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  摘 要:目的 探讨miR-20a对非小细胞肺癌(NSCLC)细胞增殖、迁移、侵袭、凋亡的影响及血清肿瘤标志

物联合miR-20a检测在NSCLC诊断中的价值。方法 选取该院2013年1月至2015年1月收治的NSCLC患

者112例,肺部良性疾病患者94例,采用电化学发光法检测血清癌胚抗原(CEA)、神经元特异性烯醇化酶

(NSE)、糖类抗原(CA)125的表达水平;采用实时荧光定量PCR法检测患者血浆 miR-20a的表达水平;对血清

肿瘤标志物和miR-20a单独及联合检测在NSCLC诊断中的效能进行分析。结果 miR-20a高表达于NSCLC
组织,且A594细胞中过表达 miR-20a可显著促进细胞增殖、迁移与侵袭(P<0.05)。NSCLC患者血清CEA、

NSE、CA125及血浆miR-20a的表达水平明显高于肺部良性疾病患者(P<0.05)。CEA、NSE、CA125及 miR-
20a联合 检 测 诊 断 NSCLC的 特 异 度 和 灵 敏 度 明 显 高 于 各 肿 瘤 标 志 物 及 miR-20a单 独 检 测(P<0.05)。
结论 血清肿瘤标志物与miR-20a联合检测对NSCLC具有较高的诊断效能,有较高的临床应用价值。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

miR-20a
 

on
 

the
 

proliferation,migration,invasion
 

and
 

ap-
optosis

 

of
 

non-small
 

lung
 

cell
 

carcinoma
 

(NSCLC)
 

cells
 

and
 

the
 

value
 

of
 

serum
 

tumor
 

markers
 

combined
 

with
 

miR-20a
 

detection
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

NSCLC.Methods One
 

hundred
 

and
 

twelve
 

patients
 

with
 

NSCLC
 

and
 

94
 

patients
 

with
 

lung
 

benign
 

diseases
 

diagnosed
 

and
 

treated
 

in
 

this
 

hospital
 

from
 

January
 

2013
 

to
 

January
 

2015
 

were
 

selected.The
 

expression
 

levels
 

of
 

serum
 

CEA,NSE
 

and
 

CA125
 

were
 

detected
 

by
 

adopting
 

the
 

electro-
chemiluminescence

 

assay.The
 

expression
 

level
 

of
 

miR-20a
 

was
 

detected
 

by
 

adopting
 

the
 

real-time
 

fluorescent
 

quantitative
 

PCR.The
 

diagnostic
 

efficiency
 

of
 

single
 

detection
 

and
 

combined
 

detection
 

of
 

serum
 

tumor
 

markers
 

and
 

miR-20a
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

NSCLC
 

was
 

analyzed.Results miR-20a
 

was
 

highly
 

expressed
 

in
 

the
 

NSCLC
 

tissues,moreover
 

the
 

miR-20a
 

overexpression
 

in
 

A594
 

cells
 

could
 

significantly
 

promote
 

the
 

cell
 

proliferation,

migration
 

and
 

invasion
 

(P<0.05).The
 

expression
 

levels
 

of
 

serum
 

CEA,NSE,CA125
 

and
 

plasma
 

miR-20a
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

NSCLC
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

lung
 

benign
 

disease
 

(P<
0.05).The

 

specificity
 

and
 

sensitivity
 

of
 

CEA,NSE,CA125
 

and
 

miR-20a
 

combined
 

detection
 

for
 

diagnosing
 

NSCLC
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

of
 

single
 

detection
 

of
 

various
 

tumor
 

markers
 

and
 

miR-20a
 

(P<
0.05).Conclusion The

 

combined
 

detection
 

of
 

serum
 

tumor
 

markers
 

and
 

miR-20a
 

has
 

high
 

diagnostic
 

efficien-
cy

 

for
 

NSCLC
 

and
 

possesses
 

a
 

high
 

clinical
 

application
 

value.
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  非小细胞肺癌(NSCLC)是临床上常见的恶性肿

