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摘要：目的　 探讨 ｍｉＲ２８６１在食管鳞状细胞癌（ＥＳＣＣ）患者血清中的表达水平，分析其与患者临床病理参数之间的关系以及
对 ＥＳＣＣ的诊断效能。方法　 收集 ＥＳＣＣ、食管良性疾病及体检健康者血清样本，采用实时荧光定量 ＰＣＲ 检测 ｍｉＲ２８６１ 在各
组血清样本中的表达水平，并分析其与 ＥＳＣＣ患者临床病理参数之间的关系；绘制 ＲＯＣ曲线评估 ｍｉＲ２８６１在 ＥＳＣＣ中的诊断
效能。结果　 ｍｉＲ２８６１在 ＥＳＣＣ患者血清中的表达水平显著高于体检健康者（Ｐ＜０．０１），但与良性疾病组相比差异无统计学
意义（Ｐ＞０．０５）；ｍｉＲ２８６１的表达水平与 ＥＳＣＣ患者的分化程度及肿瘤大小有关（Ｐ＜０．０１），但与年龄、性别、淋巴结转移、神经
侵犯、肿瘤标志物升高均无显著相关性（Ｐ＞０．０５）；ｍｉＲ２８６１ 诊断 ＥＳＣＣ 的 ＲＯＣ 曲线下面积（ＡＵＣＲＯＣ）为 ０．６７（９５％ＣＩ：０．５８ ～
０．７６），当 ｃｕｔｏｆｆ值为 １．５８４时，其敏感性为 ８７．５％，特异性为 ４９．４１％。结论　 ｍｉＲ２８６１在 ＥＳＣＣ中高表达，并且与分化程度和
肿瘤大小有关，可能作为 ＥＳＣＣ潜在的诊断标志物。
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　 　 中国作为食管癌高发地区之一，发病率和死亡
率均高于世界平均水平［１］。根据其组织来源不同，

可将其分为食管鳞癌（ＥＳＣＣ）和食管腺癌（ＥＡＣ），
在我国 ＥＳＣＣ患者占比超过 ９０％，且预后较差，５ 年
生存率不足 ２０％［２］。癌胚抗原（ｃａｒｃｉｎｏｅｍｂｒｙｏｎｉｃ
ａｎｔｉｇｅｎ，ＣＥＡ）、糖类抗原 １９９（ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ａｎｔｉ
ｇｅｎ１９９，ＣＡ１９９）作为目前临床上常用的食管癌的
诊断和预后标志物，其敏感性和特异性均较低。因

此，急需一种敏感性较高且容易获得的新型标志物

以提高 ＥＳＣＣ早期检出率。研究证实，ｍｉＲ２８６１ 在
多种肿瘤中发挥着重要的作用，例如乳头状甲状腺

癌［３］，宫颈癌［４］，肺癌［５］等。然而，其在食管癌中的

报道少见。本研究检测了 ｍｉＲ２８６１ 在 ＥＳＣＣ 患者
血清中的表达水平，分析了其与患者临床病理参数

的关系，并且评估其对 ＥＳＣＣ 的诊断效能，以期为
ＥＳＣＣ诊断提供新的肿瘤标志物。

１　 材料与方法

１．１　 一般资料　 收集 ２０１８ 年 ９ 月至 ２０１９ 年 ６ 月
徐州医科大学附属医院消化内科、胸外科就诊的食

管癌患者 ４９例，男 ４１例，女 ８ 例，年龄（６６．０±８．４）
岁。纳入标准：（１）均经病理组织活检证实为
ＥＳＣＣ；（２）入组前未经手术、放疗、化疗等治疗；（３）
临床资料完整。排除标准：（１）合并其他肿瘤者；

