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子宫内膜癌患者血清ｍｉＲ－２０５检测方法的建立

李 军 １，蔡 虎 ２△

（１．陕西省药品技术审核查验中心，陕西 西安 ７１００６５； ２．陕西省医疗器械质量监督检验院，陕西 西安 ７１２０４６）
摘要：目的 建立检测子宫内膜癌患者血清中 ｍｉＲ－２０５表达水平的实时荧光定量聚合酶链式反应（ＲＴ－ＰＣＲ）法。方法 设计 ｍｉＲ－２０５
逆转录引物和 ＰＣＲ扩增引物进行 ＲＴ－ＰＣＲ，以 Ｕ６为内参，检测试验组和健康对照组患者血清中 ｍｉＲ－２０５的表达水平；采用酶联免
疫吸附（ＥＬＩＳＡ）法检测患者血清中 Ｃ反应蛋白和基质金属蛋白酶２（ＭＭＰ－２）的含量。结果 试验组患者血清中 ｍｉＲ－２０５的表达水平
显著高于健康对照组（Ｐ＜０．０５）；试验组患者血清 ＣＲＰ的含量为 ５．３６７ｍｇ／Ｌ，显著高于健康对照组的 ２．４３２ｍｇ／Ｌ（Ｐ＜０．０５）；两组
ＭＭＰ－２含量无显著差异（Ｐ＞０．０５）。结论 所建立 ＲＴ－ＰＣＲ法检测ｍｉＲ－２０５表达水平快速简便、灵敏度高、特异性好，在子宫内膜癌
的辅助诊断中有较好的应用前景。

关键词：实时荧光定量聚合酶链式反应；ｍｉＲ－２０５；Ｃ反应蛋白；子宫内膜癌
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表１ 样品总 ＲＮＡ质量浓度（ｎｇ／μＬ）

１
１７７．２
２０４．８

２
１７８．４
１９８．３

３
１８０．４
１８５．９

４
１８３．５
３５６．４

５
１９０．６
２４７．９

６
１７４．５
３０５．１

７
２８５．４
１８９．５

８
１６９．２
３４６．１

９
１９０．１

１０
１９２．３

组别

健康对照组

试验组

ＭｉｃｒｏＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）是一种内源性非编码单链小分
子 ＲＮＡ，其 ５′端为磷酸基团、３′端为羟基基团，长度为
２１～２５个核苷酸。ｍｉＲＮＡ主要通过结合 ｍＲＮＡ来抑制
蛋白翻译过程或酶解切割ｍＲＮＡｓ来调控基因的表达犤１犦。

最新研究表明，ｍｉＲ－２０５在许多类型的癌症中均异常
表达，如头颈部肿瘤、鳞状细胞癌、膀胱肿瘤和子宫内膜

癌等犤２－４犦。子宫内膜癌为最常见的妇科肿瘤，占妇科恶

性肿瘤的 ２０％ ～３０％，严重威胁女性健康。子宫内膜
癌好发于绝经后妇女，但近年来发病人群有年轻化趋

势，且其发病率不断上升。本研究中建立了荧光定量

聚合酶链式反应（ＲＴ－ＰＣＲ）法，检测 ｍｉＲ－２０５在子
宫内膜癌患者血清中的表达，探讨能否将 ｍｉＲ－２０５
作为新的肿瘤标志物，用于子宫内膜癌的早期诊断。

现报道如下。

１ 材料与方法

１．１ 样本血清、仪器与试剂
样本血清：以择期行妇科手术的８例子宫内膜癌患

者为试验组，年龄 ３６～６５岁，平均 ４４岁；以 １０例健康
者为健康对照组，年龄３８～５２岁，平均４５岁。上述研究对
象均取外周静脉血３ｍＬ，常规分离血清，于－８０℃贮存。

仪器：ＣＦＸ３８４型荧光定量聚合酶链式反应（ＲＴ－
ＰＣＲ）仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司）；ＤＵ７００型紫外分光光度计
（美国ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司）；ＣＴ１５ＲＥ型高速冷冻离心
机（日本 Ｈｉｔａｃｈｉ公司）；ＭＤＦ－Ｕ５４１２型－８０℃低温冰
箱（日本 Ｓａｎｙｏ公司）；ＭＸ－Ｓ型涡旋振荡器（美国
Ｓｃｉｌｏｇｅ公司）；ＥＰＯＣＨ型酶标仪（美国ＢｉｏＴｅｋ公司）。

