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前言

膀胱癌是一种常见的人类恶性肿瘤[1]，约占全部恶性肿瘤

的 2%，在我国其发病率多年高居泌尿生殖系肿瘤的榜首[2]，膀

胱癌复发率高达 55%-85%，因此其诊治和预后具有重大的科

学意义和社会意义。Micro-RNA是一类长为 18-24个核苷酸的

小分子非编码 RNA（non-coding RNA，ncRNA），它能通过碱基

互补配对与靶基因 mRNA结合，从而抑制靶基因的表达。真核

生物中 miRNA广泛参与神经系统的发育[3]、胰岛素分泌和脂

肪细胞调控[4,5]、造血和红系分化[6,7]、细胞凋亡和肿瘤形成[8，9]等

生物学过程，也有研究提出将 miRNA作为肿瘤分子标记物辅

助癌症的诊断和预后[10-12]。miR-125b的编码基因 miR-125b-1位

于 11q23和 11q24间的杂合型缺失(LOH)微小区域，该区域在

肺癌、乳腺癌和卵巢癌组织中存在突变或缺失[13]，提示其可能

与各种癌症的发生与发展有关。本研究旨在通过茎环 RT-PCR

的方法检测膀胱尿路上皮癌组织标本中 miR-125b 的表达情

况，并分析其与病人各种临床资料间的相关性，探讨这

miR-125b在膀胱癌发生发展中的作用及其可能的临床应用前
景。

1 材料与方法

1.1 材料

收集哈尔滨医科大学附属二院 2005年 2月至 2011 年 4

月泌尿外科患膀胱癌而行膀胱全切或部分切除术的液氮保存

标本,均经病理组织学确诊为膀胱尿路上皮癌的组织，共计 70

例（其中 4例样品不合格，被剔除而不用于后续分析），另有 16
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以 15 滋L的体系进行 Realtime-PCR。反应体系：1 滋L RT

产物，1× SYBR GreenⅠMastermix，0.5uM miRNA特异前向引

物，0.5 uM通用的反向引物；反应条件：95 ℃ 10 min，40个循环

（9 5℃ 15 s，60 ℃ 1 min），每个样品做三个复孔，记录每个反应

管中的荧光信号到达所设定的域值时所经历的循环数，即 Ct

值,以 U6为内参，以 N=2-Ct表示目的 miR-125b的相对表达量。

1.5 统计学分析

数据的统计学分析使用 SPSS 13.0软件包完成。膀胱癌组

织与非肿瘤的正常膀胱黏膜组织中 miR-125b相对表达量的比
较使用 Mann Whitney U检验；膀胱癌组织中 miR-125b与各临

床病理资料间的关系采用 pearson卡方法或 Fisher精确概率法
进行统计学检验，各种假设检验均以 P<0.05为显著性水平。

2 结果

2.1 miR-125b在膀胱癌组织与正常膀胱黏膜组织中的表达

采用茎环 RT-PCR法测量了 miR-125b在膀胱癌组织中的

表达，以 U6为内参与非肿瘤的正常膀胱黏膜组织中 miR-125b

进行比较，由于样本呈非正态，故后续集中趋势描述选用中位

数，检验方式采用非参数秩和检验。分析得到 miR-125b在膀胱

癌组织中的相对表达量 N=2-Ct中位数为 450.1，高于非肿瘤的

正常膀胱黏膜组织 274.0的表达量（图 1），采用独立样本的
Mann Whitney U 秩和检验其差异是否有显著性，P 值小于
0.05，具有统计学显著性，故可以认为在膀胱癌组织中
miR-125b的表达量显著高于前列腺癌旁组织及正常的膀胱黏

