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　　【摘要】　目的　探讨原发性胆囊癌（ＰＣＧ）患者血清微小 ＲＮＡ３３５（ｍｉＲ３３５）和微小 ＲＮＡ１５５
（ｍｉＲ１５５）水平及其临床意义。方法　选取２０１６年１月至２０１８年１０月海南省第二人民医院收治的９６
例ＰＣＧ患者（ＰＣＧ组）和５０例体检健康者（对照组），采用实时定量 ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）检测各组血清 ｍｉＲ
３３５和ｍｉＲ１５５水平，分析血清ｍｉＲ３３５和 ｍｉＲ１５５水平与 ＰＣＧ患者临床病理特征的关系。应用 ＲＯＣ
曲线分析ｍｉＲ３３５和ｍｉＲ１５５对 ＰＣＧ的诊断价值。结果　ＰＣＧ组血清 ｍｉＲ３３５水平明显低于对照组
（１．５０±０．４２∶３．６５±１．１８，ｔ＝１０．３１９，Ｐ＜０．００１），ＰＣＧ组血清 ｍｉＲ１５５水平明显高于对照组（３．１８±
０．６１∶０．７４±０．１２，ｔ＝１３．６２７，Ｐ＜０．００１）。在ＰＣＧ患者中血清ｍｉＲ３３５和ｍｉＲ１５５水平均与 ＴＮＭ分期
（ｔ＝４．８６３，Ｐ＝０．０２４；ｔ＝５．１１７，Ｐ＝０．００８）及淋巴结转移（ｔ＝５．７２５，Ｐ＜０．００１；ｔ＝６．８０２，Ｐ＜０．００１）相
关。ＲＯＣ曲线分析显示，ｍｉＲ３３５和ｍｉＲ１５５诊断ＰＣＧ的临界值分别为１．１８、２．３５，两项联合诊断ＰＣＧ
的曲线下面积最大，为 ０．９２０，９５％ＣＩ为 ０．８６３～０．９７７，其敏感性和特异性为 ９３．８％和 ８５．７％。
结论　血清低水平ｍｉＲ３３５和高水平ｍｉＲ１５５与ＰＣＧ较高的ＴＮＭ分期及淋巴结转移相关，两项联合检
测有助于提高ＰＣＧ诊断率。
　　【关键词】　胆囊肿瘤；微ＲＮＡｓ
　　基金项目：海南省医学科研基金（１７Ａ６０１１２８）
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　　原发性胆囊癌（ｐｒｉｍａｒｙｇａｌｌｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒ，ＰＣＧ）
是一种恶性程度很高的消化系统肿瘤，其发病率和死

亡率近年来有升高的趋势，严重危害人类的生命健

康［１］。传统的肿瘤标志物是早期筛查ＰＣＧ的常用指
标，但其对ＰＣＧ诊断的敏感性和特异性均不高［２］。

近期的研究发现，微小ＲＮＡ（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）
在细胞分化、增殖、控制细胞周期、凋亡和新陈代谢等

过程的基因调控中起重要作用，其中微小 ＲＮＡ３３５
（ｍｉＲ３３５）和微小ＲＮＡ１５５（ｍｉＲ１５５）在多种恶性肿
瘤中异常表达，并能通过调控多种信号通路参

与肿瘤的发生发展［３５］。本研究采用实时定量 ＰＣＲ
（ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ，ＲＴＰＣＲ）检 测 ＰＣＧ 患 者 血 清
ｍｉＲ３３５和ｍｉＲ１５５水平，探讨其对 ＰＣＧ的诊断价
值，旨在为ＰＣＧ的诊断及靶向治疗提供可靠的生物
学标志物。

１　资料与方法
１．１　一般资料

选取２０１６年１月至２０１８年１０月海南省第二人
民医院收治的ＰＣＧ患者９６例，其中男性４４例，女性
５２例，年龄（５３．６０±１０．３４）岁，年龄范围３４～８１岁。
纳入标准：①通过手术切除并且术后病理检查诊断为
ＰＣＧ；②临床及随访资料完整者。排除标准：①有严
重心、肝、肾疾病及其他恶性肿瘤者；②已接受放疗、
化疗及手术治疗者；③生活不能自理，不能配合本次
研究者。

