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摘要    初步建立人脉络膜黑色素瘤的 miRNA 表达谱, 并探讨相应的 miRNA 在该疾病

中的功能, 为阐明脉络膜黑色素瘤发病机制寻求有效的治疗途径提供理论和实验依据. 
利用 miRNA 微芯片技术检测脉络膜黑色素瘤的 has-miRNA 表达谱, 将 4 例人脉络膜黑色

素瘤组织总 RNA 分别与 4 例健康人脉络膜组织对比, 筛选 has-miRNA 表达情况. 根据生

物信息学的有关方法处理芯片实验数据, 筛选出共同差异表达的候选has-miRNA. 采用实

时定量 PCR 的方法, 验证各候选 has-miRNA 的表达情况. 将芯片和 RT-PCR 两种方法结

论一致的候选 hsa-miRNA确定为有意义的共同差异表达 has-miRNA. 运用miRNA芯片技

术 , 发现人脉络膜黑色素瘤组织中 miRNA-20a, miRNA-106a, miRNA-17, miRNA-21, 
miRNA-34a 明显上调表达, miRNA-145 和 miRNA-204 明显下调表达. 在 4 例脉络膜黑色

素瘤中, miRNA-20a, miRNA-106a, miRNA-17, miRNA-21, miRNA-34a 明显表达上调, 
miRNA-145 和 miRNA-204 明显表达下调. 脉络膜黑色素瘤有差异表达的 miRNA 为研究

肿瘤的发生机制研究提供了诊断和治疗的新思路. 
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脉络膜黑色素瘤是成人最常见的原发性眼内恶

性肿瘤, 约占全身原发性黑色素瘤的 5%~6%[1]. 其发

病年龄、病理学分型、瘤体直径、巩膜浸润深度、发

生部位和瘤细胞的核分裂指数等因素均与预后有关. 
肿瘤细胞主要来源于脉络膜黑色素细胞, 其特点是

肿瘤恶性程度高, 易于转移. 主要致死原因是肝脏转

移. 一旦确诊肿瘤转移, 预后极差, 数月内多数患者

死亡, 生存期 2~7 个月, 仅 13%存活期>1 年. 目前在

临床治疗中, 包括光凝治疗、放射治疗、肿瘤局部切

除和眼球摘除等方法, 但均未明显提高患者生存率. 
原因在于, 人们对脉络膜黑色素瘤的病因及发病机制

还不清楚, 无法提高对脉络膜黑色素瘤及其转移的早

期诊断水平.  
小 RNA 分子是非编码的 RNA 分子(noncoding 

RNA, ncRNA), 在真核细胞中控制着许多功能, 例如

影响基因的表达、细胞周期和个体发育等多种行为[2]. 
小 RNA 中包括小干扰 RNA(short interfering RNA, 
siRNA)以及微小 RNA(microRNA, miRNA)两种类  
型[3], 其中 miRNA 成为继小干扰 RNA 之后新的研究

热点之一. miRNA 的出现为研究脉络膜黑色素瘤致病

基因提供了新的途径. miRNA(微小 RNA, microRNA), 
是一些 5′端带磷酸基团、3′端带羟基, 长度为 22 核苷 
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酸左右的非编码调控 RNA 家族. 超过 1/3 的人类基

因都受 miRNA 的调控. miRNA 具有使细胞异常分化

的能力, 而细胞的异常分化是肿瘤形成的关键, 因此

miRNA 的表达很可能意味着恶性肿瘤的发生. 研究

人类肿瘤的发生及转化, miRNA 基因扮演了重要的

角色. 本研究拟应用基因芯片技术对脉络膜黑色素

瘤中的 miRNA 基因进行筛查, 找出特异的基因.  

1  材料与方法 

1.1  研究对象  

收集在北京同仁医院进行眼内肿瘤局部切除并

经组织学证实为脉络膜黑色素瘤的瘤组织标本 4 例

(其中 3 例为梭型细胞型脉络膜黑色素瘤, 1 例为以梭

型细胞型为主的混合型脉络膜黑色素瘤), 以及死于

其他原因的捐献眼球脉络膜组织标本 4 例. 所有患者

均自愿签署了知情同意书.  

1.2  标本处理 

所得标本平均分为两份, 一份保存于 4%甲醛溶

液中, 石蜡切片, HE 染色和免疫组织化学染色以明

确组织性质; 另一份立即保存于液氮中, 后转至−80℃
冰箱内, 用于提取 miRNA.  

