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　 　 【摘　 要】 　 目的　 探讨 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 在胃癌中的水平及其与微血管密度（ＭＶＤ）和血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）表达的关

系。 方法　 采用实时荧光定量 ＰＣＲ 检测 ８０ 例胃癌组织（胃癌组）中 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 水平，免疫组化法检测 ８０ 例胃癌组织中 ＭＶＤ
和 ＶＥＧＦ 表达，并分析胃癌组织中 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 水平与 ＭＶＤ 和 ＶＥＧＦ 表达的相关性。 选取同期的 ３７ 例浅表性胃炎和 １２ 例正

常胃黏膜组织作对照（对照组）。 结果　 胃癌组的 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 水平为 １ １６±０ ５９，低于对照组的 ２ ６１±０ ８８，差异有统计学意

义（Ｐ＜０ ０５）；胃癌组的 ＶＥＧＦ 阳性表达率和ＭＶＤ 分别为 ７１ ３％（５７ ／ ８０）和 ５４ ９±７ ３，均高于对照组的 ２８ ６％（１４ ／ ４９）和 ２７ ５
±６ １，差异均有统计学意义（Ｐ＜０ ０５）；胃癌组织中 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 水平与 ＶＥＧＦ 表达（ ｒ＝ －０ ７８３，Ｐ＜０ ０５）和 ＭＶＤ（ ｒ＝ －０ ８２４，Ｐ＜
０ ０５）均呈负相关。 结论　 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 在胃癌中为低表达，并与 ＶＥＧＦ 表达和 ＭＶＤ 呈负相关，有可能在调控胃癌组织血管生

长中发挥重要作用。

　 　 【关键词】 　 胃癌；　 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ；　 微血管密度；　 血管内皮生长因子
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　 　 胃癌是最常见的恶性肿瘤之一，血管生成对肿

瘤的生长、浸润及远处转移至关重要，近年来对胃

癌血管生成和抑制的研究已成为热点。 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ
是位于染色体脆性位点 ９ｑ３２ 区唯一的 １ 个微小

ＲＮＡ（ＭｉｒｃｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）。 研究表明，ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ
在肿瘤组织中的表达水平低于正常组织，且过表达

ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 可降低 ３’⁃磷酸肌醇激酶（ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉ⁃
ｔｉｄｅ ３⁃ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）的 Ｒ１ 亚单位水平［１］。 ＰＩ３Ｋ 信

号转 导 通 路 的 活 化 可 上 调 低 氧 诱 导 因 子⁃１α
（ｈｙｐｏｘｉａ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｆａｃｔｏｒ⁃１ ａｌｐｈａ，ＨＩＦ⁃１α）的表达并

启动血管内皮细胞生长因子 （ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）基因的转录，通过增加 ＶＥＧＦ
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表达，达到促进新生血管生成及增加肿瘤血供的目

的［２⁃３］。 故推测 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 调控 ＶＥＧＦ 信号通路在

肿瘤新血管生成中起关键作用。 本研究拟通过检

测胃癌组织中 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 水平，分析其与胃癌组织

微血管密度（ｍｉｃｒｏｖｅｓｓｅｌ ｄｅｎｓｉｔｙ，ＭＶＤ）和 ＶＥＧＦ 表

达的关系，为探讨 ｍｉＲ⁃４５５ 在胃癌微血管形成的分

子机制提供依据。

１　 资料与方法

１ １　 一般资料　 收集中国医科大学附属第一医院

２００９ 年 １ 月至 ２０１３ 年 ４ 月手术切除的 ８０ 例胃癌组

织（胃癌组），其中男性 ５７ 例，女性 ２３ 例；年龄范围

２６～ ７８ 岁，中位年龄 ６１ 岁；ＴＮＭ 分期：Ⅰ、Ⅱ期 ３８
例，Ⅲ、Ⅳ期 ４２ 例；组织学分类：腺癌 ４８ 例，印戒细

胞癌 １２ 例，未分化癌 ２０ 例。 纳入标准：（１）术前均

未接受抗肿瘤治疗；（２）均经病理学证实；（３）经医

院伦理委员会批准并获患者知情同意。 同时选取

３７ 例浅表性胃炎和 １２ 例正常胃黏膜组织作对照

（对照组）。 对照组：男性 ３２ 例，女性 １７ 例；年龄范

围 ２９～７２ 岁，中位年龄 ５９ 岁。 所有标本采集后均

置于液氮速冻后于－８０℃低温冰箱保存。
１ ２　 主要试剂与仪器　 ＶＥＧＦ、ＣＤ３４ 鼠抗人单克隆

抗体（１ ∶ １００）及对应二抗均购自北京中杉金桥生

物技术有限公司，ＲＮＡ 抽提试剂盒购自美国 Ａｍｂｉｏｎ
公司，ＴＲＩｚｏｌ 试剂购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司，焦碳酸

