
浙
江
医
学
杂
志
社
官
方
网
站
网
址
：
ww
w.
zj
yx
zz
s.
co
m

浙江医学 2021年第 43卷第３期

【摘要】 目的 探讨 miR-196b-5p在食管鳞癌癌组织中的表达情况，评估 miR-196b-5p作为食管鳞癌潜在生物标志物的

可能性，并进一步分析其作用机制。方法 收集 2015至 2019年浙江省台州医院收治的病理学检查确诊为食管鳞癌的 24例患者

的癌组织及相应癌旁（距离肿瘤≥2 cm）正常组织标本。采用 qRT-PCR 法检测 miR-196b-5p 表达水平。ROC 曲线评估

miR-196b-5p诊断食管鳞癌的效能，并收集癌症基因组图谱（TCGA）和基因表达汇编（GEO）数据进行验证。进一步比较不同临床特

征食管鳞癌患者癌组织中 miR-196b-5p表达水平。基于 TCGA数据库，通过京都基因与基因组百科全书（KEGG）富集方法初步分

析 miR-196b-5p 的相关信号通路。 结果 qRT-PCR 检测结果、TCGA 数据库和 GEO 数据库中食管鳞癌患者癌组织

miR-196b-5p表达水平均明显高于癌旁正常组织（均 P＜0.01）。miR-196b-5p水平诊断食管鳞癌的灵敏度为 0.79，特异度为

0.92，最佳截断值为 1.542，AUC为 0.891（95％CI：0.767~0.962）（P＜0.01）；根据 TCGA数据计算，灵敏度为 0.86，特异度为 0.85，

最佳截断值为 5.310，AUC为 0.832（95％CI：0.748~0.897）（P＜0.01）；根据 GEO数据计算，灵敏度为 0.89，特异度为 0.96，最佳截

断值为 0.012，AUC为 0.946（95％CI：0.900~0.975）（P＜0.01），T3~4期食管鳞癌患者癌组织中 miR-196b-5p表达水平高于 T1~2期

食管鳞癌患者（P＜0.05）。食管鳞癌癌组织 miR-196b-5p低表达（≤1.898）患者 3年生存率为 55.3％，明显高于 miR-196b-5p高

表达（＞1.898）患者的 0.0％（P＜0.05）。KEGG富集结果提示差异基因显著富集于有丝分裂原活化蛋白激酶（MAPK）、Wnt、磷脂酰

肌醇 3-激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（Akt）等多条通路（均 P＜0.05）。 结论 食管鳞癌癌组织中 miR-196b-5p 表达水平明显高于

癌旁正常组织，或可作为食管鳞癌筛选的潜在生物标志物。miR-196b-5p 可能通过参与调控多条信号通路，在食管鳞癌中起

致癌作用。

【关键词】 miR-196b-5p 食管鳞癌 生物标志物 信号通路
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【 Abstract】 Objective To study the expression of miR-196b-5p in esophageal squamous cell carcinoma tissues and

its clinical significance. Methods Twenty-four cancer specimens and 24 corresponding paracancerous normal tissues

samples were taken from patients with esophageal squamous cell carcinoma from 2015 to 2019. The expression level of

miR-196b-5p in cancer tissues and adjacent normal tissues was detected by qRT-PCR. ROC curve was used to analyze the

sensitivity and specificity of miR-196b-5p for diagnosis of esophageal cancer. TCGA and GEO database data were collected

for validation. The association of miR-196b-5p expression with clinicopathological features of cancer were analyzed. Based on

TCGA database, the signal pathway of miR-196b-5p was analyzed by KEGG enrichment. Results The qRT-PCR testing

and the TCGA and GEO data analysis showed that the expression level of miR-196b-5p in esophageal squamous cell carci-

noma was significantly higher than that in normal tissues (all P＜0.01). The sensitivity of miR-196b-5p in the diagnosis of

esophageal squamous cell carcinoma was 0.79, specificity was 0.92, best cut-off value was 1.542, AUC was 0.891 (95%CI:
0.767-0.962)(P＜0.01). According to TCGA data, the sensitivity was 0.86, specificity was 0.85, best cut-off value was 5.310,
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食管癌是世界第六大常见恶性肿瘤，也是癌症相

