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  摘 要:目的 探讨微小RNA(miRNA)-182与miRNA-187联合检测对前列腺癌(PCa)的临床诊断价值。
方法 选取河北北方学院附属第一医院2019年12月至2020年12月收治的PCa患者33例为试验组,前列腺

增生(BPH)患者30例为对照组。采用实时荧光定量PCR(RT-qPCR)检测前列腺影像学异常区域(IAA)组织

中miRNA-182和miRNA-187表达水平。分析 miRNA-182和 miRNA-187表达水平与试验组各项临床资料

间的关系及对PCa的诊断效能。结果 试验组IAA组织中miRNA-182表达水平明显高于对照组(P=0.002),

miRNA-187表达水平明显低于对照组(P<0.001)。miRNA-187表达水平同血清前列腺特异性抗原水平、远端转

移、IAA大小相关(P<0.05);与年龄、Gleason评分、临床分期无关(P>0.05)。IAA组织中miRNA-182与miR-
NA-187联合检测诊断PCa的效能最高(AUC=0.822,95%CI:0.771~0.839,P<0.001)。结论 IAA组织中

miRNA-182与miRNA-187联合检测可提高PCa诊断效能,具有一定临床应用价值。
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  前列腺癌(PCa)粗发病率位居中国男性恶性肿瘤

第6位,且仍在升高[1]。局限性或区域性扩散的PCa
患者5年相对生存率可达100.0%,但存在远端转移

的PCa患者仅为30.2%[2]。因此,早期筛查确诊PCa
并发现转移灶将会极大改善患者预后,具有重要的临

床意义。

PCa早期筛查方法以血清前列腺特异性抗原

(PSA)检验为主。PCa发病率随着PSA水平升高而

升高[3-6]。然而一些良性病变,如前列腺增生(BPH)
也会导致PSA升高。因此,单独检测PSA对PCa的

诊断特异度较低。目前,生物基因组标志物已经开始

应用于多种肿瘤的筛查和治疗[7]。其中有关参与细

胞转录后基因表达调控,长度约为22
 

个核苷酸的非

编码单链RNA分子微小RNA(miRNA)相关研究较

多。miRNA可作为致癌基因或抑癌基因在PCa中异

常表达,对PCa的发生、发展和转移具有较大影响[8]。
因此,在前列腺肿瘤组织,尿液和血清标本中检测特

定miRNA表达水平可能对提高PCa诊断准确率具

有重大意义,但目前相关研究较少。
为了明确miRNA对PCa的诊断意义,本研究检

测了前列腺疾病患者前列腺影像学异常区域(IAA)
组织中 miRNA-182和 miRNA-187表达水平并统计

分析其与PCa各项临床资料间的关系和对PCa的诊

断效能。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取河北北方学院附属第一医院

2019年12月至2020年12月收治的33例PCa患者

为试验 组。纳 入 标 准:(1)体 质 量 指 数 在18~25
 

kg/m2;(2)患者接受多参数磁共振成像并确定IAA
大小;(3)患者接受经直肠超声引导穿刺活检;(4)各
项临床资料完整。排除标准:(1)前列腺存在严重钙

化、肥大或感染;(2)合并直肠息肉或痔疮;(3)接受过

前列腺按摩;(4)接受过其他针对前列腺疾病的治疗

(手术、放化疗、激素治疗等)。患者年龄52~73岁,
平均(65.2±7.8)岁;年龄≥60岁患者26例,<60岁

7例;6例为Gleason评分(GS评分)≤6分的高分化

腺癌患者,7例为GS评分=7分的中分化腺癌患者,

20例为GS评分≥8分的低分化腺癌患者;患者PSA
水平在0~<10

 

ng/mL的有5例,10~<20
 

ng/mL
的有7例,≥20

 

ng/mL的有21例;肿瘤分期在T1~
T2 期有14例,T3~T4 期有19例;全身骨扫描发生远

端转移 患 者 17 例,未 发 生 转 移 者 16 例;前 列 腺

IAA≥1
 

cm者9例,<1
 

cm者24例。选取同期收治

的前列腺增生(BPH)患者30例为对照组。本研究通
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过该院医学伦理委员会批准(伦理编号:W2021)。所

