
卵巢癌是妇科生殖系统三大恶性肿瘤之一，病

死率位居女性生殖道恶性肿瘤的首位。由于多数

卵巢癌患者早期无明显临床症状，且缺乏特异的筛

查方法，70％的患者发现时已为晚期。卵巢癌预后

较差的原因是多方面的，这包括缺乏早期诊断方法

以及症状不明显，虽然目前肿瘤标记物的检测使其

诊断水平大为提高，但其应用仍然受到很多限制，

例如血清中最常用的生物标志物糖链抗原125（car⁃
bohydrate antigen 125，CA125）仅在约 50%的早期
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卵巢癌患者中升高［1-2］，因此研究并发现能提高卵

巢癌检测敏感性和特异性的新型生物标记物相当

迫切。

微小RNA（microRNA，miRNA）是一种具有高度

保守序列的非编码蛋白，长度为20~25个核苷酸，它

主要在转录后水平调控靶基因的表达，通过与靶

mRNA的3′⁃UTR区域结合，诱导其降解或抑制其翻

译，实现对细胞增殖、分化、凋亡等生理进程的调

控，与肿瘤发生、发展、侵袭和转移密切相关［3］。最

近研究表明，miRNA在肿瘤组织的表达存在显著特

异性，且在血液中已检测到可稳定存在的肿瘤细胞

特异性 miRNA［4］。研究发现人类 microRNA⁃145
（miR⁃145）在睾丸、前列腺、脾脏、子宫、卵巢、心脏

中高表达［5］。以往研究中，miR⁃145的异常表达与前

列腺癌、乳腺癌、结直肠癌和其他多种肿瘤有关［6-7］。

目前，miR⁃145在上皮性卵巢癌的诊断和预后价值

少有报道。本研究采用 real⁃time PCR方法检测miR
⁃145在上皮性卵巢癌患者与正常人血清的表达量，

探究二者是否存在差异，同时检测其在上皮性卵巢

癌组织及细胞株中的表达情况，分析其表达水平和

上皮性卵巢癌临床病理特征的关系，并探讨其作为

肿瘤标记物在卵巢癌诊断以及预后评估中的意义。

1 对象和方法

1.1 对象

本研究经扬州大学医学院医学伦理委员会批

准，所有参加者均签署知情同意书。卵巢癌血清和

组织均来自 2013年 1月—2017年 12月在扬州江都

区人民医院的 45例 上皮性卵巢癌患者，45例正常

人血清来自 2016年 1月—2017年 12月在扬州江都

区人民医院体检的正常成年人，8例正常卵巢组织

来自 2013年 1月—2017年 12月在扬州江都区人民

医院因绝经后子宫肌瘤行全子宫+双附件切除术的

患者。使用国际妇产科联合会（FIGO）分期系统对

肿瘤进行分期，所有卵巢癌患者均经组织病理学诊

断，所有患者术前没有接受放疗或化疗。

正常人上皮卵巢细胞系（IOSE⁃386）和4种人上

皮性卵巢癌细胞（A2780、OVCAR ⁃ 3、SKOV ⁃ 3、
HO8910）均来自中国科学院生物化学与细胞生物学

研究所。IOSE⁃386细胞在DMEM培养基（Gibco公
司，美国）中培养，人上皮性卵巢癌细胞系在RPMI
1640培养基（Gibco公司，美国）中培养，补充10％的

胎牛血清（Gibco公司，美国），置于 37 ℃、5%CO2的

培养箱。

高速离心机（Sigma公司，德国）；mirVana Paris试
剂盒（Ambion公司，美国）；96孔热循环仪、7500 Fast
Real⁃Time PCR System（Applied Biosystems公司，美

国）；NanoDrop 1000A分光光度计（NanoDrop Technol⁃
ogies公司，美国）；逆转录 cDNA合成试剂盒、SYBR
Green Master（Rox）PCR试剂盒（Roche Pharmaceutical
公司，瑞士）。