关死亡的第四大常见原因 [1]，其中超过 90%为食管鳞
状细胞癌[2-3]。目前食管癌患者的预后仍不理想，中位生
存时间仅为 1.5年，5 年生存率不到 10豫[4]。寻找食管
癌的生物标志物和开发新的基因治疗，对降低食管癌

患者死亡率具有重要意义。miRNA作为一种转录后调
控因子，可通过特异性结合靶 mRNA减少 mRNA翻译
或降低靶 mRNA表达[5-7]。目前，miRNA已被证实在肿
瘤中存在差异表达，且参与肿瘤细胞的增殖、迁移和侵

袭。研究发现，miR-196b-5p参与某些肿瘤的发生、发
展，或可作为肿瘤生物标志物[8-9]。Shao等[9]发现 miR-
196b-5p在胃癌组织中高表达，且调控胃癌细胞的增
殖和侵袭。另一研究显示，在胃癌患者的血清中，miR-
196b-5p同样存在高表达，且对胃癌诊断及预测淋巴
结转移均具有一定的价值 [10]。然而，目前关于 miR-
196b-5p 与食管癌的关系鲜有报道。基于此，本研究
探讨 miR-196b-5p在食管鳞癌癌组织中的表达情况，
评估 miR-196b-5p 作为食管鳞癌潜在生物标志物的
可能性，并进一步分析其作用机制，以期为 miR-
196b-5p 作为食管鳞癌生物标志物和治疗靶点提供
理论支持。

1 对象和方法

1.1 对象 收集 2015 至 2019 年浙江省台州医院收
治的病理学检查确诊为食管鳞癌的 24 例患者的癌组
织及相应癌旁（距离肿瘤逸2 cm）正常组织标本，组织
标本均由中心实验室规范保存。24例食管鳞癌组织标
本中男 19例，女 5例；年龄＜60 岁 17 例，逸60岁 7
例；肿瘤位置：食管近段~中段 15 例，远段 9 例；T 分
期：T1~2期 12 例，T3~4 期 12 例；N 分期：N0期 14 例，Nx
期 10例。本研究经医院医学伦理委员会审批通过。
1.2 组织标本 miR -196b -5p 表达水平检测 采用

qRT-PCR法。取适量的组织放入无酶 EP管后上机研

磨，在研磨后的组织中加入 1 ml Trizol（美国赛默飞公
司），严格按照反转录试剂盒（美国赛默飞公司）说明书

要求提取总 RNA。将 2伊Master Mix、50伊ROX Refer原
ence Dye、引物（上海生物工程公司）、模板完全溶解，
依照 PCR试剂（上海吉玛公司）说明书配制反应体系，
设置 3个复孔进行 PCR 扩增，结果采用 2-驻驻Ct法进行
相对定量分析。所有 miRNA表达数据采用 log5（x）进行
标准化处理。 miR -196b -5p 上游引物：3' -TAG原
GTAGTTTCCTGTTGTTGGG-5'，下游引物：3'-GCGAG原
CACAGAATTAATACGAC-5'；内参 U6 上游引物：3'-
CTCGCTTCGGCAGCACA-5'，下游引物：3'-AACGCT原
TCACGAATTTGCGT-5'。

1.3 癌症基因组图谱（the cancer genome atlas，TCGA）
和基因表达汇编（gene expression omnibus，GEO）数据
验证 从 TCGA 数据库（https://cancergenome.nih.gov/）
中下载食管鳞癌高通量基因测序数据和临床数据集，