９６例ＰＣＧ患者中，高分化腺癌１５例、中分化腺
癌５３例、低分化腺癌 ２８例；临床 ＴＮＭ分期：Ⅰ期
１２例、Ⅱ期２６例、Ⅲ期３３例、Ⅳ期２５例；有淋巴结
转移４３例，无淋巴结转移５３例。另选取同期海南省
第二人民医院体检健康者５０例作为对照组，其中男
性２１例，女性２９例，年龄（５２．２８±１０．１４）岁，年龄范
围３５～７８岁。本研究通过海南省第二人民医院伦理
委员会批准（批准号：ＳＤＥＹＹ２０１６ＸＨ０３１０８），所有研
究对象均签署知情同意书。

１．２　ＲＴＰＣＲ检测
采集所有研究对象的空腹静脉血５ｍｌ，置于未加

抗凝剂的离心管中，离心１０ｍｉｎ（３０００ｒ／ｍｉｎ，离心半
径１２ｃｍ）分离血清，－８０℃低温冰箱保存待测。在
ＡＢＩ７５００型荧光定量 ＰＣＲ仪（美国 ＡＢＩ公司）上进
行ＲＴＰＣＲ，反应条件为：９５℃３０ｓ预变性，９５℃５ｓ
变性，５８℃ ３０ｓ退火，７２℃ ３０ｓ延伸，进行４０个循

环，每个标本重复做３个孔位。溶解曲线进行分析的
时间为反应完成后（１５ｓ９５℃，１ｍｉｎ６０℃，１５ｓ
９５℃，１５ｓ６０℃），每个反应体系中荧光信号达到所
设定阈值所经历的循环数即为 Ｃｔ值，以 Ｕ６为内参
照，采用２－△△Ｃｔ法计算ｍｉＲＮＡ的相对表达水平，其中
△Ｃｔ＝Ｃｔ目的基因 －ＣｔＵ６，△△Ｃｔ＝△Ｃｔ实验组标本 －
△Ｃｔ对照组标本。
１．３　引物设计与合成

ｍｉＲ３３５正向引物：ＡＣＧＴＣＧＴＡＴＧＡＣＴＧＡＴＣＧＡ
ＣＡＴＣ，反 向 引 物：ＡＣＴＣＴＧＣＣＴＡＣＴＡＣＡＣＧＡＡＴＴ；
ｍｉＲ１５５正向引物：ＡＧＣＴＡＧＴＧＴＡＣＣＴＴＡＴＡＴＧＡＣＴＧ，
反向引物：ＡＧＴＧＣＴＣＧＴＴＣＴＡＣＴＣＡＣＴＣＧ。
１．４　统计学方法

采用ＳＰＳＳ２０．０统计软件分析数据，所有连续变
量均通过正态性检验和方差齐性检验，符合正态分布

的计量资料以ｘ±ｓ表示，组间比较采用独立样本ｔ检
验。计数资料以例数和百分率表示，组间比较采用

χ２检验。绘制ＲＯＣ曲线分析ｍｉＲ３３５和ｍｉＲ１５５诊
断ＰＣＧ的价值，曲线下面积（ａｒｅａｕｎｄｅｒｃｕｒｖｅ，ＡＵＣ）
的比较采用Ｚ检验。检验水准α＝０．０５。
２　结果
２．１　ＰＣＧ组和对照组一般临床资料比较

