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 临床经验 CLINICAL PRACTICE

血浆miR-210联合血清肿瘤标志物对胰腺癌的诊断价值

胡应霞, 张海蓉, 石 围, 唐君瑞

®

■背景资料
胰腺癌是一种常
见的严重威胁人
类健康的消化系
恶性肿瘤 ,  目前 , 
临床上外科手术
切除仍是胰腺癌
的唯一治愈方法, 
而大部分确诊时
已失去手术机会. 
目前常用的血清
肿瘤标志物中糖
链抗原1 9 9 ( ca r-
bohydrate antigen 
199, CA199)作为
胰腺癌的早期诊
断及胰腺癌的筛
选指标尚有许多
不足 .  因此需要
发现新的肿瘤标
志物. 
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Abstract
AIM: To evaluate the diagnostic value of the 
combination of plasma miR-210 with serum 
tumor markers in patients with pancreatic 
cancer.

METHODS: Sixty patients with pancreatic cancer, 
twenty patients with chronic pancreatitis, and 
ten normal people were included in the study. 
Total RNA was extracted from plasma samples 
for measurement of miR-210 levels using real-
time PCR. Simultaneously, serum tumor markers 
carbohydrate antigen 199 (CA199), CA242 
and carcino-embryonic antigen (CEA) were 
determined. The relationship between miR-210 
levels and clinical characteristics of pancreatic 

cancer patients was analyzed. The diagnostic 
efficiency of combination of plasma miR-210 with 
serum tumor markers CA199, CA242, and CEA 
in pancreatic cancer patients was evaluated.

RESULTS: The relative abundance of plasma 
miR-210 was significantly higher in the pancreatic 
cancer group than in the chronic pancreatitis and 
normal groups (4.12 ± 4.51 vs 1.49 ± 3.94, -1.73 ± 4.82; 
P < 0.01 for both). Plasma miR-210 levels showed 
no significant correlation with CA199, CA242, 
CEA, tumor diameter, TNM stage or clinical stage 
in pancreatic cancer patients. Analysis using a 
binary logistic regression model showed that the 
diagnostic sensitivity and specificity of miR-210 
alone were 96.7% and 50% for the pancreatic 
cancer group vs normal group, 95% and 25% for 
the pancreatic cancer group vs chronic pancreatitis 
group, and 86.7% and 40% for the pancreatic 
cancer group vs chronic pancreatitis and normal 
group. When plasma miR-210 was combined with 
serum tumor markers CA199, CA242, or CEA, the 
sensitivity and specificity in the three groups were 
96.7% and 70%, 90% and 85%, 86.7% and 90%, 
respectively.

CONCLUSION: The combination of plasma 
miR-210 with serum tumor markers CA199, 
CA242 or CEA can improve diagnostic efficiency 
in patients with pancreatic cancer.

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的:  探讨血浆m i R-210联合血清肿瘤标
志物糖链抗原199(carbohydrate antigen 199, 
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■研发前沿
微小RNA(micro-
RNA, miRNA)是
内源性的非编码
RNA分子 ,  具有
抑癌基因与癌基
因的双重作用, 是
与肿瘤发生发展
有关的新的调节
分子家族之一 . 
miRNA比mRNA
更短, 抵抗核酸酶
降解的能力更强, 
基于miRNA的诊
断结果也就更可
靠 .  miRNA在血
清中可长期稳定
存在, 且不易被降
解. 故有望成为胰
腺癌诊断标志物.

CA199)、CA242、癌胚抗原(carcino-embryonic 
antigen, CEA)对胰腺癌的诊断价值.  

方法: 对60例胰腺癌患者、20例慢性胰腺炎
患者及10例正常对照组的血标本进行RNA抽
提, 并进行miR-210的实时PCR检测, 同时对
血清肿瘤标志物CA199、CA242、CEA进行
检测, 分析血浆miR-210相对表达量与临床特
征的关系, 评估血浆miR-210联合血清肿瘤标
志物CA199、CA242、CEA对胰腺癌的诊断
效能.  

