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血浆miR-92a与骨肉瘤预后相关性研究
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　　［摘要］　背景与目的：骨肉瘤是儿童和年轻成人最常见的原发性恶性骨肿瘤，目前尚无高特异度、高灵

敏度的预后预测指标。该研究旨在探讨血浆miR-92a表达水平与骨肉瘤临床病理及预后的关系。方法：收集30

例健康体检者和45例骨肉瘤患者术前及术后血浆，通过实时荧光定量聚合酶链反应(real-time fluorescent 

quantitative polymerase chain reaction，RTFQ-PCR)检测血浆miR-92a水平。以术前miR-92a≥5为界限，将

骨肉瘤患者分为高表达组和低表达组。结果：骨肉瘤患者血浆miR-92a水平显著高于正常体检人群，患者术前

miR-92a水平远高于术后。患者术前miR-92a表达水平与患者的性别、年龄、肿瘤部位、肿瘤大小和组织学类

型等无关，而与Enneking分期、肿瘤坏死率和肺转移相关。Kaplan-Meier分析高表达miR-92a的骨肉瘤预后差

(P=0.035)。结论：骨肉瘤患者血浆miR-92a表达水平与生存率相关，可能是骨肉瘤一项有价值的预后指标。
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　　［Abstract］ Background and purpose: Osteosarcoma is the most common primary malignant bone tumor in 
the children and young adults. Until now, there is no prognostic indicator with high specificity and high sensitivity. This 
study investigated the relationship between miR-92a level in palsma and clinical pathological characteristics, as well as 
the prognosis in osteosarcoma. Methods: The plasma from 30 healthy volunteers who underwent physical examination 
and from 45 cases of osteosarcoma before and after operation were collected. The miR-92a level was detected by real-
time fluorescent quantitative polymerase chain reaction (RTFQ-PCR) method. According to the relative expression ≥5 
of miR-92a, the osteosarcoma patients were divided into 2 groups: miR-92a high expression group and low expression 
group. Results: The miR-92a level in palsma from osteosarcoma is significantly higer than that from healthy volunteers. 
Before surgery, the miR-92a level was markedly higher than after surgery. There was no correlation between the miR-
92a level and the gender, age, tumor location, tumor size and histological type. However, significant correlation was 
found with Enneking grade, tumor cell necrosis rate and lung metastasis. Compared with the low-expression group, high 
miR-92a expression was associated with a significantly shorter overall survival using Kaplan-Meier analysis (P=0.035). 
Conclusion: The results suggest a significant relationship between miR-92a and survival ratio. miR-92a expression 
level may be a useful prognostic indicator in osteosarcoma.
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　　骨肉瘤是最常见的原发性骨恶性肿瘤，高

发于青少年，中位发病年龄为14.6岁，是青少

年发病率排名第二的原发恶性肿瘤，占恶性骨

肿瘤19%，年发病率约为3/100万，具有侵袭性

生长和快速血道播散的特点，恶性程度高，早

期转移率高，预后差［1-2］。近年来，临床上虽

然对手术方式及手术前、后化疗等综合治疗方

法已有一定的改进，但患者的5年生存率仍不

足70%。骨肉瘤早期临床症状无特异性，且病

情进展较快，一旦出现肺转移，5年生存率降

至30%以下，寻找能够在早期诊断及能够实现

动态监测疾病的预后相关指标具有重要意义。

miRNA是一类短链非编码小RNA，可于体液及

分泌物中稳定表达，已有大量研究报道，miRs
可作为多种疾病尤其是各种肿瘤的良好标志 

物［3-5］。多项研究显示，miR-92a在乳腺癌、

胃 癌 和 肺 癌 等 多 种 肿 瘤 中 起 原 癌 基 因 的 作 

用［6-8］，但在骨肉瘤中的报道较少。本研究旨

在探讨其与骨肉瘤预后的相关性。

1　资料和方法

1.1　临床资料

　　收集南方医院骨科2005年1月—2010年1月

临床资料完整的、术后病理确诊原发性骨肉瘤

的患者术前及术后血浆标本。使用EDTA-K2
抗凝管采集所有血浆标本，30 min内，4 ℃，

3 000×g，离心10 min，取上层血浆，移至 

1.5  mL EP管中，为进一步去除细胞成分， 

4 ℃，11 000×g，离心10 min 后，将血浆移至新

的1.5 mL EP管中，置于-80 ℃冰箱保存。45例

患者中，男性28例，女性17例，男女性别比为

1.64∶1。患者年龄9～51岁，中位年龄15岁。

肿瘤部位：股骨14例，胫腓骨9例，肱骨8例，

其他部位14例。按照Enneking外科分期：Ⅱ期

32例，Ⅲ期13例。另随机取本院体检后6个月内

未发现肿瘤的30例健康人血浆作为对照。全部

患者均采用电话或定期门诊随访，中位随访时

间36个月。

1.2　主要试剂及方法

　 　 m i R 抽 提 试 剂 盒 m i R  Va n a ™ 购 自 美 国

A m b i o n 公 司 ， 按 说 明 书 提 取 总 m i R N A 。

加入DEPC水20  μL，振荡溶解RNA，采用

美国Thermo公司的NanoDrop  ND-2000微

量核酸蛋白检测仪检测RNA浓度。miRNA
反转录和实时荧光定量聚合酶链反应 ( r ea l -
time fluorescent quantitative polymerase chain 
reaction，RTFQ-PCR)购自上海吉玛制药技

