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结肠癌患者血清外泌体miR-320的表达
及其临床意义

王治帮，关道宏，谢彝忠

（海南省肿瘤医院 普外科，海南 海口，570000）
摘要： 目的　分析结肠癌患者血清外泌体 miR-320 的表达及其临床意义。方法　选取 2018 年 4 月至 2020 年

4 月我院收治的 50 例结肠癌患者纳入研究，另选取 50 例体检健康者纳入对照组，收集两组的血清样本，采用 RT-

qPCR 法检测血清外泌体中 miR-320 的表达，并分析其对结肠癌的诊断价值。结果　纯化的血清样品中存在大量

外泌体颗粒，其特性与其他相关研究报道一致。结肠癌患者血清外泌体中 miR-320 的相对表达量明显低于健康对

照组［（0.69±0.23） vs. （1.53±0.48）， t=11.16， P<0.001］。血清外泌体 miR-320 诊断结肠癌的曲线下面积为 0.871

（95% CI： 0.596~0.925），诊断敏感度为 90.73%，特异度为 82.43%。结论　结肠癌患者血清外泌体中 miR-320 表达

下调，可能作为结肠癌早期诊断的评价指标。
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Expression and clinical significance of serum exosome miR-320 in 
patients with colon cancer
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Abstract: Objective To analyze the expression and clinical significance of serum exosome miR-320 in patients with 
colon cancer. Methods A total of 50 patients with colon cancer admitted in our hospital between April 2018 and April 2020 
were included in the study, and 50 healthy patients were included in the control group. The serum samples were collected 
from the two groups, and the expression of miR-320 in serum exosomes was detected by RT-qPCR method, and the diag⁃
nostic value of colon cancer was analyzed. Results There were a large number of exosome particles in the purified serum 
samples, and its characteristics were consistent with those reported in other relevant research. The relative expression of 
miR-320 in serum exosomes of patients with colon cancer was significantly lower than that of healthy controls [(0.69±0.23) 
vs. (1.53±0.48), t=11.16, P<0.001]. The area under the curve for serum exosome miR-320 in the diagnosis of colon cancer 
was 0.871 (95% CI: 0.596~0.925), with the diagnostic sensitivity of 90.73%, and the specificity of 82.43%. Conclusion 
The expression of miR-320 was down-regulated in the serum exosomes of patients with colon cancer. The miR-320 in se⁃
rum exosome may become an evaluation indicator for early diagnosis of colon cancer. 
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前言

结肠癌为临床常见恶性肿瘤之一，其早期诊断

一直是临床关注的重点［1］。miRNA为内源性非编码

小分子 RNA，可在多种组织中表达，参与细胞的增

殖、分化等过程，且组织特异性良好［2］。既往研究表

临床研究
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明，miRNA与多种恶性肿瘤的发生、发展有关［3］。但

