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　　［摘要］　背景与目的：炎症性肠病(inflammatory bowel diseases，IBD)为一组慢性肠道疾病，包括溃疡

性结肠炎(ulcerative colitis，UC)与克罗恩病(Crohn’s disease，CD)。肠炎相关性结直肠癌(colitis-associated col-
orectal cancers，CAC)是由IBD癌化形成的一种恶性肿瘤。该研究通过检测UC、CD和CAC组织中相关微小核糖

核酸(miRNA)的水平，初步探讨其作为肠炎癌转化分子标志物的可能性，并对在肠炎和CAC中显著变化的一组

miRNAs进行靶基因归集和生物信息学分析，为以miRNAs为靶点的基因治疗提供理论和实验基础。方法：采用

实时荧光定量聚合酶链反应(real-time fluorescent quantitative polymerase chain reaction，RTFQ-PCR)技术，检测

13例UC组织、3例CD患者组织、12例CAC组织及8例正常肠组织中16种miRNAs的表达。通过生物信息学对显

著变化的一组miRNA进行靶基因分析，将文献中已报导的所有靶基因进行汇总，并利用DAVID数据库对靶基

因进行功能富集分析(GO-analysis)和信号转导通路富集分析(KEGG-analysis，BIOCARTA-analysis)。结果：炎

症相关miR-146a和癌症相关miR-27a、miR-29a、miR-20a、miR-21在UC、CD和CAC中的表达都显著高于正常

结肠组织，且这一组miRNA的靶基因都富集在癌症相关通路、免疫信号相关通路和炎癌转换相关通路上。结

论：miR-146a、miR-27a、miR-29a、miR-20a和miR-21可能是参与肠炎向结直肠癌转化的一组miRNA。
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　　［Abstract］ Background and purpose: Inflammatory bowel diseases (IBD) are a group of chronic intestinal 
diseases, including ulcerative colitis (UC) and Crohn’s disease (CD). This study identified differentially expressed 
miRNAs in UC, CD and colitis-associated colorectal cancers (CAC) to explore their potential as novel molecular 
biomarkers. Methods: Tissue samples were taken from 13 UC patients, 3 CD patients, 12 CAC patients, and 8 age-
and gender-matched healthy controls. The miRNA expressions were detected by real-time fluorescent quantitative 
polymerase chain reaction (RTFQ-PCR) assay. Known targets of deregulated miRNAs were utilized using miRWalk 2.0 
database, and subsequent bioinformatics analysis of these target genes was performed by DAVID software (GO-analysis, 
KEGG-analysis and BIOCARTA-analysis). Results: The data showed that miR-146a, miR-27a, miR-29a, miR-20a and 
miR-21 were upregulated in UC, CD and CAC tissues compared with normal control. Moreover, the target genes of 
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　　炎症性肠病(inflammatory bowel diseases，