（２）患有严重心、肺、肾、神经系统等疾病；（３）患有
严重精神疾病者。临床分期：按国际抗癌联盟

（ＵＩＣＣ）第七版 ＴＮＭ 标准分期分为 Ｔ１ ／ Ｔ２ 期 ２４
例，Ｔ３ ／ Ｔ４期 ２５例；肿瘤大小：≥５ ｃｍ ２２ 例，＜５ ｃｍ
２７例；存在淋巴结转移 ２１例，无淋巴结转移 ２８ 例；
存在神经侵犯 ２１例，无神经侵犯 ２８ 例；分化程度：
高分化 １８例，中、低分化 ３１ 例；肿瘤标志物（包括
ＣＥＡ、ＣＡ１９９、ＣＡ１２５、ＣＡ７２４、ＳＣＣＡ）升高：是 １５
例，否 ３４例。收集同期于本院消化内科就诊的食
管良性疾病（主要为食管良性肿瘤、食管炎）患者

３６例，患者均经内镜检查确诊，男 ３１例，女 ５例，年
龄（５２．９±１２．６）岁；另收集同期在本院体检健康者
４８例作为健康人对照组，男 ３９ 例，女 ９ 例，年龄
（６６．８±７．８）岁，各组的年龄、性别差异无统计学意
义（Ｐ＞０．０５），具有可比性。本研究经徐州医科大
学附属医院医学伦理委员会批准（ＸＹＦＹ２０２１
ＪＳ００４０１），患者均知情同意。
１．２　 主要仪器及试剂　 ＴＲＩｚｏｌ Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ总 ＲＮＡ提
取试剂（北京天根生化科技公司），逆转录试剂盒

（上海同科生物科技公司），ＰＣＲ 试剂盒（广州锐博
生物技术公司）。Ａｐｐｌｉｅｄ Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ ＡＢＩ ７５００型定
量 ＰＣＲ仪（美国 ＡＢＩ公司），ＮａｎｏＤｒｏｐ １０００ 分光光
度计（美国 Ｔｈｅｒｍｏ公司）。
１．３　 标本采集　 使用含有分离胶的促凝采血管采
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集各研究对象住院时（体检健康者于体检时采集）

的空腹静脉血 ５ ｍＬ，２ ｈ 内于 ４ ℃、４ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离
心 １０ ｍｉｎ，吸取上层血清，置于无 ＲＮａｓｅ 的 ＥＰ 管
中，样本置－８０ ℃保存。
１．４　 ＲＮＡ提取及逆转录反应　 按照 ＴＲＩｚｏｌ Ｕｎｉｖｅｒ
ｓａｌ总 ＲＮＡ提取试剂说明书提取血清总 ＲＮＡ，紫外
分光光度计检测及浓度及纯度，选取吸光度

（Ａ２６０ ／ ２８０ ｎｍ）在 １．８～２．０的样本用于后续实验。按照
逆转录试剂盒说明书将 ＲＮＡ逆转录为 ｃＤＮＡ，标本
置于－２０ ℃保存。
１．５　 引物设计及实时荧光定量 ＰＣＲ　 根据 Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ中 ｍｉＲ２８６１ 和内参 Ｕ６ 基因的序列号（分别
为 ＮＲ＿０３７２１７ 和 ＮＲ＿１３８０８５），用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ
５．０软件设计引物，并送广州锐博生物技术公司合
成［６］。ｍｉＲ２８６１上游引物序列：５′ＣＣＴＣＴＧＣＡＧＣＴ
ＣＣＧＧＣ３′，下游引物序列：５′ ＣＴＣＴＴＣＣＧＧＴＣＴＣＣＧ
ＣＣＣ３′，退火温度 ６０ ℃，产物片段大小 ８２ ｂｐ。Ｕ６
上游引物序列：５′ＴＡＧＧＧＡＧＡＣＡＧＧＧＴＧＣＴＧＡＡ３′，
下游引物序列：５′ＡＡＡＧＣＣＣＴＴＣＡＧＧＡＴＡＣＣＧＣ３′，
退火温度 ６０ ℃，产物片段大小 ９４ ｂｐ。荧光定量
ＰＣＲ反应体系为 ２０ μＬ，包括：２×ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍｉｘ
１０ μＬ，上、下游引物各 ０．８ μＬ，ｃＤＮＡ ２ μＬ，ｄｄＨ２Ｏ
６．４ μＬ。循环参数：９５ ℃预变性 １０ ｍｉｎ；９５ ℃ ２ ｓ，
６０ ℃ ２０ ｓ，７２ ℃ ３４ ｓ，共 ５０ 个循环。用 ＰＣＲ仪配
套的 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ ９６ 分析软件在 ７０ ～ ９５ ℃采集荧
光信号。每个样本设置 ３个复孔，以 Ｕ６为内参照。
结果以 Ｃｔ 值表示，ｍｉＲ２８６１ 的相对表达水平以
２－△△Ｃｔ法计算。公式：ΔΔＣｔ ＝［（实验组 Ｃｔ目的基因－实
验组 Ｃｔ内参基因）－（健康人对照组 Ｃｔ目的基因－健康人对
照组 Ｃｔ内参基因）］。
１．６　 统计学分析 　 用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８．０ 软件进
行统计学分析和绘图。对数据进行正态性和方差