ＰＣＧ组与对照组的性别、年龄、体重指数、血压、
肿瘤家族史、糖尿病史、高血压史、饮酒史及吸烟史比

较，差异均无统计学意义（均Ｐ＞０．０５），见表１。

表１　ＰＣＧ组和对照组一般临床资料比较

项目
ＰＣＧ组

（ｎ＝９６）

对照组

（ｎ＝５０）
χ２／ｔ值 Ｐ值

女性［例（％）］ ５２（５４．２） ２９（５８．０） ０．１９６０．６５８

年龄（岁，ｘ±ｓ） ５３．６０±１０．３４ ５２．２８±１０．１４ ０．６１７０．４６２

体重指数（ｋｇ／ｍ２，ｘ±ｓ）２２．８３±２．３５ ２２．５６±２．２４ ０．７５１０．３８０

收缩压（ｍｍＨｇ，ｘ±ｓ）１２０．３５±１３．２８１１７．８２±１２．５６ ０．７０４０．４０５

舒张压（ｍｍＨｇ，ｘ±ｓ） ８３．４６±７．３０ ８１．３０±７．５２ ０．８０５０．３６１

肿瘤家族史［例（％）］ ９（９．４） ２（４．０） １．３６３０．２４３

糖尿病史［例（％）］ １４（１４．６） ４（８．０） １．３１８０．２５１

高血压史［例（％）］ ２２（２２．９） ７（１４．０） １．６４２０．２００

饮酒史［例（％）］ ２５（２６．０） １１（２２．０） ０．２８９０．５９１

吸烟史［例（％）］ ２３（２４．０） ９（１８．０） ０．６８２０．４０９

　　注：ＰＣＧ为原发性胆囊癌；对照组为同期体检健康者；１ｍｍＨｇ＝

０．１３３ｋＰａ
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２．２　ＰＣＧ组和对照组血清ｍｉＲ３３５和ｍｉＲ１５５水平
比较

ＰＣＧ组患者血清ｍｉＲ３３５水平明显低于对照组，
ｍｉＲ１５５水平明显高于对照组，差异均有统计学意义
（均Ｐ＜０．００１），见表２。

表２　ＰＣＧ组和对照组血清ｍｉＲ３３５和ｍｉＲ１５５
水平比较（ｘ±ｓ）

组别 血清ｍｉＲ３３５水平 血清ｍｉＲ１５５水平

ＰＣＧ组（ｎ＝９６） １．５０±０．４２ ３．１８±０．６１

对照组（ｎ＝５０） ３．６５±１．１８ ０．７４±０．１２

ｔ值 １０．３１９ １３．６２７

Ｐ值 ＜０．００１ ＜０．００１

　　注：ＰＣＧ为原发性胆囊癌；对照组为同期体检健康者；ｍｉＲ３３５为

微小ＲＮＡ３３５；ｍｉＲ１５５为微小ＲＮＡ１５５

２．３　ＰＣＧ患者血清ｍｉＲ３３５和ｍｉＲ１５５水平与临床
病理特征的关系

ＰＣＧ患者血清 ｍｉＲ３３５和 ｍｉＲ１５５水平与 ＴＮＭ
分期和淋巴结转移相关（均 Ｐ＜０．０５）；而与患者年
龄、性别、肿瘤直径、分化程度及肿瘤浸润深度无关

（均Ｐ＞０．０５），见表３。

２．４　ｍｉＲ３３５、ｍｉＲ１５５及两项联合诊断ＰＣＧ的价值
ｍｉＲ３３５、ｍｉＲ１５５诊断 ＰＣＧ的临界值分别为

１．１８、２．３５。两项联合诊断 ＰＣＧ的 ＡＵＣ（９５％ＣＩ）为
０．９２０（０．８６３～０．９７７），明显高于单项 ｍｉＲ３３５的
０．８０２（０．７４２～０．８６５）及单项 ｍｉＲ１５５的 ０．８３８
（０．７８４～０．８９６），差异均有统计学意义（Ｚ＝６．２１７，
Ｐ＜０．００１；Ｚ＝５．７０４，Ｐ＝０．００３），其敏感性和特异性
分别为９３．８％和８５．７％，见图１和表４。