IBD)为一组慢性肠道疾病，包括溃疡性结肠

炎(ulcerative colitis，UC)与克罗恩病(Crohn’s 
disease，CD)［1-2］。IBD是一类病因不明的肠

道慢性非特异性炎症，其诊断和治疗都相当棘

手，现有治疗手段很难将其完全治愈。IBD的持

续发作不仅严重影响患者的生活质量，而且可

发生癌变，严重威胁患者的生命健康［3-4］。肠炎

相关性结直肠癌(colitis-associated colorectal cancers，
CAC)是由IBD癌化形成的一种恶性肿瘤，虽然占

总体结直肠癌的比例不高(小于等于5%)，但恶性

程度高，诊断时多为晚期，且呈多灶性、异质性

特点，同时还常伴有其他部位肿瘤发生，如淋巴

瘤、胆管癌等，因此其5年生存率明显低于结直肠

癌平均值。有研究显示，18.4%的IBD患者会转化

为CAC，但目前尚无有效的方法对此种并发症的

发生进行检测，同时，IBD转化为CAC的分子机制

目前并不清楚［5］。

　　微小核糖核酸(miRNA)是一类长度约为22
个核苷酸的非编码单链小核糖核酸分子，其在

进化上高度保守，普遍存在于动植物体内。目

前，已经证实人体内有超过30%的编码基因受到

miRNA调控，因此miRNA广泛参与细胞的发育

分化、能量代谢、细胞周期及纤维化的生理过

程［6］。有研究显示，miRNA在癌症包括结肠癌

的发生、发展过程中发挥重要作用，一些特异

变化的miRNA被称为“原癌miRNA”，可以作

为癌症发生、发展的标志物［7］。同时，有研究

表明，结肠炎组织中miRNA表达与正常组织差

异显著［8］。目前，关于CAC中miRNA表达报道

较少，因此，对IBD组织及CAC组织中miRNA表

达的检测和比较将会为炎症转化为癌症提供一

种动态监测指标，同时也可为CAC的发生、发

展的分子机制研究提供一条新的思路。

　　随着miRNA研究的日渐深入，对其功能进

行筛选和验证需要更明确的指向性［9］。通过对

these miRNAs were enriched in several key signal transduction pathways including cancer-related pathway and immu-
nity-associated pathway. Conclusion: miR-146a, miR-27a, miR-29a, miR-20a and miR-21 may play important roles in 
the switching from IBD to CAC.
  　［Key words］ miRNA; Ulcerative colitis; Crohn’s disease; Colitis-associated colorectal cancers; Real-time fluo-
rescent quantitative polymerase chain reaction; GO-analysis; KEGG-analysis; BIOCARTA-analysis

miRNA靶基因进行生物学富集分析，可以为寻

找miRNA表达谱改变所引起的生物学变化提供

线索，以便进一步鉴定和筛选有意义的生物学

功能。

　　本研究检测和分析了UC、CD和CAC组织

中相关miRNA的水平，探讨其作为肠炎癌转

化分子标志物的可能性。对其中显著变化的

一组miRNAs靶基因进行生物学富集分析，为

以miRNAs为靶点的基因治疗提供理论和实验 

基础。

1　材料和方法

1.1　标本来源

　　收集2010年2月—2012年10月在江南大学

附属医院确诊的组织标本36例，包括UC组织13
例，CD患者组织3例，CAC组织12例及正常对

照组织8例，所有组织标本取出后立即置于液氮

中速冻后，置-80 ℃环境中保存待用。

1.2　主要仪器及试剂

　　7300型荧光定量PCR仪购自美国ABI公

司，高速冷冻离心机购自美国Eppendorf公司， 
SAS67120型超纯水机购自美国Millipore公司，

引物、反向互补探针购自美国ABI公司，TRIzol
试剂购自美国Invitrogen公司，逆转录试剂盒、

实时荧光定量聚合酶链反应(real-time fluorescent 
quantitative polymerase chain reaction，RTFQ-
PCR)试剂盒购自宝生物工程(大连)有限公司。

1.3　组织RNA 提取

　　取100 μg组织，按TRIzol试剂说明书操作提

取组织RNA。

1.4　RTFQ-PCR检测

　　组织RNA逆转录反应总体系均为10 μL，包

括DEPC处理的不含RNA酶H2O 3.5 μL，5×AMV
逆转录酶缓冲液2 μL，dNTP 1 μL，逆转录引

物1 μL，AMV酶0.5 μL，RNA 2 μL。反应参数： 
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16 ℃ 30 min，42 ℃ 30 min，85 ℃ 5 min，

4  ℃ 循 环 反 应 。 R T F Q - P C R 反 应 体 系 为

2 0  μ L ， 包 括 双 蒸 水 1 4 . 7 7  μ L ， 1 0 × P C R
缓冲液2 μL，25 mmol/L M g C l 2  1 . 2  μ L ， 

