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摘要：目的　 探讨肾透明细胞癌（ｃｌｅａｒ ｃｅｌｌ ｒｅｎａｌ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ｃｃＲＣＣ）患者血清细胞外囊泡（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅｓ，ＥＶｓ）中 ｍｉＲ
９９ｂ３ｐ的水平变化，评估其作为 ｃｃＲＣＣ非侵入性辅助诊断分子标志物的临床价值。方法　 收集 ２０１６年 １２月至 ２０１８年 １０月
东部战区总医院泌尿外科收治且未经治疗的 ６５例 ｃｃＲＣＣ患者，另收集 ７５ 例年龄、性别匹配的健康人对照血清标本，分离血
清 ＥＶｓ并提取 ＲＮＡ。采用实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）检测 ｃｃＲＣＣ患者及健康人对照血清 ＥＶｓ ｍｉＲ９９ｂ３ｐ的水平，并采用
ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ Ｕ检验、ＲＯＣ曲线及 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析 ＥＶｓ ｍｉＲ９９ｂ３ｐ 水平对 ｃｃＲＣＣ 的诊断效能，Ｐｅａｒｓｏｎ 相关分析 ＥＶｓ ｍｉＲ
９９ｂ３ｐ水平与 ｃｃＲＣＣ患者临床病理参数的相关性。结果　 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ Ｕ 检验结果显示，ｃｃＲＣＣ 患者血清 ＥＶｓ ｍｉＲ９９ｂ３ｐ
的表达水平较健康人对照组明显上调（Ｐ＜０．０１）；ＲＯＣ曲线分析显示，ＥＶｓ ｍｉＲ９９ｂ３ｐ筛查 ｃｃＲＣＣ患者与健康人对照的曲线下
面积（ＡＵＣＲＯＣ）为 ０．７５７（９５％ＣＩ：０．６７４～０．８４０），敏感性为 ６９．２％，特异性为 ７７．３％；区分Ⅰ ／Ⅱ级 ｃｃＲＣＣ患者的 ＡＵＣＲＯＣ为 ０．７５４
（９５％ＣＩ：０．６６３～０．８４６），敏感性和特异性分别为 ６９．２％、７７．３％；Ｌｏｇｉｓｔｉｃ回归分析结果显示，血清 ＥＶｓ ｍｉＲ９９ｂ３ｐ 是 ｃｃＲＣＣ 独
立危险因素（ＯＲ＝ ７．７４５，９５％ＣＩ：３．５９６～１６．６８２，Ｐ＜０．０１）；Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析显示，血清 ＥＶｓ ｍｉＲ９９ｂ３ｐ与肿瘤分级、大小、有无
远处转移的相关性均无统计学意义（Ｐ 均＞０．０５）。结论 　 ｃｃＲＣＣ 患者血清 ＥＶｓ ｍｉＲ９９ｂ３ｐ 水平较健康人对照显著升高，是
ｃｃＲＣＣ潜在的液体活检辅助诊断分子标志物。
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　 　 肾透明细胞癌（ｃｌｅａｒ ｃｅｌｌ ｒｅｎａｌ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ，
ｃｃＲＣＣ）是肾脏常见的恶性肿瘤，且易对放、化疗耐
受，目前手术切除仍是首要治疗方案。ｃｃＲＣＣ 尚缺
乏有效的血清学标志物，病理活检是 ｃｃＲＣＣ诊断的
“金标准”，但因具有创伤性使其临床应用受限［１］。

目前已证实几种血清蛋白质具有一定的诊断

ｃｃＲＣＣ或提示复发的价值，但其临床应用价值尚不
明确［２］。细胞外囊泡（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｖｅｓｉｃｌｅｓ，ＥＶｓ）是
细胞主动分泌的 ３０ ～ １５０ ｎｍ 的囊泡，可携带 ｍｉＲ
ＮＡｓ等生物活性分子在细胞组织间传递交流。因
ＥＶｓ ｍｉＲＮＡｓ的释放是一个主动过程，其作为肿瘤
分子生物学标志物更具特异性［３］。ｍｉＲ９９ｂ３ｐ 在
多种不同类型肿瘤中表达异常，而与其源于同一前

体 ｍｉＲＮＡ 的 ｍｉＲ９９ｂ５ｐ，在 ｃｃＲＣＣ 患者组织中呈
低表达，且与酪氨酸激酶抑制剂治疗的肿瘤进展有

关［４］，提示 ｍｉＲ９９ｂ３ｐ亦可能与 ｃｃＲＣＣ 密切相关。
本研究拟通过检测 ｍｉＲ９９ｂ３ｐ 在 ｃｃＲＣＣ 患者和健
康人对照血清 ＥＶｓ中的表达水平，评估其作为辅助
诊断 ｃｃＲＣＣ的潜在临床价值。

