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　　m icroRNA s(m iRNA s)是一个长度为 21～25个核

苷酸非编码的小 RNA大家族 ,人类基因组编码了超过

1 000个 m iRNA
[ 1 ]

,通过干扰 mRNA的翻译而下调靶

基因的表达。生物信息学数据表明 [ 2 ] , m iRNA几乎参

与体内所有的基本的信号传导途径 ,包括许多重要肿

瘤相关基因的表达。有研究显示 : m iRNA可发挥癌基

因或抑癌基因的作用 ,从而调节人类近 1 /3的基因表

达。研究表明 , m iRNA 表达失调与肿瘤发生密切相

关 ,并已成功利用 m iRNA对肿瘤进行诊断、分期与生

物治疗。而食管癌是世界上最常见的 6大恶性肿瘤之

一 ,在我国其死亡率居恶性肿瘤的第 4 位 ( 17. 38 /

10
5 )。目前 ,其临床治疗仍以手术 ,放疗及化疗等综合

治疗为主 ,而在已经对后基因组计划进行研究的今天 ,

已较成功的在分子水平上确认食管癌的致病基因 [ 3 ] ,

而如何对其进行基因治疗仍是一大难题。本文就近年

有关 m iRNA的产生 ,作用机制 ,与肿瘤的关系 ,检测方

法及其在食管癌的诊断、分期和生物治疗方面的潜在

作用做一简要综述。

1　m icroRNA的研究现状

1. 1　m icroRNA的特点 　m icroRNA作为一种新的基

因表达调控因子 ,与以往的各类小 RNA及蛋白质酶相

比 , 无论是产生还是作用机制上 ,都有其独到的特点。

绝大多数人类的 m iRNA位于编码蛋白质或非编码蛋

白质 mRNA的内含子区域 ,还有一部分 m iRNA 的基

因位于基因组的转录本之间。其合成过程较为复杂 ,

包括 5个重要步骤和 5个关键的蛋白质酶 , RNA转录

酶 Ⅱ ( PolⅡ)完成 m iRNA 的转录 ; 2种 RNaseⅢ———

D rasha和 D icer,分别在细胞核内和细胞质中完成

m iRNA的转化和修饰 ,并且 D rasha在细胞核内作用需

辅助因子 Pasha (即 DGCR )联合作用 ;依赖 Ran2GTP

的转运蛋白 Exportin25将 m iRNA 的前体 p re2m iRNA

由核内转移至胞质中 ,以及 RNA沉默复合体 (R ISC)

中的 A rgonaute蛋白质家族 ,在 m iRNA结合至 R ISC中

发挥重要作用。m iRNA基因的突变 ,易位或丢失 ,以

及生物合成过程中的任一环节的异常都会导致 m iR2
NA表达水平的改变。

m iRNA双链结构进入 R ISC后 ,一条链形成成熟

有功能的 m iRNA并在 R ISC中行使作用 ,另一条链被

降解。m iRNA 通过其 5’端识别并结合靶 mRNA,

m iRNA5’端的错配会导致 m iRNA对靶 mRNA调节功

能丧失。正确配对后 , 因配对程度不同而采取 2种不

同的作用机制。m iRNA与 mRNA完全或近似完全配

对时 ,会引起靶 mRNA的降解 ,从而抑制其翻译 ,这个

过程类似于 siRNA介导的基因沉默 (RNA i) ,其结合位

点在靶 mRNA 的开放阅读框 ,这种机制多见于植物

中。另一种机制是通过与靶 mRNA的不完全互补来

实现 ,动物中多采用这一方式。在此路径中 , m iRNA

结合到 mRNA的 3’端非翻译区 ,以前观点认为不影响

mRNA的稳定性 ,只是在转录后水平上抑制功能蛋白

质的合成 ,但最近研究显示 ,以 m iR2125b和 let27为代

表的 m iRNA s亦可在此路径中引起 mRNA快速脱腺苷

酸化而降解 ,并不可逆转。是否存在其他机制有待进

一步研究。

1. 2 　m icroRNA 的检测方法 　自 1993年首次发现

m iRNA以来 ,其检测方法日新月异 ,但大体都可分为 4

步 :靶 RNA的标记 , DNA2DNA杂交、染色、信号分析。

最初的 m iRNA是随着分离和克隆细胞内小分子 RNA

而获得的。随后则依靠 Northern blot杂交技术来检测

m iRNA ,即用直接克隆法建立一个 m iRNA的 cDNA文

库 ,然后与基因组数据库中 BLAST比对 ,再用 Northern

印迹法来确认。但这种方法只适合于那些在细胞内常

表达 ,高丰度的 m iRNA基因 ,而对于那些丰度低 ,在特

定阶段和特定组织才表达的 m iRNA则需要另一种方

法 -生物信息学技术 ,总结已知的 m iRNA的特征 ,用

计算机对基因组序列进行搜索 ,找出表达的 m iRNA。

随后 ,研究者将目光转到了 m iRNA的前体而发明了一
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种新的方法 , Schm ittgen等 [ 4 ]首次用定量 RT2PCR来检

