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血清miR-93含量与卵巢癌相关性研究
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摘要      卵巢癌的早期诊断率很低, 多数(约70%)被确诊时已经处于晚期, 所以开发非侵入性

的生物标志物协助进行早期诊断十分必要。该文研究了miR-93作为新型生物标志物在卵巢癌早期

诊断中的意义。该研究收集了正常人、良性卵巢肿瘤患者和恶性卵巢肿瘤患者各12例的血清, 用
荧光定量PCR方法对3组样本血清中miR-93、miR-21、miR-200c和miR-let-7f2的水平进行检测, 并
用2–ΔCt法对受试者工作特征曲线(receiver operating characteristic curve, ROC)等进行分析。结果显示, 
miR-93在卵巢癌患者中的相对水平明显高于对照组(P<0.05), 在ROC分析中, miR-93具有较高的诊

断价值(曲线下面积=0.889、灵敏度=0.917、特异性=0.833)。该结果表明, 血清中miR-93标志物作

为现有诊断方法的补充, 将有望提高卵巢癌的临床检出率。
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Study on the Correlation between Serum miR-93 and Ovarian Cancer
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Abstract       Most patients (70%) suffered from the ovarian cancer (OvCa) were diagnosed in advanced stage. It 
is essential to find out the non-invasive biomarkers to facilite the early detection of OvCa. This study was designed to 
investigate the role of miR-93 as a potential biomarker in the early diagnosis of ovarian cancer. We collected the serum 
samples from 12 healthy subjects, 12 benign tumor patients and 12 malignant tumor patients, respectively. Then Real-
time quantitative PCR (qRT-PCR) was used to detect the levels of miR-93, miR-21, miR-200c and miR-let-7f2, and 
the ROC (receiver operating characteristic curve) was analyzed by 2–ΔCt method. The results showed that the relative 
level of miR-93 in ovarian cancer patients was significantly higher than that in the control group (P<0.05). miR-93 had 
a high diagnostic value (AUC=0.889, sensitivity=0.917, specificity=0.833). These results suggested that serum miR-93 
could be used as a potential early diagnostic marker for ovarian cancer. And the serum miR-93 as a supplemental test 
of existing diagnostic methods was expected to improve the clinical detection rate of ovarian cancer. 
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卵巢癌是引起全球女性癌症死亡的第五大原

因[1], 因其具有发病隐匿、难以进行早期诊断、易复

发、治疗效果不佳和预后性差等特点, 病死率位居

妇科恶性肿瘤之首[2], 甚至超过宫颈癌和子宫内膜

癌的总和。约70%卵巢癌患者在诊断时已处于晚期, 
5年生存率仅不到30%[3]。与之相反, 早期卵巢癌患
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者5年生存率却在70%以上[4]。因此, 早期卵巢癌的

检测可以大幅度提高患者的预后。所以, 敏感、特

异性强的肿瘤标志物有助于疾病诊断、分期和预测

治疗效果, 从而进一步提高生存率[5]。

CA125(carbohydrate antigen 125)是目前最常用

于检测卵巢癌的生物标志物[6], 但是它对早期阶段

疾病的敏感性只有记载的40%[7]。此外, 已被证实即

使在一个高风险的人群中进行CA125筛选, 预测出

患癌的病例也大多是处于晚期阶段[8]。所以, 迫切需

要寻找更加灵敏的新型生物标志物以及研究当它单

独或结合CA125使用时能否更敏感和特异地检测出

卵巢癌患者。

最新研究显示, miRNA作为一类小分子调控

RNA, 由于它们在循环血清中相对稳定, 显现出可

能成为人类疾病包括癌症的血清标志物的优势[9]。

miRNA为非编码RNA, 在转录后水平对基因表达调

控起重要作用[10-11], 并在细胞分化、增殖和细胞周期

调控中产生重要影响[12]。血清中存在的循环miRNA
具有与不同肿瘤类型相关的特异性, 例如用作诊断

肺癌的miR-let-7[13-14]、诊断结肠癌的miR-141[15-16]、

诊断卵巢癌的miR-92等[17-18]。研究证实, 在恶性肿

瘤中miRNA基因表达相对于正常人会发生变化。有

些miRNA在癌症患者体内表达下调, 例如肺癌中的

let-7和白血病中的miRNA-15/16, 都是肿瘤抑制基

因, 分别抑制原癌基因Ras和BCL2(B-cell lymphoma 
2)的表达[19-20]。有些miRNA在癌症患者体内表达上

调, 例如miR-21和miR-17-92基因簇, 这些原癌基因

分别靶向实体肿瘤和血液系统恶性肿瘤中的肿瘤抑

制基因PTEN(phosphatase and tensin homolog deleted 
on chromosome ten)和E2F1(E2F transcription factor 
1)[21-22]。已有研究证明, 卵巢癌患者体内来源于肿