1.3  实验步骤 

(1) HE 染色及免疫组织化学染色.  选取证实为

脉络膜黑色素瘤的组织标本.  
(2) 提取总 RNA.  采用 Trizo1 一步法提取组织

块或细胞中的总 RNA, 通过异丙醇沉淀法浓缩 RNA, 
用分光光度计定量, 甲醛变性胶电泳质检总 RNA 的

质量. 对电泳检查符合标准的 RNA 进行纯化并标记.  
(3) 分离 miRNA.  取 40.0 µg 总 RNA 用 PEG 方

法分离 miRNA. 剩余总 RNA 置于 DEPC 水中−80℃
保存, 以备进行 RT-PCR 验证.  

(4) miRNA 样品的去磷酸化及荧光标记.  利用

小牛肠碱性磷酸酶进行 miRNA 样品的去磷酸化. 然
后使用 T4 RNA 连接酶标记方法分别标记 CU-cy3 和

CU-cy5, 分离纯化标记产物.  
(5) 杂交与清洗.  将 RNA 溶于 20 µL 杂交液中

(15%甲酰胺, 0.2% SDS, 3×SSC, 5×Denhardt’s), 于
42℃杂交过夜. 杂交结束后, 先在 42℃左右含 0.2% 
SDS, 2×SSC 的液体中洗 4 min, 而后在 0.2×SSC 液体

中室温洗 4 min.  
(6) 芯片扫描. 将上述玻片甩干后, 用 LuxScan 

10K/A 双通道激光扫描仪(CapitalBio 公司)进行扫描.  

1.4  芯片图像的采集与数据分析 

(1) 提取芯片数据采用 LuxScan 3.0 图像分析软

件(CapitalBio 公司)对芯片图像进行分析, 把图像信

号转化为数字信号. 
(2) 数据分析.  首先对各芯片进行校正并归一

化, 然后根据信号强度和图像质量对 miRNA 进行标

记, 删除不符合条件的数据, 并用软件 Significance 
analysis of Mieroarrays(SAM)进行分析, FDR 控制在

5%, 再以 2倍以上筛选出差异表达基因, 再对上述数

据进行分类、整理.  

1.5  RT-PCR 验证 

(1) 设计并合成引物.  针对要检测的miRNA设计

一条带茎环结构的逆转录引物以及相应的 PCR 引物.  
(2) 逆转录 cDNA.  取出上述置于 DEPC 水中

−80℃保存的总 RNA 0.05 µg, 逆转录形成 1st-cDNA.
逆转录程序: 16  30℃  min, 37  30℃  min, 70  10℃  min, 
4℃持续.  

(3) RT-PCR.  以 1st-cDNA为模板优化PCR体系

并确定引物条件. 再以 1st-cDNA 为模板和优化后的

实验体系进行 RT-PCR 扩增, MgCl2 1.6 µL, 引物浓度

10 µmol/L, 退火温度 60 . 95℃ ℃酶激活 10 min, 95℃
变性 15 s, 60℃退火, 延伸 30 s, 74℃荧光检测 3 s, 重
复 40 个循环; 75∼95℃绘制溶解曲线.  

(4) 电泳检测 PCR 扩增情况. 
(5) 数据分析. 

2  结果 

2.1  样品状态 

进行 miRNA 芯片检测前, 先将放置在−80℃冰

箱的组织移至液氮中研磨, 提取总 RNA, 经异丙醇

沉淀法浓缩RNA, 用分光光度计定量检测RNA总量, 
然后甲醛变性胶电泳检测总 RNA 的质量(表 1).  

2.2  电泳图 

标本按上述分组, 经 1.5%甲醛变性胶电泳检测,
大部分RNA样品电泳条带清晰(图 1), 28S︰18S rRNA 
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表 1  miRNA 芯片分析 