术有限公司，步骤根据试剂盒说明书进行操

作，以U6为内参。miR-92a的反转录引物序

列为：5’-CTCAACTGGTGTCGTGGAGTC 
GGCAATTCAGTTGAGTCAGGCCG-3’；miR-
92a的RTFQ-PCR引物序列顺义链为：5’-GC 
TGAGTATTGCACTTGTCCCG-3’；反义链为：

5’-GTGTCGTGGAGTCGGCAA-3’。反应体系见

表1。
表 1　反转录反应体系

Tab. 1    The reverse transcription reaction system

Reaction system Volume V/μL
RNA less than 200 nt (100 ng) 2.0
5×reaction buffer polymerase 2.0
Olig DT 0.5 
Random primer 0.5
miR reverse transcription 0.5
Reverse transcriptase 0.5
ddH2O (RNase/DNase free) 4.0
Total 10.0

　　采用ABI 7900 RTFQ-PCR仪进行检测，每

个反应做3个复孔，记录每个孔中荧光信号到

达设定阈值时的循环数，即Ct值，计算3个孔Ct
值的平均值作为最终结果。将反应物置于PCR
仪中，37 ℃反应60 min，85 ℃反应5 min，获

得cDNA用于进一步扩增，并置于-20 ℃保存。

RTFQ-PCR反应体系见表2。RTFQ-PCR反应条

件：95 ℃预变性5 min；95 ℃ 10 s，60 ℃ 20 s，

72 ℃ 30 s，共35个循环；72 ℃终延伸10 min。

miRNA表达水平的计算方法：以U6作为内参

照，计算miR-92a相对表达值2-ΔΔCt。

1.3　统计学处理

　　采用SPSS 19.0软件包对数据进行统计学处
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理。健康人与骨肉瘤患者miR-92a水平比较采用

非配对t检验，骨肉瘤患者术前和术后miR-92a
水平对比采用配对t检验，生存分析采用Kaplan-
Meier法和Log-rank非参数检验，并绘制生存曲

线；Cox比例风险模型进行多因素生存分析。

P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　骨肉瘤患者和健康体检者血浆miR-92a表

达水平对比结果

　　45例骨肉瘤患者术前血浆miR-92a表达水平

明显高于健康体检者(P=0.000)，F值为84.543；

术后血浆miR-92a表达水平均明显下降，但仍高

于健康体检者(P=0.010)，F值为7.052。术前和

术后患者miR-92a水平比较相关系数为0.592，

差异有统计学意义(P=0.000，表3)。

表 2　RTFQ-PCR反应体系

Tab. 2    RTFQ-PCR reaction system

Reaction system Volume V/μL
2×RTFQ-PCR mix 10
RTFQ-PCR primer (2 μmol/L) 2
Universal adaptor PCR primer (2 μmol/L) 2
1st strand cDNA 2
ddH2O (RNase/DNase free) 4
Total 20

表 3　骨肉瘤患者和健康体检血浆miR-92a表达

Tab. 3    The expression of miR-92a in the plasma from the 

physical examination and osteosarcoma patients

x±s

Group Case 
number

miR-92a 
expression level

Osteosarcoma
Pre-operation 45 3.92±0.97
Post-operation 45 1.84±0.51
Physical examination 30 1.07±0.34

2.2　miR-92a表达与患者临床病理特征的关系

　　45例骨肉瘤患者以术前血浆miR-92a≥5为

分界线，分为低表达组(n=30，3.04±0.78)。与

高表达组(n=15，5.66±0.470)与患者性别、年

龄、肿瘤部位、病理类型无关，肿瘤大小、组

织学类型及肿瘤坏死率无关，而与Enneking疾

病分期及有无转移密切相关(表4)。

2.3　miR-92a表达与骨肉瘤患者预后的关系

　　Kaplan-Meier生存分析结果显示，miR-92a
低表达组患者的3年生存率为50%(15/30)，而高

表达患者的3年生存率为20%(3/15)。miR-92a低

表达的患者中位生存时间为28.26个月，显著长

于高表达的患者(22.26个月)，差异有统计学意

义(P=0.035，图1)。

表 4　骨肉瘤患者血浆miR-92a表达与临床参数之间的关系

Tab. 4    The relationship between the expression of miR-92a in 

plasma and the clinical characteristics in osteosarcoma patients

Characteristics
Low 

expression 
group (n=30)

