
临床与病理杂志
J  Cl in  Path ol  R e s 2017, 37(12)    http://lcbl.amegroups.com

2633

收稿日期 (Date of reception)：2017–09–06

通信作者 (Corresponding author)：张其川，Email: master-zqc@163.com

doi: 10.3978/j.issn.2095-6959.2017.12.020
View this article at: http://dx.doi.org/10.3978/j.issn.2095-6959.2017.12.020

miRNA-27b 在骨肉瘤中的表达及其临床意义

张其川1，王素芳2，王云峰1，杜云飞1，付新生1

(新乡市中心医院 1. 骨2科；2. 消毒供应中心，河南 新乡 453000)

[摘　要]	 目的：探讨微小RNA(miRNA)-27b在骨肉瘤中的表达情况及诊断和预后价值。方法：选取经病理

证实为骨肉瘤的患者血样51例，年龄和性别相匹配的51例健康者血样作为对照组。采用实时定量

聚合酶链反应(qRT-PCR)检测骨肉瘤患者及健康对照组血清miR-27b表达水平。结果：相较于健

康对照组，骨肉瘤患者血清中miR-27b表达水平明显升高(P<0.001)。miR-27b的高水平表达与较

大的肿瘤体积(P=0.008)，较高的TNM分级(P=0.001)及远处转移(P=0.001)相关。受试者工作曲线

(ROC)提示血清miR-27b水平对骨肉瘤患者具有诊断价值。曲线下面积(AUC)为0.863，其中敏感

度为77.8%，特异度为86.7%。Kaplan-Meier曲线分析表明miR-27b高水平表达组5年生存率较低。此

外，单变量和多变量Cox回归分析表明miR-27b是骨肉瘤患者预后的一个独立危险因素(P<0.001和

P=0.006)。结论：血清miR-27b水平可能成为骨肉瘤患者诊断及判断预后的生物标志物。
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Abstract Objective: To investigate the application of serum miR-27b in diagnosis and prognosis of patients with 

osteosarcoma. Methods: Using quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (qRT-PCR) 

technique, we assessed expression of studied miR-27b in serum samples of 51 pairs of osteosarcoma patients and 

corresponding healthy individuals. Results: Serum levels of miR-27b were found to be significantly higher in 

osteosarcoma patients than those in healthy controls (P<0.001). Moreover, elevated serum levels of miR-27b in 

osteosarcoma patients were correlated with the large tumor size (P=0.008), advanced TNM stages (P=0.001) 

and distant metastasis (P=0.001). Receiver operating characteristic (ROC) curve analyses suggested that serum 

miR-27b had significant diagnostic value for osteosarcoma patients. It yielded an area under the curve (AUC) of 

ROC of 0.863 with 77.8% sensitivity and 86.7% specificity in distinguishing osteosarcoma patients from control 

subjects. Furthermore, Kaplan-Meier curve analysis indicated that osteosarcoma patients with a high serum miR-

27b level had a significantly shortened overall survival (P<0.001). In addition, univariate and multivariable Cox 
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骨 肉 瘤 多 起 源 于 长 骨 干 骺 端 ， 是 儿 童 和 青