瘤细胞的循环miRNA和原发性肿瘤的miRNA有明

显的相关性[18], 特异性的循环miRNA可代替肿瘤

miRNA进行肿瘤的早期诊断[23]。针对早期诊断较为

困难的癌症类别(如卵巢癌)进行无创性血清筛查是

一种很有前景的诊断手段, 而且还能为肿瘤患者的

治疗和预后带来福音。

通过查阅相关参考文献[24-25], 本研究选择了14
个在卵巢癌患者体内水平异常的miRNA。经过预实

验筛选出4个血清水平较正常对照具有显著差异的

miRNA(P<0.05)。后续我们对这4个miRNA进行了扩

大样本的研究, 检测它们在不同组别样本中的相对

血清水平, 以寻找出敏感而特异的miRNA作为检测

卵巢癌的血清生物标志物。研究结果显示, 卵巢癌

患者血清中miR-93的水平明显高于正常人(P<0.05), 
miR-93具有作为卵巢癌早期诊断标志物的潜质。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   血清收集      收集2016年4月至2016年12月内

蒙古医科大学附属医院妇产科收治的12例卵巢癌患

者(恶性组)、12例良性卵巢肿瘤患者(良性组)和12
例健康女性(正常对照组)的血液样本, 并检测其血液

CA125的含量。血液样本标准为: 患者未接受化疗或

其他药物治疗。本研究已得到了内蒙古医科大学附

属医院伦理委员会批准。

1.1.2   细胞培养      卵巢癌细胞株(A2780)和正常卵

巢上皮细胞株(IOSE-80)均由本实验室保存。两细胞

系均在37 °C、5% CO2条件下DMEM培养基中培养。

1.2   miRNA提取

1.2.1    血清miRNA提取         取5 mL血液样本, 经
3 000 r/min离心10 min处理后, 取200 μL血清, 加入5
倍体积的QiAzol Lysis Reagent, 振荡均匀, 静置5 min
后加入3.5 μL(1.6×108 colies/μL)miRNeasy Serum/
Plasma Spik-In Control, 振荡混匀。其余步骤按照

miRNeasy血清/血浆RNA纯化试剂盒(QIAGEN公司

GmbH)说明书进行miRNA提取。收集到的RNA置

于–80 °C保存。 
1.2.2   细胞总RNA提取      使用TransZol™ Up试剂

盒(北京全式金生物技术有限公司), 严格按照说明

书步骤, 采用对贴壁培养细胞处理方法, 在无RNase
条件下提取总RNA。提取得到的总RNA置于–80 °C
保存。

1.3   逆转录和实时定量PCR
1.3.1   血清miRNA逆转录      应用Mir-X™ miRNA 
First-Strand Synthesis Kit(TaKaRa公司 ), 用上述

miRNA作为模版, 总反应体系为20 μL, 在PCR扩增

仪上进行逆转录和cDNA的PCR过程。反应条件为: 
37 °C 1 h; 85 °C 5 min; 降至4 °C后取出cDNA, 加
100 μL ddH2O, –20 °C保存备用。

1.3.2   细胞总RNA逆转录      应用Mir-XTM miRNA 
First-Strand Synthesis Kit(TaKaRa公司 )和 gDNA 
Remover(TransScript. One-Step gDNA Removal and 
cDNA Synthesis SuperMix试剂盒, 北京全式金生物
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技术有限公司), 按照说明书要求对细胞总RNA进行

逆转录。总反应体系和反应条件与血清miRNA逆转

录相同。

1.3.3   实时定量PCR     按照SYBR® Premix Ex Taq™ 
II(购自TaKaRa公司)说明书配制RT反应体系, 每个

样本设置3个平行反应复孔, 并进行3次平行实验, 反
应条件为: 95 °C预变性30 s; 定量分析模式(45个循

环): 95 °C 5 s; 60 °C 30 s; 熔解曲线模式: 95 °C 5 s; 
60 °C 1 min; 95 °C, Continuous; 降温: 50 °C 30 s。实

