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摘要 目的 探究 miＲNA-320d 和 FoxM1 在贲门癌组织中
的表达相关性及其潜在临床价值。方法 收集 60 例贲门癌
与配对癌旁组织，采用荧光实时定量 PCＲ(qＲT-PCＲ)法检测
miＲNA-320d表达水平及 miＲNA-320d 的潜在下游调控靶基
因 FoxM1 mＲNA表达水平;采用免疫组化( IHC)及 Western
blot法验证 FoxM1 的蛋白表达;随访分析 miＲNA-320d 和
FoxM1 对 60 例患者生存期的影响。结果 miＲNA-320d 在
贲门癌组织中表达水平显著低于癌旁组织(P ＜ 0. 01);
FoxM1 在贲门癌组织中 mＲNA 及蛋白水平均高表达，且
miＲNA-320d与 FoxM1 在核酸表达水平上呈负相关性;Kap-
lan-Meier生存分析显示，高表达 miＲNA-320d 的贲门癌患者
总生存率(OS)高于低表达者(P ＜ 0. 01);低表达 FoxM1 的
贲门癌患者 OS高于高表达者(P ＜ 0. 01)。结论 在贲门癌
中 FoxM1 是 miＲNA-320d的潜在下游调控靶基因，二者有望
作为贲门癌患者的预后分子靶标。
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贲门腺癌(gastric cardia adenocarcinoma，GCA)
是一种在胃贲门部发生的恶性肿瘤，是严重危害人

类生命和健康的恶性肿瘤之一，在我国贲门癌高发

区，GCA 发病率呈上升趋势［1］。由于 GCA 早期缺
乏特异症状，诊断困难，绝大多数患者(约 80% )确
诊时已到中晚期，失去根治手术机会，总的 5 年生存
率小于 20%［2 － 3］，出现了“治疗瓶颈”。研究［4 － 6］

表

明 miＲNA 与多种癌的发生发展密切相关，多种
miＲNA在非恶性组织和癌组织存在差异性表达。
miＲ-320d已被研究［7 － 8］

证实是多种恶性肿瘤如大 B
细胞淋巴瘤、结肠癌等的抑癌基因。FoxM1 是叉头
框( forkhead box)蛋白家族中的一员。FoxM1 主要

通过对细胞周期的调控来刺激细胞增生和有丝分裂

的进行，在胚胎发育、组织再生过程中起重要作
用
［9］。研究［10 － 11］

显示 FoxM1 在许多恶性肿瘤内存
在着高表达，如乳腺癌、肺癌、胃癌等。然而，到目前
为止，尚无 miＲNA-320d 及 FoxM1 在贲门癌中功能
机制的报道。该研究探讨 miＲNA-320d 及靶基因
FoxM1 在贲门癌中的相关作用，为贲门癌的治疗提
供新的靶点。

1 材料与方法

1． 1 组织来源 共包括 60 例贲门癌及配对癌旁组
织，其中 30 例收集自 2012 年 4 月 ～ 2013 年 3 月河
南科技大学第一附属医院肿瘤科收治患者，30 例收
集自 2013 年 3 月 ～ 8 月安阳肿瘤医院收治患者。
1． 2 试剂与方法 miＲNA 提取试剂盒及 ＲNA 提
取试剂盒购自北京天根生化科技有限公司;反转录

