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摘要 目的 探讨 miＲ-200a在结直肠癌组织中的表达及其
与结直肠癌临床病理特征之间的关系。方法 收集结直肠
癌患者手术标本 70 例，距癌灶边缘 5 cm以上切缘的正常黏
膜作为对照。运用原位分子杂交技术检测结直肠癌组织及
癌旁组织中 miＲ-200a 的表达水平，分析其与结直肠癌临床
病理参数的关系。结果 结直肠癌组织中 miＲ-200a 的阳性
表达率明显高于癌旁正常黏膜(P ＜ 0. 01)。miＲ-200a 表达
与肿瘤分化程度呈正相关性( r = 0. 320，P ＜ 0. 01)，在低分化
结直肠癌中的表达低于高中分化结直肠癌的表达(P ＜
0. 01)。但与患者年龄、性别、肿块大小、浸润深度、淋巴结转
移及 TNM分期等无显著相关性。结论 miＲ-200a在结直肠
癌组织中表达上调，并与肿瘤分化程度相关，提示 miＲ-200a
可能在结直肠癌的发生、发展过程中发挥着重要作用。
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结直肠癌是第三大最常见的恶性肿瘤，在全球

范围内，癌症患者死亡病因中结直肠癌位于第

二
［1］。结直肠癌的发生发展是多基因、多步骤的复
杂过程，深入研究结直肠癌的发病机制对于提高结

直肠癌的早期诊断、预后评估及指导治疗均有重要
意义。MicroＲNAs(miＲNAs)是一类广泛存在于真
核生物中，长度为 19 ～ 22 个核苷酸的非编码小分子
ＲNA。miＲNAs 通过与靶 mＲNA 的 3'-UTＲ 互补配
对，抑制蛋白合成或诱导 mＲNA 降解，从而在转录
后水平对目的基因表达进行负性调控

［2］。该研究
采用原位分子杂交技术，分析 miＲ-200a 在结直肠癌
组织中的表达差异，探讨其与结直肠癌临床病理参

数的关系，为进一步阐明结直肠癌发生、发展的分子
机制及寻找潜在的分子标志物提供实验基础及理论

依据。

1 材料与方法

1． 1 病例资料 随机选取安徽医科大学第一附属
医院病理科存档的 2014 年结直肠癌手术切除标本
70 例，年龄 38 ～ 84 岁，中位年龄 59. 7 岁。患者术
前均未接受放疗或化疗或其他针对肿瘤的治疗。
1． 2 试剂来源 地高辛标记的 miＲ-200a 原位分子
杂交探针、原位分子杂交检测试剂盒购自武汉博士
德生物工程有限公司;浓缩型 DAB试剂盒购自福州
迈新生物技术开发有限公司。
1． 3 方法 以探针稀释液替代探针作为阴性对照，
用已知阳性切片作为阳性对照。切片经常规脱蜡至
脱水。3%H2O2 室温处理 10 min 以灭活内源性酶。
蒸馏水清洗 3 次，然后切片上滴加 3%柠檬酸新鲜
稀释的胃蛋白酶，37 ℃或室温消化 3 ～ 30 min。原
位分子杂交专用 PBS洗涤 3 次，每次 5 min，蒸馏水
洗 1 次。胃蛋白酶消化后，用固定液为 1%多聚甲
醛 /0. 1 mol /L PBS ( pH = 7. 2 ～ 7. 6) 含有 1 /1 000
DEPC。室温固定 10 min，蒸馏水洗涤 3 次。按每张
切片 20 μl加预杂交液，恒温箱 38 ～ 42 ℃培养 2 ～ 4
h，吸取多余液体，不洗。滴加含有地高辛标记的寡
核苷酸探针，每张切片滴加 20 μl 杂交液，将原位分
子杂交专用盖玻片的保护膜揭开后盖在其切片上。
恒温箱 38 ～ 42 ℃杂交过夜。约 37 ℃水温的 2 ×
SSC 洗涤 2 次，每次 5 min;约 37 ℃水温的 0. 5 × SSC
洗涤 1 次，每次 15 min;约 37 ℃水温的 0. 2 × SSC洗
涤 1 次，每次 15 min。滴加封闭液，37 ℃、30 min，甩
去多余液体，不洗;滴加生物素化鼠抗地高辛，37
℃、60 min，原位分子杂交专用 PBS 洗涤 4 次，每次
5 min;滴加 SABC，37 ℃，20 min，原位分子杂交专用
PBS洗涤 3 次，每次 5 min;滴加生物素化过氧化物
酶，37 ℃ 20 min，原位杂交用 PBS 洗 4 次，每次 5
min;DAB 显色，苏木精复染，酒精脱水，二甲苯透
明，封片。
原位分子杂交阳性信号为细胞质中出现明显黄