二乙酯水购自 Ｔｉａｎｇｅｎ 公司，逆转录试剂盒购自美

国 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司，逆转录试剂盒、实时荧光定量 ＰＣＲ
试剂盒均购自日本 ＴａＫａＲａ 公司，Ｕ６ 及 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ
ＰＣＲ 引物均购自广州锐博公司。 ４８０ 型荧光定量

ＰＣＲ 仪购自德国 Ｒｏｃｈｅ 公司。
１ ３　 实时荧光定量 ＰＣＲ　 将胃癌组织在液氮中研

磨粉碎后，加入 １ｍｌ Ｔｒｉｚｏｌ 吹打、混匀，按照试剂盒说

明书步骤，使用 Ｂｕｆｆｅｒ ＴＥ 洗脱并提取总 ＲＮＡ。 采用

分光光度计检测 ＲＮＡ 的纯度和浓度。 按照试剂盒

说明书对总 ＲＮＡ 进行逆转录反应制备 ｃＤＮＡ。 将

总 ＲＮＡ 稀释成终浓度为 １ ４２ ～ １ ７９ｎｇ ／ μｌ，然后配

成 ２０μｌ 反应体系：５×Ｒｅａｃｔｉｏｎ ｂｕｆｆｅｒ ４μｌ、Ｅｎｚｙｍｅ ｍｉｘ
２μｌ、模版总 ＲＮＡ １４μｌ。 反应条件：４２℃ ６０ ｍｉｎ，
９５℃ ５ｍｉｎ。 根据试剂盒说明书配成 ２０μｌ 反应体

系：模板 ｃＤＮＡ ８μｌ、ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘ １０μｌ、
ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ ／内参 Ｕ６ 引物 ２μｌ。 反应条件：９５℃ 预

变性 １０ｍｉｎ，然后以 ９５℃ １０ｓ，５８℃ ２０ｓ 和 ７２℃ ３０ｓ
进行 ４５ 个循环。 每个标本设 ３ 个复孔。 采用

２⁃△△Ｃｔ法分析结果并以 相 对 表 达 定 量 值 表 示。
△△Ｃｔ＝ ［ Ｃｔ ｍｉＲ⁃４５５ （未知样品）⁃Ｃｔ Ｕ６ （未知样

品）］⁃［Ｃｔ ｍｉＲ⁃４５５（校正样品）⁃Ｃｔ Ｕ６（校正样品）］。
见表 １。

表 １　 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 和 Ｕ６ 的引物序列

基因 引物 序列（５’⁃３’）

ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 逆转录 ＧＴＣＧＴＡＴＣＣＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧ⁃
ＴＡＴＴＣＧＣＡＣＴＧＧＡＴＡＣＧＡＣＧＴＧＴＡＴＡ

上游 ＧＡＡＣＴＧＣＡＧＴＣＣＡＴＧＧＧＣＡＴＡ
下游 ＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴＴＣ

Ｕ６ 逆转录 ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ
上游 ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ
下游 ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ

１ ４　 免疫组化染色　 选取 ８０ 例胃癌、３７ 例浅表性

胃炎和 １２ 例正常胃黏膜组织的切片（４μｍ 厚），依
次经脱蜡、３％过氧化氢阻断内源性过氧化物酶、胰
酶修复及血清封闭，滴加 ＶＥＧＦ、ＣＤ３４ 抗体（１ ∶１００）
４℃孵育过夜，采用链霉素抗生物素蛋白⁃过氧化物

酶（ＳＰ）法染色，ＤＡＢ 显色，苏木精复染，常规脱水，
封片。 操作步骤严格按照试剂盒说明书进行。
１ ５　 ＣＤ３４ 结果判断及 ＭＶＤ 计数 　 ＣＤ３４ 阳性着