1.2 方法

1.2.1 卵巢癌和正常卵巢组织的采集及储存

患者手术过程中，待卵巢标本切下即进行标本

处理。将手术获得的上皮卵巢癌和正常卵巢组织切

成小块，放入去RNA酶的冻存管中，立刻放入液氮罐

冻存。卵巢癌组织和正常卵巢组织离体到标本冻存

均在30 min内完成，尽可能减少RNA降解的风险。

1.2.2 血清样本处理

从肿瘤患者和健康志愿者抽静脉血 5~10 mL，
离心（2 000 g，10 min，4 ℃），吸取上清液获得血清。

所有血清样品储存在-80 ℃待进一步RNA提取。

1.2.3 miRNA提取和实时定量聚合酶链式反应（real⁃
time PCR）

使用mirVana Paris试剂盒根据说明书提取总

RNA（包括所有小的非编码RNA）。通过NanoDrop
1000 A分光光度计测量RNA溶液的浓度和纯度；逆

转录反应用Veriti 96孔热循环仪和逆转录 cDNA合

成试剂盒进行；使用Roche FastStart的7500 Fast Real
⁃Time PCR System和 FastStart Universal SYBR Green
Master（Rox）PCR试剂盒来确定miR⁃145的表达水

平。总体积20 μL PCR反应混合物含有RT产物、miR
⁃145 的上下游引物和 Roche Rox，所有测定重复

3 次。95 ℃变性10 min；95 ℃10 s和58 ℃持续30 s，
40个循环。U6 RNA作内参以确定miR⁃145的相对表

达水平，通过-ΔCt方法计算miR⁃145的表达水平。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 23.0 统计软件进行数据处理与分

析，运用描述性统计方法 t检验比较miR⁃145表达水

平在不同组别的差异，ROC曲线法确定miR⁃145的
最佳截点，计算ROC曲线下面积及 95%可信区间

（95%CI），Kaplan⁃Meier曲线评估患者预后的影响因

素，P ≤ 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 上皮性卵巢癌组织及卵巢癌细胞中miR⁃145
表达水平的检测

Real⁃time PCR结果显示 miR⁃145在上皮性卵
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巢癌组织中的相对表达量显著低于正常卵巢组织

（图 1A）；与正常卵巢细胞相比，上皮性卵巢癌细胞

系中miR⁃145的表达水平明显降低，其中HO8910和
SKOV⁃3细胞中miR⁃145表达水平更低（图 1B，P <
0.01）。

2.2 检测miR⁃145在上皮性卵巢癌患者及健康对

照血清中的表达水平

卵巢癌患者血清中miR⁃145的表达水平明显低

于健康对照组（P < 0.01，图2）。
2.3 上皮性卵巢癌患者血清中miR⁃145表达与临

床病理特征的关系

血清miR⁃145表达水平与临床分期密切相关，

随着临床分期进展，血清miR⁃145的表达逐渐降低

（P < 0.05，表 1）。miR⁃145的表达与卵巢癌其他临

床病理特征，包括年龄、病理分级、组织学类型、淋

巴结是否转移、CA125的水平均无明显统计学差异

（P > 0.05）。
2.4 血清miR⁃145表达水平对上皮性卵巢癌的诊

断效率

根据上皮性卵巢癌患者及健康对照血清中的

miR⁃145表达水平绘制ROC曲线。结果显示，ROC曲

线下面积 0.890（95% CI：0.824~0.957），灵敏度为

77.8%，特异度为 91.1%，对应诊断界值 0.411，提示

miR⁃145在上皮性卵巢癌中有较高的诊断效率（图3）。
2.5 miR⁃145表达水平与预后的关系

上皮性卵巢癌患者的血清miR⁃145表达水平根

据中位数分为高表达组（n=25）及低表达组（n=20），

Kaplan⁃Meier曲线显示miR⁃145表达水平与患者无

进展生存率密切相关，miR⁃145低表达的患者无进

展生存率明显低于高表达患者（P < 0.01，图4A），在
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表1 上皮性卵巢癌患者血清中miR⁃145表达和临床病理因

素的相关性

Table 1 Relationship between miR⁃145 expression in se⁃
rum of patients with epithelial ovarian cancer
and clinical pathologic characteristics

