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摘要：目的　 分析非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）患者呼出气冷凝液（ＥＢＣ）中 ｍｉｃｒｏＲＮＡ４８６（ｍｉＲ⁃４８６）的表达水平及其临床应用价值。
方法　 选取 ２０１６ 年 ６ 月至 ２０１７ 年 １２ 月在南通市第一人民医院呼吸科和胸外科接受治疗并经病理证实为 ＮＳＣＬＣ 的 ５０ 例患

者为研究组，５０ 例健康体检者为对照组。 用实时定量 ＰＣＲ 技术检测 ＥＢＣ 和血清中 ｍｉＲ⁃４８６ 的表达水平，同时检测 ＮＳＣＬＣ 患

者组织中 ｍｉＲ⁃４８６ 的表达水平。 用化学发光法检测血清中 ＣＥＡ、细胞角蛋白 １９ 片段（ＣＹＦＲＡ２１１）的表达水平。 分析 ｍｉＲ⁃４８６
在 ＮＳＣＬＣ 不同病理分期和病理类型的表达水平差异；并用 ＲＯＣ 曲线分析 ＥＢＣ ｍｉＲ⁃４８６ 单独及其联合血清 ＣＥＡ、ＣＹＦＲＡ２１１ 对

ＮＳＣＬＣ 的筛查效能。 结果 　 ＮＳＣＬＣ 患者 ＥＢＣ 和血清中 ｍｉＲ⁃４８６ 的相对表达量低于对照组（Ｐ＜０．０５）。 非小细胞肺癌晚期

（Ⅲ～Ⅳ期）患者 ＥＢＣ 和血清中 ｍｉＲ⁃４８６ 的表达量低于早期（Ⅰ～Ⅱ期）患者（Ｐ＜０．０５）。 ＲＯＣ 分析显示，ＥＢＣ 和血清中ｍｉＲ⁃４８６
诊断 ＮＳＣＬＣ 的敏感性分别为 ９２％、７４％；特异性分别为 ５２％、７２％，ｍｉＲ⁃４８６ 与血清 ＣＥＡ、ＣＹＦＲＡ２１１ 联合筛查非小细胞肺癌敏

感性为 ７２％，特异性为 ７８％。 结论　 ｍｉＲ⁃４８６ 在 ＮＳＣＬＣ 患者癌组织、血清和 ＥＢＣ 中均低表达，ＥＢＣ 中 ｍｉＲ⁃４８６ 与血清 ＣＥＡ、
ＣＹＦＲＡ２１１ 联合检测对 ＮＳＣＬＣ 的早期诊断有潜在的价值。
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　 　 根据国家癌症中心 ２０１５ 年数据统计显示，肺癌

位居我国恶性肿瘤发病首位，占城市和农村恶性肿

瘤死亡率第一位［１］。 肺癌根据病理类型可分为非

小细胞肺癌（ ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）和

小细胞肺癌（ ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ，ＳＣＬＣ）两大类，
肺癌中 ８０％ ～ ８５％ 是 ＮＳＣＬＣ［２⁃３］。 微小核糖核酸

（ｍｉｃｒｏＲＮＡ，ｍｉＲＮＡ）是一类非编码小分子 ＲＮＡ，长
约 １８～２５ 个核苷酸，转录后通过识别靶 ｍｉＲＮＡ ３′端
非翻译区（３′ＵＴＲ）并与之互补结合，抑制 ｍｉＲＮＡ 的