试剂：Ｔｒｉｚｏｌ（日本 Ｔａｋａｒａ公司，批号为 ９１０８）；
ｍｉＲ－２０５，Ｕ６Ｐｒｉｍｅｒ（广州锐博生物科技有限公司）；逆
转录试剂和 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲｒｅａｇｅｎｔｓ（日本 Ｔｏｙｏｂｏ公
司）；Ｃ反应蛋白酶联免疫吸附（ＥＬＩＳＡ）试剂盒（上海雅
吉生物科技有限公司，批号为ＸＳ０１８０４）；基质金属蛋白
酶 ２（ＭＭＰ－２）ＥＬＩＳＡ试剂盒（上海户实医药科技有限
公司，批号为ＨＳ３３４５）；氯仿、异丙醇、无水乙醇、焦碳酸
二乙酯牗ＤＥＰＣ牘、水（华美生物工程有限公司）。
１．２ 方法

总ＲＮＡ的提取：取样本血清３００μＬ，加入Ｔｒｉｚｏｌ试
剂 １ｍＬ，振荡裂解细胞，室温静置 ３０ｍｉｎ；加入氯仿
２００μＬ混匀，冰置 １０ｍｉｎ。４℃下，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ；取上清液 ２００μＬ，加异丙醇 ２００μＬ，上下颠倒
混匀，冰置１５ｍｉｎ；４℃下，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ；弃
上清液，加 ＤＥＰＣ水 １ｍＬ配制的 ７５％乙醇混匀，４℃
下，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ；弃上清液，冰上晾干 ５～
１０ｍｉｎ，加入 ＤＥＰＣ水 ２０～３０μＬ溶解 ＲＮＡ。在 ２６０ｎｍ
和 ２８０ｎｍ波长处检测吸光度（ＯＤ）值，确定 ＲＮＡ的纯
度和浓度。

ｃＤＮＡ的合成：逆转录反应体系为 ２０μＬ，５×逆转
录缓冲液 ４μＬ，ｄＮＴＰ０．７５μＬ，ｍｉＲ－２０５逆转录引物
１．２μＬ，Ｍ－ＭＬＶ逆转录酶０．２μＬ，总 ＲＮＡ样本５μＬ，
ＤＥＰＣ水 ８．８５μＬ。反应条件为 １６℃、３０ｍｉｎ，４２℃、
３０ｍｉｎ，８５℃、５ｍｉｎ。

血清中 ｍｉＲ－２０５含量的检测：ＰＣＲ反应体系
（１０μＬ）为 ＳＹＢＲ５μＬ，上下游引物各 ０．４μＬ，ｃＤＮＡ模
版 １μＬ，ＴａｑＤＮＡ聚合酶 ０．１μＬ，ＤＥＰＣ水 ３．１μＬ。反
应条件为９５℃预变性３ｍｉｎ，９５℃变性１２ｓ，６２℃退火
５０ｓ，循环４０次。反应结束后，定量分析 ＰＣＲ获得的熔
解曲线和扩增曲线的可靠性，并设定循环阈值（Ｃｔ），以
ｍｉＲ－２０５／Ｕｂ比值代表其相对表达水平，２－△△ Ｃｔ法计
算其相对表达量。

血清中 ＣＲＰ和 ＭＭＰ－２含量的检测：取样本血清
适量，各孔加入相应待测样本血清 ４０μＬ及抗 ＣＲＰ和
ＭＭＰ抗体１０μＬ，每孔加入辣根过氧化物酶标记的检测
抗体 ５０μＬ，以封板膜封住反应孔，３７℃孵育 １ｈ；弃上
清液，重复洗 ５次；每孔加入底物 Ａ、Ｂ各 ５０μＬ，３７℃
避光孵育 １５ｍｉｎ；每孔加入终止液 ５０μＬ，１５ｍｉｎ内用
酶标仪测定在 ４５０ｎｍ波长处的 ＯＤ值。以 ＯＤ值代表
其相对含量。设立对照孔。

