/Ⅳ子宫内膜癌患者组织miR-155表达水平为(4.54±0.55)、

(7.93±0.88)倍，差异有统计学意义(t=13.51，P<0.01)；有、无盆腔淋巴结转移子宫内膜癌患者组织miR-155

的表达水平分别为(9.56±0.86)、(5.49±0.47)倍，差异有统计学意义(t=15.12，P<0.01)；高、中、低分化

子宫内膜癌组织中miR-155表达水平分别为(6.42±0.63)、(6.97±0.59)、(6.27±0.46)倍，差异均无统计学

意义(t=0.412，P＞0.05)；Kaplan-Meier生存分析显示，miR-155表达越高患者生存率越低(P=0.001)。结论：

miR-155与子宫内膜癌的发生、进展及淋巴结转移等密切相关，对子宫内膜癌潜在的治疗靶点及预后判断具有

重大意义。
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　　［Abstract］ Background and purpose：MicroRNAs are 19- to 25-nucleotide noncoding RNA molecules that 
regulate gene expression at the level of transcription and translation. This study investigated the expression of the miR-
155 in tissue of endometrial cancer and its clinical significance. Methods：We collected the 44 cases tissue specimens 
and paracancerous tissues from September 2007 to December 2009, ISH and qRT-PCR was used to detect the miR-
155 expression in those specimens.  Results：ISH was used to detect the positive expression rate of the miR-155 was 
18.18% in control and 84.85% in endometrial cancer. The real time quantity PCR detect the the expressions of the 
miR-155 were (4.54±0.55), (7.93±0.88) times in stageⅠ-Ⅱ and Ⅲ-Ⅳ endometrial cancer, respectively, the difference 
was statistically significant (P<0.01), the expressions of miR-155 were (9.56±0.86), (5.49±0.47) times  in endometrial 
cancer of lymph node metastasis and without lymph node metastasis. The difference was statistically significant 
(P<0.01). The expression of miR-155 were not associated with differentiation degree, the difference was not statistically 
significant(P>0.05). The higher mortality with the higher expression of miR-155 from Kaplan-Meier survival curves.  
Conclusion：miR-155 may play an important role in the carcinogenesis, and metastasis of endometrial cancer, and it 
could be an indicator in the diagnosis and prognosis of endometrial cancer. miR-155 can be used as a potential target of 
therapy and a predictive biomarker.
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　　微小RNA (miRNA)是长度约为21～25个核
苷酸的小分子非编码RNA，能够在转录后水平
调控蛋白合成，几乎参与了调控细胞活动的
各个环节。多数miRNA具有高度保守性、时序
性、组织细胞特异性，受到发育和空间的调
控，并参与细胞的分化、增殖和死亡。组织中
某种或某些miRNA的表达失常，细胞内许多起
重要作用的瘤基因或抑瘤基因就会受到异常
调控而表达失常，从而导致肿瘤的发生。有
研究表明，miR-155在肺癌、乳腺癌和胰腺癌
等组织和细胞中呈高表达［1-4］。谭志琴等［5］

报道，miR-155在子宫内膜癌患者血清中呈高
表达，本研究采用ISH和qRT-PCR技术，探讨
miR-155在子宫内膜癌与癌旁组织中的表达差
异，miR-155表达与子宫内膜癌分化程度、临
床分期以及有无淋巴结转移之间的关系，同时
对其进行预后分析，为进一步揭示子宫内膜癌
发病机制和寻找治疗方法提供依据。