翻译过程或促进靶 ｍｉＲＮＡ 的降解，发挥调控基因表

达的作用［４］。 研究表明，ｍｉＲＮＡ 与多种肿瘤的发生

密切相关，它可作用于抑癌基因的靶点，使其表达下

调，促进肿瘤形成；也可作用于癌基因，阻止细胞的

恶性转化［５⁃７］。 ｍｉｃｒｏＲＮＡ４８６（ｍｉＲ⁃４８６）属于抑癌基

因，与肺癌的发生、预后相关［８⁃１０］。
呼出 气 冷 凝 液 （ ｅｘｈａｌｅｄ ｂｒｅａｔｈ ｃｏｎｄｅｎｓａｔｅｓ，

ＥＢＣ）是一种生物液体，是呼吸道的天然基质，ＤＮＡ、
ＲＮＡ、蛋白质、代谢物和挥发性化合物均可存在于

ＥＢＣ 中。 它是一种非侵入性采集的标本，正逐渐受

到重视。 目前，对于肿瘤组织和血液中 ｍｉＲＮＡ 的研

究报道较多，而 ＥＢＣ 中肺癌标志物的相关研究较

少［１１］。 本研究旨在通过分析 ５０ 例经组织病理学证

实的 ＮＳＣＬＣ 患者 ＥＢＣ 中 ｍｉＲ⁃４８６ 的相对表达水

平，并评价其在 ＮＳＣＬＣ 中的临床应用价值。

１　 对象与方法

１．１　 研究对象　 选取 ２０１６ 年 ６ 月至 ２０１７ 年 １２ 月

在我院呼吸科和胸外科接受治疗并经组织病理学证

实为 ＮＳＣＬＣ 的 ５０ 例患者为研究对象，男 ２７ 例，女
２３ 例，年龄 ４２～８３ 岁，中位年龄 ６８．５ 岁。 上述患者

中鳞癌 １６ 例，腺癌 ３４ 例，手术前均未接受放、化疗

及免疫治疗、靶向治疗。 肺癌的临床分期参考国际

抗癌联盟（ＵＩＣＣ）２０１７ 年版 ＮＳＣＬＣ 分期标准，Ⅰ期

４ 例，Ⅱ期 １７ 例，Ⅲ期 １８ 例，Ⅳ期 １１ 例。 纳入同期

本院体检健康者 ５０ 例作为对照组，其中男 ２８ 例，女
２２ 例，年龄 ３４～７８ 岁，中位年龄 ４８ 岁。 肺癌组和对

照组年龄、性别及吸烟史差异均无统计学意义（Ｐ 均＞
０．０５）。 本研究经我院医学伦理学委员会批准（批准

文号：２０１７ＫＹ１３９），研究对象均签署知情同意书。
１．２　 仪器和试剂 　 ＳｔｅｐＯｎｅ Ｐｌｕｓ 荧光定量 ＰＣＲ 仪

（美国 ＡＢＩ 公司），ＯｎｅＤｒｏｐ １０００＋ 微量分光光度计

（日本松下电器公司），ＥｃｏＳｃｒｅｅｎ 冷凝器和 Ｍａｓｔｅｒ
Ｓｃｒｅｅｎ 简易冷凝器（ＥｒｉｃＪａｅｇｅｒ 公司），６０２ 全自动化

学发光分析仪（德国 Ｒｏｃｈｅ 公司）。 ｍｉＲＮＡ 提取分

离试剂盒（批号 Ｒ６５２９）、增强型 ｍｉＲＮＡ ｃＤＮＡ 第一

链合成试剂盒（批号 Ｒ６５１９）、增强型 ｍｉＲＮＡ 荧光定

量检测试剂盒（批号 Ｒ６５１０）均购于北京天根公司。
癌胚抗原（ＣＥＡ，批号 ２８６５７４０３）、细胞角蛋白 １９ 片

段（ＣＹＦＲＡ２１１，批号 ２１３７４２０３）化学发光检测试剂

盒均购自德国 Ｒｏｃｈｅ 公司。
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１．３　 方法

１．３．１　 标本采集与处理 　 ＮＳＣＬＣ 患者于入院第 １
天采集外周血标本。 体检健康者在体检期间采集外

周血标本。 用含促凝胶真空采血管采集研究对象静

脉血标本 ５ ｍＬ，１ ０００×ｇ 离心 １０ ｍｉｎ，分离血清样品

（≥５００ μＬ），用无 ＲＮａｓｅ 离心管分离后于－７０ ℃保

存备用。 用 ＥｃｏＳｃｒｅｅｎ 冷凝器或者 Ｍａｓｔｅｒ Ｓｃｒｅｅｎ 简

易冷凝器预冷 １５ ｍｉｎ，嘱研究对象漱口、戴鼻夹，经
咬嘴平静呼吸 ２０ ｍｉｎ 后取出收集管，待标本液化后