High 
expression 

group (n=15)
P 

value 

Age/year
<18 15 9 0.537
≥18 15 6

Gender
Male 21 7 0.134
Female 9 8

Anatomic location
Tibia/femur 18 5
Elsewhere 12 10 0.672

Tumor size d/cm
10 19 5 0.059
10 11 10

Clinical stage
ⅡA 22 5 0.009
ⅡB/Ⅲ 8 10

Necrosis rate/%
≤90 21 7 0.134
>90 9 8

Pathological type
Conventional 24 13 0.591
Non-conventional 6 2

Metastasis
Negative 17 3 0.019
Positive 13 12

图 1　45例骨肉瘤患者Kaplan-Meier生存分析

Fig. 1    Kaplan-Meier survival analysis of the 45 osteosarcoma 

patients
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3　讨　　论

　　骨肉瘤是最常见的骨原发恶性肿瘤。近年

来新辅助化疗的实施，足量、密集、长程的术

后辅助化疗等新的治疗理念和方案的推进，使

骨肉瘤患者预后的5年生存率从不足30%提高到

接近70%。但骨肉瘤恶性程度高，早期就发生

肺转移，10%~20%的患者在首诊时就已经发生

了肺转移。随着CT、MRI和PET/CT等临床影像

技术的不断提高，早期转移灶的发现率已显著

提高，但影像学仪器精度限制了微小病灶的检

出。寻找高灵敏度、高特异度的疾病预后预测

指标具有重要的临床意义和价值。

　　miRNA是一类长度只有22 nt的短单链内

源性RNA，通过与靶基因3’-或5’-UTR区域互

补结合，在转录后对靶基因表达水平进行调

控，其表达具有严格的时空和组织特异性。

miRNA广泛参与细胞的分化、生长、发育、

增殖、代谢和凋亡等生物过程。miRNA在肿

瘤的发生、发展过程中起重要的调控作用，

在肿瘤组织和肿瘤患者体液中稳定高表达，

并有很强的特异性。血浆中的miRNA被称为

循环miRNA，被认为是一类具有潜在临床应

用价值的分子标志物和治疗靶标。血浆标本

采样容易，患者依从性好，可作为动态监测

的指标。miR-92a属于miR-17-92a基因簇，该

基因簇是脊椎动物非常保守的典型多顺反子

miRNA基因簇，定位于13q31.3，在多种肿瘤

中均高表达并发挥原癌基因的作用。miR-17-

92a基因簇的各个miRNA可协同发挥作用，也

可单独发挥调控作用，其靶基因多为肿瘤抑制

因子。Olive等［9］的研究结果显示，miR-92a
过表达可导致c-Myc异常高表达，促进淋巴瘤

细胞过度增殖，抑制p-53依赖性凋亡。Manni 
等［10］的研究结果显示，miR-92a靶向调控p63
基因的表达，在骨髓瘤细胞内过表达miR-92a
可显著促进瘤细胞增殖。Ghosh等［11］分离了B
细胞型慢性淋巴细胞白血病(chronic lymphocyte 
leukemia，CLL)患者的白血病细胞，发现miR-

92a显著升高，并靶向调控与HIF-1α降解密

切相关的VHL基因，而HIF-1α与p300和磷酸

化的STAT3结合形成复合物，促进血管内皮

生长因子表达及分泌，维持CLL细胞恶性增

殖。Al-Nakhle等［12］的研究结果显示，miR-
92a调节ERβ参与乳腺癌细胞恶性增殖。Haug 
等［13］的研究结果显示，miR-92a直接靶向负调

控肿瘤抑制因子Wnt信号通路调节因子DKK家

族的Dickkopf-3(DDK3)，miR-92a表达与胶质

瘤恶性增殖密切相关。Ren等［7］的研究结果显

示，胃癌组织高表达miR-92a，可作为胃癌的独

立预后指标。Tan等［14］的研究发现，miR-17-
92a基因簇的水平与肝癌恶性增殖及转移密切相

关。miR-17-92a基因簇的表达受原癌基因c-Myc
表达调节，这个反馈环调节肿瘤组织的发生、

发展。本研究检测骨肉瘤患者术前及术后血浆

miR-92a表达水平的变化，并对比健康体检人与

之的差异，结果发现，手术前患者血浆miR-92a
均值为3.92±0.97，手术后骨肉瘤患者miR-92a血

浆均值显著下降，为1.84±0.51，但是仍高于健

康人群(1.07±0.34)。
　　本研究根据术前miR-92a≥5作为分界线，

将患者划分为miR-92a高表达组和低表达组，

发现miR-92a表达与患者性别、年龄、肿瘤

部位、肿瘤大小及组织学类型无明显关系，

而与Enneking分期及肺转移密切相关。miR-
92a低表达骨肉瘤分期：ⅡA期22个(73.33%)，

ⅡB/Ⅲ期8个(26.67%)；而高表达者分期：ⅡA

期5个(33.33%)，ⅡB/Ⅲ期10个(66.67%)，差异

有统计学意义(P=0.009)。miR-92高表达骨肉

瘤患者80%有转移(12/15)，而低表达患者的转

移率为43.33%(13/30)，差异均有统计学意义

(P=0.019)。本研究结果还显示，miR-92a高表

达者的3年生存率及中位生存时间显著短于miR-
92a低表达者，提示miR-92a高表达的患者预后

较差。本研究结果提示，miR-92a可能参与骨肉

瘤的发生、发展，且影响患者的预后，可能是

潜在的骨肉瘤预后预测因子。
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