１　 材料与方法

１．１　 研究对象 　 收集 ２０１６ 年 １２ 月至 ２０１８ 年 １０
月于东部战区总医院泌尿外科初诊且确诊为肾脏

疾病患者的血清样本 １００ 例。排除标准：（１）
ｃｃＲＣＣ伴有乙肝、结核、急性炎症、肾肿瘤未确诊或
其他器官肿瘤；（２）接受过干预治疗的 ｃｃＲＣＣ、
ｃｃＲＣＣ复发或最后被确诊为非肾脏恶性肿瘤，如肾
囊肿、肾良性肿瘤；（３）肾脏其他恶性肿瘤，如多房
囊性肾细胞癌、嫌色肾细胞癌、乳头状肾细胞癌、

Ｘｐ１１．２ 易位 ／转录因子 Ｅ３（ｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎ ｆａｃｏｒ Ｅ３，
ＴＦＥ３）基因融合相关性肾细胞癌。参照 ＷＨＯ肿瘤
分型标准对所有患者手术切除样本进行病理学确

诊，最终共有 ６５例 ｃｃＲＣＣ患者样本纳入分析，且在
入院之前均未进行任何治疗，其中男 ３７ 例，女 ２８
例，年龄（５７． ３１ ± １． ３３）岁。按照 Ｆｕｒｈｍａｎ 分级标
准［５］对肿瘤进行分级，其中Ⅰ级（高分化）５ 例、Ⅱ
级（高分化）４７例、Ⅲ级（中分化）１０ 例、Ⅳ级（低分
化）３例。７５名健康人对照为同期在本院体检中心
就诊的体检者，男 ４３ 例，女 ３２ 例，年龄（５６． ５４ ±
１．５５）岁，两组间性别（χ２ ＝ ０． ００２，Ｐ＞ ０． ０５）、年龄
（ｔ＝ ０．３８０，Ｐ＞０．０５）差异均无统计学意义。本研究
经东部战区总医院医学伦理委员会批准（Ｎｏ．

２０１７ＮＺＧＫＪ０６８），纳入对象均知情同意。
１．２　 主要试剂与仪器 　 分析纯级别无水乙醇、异
丙醇、氯仿（上海化学试剂公司），ＥｘｏＱｕｉｃｋｅｘｏｓｏｍｅ
试剂盒（美国 ＣＡ 公司），ＡＭＶ 逆转录酶、ｒＴａｑ 酶、
ｂｕｆｆｅｒ、ｄＮＴＰ 及 ＭｇＣｌ２ 等均购自日本 ＴａＫａＲａ 公司，
除 ＲＮＡ酶水（美国 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司），Ｔｒｉｚｏｌ试剂
（美国 Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ 公司），ｍｉＲ９９ｂ３ｐ 及内参
ｍｉＲ１６所用逆转录引物、ＴａｑＭａｎ 探针、７３００ 型实
时荧光定量 ＰＣＲ仪（美国 ＡＢＩ公司），Ｔｉｓｓｕｅｌｙｓｅｒ４８
全自动样品自动研磨仪（上海净信科技公司），