临床研究大多基于癌组织或细胞中 miRNA 的差异

化表达，组织样本主要通过穿刺、手术等方式获取，

不便于临床广泛筛查。最近研究显示，外周血

miRNA可能作为肿瘤早期诊断的标志物，但由于血

清成分较为复杂，可能影响检测结果［4］。有资料显

示，miRNA在血清外泌体中稳定存在。外泌体可介

导 miRNA 转运，有利于 miRNA 在循环系统中稳定

表达，且不同肿瘤中 miRNA 的表达不同，推测不同

肿瘤患者血清外泌体中miRNA的表达可能不同［5］，
这使得血清外泌体 miRNA 具备了成为肿瘤标志物

的条件。因此，本研究对近年收治的结肠癌患者进

行研究，旨在探讨血清外泌体 miR-320诊断结肠癌

的临床价值。

1　资料与方法

1.1　一般资料　选取 2018 年 4 月至 2020 年 4 月期

间我院收治的 50 例结肠癌患者纳入研究。病例均

经组织病理检查证实为结肠癌，且排除合并其他恶

性肿瘤、急性感染等病例。其中，男性患者 21例，女

性患者 29例；年龄 38~70岁，平均年龄（57.02±4.15）
岁。另选取 50例同期体检健康者作为对照组，男性

27 例，女性 23 例；年龄 34~69 岁，平均年龄（56.71±
3.83）岁。两组性别及年龄无显著差异（P>0.05）。

本研究经本院医学伦理委员会审批通过，且入组人

员均知情同意。

1.2　方法　

1.2.1　样本收集　收集样本前，患者均未接受手术

治疗或放化疗。采集两组空腹静脉血 5~8 mL，结肠

癌组于确诊当日采集，健康对照组于体检当日采集。

采集的样本经离心（3 000 r·min-1 10 min）处理后，留

取上层血清，置于-80 ℃冰箱保存。

1.2.2　外泌体提取及鉴定　采用 ExoQuick-TM 试

剂盒（日本 SBI公司）提取血清外泌体。提取后，将

外泌体样品染色并置于 JEM-2100F 型透射电子显

微镜（日本电子株式会社）下观察颗粒形态。采用

蛋白质免疫印迹法（Western blotting）检测外泌体表

面的蛋白标志物，抗体包括羊抗兔二抗（深圳市安

提生物科技有限公司）、CD63抗体（武汉菲恩生物科

技有限公司）、CD9抗体（武汉菲恩生物科技有限公

司）、Calnexin 抗体（巴傲得生物科技有限公司）及

TSG101抗体（美国 abcam 公司）。采用 Nanosight 纳
米颗粒跟踪分析仪（英国马尔文仪器有限公司，型

号 NS300）检测外泌体颗粒浓度，稀释样品，浓度为

1×108~1×109个/mL，检测阈值设为5。
1.2.3　血清外泌体 miR-320 检测　采用 TRIzol 试
剂盒（碧云天生物技术有限公司）提取外泌体样品

中的总 RNA。逆转录反应严格按照逆转录试剂盒

（碧云天生物技术有限公司）说明书操作，反应体系

20 μL：RNA 样品 2 μL、引物 1 μL、逆转录酶 1 μL、
5×RT缓冲液 4 μL、GAPDH反向引物 1 μL、RNase 抑
制剂 0.5 μL、dNTP 混合物（10 mmol·L-1） 1 μL、不含

RNase的水 9.5 μL。采用实时荧光定量PCR扩增仪

对miR-320进行定量检测，反应体系 25 μL：稀释的

cDNA 2 μL、引物 2 μL、SYBR 12.5 μL、ddH2O 8.5 μL。
采用 2－△Ct法计算结果，以miR-39为外参基因，血清

外泌体miR-320相对表达量=2－△CtmiR-320-2－△CtmiR-39。
1.3　统计学分析　采用 SPSS 21.0统计学软件进行

数据分析，计量资料以均数±标准差（x̄ ± s）表示，采

用 t检验；计数资料以率（%）表示，采用χ2检验；采用

受试者操作特征曲线（receiver operating characteris⁃
tic curve，ROC）评价血清外泌体 miR-320 的诊断价

值，P<0.05为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　血清外泌体的鉴定　电子显微镜视野内可见

直径约为 100 nm 的圆形颗粒，呈脂质双层膜囊状。

Nanosight结果显示，样品中颗粒主要分布于 35~190 
nm，且分散均匀，颗粒直径呈单峰正态分布。West⁃
ern blotting 结果显示，样品中外泌体表面有外泌体

标志蛋白表达，细胞膜标志蛋白 Calnexin 呈高表达

（图 1）。以上结果说明纯化的血清样品中存在大量

外泌体颗粒。

2.2　血清外泌体miR-320相对表达量　结肠癌组

血清外泌体 miR-320 相对表达量明显低于健康对

照 组［（0.69±0.23） vs. （1.53±0.48）， t=11.16， P<
0.001］（图2）。

2.3　miR-320与结肠癌患者临床特征的关系　不

同临床分期、不同分化程度及是否出现淋巴结转移

的结肠癌患者血清中外泌体 miR-320 的相对表达

量比较，差异有统计学意义（P<0.05）（表1）。

2.4　ROC曲线分析　血清外泌体 miR-320诊断结

肠癌的 ROC 曲线下面积为 0.871（95% CI： 0.596~
0.925），诊 断 敏 感 度 为 90.73%，特 异 度 为

82.43%（图3）。
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3　讨论

临床上，结肠癌的早期症状较为隐匿，约 75%~
85% 的患者确诊时已错过手术治疗时机［6］。因此，

临床应重视结肠癌的早期诊断。随着临床对结肠

癌诊断标志物的深入研究，miRNA被发现与肿瘤的

发生和进展有关。miRNA为一类具有高时序性、保

守性、组织特异性等特征的内源性非编码RNA。既

往研究报道，miR-98-5p［7］、miR-145［8］、 miR-183［9］

等多种 miRNA 在结肠癌组织中表达异常。虽然

miRNA可用于结肠癌的早期诊断，但目前多数研究

均以结肠癌组织或细胞作为检测miRNA的样本，而

样本的采集一般通过穿刺或有创手术进行，相对繁

琐，因此不适用于结肠癌的普遍筛查。

有资料显示，miRNA在人体血液、胸腔积液、脑

脊液、尿液等体液中均有表达，其中，外周血中miR⁃
NA的表达受到临床广泛关注［10］。徐菲菲等［11］研究

注：（A）电镜下外泌体颗粒形态；（B）颗粒直径分布图；（C） Western blotting检测结果。

Note: (A) The shape of exosomes particles under electron microscope; (B) Particle diameter distribution diagram; (C) Results of Western blotting.
图1　血清外泌体的鉴定

