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Abstract: Objective  To investigate microRNA-21(miR-21) expression in esophageal cancer (EC) and 
its relationship with clinicopathological features. Methods  Expression levels of miR-21 in 72 pairs of 
EC and adjacent normal tissues were detected by real-time quantitative RT-PCR assay, and the relevance 
between miR-21 and clinicopathological features was evaluated. Kaplan-Meier and Cox proportional 
regression analysis were performed to determine the association of miR-21 expression and survival of EC 
patients. Results  miR-21 expression in EC tissues was significantly higher than that in adjacent normal 
tissues (P=0.001). There was a significant correlation between miR-21 expression and TNM stage, EC 
progression(P=0.023, P=0.025). In addition, EC patients with higher miR-21 expression had significantly 
poorer overall survival (P=0.004). Conclusion  miR-21 may serve as a potent prognostic marker for tumor 
recurrence and survival of EC patients, and might be a promising target in the treatment of EC.
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摘  要：目的  探讨microRNA-21（miR-21）在食管癌组织中的表达并分析其与临床病理因素之间的

关系。方法  采用实时定量PCR方法检测72例食管癌组织和同一患者的邻近正常食管组织中miR-21的

表达，并评估miR-21与临床病理因素之间的相关性。运用Kaplan-Meier和Cox回归分析方法对食管癌

患者进行生存分析。结果  miR-21在肿瘤组织中的表达明显高于正常组织(P=0.001)。同时，miR-21的
表达与肿瘤的TNM分期、病情恶化之间有明显的相关性(P=0.023，P=0.025)。另外, miR-21高表达的

患者有着显著更差预后(P=0.004)。结论  miR-21可作为食管癌患者预后的一个指标，是治疗食管癌潜

在的靶点。
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0  引言
食管癌是最常见的八大恶性肿瘤之一，其致