共 95 例食管鳞癌癌组织和 13 例癌旁正常组织的
miRNA表达数据纳入本研究。所有 miRNA 表达数据
采用 log2（x）进行标准化处理。从 GEO数据库（https://
www.ncbi.nlm.nih.gov/geo）中下载 GSE43732数据集，共
115 例食管鳞癌组织和 45 例癌旁正常组织的 miRNA
表达数据纳入本研究。所有 miRNA 表达数据采用 2n

进行标准化处理。以上所有数据均来自有效信息，不包

括遗失的数据。

1.4 患者分组定义 基于 24 例食管鳞癌患者的
miRNA数据，定义癌组织中 miR-196b-5p表达水平高
于截断值的患者为高表达患者，反之定义为低表达患

者，以进行后续生存分析。另基于 TCGA完整的 RNA、
miRNA和临床数据，按食管鳞癌癌组织中 miR-196b-
5p表达水平从低到高对食管鳞癌患者进行排序，定义
前 1/3患者为 miR-196b-5p低表达患者，后 1/3患者为
miR-196b-5p高表达患者，以进行后续差异基因的富
集分析。

AUC was 0.832 (95%CI: 0.748-0.897)(P＜0.01). According to GEO data, the sensitivity was 0.89, specificity was 0.96, best

cut-off value was 0.012, AUC was 0.946(95%CI: 0.900-0.975)(P＜0.01). The expression level of miR-196b-5p in cancer tissues

of patients with stage T3-4 was higher than that with stage T1-2 (P＜0.05). The 3-year survival rate of patients with low expression

of miR-196b-5p was significantly higher than that with low expression of miR-196b-5p (P＜0.05). KEGG enrichment results

showed that the differential genes were significantly enriched in MAPK, Wnt, PI3K / Akt and other pathways (all P＜0.05).

Conclusion The expression level of miR-196b-5p is up-regulated in esophageal squamous cell carcinoma tissue, which may

be used as a potential biomarker for screening esophageal squamous cell carcinoma. miR-196b-5p may play a carcinogenic

role in esophageal squamous cell carcinoma by regulating multiple signaling pathways.

【Key words】 miR-196b-5p Esophageal squamous cell carcinoma Biomarker Signaling pathway
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1.5 京都基因与基因组百科全书（Kyoto encyclopedia
of genes and genomes，KEGG）富集分析 利用 R 包
“limma”对 miR-196b-5p高表达和低表达患者进行差
异基因筛选，设置阈值 log 倍数变化（fold change，FC）
＞0.5 且错误发现率（false discovery rate，FDR）＜0.1。
利用 DAVID 在线生物信息分析软件（https://david.
ncifcrf.gov/）对miR-196b-5p相关差异基因进行 KEGG
通路分析，P＜0.05被认为富集显著。
1.6 统计学处理 采用 SPSS 20.0统计软件。符合正
态分布的计量资料以 表示，组间比较采用两独立样

本 t检验；不符合正态分布的计量资料以 M（P25，P75）表
示，组间比较采用 Mann -Whitney U 检验。采用
GraphPad软件绘制 ROC曲线；生存分析的最佳截断值
来自 X-tile 软件 [11]分析结果；通过 Kaplan-Meier 法绘
制生存曲线，预后比较采用 log-rank检验。P＜0.05为
差异有统计学意义。

2 结果

2.1 食管鳞癌患者癌组织与癌旁正常组织 miR -
196b-5p 表达水平比较 qRT-PCR 检测结果、TCGA
数据库和 GEO 数据库中食管鳞癌患者癌组织 miR-
196b-5p表达水平均明显高于癌旁正常组织，差异均
有统计学意义（均 P＜0.01），见表 1。
2.2 miR-196b-5p 诊断食管鳞癌的效能 根据本研