ＳＡＳ６７１２０型超纯水机（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司），５４１８
型高速冷冻离心机（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）。
１．３　 标本前期处理与保存　 抽取健康人对照体检
时和 ｃｃＲＣＣ患者治疗前的空腹静脉血 ３．５ ｍＬ于含
分离胶的生化管中。１ ５００×ｇ 离心 ５ ｍｉｎ 后取血
清，４ ℃、１２ ０００×ｇ 离心 ５ ｍｉｎ，进一步去除残留血
细胞和细胞碎片，将收集上清置于－８０ ℃保存。
１．４　 血清 ＥＶｓ的提取　 按照 ＥｘｏＱｕｉｃｋ试剂盒操作
说明书提取 １００ μＬ 血清中 ＥＶｓ，并将其重悬于
２５ μＬ除 ＲＮＡ酶水中。
１．５　 ＥＶｓ ＲＮＡ 提取　 用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂从 ＥＶｓ 重悬液
中提取 ＲＮＡ［６］，所得总 ＲＮＡ 溶解于 ２０ μＬ 除 ＲＮＡ
酶水后，置于－８０ ℃保存待用。
１．６　 ｑＲＴＰＣＲ检测 ＥＶｓ ｍｉＲ９９ｂ３ｐ水平　 用基于
ＴａｑＭａｎ探针技术的 ｑＲＴＰＣＲ 检测 ＥＶｓ ｍｉＲ９９ｂ
３ｐ。首先将 ＲＮＡ 逆转录为 ｃＤＮＡ，逆转录反应体
系：３．５ μＬ ＤＥＰＣ ｄｄＨ２Ｏ、２ μＬ ５×ｂｕｆｆｅｒ、１ μＬ 反向
引物、０．５ μＬ ＡＭＶ酶、２ μＬ ＲＮＡ和 １ μＬ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ｄＮＴＰｓ，共 １０ μＬ，反应条件：１６ ℃ ３０ ｍｉｎ，４２ ℃
３０ ｍｉｎ，８５ ℃ ５ ｍｉｎ，４ ℃保存，将所得 ｃＤＮＡ 样本
置于－２０ ℃保存。ｑＲＴＰＣＲ 反应体系共 ２０ μＬ，包
括：１４．７７ μＬ ｄｄＨ２Ｏ、２ μＬ １０×ＰＣＲ缓冲液、１．２ μＬ
２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＭｇＣｌ２、０．４ μＬ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｄＮＴＰ、０．３ μＬ
ｒＴａｑ酶、０．３３ μＬ ＴａｑＭａｎ探针和 ｍｉＲＮＡ上、下游引
物、１ μＬ ｃＤＮＡ。反应条件：９５ ℃ ５ ｍｉｎ；９５ ℃ １５ ｓ，
６０ ℃ １ ｍｉｎ，共 ４０个循环。另外，以无 ＲＮＡ模板的
ｄｄＨ２Ｏ为阴性对照，每份样本均进行 ３ 个复孔检
测。采用内参基因 ｍｉＲ１６对结果进行校正以及计
算 ＥＶｓ ｍｉＲ９９ｂ３ｐ 的表达水平；应用 ２－△Ｃｔ法［７］计

算 ＥＶｓ ｍｉＲ９９ｂ３ｐ 相对于内参 ｍｉＲ１６ 的表达水
平，公式：△Ｃｔ＝ＣｔｍｉＲ９９ｂ３ｐ－ＣｔｍｉＲ１６。
１．７　 统计学分析　 采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ ６．０ 软件和 ＳＰＳＳ

·９７１·临床检验杂志 ２０２１年 ３月第 ３９卷第 ３期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｌｉｎ Ｌａｂ Ｓｃｉ，Ｍａｒ． ２０２１，Ｖｏｌ．３９，Ｎｏ．３



２０．０软件进行数据统计分析。呈正态分布的数据
以 珋ｘ±ｓ表示，两组间比较用 ｔ检验；偏态分布数据以
中位数（四分位数间距）［Ｍ（Ｐ２５，Ｐ７５）］表示，两组
间比较用 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ Ｕ 检验。ＲＯＣ 曲线评估
ＥＶｓ ｍｉＲ９９ｂ３ｐ 对 ｃｃＲＣＣ 的诊断效能。采用 Ｌｏ
ｇｉｓｔｉｃ回归分析评估 ＥＶｓ ｍｉＲ９９ｂ３ｐ 是否为 ｃｃＲＣＣ
独立危险因素。Ｐｅａｒｓｏｎ 相关分析 ＥＶｓ ｍｉＲ９９ｂ３ｐ
与 ｃｃＲＣＣ患者临床病理参数的相关性。以 Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。

２　 结果

２．１　 ｃｃＲＣＣ患者 ＥＶｓ ｍｉＲ９９ｂ３ｐ 水平变化　 ｍｉＲ
１６在 ｃｃＲＣＣ患者和健康人对照血清 ＥＶｓ中的表达
水平差异无统计学意义（Ｐ ＞ ０． ０５）。进一步利用
ｍｉＲ１６ 对 ｍｉＲ９９ｂ３ｐ 的水平进行校正和计算。
ｑＲＴＰＣＲ 检测结果显示，ｃｃＲＣＣ 患者血清 ＥＶｓ
ｍｉＲ９９ｂ３ｐ水平［１９．７７０（４．７２４，２２．９１０）］显著高于
健康人对照组［５．８３０（２．０４６，７．８６２）］，差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０１）。
２．２　 ｃｃＲＣＣ早期患者 ＥＶｓ ｍｉＲ９９ｂ３ｐ 变化水平　