可得到 ２～４ ｍＬ 液体，即 ＥＢＣ；随即放入无 ＲＮａｓｅ 离

心管中，于－７０ ℃保存备用。 留取肺癌患者手术后

的癌组织，经液氮快速冷冻后－７０ ℃保存备用。
１．３．２　 总 ＲＮＡ 的提取　 采用 ｍｉＲＮＡ 提取分离试剂

盒提取组织、血液和 ＥＢＣ 标本 ＲＮＡ。
１．３．３　 ＲＮＡ 含量和纯度测定　 按照 ＯｎｅＤｒｏｐ １０００＋

微量分光光度计操作手册，对提取的 ＲＮＡ 测定浓度

及纯度。 评价 ＲＮＡ 样品纯度，取 Ａ２６０ ｎｍ ／ Ａ２８０ ｎｍ控制

在 １．８～２．１ 的样品用于后续实验。
１．３．４　 参照基因的选择 　 本研究选择在组织细胞

中稳定表达且应用最多的 Ｕ６ 作为 ＮＳＣＬＣ 患者组织

中的参照基因。 但由于目前 Ｕ６ 等内参基因在体液

中的稳定性尚存在争议，因此本研究选取 ｃｅｌ⁃ｍｉＲ⁃３９
作为血清和 ＥＢＣ 中目的基因检测时的参照基因。
１．３．５　 引物设计　 用 Ｐｒｉｍｅｒ Ｐｒｅｍｉｅｒ ５．０ 软件设计

引物，ｍｉＲ⁃４８６、Ｕ６、ｃｅｌ⁃ｍｉＲ⁃３９ 引物序列见表 １，由
北京天根公司合成。

表 １　 ｍｉＲ⁃４８６ 和参照基因引物序列

基因名称 引物序列（５′→３′）
ｍｉＲ⁃４８６ 上游：ＴＧＴＡＣＴＧＡＧＣＴＧＣＣＣＣＧＡＧ

下游：ＣＴＣＡＡＣＴＧＧＴＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣ
Ｕ６ 上游：ＣＴＣＧＣＴＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡＴ

下游：ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ
ｃｅｌ⁃ｍｉＲ⁃３９ 上游：ＧＧＣＣＴＣＡＣＣＧＧＧＴＧＴＡＡＡＴＣＡＧ

下游：ＡＧＴＧＣＡＧＧＧＴＣＣＧＡＧＧＴＡＴ

１．３．６ 　 反应体系和条件 　 ｃＤＮＡ 第一链合成：２ ×
ｍｉＲＮＡ ＲＴ Ｒｅａｃｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ １０ μＬ，ｍｉＲＮＡ ＲＴ Ｅｎｚｙｍｅ
Ｍｉｘ ２ μＬ， ＲＮａｓｅ⁃Ｆｒｅｅ ｄｄＨ２Ｏ 补至 ２０ μＬ， ４２ ℃
６０ ｍｉｎ，９５ ℃ ３ ｍｉｎ；ＰＣＲ 体系：ｃＤＮＡ ２ μＬ，ｍｉＲＮＡ
荧光定量检测试剂 １０ μＬ，引物终浓度 ２００ ｍｍｏｌ ／ Ｌ，
反应体积为 ２０ μＬ。 反应条件：９４ ℃，２ ｍｉｎ；９４ ℃，
２０ ｓ；６４ ℃，３４ ｓ，４０ 个循环。
１．３．７　 ＣＥＡ、ＣＹＦＲＡ２１１ 的检测 　 按试剂盒说明书

采用化学发光法检测 ＣＥＡ、ＣＹＦＲＡ２１１。 ＣＥＡ 参考

区间：＜５ μｇ ／ Ｌ。 ＣＹＦＲＡ２１１ 参考区间：＜３．５ μｇ ／ Ｌ。
１．４ 　 统计学分析 　 用 ＳＰＳＳ ２１． ０ 统计软件进行。

ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 数据采用 ２－ΔΔＣｔ法处理后再进行统计学分

析。 计量资料先做正态性检验（Ｋ⁃Ｓ 检验）；若数据

符合正态分布，两组数值比较采用 ｔ 检验；若不符合

正态分布，采用两独立样本的非参数检验（Ｍａｎｎ⁃
Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ 检验）。 两组计数资料比较采用 χ２ 检验。
Ｐ＜０．０５ 为差异有统计学意义。 对 ＮＳＣＬＣ 的诊断价