试剂盒及荧光实时定量 PCＲ( qＲT-PCＲ)试剂盒均
购自南京 Vazyme生物科技有限公司;羊抗兔 FoxM1
购自英国 Abcam 公司;GAPDH 多克隆内参一抗、羊
抗兔二抗购自北京康为世纪生物科技有限公司。
1． 3 方法
1． 3． 1 qＲT-PCＲ法检测 用 miＲNA提取试剂盒提
取 60 例配对贲门癌组织中 miＲNA，采用分光光度
计测定 miＲNA 浓度和纯度，采用特异的 miＲNA-
320d 引物进行逆转录，同时以 U6 为内参;采用 TＲ-
Izol法提取 60 例配对贲癌门组织中总 ＲNA，采用分
光光度计测定总 ＲNA 浓度和纯度，Oligo dT 作为通
用引物进行基因 FoxM1 的逆转录反应，同时以
GAPDH 为 内 参，引 物 设 计: FoxM1 F: 5'-AG-
CAGTCTCTTACCTTCC-3'，Ｒ: 5'-CTGGCAGTCTCTG-
GATAA-3';GAPDH F:5'-CTCTGGTAAAGTGGATAT-
TGT-3'，Ｒ:5'-GGTGGAATCATATTGGAACA-3'，反应
体系:cDNA 2 μl、引物 2 μl，2 × SYBＲ Green Master
Mix 10 μl，无菌蒸馏水 6 μl;反应程序:95 ℃预变性
15 min，95 ℃变性 10 s，62 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 32
s，共进行 40 个循环。每个样本重复 3 次。
1． 3． 2 Western blot 法检测 使用 ＲIPA 蛋白裂解
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液提取已研磨的 60 例配对贲门癌组织蛋白，置于
－ 80 ℃冰箱保存。配制凝胶，利用 BCA 定量法制
备 30 μg 蛋白样品于 20 μl 上样体系，进行 SDS-
PAGE 电泳，转膜后 5% 脱脂牛奶封闭，一抗
(FoxM1，1 ∶ 1 000)4 ℃ 孵育过夜，TBST 缓冲液洗
膜，二抗(羊抗兔，1 ∶ 3 000)室温孵育 2 h，TBST 缓
冲液洗膜后，ECL显影。以 GAPDH 为内参，每个样
品重复 3 次。用 Image Lab 软件分析蛋白条带总灰
度值，检测表达差异。
1． 3． 3 IHC法检测 将免疫组化切片 60 ℃ 烤片 2
h后，入二甲苯脱蜡，梯度乙醇水化，自来水冲洗 2 ～
3 遍，放入柠檬酸溶液中微波修复抗原，PBS 缓冲液
冲洗 3 次，每次 3 min;于组织上滴加 1 滴 3% H2O2，

室温孵育 10 min，PBS冲洗;然后滴加正常非免疫动
物血清，室温孵育 10 min;除去血清，加一抗(FoxM1
抗体，1 ∶ 200)4 ℃过夜;次日室温复温 45 min，滴加
二抗，室温孵育 20 min，滴加链霉菌抗生物素 －过氧
化物酶溶液后滴加 DAB 溶液，镜下观察着色程度，
再用苏木精复染 10 min，自来水冲洗后 1%盐酸酒
精分化、返蓝，脱水透明干燥，封片。结果判断，
FoxM1 蛋白的阳性结果主要在细胞核染色。阳性标
准:在高倍镜下( × 400)对每张切片随机选择 5 个
视野，每个视野计数 100 个细胞，共计 500 个。着色
强度:无色 0 分，淡棕色 1 分，棕黄色 2 分，棕褐色 3
分;计算每张切片阳性细胞百分率，阳性细胞分级 ＜
25%为 1 分，26% ～ 50% 为 2 分，51% ～ 75% 为 3
分，＞ 75%为 4 分。2 项得分相乘，并取 5 个高倍视
野的平均值，得到范围是 0 ～ 12 分的分数，按分数分
为 4 个等级:阴性(0 ～ 1 分)、弱阳性(2 ～ 4 分)、阳
性(5 ～ 8 分)、强阳性(9 ～ 12 分)，＞ 2 分视为阳性
结果。
1． 4 统计学处理 采用 Graphpad Prism 5. 0 软件
进行分析，计量资料以 珋x ± s 表示。组间数据的差异
采用双侧样本的 Student’s t 检验。miＲNA-320d 和