样品编号 样品状态 A260 A260/A280 A260/A230 浓度/μg·μL−1 总量/µg 电泳结果 

N2 组织在干冰中 39.174 1.65 1.06 1.567 235.05 RNA 可用 

T1 组织在干冰中 95.332 1.78 1.45 3.81 762.66 RNA 可用 

T2 组织在干冰中 71.814 1.80 1.28 2.87 574.51 RNA 可用 

N1 组织在干冰中 33.354 1.78 1.25 1.33 266.83 RNA 可用 

N3 组织在干冰中 20.805 1.64 0.99 0.83 166.44 RNA 可用 

T3 组织在干冰中 79.01 1.79 1.38 3.95 592.5 RNA 可用 

N4 组织在干冰中 7.32 1.56 1.09 0.37 37.0 RNA 可用 

T4 组织在干冰中 36.48 1.83 1.64 1.82 182 RNA 可用 

 

 
 

图 1  总 RNA 电泳图 
M: HeLa 细胞 RNA. RNA 电泳条带清晰, 28S︰18S rRNA 条带亮度

接近 2︰1, 符合实验要求, 可以进行芯片实验 

 
亮度接近于 2︰1, 符合实验要求. 

2.3  芯片扫描 

哺乳动物 microRNA 芯片 V3.0 针对人 677(包含

Xie 等人[4]预测的有 122 个)、大鼠 292、小鼠 461 个成

熟 microRNA, 由于人、大鼠和小鼠的 miRNA 三者具

有共同的序列, 取三者的并集, 共设计了 924 条探针

(数据来自 Sanger miRNA 数据库: miRBase10.0,2007
年 8 月). 把这些探针用芯片点样仪 SmartArrayTM 
(CapitalBio Corp., Beijing, China)点制在一张 75 mm× 
25 mm、经过化学修饰的载玻片上. 点制在芯片上的

样品还包括人的 U6, tRNA作为内标; 8个人工制备的

30 个碱基长度 RNA 对应的探针作为芯片的外标

(Zip5, Zip13, Zip15, Zip21, Zip23, Zip25, Y2, Y3), Hex
作为点样阳性对照, 50%DMSO 作为杂交阴性对照. 
整个点阵分成 8 个亚阵, 每个亚阵有 22 行, 21 列, 点
间距为 245 µm, 点的直径约为 150 µm. 每条探针重

复 3 次.  

进行分离 miRNA 后, 利用小牛肠碱性磷酸酶进

行 miRNA 样品的去磷酸化, 然后使用 T4 RNA 连接

酶标记方法分别标记 CU-cy3 和 CU-cy5, 分离纯化标

记产物. 标记好的 miRNA 分为肿瘤组织组和正常人

脉络膜组织组, 按上述分组配对进行 miRNA 微阵列

芯片的检测(图 2). 

2.4  筛选 2 倍以上差异表达的 miRNA 

以下所列数据为芯片 Cy3 与 Cy5 标准化后信号

之比值. q-value(%)为该 miRNA 被判断差异 miRNA
时的错误发现率 , 类似于 p-value, 差异越显着 , q- 
value 越小. 差异性表达倍数最高的 miRNA, 上调的

miRNA: miRNA-20a 为 75.8 倍; miRNA-106a 为 38.9
倍; miRNA-34a 为 37.8 倍; miRNA-21 为 27.3 倍; 
miRNA-17 为 18.8 倍. 下调的 miRNA: miRNA-145 为

25 倍; miRNA-204 为 50 倍(表 2).  

3  RT-PCR 验证结果 

3.1  电泳图 

虽然 miRNA 芯片提供了快速准确的检测方法,
但是 RT-PCR 仍是检测 miRNA 丰度的金标准. 将芯

片检测结果进一步进行 RT-PCR 检测. 取 PCR 产物  
2 µL 经 1.5%非变性琼脂糖凝胶电泳, 每个样本特异

扩增产物及内参 U6 的扩增产物大小均为 2000 bp(图
3). 根据电泳结果, 各 miRNA 表达特异性良好.  

3.2  RT-PCR 结果 

has-miRNA-20a在脉络膜黑色素瘤组的表达要高

于正常人组约 4.5 倍, has-miRNA-106a 的表达约 4.5
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倍, has-miRNA-21 的表达约 2 倍, has-miRNA-17 的表

达约 2.8 倍, has-miRNA-34a 的表达约为 6.6 倍; 而
has-miRNA-145 和 has-miRNA-204 在脉络膜黑色素瘤

组的表达要低于正常人 30.4和 42.5倍(表 3, 图 4). 经
过验证, 发现 RT-PCR 结果与芯片结果基本吻合.  