结果: miR-2l0在胰腺癌血浆中的相对表达量
显著高于慢性胰腺炎组及正常对照组(4.12
±4.51 vs  1.49±3.94, -1.73±4.82; 均P <0.01), 
胰腺癌患者血浆m i R-21水平与C A199、
CA242、CEA、肿瘤最大直径、TNM分期
及临床分期无关. 经二分类Logistic回归模型
分析发现, 血浆miR-210单独在胰腺癌组比
正常组、胰腺癌组比慢性胰腺炎组和胰腺癌
组比慢性胰腺炎组+正常组中的敏感性、特
异性分别为: 96.7%、50.0%; 95.0%、25.0%; 
86.7%、40.0%. 血浆miR-210联合肿瘤标志
物C A199、C A242、C E A后在以上三组中
的敏感性、特异性分别为: 96.7%、70.0%; 
90.0%、85.0%; 86.7%、90.0%. 

结论:  血浆m i R-210联合血清肿瘤标志物
CA199、CA242、CEA能提高胰腺癌的诊断
效能. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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诊断价值

核心提示: 本研究探讨血浆miR-210联合血清肿
瘤标志物糖链抗原199(carbohydrate antigen 199, 
CA199)、CA242、癌胚抗原(carcino-embryonic 
ant igen, CEA)对胰腺癌的诊断价值, 结果显示
血浆m i R-210联合血清肿瘤标志物C A199、
CA242、CEA能提高胰腺癌的诊断效能.
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0  引言

胰腺癌是一种常见的严重威胁人类健康的消

化系恶性肿瘤, 据世界卫生组织(World Health 

O rg a n i z a t i o n, W H O)2008年全球癌症报告

(GLOBOCAN, 2008)数据统计[1], 全世界范围

内每年胰腺癌发病人数约为27.87万, 居恶性肿

瘤的第12位. 2008年在我国全部登记地区胰腺

癌发病率居所有恶性肿瘤第7位, 死亡率居第6
位[2]. 患者总体5年生存率<5%[3]. 目前, 临床上

外科手术切除仍是胰腺癌的唯一治愈方法, 而
大部分确诊时已失去手术机会. 相关资料显示

目前常用的血清肿瘤标志物中CA199在胰腺癌

诊断中的敏感性为70%-80%[4], 而特异性甚至

不到50%[5], 作为胰腺癌的早期诊断及胰腺癌

的筛选指标尚有许多不足. 故寻找一种早期诊

断胰腺癌敏感性和特异性高的肿瘤标志物尤为

重要. 微小RNA(microRNA, miRNA)是内源性

的非编码RNA分子, 具有抑癌基因与癌基因的

双重作用, 在细胞增殖、分化和凋亡等方面发

挥重要的作用, 是与肿瘤发生发展有关的新的

调节分子家族之一. 许多研究[6-13]表明, miRNAs
可作为肿瘤诊断标志物, 也可用于肿瘤的鉴别

和预后判断. 本研究旨在探讨血浆miR-210联
合血清肿瘤标志物糖链抗原199(carbohydrate 
a n t i g e n 199, C A199)、C A242、癌胚抗原

(carcino-embryonic antigen, CEA)对胰腺癌的

诊断价值.   