瘤,其发病率较高,约占肺癌总发病率的84%[1]。

NSCLC的疗效及预后与诊断有着密切关系,由于

NSCLC早期并无明显的临床症状,临床诊断过程中

常出现漏诊或者误诊的情况,从而延误最佳治疗时

机[2-3]。近年来,肿瘤标志物在临床应用中受到越来

越多的关注,有研究表明,肿瘤标志物联合检测可提

高 NSCLC 的 诊 断 效 能,但 是 这 些 标 志 物 并 非 是

NSCLC的特异性标志物,所以其在NSCLC诊断中的

应用仍需不断探讨、考证[4]。本研究旨在探讨血清肿

瘤标志物和miR-20a联合检测在NSCLC诊断中的价

值,以期为NSCLC的临床早期诊疗提供可靠的依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取本院2013年1月至2015年1
月收治的肺部疾病患者共206例,其中 NSCLC患者

[NSCLC组,在进行手术切除时保留癌组织和癌旁组

织(距癌组织>5
 

cm)标本]112例,肺部良性疾病患者

(良性肺病组)94例。NSCLC组中男58例,女54例;
年龄45~76岁,平均(56.82±13.21)岁;肿瘤直径为

1.6~5.9
 

cm,平均(3.45±1.25)cm。良性肺病组中

男48例,女46例;年龄44~75岁,平均(54.72±
12.11)岁。所有患者均经本院病理科明确诊断。排

除标准:(1)心、肝、肾功能严重受损者;(2)近期接受

过相关治疗者;(3)长期使用免疫抑制剂及糖皮质激

素治疗者;(4)精神疾病患者;(5)其他癌症患者。受

试者均签署知情同意书,本研究获得本院伦理委员会

审核通过。

1.2 方法

1.2.1 标本采集 抽取10
 

mL空腹静脉血于非抗凝

管中,然后4
 

000
 

r/min离心10
 

min分离血清,储存

于-80
 

℃冰箱,用于癌胚抗原(CEA)、神经元特异性烯

醇化酶(NSE)等肿瘤标志物的检测。抽取10
 

mL空腹

静脉血于抗凝管中,然后4
 

000
 

r/min离心10
 

min分离

血浆,储存于-80
 

℃冰箱,用于miR-20a检测。

1.2.2 血清肿瘤标志物及 miR-20a水平检测 采用

电化学发光法(Roche
 

Elecsys
 

2010)检测血清CEA、

NSE、糖类抗原(CA)125水平。采用TaqMan试剂盒

(赛 默 飞 世 尔;ID:000580;序 列:UAAAGUGCU-
UAUAGUGCAGGUAG)在实时荧光定量PCR仪上

检测miR-20a的表达水平。
 

1.2.3 细胞培养、分组及转染 将细胞加入DMEM
培养基,于37

 

℃、5%CO2 的条件下培养于培养箱中,

48
 

h后消化传代。采用LipofectamineTM2000试剂将

miR-20a类似物(mimic-miR-20a)转染至 A549细胞

(该细胞来源于 NSCLC细胞系)中,即 mimic-miR-
20a组,以仅加入LipofectamineTM2000试剂而未转染

miRNA模拟物/抑制剂(mimics/inhibitor)的细胞为

对照,即 mimic-NC组。等量接种 A549细胞于6孔

板中,过夜培养A549细胞贴壁生长至80%~90%的

融合度,mimic-miR-20a组用 mimics(终水平为50
 

nmol/L)转染的完全培养基培养约24
 

h。

1.2.4 细胞增殖、凋亡、迁移及侵袭能力检测 (1)

CCK8细胞增殖检测:将密度为105
 

个/毫升的细胞悬

液接种于96孔板中,每孔接种200
 

μL。培养48
 

h后

加入10
 

μL的CCK8试剂,孵育2
 

h后用酶标仪检测

450
 

nm处的吸光度,检测细胞的增殖情况。(2)An-
nexin

 

V-FITC/PI双染细胞凋亡检测:将收集到的细

胞用磷酸盐缓冲液(PBS)洗3次后用400
 

μL的结合

缓冲液(binding
 

buffer)重悬,然后分别加入10
 

μL的

Annexin
 

V-FITC和碘化丙啶(PI),避光孵育20
 

min,
采用流式细胞术检测细胞的凋亡水平。(3)细胞划痕

实验:按照2×106 个/孔的密度将细胞接种于6孔板

中,培养48
 

h后用20
 

μL的枪头在6孔板上划出划

痕,在0
 

h和24
 

h这两个时间点进行拍照,量取细胞

的迁移距离。(4)碳酸脂膜(Transwell)侵袭实验:用
基质胶(matrigel)包被Transwell上层小室,加入200

 