因素

年龄

<50岁（n=23）
≥50岁（n=22）

临床分期

Ⅰ~Ⅱ（n=19）
Ⅲ~Ⅳ（n=26）

病理分级

G1,G2（n=21）
G3（n=24）

组织类型

浆液性（n=29）
其他类型（n=16）

淋巴结转移

是（n=15）
否（n=30）

CA125
≤200 U/mL（n=10）
>200 U/mL（n=35）
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总生存率方面，miR⁃145低表达的患者预后更差，表

现为总生存期缩短（P < 0.05，图4B）。
3 讨 论

卵巢癌是最致命的妇科恶性肿瘤之一，其中以

上皮性卵巢癌最常见，约占卵巢恶性肿瘤的 70％。

在过去几十年里，虽然手术联合化疗等治疗手段不

断进步，但卵巢癌复发率和病死率仍然很高，其5年
生存率仍低于 45%［8-9］。卵巢癌防治的关键在于早

期诊断、早期治疗。因此，探索高敏感性和特异性

的卵巢癌新型诊断及预后标记物以降低病死率迫

在眉睫。

目前有研究报道异常表达的microRNA可以作

为乳腺癌、肺癌、结直肠癌及其他肿瘤的生物标记

物［10-11］。Iorio等［12］发现不同miRNA表达谱可清楚

地区分卵巢癌和对照组，在卵巢癌患者组织中miR⁃
200c、miR⁃200b、miR⁃200a和miR⁃145明显下调，而

miR⁃125b⁃1、miR⁃140、miR⁃199a和其他25种miRNA
则上调。Nam等［13］在浆液性卵巢癌中评估了miRNA
表达谱，与正常卵巢组织比较，发现miR⁃21、miR⁃16、
miR⁃200和其他8个miRNA上调，而miR⁃145、miR⁃
100、miR⁃143和其他 9个miRNA下调。Chung等［14］

进行了血清、组织和腹水的miRNA分析，证实有95个
miRNA下调，88个miRNA上调。在所有3个标本中

具有一致改变的miRNA中，miR⁃145、miR⁃132、miR⁃
26a、miR⁃143和miR⁃98在卵巢癌患者的血清中明显

下调。

越来越多的证据表明，miR⁃145具有抗增殖和

促凋亡作用，可能是一种具有抑癌基因作用的

miRNA［15］。研究表明，miR⁃145通过负向调控靶基

因如 p53、高迁移率族蛋白A2、c⁃Myc和 p70S6K1的
表达，抑制卵巢癌细胞的增殖、侵袭和肿瘤生长，同

时促进细胞凋亡［16-17］。本研究显示miR⁃145在上皮

性卵巢癌中显著下调，从而推测其低表达可能促进

卵巢癌的发生发展。

同时也有研究发现miR⁃145可以在不同肿瘤的

检测中作为诊断性生物标记物。Ichimi等［18］发现

miR⁃145可作为膀胱癌诊断的生物标记物，miR⁃145
产生的曲线下面积（AUC）为0.861，可用于区分膀胱

癌和正常膀胱上皮，灵敏度为 90.5％，特异度为

77.4％。Ferm等［19］报道miR⁃145可以作为区分乳腺

癌患者与健康对照的一个潜在生物标记物，灵敏度

为 94.40％，特异度为 100％。然而，在Ng等［20］研究

中，miR⁃145单独用来区分肺癌和健康吸烟者只能

产生0.66的AUC（灵敏度55.9％，特异度56.3％）；而

miR⁃21、miR ⁃145、miR⁃155联合应用产生的AUC为

0.87（灵敏度 76.5％，特异度 81.3％）。这些结果表

明，不同肿瘤中miR⁃145的诊断价值存在差异。

然而很少有研究关注miR⁃145在卵巢癌中的临

床诊断及预后评估价值。本研究发现与健康对照

相比，卵巢癌患者血清miR⁃145的相对表达量显著
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下降。根据ROC分析结果提示miR⁃145在上皮性卵

巢癌中有较高的诊断效率，所以血清miR⁃145有望

成为卵巢癌诊断的新指标。此外，还发现miR⁃145
的表达水平与上皮性卵巢癌的临床分期呈负相

关，高表达miR⁃145的患者无进展生存率和总生存

率均较好，因此miR⁃145有望成为卵巢癌的预后评

估指标。
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