有患者均签署知情同意书。

1.2 试剂和仪器 Trizon
 

Reagent试剂盒和低温高

速离心机均购自美国赛默飞世尔公司。逆转录试剂

盒,实时荧光定量PCR仪和试剂盒均购自日本Taka-
ra公司。生 物 组 织 研 磨 器 购 自 法 国 Bertin公 司。

miRNA-182、miRNA-187、U6逆转录引物、PCR上下

游引物均由美国Sigma生物科技公司提供,引物序列

见表1。
表1  引物序列

基因 引物序列(5'→3')

U6

 上游序列 GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT

 下游序列 CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT

miRNA-182

 上游序列 ACTTGGCAATGGTAGACTCAC

 下游序列 GTGCAGGTCCGAGGT

miRNA-187

 上游序列 TCGTGTTGTTGTTGCAGC

 下游序列 GTGCAGGTCCGAGT

1.3 方法

1.3.1 IAA组织标本的获取 对所有患者进行经直

肠超声引导穿刺活检,所有活检标本取自多参数磁共

振影像确定的IAA。将活检标本置于研磨器中,Tr-
izol充分裂解后加入氯仿进行离心。之后将上层水相

抽至新的微量离心管中,加入同体积冷异丙醇以沉淀

RNA。之后离心并丢弃上清液,使用75%预冷乙醇

洗涤包含RNA的沉淀物,离心并丢弃上清液。最后,
于RNA提取试剂盒中加DEPC处理水溶解标本。采

用紫外分光光度法检测总RNA浓度及纯度,取吸光

度比值为1.8~2.1的样品用于后续试验。

1.3.2 miRNA表达水平的测定 以 U6为内参,将
样本逆转录为cDNA,并利用SYBR

 

Premix
 

ExTaq
荧光 定 量 PCR 试 剂 盒、miRNA-182/187 引 物 和

 

SYBRGreen
 

荧光染料,严格按照试剂盒说明书进行

操作,进行实时定量逆转录。通过RT-qPCR曲线获

得荧光达到阈值的循环数,即Ct值,miRNA相对表

达水平计算公式为RQ=2-ΔΔCt。

1.4 统计学处理 采用SPSS19.0软件进行统计学

分析。不符合正态分布的计量资料采用 M(P25,P75)
表示,组间比较采用秩和检验。根据受试者工作特征

(ROC)曲线下面积(AUC)评估 miRNA对PCa的诊

断效能。以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 各组miRNA表达水平比较 试验组IAA组织

中 miRNA-182 表 达 水 平 明 显 高 于 对 照 组 (P =
0.002);miRNA-187表达水平明显低于对照组(P<
0.001),见表2。

表2  两组 miRNA表达水平的比较[M(P25,P75)]

组别 n miRNA-182 miRNA-187

试验组 33 4.99(1.36,7.58) 1.67(1.31,2.28)

对照组 30 3.17(0.10,8.34) 4.60(0.11,10.51)

Z 3.819 4.032

P 0.002 <0.001

2.2 PCa患者 miRNA 表达水平与临床资料的关

系 结果显示,PCa患者 miRNA-182表达水平与所

有临床资料无关;miRNA-187表达水平与血清PSA
水平、远端转移、IAA 大小存在一定关系,PSA≥10

 

ng/mL、存在远端转移、IAA≥1
 

cm 时,miRNA-187
表达水平明显降低(P<0.05)。但miRNA-187表达水

平与年龄、GS评分、临床分期无关(P>0.05)。见表3。

2.3 miRNA的诊断效能 单独检测 miRNA-182诊

断PCa的 AUC为0.638(95%CI:0.522~0.711,
P<0.01);单独检测 miRNA-187诊断PCa的 AUC
为0.741(95%CI:0.652~0.799,P<0.01);miRNA-
182与 miRNA-187联合检测诊断PCa的效能最高,

AUC为0.822(95%CI:0.771~0.839,P<0.01)。
表3  miRNA表达水平与各临床资料的关系

   [M(P25,P75)]

临床资料 n miRNA-182表达水平 miRNA-187表达水平

年龄(岁)