色或棕黄色颗粒。采用半定量积分法判断结果，选
择 5 个 400 倍视野，① 以着色细胞占视野细胞总数
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的多少来计分:阳性细胞数≤10%为 1 分，阳性细胞
数 10% ～25%为 2 分，阳性细胞数 25% ～ 50%为 3
分，阳性细胞数≥50%为 4 分;② 按着色细胞染色
强度记分:无着色为 0 分;淡黄色为 1 分，棕黄色为
2 分，棕褐色为 3 分。两项积分相乘，积分为 0 ～ 2
分表示阴性( － )，积分为 3 ～ 4 分表示弱阳性( + )，
积分为 5 ～ 8 分表示阳性()，积分为 9 ～ 12 分表
示强阳性()。
1． 4 统计学处理 应用 SPSS 19. 0 软件包进行分
析。各样本资料差异的统计学处理采用非参数秩和
检验。

2 结果

2． 1 miＲ-200a在结直肠癌组织与正常结直肠黏膜
组织的表达 原位分子杂交结果显示，70 例结直肠
癌组织中 miＲ-200a阳性表达率为 74． 3% (52 /70)，
70 例癌旁正常结直肠黏膜组织中 miＲ-200a 阳性表
达率为 7． 1% (5 /70)，miＲ-200a 在结直肠癌组织中
的表达显著高于正常结直肠黏膜组织 (P ＜ 0. 01)，
见表 1、图 1。

表 1 miＲ-200a在结直肠癌组织和正常结直肠黏膜

组织中的表达情况(n = 70)

项目
miＲ-200a(n)

－ +  
阳性率

(% )
Z值 P值

结直肠癌组织 18 20 15 17 74． 3 58． 36 0． 000
正常结直肠黏膜组织 65 1 2 2 7． 1

图 1 结直肠癌及正常结直肠黏膜组织中

miＲ-200a的表达 DAB ×100

A:结直肠癌组织;B:正常结直肠黏膜组织

2． 2 结直肠癌组织中 miＲ-200a 的表达与结直肠
癌临床病理参数间的关系 原位分子杂交结果显

示，miＲ-200a在结直肠癌中的表达与患者性别、年
龄、肿块大小、浸润深度、淋巴结转移、TMN 分期均
无显著相关性。miＲ-200a 在高中分化、低分化的结
直肠癌组织中的阳性率为 85. 2%、37. 5%。miＲ-
200a在低分化结直肠癌组织中的表达明显低于高、

中分化的结直肠癌组织，差异有统计学意义(P ＜
0. 01)。

表 2 结直肠癌组织中 miＲ-200a的表达与临床病理参数间的关系

项目 n
miＲ-200a(n)

－ +  
阳性率

(% )
P值

性别

男 44 12 14 7 11 72． 7 0． 572
女 26 6 6 8 6 76． 9
年龄(岁)

＜ 60 27 9 7 3 8 66． 7 0． 622
≥60 43 9 13 12 9 79． 1
肿块大小(cm)

＜ 5 45 11 11 13 10 75． 6 0． 626
≥5 25 7 9 2 7 72． 0
分化程度

高、中 54 8 18 14 14 85． 2 0． 008
低 16 10 2 1 3 37． 5
浸润深度

T1 ～ T2 21 6 6 7 2 71． 4 0． 344
T3 ～ T4 49 12 14 8 15 75． 5
淋巴结转移

无 37 8 15 8 6 78． 4 0． 395
有 33 10 5 7 11 69． 7
分期

Ⅰ ～Ⅱ 37 8 15 8 6 78． 4 0． 395
Ⅲ ～Ⅳ 33 10 5 7 11 69． 7

3 讨论

miＲNAs具有广泛的基因调节功能，可通过对
其靶基因的调控作用从而参与多种生物学功能，如

细胞生长、凋亡、分化、器官发育等，包括肿瘤的发生
发展。目前已发现多种 miＲNAs在肿瘤中存在异常
表达，发挥着癌基因或者抑癌基因的作用。结直肠
癌中同样存在多种 miＲNAs的表达异常及对肿瘤细
胞增殖、周期、转移等的调控作用，如 Let-7a［3］、miＲ-
21［4］、miＲ-143［5］、miＲ-24［6］等。