注：ｍｉＲ３３５为微小ＲＮＡ３３５；ｍｉＲ１５５为微小ＲＮＡ１５５；

ＰＣＧ为原发性胆囊癌

图１　ｍｉＲ３３５、ｍｉＲ１５５及两项联合诊断９６例ＰＣＧ的ＲＯＣ曲线

表３　９６例ＰＣＧ患者血清ｍｉＲ３３５和ｍｉＲ１５５水平与临床病理特征的关系（ｘ±ｓ）

临床病理特征 例数 ｍｉＲ３３５水平 ｔ值 Ｐ值 ｍｉＲ１５５水平 ｔ值 Ｐ值

年龄（岁）

　≥６０ ３６ １．４５±０．３６
０．６７９ ０．４２５

３．２４±０．６４
０．４８０ ０．５７１

　＜６０ ６０ １．５６±０．４７ ３．０８±０．５２

性别

　男 ４４ １．４７±０．３５
０．６２０ ０．４６３

３．３２±０．６８
０．７１６ ０．４０２

　女 ５２ １．５３±０．４５ ３．０４±０．５３

ＴＮＭ分期

　Ⅰ～Ⅱ期 ３８ １．９４±０．７１
４．８６３ ０．０２４

２．０５±０．２７
５．１１７ ０．００８

　Ⅲ～Ⅳ期 ５８ １．１２±０．１８ ４．１３±１．２６

淋巴结转移

　有 ４３ １．０４±０．１３
５．７２５ ＜０．００１

４．３０±１．３４
６．８０２ ＜０．００１

　无 ５３ ２．０６±０．７５ １．９７±０．２２

肿瘤直径（ｃｍ）

　≤３ ４１ １．５８±０．４９
０．８０４ ０．３４７

３．０２±０．５１
０．９１６ ０．２８５

　＞３ ５５ １．４３±０．３４ ３．３５±０．７０

分化程度

　低分化 ２８ １．６０±０．５２
０．５８３ ０．４８７

３．１２±０．６０
０．４７１ ０．５７９

　中或高分化 ６８ １．４８±０．４１ ３．２８±０．６５

肿瘤浸润深度

　Ｔｉｓ～Ｔ２ ３７ １．６４±０．５６
１．３１５ ０．１６２

２．９６±０．４８
１．７０８ ０．１０６　Ｔ３～Ｔ４ ５９ １．４１±０．３０ ３．４２±０．７３

　　注：ＰＣＧ为原发性胆囊癌；ｍｉＲ３３５为微小ＲＮＡ３３５；ｍｉＲ１５５为微小ＲＮＡ１５５
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表４　ｍｉＲ３３５、ｍｉＲ１５５及两项联合诊断９６例ＰＣＧ的价值