4  讨论 

肿瘤的发生是由细胞增殖的失控和不能正常死

亡的受损细胞引起的在细胞周期中. 有几种保护措

施, 保证在发育过程中和成体中的细胞通过一系列

协调的机制, 进行正常的分裂、分化和死亡. 细胞分

裂和分化是由多种调控因子通过基因表达的开关来

调节. 被称为肿瘤的抑制基因和癌基因表达失调则

导致机体肿瘤的发生. 大多数肿瘤抑制基因和癌基 

因都是从 DNA 转录成 RNA, 然后翻译成蛋白质,  
进而行使其生物学功能. 近来许多研究表明, 被称为

miRNAs (microRNAs)的非编码蛋白的 RNA 分子, 其
突变或者异位表达可能与多种人类癌症相关, miRNAs
可以起到肿瘤抑制基因或者癌基因的功能. 研究表

明, miRNAs 可以抑制重要的肿瘤相关基因的表达, 
对癌症的诊断和治疗可能有重要作用[5]. miRNAs 作

为高效的基因表达调控因子, 可为脉络膜黑色素瘤的

诊断和治疗提供一个新的思路 .  Lori 等人 [ 6 ]利用

miRNA 的微阵列芯片(microarray)在脉络膜黑色素瘤

转移性的研究中, 检测其 miRNA 的表达谱, 发现在

脉络膜黑色素瘤中, let-7b 和 miRNA-199a 对于转移

性高的脉络膜黑色素瘤的区分有高度的灵敏性和特

异性. 本实验利用 miRNA 微阵列芯片, 通过肿瘤组

织及与病人年龄相仿的正常人眼脉络膜组织做比较,  
 

 
 

图 2  芯片杂交伪色图 
Cy5 用红色表示, Cy3 用绿色表示. 对于某一点的信号来讲, 若 Cy3 信号较强, 该点多显绿色; 若 Cy5 信号较强, 该点多显红色; 如果强

度相似, 即显黄色. (A) N3+T4 配对; (B) N4+T3 配对; (C) T1+N2 配对; (D) N1+T2 配对 
 

表 2  miRNA 芯片检测结果 

miRNA  统计量 表达倍数 q-value(%) 

hsa-miRNA-20a 5.012620087 75.82706562 0 

hsa-miRNA-106a 4.732876113 38.87530331 0 

hsa-miRNA-34a 4.476309259 37.80551415 0 

hsa-miRNA-21 4.202857018 27.26023726 0 

hsa-miRNA-17 4.28246958 18.79736037 0 

hsa-miRNA-145 −4.7663363 0.040018046 0 

hsa-miRNA-204 −3.62941478 0.024397614 0 
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对比寻找特异性上调或下调的 miRNA, 并对各型脉

络膜黑色素瘤进行比较, 找出各型 miRNA 差异, 辅
助脉络膜黑色素瘤的诊断, 如特异性 miRNA 为高

表达 , 则有癌基因作用 , 如为低或无表达 , 则有抑

癌基因的作用. 未来期望使用反义核苷酸方法, 能
够对脉络膜黑色素瘤诊断和治疗提供了一个有效的

方法. 
因为基因芯片有快速检验和高通量的优势, 采

用微小 RNA 芯片进行脉络膜黑色素瘤微小 RNA 表

达谱的研究. 通过博奥生物有限公司的 miRNA 芯片, 

初步建立了人类脉络膜黑色素瘤的 miRNA 表达谱, 
这在已发表的文章中, 是第一项针对人类脉络膜黑色

素瘤的 miRNA 表达谱所进行的实验. 在己知的基因

中, 脉络膜黑色素瘤上调的基因主要有 has-miRNA- 
20a, has-miRNA-106a, has-miRNA-34a, has-miRNA- 
17, has-miRNA-21. 下调的基因有 has-miRNA-145 和

has-miRNA-204, 在脉络膜黑色素瘤组的表达要  低
于正常人. 以下主要针对在脉络膜黑色素瘤和正常

人脉络膜组织中有较大差异的各个 miRNA 进行   
探讨. 