 <60 7 3.43(2.81,3.94) 1.48(0.93,1.85)

 ≥60 26 4.15(3.48,5.01) 1.82(1.11,2.20)

 Z -1.006 2.219

 P 0.312 0.104

GS评分(分)

 ≤7 13 4.64(3.88,5.18) 1.93(1.75,2.32)

 >7 20 4.35(3.65,4.61) 1.52(0.85,1.99)

 Z -2.852 -2.301

 P 0.228 0.081

PSA(ng/mL)

 <10
 

5 4.58(3.88,4.90) 2.09(1.57,2.58)

 ≥10
 

28 4.19(3.66,4.51) 1.14(0.52,1.63)

 Z -2.167 -3.022

 P 0.302 0.002

TNM分期

 T1~T2 期 14 4.01(3.69,4.44) 1.52(0.84,1.94)

 T3~T4 期 19 5.09(4.46,5.60) 1.84(1.31,2.15)

 Z 2.432 1.897
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续表3  miRNA表达水平与各临床资料的关系

   [M(P25,P75)]

临床资料 n miRNA-182表达水平 miRNA-187表达水平

 P 0.186 0.386

远端转移

 无 16 4.59(3.89,4.98) 2.47(1.99,2.86)

 有 17 4.32(3.76,4.58) 0.67(0.09,0.92)

 Z -1.897 -3.471

 P 0.091 <0.001

IAA大小(cm)

 <1 24 4.99(4.26,5.12) 1.95(1.42,2.38)

 ≥1 9 3.26(2.55,3.57) 1.07(0.51,1.49)

 Z 1.168 -2.791

 P 0.167 0.031

3 讨  论

miRNA通过参与细胞转录后影响基因表达调

控,即调节从DNA到蛋白质的过程,影响细胞分化、
增殖和凋亡等过程[9]。50%以上的miRNA位点在肿

瘤相关区域[10],其异常表达是肿瘤发生和进展的重要

原因之一[11]。miRNA对PCa的影响极为复杂,可分

为表达水平升高而发挥“促癌”作用的 miRNA-21、
miRNA-34b等,以及表达水平降低而发挥“抑癌”作
用的 miRNA-15a、miRNA-206等[12]。随 着 研 究 进

展,同PCa密切相关的 miRNA不断被发现,其作用

机制也逐渐清晰。
本研究发现,试验组IAA组织中 miRNA-182表

达水平明显高于对照组(P=0.002);miRNA-187表

达水平明显低于对照组(P<0.001)。刘云等[13]研究

发现,miRNA-182在PCa组织中的表达水平明显高

于癌 旁 组 织,且 在 PCa 细 胞 系 PC-3、LNCaP 和

DU145中的表达均高于前列腺正常上皮细胞 RW-
PE-1;miRNA-182可上调PCa细胞雄激素非依赖性

生长,并通过干预多个抑癌基因表达来迟滞肿瘤细胞

凋亡程序的启动;成功下调 miRNA-182表达后,PCa
细胞的增殖能力明显受到抑制,细胞凋亡能力明显增

强,FOXO1表达水平明显升高,VEGF和p53的表达

明显降低,从而降低了“促癌”作用。HU等[14]研究中

发现miRNA-187在PCa组织中的表达明显低于癌旁

组织,而CD276表达水平明显升高。miRNA-187通

过诱导CD276抑制PCa细胞增殖、侵袭、迁移和血管

生成,促进其凋亡。成功上调 miRNA-187表达后,
CD276表达降低,JAK3-STAT3-Slug信号通路受到

抑制,从而降低了“抑癌”作用[15-16]。
     

本研究结果显示,单独检测 miRNA-182诊断

PCa的 AUC为0.638,单独检测 miRNA-187诊断

PCa的 AUC为0.741,miRNA-182与 miRNA-187
联合检测诊断PCa的效能最高,AUC为0.822。郑

兴明等[17]研究了 miRNA-34b联合PSA检测对PCa
的诊断价值,结果显示,联合检测的诊断价值最高。
未来研究中可以联合直肠指检、经直肠超声和多参数

磁共振等临床资料进行诊断,可能会进一步提高诊断

效能。
  

综上所述,IAA组织中 miRNA-182和 miRNA-
187的联合检测对PCa诊断具有一定临床价值,值得

临床推广应用。
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1例凝血因子Ⅺ缺乏症基因突变及临床表现分析