色主要位于血管内皮细胞的细胞膜和细胞浆。 将

切片先置于低倍视野（ ×１００）下确定最高血管密度

区域，然后置于高倍视野（ ×２００）下，选择 ５ 个最高

血管密度区域计数（每个视野大小为 ０ ０７５ｍｍ２），
再取 ５ 个区域的平均值作为该例的 ＭＶＤ［４］。 与胃

癌细胞和其他组织成分有明显区别并染成棕黄色

的细胞或细胞丛为 １ 个血管；结构不相连的分支结

构也作为 １ 个血管进行计算。
１ ６　 ＶＥＧＦ 表达水平判定　 光镜下观察整个切片，
每例切片随机选取 ５ 个高倍镜视野进行结果判定。
免疫组化阳性染色为出现棕黄或棕褐色颗粒。 两

位经验丰富的病理科医师采用双盲法观察，参照二

级计分法：（１）按阳性细胞数计数：阳性细胞数≤
５％计为 ０ 分，６％ ～ ２５％为 １ 分，２６％ ～ ５０％为 ２ 分，
５１％～７５％为 ３ 分，＞７５％为 ４ 分；（２）按染色深浅：
无阳性细胞计为 ０ 分，黄色为 １ 分，棕黄色为 ２ 分，
棕褐色为 ３ 分。 将两者得分相乘：０ ～ １ 分计为阴性

（－），２～ ４ 分为弱阳性（ ＋），５ ～ ８ 分为中度阳性（ ＋
＋），９～１２ 分为强阳性（＋＋＋）。
１ ７　 统计学分析 　 采用 ＳＰＳＳ １７ ０ 版软件分析。
计量资料以均数±标准差表示，组间比较采用 ｔ 检
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验，相关性分析采用 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关分析。 以 Ｐ＜０ ０５
为差异有统计学意义。

２　 结　 果

２ １　 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 在胃癌组织中的水平　 胃癌组的

ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 水平为 １ １６±０ ５９，低于对照组的 ２ ６１
±０ ８８，差异有统计学意义（Ｐ＜０ ０５）。
２ ２　 胃癌组织的 ＭＶＤ 及 ＶＥＧＦ 表达 　 胃癌组的

ＶＥＧＦ 阳性表达率和 ＭＶＤ 分别为 ７１ ３％（５７ ／ ８０）和
５４ ９±７ ３，均高于对照组的 ２８ ６％（１４ ／ ４９）和 ２７ ５
±６ １，差异有统计学意义（Ｐ＜０ ０５）。 见图 １。

Ａ：正常胃组织 ＶＥＧＦ 弱阳性表达（ＳＰ ×４００）；Ｂ：胃癌组织 ＶＥＧＦ
强阳性表达（ＳＰ ×４００）；Ｃ：ＣＤ３４ 阳性标记的正常胃组织（ ＳＰ ×
２００）；Ｄ：ＣＤ３４ 阳性标记的胃癌组织（ＳＰ ×２００）

图 １　 胃癌及正常胃组织中 ＭＶＤ 和 ＶＥＧＦ 表达

２ ３　 胃癌组织 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 水平与 ＭＶＤ 和 ＶＥＧＦ
表达的关系　 胃癌组织中 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 水平与 ＭＶＤ
呈负相关（ ｒ＝ －０ ８２４，Ｐ＜０ ０５）；胃癌组织中 ＶＥＧＦ
表达为阴性、弱阳性、中度阳性和强阳性的 ｍｉＲ⁃４５５⁃
３ｐ 水平依次为 １ ８４±０ ６３、１ ６２±０ ４３、１ ２６±０ ３８
和 ０ ７０±０ ２５，ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 水平与 ＶＥＧＦ 表达呈负