验所需上游引物均按照实时定量PCR引物设计原

则及miRNA的序列设计, 并交由上海生工生物工程

有限公司合成。选择Caenorhabditis elegans miR-39 
miRNA作为内参[26]。实时定量PCR所用上游引物

序列如表1, 下游引物使用mRQ 3′Primer(TaKaRa公
司)。所得数据用2–ΔCt法[27]进行分析。

1.4   统计分析

采用SPSS 22.0软件进行数据处理。两组间比

较使用t检验, 3组间比较使用单因素方差分析, 用受

试者工作特征曲线(receiver operating characteristic 
curve, ROC)表示对血清中miR-93、miR-21、miR-
200c和miR-let-7f2对卵巢肿瘤早期诊断价值的评估。

P<0.05为组间差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   血清miRNA相对水平比较

通过查阅相关参考文献[24-25], 我们筛选出14个
在卵巢癌患者体内水平异常的miRNA(表2)。通过

对8个样本(正常人、良性卵巢肿瘤各3例, 恶性卵巢

肿瘤2例)进行预实验, 筛选出4个表达水平相对于正

常对照具有显著差异(P<0.05)的miRNA, 即miR-93、
miR-21、miR-200c和miR-let-7f2。随后, 对正常人、

良性卵巢肿瘤患者、恶性卵巢肿瘤患者(各12例)进
行4个miRNA水平的检测(表3), 其中, miR-93水平在

恶性组、良性组较正常对照组差异最为显著, 且差

异具有统计学意义(P<0.05)。miR-21、miR-200c和
miR-let-7f2水平在良性组与正常对照组的差异具有

显著性(P<0.05), 而在恶性组与正常对照组的差异

不具有显著性(P>0.05)(图1)。 
2.2   细胞miRNA相对水平比较

我们分别在卵巢癌细胞株(A2780)和正常卵巢

上皮细胞株(IOSE-80)中提取得到miRNA, 并通过荧

光定量PCR检测了两种不同细胞系中miR-93等4个
miRNA的相对水平。如图2所示, miR-21、miR-200c
在细胞株A2780的相对水平相较细胞株IOSE-80没
有显著差异(P>0.05)。miR-let-7f2却在细胞株A2780
中上调, 这与其他相关研究结果不符[28]。miR-93在
卵巢癌细胞系中的水平明显高于正常卵巢上皮细

胞, 此结果与血清中miRNA一致。

2.3   miRNA与CA125水平趋势的分析

目前, CA125是最为普遍的检测卵巢癌的生物

标志物[6]。我们将良性组(编号1~12)和恶性组(编号

13~24)的所有个体的CA125水平和miR-93的相对水

平进行对比(图3), 可明显观察到它们的组间差异较

大。由于个体水平的差异, CA125水平和miR-93的
相对水平之间没有明显的相关性(图4A, rA=0.634)。
将良性组与恶性组进行比较, 可看出CA125水平与

肿瘤发展显著相关(P<0.001), miR-93的相对水平

在这两组之间没有显著差异, 但良性组和恶性组的

miR-93的相对水平均显著高于正常对照组(图1A)。
在良性组中, 有80%的个体CA125水平属于正

常范围(<35 U/mL)。91.6%的个体miR-93的相对水

平高于正常对照组, 且有50%的相对水平是正常对

表1   实时定量PCR引物序列

Table 1   Primer sequence of Real-time quantitative PCR
基因

Gene
上游引物序列(5′→3′)
Upstream primer sequence (5′→3′)

miR-93 CAA AGT GCT GTT CGT GCA GGT AG

miR-21 CGT AGC TTA TCA GAC TGA TGT TGA

miR-200a CGG TAA CAC TGT CTG GTA ACG ATG

miR-let-7f2 GCG TGA GGT AGT AGA TTG TAT AGT T

miR-39 TCA CCG GGT GTA AAT CAG CTT G

表2   预实验miRNA相对水平变化趋势

Table 2   Changes of relative levels of miRNA in pre-
experiment

上调

Upregulated
下调

Downregulated
其他

Else

miR-141 miR-21 miR-let-7f2 miR-200b

miR-200a miR-200c miR-let-7f1

miR-205 miR-494 miR-let-7i

miR-29c miR-296

miR-93 　 miR-106b

“其他”一栏所列miRNA水平变化包括趋势不明显, 或者趋势与已有

研究不符。

The changes in miRNA levels listed in the “Else” column include trends 
that are not obvious, or not consistent with existing research.
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照组的2倍以上。CA125作为现有的临床检测手段, 
对良性卵巢肿瘤、早期卵巢癌的诊断准确度均不高。