Fig.  1　Identification of serum exosomes

图3　ROC曲线分析

Fig.  3　ROC curve analysis

图2　血清外泌体miR-320相对表达量分析

Fig.  2　Analysis of the relative expression of miR-320 in se⁃
rum exosomes

表 1　miR-320 与结肠癌患者临床特征的关系

Tab. 1　The relationship between miR-320 and the clinical 

characteristics of colon cancer patients

临床特征

性别

男

女

年龄

<50岁

≥50岁

肿瘤直径

<5 cm
≥5 cm

临床分期

Ⅰ～Ⅱ期

Ⅲ～Ⅳ期

分化程度

中低分化

高分化

淋巴结转移

有

无

n

21
29
26
24
23
27
32
18
34
16
31
19

血清外泌体miR-320
相对表达量

0.67±0.09
0.70±0.11
0.71±0.14
0.68±0.12
0.70±0.11
0.68±0.13
0.73±0.10
0.64±0.07
0.57±0.05
0.74±0.12
0.52±0.08
0.79±0.12

t

1.025

0.810

0.581

3.375

7.111

9.558

P

0.310

0.422

0.564

0.001

<0.001

<0.001
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报道，结直肠癌患者血清中 miR-194和 miR-497呈

高表达。另有学者报道，miR-224-3p在结直肠癌患

者血清中呈高表达［12］。由以上结果可知，血清miR⁃
NA有可能成为结肠癌临床诊断的评价指标。但血

清中包含蛋白质、类脂、无机盐等复杂成分，可能对

血清 miRNA 的检测结果造成一定影响。既往研究

显示，血清外泌体的成分没有血清复杂，其中 miR⁃
NA的存在形式稳定，且检测样本容易获得，分离纯

化技术较完善［13］。此外，外泌体在 4 ℃环境下可保

存 2 周，在-20 ℃环境下可保存 5 年，这为血清外泌

体miRNA成为肿瘤评价指标提供了可能性。

本研究显示，结肠癌患者血清外泌体中 miR-
320的相对表达量明显低于健康对照组（P<0.001），

提示血清外泌体中miR-320异常表达可能与结肠癌

有关。既往研究报道，miR-320可抑制结肠癌细胞

增殖和侵袭，可能是结肠癌的治疗靶点［14］。余海婷

等［15］对 70 例结直肠癌患者进行研究发现：miR-21
和 miR-92a 在结直肠癌患者血清外泌体中呈高表

达，血清外泌体 miR-21与结直肠癌肝转移有关，血

清外泌体 miR-92a与结直肠癌临床分期、淋巴结转

移、浸润程度等相关，二者可用于结直肠癌患者的

病情评估。由以上研究结果推测，血清外泌体miR⁃
NA可能成为结肠癌临床诊断的评价指标。

进一步通过 ROC 曲线分析发现，血清外泌体

miR-320 诊断结肠癌的曲线下面积为 0.871（95% 
CI： 0.596~0.925），敏 感 度 为 90.73%，特 异 度 为

82.43%，提示血清外泌体 miR-320对结肠癌具有较

高的诊断价值。其原因可能是由于外泌体表面的

脂膜阻断了酶对其中miRNA和蛋白的降解，使得外

泌体的稳定性较高，故而对外泌体 miR-320的检测

具有较好的特异性和稳定性。杨晓等［16］研究报道，

外泌体中含多种特异性分子，可能成为结直肠癌早

期诊断的理想标志物。陈欢等［17］研究报道，外泌体

miRNA 对结直肠癌早期临床诊断具有重要价值。

Tang等［18］研究报道，血清外泌体miR-320是一项非

侵入性诊断生物标志物，可用于区分转移性和非转

移性大肠癌。以上研究表明，血清外泌体miRNA参

与了肿瘤的发生，是一类可用于预测肿瘤的分子标

志物，血清外泌体 miR-320检测作为一项非侵袭性

肿瘤诊断技术，值得临床借鉴。

综上所述，结肠癌患者血清外泌体中 miR-320
表达下调，可能成为结肠癌早期诊断的评价指标。

同时，本研究也存在一定不足，由于受样本量限制，

未能对 miR-320 在结肠癌发生和进展中的作用机

制进行探究，今后会继续收集相关样本，深入探讨

血清外泌体miRNA与结肠癌的关系，以期为结肠癌

的早期诊疗提供更有价值的参考依据。
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