少 年 最 常 见 的 恶 性 骨 肿 瘤 。 其 特 点 为 恶 性 程 度

高 ， 预 后 差 [ 1 ] 。 近 年 来 ， 即 使 采 用 手 术 联 合 化

疗方案，其 5 年生存率也仅为 6 5 % ~ 7 0 % [ 2 ]。微小

RNA(miRNA s)是一种长为18~25 bp的真核生物内

源性小分子单链R NA，是近年来新发现的一类非

编码小RNA [3]。文献[4-6]表明：miRNA与肿瘤的

发生发展密不可分，以miR NA为基础的诊断或预

后的生物标志物具有重要的临床推广价值。近年

来，miR NA与骨肉瘤等的临床相关性已经得到证

实 [7]。循环miR-27b在宫颈癌 [8]，结肠癌 [9]及食管 
癌 [10]中都表达异常，但其在骨肉瘤患者中的表达

情况未见报道。因此，本研究旨在通过检测miR-
27b在骨肉瘤中的表达情况，探讨其在骨肉瘤患者

诊断及预后中的临床价值。

1  材料与方法

1.1  材料

选取新乡市中心医院骨科的5 1例骨肉瘤患者

的血液标本。术前均未接受化疗或放疗。临床病

理学和影像学检查诊断为骨肉瘤。血样标本获取

后即刻放入液氮中保存，随后储存于−80 ℃冰箱。

本研究经医院伦理委员会批准，患者签署知情同

意书。

1.2  RNA 提取与实时定量聚合酶链反应 (qRT-PCR)
根据TR Izol试剂(Inv itrogen公司)说明书抽提

R N A，用紫外分光光度计监测A 2 6 0 / A 2 8 0比值，

并检测R N A的纯度和浓度，使用吉玛试剂盒进行

反转录和qRT-PCR。反应条件：95 ℃  5  s，58 ℃  
20 s，72 ℃  30 s共45个循环。将U6 RNA作为内参

比较miR-27b表达水平，采用2 −△△Ct方法分别计算

miR-27b在骨肉瘤血清中相对表达量。所有的样本

重复实验3次。

1.3  统计学处理

采用SPSS 18.0统计学软件进行分析。Mann–

W hitney U检验来比较各组miR-27b表达水平。用受

试者工作曲线(ROC)评估miR-27b对骨肉瘤的诊断

价值。Kaplan-Meier分析和Log-rank检验进行生存

分析评估。Cox比例风险模型和多因素分析进行预

后评估。P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  血清 miR-27b 与骨肉瘤患者临床病理特征的

相关性

与正常对照组相比，骨肉瘤患者血清miR-27b
表达水平显著升高(图1)。51名患者的血清miR-27b
中位值为7.62。以此中位值为分界点，患者可分为

高miR-27b组(n=26)和低miR-27b组(n=25)。骨肉瘤

患者血清miR-27b的高水平表达与较大的肿瘤体积

(P=0.008)，较高的TNM分级(P=0.001)和远处转移

(P=0.001)相关(表1)。

2.2  血清 miR-27b 对骨肉瘤的诊断价值

R O C 曲 线 分 析 显 示 曲 线 下 面 积 ( A U C ) 为

0.863。当分界值为6.675时，敏感度和特异度分别

为77.8%和86.7%(图2)，表明miR-27b水平对骨肉瘤

患者具有较高的诊断价值。

regression analysis revealed that serum miR-27b level was an independent risk factor for overall survival (P<0.001 

and P=0.006, respectively). Conclusion: Therefore, serum levels of miR-27b may serve as a potential non-invasive 

biomarker for diagnosis and prognosis of osteosarcoma patients.
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图1 骨肉瘤及正常对照组血清miR-27b表达情况

Figure 1 Relative expression of miRNA-27b in healthy controls 

and osteosarcoma
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2.3  血清 miR-27b 对骨肉瘤的预后价值

Kaplan-Meier分析和log-rank检验表明，miR-27b
高水平表达组与低水平表达组的5年生存率差异具

有统计学意义(P<0.001，图3)。miR-27b高水平表达

组的5年生存率低于低水平表达组。单变量Cox比例

风险回归分析提示骨肉瘤患者5年生存率与肿瘤体

积大小(P=0.005)、TNM分级(P<0.001)、远处转移

(P=0.002)和血清miR-27b水平(P<0.001)密切相关。

此外，多因素分析提示miR-27b高水平表达是骨肉

瘤患者预后的一个独立危险因素(P<0.001，表2)。

表1 血清miR-27b水平与骨肉瘤患者临床病理参数之间的相关性

Table 1 Correlation between miR-27b expression and clinicopathological factors of osteosarcoma patients

参数 n
miR-27b的表达

P 
低表达 高表达

年龄/岁 0.205

<20 23 9 14

≥20 28 16 12

性别 0.679

男 26 12 14

女 25 13 12

肿瘤大小/cm 0.008

<5 25 17 8

≥5 26 8 18

位置 0.492

肢体远端 24 13 11

近端或躯干 27 12 15

组织学类型 0.183

成骨性 21 10 11

成软骨性 16 11 5

毛细血管扩张行 8 2 6

成纤维细胞 6 2 4

TNM分期 0.001

IIA 29 20 9

IIB/III 22 5 17

远处转移 0.001

无转移 27 19 8

转移 24 6 18
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图2 血清miR-27b的ROC曲线分析，以评估其对骨肉瘤患

者的诊断价值

Figure 2 ROC curve analysis of serum miRNA-27b, assessing 

its diagnosis value on osteosarcoma

图3 根据血清miR-27b表达情况，Kaplan-Meier分析骨肉瘤

患者的5年总体生存率

Figure 3 According to the expression of serum miR-27b, Kaplan-

Meier analyzed the 5-year overall survival rate of patients with 

osteosarcoma
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表2 单因素及多因素分析验证血清miR-27b水平对骨肉瘤患者预后的评价作用

Table 2 Univariate and multivariate analysis for the prognostic significance of serum miR-27b levels in osteosarcoma patients