1  材料和方法

1.1 材料 收集2012-08/2013-10昆明医科大学第

一附属医院收治的60例胰腺癌患者, 所有胰腺

癌患者均经手术病理或影像学诊断证实. 20例
慢性胰腺炎患者通过影像学诊断, 并随访半年

以上无肿瘤发生. 10例年龄、性别匹配的正常

对照健康体检者, CA199、CA242、CEA及腹

部超声均未见异常, 无任何肿瘤病史. miRcute 
miRNA cDNA第一链合成试剂盒和miRcute 
miRNA荧光定量检测试剂盒购自TIANGEN公

司, hsa-miR-210、内参U6购自Qiagen公司. 普通

PCR扩增仪为日本TakaRa公司, 实时荧光定量

PCR仪为Stratagene公司的Mx3000P. 
1.2 方法
1.2.1 血液总RNA的提取: 采集患者的EDTA抗

凝外周静脉血2 mL, 储存于4 ℃冰箱, 2 d内进

行处理. 将外周血移入装有人淋巴细胞分离液

的玻璃试管中, 然后在6 ℃下3000 g离心20 min, 
之后将中间液转入另一份装有生理盐水的玻璃

试管中, 6 ℃下3000 g离心10 min, 将玻璃试管

WCJD|www.wjgnet.com

■相关报道
研究表明 ,  miR-
210与缺氧及癌症
有关, 其是内皮细
胞对于低氧环境
产生的一个重要
物质. miR-210在
胰腺癌组织中高
表达, 并可与慢性
胰腺炎及正常组
织区分. 同样, 在
胰腺癌患者的血
浆中miR-210表达
量亦升高, 同样可
与慢性胰腺炎及
正常对照组区分.
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底物转入1.5 mL EP管中, 加入1 mL TRIzol液, 
反应5 min, 加入氯仿200 μL, 混匀6 ℃下12000 
g离心15 min, 之后将上层液转至另一份1.5 mL 
EP管中, 加入异丙醇500 μL, 混匀6 ℃下12000 g
离心10 min, 倒掉管中液体, 加入750 mL/L乙醇

1 mL, 6 ℃下12000 g离心10 min, 倒掉管中液体, 
室温下干燥10 min, 根据EP管底白色胶状物大

小分别加入30-100 μL RNase-free water, 溶解后

-80 ℃保存. 
1.2.2 RNA浓度及纯度检测: 用Thermo Scientific 
BioMate 3S紫外可见分光光度计进行检测.  
1.2.3 cDNA的合成及荧光定量PCR: 根据RNA
浓度的不同切取2-5 μL, 用miRcute miRNA 
cDNA第一链合成试剂盒进行反转, 反应条件

为37 ℃ 60 min. 取反转产物0.5 μL作为模板, 
用miRcute miRNA荧光定量检测试剂盒进行

Real-Time PCR检测, 所有反应采用三复孔, 反
应条件为94 ℃ 2 min, 94 ℃ 20 s, 60 ℃ 34 s, 40
个循环. 采用Stra tagene公司的实时荧光定量

PCR仪Mx3000P进行检测, U6作为内参, 相对

定量值 = -△△Ct = -[(Ct目的基因-CtU6)实验样本-(Ct目
的基因-CtU6)对照样本]. 
统计学处理 采用SPSS17.0统计软件进行

处理, 计量资料符合正态分布用mean±SD表

示, 符合偏态分布用median±Q表示, 相对定量

值成偏态分布、方差不齐采用Mann-WhimeY 
U 检验 ,  建立二分类 l o g i s t i c回归模型 ,  应用

ROC曲线评价诊断效能, P <0.05为差异有统计

学意义.  

2  结果

2.1 一般情况 60例胰腺癌中, 男33例, 女27例, 中
位年龄58(33-81)岁, 其中胰头癌44例、胰体尾

癌16例, TNM分期, Ⅰ期19例、Ⅱ期17例、Ⅲ期

8例、Ⅳ期16例. 20例慢性胰腺炎中, 男19例, 女
1例, 中位年龄49岁(33-78岁). 10例对照中, 男5
例, 女5例, 中位年龄52岁(27-65岁).  
2.2 提取的RNA质量检测 所有样品浓度较好, 
A 260/280均在1.8-2.1之间. 
2.3 不同组别血浆miR-210水平 胰腺癌患者血浆

miR-210水平均高于慢性胰腺炎组和正常对照

组(P <0.01), 慢性胰腺炎患者血浆miR-210水平

高于正常对照组, 但差异无统计学意义(图1). 
2.4 血浆miR-210水平与胰腺癌患者临床特征
的关系 胰腺癌患者血浆miR-210水平与患者性

别、年龄、CA199、CA242、CEA、肿瘤最大

直径、TNM分期、临床分期均无关(表1).
2.5 ROC曲线下面积 血浆miR-210的ROC曲线

下面积, 在胰腺癌组+正常组、胰腺癌组+慢性

胰腺炎组、胰腺癌+慢性胰腺炎组+正常组的3
组人群中血浆miR-210诊断胰腺癌的AUC分别

为(0.870, 95%CI: 0.770-0.970)、(0.788, 95%CI: 
0.685-0.892)、(0.816, 95%CI: 0.728-0.903).  
2.6 诊断效能 根据不同组人群中血浆miR-210
及CA199+CA242+CEA的表达量建立二分类

Logistic回归(entry 0.05, removal 0.1), 将Logistic
回归模型的估算概率>0.5被判定诊断为胰腺癌. 
将血浆miR-210、CA199/CA242/CEA单独及联