就本文的数据来看, CA125对于良性卵巢肿瘤的检

测准确率仅约20%, 其中12号样本还患有盆腔重度

黏连, 也导致了CA125的升高, 而miR-93的检测准确

度高于50%。对于良性卵巢肿瘤, 血清miR-93或具

有比CA125更高的诊断价值。

图4显示, 卵巢癌患者血清中miR-93、miR-21、

表3   正常对照组、良性组、恶性组血清中4种miRNA相对水平

Table 3   The serum relative levels of the four miRNAs for normal (N), benign tumor (BT) and ovarian cancer (OvCa)

组别

Groups

miR-93 miR-21 miR-200c miR-let-7f2

相对水平

Relative level
P值
P value

相对水平

Relative level
P值
P value

相对水平

Relative level
P值
P value

相对水平

Relative level
P值
P value

N 0.112 [0.018; 0.394] 0.146 [0.024; 0.255] 0.009 [0.0001; 0.026] 0.052[0.007; 0.137]

BT 0.345 [0.108; 0.163] 0.024 6 1.332 [0.512; 2.582] 0.000 1 0.028 [0.005; 0.066] 0.007 7 0.188[0.057; 0.674] 0.026 7

OvCa 0.513 [0.077; 1.994] 0.023 8 1.191 [0.138; 6.431] 0.051 8 0.054 [0.001; 0.240] 0.060 9 0.143[0.757; 0.004] 0.156 9
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图1   恶性组、良性组、正常对照组的miR-93(A)、miR-21(B)、miR-200c(C)、miR-let-7f2(D)的2–ΔCt的散点图

Fig.1   Scatter plots of miR-93 (A), miR-21 (B), miR-200c (C), miR-let-7f2 (D) serum relative concentrations of normal, benign 
tumor and ovarian cancer

图2   不同细胞系中miR-93、miR-21、miR-200c和miR-let-7f2的相对水平

Fig.2   The relative levels of miR-93, miR-21, miR-200c and miR-let-7f2 in different cell lines
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图3  良性组(12例, 编号1~12)和恶性组(12例, 编号13~24)的血清miR-93相对水平(2–ΔCt)和CA125(U/mL)水平比较

Fig.3   Individual profiles of the levels of miR-93 (2–ΔCt) and CA125 (U/mL) in serum samples from patients with benign ovarian 
diseases (n=12, numbers 1-12) and OvCa patients (n=12, numbers 13-24)
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图4   血清miR-93、miR-21、miR-200c、miR- let-7f2相对水平(2–ΔCt)和CA125(U/mL)水平的相关性

Fig.4   The scatter plots show the correlations of the levels (2–ΔCt) of serum miR-93, miR-21, miR-200c and miR-let-7f2 with the 
CA125 values (U/mL) of OvCa patients
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卵巢癌的临床检出率。

3   讨论
我们使用实时定量PCR检测血清, 结果发现, 

miR-93、miR-21、miR-200c和miR-let-7f2水平在卵

巢肿瘤患者中较正常对照具有显著差异(P<0.05)。
其中, miR-93、miR-21和miR-200c的水平上调, miR-
let-7f2的水平下调。miRNA作为通过调控原癌基因

或抑癌基因的表达参与肿瘤发生, 具有成为卵巢癌

生物标志物的前景。

本研究中, 在卵巢肿瘤患者和正常对照组血清

miR-93水平的差异最为明显且稳定。ROC分析显示, 
miR-93具有较高的诊断价值(AUC=0.889、灵敏度

=0.917、特异性=0.833)。对于卵巢肿瘤患者, miR-

93基因的过度表达常与较短的生存时间相联系[29]。

已有研究表明, 在淋巴瘤转基因小鼠模型中过表达

与miR-93属于同家族的miR-17-92基因将会加速淋

巴瘤的形成和扩散[30]。在胃癌中, miR-17-92基因簇

负调控TGFβ(transforming growth factor β)肿瘤抑制

因子的活性[31]。这些已有的结论都与本研究结果相

一致, 并且为miR-93具有作为卵巢癌血清标志物的

潜力提供了实验支持。

外周血中的miRNA可以在一定程度上抵抗核

糖核酸酶的破坏, 并且miRNA具有较强的耐酸碱性, 
可反复冻融, 能长期保存并且稳定存在[32]。由于血

清miRNA提取的技术不断进步, 提取纯度升高且成

本下降, 这为miRNA作为卵巢肿瘤检测的生物标志

物提供了技术上的支持。综上所述, 使用miR-93作

A: ROC曲线显示miRNAs的诊断价值; B: 最佳截断点的灵敏度和特异性。

A: the ROC curve shows the diagnostic value of miRNAs; B: sensitivity and specificity of optimal cut off point.
图5   血清miRNAs和CA125的ROC分析