项目 临界值 ＡＵＣ（９５％ＣＩ） 敏感性（％） 特异性（％） 阳性预测值（％）阴性预测值（％） 阳性似然比 阴性似然比

ｍｉＲ３３５ １．１８ ０．８０２（０．７４２～０．８６５） ７９．６ ７７．５ ８０．６ ７６．２ ３．５３８ ０．２６３

ｍｉＲ１５５ ２．３５ ０．８３８（０．７８４～０．８９６） ８０．４ ８３．０ ７９．５ ８４．６ ４．７２９ ０．２３６

两项联合 － ０．９２０（０．８６３～０．９７７） ９３．８ ８５．７ ８８．６ ９０．４ ６．５５９ ０．０７２

　　注：ｍｉＲ３３５为微小ＲＮＡ３３５；ｍｉＲ１５５为微小ＲＮＡ１５５；ＰＣＧ为原发性胆囊癌；ＡＵＣ为曲线下面积

３　讨论
ＰＣＧ的发生发展是一个多基因参与调节的过

程，从分子水平了解 ＰＣＧ的发病机制对提高 ＰＣＧ的
早期诊断水平、改善患者的预后具有重要意义［６］。

ｍｉＲＮＡ是一类长度为２１～２５ｎｔ的内源性单链非编
码ＲＮＡ小分子，可激活多种细胞内信号通路，参与调
控细胞的增殖、凋亡、侵袭、迁移和分化等过程，从而

对恶性肿瘤的发生发展产生影响。近年来研究发现，

ｍｉＲ３３５和 ｍｉＲ１５５可以通过多种信号通路在细胞
周期、超甲基化、血管生成等方面促进或抑制恶性肿

瘤的发生、浸润、转移和耐药等，可能为恶性肿瘤的诊

断和治疗开辟新的思路［７８］。Ｙａｎｇ等［９］研究表明，

ｍｉＲＮＡ异常表达参与胆囊癌的肿瘤恶性进程，并与
肿瘤浸润、转移及复发相关，为临床治疗胆囊癌提供

了新的靶点和思路。束翌俊等［１０］通过检测胆囊癌患

者和邻近正常组织标本微小 ＲＮＡ２９ｃ５ｐ表达水平
发现，微小ＲＮＡ２９ｃ５ｐ表达下调与胆囊癌的进展及
预后不良相关，并能够作为胆囊癌患者预后的分子标

志物。

本研究结果显示，ＰＣＧ组患者血清ｍｉＲ３３５水平
明显低于对照组，ＰＣＧ组患者血清ｍｉＲ１５５水平明显
高于对照组，提示 ｍｉＲ３３５和 ｍｉＲ１５５在 ＰＣＧ患者
中异常表达，其可能参与 ＰＣＧ的发生发展。ｍｉＲ１５５
在ＰＣＧ中上调，属于有致癌基因作用的ｍｉＲＮＡ，其可
通过负性调控 ＰＣＧ抑癌基因影响细胞的分化和凋
亡，从而促进 ＰＣＧ的发展；而 ｍｉＲ３３５在 ＰＣＧ中下
调，则起到抑癌基因的作用。Ｙａｎｇ等［１１］研究显示，

在胆囊癌中异常表达的 ｍｉＲＮＡ既有上调也有下调，
这些ｍｉＲＮＡ具有癌基因和抑癌基因的作用，共同参
与胆囊癌的发生发展。本研究中，ＰＣＧ患者血清
ｍｉＲ３３５和ｍｉＲ１５５水平与 ＴＮＭ分期及淋巴结转移
相关，其中Ⅲ ～Ⅳ期的 ＰＣＧ患者其血清 ｍｉＲ１５５水
平明显高于Ⅰ～Ⅱ期患者，血清ｍｉＲ３３５水平明显低
于Ⅰ～Ⅱ期患者；有淋巴结转移的 ＰＣＧ患者其血清
ｍｉＲ１５５水平明显高于无淋巴结转移者，血清
ｍｉＲ３３５水平明显低于无淋巴结转移者。分析原因可
能是由于存在淋巴结转移的ＰＣＧ患者其肿瘤负荷往
往较大，肿瘤组织可释放更多的具有原癌基因作用的

ｍｉＲ１５５进入血液，同时可降低机体原有的具有抑癌
作用的ｍｉＲ３３５的水平，进而参与 ＰＣＧ的发生发展。
Ｐｅｎｇ等［１２］的研究发现，ｍｉＲ３３５在胆囊癌组织中的
表达低于癌旁不典型增生的胆囊上皮组织，同时

ｍｉＲ３３５的表达水平在高级别组织学分级、高病理学
分期和临床分期以及淋巴结转移的胆囊癌组织中明

显减少，表明ｍｉＲ３３５低表达可能与肿瘤的侵袭性有
关。亦有研究表明，ｍｉＲ１５５在胆囊癌中高表达，与
肿瘤增殖、侵袭、淋巴结转移和不良预后有关［１３］。

ＲＯＣ曲线分析结果显示，ｍｉＲ３３５和 ｍｉＲ１５５对诊断
ＰＣＧ均具有一定的价值，且两项联合诊断 ＰＣＧ的
ＡＵＣ优于单项诊断，其敏感性和特异性为９３．８％和
８５．７％。说明 ｍｉＲ３３５和 ｍｉＲ１５５两项联合检测有
助于提高ＰＣＧ诊断的准确性，并有望作为分析其发
病机制的潜在标志物。Ｚｈａｎｇ等［１４］研究显示，中国人