miＲ-200 家族是近年来研究的热点，其成员包
括 miＲ-200a、miＲ-200b、miＲ-200c、miＲ-141 和 miＲ-
429。作为家族重要成员，miＲ-200a 主要通过调控
上皮间质转化过程对肿瘤的发生和侵袭转移起着关

键作用，其表达与肿瘤患者的预后也有着重要的关

系。研究［7］表明，在脑膜瘤细胞中，miＲ-200a 通过
降低 β-链蛋白的表达水平，抑制 Wnt 信号通路的活
化，从而起到肿瘤抑制基因的作用。研究［8］显示，
miＲ-200a通过作用于 ZEB2 和 CTNNB1 抑制鼻咽癌
细胞 C666-1 和 CEN-1 的增殖和侵袭。但 miＲ-200a
在少数肿瘤中表达上调，如研究

［9］
显示 miＲ-200a 和
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miＲ-200b在大多数胰腺癌中高表达，并且 miＲ-200a
的高表达与食管腺癌的低生存率相关

［10］。目前关
于 miＲ-200a在结直肠癌组织中表达情况的报道较
少，存在争议。研究［11］显示 miＲ-200a 在结直肠癌
细胞系中表达上升，Della et al［12］通过实时定量 PCＲ
方法证实 miＲ-200a 在结直肠癌组织中的表达高于
对照组，研究

［13］
显示高水平的 miＲ-200a 与 miＲ-

200c与结直肠癌患者较长的总生存期有关。关于
miＲ-200a在结直肠癌中的表达情况及其在肿瘤进
展中的具体作用，尚待进一步深入研究。
本研究采用原位分子杂交技术进行检测，显示

miＲ-200a在结直肠癌组织中呈高表达模式，即 miＲ-
200a在结直肠癌组织中的表达水平显著高于癌旁
正常结直肠黏膜组织，与研究

［12］
的结果是一致的。

miＲ-200a在结直肠癌组织中表达水平上调的具体
机制尚不明确。有研究［14］显示，miＲ-200a的表达受
甲基化修饰调控。甲基化是真核细胞中 DNA 正常
的修饰方式，其在肿瘤中主要表现为广泛的低甲基

化，从而易引起癌基因的激活。推测 miＲ-200a 在结
直肠癌组织中表达量升高可能是由 miＲ-200a 定位
基因的低甲基化所致。
本研究进一步探讨了 miＲ-200a 表达与结直肠

癌临床病理参数间的关系，结果提示 miＲ-200a 的表
达与结直肠癌分化程度存在相关性，即 miＲ-200a 在
高中分化结直肠癌组织中表达水平显著高于低分

化，这一结果耐人寻味。根据之前本研究的结果，
miＲ-200a在结直肠癌组织中呈高表达模式，从理论
上推测，分化程度越低的结直肠癌中，miＲ-200a 的
表达水平似乎应该越高。但统计结果与之相反，分
析原因，或许是与选取样本的片面有关，提示 miＲ-
200a可能在结直肠癌的早期阶段起着更重要的作
用。查阅文献［15］，研究者曾在六株结直肠癌细胞中
检测 miＲ-200 家族(miＲ-200b、miＲ-200a、miＲ-141)
启动子区域 CpG岛的甲基化程度，结果发现甲基化
程度高的细胞株中 miＲ-200a 表达水平较低，反之，
表达水平较高。因此，推测在低分化结直肠癌组织
中，甲基化程度升高可能引起 miＲ-200a 表达水平降
低，具体机制尚待进一步验证。
综上所述，与正常结直肠黏膜组织相比，miＲ-