Ⅰ ／Ⅱ级 ｃｃＲＣＣ（早期）患者的 ＥＶｓ ｍｉＲ９９ｂ３ｐ 水
平［１６．９６０（４．４２９，２０．９６０）］和Ⅲ ／Ⅳ级 ｃｃＲＣＣ 患者
（晚期）的 ＥＶｓ ｍｉＲ９９ｂ３ｐ 水平［２７． ４９０（５． ２４８，
３７．０６０）］均显著高于体检健康者（Ｐ 均＜０．０１）；但
早期与晚期 ｃｃＲＣＣ患者 ＥＶｓ ｍｉＲ９９ｂ３ｐ 水平间的
差异则无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
２． ３ 　 ＲＯＣ 曲线评估 ＥＶｓ ｍｉＲ９９ｂ３ｐ 水平筛查
ｃｃＲＣＣ的效能　 将 ｃｃＲＣＣ 患者和健康人对照分别
设为疾病组和对照组，绘制 ＲＯＣ 曲线。根据
Ｙｏｕｄｅｎ指数最大原则，确定 ｃｕｔｏｆｆ 值，并计算其
ＲＣＣ曲线下面积（ＡＵＣＲＯＣ）、敏感性、特异性，评估
ＥＶｓ ｍｉＲ９９ｂ３ｐ 对于 ｃｃＲＣＣ 的筛查价值，结果显
示，当取 ｃｕｔｏｆｆ值 ６．４８３ 时，其筛查 ｃｃＲＣＣ 患者与
健康人对照的 ＡＵＣＲＯＣ为 ０． ７５７（９５％ ＣＩ：０． ６７４ ～
０．８４０）；筛查早期 ｃｃＲＣＣ 患者与健康人对照的
ＡＵＣＲＯＣ为 ０． ７５４（９５％ ＣＩ：０． ６６３ ～ ０． ８４６），筛查
ｃｃＲＣＣ及早期 ｃｃＲＣＣ的敏感性均为 ６９．２％，特异性
均为 ７７．３％，但早、晚期 ｃｃＲＣＣ 患者 ＥＶｓ ｍｉＲ９９ｂ
３ｐ水平差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见图 １。

注：Ａ，ＥＶｓ ｍｉＲ９９ｂ３ｐ对 ｃｃＲＣＣ筛查价值；Ｂ，ＥＶｓ ｍｉＲ９９ｂ３ｐ对早期 ｃｃＲＣＣ筛查价值。

图 １　 ＥＶｓ ｍｉＲ９９ｂ３ｐ筛查 ｃｃＲＣＣ ＲＯＣ曲线

２．４　 ＥＶｓ ｍｉＲ９９ｂ３ｐ水平与 ｃｃＲＣＣ 的风险评估分
析　 在单因素 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归分析中，将 ｃｃＲＣＣ 状态
作为因变量，ＥＶｓ ｍｉＲ９９ｂ３ｐ 为自变量，结果显示
ＥＶｓ ｍｉＲ９９ｂ３ｐ 与 ｃｃＲＣＣ 密切相关（ＯＲ ＝ ７． ６７７，
９５％ＣＩ：３．６１０ ～ １６．３２８，Ｐ＜０．０１）；校正性别、年龄、
饮酒史及吸烟史等因素后，多因素 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ 回归分
析结果显示，ＥＶｓ ｍｉＲ９９ｂ３ｐ仍是 ｃｃＲＣＣ患者潜在
的独立危险因素（ＯＲ ＝ ７． ７４５，９５％ ＣＩ：３． ５９６ ～
１６．６８２，Ｐ＜０．０１）。
２．５　 ＥＶｓ ｍｉＲ９９ｂ３ｐ水平与 ｃｃＲＣＣ 患者临床病理
参数的相关分析　 Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析结果显示，ＥＶｓ
ｍｉＲ９９ｂ３ｐ与 ｃｃＲＣＣ 患者的临床分级、肿瘤大小、