群中胆囊癌组织 ｍｉＲ１５５表达水平明显高于正常胆
囊组织，高水平的 ｍｉＲ１５５是患者预后不良的指标，
ｍｉＲ１５５有望作为胆囊癌诊断的潜在生物学标志物。
韩超和王健东［１５］研究认为，ｍｉＲＮＡ参与了胆囊癌进
展的各个阶段，调控胆囊癌的多个生物学程序，在胆

囊癌进展过程中发挥关键作用，同时也为胆囊癌的临

床诊断与治疗提供了依据。另有研究表明，胆囊癌患

者ｍｉＲＮＡ表达水平降低，ｍｉＲＮＡ可作为胆囊癌诊
断、制定治疗方案和预后判断的参考指标［１６］。

综上所述，血清ｍｉＲ３３５低表达和ｍｉＲ１５５高表
达与ＰＣＧ患者较高的ＴＮＭ分期及淋巴结转移相关，
ｍｉＲ３３５和 ｍｉＲ１５５两项联合检测对诊断 ＰＣＧ具有
较好的敏感性和特异性。但目前在临床实践中还缺

乏大样本的随访研究支持，ｍｉＲＮＡ的来源也没有统
一的标准，仍需循证医学研究进一步证实ｍｉＲ３３５和
ｍｉＲ１５５在ＰＣＧ中的临床应用价值。
利益冲突　所有作者均声明不存在利益冲突

参　考　文　献

［１］ＲａｈｍａｎＲ，ＳｉｍｏｅｓＥＪ，ＳｃｈｍａｌｔｚＣ，ｅｔａｌ．Ｔｒｅｎｄａｎａｌｙｓｉｓａｎｄ

ｓｕｒｖｉｖａｌｏｆｐｒｉｍａｒｙｇａｌｌｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒｉｎｔｈｅＵｎｉｔｅｄＳｔａｔｅｓ：ａ１９７３

２００９ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｂａｓｅｄｓｔｕｄｙ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＭｅｄ，２０１７，６（４）：８７４

８８０．ＤＯＩ：１０．１００２／ｃａｍ４．１０４４．

［２］ＳｈｅｎＨＸ，ＳｏｎｇＨＷ，ＸｕＸＪ，ｅｔａｌ．Ｃｌｉｎｉｃａｌｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｉｃａｌｓｕｒｖｅｙｏｆ

·０７２· 国际肿瘤学杂志２０１９年５月第４６卷第５期　ＪＩｎｔＯｎｃｏｌ，Ｍａｙ２０１９，Ｖｏｌ４６，Ｎｏ５



ｇａｌｌｂｌａｄｄｅｒｃａｒｃｉｎｏｍａｉｎｎｏｒｔｈｗｅｓｔｅｒｎＣｈｉｎａ，２００９２０１３：２３７９ｃａｓｅｓ

ｉｎ１７ｃｅｎｔｅｒｓ［Ｊ］．ＣｈｒｏｎｉｃＤｉｓＴｒａｎｓｌＭｅｄ，２０１７，３（１）：６０６６．

ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｃｄｔｍ．２０１７．０１．００３．

［３］ＳｏｔｗｉńｓｋｉＲ，ＬｅｃｈＧ，ＳｏｔｗｉńｓｋａＳＭ．ＭｉｃｒｏＲＮＡｓｉｎｐａｎｃｒｅａｔｉｃ
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（本文编辑：孙娜）

·读者·作者·编者·

汉字数字的用法

１．数字作为词素构成定型词、词组、惯用语、缩略语或具有修辞色彩的词句，应使用汉字。例如：二倍体、一氧化碳、九五规
划、十二指肠等。

２．临近的两个数字并列连用表示概述时，应使用汉字，连用的两个数字之间不加标点，如七八公里、五十二三岁、两三家医院
等。

３．我国清朝以前（含清朝）以及非公历的历史纪年要用汉字。例如：清咸丰十年九月二十日、八月十五中秋节等。
４．部队医院编号有“第”字者，其编号用汉字。例如：解放军第三二医院。
５．不定数词一律用汉字。例如：任何一个病人，这是一种免疫反应，无一例死亡。
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