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胃癌组织和循环miR-21与胃癌 
伊立替康敏感性关系的初步研究
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　　［摘要］　背景与目的：肿瘤组织和细胞中的miR-21先后被证实与肿瘤对化疗药物的敏感性有关，高表达

miR-21提示肿瘤对多种化疗药物不敏感。外周血蕴含丰富的肿瘤信息，为个体化药物治疗提供了新的检测来

源。本研究初步探讨胃癌组织和血浆循环miR-21表达水平与胃癌铂类药物和伊立替康敏感性之间的关系。方

法：系统收集35例经病理确诊的新鲜人胃癌标本，采用三维微组织块培养法行两种药物的体外敏感试验；实

时荧光定量PCR检测血浆和对应胃癌石蜡组织中miR-21表达水平。结果：血浆miR-21与对应肿瘤组织miR-21呈

正相关(rho=0.736, P＜0.001)。血浆miR-21水平与性别、年龄、病理类型、分化程度、淋巴结转移、TNM分

期、肿瘤部位无统计学相关性，但是Ⅱ期和Ⅲ期的miR-21水平较Ⅰ期有偏高的趋势。铂类药物敏感组与耐药组

肿瘤组织miR-21相对表达量分别为1.32(95%CI：0.73～1.90)和4.06(95%CI：1.71～6.41)，差异无统计学意义

(P=0.004)；铂类药物敏感组与耐药组血浆miR-21相对表达量分别为5.25(95%CI：0.14～10.64)和5.82(95%，

差异无统计学意义CI：2.27～9.37),差异无统计学意义(P=0.19)。伊立替康敏感组与耐药组肿瘤组织miR-21相

对表达量分别为1.09(95%CI：0.65～1.54)和4.94(95%CI：2.44～7.44)，差异无统计学意义(P<0.001)；伊立

替康敏感组与耐药组血浆miR-21相对表达量分别为1.86(95%CI：1.08～2.64)和12.42(95%CI：3.14～21.70)差

异无统计学意义(P=0.001)。结论：血浆循环miR-21与对应肿瘤组织miR-21水平呈显著正相关，在一定程度上

能反映肿瘤组织miR-21的水平。血浆miR-21水平与新鲜胃癌组织对伊立替康的敏感性呈负相关，肿瘤组织miR-

21水平与新鲜胃癌组织对伊立替康和铂类药物的敏感性呈负相关。
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　　［Abstract］ Background and purpose: Mir-21 has been demonstrated high expressed in many kinds of tumor 
tissues and cell lines. High expressed miR-21 leads to chemoresistance. Circulating miRNA is a novel biomarker 
for chemosensitivity prediction. The aim of our study was to investigate the role of plasma and tumor miR-21 levels 
as predictive biomarkers for irinotecan in gastric cancer. Methods: The histoculture drug response assay (HDRA) 
was used to determine irinotecan and cisplatin sensitivity on 35 freshly removed gastric tumor specimens. miR-21 
expressions in tumor and plasma were determined by quantitative reverse transcription polymerase chain reaction. 
Results: Plasma miR-21 was closely correlated with corresponding miR-21 mRNA level in tumor tissues (rho=0.736, 
P＜0.001) and was not correlated with sex, age, pathology type, differentiation, lymph node metastasis, TNM stage 
or tumor location. Patients with stage Ⅱ-Ⅲ had higher miR-21 levels. The tumor miR-21 expressions in cisplatin-
sensitive group and resistant group were 1.32 (95%CI: 0.73-1.90) and 4.06 (95%CI: 1.71-6.41)(P=0.004), respectively. 
The plasma miR-21 expressions in cisplatin-sensitive group and resistant group were 5.25 (95% CI: 0.14-10.64) and 
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　　微小RNA(microRNA，miRNA)是一类长约