1　资料和方法

1.1　研究对象
　　选择2007年9月—2009年12月解放军169医
院收治的66例子宫内膜癌患者手术标本，术前
均未接受放疗及化疗，且经病理诊断证实。
患者平均年龄为56岁；手术分期：按2009年国
际妇产科联盟(FIGO)的分期标准，Ⅰ期17例、
Ⅱ期22例、Ⅲ期18例、Ⅳ期9例；病理分化程
度：高分化26例、中分化21例、低分化19例；
病理类型：子宫内膜样腺癌47例、透明细胞癌
9例、浆液性乳头状癌10例；有盆腔淋巴结转
移者21例。
1.2　试剂与仪器
　　TRIzol 试剂盒购自Invitrogen公司，miRNAs
逆转录试剂盒购自Promega公司，U6snRNA，
miR-155实时荧光定量试剂盒购自上海吉玛
生物技术有限公司，各种无酶Tube和Tip购
自美国Axygen公司，其余试剂均为国产分析
纯。DU800型分光光度计购自Beckman公司，
BioRad-IQ5 qRT-PCR仪购自美国Bio-Rad 
公司。
1.3　标本收集、总RNA的抽提与纯化
　　收集44例子宫内膜癌患者组织标本以及相
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应的癌旁组织作为正常对照。所有标本液氮冻
存备用。按照TRIzol试剂盒使用说明书从组织
中提取总RNA。紫外分光光度计测定RNA提取
液的D260吸光度值，计算纯度和浓度。
1.4　ISH检测miR-155在子宫内膜癌和癌旁组
织中的表达
　　⑴组织样本经多聚甲醛固定，脱水，包
埋，切片。⑵将切片脱蜡至水。⑶用3%的
过氧化氢室温处理10 min，无酶水洗3次。
⑷3%胃蛋白酶室温消化15~20 min，PBS洗
5 min×3次，无酶水洗1次。⑸1%多聚甲醛室
温10 min，无酶水洗3次。滴加适量预杂交液，
55 ℃预杂交4 h。⑹将miR-155探针按说明添
加于预杂交液中，混匀，55 ℃杂交过夜。用
预热至37 ℃的2×柠檬酸钠缓冲液(salt-sodium 
citrate，SSC)漂洗5 min×2次，然后依次用
0.5×SSC，0.2×SSC各漂洗15 min。⑺滴加封
闭液，室温封闭30 min。⑻滴加生物素化鼠抗
地高辛，室温温育2 h，ISH用PBS漂洗5 min×4
次。⑼滴加DAB显色。⑽ISH检测miR-155阳性
染色均为棕黄色颗粒，位于细胞质内，染色强
度：根据光镜下观察阳性染色的细胞比例(5个
高倍视野下的均数) 分为：①阴性(-)，染色细
胞数少于10%；②阳性(+)，染色细胞数在10%
～50%之间；③强阳性(++)，染色细胞数多于
50%，以(++)为miR-155高表达，(+)或者(-)为
miR-155低表达对患者随访进行预后分析。
1.5　实验方法 
1.5.1　RT反应
　　20 μL反应体系，16 ℃ 30 min，42 ℃ 
30 min，再以85 ℃ 10 min灭活RT酶，产物
-20 ℃冻存备用。
1.5.2　qRT-PCR反应
　　将RT产物稀释至1～2倍，混匀。20 μL反
应体系，先95 ℃ 3 min活化Tag酶，然后95 ℃ 
12 s、62 ℃ 35 s，共40个循环。miR-155特异性
PCR引物序列，正义链：3’-ACGCTCAGTTAAT
GCTAATCGTGATA-5’，反义链：3’-ATTCCAT 
GTTGTCCACTGTCTCTG-5’；内参照U6引物序
列，正义链：3’-ATTGGAACGATACAGAGAAG 
ATT-5’，反义链：3’-GGAACGCTTCACGAATT 
TG-5’。
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1.5.3　miR-155表达水平的计算方法
　　以U6为内参，测定循环阈值(Ct值)，计算
DCt值，DCt＝miR-155平均Ct值-U6平均Ct值，
以2-△△Ct表示miR-155的表达水平，取子宫内膜
癌患者癌旁正常组织miR-155的表达水平为1，
以此为对照，计算患者子宫内膜癌组织中miR-
155的表达水平(以倍数表示)［5］。
1.6　统计学处理
　　采用SPSS 13.0统计软件进行统计学分
析，子宫内膜癌临床病理参数、临床分期与
miR-155表达水平之间的关系分析采用Mann-
Whitney检验和Kruskal-Wallis检验，计量资料
以x±s表示，两组间比较采用χ2和t检验，P<0.05
为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　miR-155在子宫内膜癌患者组织与癌旁
组织的表达
　　ISH结果表明，66例癌旁对照组织中miR-
155阳性表达12例，阳性率为18.18%，66例子
宫内膜癌组织中miR-155阳性表达56例，阳性
率为84.85%，差异有统计学意义(χ2=58.72，
P<0.01)。qRT-PCR结果显示，子宫内膜癌患者
组织中miR-155为(6.17±0.73)倍，与对照组相
比差异有统计学意义(t=17.38，P<0.01)。
2.2　miR-155的表达与子宫内膜癌临床病理
参数之间的关系
　　qRT-PCR结果显示，临床Ⅰ/Ⅱ、Ⅲ/Ⅳ
子宫内膜癌患者组织miR-155表达水平分别
为(4.54±0.55)、(7.93±0.88)，差异有统计学
意义(t=13.51，P<0.01)；有、无盆腔淋巴结转
移子宫内膜癌患者组织miR-155的表达水平
分别为(9.56±0.86)、(5.49±0.47)，差异有统
计学意义(t=15.12，P<0.01)；高、中、低分化
子宫内膜癌组织中miR-155表达水平分别为
(6.42±0.63)、(6.97±0.59)、(6.27±0.46)，差异
均无统计学意义(t=0.412，P>0.05)。
2.3　子宫内膜癌组织中miR-155的表达与其
预后关系
　　随访到2010年12月，经Kaplan-Meier生存
曲线分析发现，65例患者中(1例失访)，39例
miR-155相对低表达死亡3例，死亡率7.7%，
而26例miR-155相对高表达死亡6例，死亡率
23.1%，提示miR-155表达越高的子宫内膜