死率在恶性肿瘤中排第六位，在我国食管癌的死

亡率约为17.38/10万[1]。食管癌多隐匿性起病，大

多数患者就诊时已处于中晚期。虽然目前对食管

癌采取了手术、化疗与放疗相结合的综合治疗方

式，但五年生存率仍只有15%~25%，约75%的患

者多在确诊后一年内死亡[1-2]。因此，提高食管癌

早期诊断率以降低其死亡率，寻找更有效的生物

学标志物是十分必要的。 
微小RNA (microRNA, miRNA) 是一类内源

性的单链非编码小分子RNA，约17~25 bp大小，

miRNA主要是通过与靶基因mRNA 3’-UTR结合，

导致靶基因mRNA降解或转录后翻译抑制，从而

调控靶基因的表达[3]。大量研究表明，miRNA在

肿瘤细胞的生物学行为以及肿瘤的发生发展中发

挥重要作用, 包括细胞的增殖、分化、侵袭、凋亡

和转移等[4]。目前研究发现，miR-21在多种人肿瘤

细胞中均有较高的表达，并影响肿瘤细胞的生物

学行为[5-6]。本文作者通过实时定量PCR方法检测

miR-21在食管鳞癌组织和周围正常食管组织中的

表达， 并分析其与临床病理之间的关系。

1  资料和方法 
1.1  临床资料 

本研究中72例食管癌患者的肿瘤组织和邻近

正常食管组织样本由湖北省肿瘤医院在2004年3



肿瘤防治研究2014年第41卷第8期  Cancer Res Prev Treat,2014,Vol.41,No.8 ·903·

月至2008年12月间活检或手术切除取得，所有患

者术前均未行放疗和化疗。临床资料和相关病理

信息从患者的病历和本院病理报告中获得。所有

患者均知晓其资料信息用于本实验研究，见表1。

其中，男40例，女32例，年龄35~67岁，平均年龄

51.5岁。胸上段食管癌13例，中段35例，下段24
例。组织学为低分化16例，中分化22例，高分化34
例。术中取肿瘤中心（去除坏死组织后）及距肿

瘤边缘至少5 cm的食管切缘组织，病理确认食管残

端为正常食管黏膜上皮，组织类型均为鳞癌。本

研究中所有患者均获随访, 随访从手术后第一天开

始，以患者死亡或失随访的时间为截止时间，至

2012年3月止，时间1~72月，平均为37.5月。

min。利用二步法M-MLV Platinum® SYBR® Green 
qPCR SuperMix-UDG试剂盒(美国Life公司) 进行

PCR扩增, 反应条件为50℃ 2 min，95℃ 10 min预

变性，95℃ 15 s，60℃ 30 s，共40个循环。以U6
作为内参基因，每样本重复３孔，对比内参U6的

Ct值分别计算其2-∆∆ct。

1.3  统计学方法　

       采用SPSS18.0软件进行处理，组间差异通过t
检验和χ2检验，生存分析采用Kaplan-Meier和Cox
回归分析。P＜0.05为差异有统计学意义。

2  结果
2.1  miR-21在食管癌组织和邻近食管组织中的表达

运 用 实 时 定 量 P C R 方 法 检 测 所 有 组 织 中

miR-21的表达， 结果表明miR-21在所有组织中均

有表达， 且在72例食管癌组织中有63例miR-21的

表达，明显高于邻近的正常食管组织，两者之间

差异有统计学意义 (P=0.001)，见图1。

表1  miR-21在食管癌组织中的表达及其与临床病理因素
之间的关系
Table1  Association between miR-21 expression and 
conventional clinicopathologic parameters in 72 EC patients

      Factors n miR-21 expression PHigh (n=46) Low (n=26)
Gender 0.784
  Male 40 25 15
  Female 32 21 11
Age(years) 0.544
 ＜52 34 22 12
 ≥52 38 24 14
Location 0.710
  Upper 13   8   5
  Middle 35 24 11
  Lower 24 14 10
Differentiation 0.736
   Poor 16   9   7
   Moderate 22 14   8
   Well 34 23 11
TNM stage 0.023
  Ⅰ   8   3   5
  Ⅱ 31 16 15
  Ⅲ 24 19   5
  Ⅳ   9   8   1
Progression 0.025
  Yes 26 21   5
  No 46 25 21
Death 0.026
  Yes 55 39 16
  No 17   7 10

Notes:EC:esophageal cancer

图1  miR-21在食管癌和正常食管组织中的表达
Figure1  miR-21 expression in 72 pairs of EC and adjacent 
normal esophageal tissues detected by quantitative real-
time polymerase chain reaction (qRT-PCR) analysis

1.2  方法 
组织样本均在液氮中研碎, 总RNA由TaqMan 

miRNA Isolation Kit (美国Life公司)提取，RNA样

品A260/A280吸光度值在1.8左右为合格。合格的RNA
样品运用M-MLV First-Strand Synthesis System for 
qRT-PCR (美国Life公司) 进行反转录反应， 反

应条件如下：16℃ 30 min，42℃ 30 min，85℃ 5 

2.2  miR-21的表达与食管癌患者临床病理之间的

关系

根据miR-21表达的中位值[（7.562±1.072），

内参为U6]，将72名患者分为两组，其中高表

达组46例，低表达组26例。经统计分析发现，

miR-21的表达与患者的肿瘤TNM分期和进展恶化

明显相关，患者miR-21表达越高，TNM分期越晚

（P=0.023），恶化的可能性越高（P=0.025）。而

与患者的性别、发病年龄、肿瘤的部位、肿瘤组织

类型以及分化程度无关，见表1。

2.3  miR-21在食管癌患者预后中的意义

在随访中，我们定义术后肿瘤复发或/和发生

转移为恶化，通过对比复查时CT与术前CT的表现

来进行判定。在随访过程中，有26例患者发生恶
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化，其中21例是miR-21高表达患者，5例是miR-21
低表达患者。高表达组5年生存率为15.22%，低表