10 mmol/L dNTP 0.4 μL，Taq酶0.3 μL，探

针0.33 μL，cDNA 1 μL。循环参数：95 ℃  
5 min；95 ℃ 15 s， 60 ℃ 1 min，共40个循环。

每个样本检测3个复孔。组织miRNA的含量采

用相对定量法进行，以U6 snRNA为内参照，用

2−△Ct计算，其中△Ct = CtmiRNA-CtU6。

1.5　靶基因生物信息学分析

　　利用miRNA靶基因数据库miRWalk 2.0分别

对文献中已证明过的miRNA靶基因进行查询和

汇总，得到目标靶基因合集。

　　利用DAVID数据库对靶基因进行功能富集

分析(GO-analysis)，根据GO的3大应用功能(即
分子功能、生物学过程和细胞组分)分析，得到

这些靶基因主要参与的生物学过程。根据靶基

因在功能集中的数量百分比计算富积得分，并

计算显著性程度P值，P<0.001为阈值得到差异

有统计学意义的功能富集。

　　利用DAVID数据库对靶基因进行信号转

导通路富集分析(KEGG-analysis，BIOCARTA-
analysis)，得到这些靶基因主要参与的信号通

路。根据靶基因在功能集中的数量百分比计算

富积得分，并计算显著性程度P值，P<0.001
为阈值得到差异有统计学意义的信号转导通路 

富集。

1.6　统计学处理

　　用GraphPad Prism 6软件进行数据统计分

析。数据以x±s进行，表示在分析前进行正态性

检验。组间比较采用t检验，多组间比较采用单

因素方差分析(one-way ANOVA)分析。P<0.05为

差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　miRNA表达谱检测和分析

　　根据课题组前期芯片结果及文献报道结 

果［10-11］，本研究运用RTFQ-PCR技术对选取的

包括炎症相关miRNAs(miR-146a、miR-146b、

miR-150、miR-155、miR-193-3p和miR-181a)和
原癌miRNAs(miR-27a、miR-29a、miR-210、

miR-191、miR-194、miR-214、miR-20a、miR-
21、miR-24和miR-30d)共16种miRNAs的表达水

平进行了检测。

2.1.1　炎症相关miRNAs在不同组织中的表达 

水平

　　本研究运用RTFQ-PCR技术对选取的炎症

相关miRNAs的表达水平进行了检测。结果表

明，miR-146a、miR-146b和miR-150在UC、CD
和CAC中的表达与正常结肠组织相比都上升，

且miR-146a的表达与正常肠组织相比差异有统

计学意义(P<0.01)，并且CAC与UC相比，miR-
146a的表达差异有统计学意义(P<0.01，图1)。

图 1　炎症相关miRNAs在不同组织中的表达水平

Fig. 1    Expression levels of inflammation associated miRNAs in different tissues

 *: P<0.05, as compared with normal group; **: P<0.01 , as compared with normal group
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2.1.2　癌症相关miRNA在不同组织中的表达 

水平

　　本研究运用RTFQ-PCR技术对选取的癌症

相关miRNAs的表达水平进行了检测，结果见图

2。结果表明，miR-27a、miR-29a、miR-214、

miR-20a、miR-21和miR-24在UC、CD和CAC中

的表达都上升，其中miR-27a、miR-29a、miR-
20a和miR-21的表达与正常肠组织相比，差异有

统计学意义(P<0.05)。同时，我们对IBD和CAC
组织中的miRNA表达进行分析发现，miR-27a、

miR-20a和miR-21在IBD和CAC之间差异有统计

学意义(P<0.05)。而miR-29a的表达虽然在IBD
和CAC之间差异无统计学意义，但其表达丰度

高，与正常组织相比变化明显，因此考虑其在

肠炎向肠癌转化中也发挥重要作用。

　　以上实验表明，炎症相关miR-146a和癌症

相关miR-27a、miR-29a、miR-20a和miR-21在

UC、CD和CAC中的表达都显著高于正常结肠

组织，且在肠炎和肠癌之间也有明显区分，提

示miR-146a、miR-27a、miR-29a、miR-20a和

miR-21可能是参与肠炎向结直肠癌转化的一组

miRNAs。

图 2　癌症相关miRNAs在不同组织中的表达水平

Fig. 2    Expression levels of cancer associated miRNAs in different tissues

*: P<0.05, as compared with normal group; **: P<0.01, as compared with normal group

2.2　生物信息学分析

2.2.1　靶基因合集

　　利用miRNA靶基因数据库miRWalk 2.0分别

对文献中已证明过的miR-27a、miR-29a、miR-
146a、miR-20a和miR-21的靶基因进行查询，并

进行归集汇总，共得到710个靶基因。

2.2.2　靶基因集合的功能富集分析

　　利用DAVID数据库对靶基因进行功能富

集分析(GO-analysis)，结果显示，miR-27a、

miR-29a、miR-146a、miR-20a和miR-21的靶

基因功能分别富集在转录因子调控、RNA代

谢过程、细胞表面受体相关信号转导、细胞增

殖调控和细胞程序性死亡调控等生物学过程中

(P<0.001，图3)。

图 3　差异有统计学意义的生物功能富集得分

Fig. 3    Enrichment scores of the biological function processes 

with statistically significant difference

 1: Regulation of transcription; 2: Regulation of RNA metabolic 
process; 3: Regulation of cell proliferation; 4: Regulation of 
programmed cell death; 5: Regulation of apoptosis; 6: Cell surface 
receptor linked signal transduction; 7: Positive regulation of gene 
expression; 8: Intracellular signaling cascade; 9: Negative regulation 
of gene expression; 10: Positive regulation of cellular biosynthetic 
process
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2.2.3　靶基因集合的信号转导通路富集分析