200a 在结直肠癌中呈高表达模式，并且 miＲ-200a
表达与结直肠癌分化程度存在一定的相关性，提示

miＲ-200a可能作为原癌基因参与了结直肠癌的发
生发展过程，有望成为结直肠癌早期诊断、预后判断

及个体化治疗的潜在分子标志物。
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Expression of miＲ -200a in colorectal carcinoma and its clinical significance
Sun Jinglu，Li Hao，Yin Yu，et al

(Dept of Pathology，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To investigate the expression of miＲ-200a in colorectal carcinoma(CＲC) and its relation-
ship with clinicopathologic features． Methods In situ hybridization for miＲ-200a was performed in 70 colorectal
carcinoma and normal colorectal tissues 5 cm distant from tumors． Analyzed its relationship with clinicopathologic
parameters of CＲC． Ｒesults The positive expression rate of the miＲ-200a in CＲC was higher than those in normal
colorectal mucosa (P ＜ 0. 01) ． The expression of miＲ-200a was positively correlated with the degree of tumor dif-
ferentiation ( r = 0. 320，P ＜ 0. 01); it was lower in the poorly differentiated CＲC than the highly and moderately
differentiated CＲC，but showing no correlation with age，sex，tumor size，depth of tumor invasion，lymph node me-
tastasis and TNM stage． Conclusion The expression of miＲ-200a is up-regulated in CＲC，and miＲ-200a may
play an important role in the occurrence and development of CＲC．
Key words miＲ-200a;in situ hybridization; colorectal carcinoma

基于静息态 fMＲI的难治性癫痫患者丘脑功能连接研究
季学兵

1，肖 芳
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1，魏建林
1，钱若兵

2，牛朝诗
2，傅先明
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摘要 目的 利用静息态功能磁共振成像( fMＲI)中的功能
连接方法，探讨难治性癫痫患者丘脑的功能连接改变及意

义。方法 难治性癫痫患者 19 例，多模态神经影像学检查
中颅内均未发现明显致痫病灶，发作间期及发作期长程视频

脑电图提示双侧大脑半球棘波及棘慢波;同期招募 19 例健

康对照者。采集静息态 fMＲI数据，分别以左、右丘脑为感兴
趣区(ＲOI)与全脑进行功能连接分析，了解难治性癫痫患者

相对于正常对照组功能连接增高和减弱的区域。结果 以

左侧丘脑为 ＲOI 做功能连接分析，难治性癫痫组与双侧梭
状回、右侧舌叶、双侧楔叶及双侧楔前叶的功能连接强度增

强，而与双侧尾状核、左侧壳核及左侧杏仁核的功能连接强

度减弱;以右侧丘脑为 ＲOI 做功能连接分析，难治性癫痫组
与双侧距状回、双侧楔前叶及左侧直回的功能连接强度增

强，而与双侧壳核、双侧尾状核、双侧杏仁核及右侧脑岛的功

能连接强度减弱。结论 难治性癫痫患者静息状态下丘脑
功能连接异常，丘脑可能参与了“癫痫网络”的构成。

关键词 癫痫;功能磁共振成像;功能连接;丘脑;癫痫网络
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癫痫是一种常见的、反复发作的严重威胁人类
身心健康的慢性功能性神经疾病，癫痫的发病机制

仍未完全明了;近年来，相关研究
［1］
证实颅内存在

与癫痫发作相关的“癫痫网络”，“癫痫网络”是指在
癫痫的发生发展过程中有多个脑区而不是单一脑区

参与引起癫痫的发生，其中丘脑作为组成结构参与

了癫痫的发生与发展。该研究基于静息态功能磁共
振成像( functional magnetic resonance imaging，fM-
ＲI)的功能连接分析方法，探讨难治性癫痫患者丘
脑的功能连接改变及其在癫痫发病机制中的意义。

1 材料与方法

1． 1 病例资料
1． 1． 1 癫痫组 安徽医科大学附属省立医院影像
中心 2013 年 8 月 ～ 2014 年 6 月接诊的难治性癫痫
患者 19 例，其中男 13 例，女 6 例;年龄 21 ～ 32(25．
42 ± 5． 06)岁。
1． 1． 2 健康对照组 正常志愿者 19 例，其中男 13
例，女 6 例;年龄 21 ～ 36 (24. 74 ± 1. 85) 岁，排除
MＲI检查禁忌证、神经及精神系统疾病及药物滥用
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