FoxM1 的核酸水平相关性分析采用 Pearson 相关性
分析。临床病理与 FoxM1 蛋白表达水平之间的关
系分析采用 Fisher 精确检验。miＲNA-320d 和
FoxM1 的表达与各组贲门癌患者之间的生存关系研
究采用 Kaplan-Meier分析。

2 结果

2． 1 60 例配对贲门癌组织中 miＲNA-320d 和
FoxM1 的核酸水平表达 ＲT-PCＲ 检测结果显示，
60 例配对贲门癌组织中 miＲNA-320d 的相对表达
量为(1. 137 ± 0. 101)，明显低于癌旁组织(2. 042 ±
0. 116)，差异有统计学意义( t = 5. 885，P ＜ 0. 000
1)，见图 1A;贲门癌组织 FoxM1 mＲNA 的相对表达
量为(5. 812 ± 0. 533)，明显高于癌旁组织(2. 591 ±
0. 265)，差异有统计学意义( t = 5. 412，P ＜ 0. 001)，
见图 1B;贲门癌组织中 miＲNA-320d 和 FoxM1 核酸
水平的相关性分析结果呈负相关性( r = － 0. 419，P
= 0. 001)，见图 1C。
2． 2 FoxM1 在配对贲门癌组织中蛋白水平表达
Western blot 结果显示:在 30 例贲门癌组织中，
FoxM1 蛋白的相对表达量(0. 242 ± 0. 027)高于癌旁
组织的相对表达量(0. 170 ± 0. 020)，差异有统计学
意义( t = 2. 144，P = 0. 036)，见图 2。

IHC 结果显示:60 例配对贲门癌组织中，癌组
织阳性表达 41 例，癌旁组织中阳性表达 27 例，在贲
门癌组织中的表达阳性率高于癌旁组织，差异有统

计学意义(P = 0. 016);FoxM1 与贲门癌患者临床病
理因素的关系见表 1，FoxM1 的表达阳性率在贲门
癌组织大小及贲门癌临床分期中差异有统计学意义

(P = 0. 024，P = 0. 039)。第 7、13、27 例组织中的
FoxM1 特异性表达情况见图 3，FoxM1 在贲门癌组
织中的染色得分为(4. 82 ± 0. 36)分，明显高于癌旁
组织(2. 17 ± 0. 23) 分，差异有统计学意义( t =
6. 246，P ＜ 0. 001)。

图 1 miＲNA-320d和 FoxM1 在 60 例配对贲门癌组织中的核酸水平表达情况

A:miＲNA-320d的核酸水平表达;B:FoxM1 的 mＲNA水平表达;C:miＲNA-320d 与 FoxM1 的相关性分析; 与癌旁组织比较:＊＊＊P ＜ 0. 001
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图 2 FoxM1 在 30 例配对贲门癌组织中蛋白水平表达

N:癌旁组织;T:贲门癌组织;与癌旁组织比较:* P ＜ 0. 05

图 3 免疫组化检测 FoxM1 在配对贲门癌组织中的表达 × 400

A:癌旁组织;B:癌组织;1:第 7 例样本;2:第 13 例样本;3:第 27

例样本;与癌旁组织比较:＊＊＊P ＜ 0. 001

表 1 FoxM1 与贲门癌患者临床病理因素的关系(n)

项目 n
FoxM1

+ －
P值

癌旁组织 60 27 33 0． 016
贲门癌组织 60 41 19
年龄(岁)

＜ 60 19 10 9 0． 134
≥60 41 31 10
性别

男 44 29 15 0． 754
女 16 12 4
组织大小(cm)