19~24 nt的非编码单链小RNA分子，在转录后

通过降解mRNA或者抑制mRNA翻译而调控蛋

白的表达。miRNA调控细胞周期、分化等细胞

基本功能，并参与调控生物体的生长发育及多

种疾病发生、发展过程。研究发现，miRNA的

表达谱具有明显的组织特异性及阶段特异性，

肿瘤组织具有特殊的miRNA表达谱［1］。在肿

瘤组织，紊乱的miRNA表达包括抑癌miRNA的

下调与促癌miRNA的上调等，参与了肿瘤发生、 

发展［2］。

　　通过对肿瘤miRNA表达谱的研究发现，

miR-21在多种肿瘤中高表达。miR-21是肿瘤

领域研究最为成熟的小RNA，被认为是onco-
miR。胃癌相关研究也提示，miR-21在胃癌组

织不仅表达较正常组织升高，同时也是预后的

指标之一［3-4］。在药物敏感性方面，肿瘤组织

和细胞中的miR-21先后被证实与肿瘤对健择、

紫杉类、蒽环类和氟尿嘧啶类等药物敏感性有 

关［5-6］，miR-21高表达提示肿瘤对多种化疗药

物不敏感。大样本研究提示，肿瘤组织miR-
2 1 高 表 达 结 肠 腺 癌 患 者 从 化 疗 获 益 可 能 性 

较小［7］。

　　近年来的研究也证实肿瘤患者与健康人

群循环miRNA表达谱不同。这为循环miRNA
作为无创性诊断和预后的肿瘤标志物提供了

依据。循环肿瘤相关miRNA在血液中的状态

包括游离miRNA、外泌小体exosomes、微囊

(microvesicles，MVs)，并在一定程度上能反映

肿瘤的信息。2010年，日本学者研究发现胃癌

患者循环miR-21表达显著升高(P=0.006)［8］，循

环miR-21在胃癌中具有肿瘤指标的潜在价值。

5.82 (95%CI: 2.27-9.37)(P=0.19). The tumor miR-21 expressions in irinotecan-sensitive group and resistant group 
were 1.09 (95%CI: 0.65-1.54) and 4.94 (95%CI: 2.44-7.44)(P<0.001), respectively. The plasma miR-21 expressions in 
irinotecan-sensitive group and resistant group were 1.86 (95%CI: 1.08-2.64) and 12.42 (95%CI: 3.14-21.70)(P=0.001).
Conclusion: A significant correlation was observed between plasma and tumor miR-21 level. The low plasma miR-
21 level could benefit from treatment with irinotecan. And low tumor miR-21 expression correlated with increased 
irinotecan and cisplatin response rate.
  　［Key words］ Gastric cancer; Histoculture drug response assay; Circulating miR-21; Cisplatin; Irinotecan

　　因此，本研究以胃癌患者组织和循环miR-
21作为主要研究对象，同步分析循环miR-21和

对应胃癌组织中miR-21之间的相关性，并初步

分析胃癌组织和循环miR-21与胃癌新鲜组织对

铂类药物和伊立替康敏感性之间的关系，为循

环miR-21作为药物敏感性预测生物标志提供初

步理论依据。

1　资料和方法 

1.1　研究对象

　　收集2011年1月—2011年12月在南京大学

医学院附属鼓楼医院普外科手术切除的新鲜

胃癌标本(35例)和对应术前血样(35例)共70
份，肿瘤经病理确诊为胃癌。具体收集方法

为：①从手术室取得新鲜胃癌标本，并将肿瘤

组织分为2部分，一部分置入含有100 U/mL青

霉素和100 U/mL链霉素的0.9%NaCl溶液中，

另一部分置入4%的中性甲醛溶液中。在4 ℃
条件下，30 min内将标本送至实验室并立即进

行体外药敏实验；用4%的甲醛溶液固定标本

24 h后，按常规石蜡包埋技术进行胃癌石蜡标

本的制作，用于病理学观察和miR-21基因检

测。②麻醉前采集新鲜血样4 mL，置于紫色

抗凝管中。将标本放入冰盒中尽快运到肿瘤

实验室。二步离心法分离血浆，加入TRIzol 
LS，-80 ℃保存，用于后续循环miR-21基因 

检测。

1.2　新鲜胃癌组织药物敏感实验

　　采用Furukawa等［9］创建的模拟体内实体

瘤生长情况的三维微组织块培养法(histoculture 
drug response assay，HDRA)对新鲜胃癌组织

进行药物敏感实验。药物测试浓度(test drug 
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concentration，TDC)参考其在人体内的血浆峰