　　利用DAVID数据库对靶基因进行信号转

导通路富集分析(KEGG-analysis，BIOCARTA-
analysis)，结果显示，miR-27a、miR-29a、miR-
146a、miR-20a和miR-21的靶基因富集在结直肠

癌相关通路、p53通路、细胞因子和炎症反应通

路、MAPK通路及Toll样受体通路中(P<0.001，

图4)。

图 4　差异有统计学意义的通路富集得分

Fig. 4    Enrichment scores of the pathways with statistically 

significant difference

 1: Pathways in cancer; 2: Pathways in colorectal cancer; 3: Cytokine-
cytokine receptor interaction; 4: MAPK signaling pathway; 5: p53 
signaling pathway; 6: Cell cycle; 7: Toll-like receptor signaling 
pathway; 8: Apoptosis; 9: Jak-STAT signaling pathway; 10: 
Chemokine signaling pathway; 11: Focal adhesion; 12: Prostate 
cancer; 13: TGF-beta signaling pathway; 14: T cell receptor signaling 
pathway; 15: Endocytosis

3　讨　　论

　　IBD是一种原因未明的结直肠炎性病变，

以反复发生的肠道溃疡为特征，患者常表现为

腹泻、黏液血便及腹痛。在发病率最高的北美

和西欧国家，IBD的发病率为100/10 000～200/ 
10 000。我国尚缺乏大规模人群的发病率调查，

但最新的一项基于住院患者的研究统计显示，

近10年发病人数增加了3倍，说明在我国的发病

率呈快速上升趋势。IBD随着病程延长，癌变风

险增加。有研究表明，IBD患者与普通人相比患

肠癌风险增加了19倍，炎癌转化是IBD患者死亡

的主要原因之一，但对于IBD转化为CAC的分

子机制目前并不清楚［12］。

　　本研究选取了结肠组织相关miRNAs、炎

症相关miRNAs及原癌miRNAs等3种来源的

miRNAs，用RTFQ-PCR方法检测了UC、CD和

CAC组织中这些miRNAs的表达情况。结果表

明，miR-27a、miR-29a、miR-146a、miR-20a和

miR-21在这3类组织中较正常肠组织都显著上

升，且在结直肠炎和结直肠癌之间也有明显区

分，提示其可能是参与结直肠炎向结直肠癌转

化的一组miRNAs。miR-27a和miR-29a被报道在

结直肠组织中高表达并参与了肠癌的发生、发

展，本研究发现这两个miRNAs在IBD中也呈高

表达，而经典的原癌基因miR-20a和miR-21在

IBD中也显著升高，显示了这些miRNAs在炎症

转化为癌症中可发挥动态监测作用，并且可能

直接参与IBD转化为CAC的调控。miR-146a是

一种在天然免疫中发挥重要作用的miRNA，尤

其是参与了巨噬细胞的分化和功能调控［13］。

而在对IBD有限的机制研究中，研究者认为，巨

噬细胞对IBD的发生、发展起关键作用［14］。与

我们的结果结合来看，miR-146a很可能是IBD转

化为CAC的重要标志和调控分子。

　　随着对miRNA研究的深入，机体中miRNA
的错综复杂的调控方式也显示出来。miRNA的

调控呈现“多对多”的形式，即一种miRNA可

以调控多个靶点，而多种miRNA也可能调控一

个靶基因［15］。任何生理病理过程都伴随着多

种miRNA的变化，意味着对生物学过程的研究

不能局限于点和线，而应该着眼于整个动态变

化的调控网络。GO功能分析和KEGG通路分析

等生物信息学方法的出现［16］，对miRNA相关

的基因表达调控网络的研究有很大的帮助，也

为机制的实验验证提供了线索，使功能验证不

再盲目［17］。本研究对实验挑选出的miR-27a、

miR-29a、miR-146a、miR-20a和miR-21进行了

靶基因功能富集分析和通路富集分析，结果显

示，这一组miRNA与癌症相关通路、炎症相关

通路、转录因子、细胞因子和细胞因子受体密

切相关。该结果提示，筛选的在IBD向CAC转

化过程中动态变化的这组miRNA，不仅仅作为

殷　媛，等.　肠炎和肠炎相关结直肠癌miRNA表达检测及生物信息学分析
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检测指标存在，很可能参与了肠组织中炎癌转

化的过程。

　　本研究对IBD组织及CAC组织中miRNA表

达的检测和比较将会为炎症转化为癌症提供一

种动态监测指标，同时也可为CAC的发生、发

展的机制研究提供一条新的思路。
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