＜ 5 27 14 13 0． 024
≥5 33 27 6
分化程度

低 29 22 7 0． 274
中高 31 19 12
淋巴结转移

无 10 4 6 0． 059
有 50 37 13

TNM分期
Ⅰ ～Ⅱ 12 5 7 0． 039
Ⅲ ～Ⅳ 48 36 12

2． 3 贲门癌组织中miＲNA-320d和 FoxM1 的相对
表达情况与临床病理特征的关系 贲门癌组织中

miＲNA-320d和 FoxM1 的表达与临床病理特征的关
系见表 2。miＲNA-320d 和 FoxM1 在不同临床分期
及病理特征中表达水平不同。miＲNA-320d 在≥5
cm肿瘤组织中相对表达量(0. 80 ± 0. 16)低于 ＜ 5
cm肿瘤组织中的相对表达量(1. 35 ± 0. 20)，差异有
统计学意义( P = 0. 037)。随着临床分期进展，
FoxM1 表达有上升的趋势，其中 FoxM1 在Ⅲ ～Ⅳ期
中的相对表达量为(6. 27 ± 0. 58)，明显高于Ⅰ ～Ⅱ
期(3. 97 ± 1. 21)，差异有统计学意义(P = 0. 029);
FoxM1 在≥ 5 cm 肿瘤组织中相对表达量(7. 07 ±
0. 81)高于 ＜ 5 cm 肿瘤组织中的相对表达量(4. 55
± 0. 63)，差异有统计学意义(P = 0. 030);其表达与
患者性别、年龄无明显相关性 。
2． 4 miＲNA-320d和 FoxM1 在贲门癌中的表达与
患者的预后关系情况 随访 50 个月，miＲNA-320d
高表达的患者预后明显好于 miＲNA-320d 低表达的
患者(P = 0. 014);FoxM1 阴性表达的患者预后明显
好于 FoxM1 阳性表达的患者(P = 0. 042)。见图 4。

3 讨论

贲门癌的发生、发展是一个多基因改变的过程，
多种癌基因和抑癌基因的表达失常或失衡，导致细

胞无控增殖，在肿瘤发生、发展和转归上起关键作
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表 2 miＲNA-320d和 FoxM1 的相对表达与

贲门癌临床病理因素的关系 (珋x ± s)

项目 n
miＲNA-320d

相对表达量
P值

FoxM1

相对表达量
P值

癌旁组织 60 2． 04 ± 0． 12 ＜ 0． 001 2． 59 ± 0． 27 ＜ 0． 001
贲门癌组织 60 1． 14 ± 0． 10 5． 81 ± 0． 53
年龄(岁)

＜60 19 1． 03 ± 0． 19 0． 478 5． 11 ± 0． 74 0． 485
≥60 41 1． 19 ± 0． 12 6． 22 ± 0． 72
性别

男 44 1． 10 ± 0． 12 0． 495 5． 64 ± 0． 62 0． 658
女 16 1． 25 ± 0． 19 6． 29 ± 1． 08
组织大小(cm)

＜5 27 1． 35 ± 0． 20 0． 037 4． 55 ± 0． 63 0． 030
≥5 33 0． 80 ± 0． 16 7． 07 ± 0． 81
分化程度

低 29 0． 95 ± 0． 13 0． 081 5． 04 ± 0． 76 0． 140
中高 31 1． 30 ± 0． 15 6． 48 ± 0． 74
淋巴结转移

无 10 1． 26 ± 0． 25 0． 585 5． 92 ± 1． 69 0． 789
有 50 1． 11 ± 0． 11 5． 79 ± 0． 55

TNM分期
Ⅰ ～Ⅱ 12 1． 47 ± 0． 22 0． 094 3． 97 ± 1． 21 0． 030
Ⅲ ～Ⅳ 48 1． 05 ± 0． 11 6． 27 ± 0． 58

图 4 miＲNA-320d和 FoxM1 表达与贲门癌患者预后的关系

A:miＲNA-320d;B:FoxM1

用。miＲNA通过调控部分编码蛋白基因的表达，参
与细胞活动的调节，调控不同的生物学进度

［12］。某
些特异性 miＲNA参与肿瘤的发生和进展，可作为肿

瘤特异性标志，有利于肿瘤的临床诊断，治疗及预后

分析。研究［13］证实，miＲNA 表达变化及其调控基
因在食管癌和胃癌等肿瘤的发生、发展过程中起重
要作用，但在贲门癌中的表达及作用机制的相关研

究还很少。
本研究通过 qＲT-PCＲ法对 60 例贲门癌组织和

癌旁组织进行检测，证实 miＲNA-320d 在贲门癌组
织中表达量显著低于在配对癌旁组织中的表达。随
访资料显示 miＲNA-320d表达与贲门癌患者的癌组
织大小有关系，并且 miＲNA-320d 低表达的贲门癌
患者预后较差。提示 miＲNA-320d 可能作为一种抑
癌基因，参与肿瘤的生长和转移。