１．３ 统计学处理
采用ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ５统计学软件分析。

２ 结果

２．１ 样品纯度
样品总 ＲＮＡＯＤ２６０／ＯＤ２８０在 １．８～２．０之间（见

表 １），表明提取纯度较好，ＲＮＡ几乎无降解，可进行下
一步的实时荧光定量ＰＣＲ。

２．２ 引物特异性
ｍｉＲ－２０５和Ｕ６的熔解曲线峰值单一，未见其他杂

峰信号；ｍｉＲ－２０５熔解温度为７５．４℃，Ｕ６熔解温度为
８０．３℃（见图 １）。说明本试验中设置的 ＲＴ－ＰＣＲ参数
合理，ｍｉＲ－２０５、Ｕ６逆转录引物和扩增引物能成功扩增
出对应的片段，产物特异性较好，试验结果较可靠。

２．３ ｍｉＲ－２５表达水平
健康对照组产生微弱的非特异性信号，且明显滞后

于试验组。试验组患者血清中 ｍｉＲ－２０５的表达水平显
著高于健康对照组（Ｐ＜０．０５）。详见图２。
２．４ ＣＲＰ和ＭＭＰ－２含量

试验组患者血清 ＣＲＰ的含量为 ５．３６７ｍｇ／Ｌ，显著
高于健康对照组的 ２．４３２ｍｇ／Ｌ（Ｐ＜０．０５），两组的
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图１ 熔解曲线

健康对照组

ＣＲＰ含量／ｍｇ·Ｌ－１
６

４

２

０
试验组 健康对照组

ＭＭＰ－２含量／μｇ·Ｌ－１
３０

２０

１０

０
试验组

图３ ＣＲＰ和 ＭＭＰ－２含量



１５

１０

５

０



健康对照组 试验组

注：与健康对照组比较，Ｐ＜０．０５。图３同。
图２ ｍｉＲ－２０５表达水平

ｍｉＲ－２０５相对表达量

ＭＭＰ－２含量无显著差异（Ｐ＞０．０５）。详见图３。
３ 讨论

子宫内膜癌的发病机制尚未明确，目前尚无有效的

预防机制。ｍｉＲＮＡ是一类非编码小分子ＲＮＡ，其通过碱
基互补配对结合特异的靶向ｍＲＮＡ，从而抑制靶向ｍＲ
ＮＡ的翻译或降解靶向 ｍＲＮＡ，从而发挥其癌基因或抑
癌基因的功能。

有研究利用 ｍｉＲＮＡ芯片技术发现，子宫内膜癌患
者的血清中有多个 ｍｉＲＮＡ表达上调，其中 ｍｉＲ－２０５
的上调最显著犤５犦。也有报道 ｍｉＲ－２０５和 ｍｉＲ－３４２可
作为诊断三阴性乳腺癌的潜在生物标志物犤６犦，ｍｉＲ－２０５
通过靶向 ＺＥＢ１和 Ｕｂｃ１３作为肿瘤的放射致敏剂犤７－８犦。

ｍｉＲ－２０５下调可明显抑制肿瘤细胞的增殖与迁移，且
能促进抑癌基因 ＪＰＨ４的表达，从而抑制子宫内膜癌的
发生及发展犤３－４犦。也有研究发现，在子宫内膜癌细胞抑制

靶向Ａｋｔ－ｍＴＯＲ通路的ｍｉＲ－２０５，为孕激素受体型子宫
内膜癌提供了一种潜在的、新的治疗方法犤９犦，ｍｉＲ－２０５通
过靶向ＰＴＥＮ调控人子宫内膜癌犤１０犦。ＳＵ等犤１１犦发现，ｍｉＲ－
２０５通过靶向子宫内膜癌中的抑癌基因ＥＳＲＲＧ促进了
肿瘤的增殖和侵袭。

本研究中建立了ＲＴ－ＰＣＲ法检测血清中的ｍｉＲ－

２０５，该方法快速便捷、灵敏度高、特异性好。但由于样本
量较少，今后还需增加样本量进一步证明该方法的稳定

性。同时，本研究中发现ＣＲＰ在子宫内膜癌患者的血清
中异常高表达。由于 ｍｉＲ－２０５与肿瘤浸润相关，而
ＣＲＰ也与肿瘤浸润转移有关，因此推测子宫内膜癌患者
ｍｉＲ－２０５的异常表达可能是由于 ＣＲＰ的高表达引起。
由于 ｍｉＲ－２０５在多种肿瘤中存在表达异常，能否通过
两种或多种 ｍｉＲＮＡ联合诊断子宫内膜癌的设想，也为
今后的临床研究提供了新的思路。
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