合在胰腺癌比正常对照组、胰腺癌比慢性胰腺

炎组和胰腺癌比慢性胰腺炎及正常对照组中的

敏感性、特异性、准确性、阳性似然比(LR+)
及阴性似然比(LR-)做比较, 发现血浆miR-210在
各组单独诊断中敏感性较高, 但特异性稍低, 同
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表  1  血浆miR-210水平与胰腺癌患者临床特征的关系

临床特征 数值
miR-210

r 值 P值

性别 -0.051 0.697

年龄(岁)   57.87±12.32  -0.024a 0.858

CA199(U/mL) 142.82±198.91  -0.097a 0.460

CA242(U/mL)   45.77±160.5     0.013a 0.924

CEA(ng/mL)     3.46±5.19      0.044a 0.737

肿瘤最大直径(cm)     3.91±1.88  -0.004a 0.977

T stage -0.047 0.722 

N stage -0.086 0.516

M stage   0.093 0.478 

临床分期   0.205 0.116

a为Pearson相关分析, 其余为Spearman秩相关分析. CA199: 糖

链抗原199; CEA: 癌胚抗原.

-△
△

Ct

胰腺癌组    慢性胰腺炎组  正常对照组

15.00

10.00

5.00

0.00

-5.00

图  1  不同组血浆miR-210水平.

■创新盘点
本研究分析了血
浆miR-210对胰
腺 癌 的 诊 断 价
值 ,  同时联合临
床常用血清肿瘤
标志物CA199、
CA242、CEA对
胰腺癌的诊断价
值作了进一步分
析 ,  并发现血浆
miR-210联合血清
CA199+CA242+ 
CEA可提高胰腺
癌的诊断价值.
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时联合肿瘤标志物CA199+CEA+CA242可提高

诊断效能, 且miR-210联合CA199与miR-210联
合CA199+CEA+CA242的诊断效能在各组的比

较基本一致(表2).  

3  讨论

miRNA是内源性的非编码RNA分子, 是由长约

21-23个核苷酸组成的非编码的单链RNAs, 其
参与调控基因表达, 具有高度的保守性, 时序性

和组织特异性. 具有抑癌基因与癌基因的双重

作用, 在细胞增殖、分化和凋亡等方面发挥重

要的作用, 是与肿瘤发生发展有关的新的调节

分子家族之一. miRNA比mRNA更短, 这意味着

他抵抗核酸酶降解的能力更强, 基于miRNA的

诊断结果也就更可靠. miRNA在血清中可长期

稳定存在, 耐RNA酶降解、煮沸、反复冻融、

酸碱环境、长期保存等各种处理方法均不会造

成血清miRNA的损失[6]. 故miRNAs不易被降解

是血浆检测miRNAs的理论基础, 且血液标本易

取得, 患者痛苦小. Mitchell等[7]对前列腺癌的研

究中也证实了血浆miRNAs的稳定性和可定量

检测.  
相关研究表明, miR-210与缺氧及癌症有关, 

其是内皮细胞对于低氧环境产生的一个重要物

质[8]. 缺氧是肿瘤微环境的一个特征, 胰腺癌时

组织处于缺氧, 缺氧时诱导了组织miR-210的表

达, 释放人血从而血浆中miR-210的表达升高[9]. 
miR-210在胰腺癌[10]、乳腺癌[11]、肺癌[12]、肾

癌[13]等肿瘤中高表达. Bloomston等[14]研究发现, 
与正常胰腺癌组织相比miR-210在胰腺癌组织

中高表达, 并可与慢性胰腺炎及正常组织区分. 
同样, 在胰腺癌患者的血浆中miR-210表达量升

高, 是健康对照组的4倍[15], 并可与慢性胰腺炎及

正常对照组区分[16]. 在胰腺癌患者中高表达的

miR-210提示患者存活率低, 有可能成为预后的

指标[17]. 
有学者[18]在对胰腺导管内乳头状黏液性肿

瘤miR-101、miR-21、miR-155的研究中选用了
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表  2  血浆miR-210、CA199、CA242、CEA及联合在各组间的诊断效能