浓度设定：铂类浓度为20 μg/mL［10］，伊立替

康浓度为20 μg/mL［10］。每个标本加入不同受

试药物设有8个复孔和8个对照孔。药物对肿瘤

组织的抑制率=(1-T/C)×100%，其中T为实验组

每克肿瘤组织的A540 nm，C为对照组每克肿瘤

组织的A540 nm。定义每种受试药物8孔抑制率的

平均值为该药的最终抑制率。以抑制率的平均

值作为敏感组与耐药组分界点，铂类抑制率＞

52.02%定义为敏感，≤52.02%定义为耐药；伊

立替康抑制率＞47.67%定义为敏感，≤47.67%
定义为耐药。

1.3　胃癌石蜡标本miRNA的提取及逆转录

　　将4%的甲醛溶液固定后的胃癌标本按常

规石蜡包埋技术进行肿瘤石蜡标本的制作。

每个标本切取7 μm厚度的石蜡切片7张，行常

规HE染色，在高倍显微镜下圈划出肿瘤细胞

区域，确保肿瘤细胞占80%以上。刮取圈定的

肿瘤细胞入600 μL的无酶离心管中，加入200 
μL的裂解液(10 mmol/L Tris/HCl，0.1 mmol/L 
EDTA，2%SDS)，60 ℃过夜。加入20 mg/L蛋

白酶K，60 ℃，震荡15 min；300 μL酚：氯仿

(V∶V=6∶1)抽提；等体积异丙醇和3 mol/L醋

酸钠沉淀；70%乙醇洗涤RNA；空气干燥后，

加无RNA酶水溶解；取1 μL在核算定量仪上进

行定量后，将剩余RNA反转录成cDNA(采用

ABI公司的TaqMan MicroRNA逆转录试剂盒进

行逆转录，具体步骤见说明书)。RNA提取与逆

转录均设有阳性及阴性对照。

1.4　血浆miR-21的提取及逆转录

　　血浆和TRIzol LS的混合体系用力震荡均

匀后，室温静置15 min，加入1/5体积的氯仿抽

提，两倍体积异丙醇和3 mol/L醋酸钠沉淀；用

70%乙醇洗涤RNA；空气干燥后，加入无RNA
酶水溶解；取1 μL在核酸定量仪上进行定量

后，将剩余RNA反转录成cDNA(采用ABI公司

的TaqMan MicroRNA逆转录试剂盒进行逆转

录，具体步骤见说明书)。RNA提取与逆转录均

设有阳性及阴性对照。

1.5　实时荧光定量RT-PCR进行miR-21定量

　　PCR反应体系总体积为12.5 μL，含cDNA 
2.5 μL，Taqman Universal Master MixⅡ(ABI 
产品号：4440038) 6.25 μL，引物和探针Mix 
0.625 μL，用灭菌双蒸水定容至12.5 μL。在

ABI7900型实时荧光定量PCR仪上进行检测，

PCR循环参数为：50 ℃，2 min；95 ℃预变性

10 min，95 ℃变性15 s、60 ℃退火、延伸60 s，

共40个循环，分析其Ct值。每个样本、每个基

因设有3个复孔，以U6为内参，以商品化的阳

性对照作为校正(calibrator)，以灭菌双蒸水为阴

性对照。MiR-21和U6引物和探针均购自ABI公

司(序列号如下：miR-21：ABI000387； U6； 

001093)。采用2-△△Ct公式计算miR-21相对表 

达量［11］。

1.6　统计学处理

　　采用SPSS 16.0 (SPSS Inc，Chicago，
Illinois，USA)统计软件对数据进行分析。使

用Mann-Whitney U检验比较患者不同性别、年

龄、淋巴结转移与铂类药物、伊立替康抑制

率、肿瘤miR-21、循环miR-21水平的相关性，

使用Kruskal-Wallis H检验比较患者不同病理类

型、分化程度、肿瘤部位、TNM分期与铂类药

物、伊立替康抑制率、肿瘤miR-21、循环miR-
21水平的相关性。采用Student-t检验(方差齐性)