相关（ ｒ＝ －０ ７８３，Ｐ＜０ ０５）。 见图 ２、图 ３。

３　 讨　 论

ｍｉＲＮＡ 是一类长度为 １８ ～ ２５ 个核苷酸的小分

子单链 ＲＮＡ，其合成及作用机制复杂。 ｍｉＲＮＡ 通过

与靶基因特异性作用在转录或翻译水平调节相关

基因表达，来调控发育、增殖、分化及凋亡等多种生

图 ２ 　 胃癌组织中 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 水平与 ＭＶＤ 的
关系

图 ３　 胃癌组织中 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 水平与 ＶＥＧＦ 表达
的关系

物学过程，与肿瘤相关的 ｍｉＲＮＡ 由于参与调节肿瘤

发生、发展与转移等关键环节而成为近年来的研究

热点［５］。
近年研究表明，ｍｉＲＮＡ 在肿瘤的发生发展中起

类似于原癌基因或抑癌基因的作用。 目前，胃癌具

有独特的 ｍｉＲＮＡ 表达谱，可帮助判断预后［６］，扮演

原癌基因或抑癌基因的角色［７⁃８］，以上提示 ｍｉＲＮＡ
可能在胃癌发生、发展过程中起重要调节作用。 胃

癌病因涉及多因素、多基因共同作用的复杂过程，
近年研究对胃癌发生发展过程提出了许多新观点，
特别是缺氧环境下血管发生在胃癌发病机制中起

重要作用。 胃癌的生长、转移和预后均与血管生成

有密切关系［９］。 血管再生在血管发展和内环境稳

定中起重要作用。 紊乱的血管再生可导致多种疾

病，如肿瘤和缺血性疾病。 近年研究证实，ｍｉＲＮＡ
在血管再生及内皮细胞功能调控中起重要作用，如
ｍｉＲ⁃１２６ 可在内皮细胞中特异性表达并调控血管生

成，ｍｉＲ⁃２１０ 在缺氧导致的血管生成及内皮细胞存

活中发挥重要作用，ｍｉＲ⁃３７８、ｍｉＲ⁃２９６、ｍｉＲ⁃２１ 和
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ｍｉＲ⁃３１ 可促进肿瘤血管发生等。 深入研究与血管

生成有关 ｍｉＲＮＡ 的体内功能，将为有效抑制血管再

生及改变血管病理发展提供一种新治疗策略。 目

前发现能促进肿瘤血管生成的因子有 ２０ 多种，其中

ＶＥＧＦ 作用最强、特异性最高，是衡量肿瘤血管生成

的量化指标。 ＨＩＦ⁃１α 和 ＶＥＧＦ 均与肿瘤血管发生

密切相关，阻断 ＨＩＦ⁃１α 从而使 ＶＥＧＦ 的转录及表达

减少，可抑制肿瘤血管生成及肿瘤生长［１０］。 包括胃

癌在内的实体肿瘤的生长必须依赖新生血管的诱

导和形成。 内皮细胞增殖，出芽形成新生血管，构
建肿瘤血运通道，为肿瘤提供营养并运输代谢产

物，是肿瘤生长和转移的必要条件［１１］。
本研究显示，胃癌组的 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 水平低于对

照组，与 Ｍａｔｓｕｓｈｉｍａ 等［１２］的研究结果一致。 肿瘤血

管新生机制复杂，ＶＥＧＦ 表达和 ＭＶＤ 是衡量肿瘤血

管生成的量化指标。 ＭＶＤ 是直接检测肿瘤组织血

管数量的方法，是目前评估肿瘤血管生成状态的金

标准。 通过 ＭＶＤ 测定肿瘤血管生成情况反映了胃

癌的生物学行为特征，并与临床病理预后指标密切

相关，是一个评估肿瘤血管生成和反映临床疾病进

程的可靠参数。 故本研究进一步检测了胃癌组织

中 ＶＥＧＦ 表达和 ＭＶＤ 水平，发现胃癌组 ＶＥＧＦ 阳性

表达率和 ＭＶＤ 均低于对照组，且胃癌组织 ｍｉＲ⁃
４５５⁃３ｐ 水平与 ＶＥＧＦ 表达和 ＭＶＤ 呈负相关。 以上

提示 ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 水平下调可能与胃癌新生血管生

成有关，降低肿瘤组织内血管生成可能是通过抑制

ＶＥＧＦ 表达实现的，是肿瘤转移能力增强的标志。
ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 的表达不但可作为早期诊断指标，而且

还可作为术后判断预后的佐证之一。
综上所述，ｍｉＲ⁃４５５⁃３ｐ 水平在胃癌组织中降

低，且与 ＶＥＧＦ 表达和 ＭＶＤ 呈负相关，提示其可能

在调控胃癌组织血管生长中发挥重要作用，但具体

信号通路仍有待进一步研究。
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