FoxM1 是 Forkhead 的转录因子家族［14］的成员
之一，在细胞增殖、凋亡、DNA 损伤和肿瘤形成等许
多生理过程中均发挥作用

［15 － 17］。本研究通过实验
证实 FoxM1 的 mＲNA 水平在贲门癌组织中表达高
于配对的癌旁组织，并且与 miＲNA-320d 表达呈负
相关性。Western blot 和免疫组化法证实贲门癌组
织 FoxM1 蛋白的表达高于癌旁组织。随访资料显
示 FoxM1 的表达与贲门癌患者的癌组织大小及临
床分期相关;对预后进行分析显示，FoxM1 阳性表达
的患者预后较差。这些结果表明，FoxM1 的抑制是
一个有前途的治疗贲门癌的策略。
综上所述，在贲门癌中 miＲ-320d可能通过靶向

FoxM1 而抑制贲门癌的生长和侵袭，发挥着抑癌基
因的作用，可作为贲门癌分子治疗的有效靶点。为
进一步深入研究 miＲNA-320d靶向 FoxM1 调控通路
在体内发挥抑癌基因的具体作用，将来需在细胞功

能学和动物模型上进一步验证，为探索贲门癌治疗

的分子靶点奠定基础。
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Expression correlation and analysis of clinical value of miＲNA-320d
and FoxM1 in the carcinoma of gastric cardia tissues

Feng Shuaihao1，2，Gao Shegan1，2，Chen Xiaojie1，2，et al
( 1College of Clinical Medicine of Henan University of Science and Technology，Luoyang 471003;

2Henan Key Laboratory of Cancer Epigenetics，Cancer Institute，The First Affiliated Hospital of Henan
University of Science and Technology，Luoyang 471003)

Abstract Objective To investigate the expression of the miＲNA-320d and FoxM1 in the carcinoma of gastric car-
dia tissues，and their association with the clinical prognosis． Methods 60 cases of cardiac carcinoma tissues and
matching tissues adjacent to carcinoma were collected，and quantitative real-time PCＲ was used to examine the ex-
pression of miＲNA-320d and potential downstream target gene FoxM1 mＲNA． The expression of FoxM1 protein was
detected by IHC and Western blot． The influence of miＲNA-320d and FoxM1 on 60 cases of survival was studied
by follow-up analysis． Ｒesults The expression of miＲNA-320d in carcinoma of gastric cardia tissues was signifi-
cantly lower than that in normal tissues adjacent to carcinoma (P ＜ 0. 01) ． The expression of FoxM1 on mＲNA and
protein levels in cardiac carcinoma tissues was both higher than that in matching tissues adjacent to carcinoma． The
expressions of miＲNA －320d and FoxM1 were negatively correlated in nucleic acid level． Kaplan-Meier survival a-
nalysis showed that the overall survival (OS) of cardiac carcinoma patients who had high expression of miＲNA-
320d was higher than that of low expression (P ＜ 0. 01) ． The OS of cardiac carcinoma patients who had low ex-
pression of FoxM1 was higher than that of high expression (P ＜ 0. 01) ． Conclusion FoxM1 is the potential down-
stream target gene of miＲNA-320d in carcinoma of gastric cardia． Both of these are expected as molecular targets in
the prognosis of cardiac carcinoma patients．
Key words carcinoma of gastric cardia; miＲNA －320d; FoxM1; prognosis
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