测 m iRNA前体 , Lee等 [ 5 ]用 RT2PCR检测 m iRNA前体

的方法确定在胰管癌中 m iR2221、m iR2376a和 m iR2301

显著高表达。Chen等 [ 6 ]则用定量 RT2PCR检测活性

m iRNA表达谱。

随着芯片技术的发展 , m iRNA 表达谱芯片问世。

L iu等 [ 7 ]首次报道了用 1个含有 200多个寡聚核苷酸

的微排列芯片来检测 m iRNA序列 ,随后 , m iRNA芯片

技术成为分析肿瘤特异性的 m iRNA表达水平的最常

用的高通量技术。Calin等 [ 8 ]用金银芯片技术首次证

实了 m iRNA2m iR215a与 m iR21621在慢性淋巴性白血

病 (CLL )的类似癌基因作用。He等证实 m iR217292

基因簇在诸多淋巴瘤中高表达 ,并与癌基因 c2myc有

协同作用 [ 9 - 10 ]。Volinia等 [ 11 ]发现 m iR221在 6种实体

瘤中高表达。

2005年 , Lu等 [ 12 ]发明了 1种具有高度特异性磁

珠流式细胞技术 ,系统地分析了 334种淋巴瘤和实体

瘤中 m iRNA的表达谱 ,并开创性认为 m iRNA水平可

用于肿瘤的诊断和分期。V inther等 [ 13 ]则发明 1种稳

定同位素标记核酸细胞培养 ( SILAC)研究了稀拉细胞

中的 504 个 m iRNA s,其中 12 种 m iRNA s显示出被

m iR21抑制 ,从而在蛋白质水平证实了 m iR21的抑癌

功能。

Lawrie等 [ 14 ]报道 m iRNA s在淋巴瘤患者血清中检

测到峰值。M itchell等 [ 15 ]使用 qRT2PCR技术在前列

腺癌患者血清中检测到 m iR2141,进一步证明了 m iR2
NA可作为检测肿瘤类型的循环系统分子标志。增加

了 m iRNA表达谱作为临床诊断指标的可能性。

2　m icroRNA与食管癌

食管癌变是多种因素综合作用 ,多基因变化先后

积累或叠加形成的。研究证实 ,其发生与 Rb、p53等

抑癌基因失活 ,以及环境等多因素使原癌基因 H2ras、

c2myc和 hsl21等激活有关 ,最近又在食管鳞状细胞癌

中发现了一种新的癌基因 GAEC1
[ 16 ]。而 m iRNA作为

继蛋白质之后又一高效的基因表达调控因子 ,并已证

实在多种肿瘤的发生发展中有重要作用。

Guo等 [ 17 ]通过 m icroRNA芯片技术首次探测到了

冰冻食管癌组织中的 m icroRNA表达情况 ,结果显示 :

46种 m icroRNA在食管癌组织中的表达明显区别于癌

旁正常组织 ,至少 7种一组可以区分恶性病变和正常

食管癌组织 , 3 种 ( hsa2m iR225、hsa2m iR2424、hsam iR2
151)在癌组织中明显高于正常组织 , 4种 ( hsa2m iR2
100、hsa2m iR299a、hsa2m iR229c、mmu2m iR2140 )在癌组

织中则低于正常组织。 hsa2m iR2335、hsa2m iR2181d、

hsa2m iR225、hsa2m iR27 and hsa2m iR2495与食管癌的大

体分型有关 , hsa2m iR225和 hsa2m iR2130b与肿瘤的分

化程度有关。通过单因素分析和多因素分析 , hsa2m iR2
103 /107的高表达提示食管癌生存率不佳。研究未发现

m icroRNA的表达与抽烟、喝酒等食管癌发病的危险因

素有关。m icroRNA的表达与年龄也无明确关联。这些

结果均表明 m icroRNA表达谱分析在食管癌诊断和预后

起到很重要的作用 ,而且将来很可能只使用如 RT2PCR

等经济方便的手段就可以实现。

Feber等 [ 18 ]研究发现 : m iR2194、m iR2192 和 m iR2
200c在食管腺癌中表达较食管鳞癌显著增高。m iR2
21、m iR2205、m iR2203和 m iR293则在肿瘤和正常组织