膜组织。

2.2 miR-125b表达与膀胱癌病人临床病理特征的关系

如图 1 所示，miR-125b 在膀胱尿路上皮癌组织中表达量

一般高于非肿瘤的正常膀胱黏膜组织，我们取癌组织中

miR-125b表达量高于正常膀胱黏膜组织中 miR-125b 表达量
两倍即 548.0的病例为阳性（27例），其余病例记为阴性（39

例）；比较 miR-125b的表达与各临床病理参数之间的关系，我

们发现 miR-125b的表达和膀胱癌的组织学分级、肿瘤转移、术

后复发相关（P<0.05），而与 TNM分期、患者年龄、性别没有显

著性关联。

结果显示组织学分级 G1级的膀胱癌病人 miR-125b的阳

性率最低，G2期次之，G3期膀胱癌病人的癌组织中 miR-125b

表达的阳性率最高，不同组织学分级病人癌组织 miR-125b表

达量的差异具有显著性(P<0.001)；另外在有远端转移的膀胱腺

癌病例中 miR-125b的阳性率显著高于没有远端转移的病例(P

=0.001)；而术后复发的膀胱癌病人的癌组织中 miR-125b阳性

率显著高于未复发病人的癌组织(P=0.021)。见表 2。
miR-125b一直以来仅仅是作为一个神经系统特异性表达

的微小 RNA 被各科研机构研究[14]，但是近几年来关于其与癌

症的关联报道越来越多[15-18]，而 Le等人提出 miR-125b可以负

调控 p53 的表达，抑制凋亡发生 [15] 这一重要结论更是让对

miR-125b 促癌作用的研究引起了广泛关注。本研究发现
miR-125b在膀胱癌组织中的表达显著高于正常膀胱组织（P<

0.05），这提示 miR-125b很可能作为膀胱癌的一个诊断指标；

而膀胱癌组织中 miR-125b 的表达水平与膀胱癌的组织学分

级、肿瘤转移、术后复发均具有明显相关性 (P<0.05)，说明

例正常膀胱黏膜组织作对照。组织保存方式为液氮冻存 30 min

后放入 -80 ℃保存。
1.2 试剂与仪器

Trizol (Invitrogen)，M-MLV 反转录酶、RNA 酶抑制剂、
dNTPs、SYBR Mastermix(Toyobo)、ABI 7500荧光定量 PCR 仪
(Applied Biosystems)，分光光度仪(EPPENDORF)。
1.3 RNA的提取

取 -80℃保存的组织标本在液氮中碾碎，加入氯仿 0.2 mL，

剧烈震荡后室温静置 5 min；12000 r/min，4 ℃ 离心 15 min，取

上清液约 300 滋L移至新的 EP管中；加 500 滋L异丙醇，混匀后

在碎冰中放置 20min；12000r/min，4℃ 离心，90 min,去上清取

沉淀，加 1 mL 75%乙醇洗涤；7500 r/min，4 ℃离心 5 min；倒掉

乙醇后空甩离心再次吸尽乙醇，开盖室温晾干；加入 DEPC处

理过的水 20 滋L溶解，震荡混匀。用分光光度仪(Biophotometer)

检测 RNA溶液 OD260与 OD280的吸光值,计算 RNA浓度和
纯度，OD260/OD280值 >1.8为合格样品，可用于后续实验；取
5ug的总 RNA加入 RNA loading buffer，1.2%琼脂糖电泳分析，

其 28S与 18S条主带亮度约为 2:1。
1.4 miRNA表达分析

用于 miR-125b定量的所有引物和探针均购买自 ABI(Ap-

plied Biosystems CA USA)公司，并按照试剂盒说明书进行 RT

反应，另外以 U6作为内参分析 miR-125b的相对表达量，引物

由上海生工合成，其具体序列见表 1；取 2ug总 RNA以 U6茎

环 RT引物进行逆转录，逆转录的反应条件为 16 ℃ 30 min，42
℃ 30 min，75 ℃ 15 min反应结束后 -20 ℃保存。

基因

Gene

产物大小

Product size

U6 101bp

引物名称

Primername

序列(5'-3')

Sequence(5'-3')

茎环 RT引物

Stem-loopRTprimer

正向引物

Forward primer

反向引物

Reverse primer

CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT

GCTTCGGCAGCACATATACTAAAAT

CGCTTCACGAATTTGCGTGTCAT

表 1 U6的 RT及 PCR引物序列

Table 1 RT and PCR primers of U6
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miR-125b可能在参与到了膀胱癌的发生与恶化进展过程中，

而 miR-125b对重要抑癌蛋白 TP53的负调控作用[15]的增强是

最可能的作用机制。miR-125b上游有 CDX2[19]、NF-KB[20]等调

节因子构成复杂的调控网络，它自身还与炎症反应及其它复杂

疾病有关联，这都使得 miR-125b在癌症中的作用显得更加复

杂，对于其在膀胱癌发生发展中的具体地位还需要进一步生理

生化实验的验证。

总之本研究揭示出 miR-125b在膀胱癌组织中表达量的升

高，以及 miR-125b的表达水平与癌组织学分级、肿瘤转移、术

后复发具有明显的相关性，因此我们认为，临床上对 miR-125b

的检验和研究将有助于膀胱癌的早期诊断及鉴别诊断，并能够

一定程度上预测肿瘤的复发可能和转移倾向，有望成为膀胱癌

的一种新临床诊断指标和分子标记物。
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性别

Gender

年龄(岁)

Age(years)
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TNM stage
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