参数 单因素分析P
多因素分析 

P HR 95% CI

年龄 0.746 0.174 0.600 0.288~1.253

性别 0.714 0.946 1.027 0.478~2.208

肿瘤大小 0.005 0.726 1.160 0.505~2.664

肿瘤生长位置 0.133 0.179 1.642 0.797~3.384

组织学类型 0.881 0.091 0.725 0.500~1.052

TNM分期 <0.001 0.062 2.340 0.959~5.708

远处转移 0.002 0.157 1.888 0.783~4.553

miR-27b表达 <0.001 0.006 1.229 1.062~1.422

3  讨论

骨肉瘤是一种起源于间叶组织的原发性恶性

肿瘤，好发于儿童及青少年 [11]。miRNA是一类长

度为 2 0 ~ 2 4 个核苷酸的非编码小分子 R N A ，主要

通过与靶基因3 ’端非编码区发生不完全配对，从

而抑制靶基因m R N A翻译，参与调控个体发育、

细胞凋亡、细胞增殖和分化等生命活动，与肿瘤

的发生、转移、耐药等病理进程密切相关 [ 1 2 - 1 3 ]。

Mitchell等 [14]从健康志愿者外周血浆中提取RNA，

经标记后电泳分离，进一步提取小分子的R NA片

段进行反转录，建立小RNA cDNA文库，其中93%

是已知的 m i R N A 。 C h e n 等 [ 6 ]应用茎环 RT-P C R 和

Solexa高通量测序技术同样证实了外周血中miRNA
的存在。Mi tc h e l l等 [ 1 4 ]通过人工m i R N A与内源性

miRNA对照实验研究证实外周血中的miRNA是稳

定的，Chen等 [6]通过对照大分子R NA进行实验研

究得出了同样的结论。此外，一系列试验[15-16]如室

温下过夜、反复冻存解冻、煮沸、酸碱试验等，

证实外周血miR NA在温度、酸碱环境及物理状态

等条件改变情况下，其表达仍然维持稳定。越来

越 多 的 研 究 [ 1 7 ]表 明 ： m i R N A 在 肿 瘤 发 生 发 展 过

程中发挥着重要作用。有些miR NA表达水平显著

降低，起到抑制肿瘤生长的作用；有些miR NA表
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达水平明显升高，起到促进肿瘤生长的作用 [18]。

研 究 [ 1 9 ]证 实 m i R N A 在 骨 肉 瘤 发 生 发 展 过 程 中 也

发挥着抑瘤或促瘤的双重作用。本研究主要探讨 
miR-27b与骨肉瘤患者的临床病理特征相关性及其

对骨肉瘤患者的诊断及判断预后的价值。

由于缺乏有效的早期诊断生物标志物，骨肉

瘤患者预后仍旧较差 [20]。研究miRNA在骨肉瘤发

生发展中的生物学作用将有助于骨肉瘤患者的早

期诊断 [21]。本研究中骨肉瘤患者和正常对照组血

清miR-27b的qRT-PCR检测结果显示：骨肉瘤患者

的miR-27b表达水平明显高于正常对照组。此外，

miR-27b高水平表达与较大肿瘤体积，较高的TNM
分级和远处转移相关。因此推测miR-27b与骨肉瘤

的发生发展相关。

R O C 曲 线 分 析 可 以 有 效 地 判 断 m i R - 2 7 b 对

骨 肉 瘤 患 者 的 诊 断 价 值 。 本 结 果 也 表 明 m i R -
2 7 b 可以有效地对骨肉瘤患者和正常人进行辨别 
(AUC =0.863)。因此，异常表达的血清miR-27b可

能成为骨肉瘤患者的新的诊断标志物。

众 所 周 知 ， 对 骨 肉 瘤 患 者 预 后 进 行 有 效 的

评 估 将 有 助 于 对 其 治 疗 方 案 的 制 定 [ 2 2 - 2 3 ] 。 根 据

K aplan-Meier分析和 log-rank检验，本研究结果表

明：相较于miR-27b的高水平表达，miR-27b的低

水 平 表 达 具 有 较 好 的 5 年 生 存 率 。 另 外 ， 多 因 素

分析提示 m i R - 2 7 b 的高水平表达是骨肉瘤患者预

后的一个独立危险因素。因此，本研究首次证明 
miR-27b可能成为骨肉瘤患者预后的生物标志物。

综上所述，血清miR-27b可能成为骨肉瘤患者

诊断及预后的生物标志物。以此为基础，进一步

的对miR-27b在骨肉瘤发生发展中作用机制的研究

将有助于其在临床中的推广应用。
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