值用 ＲＯＣ 曲线分析。

２　 结果

２．１　 血清 ｍｉＲ⁃４８６、ＣＥＡ、ＣＹＦＲＡ２１１ 水平　 见表 ２。
Ｋ⁃Ｓ 检验结果显示，各组 ｍｉＲ⁃４８６、ＣＥＡ、ＣＹＦＲＡ２１１
数据呈非正态分布（Ｐ＜０．０５）。 Ｍａｎｎ⁃Ｗｈｉｔｎｅｙ Ｕ 检

验结果显示，与健康人对照组比较，ＮＳＣＬＣ 组血清

ｍｉＲ⁃４８６ 表达水平降低（Ｐ＜０．０１），而 ＣＥＡ、ＣＹＦＲＡ２１１
水平升高（Ｐ＜０．０１），差异均有统计学意义。

　 　 表 ２　 健康人对照组和 ＮＳＣＬＣ 组血清 ｍｉＲ⁃４８６、ＣＥＡ、
ＣＹＦＲＡ２１１ 水平比较［Ｍ（Ｐ２５，Ｐ７５）］

分组 ｎ ｍｉＲ⁃４８６ ＣＥＡ（μｇ ／ Ｌ） ＣＹＦＲＡ２１１（μｇ ／ Ｌ）
健康人

对照组

５０ １．８（０．９２，４．３１） ２．３３（０．５，４．７） １．６２（０．２，３．４）

ＮＳＣＬＣ组 ５０ ０．７３（０．２１，１．９２） １２．５（５．１，２０．２） ６．７（３．３，１１．４）
Ｚ（Ｐ）值 －３．０５８（＜０．０１） －８．５９３（＜０．０１） －１０．０５８（＜０．０１）

２．２　 组织、血清和 ＥＢＣ 中 ｍｉＲ⁃４８６ 的表达水平　 肺

癌组织中 ｍｉＲ⁃４８６ 的相对表达水平 ０．５８（０．３２，１．１７）
低于癌旁组织 １．６６（０．８２，３．２１），差异有统计学意义

（Ｚ＝ －３．２０，Ｐ＜０．０５）。 肺癌组血清中ｍｉＲ⁃４８６的相

对表达水平 ０． ７３（０． ２１，１． ９２）低于健康人对照组

１．７８（０．９２，４．３１），差异有统计学意义（Ｚ＝ －４．６８，Ｐ＜
０．０５）。 肺癌组 ＥＢＣ 中 ｍｉＲ⁃４８６ 的相对表达水平

０．５０（０．３２，１．０２）低于健康人对照组 １．５６（０．８１，３．０２），
差异有统计学意义（Ｚ＝ －３．９４，Ｐ＜０．０５）。
２．３　 不同 ＴＮＭ 分期 ｍｉＲ⁃４８６ 表达水平　 不同 ＴＮＭ
分期 ＮＳＣＬＣ 患者组织、血清和 ＥＢＣ 中 ｍｉＲ⁃４８６ 相

对表达水平见表 ３。 Ⅲ ～ Ⅳ期患者组织、血清和

ＥＢＣ 中 ｍｉＲ⁃４８６ 相对表达水平均低于Ⅰ ～ Ⅱ期患

者，差异均有统计学意义（Ｐ 均＜０．０５）。

表 ３　 不同 ＴＮＭ 分期 ｍｉＲ⁃４８６ 相对表达水平

分期 ｎ 组织 血清 ＥＢＣ
Ⅰ～Ⅱ期 ２１ ０．７１（０．４１，１．６１） ０．８９（０．４，１．９５） ０．７６（０．３８，１．５２）
Ⅲ～Ⅳ期 ２９ ０．３６（０．１１，１．１２） ０．４３（０．２１，０．８２） ０．２８（０．１２，０．６１）
Ｚ（Ｐ）值 －２．１１３（＜０．０５） －４．９９３（＜０．０５） －６．５４２（＜０．０５）