达组为38.46%。根据Kaplan-Meier生存分析表明，

高表达miR-21的食管癌患者相比低表达的患者5年

生存率更低（P=0.004），见图2；同时发现TNM
分期越晚（P=0.005）、病情恶化（P=0.011）的患

者5年生存率越低，见表2。

（P=0.009）均是食管癌患者预后的独立指标，见表3。

3  讨论
miRNAs最早由Lee等[7]在秀丽隐杆线虫中首

次发现。目前超过1 000种miRNA被发现，其在动

物、植物和病毒中广泛表达。在动物体内miRNA
主要通过与靶基因3’端非编码区(3’-UTR)不完全

配对，从而抑制靶基因mRNA翻译来参与细胞分

化、增殖、侵袭、凋亡等生物学过程[8-9]。近年大

量研究发现miRNA在多种恶性肿瘤组织中与其相

应正常组织表达存在显著差异[10-11]， 同时大量研

究表明miRNA在肿瘤中的表达高低与肿瘤的发生

发展有密切关系[12-13]。

目前发现多种miR在食管癌中均有明显的表

达，与食管癌的发生发展有密切关系[14]。同时，

最近研究证实miR-21是唯一在多种实体肿瘤肺

癌、胃癌、前列腺癌、结肠癌、食管癌、胰腺癌

等中高表达的miRNA。但关于miR-21与肿瘤临床

病理因素之间关系的研究少有报道。本实验中运

用实时定量PCR方法检测miR-21在食管癌组织和

邻近正常食管组织中的表达，证实了miR-21在食

管癌组织和周围相邻正常食管组织中表达存在明

显差异，且miR-21在食管癌组织中也呈明显的高

表达，该结论与以前的一些相关研究一致[5-6, 15]。

在miR-21对肿瘤发生发展机制研究方面也有较多

的报道，Ziyan等[5]也证实在骨肉瘤MG-63细胞中

miR-21通过直接作用RECK基因促进肿瘤的侵袭和

转移。Song等[15]发现在乳腺癌细胞中miR-21通过

调节TIMP3基因来调节乳腺肿瘤细胞的侵袭。

通 过 术 后 的 随 访 统 计 结 果 ， 发 现 高 表 达
miR-21的患者有着更差的预后，说明miR-21可以
作为食管癌患者一个有效预后的指标。同样在其
他研究中也有类似的报道，Gu等[10]发现miR-372
的高表达与肝癌患者术后生存时间存在明显的正
相关。同样在膀胱癌患者中减少的miR-31表达也
证实和术后生存时间缩短有明显的关系[12]。近期
Markou等[16]报道miR-21高表达可以作为非小细胞

表2  miR-21及一般临床病理因素在食管癌患者预后中的
单因素分析

Table2   Univariate analysis of miR-21 expression and       

general clinicopathologic parameters in the prognosis of EC 

patients
         Factors Median survival time (month) χ2 P 
Age(years) 0.909 0.340
 ＜52 35.147
 ≥52 22.086
Location 0.059 0.971
   Upper 16.077
   Middle 26.971
   Lower 31.708
Differentiation 1.939 0.379
   Poor 38.375
   Moderate 22.591
   Well 27.391
TNM stage 30.219 ＜0.001
  Ⅰ 35.000
   Ⅱ 40.581
   Ⅲ 17.330
   Ⅳ 5.556
Progression 14.435 ＜0.001
   Yes 42.809
   No 9.519
miR-21 expression 12.488 ＜0.001
   High 19.674
   Low 46.615

表3  miR-21及一般临床病理因素在食管癌患者预后中的
多因素分析

Table3  Multivariate analysis of miR-21 expression and 

general clinicopathologic parameters in the prognosis of 

EC patients              

           Factors Overall survival
HR 95% CI P 

TNM stage 1.829 1.257-2.660 0.002
Progression 2.150 1.213-3.811 0.009
miR-21 expression 1.922 1.024-3.606 0.042

图2  食管癌患者miR-21表达和生存时间之间的关系
Figure2  Correlation between miR-21 expression and 
survival time in 72 EC patients

进一步多元Cox回归分析表明，miR-21表达

（P=0.042）、TNM分期（P=0.002）和病情恶化
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肺癌患者总生存率一个独立的预后因素。

肿瘤的形成是一个非常复杂的过程, 包括从

起初的基因改变引起的恶性转变到最后的肿瘤形

成，甚至远处转移。在这些过程中，不同的肿瘤

都有着独特的分子事件，因此肿瘤的预后往往

取决于不同基因之间的相互作用。Qian等[17]发现

miR-21在344例乳腺癌病例中均有表达, 但高表达

的miR-21与患者预后无明显相关性。同样，在食

管癌形成的过程中，miR-21并不是唯一一个发生

改变的基因，因此进一步研究的重点是发现更多

发生改变的基因，研究他们相关的机制，从而为

更好理解食管癌的发生发展以及为预后提供理论

支持。

总之，在本研究中发现miR-21在食管癌组织

的表达明显高于邻近正常食管组织，高表达的

miR-21与食管癌的进展和预后呈明显的相关性。

miR-21可作为食管癌患者总生存率一个独立的预

后因素。
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