齐性分析，符合正态分布的数据以 珋ｘ±ｓ 表示，计量
资料用两独立样本 ｔ 检验，多组间比较采用方差分
析，组间两两比较用 ＳＮＫｑ 检验，率的比较用 χ２ 检
验，以 Ｐ＜０．０５ 为差异有统计学意义。以食管良性
疾病＋体检健康者为对照组，以 ＥＳＣＣ 为疾病组，绘
制 ＲＯＣ 曲线评估血清 ｍｉＲ２８６１ 在食管癌诊断中
的临床价值。

２　 结果

２．１　 ｍｉＲ２８６１ 在各组血清样本中的表达水平 　
ｍｉＲ２８６１在 ４９例 ＥＳＣＣ患者（８．３４±７．８１）、３６ 例食
管良性疾病患者（８．８９±７．９８）及 ４８ 例体检健康者

（１．７１±１．７０）血清标本中的表达水平差异有统计学
意义（Ｆ＝ １３．４２，Ｐ＜０．００１），进一步进行组间两两比
较结果表明，ＥＳＣＣ组血清 ｍｉＲ２８６１ 相对表达量与
良性疾病组比较差异无统计学意义（ｔ ＝ ５．６７７，Ｐ＞
０．０５），但食管癌组较健康人对照组明显升高，差异
有统计学意义（ｔ＝ １．３１０，Ｐ＜０．０１）。
２．２　 血清 ｍｉＲ２８６１ 的表达与 ＥＳＣＣ 患者临床病理
参数的关系　 以 ＥＳＣＣ 患者血清 ｍｉＲ２８６１ 相对表
达量的中位数（５．２３）为分界，将其分为高表达组
（３１例）和低表达组（１８ 例），分析两组与 ＥＳＣＣ 患
者临床病理参数的关系。结果发现 ｍｉＲ２８６１ 的表
达水平与年龄、性别、淋巴结转移、神经侵犯、分化