μL
 

DMEM重悬的密度为105 个/毫升的细胞悬液,下
层用含有10%胎牛血清(FBS)的DMEM 填满,培养

48
 

h后将侵袭的细胞固定,用结晶紫染色,对侵袭细

胞进行计数。

1.3 判断标准 以病理检查结果为金标准。联合检

测时,CEA、NSE、CA125和miR-20a任意一项水平超

过其临界值判定为阳性;全部指标水平低于其临界值

判定为阴性。

1.4 统计学处理 采用SPSS22.0统计软件进行数

据处理和分析。计量资料以x±s表示,组间比较采

用t 检验。采用 Kaplan-Meier曲线进行生存分析。
以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 miR-20a在 NSCLC组织中的表达水平及与患

者生存率的相关性 与癌旁组织相比,miR-20a在

NSCLC组织中的表达水平明显升高(P<0.05)。经

过5年的随访,47例患者因肺癌死亡。采用Kaplan-
Meier曲线分析miR-20a表达水平与患者生存率之间

的相关性,结果表明,miR-20a的表达水平与患者的生

存率呈负相关(P<0.05)。见图1~2。

2.2 miR-20a对 A594细胞增殖、凋亡、迁移及侵袭

的调控作用 在 A594细胞中过表达 miR-20a,实时

荧光定量PCR结果表明,miR-20a在A594细胞中有

着较高的过表达效率(图3A)。CCK8细胞增殖检测

结果表明,过表达 miR-20a可明显促进A594细胞的

增殖(图3B),且流式细胞术结果证明过表达 miR-20a
后,A594细胞的凋亡水平明显降低(图3C)。此外,
细胞划痕实验和 Transwell

 

侵袭实验结果表明,在
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A594细胞中过表达miR-20a可明显促进细胞的迁移

与侵袭(图3D~E)。

2.3 两组血清肿瘤标志物及 miR-20a表达水平比

较 NSCLC组患者血清CEA、CA125以及 NSE的

表达水平明显高于良性肺病组(P<0.05);另外,

NSCLC组患者血浆miR-20a的表达水平明显高于良

性肺病组(P<0.05)。见表1。

  注:与癌旁组织比较,*P<0.05。

图1  miR-20a在NSCLC组织及癌旁组织中的表达
 

图2  miR-20a的表达水平与NSCLC患者生存率的

相关性
 

2.4 血清肿瘤标志物以及 miR-20a在各组的检出情

况比较 NSCLC 组患者 CEA、NSE、CA125以 及

miR-20a的阳性检出率明显高于良性肺病组;联合检

测结果为阳性(上述指标任意一项水平超过其临界

值)的患者在NSCLC组中所占的比例明显高于良性

肺病组。见表2。

  注:A为miR-20a在A594细胞中的过表达效率;B为miR-20a对A594细胞增殖能力的调控作用;C为miR-20a对A594细胞凋亡水平的调控

作用;D为miR-20a对A594细胞迁移能力的调控作用,以0
 

h作为参照;E为miR-20a对细胞侵袭能力的调控作用;*P<0.05。

图3  miR-20a对A594细胞增殖、凋亡、迁移与侵袭的调控作用

表1  两组血清肿瘤标志物及 miR-20a的表达水平比较(x±s)

组别 n CEA(ng/mL) NSE(ng/mL) CA125(U/mL) miR-20a

NSCLC组 112 5.84±2.76a 19.23±4.66a 45.81±10.36a 36.15±8.58a

良性肺病组 94 3.12±1.42 13.56±4.21 19.25±7.51 14.11±5.62

  注:与良性肺病组比较,aP<0.05。
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表2  两组血清肿瘤标志物及 miR-20a检出情况比较(n)