 

 
 

图 3  以 N4, N1, N3, N2, T3, T1, T3 和 T4 样品的 1st-cDNA 为模板对各 miRNA 基因检测 
泳道 1~8: U6 基因; 泳道 9~16: has-miRNA-20a 基因; 泳道 17~24: has-miRNA-106a 基因; 泳道 25~32: has-miRNA-21 基因; 泳道 33~40: 
has-miRNA-17 基因; 泳道 41~48: has-miRNA-29a 基因; 泳道 49~56: has-miRNA-143 基因; 泳道 57~64: has-miRNA-145 基因; 泳道 65~72: 
has-miRNA-204 基因; 泳道 73~80: has-miRNA-let-7g 基因; 泳道 81~88: has-miRNA-34a 基因. Marker: DL2000; 条带从下往上: 100, 250, 

500, 750, 1000 及 2000 bp 
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表 3  RT-PCR 检测结果 a) 

反应编号 各样本及基因信息 实时荧光强度 扩增效率
对照和检测样品 

CP 值差值 

标准化后对照与检测样品基

因表达量的差异比值 

1 N4-U6 18.75    

2 N1-U6 19.42 1.805 −0.67  

3 N3-U6 19.58  −0.83  

4 N2-U6 20.16  −1.41  

5 T3-U6 19.99  −1.24  

6 T1-U6 20.07  −1.32  

7 T2-U6 19.44  −0.69  

8 T4-U6 20.41  −1.66  

9 N4-20a 23.34    

10 N1-20a 23.87 1.797 −0.53 1.088752706 

11 N3-20a 24.2  −0.86 0.986199402 

12 N2-20a 24.04  −0.7 1.525629953 

13 T3-20a 22.76  0.58 2.921928742 

14 T1-20a 21.87  1.47 5.161020517 

15 T2-20a 20.74  2.6 6.899129116 

16 T4-20a 22.73  0.61 3.810890669 

17 N4-106a 25.69    

18 N1-106a 26.27 1.816 −0.58 1.050878577 

19 N3-106a 26.65  −0.96 0.920714263 

20 N2-106a 26.85  −1.16 1.150955365 

21 T3-106a 25.2  0.49 2.786111542 

22 T1-106a 24.53  1.16 4.356365314 

23 T2-106a 22.99  2.7 7.526309119 

24 T4-106a 25.23  0.46 3.507078207 

25 N4-21 21.45    

26 N1-21 22.12 1.81 −0.67 0.998148327 

27 N3-21 22.43  −0.98 0.912748395 

28 N2-21 22.48  −1.03 1.24802685 

29 T3-21 21.75  −0.3 1.74071697 

30 T1-21 21  0.45 2.847772363 

31 T2-21 21.15  0.3 1.795861519 

32 T4-21 21.46  −0.01 2.649569871 

33 N4-17 23.88    

34 N1-17 24.01 1.802 −0.13 1.375915002 

35 N3-17 24.61  −0.73 1.062123669 

36 N2-17 24.43  −0.55 1.663289049 

37 T3-17 23.58  0.3 2.481750807 

38 T1-17 22.93  0.95 3.815196926 

39 T2-17 21.83  2.05 5.026510394 

40 T4-17 23.71  0.17 2.945984626 

41 N4-34a 27.08             
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续表 3 

反应编号 各样本及基因信息 实时荧光强度 扩增效率
对照和检测样品 

CP 值差值 

标准化后对照与检测样品基因

表达量的差异比值 

42 N1-34a 27.9 1.801 −0.82 0.916892634 
43 N3-34a 27.86  −0.78 1.031752156 
44 N2-34a 28.16  −1.08 1.218086278 
45 T3-34a 24.76  2.32 8.143733431 
46 T1-34a 25.86  1.22 4.469682164 
47 T2-34a 24.85  2.23 5.581678937 
48 T4-34a 24.93  2.15 9.442927274 
49 N4-145 19.38    
50 N1-145 21.28 1.803 −1.9 0.484671907 
51 N3-145 20.55  −1.17 0.819145559 
52 N2-145 20.53  −1.15 1.167448617 
53 T3-145 27.08  −7.7 0.02222617 
54 T1-145 27.55  −8.17 0.017663014 
55 T2-145 26.45  −7.07 0.023285174 
56 T4-145 26.07  −6.69 0.051658376 
57 N4-204 16.31    
58 N1-204 18.69 1.811 −2.38 0.361404717 
59 N3-204 17.94  −1.63 0.620110389 
60 N2-204 17.94  −1.63 0.873425338 
61 T3-204 24.88  −8.57 0.012813584 
62 T1-204 25.97  −9.66 0.007031657 
63 T2-204 27.25  −10.94 0.002266425 
64 T4-204 23.17  −6.86 0.045334788 

a) has-miRNA-20a, has-miRNA-106a, has-miRNA-21, has-miRNA-17, has-miRNA-34a 在脉络膜黑色素瘤组的表达要高于正常人组; 而
has-miRNA-145, has-miRNA-204 在脉络膜黑色素瘤组的表达要低于正常人组. 经过验证, 发现 RT-PCR 结果与芯片结果基本吻合 