究 24 例食管鳞癌癌组织标本 qRT-PCR 检测结果计
算，miR-196b-5p水平诊断食管鳞癌的灵敏度为 0.79，
特异度为 0.92，最佳截断值为 1.542，AUC 为 0.891
（95豫CI：0.767~0.962）（P＜0.01）；根据 TCGA 数据计
算，灵敏度为 0.86，特异度为 0.85，最佳截断值为
5.310，AUC 为 0.832（95豫CI：0.748~0.897）（P＜0.01）；
根据 GEO数据计算，灵敏度为 0.89，特异度为 0.96，最
佳截断值为 0.012，AUC为 0.946（95豫CI：0.900~0.975）
（P＜0.01），见图 1。
2.3 不同临床特征食管鳞癌患者癌组织中 miR -
196b-5p 表达水平比较 本研究 24 例食管鳞癌患者

中，T3~4期患者癌组织中 miR-196b-5p 表达水平高于
T1~2 期患者，差异有统计学意义（P＜0.05）；但不同性
别、年龄、肿瘤位置和 N分期患者癌组织 miR-196b-5p
表达水平比较差异均无统计学意义（均 P＞0.05），见
表 2。
2.4 食管鳞癌癌组织 miR-196b-5p 高表达与低表达
患者生存情况比较 X-tile软件显示进行生存分析时
miR-196b-5p表达水平的最佳截断值为 1.898。本研究
24例食管鳞癌患者中，13例 miR-196b-5p 低表达（臆
1.898）患者 3年生存率为 55.3豫，明显高于 11例 miR-
196b-5p高表达（＞1.898）患者的 0.0豫，差异有统计学
意义（字2=4.412，P=0.036），见图 2。
2.5 KEGG 富集分析 miR-196b-5p 在食管鳞癌中的
信号通路 通过 R 包“limma”共筛选出 173 个差异基
因，对这些差异基因进行 KEGG富集分析显示，差异基
因显著富集于有丝分裂原活化蛋白激酶（MAPK）、
Wnt、磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）/蛋白激酶 B（Akt）等
多条通路（均 P＜0.05）。前 10项通路富集见表 3。
3 讨论

食管癌患者无论是局部转移还是远处转移，其预

后通常较差。因此，早期筛选食管癌患者并进行有效的

治疗对于预后具有重要意义。本研究中，笔者探讨了

miR-196b-5p在食管鳞癌癌组织中的表达情况，并进
一步分析其可能参与的信号通路。

本研究结果显示，miR-196b-5p 与食管鳞癌的发
生关系密切。与癌旁正常组织相比，食管鳞癌患者癌组

织中 miR-196b-5p 表达水平明显上调，ROC 曲线分
析结果显示 miR-196b-5p预测食管鳞癌的 AUC 值为
0.891，具备较高的灵敏度和特异度。这一结论得到
TCGA 和 GEO数据分析结果的支持。同时，本研究结
果还显示 T3~4 期食管鳞癌患者癌组织中 miR-196b-
5p表达水平高于 T1~2期患者，提示 miR-196b-5p与食
管鳞癌进展有关。生存分析结果显示食管鳞癌癌组织

中 miR-196b-5p高表达患者的预后较低表达患者差。
表 1 食管鳞癌患者癌组织与癌旁正常组织 miR-196b-5p表达水平比较

组织

食管鳞癌癌组织

癌旁正常组织

t/Z值
P值

qRT-PCR检测结果

2.02±0.78（n=24）

1.00±0.51（n=24）

5.383

0.000

TCGA数据库

13.6369（6.1245, 28.3924）（n=95）

0.2448（0.0974, 2.2153）（n=13）

-9.037

0.000

GEO数据库

0. 0354（0.0219，0.0545）（n=115）

0. 0046（0.0030，0.0064）（n=45）

-5.050

0.000

注：TCGA为癌症基因组图谱；GEO为基因表达汇编
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图 2 食管鳞癌组织 miR-196b-5p高表达与低表达患者生存曲

线比较

表 2 不同临床特征食管鳞癌患者癌组织

miR-196b-5p表达水平比较 另外，本研究显示 miR-196b-5p可能通过参与 MAPK、
Wnt、PI3K/Akt等多条信号通路的调控，从而影响食管
鳞癌的发生和发展。