组别 n
CEA

+ -

NSE

+ -

CA125

+ -

miR-20a

+ -

联合检测

+ -

NSCLC组 112 52 60 54 58 36 76 65 57 82 30

良性肺病组 94 29 65 21 73 13 81 18 76 8 86

2.5 血 清 肿 瘤 标 志 物 与 miR-20a联 合 检 测 在

NSCLC诊断中的价值 NSE诊断NSCLC的灵敏度

为61.28%,特异度为84.66%,明显高于其他血清肿

瘤标志物;miR-20a对 NSCLC也有较高的灵敏度与

特异度。CEA、NSE、CA125、miR-20a联 合 检 测 对

NSCLC的诊断效能远高于各肿瘤标志物单独检测,
其灵敏度达73.21%,特异度达91.49%,见表3。

表3  各指标单独及联合检测的诊断效能(%)

项目 灵敏度 特异度

CEA 46.43 69.15

NSE 61.28 84.66

CA125 51.79 75.26

miR-20a 58.04 80.85

联合检测 73.21 91.49

3 讨  论

  miRNA是一类不能编码蛋白质、长度小于25个

核苷酸的小RNA,研究表明,miRNA的异常表达与

癌症的发生、发展有着紧密的联系[5]。本研究表明,

miR-20a高表达于NSCLC组织中,且过表达的 miR-
20a可显著促进 A594细胞的增殖、侵袭与迁移。许

荣誉等[6]研究表明,miR-20a在 NSCLC组患者血浆

中的表达水平及阳性检出率明显高于良性肺病组患

者,且miR-20a的表达水平与肿瘤的分化程度、临床

分期以及淋巴结转移有着密切关系,与本研究结果基

本一致。
鉴于miR-20a在NSCLC组织中的生物作用,笔

者认为miR-20a还可以在NSCLC的诊断试验中起作

用。本研究发现,miR-20a在NSCLC组患者血浆中的

表达水平明显高于良性肺病组患者,并且其灵敏度为

58.04%,特异度为80.85%。因此,笔者认为 miR-20a
可以作为NSCLC诊断试验中的一个生物标志物。

此外,本研究还探讨了CEA、NSE和CA125在

NSCLC诊断中的价值,结果显示,CEA 高 表 达 于

NSCLC患者血清,NSCLC患者CEA阳性检出率明

显高于肺部良性疾病患者,但是其对 NSCLC的特异

度和灵敏度较低。CEA是一种由胃肠道分泌的糖蛋

白,具有胚胎抗原特异性。早期的研究表明,血清中

CEA的高表达与大肠癌的发病息息相关,因此可作为

大肠癌的特异性标志物应用于临床诊断[7-8]。随着研

究的深入,CEA在胃癌、乳腺癌、胰腺癌、肺癌等恶性

肿瘤中的异常表达逐渐被发现,因此CEA被当作肿

瘤诊断标志物广泛应用于临床,并且许多研究报道指

出,其在NSCLC的诊断中有重要意义[9-10]。
本研究中NSCLC患者血清NSE水平以及阳性

检出率均明显高于肺部良性疾病患者,并且其特异度

和灵敏度较高,分别为84.56%、61.28%。NSE特异

性地存在于中枢及周围神经系统,由于 NSCLC属于

神经内分泌类肿瘤,因此NSE对NSCLC的诊断具有

较高的特异度与灵敏度[11]。
相较于肺部良性疾病患者,NSCLC患者血清

CA125水平和阳性检出率明显升高,且CA125诊断

NSCLC的灵敏度达51.79%,特异度达75.26%。

CA125是一种储存于细胞内的糖蛋白,正常情况下由

于细胞间连接和基底膜的阻挡,CA125无法进入血液

循环,因此健康人血液中CA125水平极低。当组织

出现癌性病变时,细胞之间的连接及基底膜遭到破

坏,血液中的CA125水平会明显升高[12-14]。随着研究

的深入,不少报道指出,其在肺癌患者血清中的阳性检

出率偏高,且其诊断肺癌的灵敏度为30%~60%,特异

度为34%~67%[15],这与本研究结果基本一致。
综上所述,CEA、NSE、CA125及 miR-20a作为

NSCLC的诊断标志物各有优点,但是单独使用时的

特异度和灵敏度并不理想。本研究将3种血清肿瘤

标志物与血浆miR-20a联用,发现联合检测对于诊断

NSCLC的灵敏度和特异度均高于各指标单独检测,
这提示miR-20a、CEA、NSE及CA125联合检测可能

更具有诊断价值。
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