     
分组 敏感性(%) 特异性(%) 准确性(%) LR+   LR-

胰腺癌组 vs  正常组

  miR-210 96.7 50.0 90.0 1.93   0.07

  CA199 91.7 30.0 82.9 1.31   0.28

  CA242 98.3 10.0 85.7 1.09   0.17

  CEA   100.0   0.0 85.7      -     -

  CA199+CA242+CEA 93.3 30.0 84.3 1.33   0.22

  miR-210+CA199 96.7 70.0 92.9 3.22   0.05

  miR-210+CA199+CA242+CEA 96.7 70.0 92.9 3.22   0.05

胰腺癌组 vs  慢性胰腺炎组

  miR-210 95.0 25.0 77.5 1.14   0.22

  CA199 81.7 80.0 81.3 4.08   0.23

  CA242 85.0 30.0 71.3 1.21   0.50

  CEA   100.0   0.0 75.0      -     -

  CA199+CA242+CEA 81.7 75.0 80.0 3.27   0.24

  miR-210+CA199 90.0 85.0 88.8 6.00   0.12

  miR-210+CA199+CA242+CEA 90.0 85.0 88.8 6.00   0.12

胰腺癌组 vs  慢性胰腺炎组+正常组

  miR-210 86.7 40.0 71.1 1.44   0.33

  CA199 78.3 93.3 83.3 11.75   0.23

  CA242 76.7 83.3 78.9 4.60   0.28

  CEA 98.3 10.0 68.9 1.09      0.17

  CA199+CA242+CEA 80.0 93.3 84.4 12.00   0.21

  miR-210+CA199 88.3 90.0 88.9 8.83   0.13

  miR-210+CA199+CA242+CEA 86.7 90.0 87.8 8.67   0.15

CA199: 糖链抗原199; CEA: 癌胚抗原.

■应用要点
本研究对胰腺癌
的诊断有一定实
用价值, 加之联合
目前常用肿瘤标
志物一起可提高
诊断价值, 这可为
今后研究方向提
供一定指引意义.
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65例侵袭性胰腺组织、16例非侵袭性胰腺组织

及5例正常胰腺组织. 本研究中, 选用了60例胰

腺癌、20例慢性胰腺炎及10例正常对照组的血

浆进行分析. 发现血浆miR-210相对表达量高于

慢性胰腺炎和正常对照组, 可与慢性胰腺炎组

及正常对照组区分, 而在慢性胰腺炎组与正常

对照组无统计学差异. 胰腺癌患者血浆miR-210
水平与患者性别、年龄、C A199、C A242、
CEA、肿瘤最大直径、TNM分期、临床分期

无关, 与Liu等[16]研究一致. 在二分类Logistic模
型进行分析时发现在胰腺癌组比正常对照组时

miR-210单独用于诊断敏感性较高为96.7%, 特
异性为50%, CA199单独用于诊断时敏感性为

91.7%, 而特异性较低为30%, 在联合miR-210与
CA199或CA199+CA242+CEA诊断时特异性均

可达70%. 在胰腺癌组比慢性胰腺炎组、胰腺癌

组比慢性胰腺炎+正常对照组中miR-210联合肿

瘤标志物CA199或CA199+CA242+CEA诊断比

miR-210单独诊断更能提高诊断效能, 且在联合

miR-210与CA199或CA199+CA242+CEA诊断时

诊断效能基本一致.  
血浆miRNAs可反应组织中miRNAs的情

况, 且血液标本易取得, 患者痛苦小, 有望成为

检测胰腺癌的肿瘤标志物. 本次研究表明血浆

miR-210用于胰腺癌的诊断有一定实用价值, 而
联合肿瘤标志物更能提高其诊断效能. 随着研

究的深入, 有望在血浆miRNAs中找到更加适合

诊断胰腺癌的标志物, 从而提高胰腺癌的早期

诊断, 让胰腺癌患者早期得到治疗, 并改善胰腺

癌患者预后.  
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21-23个核苷酸组
成的非编码的单
链RNAs, 其参与
调控基因表达, 具
有高度的保守性, 
时序性和组织特
异性. 具有抑癌基
因与癌基因的双
重作用, 在细胞增
殖、分化和凋亡
等方面发挥重要
的作用, 是与肿瘤
发生发展有关的
新的调节分子家
族之一.
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■同行评价
血清miRNA可能
有用于疾病诊断
的价值. 本研究的
尝试对于胰腺癌
的诊断很重要的
临床意义 ,  发现
miR-210在胰腺癌
患者血清中高表
达, 并且可能独立
于其他胰腺癌标
志物, 联合检测更
有意义. 本研究目
的明确, 实验设计
合理, 统计方法恰
当, 结果丰富, 结
论尚可靠, 有一定
的临床价值.
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