２．４　 不同病理类型 ｍｉＲ⁃４８６ 相对表达水平 　 不同

病理类型 ＮＳＣＬＣ 患者组织、血清和 ＥＢＣ 中 ｍｉＲ⁃４８６
相对表达水平见表 ４。 鳞癌患者组织、血清和 ＥＢＣ
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中 ｍｉＲ⁃４８６ 相对表达水平与腺癌患者比较差异无统

计学意义（Ｐ 均＞０．０５）。

表 ４　 ｍｉＲ⁃４８６ 在不同病理类型中相对表达水平

分组 ｎ 组织 血清 ＥＢＣ
腺癌 ３４ ０．５９（０．４２，１．１３） ０．６２（０．４６，１．２２） ０．４３（０．２５，０．７１）
鳞癌 １６ ０．５４（０．３６，０．９８） ０．４５（０．３３，０．８７） ０．３７（０．２６，０．６８）
Ｚ 值 －０．１２３ －１．０２４ －１．７６
Ｐ 值 ０．９０２ ０．３０６ ０．０７８

２．５　 ｍｉＲ⁃４８６ 诊断 ＮＳＣＬＣ 的价值　 组织中 ｍｉＲ⁃４８６
的 ＲＯＣ 曲线下面积（ＡＵＣＲＯＣ）为 ０．７８３，当 ｃｕｔ⁃ｏｆｆ 值
取 ０．９４ 时，敏感性为 ８７％，特异性为 ７０％。 血清中

ｍｉＲ⁃４８６ 的 ＡＵＣＲＯＣ 为 ０． ７５２，当 ｃｕｔ⁃ｏｆｆ 值取 ０． ６１５
时，敏感性为 ７４％，特异性为 ７２％。 ＥＢＣ 中 ｍｉＲ⁃４８６
的 ＡＵＣＲＯＣ为 ０．７９２，当 ｃｕｔ⁃ｏｆｆ 值取 １．０８ 时，敏感性

和特异性分别为 ９２％和 ５２％，ｍｉＲ⁃４８６ 与血清 ＣＥＡ、
ＣＹＦＲＡ２１１ 联合筛查 ＮＳＣＬＣ 时 ＡＵＣＲＯＣ为 ０．７７６，当
ｃｕｔ⁃ｏｆｆ 值取 ０．６８ 时，敏感性和特异性分别为 ７２％和

７８％。

３　 讨论

　 　 ｍｉＲ⁃４８６ 是一类在哺乳动物中高度保守的 ｍｉＲ⁃
ＮＡ，位于染色体 ８ｐ１１，是许多癌症中基因组丢失的

一个区域。 本研究结果显示，ｍｉＲ⁃４８６ 在 ＮＳＣＬＣ 患

者癌 组 织、 血 清 及 ＥＢＣ 中 均 呈 低 表 达 状 态。
ｍｉＲ⁃４８６相对表达水平与 ＮＳＣＬＣ 患者 ＴＮＭ 分期有

关，可能成为预测 ＮＳＣＬＣ 患者预后的指标，与毕雪

冰等［１２］研究结果一致。 本研究中组织、血清和 ＥＢＣ
ｍｉＲ⁃４８６ 的表达水平与病理细胞类型均无关，分析

原因可能与样本量少有关，需扩大样本量作进一步

研究。 ＲＯＣ 曲线分析显示，ＥＢＣ 中 ｍｉＲ⁃４８６ 的检测

对于 ＮＳＣＬＣ 患者敏感性较高，但是特异性不如组织

和血清。 ＥＢＣ 中 ｍｉＲ⁃４８６ 和 ＣＥＡ、ＣＹＦＲＡ２１１ 联合

应用时，ＡＵＣＲＯＣ为 ０．７７６，当 ｃｕｔ⁃ｏｆｆ 值取 ０．６８ 时，敏
感性和特异性分别为 ７２％和 ７８％，与文献［１３］报道一

致。 本研究认为，虽然 ＥＢＣ 采集是一种无创、安全

的技术，可以在整个随访过程中反复采集样本而不

会给患者带来不适。 但由于本研究样本量较小，还
需要进行大规模多中心临床研究来验证其有效性。
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