癌患者死亡率越高，两者差异有统计学意义
(P=0.001，图1)。

图 1　Kaplan-Meier生存曲线分析miR-155表达与子宫

内膜癌患者预后

Fig. 1    Survival curves between miR-155 and prognosis 

of endometrial cancer in Kaplan-Meier analysis

3　讨　　论

　　子宫内膜癌是女性生殖系统常见的恶性肿
瘤之一，近年来发病率呈逐年上升的趋势。虽
然大多数子宫内膜癌患者由于不规则阴道流血
及排液增多等症状而得到早期诊断，但仍有
15%~25%的患者就诊时已为晚期，临床治疗十
分棘手［6］。
　　因此，研究者一直致力于寻找子宫内膜癌
中具有高度灵敏度和特异度的分子标志物，以
便对子宫内膜癌患者进行早期诊断、早期治
疗，提高患者生存率，但成果欠佳。最近几年
学者们逐步了解miRNA分子的作用，为肿瘤的
发生、发展机制研究带了新的曙光。Liu等［7］

认为miRNA可通过调控其靶标基因参与的信号
通路，影响肿瘤的发生、发展、侵袭转移，发
挥类似于癌基因或抑癌基因的功能。
　　本实验ISH、qRT-PCR检测结果显示，子
宫内膜癌组织miR-155表达明显高于癌旁组
织，差异有统计学意义(P<0.01)，随着子宫内
膜癌的临床分期演进而增高，且有淋巴结转移
的患者组织miR-155的表达明显高于无淋巴结
转移者，差异有统计学意义(P<0.01)。Kaplan-
Meier生存曲线显示，miR-155表达越高患者预
后越差。综上所述，miR-155可能作为原癌基
因参与子宫内膜癌的发生、发展，为子宫内膜
癌潜在的治疗靶点和预后判断提供了更有力的
实验证据。
　　miR-155在子宫内膜癌患者血清、组织
中表达增高的原因受miR-155上游哪些因素
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调控(转录因子、基因扩增、突变及合成异常 
等)［8-10］，以及下游调控哪些靶基因或信号
通路等是下一步重点研究方向。因此，阐明
miRNA参与肿瘤的病理发病过程，认识肿瘤发
生的分子生物学机制，为肿瘤的诊断、治疗提
供新方法，具有广阔的临床应用前景。此外，
miRNA与临床相关的研究，尚缺乏大样本、多
中心的研究数据。针对miRNA建立行之有效的
检测手段以及靶向治疗策略，必将为肿瘤早期
诊断、治疗方案选择、疗效评价以及预后判断
提供很好的理论和实验依据。
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