张婷婷1,薛卫斌1,蒋一斓1,杨 霞1,王浩园2,罗福康1△

1.重庆市第九人民医院医学检验科,重庆
 

400700;2.西南大学医学研究院,重庆
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  摘 要:目的 对1例凝血因子Ⅺ(FⅪ)缺乏症患者进行基因突变检测,结合临床表现初步探讨其发病机

制,丰富FⅪ缺乏症数据库。方法 检测患者凝血酶原时间(PT)、活化部分凝血活酶时间(APTT)、凝血酶时

间(TT)、血浆纤维蛋白原水平(Fbg),完善 APTT纠正试验及凝血因子Ⅱ活性(FⅡ∶C)、凝血因子Ⅴ活性

(FⅤ∶C)、凝血因子Ⅶ活性(FⅦ∶C)、凝血因子Ⅷ活性(FⅧ∶C)、凝血因子Ⅸ活性(FⅨ∶C)、凝血因子Ⅹ活性

(FⅩ∶C)、凝血因子Ⅺ活性(FⅪ∶C)、凝血因子Ⅻ活性(FⅫ∶C)检测;采用基于二代测序技术检测FⅪ相关基

因的变异,再用一代测序验证突变位点;采用生物信息学工具预测突变位点致病的可能性及突变后对蛋白质功

能的影响。结果 患者APTT明显延长,APTT纠正试验显示可以纠正,FⅪ∶C明显下降;基因测序结果发现

与FⅪ相关的基因F11变异,变异位点为c.1550C>A/p.Thr
 

517Asn,序列信息上传至NCBI(SRA
 

Accession:
PRJNA763306)。生物信息学分析预测该突变是有害的,可能是患者出现凝血功能异常的原因。结论 该研究

发现遗传性FⅪ缺乏症致病突变位点,可能有助于今后该病的诊断和治疗。
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  凝血因子Ⅺ(FⅪ)又称血浆凝血酶原前质(PTA),
是由肝脏和巨核细胞所产生的一种丝氨酸蛋白酶原。
早期凝血理论认为FⅪ是内源性凝血途径的重要因

子,由FⅫa激活参与凝血过程;修正后的凝血理论则

认为FⅪ更重要的作用在于放大凝血级联反应,促进

凝血酶的持续生成,抑制纤溶,稳定血凝块[1]。FⅪ缺

乏症首次报道是在1953年,相关学者发现该病是一

种有别于抗血友病球蛋白(AHG)缺乏(血友病A)和
血浆凝血活酶成分(PTC)缺乏(血友病B)的出血性疾

病,称为PTA缺乏病(血友病C)[2];该病的遗传方式

为常染色体不完全隐性遗传,与血友病X染色体连锁

的隐性遗传方式不同,故被剔除,现普遍称为FⅪ缺乏

症。FⅪ缺乏症在人群中较罕见,发病率仅为1/106~
1/105[3]。迄今为止,人类基因突变数据库[HGMD

 

gene
 

result
 

(cf.ac.uk)]报道了FⅪ基因的280多个

突变个体。本研究通过基因测序技术,对1例FⅪ缺

乏症患者进行FⅪ基因的全外显子扩增并测序,确定

其基因的突变位点,同时利用生物信息学工具分析该

突变的致病可能性,初步探讨该病例的发病机制。
1 资料与方法

1.1 一般资料 患者,女,汉族,30岁,停经52
 

d,要
求终止妊娠,术前检查发现凝血功能异常。进一步完

善活化部分凝血活酶时间(APTT)纠正试验和凝血因

子活性检查确诊为FⅪ缺乏症。肝功能、血常规等检

查均无明显异常。该患者身体健康,无出血及血栓倾

向,月经规律,量中,无痛经。适龄结婚,孕3产2,顺
产2女,丈夫及女儿均体健。
1.2 方法

1.2.1 标本采集及处理 采集2管患者静脉血标本

2.7
 

mL,以3.2%枸橼酸钠1∶9抗凝,1管在规定的
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