研究显示 miR-196b-5p 在胃癌 [9]、结直肠癌 [8]、非
小细胞癌[12]和乳腺癌[13]等多种肿瘤中表达失调。已有研
究表明，miR-196b-5p 在胃癌患者癌组织和外周血清
中均显著上调，可作为胃癌诊断的潜在生物标志物和

淋巴结转移的预测因子，具有重要的临床价值[9-10]。与
此同时，Ren等 [8]和 Xu 等 [14]发现 miR-196b-5p 在结直
肠癌患者癌组织和外周血清中均存在高表达，在结直

肠癌诊断中具有一定的临床价值，且高表达的 miR-
196b-5p与淋巴结浸润、分化程度及淋巴结转移有关。
上述研究显示，miR-196b-5p 可作为某些特定肿瘤诊
断的潜在生物标志物。

研究发现 miR-196b-5p 可通过调节靶基因从而
调控胃癌 [9]、结直肠癌 [15]、口腔癌 [16]等多种肿瘤细胞的
迁移和侵袭。尽管如此，miR-196b-5p对信号通路的调
控作用却鲜有研究。Li等[17]研究表明，miR-196b-5p可
通过 PI3K/Akt/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）信号
通路调控胃癌细胞的增殖和侵袭。PI3K/Akt信号通路
在过去被发现参与包括食管鳞癌在内的多种肿瘤细胞

的凋亡、增殖和转移[18-19]。笔者过去的一项研究表明，
miR-30b-5p可通过 PI3K/Akt信号通路调控食管鳞癌
细胞的迁移和侵袭[20]。另外，MAPK和Wnt等信号通路
也被证实与食管鳞癌关系密切[21-22]。

综上所述，miR-196b-5p 在食管鳞癌的发生中起
着重要作用。食管鳞癌癌组织中 miR-196b-5p表达水
平明显高于癌旁正常组织，或可作为食管鳞癌筛选的

潜在生物标志物。miR-196b-5p可能通过参与调控多

临床特征

性别

男

女

年龄

＜60岁

≥60岁

肿瘤位置

近段 ~中段

远段

T分期

T1~2期

T3~4期

N分期

N0期

Nx期

n

19

5

17

7

15

9

12

12

14

10

miR-196b-5p表达水平

1.96±0.76

2.26±0.89

2.16±0.85

1.69±0.48

2.03±0.79

2.01±0.81

1.71±0.46

2.33±0.92

1.85±0.45

2.27±1.07

t值

-0.764

1.369

0.077

-2.089

-1.193

P值

0.453

0.185

0.939

0.048

0.257

表 3 前 10项 KEGG通路富集结果

富集通路

破骨细胞分化

MAPK信号通路

肌动蛋白细胞骨架的调节

甲状腺激素信号通路

Wnt信号通路

PI3K/Akt信号通路

转化生长因子β信号通路

扩张型心肌病

ECM受体相互作用

细胞因子受体相互作用

基因数目

7

8

7

5

5

8

4

4

4

6

P值
0.0012

0.0077

0.0118

0.0186

0.0346

0.0357

0.0385

0.0421

0.0433

0.0460

富集倍数

5.72

3.43

3.61

4.84

3.99

2.52

5.27

5.09

5.03

3.01

图 1 miR-196b-5p诊断食管鳞癌的 ROC曲线（TCGA为癌症基

因组图谱；GEO为基因表达汇编）

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0

1-特异度

qRT-PCR

TCGA

GEO

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

注：KEGG为京都基因与基因组百科全书；MAPK为有丝分裂活

化蛋白激酶；PI3K为磷脂酰肌醇 3-激酶；Akt为蛋白激酶 B
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条信号通路，在食管鳞癌发生中起致癌作用。本研究也

存在一些不足，如缺少食管鳞癌患者外周血的检测以

进一步明确 miR-196b-5p作为筛选因子的潜能；信号
通路方面仍需细胞、动物实验进一步验证。
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