Fig.5   ROC analyses of serum miRNAs and CA125
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miR-200c和miR-miR-let-7f2的相对水平与CA125
水平相关性较弱 (rA=0.634、rB=0.239、rC=0.329、
rD=0.257)。
2.4   miRNA与CA125的ROC曲线分析

参照CA125的正常范围(<35 U/mL), 选择中位

数18 U/mL作为对照组的CA125值; 以病理诊断结果

作为金标准并利用各miRNA的2–ΔCt值将正常对照组

和恶性组进行ROC分析(图5A)。结果显示, ROC分
析中CA125的AUC=0.917(P<0.01), 同时4个miRNA
的曲线下面积分别为0.889、0.937、0.688、0.625, 
均具有一定的诊断价值(图5B)。将4个miRNA逐

个联合分析, AUC均高于0.940(P<0.001), 其中将

miR-93、miR-21、miR-200c、miR-let-7f2进行联合

后AUC=1.000(P<0.001), 但由于miR-let-7f2和miR-
200c在恶性组和正常对照组的水平差异不具有显著

性(PmiR-21=0.119, PmiR-200c=0.299), 此组合是否能用于

临床诊断还需进一步实验验证。

综上分析, miR-93水平在恶性组相较对照组具

有稳定且显著的上调, 且miR-93的AUC>0.850, 表示

具有较高的诊断价值。因此, 血清miR-93具有作为

卵巢癌早期诊断标志物的潜力, 如果把血清miR-93
作为现有诊断方法的补充检测手段将有望可以提高
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为卵巢癌血清标志物或血清CA125检测的有效补

充, 在一定程度上提高卵巢癌诊断的准确性。

鉴于本研究发现miR-93在卵巢癌患者血清里

的表达水平显著上升, 我们希望能进一步探明miR-
93在卵巢癌细胞里表达异常的分子机制。Chen
等 [33]在卵巢癌细胞系OVCAR3、SKOV3/DDP和
HO8910-PM中过表达miR-93发现, 细胞在G1期或

S期出现异常停滞或凋亡, 癌细胞的增殖受到了

抑制; 同时检测到, RhoC(Ras homolog gene family 
member C)、P70S6K(ribosomal protein S6 kinase, 
70 kDa)、Bcl-xL(B-cell lymphoma-extra large)等在

mRNA水平或蛋白质水平的下调。但由于miRNA
的作用与靶基因相关, miR-93在不同癌症里所担任

的角色往往不同。Lyu等[34]发现, miR-93直接靶向

抑制TGFβR2(transforming growth factor β receptor 
2)的表达 , 导致PI3K(phosphatidylinositol 3 kinase)/
PKB(protein kinase B, 也称为Akt)信号通路的失调, 
进而促进鼻咽癌的发展。Tang等[35]对miR-93在结肠

癌里的研究发现, miR-93通过靶向Smad7参与Wnt/
β-catenin信号通路, 从而抑制结肠癌的发展。我们

利用生物信息学手段预测的miR-93潜在靶基因数量

有上千个。同时, 还有一些研究表明, miRNA与它的

靶基因呈反馈环式调节[36]。miRNA的调控机制十分

复杂, 它是如何特异性发挥其表观遗传调控功能还

有待于进一步的研究。

本研究存在样本量有限, 缺乏长期随访调查而

无法推测卵巢肿瘤患者接受治疗后血清miRNA水平

的变化等不足。此外, 我们尚不清楚这些与卵巢肿

瘤相关的血清miRNA到底是由肿瘤组织产生分泌到

内环境里, 还是与涉及宿主免疫反应和应激过程产

生的miRNA, 也不清楚它们的具体作用机制和信号

通路, 这些都有待于进一步的研究。同时, 通过制作

基因芯片筛选出更多与卵巢肿瘤相关的miRNA, 或
将为卵巢癌的诊断和治疗提供更多途径。
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