和Mann-Whitney U检验(方差非齐性)分析铂类

和伊立替康敏感组与耐药组的miR-21水平的差

异。P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　患者资料

　 　 3 5 例 患 者 平 均 年 龄 为 6 3 岁 ， 年 龄 范 围

32～80岁，其中男性28例 (80%)，女性7例

( 2 0 % ) 。 病 理 类 型 以 胃 腺 癌 为 主 ， 共 2 9 例

(83%)；中分化7例(20%)，低分化16例(46%)，
中低分化12例 (34%)。26例 (74%)有淋巴结

转移。Ⅰ、Ⅱ期患者分别为4例 (11%)和8例

(23%)，Ⅲ期患者为23例(66%)，无Ⅳ期患者。

具体临床病例参数(表1)。

徐登诚,等.胃癌组织和循环miR-21与胃癌伊立替康敏感性关系的初步研究
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2.2　35例新鲜胃癌组织的铂类和伊立替康的药

敏结果

　　铂类药物平均抑制率为52.02%(11.25%～ 

8 6 . 2 3 % ) ， 伊 立 替 康 平 均 抑 制 率 为 4 7 . 6 7 % 

(2.34%～89.42%)。新鲜肿瘤组织对铂类药物的

敏感性均与年龄(P=0.59)、性别(P=0.18)、病理

类型(P=0.87)、分化程度(P=0.12)、淋巴结转移

(P=0.05)、肿瘤部位(P=0.05)无显著相关性，但

与肿瘤TNM分期相关(P=0.01)，分期越早对铂

类药物越敏感(54.25% vs 41.01% vs 38.93%)。新

鲜肿瘤组织对伊立替康的药物敏感性均与年龄

(P=0.86)、性别(P=0.34)、病理类型(P=0.57)、
分化程度(P=0.30)、淋巴结转移(P=0.32)、肿

瘤部位(P=0.51)、TNM分期(P=0.28)无显著相 

关性。

表 1　35 例患者临床病理参数与miR-21水平关系

Tab. 1    The expression of miR-21 and clinical characteristics

Pathological parameter n(%) Tumor tissues miR-21 P Plasma miR-21 P

Gender 0.59 0.72

Male 28(80) 2.64±3.31   5.63±10.42

Female 7(20)  1.49±1.08 4.87±7.79

Age/year 0.98 0.76

>63  19(54) 2.76±3.78 3.90±5.34

≤63   16(46) 2.00±1.80   7.36±13.37

Pathology 0.87 0.45

Adenocarcinoma 29(83) 2.14±1.94   5.78±10.62

Mucinous carcinoma 4(11) 4.87±7.59 5.57±5.60

Signet-ring cell carcinoma 2(6) 1.50±2.11 0.99±1.11

Differentiation stage 0.94 0.75

2 7(20) 2.04±1.82 6.33±8.03

3 16(46) 2.76±4.10   6.45±12.76

2-3 12(34) 2.17±1.77 3.70±6.11

Lymph node metastasis 0.16 0.24

No 9(26) 2.92±2.07 6.08±6.98

Yes 26(74) 2.24±3.31   5.27±10.78 

TNM staging 0.66 0.61

Ⅰ 4(11) 1.76±2.55 3.87±5.99