有无远处转移均无明确相关性（ｒ 值分别为 ０．０１８、
－０．１５２、０．０２０，Ｐ均＞０．０５）。

３　 讨论

　 　 ＥＶｓ ｍｉＲＮＡ 与 ｃｃＲＣＣ 的关系已有相关报道。
ｃｃＲＣＣ 患者尿液 ＥＶｓ 中的 ｍｉＲ１２６３ｐ、ｍｉＲ４４９ａ
以及 ｍｉＲ３４ｂ５ｐ可作为 ｃｃＲＣＣ 潜在的非侵入性诊
断性尿液生物标志物［８］。Ｄｉａｓ等［９］分析来自 ３２ 例
ｃｃＲＣＣ原位癌患者手术前后及 ３７ 例伴随转移的
ｃｃＲＣＣ患者血浆 ＥＶｓ ｍｉＲＮＡ 图谱，结果发现，与术
前相比，术后 ＥＶｓ ｈｓａｍｉＲ２５３ｐ、ｈｓａｍｉＲ１２６５ｐ、
ｈｓａｍｉＲ２００ｃ３ｐ 和 ｈｓａｍｉＲ３０１ａ３ｐ 的水平降低，
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而 ｈｓａｍｉＲ１２９３水平升高；与原位癌患者相比，已
发生转移患者的 ｈｓａｍｉＲ３０１ａ３ｐ 水平升高，而
ｈｓａｍｉＲ１２９３水平降低，提示 ｈｓａｍｉＲ３０１ａ３ｐ、ｈｓａ
ｍｉＲ１２９３可作为转移性 ｃｃＲＣＣ的肿瘤标志物。

本研究通过 ｑＲＴＰＣＲ 检测 ｍｉＲ９９ｂ３ｐ 在
ｃｃＲＣＣ患者血清 ＥＶｓ中的表达水平，发现相比于健
康人对照，ｃｃＲＣＣ患者血清 ＥＶｓ ｍｉＲ９９ｂ３ｐ显著升
高。ＲＯＣ 曲线分析提示，血清 ＥＶｓ ｍｉＲ９９ｂ３ｐ 对
ｃｃＲＣＣ的诊断有潜在应用价值，但对早期患者尚不
具备更好的诊断效率。同时 Ｌｏｇｉｓｔｉｃｓ 回归结果显
示，ｍｉＲ９９ｂ３ｐ是 ｃｃＲＣＣ 的独立危险因子。然而，
本研究尚存在一些不足：（１）样本量不够充足，已有
数据无法证实 ＥＶｓ ｍｉＲ９９ｂ３ｐ 与 ｃｃＲＣＣ 的临床分
期、肿瘤大小、是否发生转移相关；（２）ＥＶｓ ｍｉＲ
９９ｂ３ｐ 的具体来源、去向及分子调控机制并不清
楚，对其调控的靶基因以及生物学功能还需进一步

研究；（３）患者随访时间较短，无法评估 ＥＶｓ ｍｉＲ
９９ｂ３ｐ对 ｃｃＲＣＣ预后价值；（４）ｃｃＲＣＣ组织中 ｍｉＲ
９９ｂ３ｐ的表达水平如何，是否与 ＥＶｓ表达一致尚不
清楚。后期我们将扩大样本量并加强随访以及增

加组织样本进一步探讨。

ｍｉＲ９９ｂ 在多种不同类型肿瘤中发挥不同作
用，如 ｍｉＲ９９ｂ通过抑制 κＢＲａｓ２ 和 ｍＴＯＲ 基因的
表达，促进肿瘤相关巨噬细胞的吞噬作用和抗原呈

递能力，但具体调控机制尚不明确［１０］；Ｌｉ 等［１１］发

现，ｍｉＲ９９ｂ 可抑制 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ ／ ｍＴＯＲ 信号通路，
抑制人宫颈癌细胞的侵袭和转移，并证实其以与

ｍＲＮＡ ３′ＵＴＲ 结合方式下调 ｍＴＯＲ 的表达。另
外，Ｙａｏ 等［１２］通过体外细胞实验证实 ｍｉＲ９９ｂ３ｐ
通过直接靶向原钙黏蛋白 １９，促进肝癌细胞转移和
增殖，其调控机制也是在转录后水平与原钙黏蛋白

１９ ｍＲＮＡ 结合，且高表达的 ｍｉＲ９９ｂ３ｐ 与肝癌患
者的恶性临床病理特征和较差的预后密切相关。

由于 ｍｉＲ９９ｂ３ｐ和 ｍｉＲ９９ｂ５ｐ由同一前体经核酸
内切酶处理而来，据此猜测 ｍｉＲ９９ｂ３ｐ 亦可能与
ｃｃＲＣＣ的进展密切相关。本研究结果表明，ｍｉＲ
９９ｂ３ｐ在 ｃｃＲＣＣ 患者血清中 ＥＶｓ 表达水平升高，
且对 ｃｃＲＣＣ具有潜在的诊断价值，但对其潜在的靶
基因、其对靶基因的调控是经典的转录后水平或通

过其他方式进行调控，以及如何影响 ｃｃＲＣＣ的生物

学行为仍需进一步研究。
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