程度、肿瘤标志物升高均无显著相关性（Ｐ＞０．０５），
但与分期、大小有关（Ｐ＜０．０１）。见表 １。

　 　 表 １　 血清 ｍｉＲ２８６１的表达与 ＥＳＣＣ 患者临床病理参
数的关系

临床参数 ｎ（％）
相对表达量

高 低
χ２ 值 Ｐ值

性别 男 ４１（８３．７） ２５ １６ ０．１２２ ０．７２５
女 ８（１６．３） ６ ２

年龄（岁） ≥６０ ３２（６５．３） １９ １３ ０．６０１ ０．４３８
＜６０ １７（３４．７） １２ ５

分期 Ｔ１＋Ｔ２ ２５（５１．０） １２ １３ ５．１１８ ０．０２４
Ｔ３＋Ｔ４ ２４（４９．０） １９ ５

大小（ｃｍ） ≥５ ２７（５５．１） １３ １４ ４．５５３ ０．０３３
＜５ ２２（４４．９） １８ ４

淋巴结转移 是 ２１（４２．９） １６ ５ ２．６４２ ０．１０４
否 ２８（５７．１） １５ １３

神经侵犯 是 ２１（４２．９） １４ ７ ０．１８３ ０．６６９
否 ２８（５１．７） １７ １１

分化程度 高 １８（３６．７） ９ ９ ２．１５４ ０．１４２
中低 ３１（６３．３） ２２ ９

肿瘤标志物 阳性 １５（３０．６） １０ ５ ０．１０８ ０．７４３
阴性 ３４（６９．４） ２１ １３

　 　 注：，任何一项肿瘤标志物升高即为肿瘤标志物阳性，否则为

阴性。

２．３　 ｍｉＲ２８６１对 ＥＳＣＣ的诊断效能评估　 ＲＯＣ 曲
线结果显示，血清 ｍｉＲ２８６１ 诊断 ＥＳＣＣ 的 ＲＯＣ 曲
线下面积（ＡＵＣＲＯＣ）为 ０．６７（９５％ＣＩ：０．５８～０．７６），当
ｃｕｔｏｆｆ值为 １．５８４时，其敏感性为 ８７．５％，特异性为
４９．４１％。见图 １。

３　 讨论

　 　 研究表明，ｍｉＲＮＡ在食管癌组织或细胞系中的
表达谱与正常组织或细胞中的表达谱存在明显差

异，为食管癌诊断提供了重要的参考价值［７］。不同

种类的 ｍｉＲＮＡ在食管癌中的表达水平可能升高或
者下降，有望成为食管癌诊断的生物学标志物。例
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如，ｍｉＲ７在食管癌患者血清标本中呈低表达，并且
其表达与淋巴结转移和肿瘤大小有关，表明血清

ｍｉＲ７可能作为食管癌诊断的无创生物学标志
物［８］。与之相反的是，Ｌｉｎ等［９］通过比较 １０１例食管
癌患者与 ９７例健康人血浆中 ｍｉＲ３４ａ 的表达水平，
结果发现食管癌患者血浆 ｍｉＲ３４ａ 的表达上调，并
且在早期食管癌诊断中敏感性及特异性均较高。

图 １　 ｍｉＲ２８６１对 ＥＳＣＣ诊断的 ＲＯＣ曲线

　 　 本研究通过实时荧光定量 ＰＣＲ 检测证实了
ｍｉＲ２８６１在 ＥＳＣＣ 患者血清标本的表达水平明显
升高，其可能作为致癌基因在 ＥＳＣＣ 中发挥作用。
此外，本研究还发现，ｍｉＲ２８６１ 在 ＥＳＣＣ 组与食管
良性疾病患者中的差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），
分析原因可能与纳入的食管良性疾病患者数量较

少有关。笔者通过分析 ｍｉＲ２８６１ 的表达与 ＥＳＣＣ
患者临床病理参数之间的关系，发现 ｍｉＲ２８６１ 水
平与分化程度和肿瘤大小明显相关（Ｐ＜０．０５）。在
诊断效能方面，Ｚｈｅｎｇ 等［１０］通过 ＲＯＣ 曲线评估
ｍｉＲ１５５在食管癌诊断中的临床价值，结果发现其
诊断食管癌的 ＡＵＣＲＯＣ为０．８７０，敏感性和特异性分
别为 ８３．５％和 ７７．５％，是食管癌患者总生存期的 １
个独立预测因子，并且可作为 ＥＳＣＣ 潜在的诊断标
志物。本研究以食管良性疾病＋体检健康者为对照
组，以 ＥＳＣＣ 为疾病组，采用 ＲＯＣ 曲线评估其诊断
ＥＳＣＣ的临床效能，结果发现其敏感性为 ８７．５％，特
异性为 ４９．４１％，表明 ｍｉＲ２８６１ 有望作为 ＥＳＣＣ 潜
在的新型诊断标志物。

本研究尚存在一些不足之处，例如由于实验时

间有限以及随访困难，目前尚未对食管癌患者进行

跟踪采血检测 ｍｉＲ２８６１ 的变化水平，也并未在细
胞水平检测 ｍｉＲ２８６１ 的表达，并分析其生物学功
能。下一步我们将扩大样本量，收集患者随访资料

分析预后信息，通过生物信息学方法预测并验证

ｍｉＲ２８６１潜在的靶基因以及可能参与的信号通路，
同时进行体外和体内实验深入研究 ｍｉＲ２８６１ 在
ＥＳＣＣ中的发病机制，为个性化治疗提供依据。
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