Ⅱ 8(23) 2.52±2.05 5.17±7.00

Ⅲ 23(66) 2.49±3.44  5.87±11.35

Location 0.59 0.47

Proximal stomach 10(28) 2.45±1.93 5.04±6.42

Distal stomach 17(49) 2.55±3.76   6.52±13.12

Total stomach 8(23) 2.08±2.67 3.81±4.25

2.3　肿瘤石蜡组织miR-21定量

　　35例标本的石蜡组织中均成功检测出miR-
21表达。miR-21相对于内参U6的平均表达量为

2.41(0.01～16.12)，且与性别、年龄、病理类

型、分化程度、淋巴结转移、TNM分期、肿瘤

部位无显著相关性(表1)。但是Ⅱ期和Ⅲ期的

miR-21水平较Ⅰ期有偏高的趋势。

2.4　血浆miR-21定量

　　35例标本的血浆中均成功检测出miR-21
表达。miR-21相对于内参U6的平均表达量为

5.48(0.03～52.41)，且血浆miR-21与对应肿瘤组

织miR-21呈正相关(rho=0.736, P<0.001，图1)。

血浆miR-21水平与性别、年龄、病理类型、分

化程度、淋巴结转移、TNM分期、肿瘤部位无

显著相关性(表1)，但是Ⅱ期和Ⅲ期的miR-21水

平较Ⅰ期有偏高的趋势。
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2.5　血浆和肿瘤组织miR-21水平与新鲜胃癌

组织对铂类药物和伊立替康敏感性关系

　　按照所划分的界限，铂类药物敏感组为

21例，耐药组为14例；伊立替康敏感组为23
例，耐药组为12例。铂类药物敏感组与耐药组

肿瘤组织miR-21相对表达量分别为1.32(95% 
CI：0.73～1.90)和4.06(95%CI：1.71～6.41)
(P=0.004，图2A)；铂类药物敏感组与耐药组

血浆miR-21相对表达量分别为5.25(95%CI：

0 .14～10 .64)和5 .82(95%CI：2 .27～9 .37)
(P=0.19)。伊立替康敏感组与耐药组肿瘤组

织miR-21相对表达量分别为1.09(95%CI：

0 . 6 5 ～ 1 . 5 4 ) 和 4 . 9 4 ( 9 5 % C I ： 2 . 4 4 ～ 7 . 4 4 )
(P<0.001，图2B)；伊立替康敏感组与耐药组

血浆miR-21相对表达量分别为1.86(95%CI：

1.08～2.64)和12.42(95%CI：3.14～21.70)
(P=0.001，图2C)。血浆miR-21水平与新鲜胃癌

图 2　肿瘤组织和血浆miR-21水平与新鲜胃癌组织对铂类药物和伊立替康敏感性关系

 Fig. 2    The expression of tumor and circulating miR-21 and the chemosensitivity of platinum and irinotecan  
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组织对伊立替康的敏感性呈负相关，肿瘤组织

miR-21水平与新鲜胃癌组织对伊立替康和铂类

药物的敏感性呈负相关。

图 1　血浆miR-21与对应肿瘤组织miR-21表达水平呈正相关 

Fig. 1    Circulating miR-21 was positively correlated with tumor 

miR-21 in corresponding samples

  rho=0.736, P<0.001, n=35.
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3　讨　　论