 

 
 

图 4  正常人脉络膜组织和脉络膜黑色素瘤组织 miRNA 
RT-PCR 结果比较 

has-miRNA-20a, has-miRNA-106a, has-miRNA-17, has-miRNA-21 
has-miRNA-34a 明显上调表达, has-miRNA-145 和 has-miRNA-204 

明显下调表达 

He 等人[7]发表的文章描述了 miRNAs, Myc 和癌

症之间的关系. 在散布的 B 细胞淋巴瘤、滤泡型淋巴

瘤、套细胞淋巴瘤等肿瘤中发现了 13q31 位点的扩增,
在该扩增区域唯一的基因就是 C13orf25, 一个非编

码蛋白的 RNA, 其转录本编码了 miRNA-17-92 基因

簇. 他们还发现, 在 65%的 B 细胞淋巴瘤细胞样品中, 
miRNA-17-92 的前体分子表达增加. 因此推断, 这个

基因簇的过表达与肿瘤形成有关. 而在 Guil 等人[8]

对 miRNA-17-92 基因簇的研究中发现. 这些 miRNA
是 RNA 内(intronic RNAs)表达的一部分, 其中包括了

miRNA-17, miRNA-18a, miRNA-19a, miRNA-20a, 
miRNA-19b-1 和 miRNA-92, 这些 miRNAs 被认为具

有原癌基因的潜力.  
O’Donnell等人 [9]的研究指出 , 肿瘤抑制基因 

miRNA-20a, 具有减少其标靶基因E2F1的作用 . 他
们在淋巴瘤的实验中发现, Myc和miRNA-17-19-b1基

 https://engine.scichina.com/doi/10.1360/zc2010-40-6-484



中国科学:  生命科学   2010 年  第 40 卷  第 6 期 
 

491 

因簇同时有过量表达和单有过量表达Myc的肿瘤相

比较, 具有更强的增殖能力且细胞死亡率更低. 但
E2F1可以正回馈调节Myc. 他们还发现, 在一株子宫

癌细胞株中的miRNA-17-5p和miRNA-20a抑制其表

达可以显著提高E2F1的表达, 在此过程中并不影响

其mRNA的含量, 这是miRNA介导的基因抑制的特

点. 在Myc存在的情况下 , miRNA-17-92基因簇中的

miRNAs限制了E2F1的活性, 经由阻断Myc和E2F1的
正回馈循环, 减弱了Myc对于细胞增殖的影响. 在他

们的实验中, miRNA-17-92基因簇表现为抑癌基因的

作用, 这与He等人的发现相反. 而与该模型一致的, 
编码miRNA-17-92的13q31位点在肝癌中丢失. 虽然

E2F1可以促进细胞增殖, 但E2F1的表达水平超过一

定值, 也可以引起细胞的凋亡. 在这一情形下, miRNAs
可能是通过阻断E2F1诱导凋亡活性来达成负调控, 
进而促进Myc介导的细胞增殖, 这与He等人提出的

模型一致. miRNA-17-92基因簇拥有抑癌基因和癌基

因的双向功能, 表明肿瘤发生的复杂性.  
 Tanzer 和 Stadler[10]指出, miRNA-106a 与 miRNA- 

17为同源的原癌基因, 所以推算miRNA-106a也是一

种肿瘤基因 , 在人类实体瘤(solid tumors), 如结肠

癌、胰腺癌和前列腺癌中, miRNA-106a 表达增加, 而
miRNA-92-2 在胰腺癌、前列腺癌和胃癌中表达上调. 
Xiao 等人[11]在胃癌的研究中发现, 癌组织中 miRNA- 
106a 的水平高于正常组织, 并且明显和肿瘤的大小