中表达有显著差异。他们认为 : Barrett’s食管与食管

腺癌不同的 m icroRNA表达谱可完善增生性病变的分

子分类、Barrett’s食管和 DYS生物学认识以及促进特

异性标志的发现。m iRNA表达谱可在组织学上鉴别

食管肿瘤组织 ,并可区分正常组织和肿瘤。还可提示

BE患者病情的转归 ,作为 BE患者早期治疗、高危预

警的指标。

研究发现 ,同一个 m iRNA在对某一基因调控时 ,

可通过参与不同的信号路径 ,或同一信号路径的不同

环节来完成 ,即在不同种类的肿瘤中对靶基因的调节

方式有很大差异 ,这种高度的特异性有利于基因治疗。

同时 ,肿瘤治疗失败的最大原因在于其转移性 ,而之前

的研究尚未探讨 m iRNA在此过程中的作用。食管癌

的特殊生理位置 ,使其转移后果更严重。有研究表明 ,

在食管肿瘤的转移中有重要基因参与。当食管癌确诊

时 ,往往已经转移。

目前 ,最常用的治疗方法就是 RNA i。RNA i是一

种强有力的基因沉默工具 ,由内源或外源性的双链

RNA ( dsRNA )导入细胞 ,经核酸酶 Ⅲ如 D icer剪切成

siRNA ,与特异性的核酸内切酶、核酸外切酶、解旋酶

等形成 R ISC引起同源的 mRNA降解 ,从而抑制相应

的基因表达。在肿瘤组织中 ,如 m iRNA是发挥癌基因

的作用 ,则通过使异常 m iRNA沉默使抑癌基因表达恢

复正常 ,如 m iRNA相当于抑癌基因 ,则通过干扰癌基

因的表达而达到治疗目的。此外 ,还可使用药物治疗 ,

在非小细胞肺癌中以及小鼠胚胎干细胞研究中发

现 [ 19 - 20 ]
, D icer水平明显降低 ,使具有抑癌基因作用的

m iRNA表达下调。我们可通过人工合成的 D icer类似

物对其进行治疗。还有反义核酸技术 ,能有效灭活有

致病性的靶 m iRNA。用病毒载体向癌变细胞内引入

有抑癌作用的 m iRNA 等方法。由此可见 , m iRNA 在

食管癌治疗中具有潜在的作用。但是 ,目前国内外尚

无此方面的报道。

3　m icroRNA与其他肿瘤

在对头颈部鳞状细胞癌的研究中发现 ,在癌细胞
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中 HMGA2的表达与细胞对拓扑异构酶 Ⅱ抑制物的化

学敏感性相关 ,并受到 m iR298的抑制性调节 ,进而提

示 m iR298的抑癌功能 [ 21 ]。这也说明一个 mRNA可有

多个 m iRNA调节。

另外 ,在肺癌、乳腺癌、结肠癌、胃癌、前列腺癌、胰

管癌和女性生殖系统肿瘤组织中检测到 m icroRNA表

达谱均与癌旁正常组织有显著差异 [ 11, 22 ]。新近研究

显示 , m iR221 通过直接下调抑癌基因 tropomyosin 1

( TPM1)而发挥作用 [ 23 ]。Voorhoeve等 [ 24 ]在睾丸干细

胞肿瘤的研究中发现 , m iR2372和 m iR2373有癌基因

的作用 ,具体机制尚待研究。

综上所述 ,我们认为在今后的研究中需要注意以

下几个方面的问题 :首先 ,确定食管癌发生发展过程中

特异性的 m iRNA的靶基因 ,及其调控机制 ,为进一步

诊断和治疗打下基础。其次 ,探讨 m iRNA在食管癌的

转移中是否有作用 ,程度如何 ,能否指导治疗。结合食

管癌的发病及转移特点建立相应的基因治疗模式 ,并

从实验室逐渐向临床应用过渡 ,最终建立起方便、快

捷、低成本的 m iRNA检测和治疗手段。真正实现食管

癌的早期诊断、早期治疗 ,降低死亡率。
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