　　分子标志指导下的个体化疗是当前恶性肿

瘤药物治疗的主流方向［12］。由于肿瘤进展及

治疗过程中新的遗传学、表观遗传学等的改变

将使恶性肿瘤生物学发生变化，从而使得药物

敏感性改变，导致肿瘤治疗的困难性增加。实

时检测个体化化疗相关标志并据此选择化疗方

案是未来个体化疗研究方向。循环miRNA是

外周血肿瘤标志物新秀，能够用于肿瘤诊断与

预后，但是作为药物疗效预测指标鲜有相关报

道。本项目选择在肿瘤研究领域较为公认的具

有诊断、预后价值并与化疗预后相关的miR-
21，通过同步分析循环miR-21与对应肿瘤组

织miR-21之间的相关性，初步探讨循环miR-
21与胃癌铂类药物和伊立替康药物敏感性的相 

关性。

　　目前对肿瘤miRNA表达谱的研究发现，

miR-21在多种肿瘤中高表达，包括乳腺癌、胶

质瘤、前列腺癌、肝细胞癌、胃癌和肠癌等，

而且在肿瘤组织的研究中发现，高表达miR-21
提示肿瘤对多种化疗药物不敏感。本研究也发

现，肿瘤组织中miR-21高表达的标本出现铂

类药物和伊立替康的抵抗。其潜在机制可能为

miR-21能够负性调控PTEN、PDCD4和hMSH2
等抑癌基因的表达，从而调控细胞周期以及增

殖相关信号通路，并能促进细胞迁移；miR-21
能够下调Cdc25A，负性调控细胞周期G1/S期转

变，并且参与了DNA损伤修复相关的G2/M期检

查点19，从而表现为对引起DNA损伤的药物抵

抗。潜在具体机制正在进一步研究中。

　　在临床实践操作中，很多肿瘤在确诊时已

经无法接受手术治疗，无法获得肿瘤标本。

穿刺活检虽能提供部分标本，但获得的肿瘤组

织量少，要确保待检标本为肿瘤细胞占70%以

上，有一定难度。同时穿刺活检虽然创伤性较

手术小，也存在出血及组织损伤等风险，因而

难以多次反复进行，不适合作为实时个体化疗

待测标本。血液标本简便易获取，是临床最常

用的标本。循环肿瘤细胞、血清和血浆均携带

肿瘤组织信息，并可实时获取，为实时个体化

检测提供了新的检测来源。Lawrie等［13］首次

采用荧光定量PCR的方法发现大B细胞淋巴瘤

患者血清miR-21、miR-155和miR-210表达水平

上升。Mitchell等［14］与Chen等［15］分别对循环

miRNA进行了系统的研究发现循环miRNA普遍

存在于健康个体与肿瘤患者，但表达谱不同，

采用荧光定量PCR检测能在血清或血浆中对

miRNA进行定量研究，为循环miRNA作为诊断

和预后的无创性肿瘤标志物提供了依据。本研

究通过肿瘤标本和外周血样品的同步比较，证

实miR-21在外周血和对应肿瘤组织中的表达水

平呈显著正相关，在一定程度上能反映肿瘤组

织的信息。这为肿瘤标本不足的患者提供了新

的检测来源。

　　目前循环miRNA在肿瘤诊断和预后判断

方面已显示出卓越的敏感性及特异性，如血浆

miR-106a/let-7a表达比值在胃癌诊断中受试者

工作特征曲线(ROC)下面积高达0.879［8］。Ng 
等［16］的研究结果提示，大肠癌患者miR-92 
ROC曲线下面积为0.885(敏感度为89%，特异

度为70%)，另一项研究联合miR-29a与miR-92a
在肠癌诊断中ROC曲线下面积达0.883(敏感度

为83.0%，特异度为84.7%)［17］。Hu等［18］发现

血清miR-486、miR-30d、miR-1和miR-499表达

水平是肺癌患者预后指标。然而在循环miRNA
与药物敏感性方面，除小样本研究报道发现

miR-21在多西他赛耐药的患者血清表达较高外

(n=10，P=0.032)，未见循环miRNA与化疗药物

敏感性的相关报道。本研究首次证实循环miR-
21与对应肿瘤组织miR-21水平呈显著正相关；

胃癌组织中miR-21在伊立替康耐药和铂类药物

耐药的患者中表达显著偏高，循环miR-21在胃

癌伊立替康耐药的患者血浆中表达显著偏高，

与伊立替康敏感性呈负相关。这为后续大样本

临床研究的开展提供了客观的理论依据。当

然，本研究未能证实循环miR-21在胃癌铂类耐

药的患者血浆中表达显著偏高，这可能是由于

血浆中存在的干扰因素较多，比如淋巴细胞分
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泌miRNA对肿瘤来源的miRNA的干扰、血液的

稀释以及血浆miRNA的降解等。此外，本研究

只是小样本初步探索，未能充分证实血浆miR-
21与铂类药物敏感性的关系。

　　综上所述，本研究初步证实循环miR-21与

对应肿瘤组织miR-21水平呈显著正相关，循环

miR-21水平与新鲜胃癌组织对伊立替康敏感性

呈负相关，miR-21在胃癌个体化治疗中具有潜

在指导价值。
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