分化、淋巴转移、浸润侵袭有关. miRNA-106a 在结

肠癌对无癌生存率的实验中, Raquel 等人[12]对经肿瘤

切除后的病人生存率的研究中, 发现 miRNA-106a 的
表达越低, 其患者的生存率就越低, 这和 Feng[13]对

星形细胞瘤的研究结果相似, 切除了星型细胞瘤后, 
病人的生存率跟miRNA-106a成正相关. 可见miRNA- 
106a 在肿瘤发生过程中, 不仅只扮演了促进肿瘤生长

的角色, 但 miRNA-106a 详细的调控过程仍需进一步

探讨.  
许多文章指出, miRNA-21 在多种肿瘤中异常表

达. Volinia 等人[14]对 540 例人类样本进行了 miRNA
芯片筛查, 其中 363 份来源于 6 大实体瘤: 肺癌、乳

腺癌、胃癌、前列腺癌、结肠癌和胰腺癌. 研究发现, 
miRNA-21 与各种肿瘤发生存在密切的联系, 在不同

肿瘤中, miRNA-21 的异常高表达是一种普遍现象. 而
后在慢性淋巴细胞性白血病、肝癌、头颈部肿瘤和人

骨肉瘤等肿瘤中, 都发现了异常高表达的 miRNA-21. 

Kunz 等人[15]在转移性黑色素瘤患者的研究中发现, 
与非治疗组对比 , 在经过了各种不同的治疗后 , 
miRNA-21 表现为下调. 该研究首次发现, miRNA 对

化疗发生了应答, 在黑色素瘤的发病机制中可能有

重要的影响. 陈旧[16]对神经胶质瘤的研究中也发现, 
过表达的异源 miRNA-21, 能直接抑制其靶基因位点

PCDC4 的翻译, 而 PCDC4 的蛋白水平能调控神经胶

质瘤的凋亡. 结合国内外对 miRNA-21 的研究, 微小

RNA 开始在对抗肿瘤的方法上有了崭新的一页, 这
在以后针对脉络膜黑色素瘤的基因治疗研究中, 提
供了一个很好的思路.  

Yan 等人 [17]发现 , 脉络膜黑色素瘤细胞系中 , 
miRNA-34a 下调 C-MET, 然后经由 HGF 依赖的 Akt
信号转导通路来抑制细胞的增殖和转移. 而 miRNA- 
34a 在结肠癌、胰腺癌和成神经瘤细胞中也能抑制细

胞增殖. 这与本实验结果不符, 有可能因为他们选用

脉络膜黑色素瘤细胞系来进行实验, 而本实验是对人

的脉络膜黑色素瘤和正常人脉络膜组织进行 miRNA
检测. Zanatte 等人[18]对 CLL 进行 miRNA 表达谱检测

时, 发现 miRNA-34a 表达上调, 可以推测在对不同

种类的肿瘤中, miRNA 对靶基因的调节方式可能大

不相同, 即可通过不同的信号路径, 也可通过同一信

号路径的不同环节来完成, 所以同一 miRNA 对不同

的肿瘤中的基因可能会有不同的调节方式, 这需要

进一步实验验证.  
目前研究显示, miRNA-145 在乳腺癌、结肠癌和

淋巴癌细胞中表达都是下调的. Michael 等人[19]发现, 
miRNA-143 和 miRNA-145 在结肠直肠癌中低表达. 
而结肠直肠癌中, 成熟的 miRNA-145 水平显著下降,
但这些 miRNAs 前体转录体在正常组织和肿瘤中检

测到的数目并没有太大差别, 显示 miRNA-145 在肿

瘤形成的过程中有成熟障碍. 张晴等人[20]对乳腺癌

和乳腺良性病变(包括 21例纤维腺瘤, 17例乳腺腺病)
的研究发现, miRNA-45 在乳腺癌肿表达明显下调, 
而且与乳腺癌的转移有关. 目前对于 miRNA-204 的

研究很少, Deo 等人[21]在哺乳动物的脉络丛中发现有

miRNA-204的表达. 而Wu等人[22]在子宫内膜样腺瘤

中发现 miRNA-204 的表达下调.  
由本实验可见 , 上调的基因为 has-miRNA-20a, 

has-miRNA-106a, has-miRNA-34a, has-miRNA-17, has- 
miRNA-21, 而下调的基因有 has-miRNA-145 和 has- 
miRNA-204, 在大多数针对肿瘤的研究中 , miRNA- 
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20a, miRNA-106a 和 miRNA-17 都是特异性上调 , 
miRNA-145 和 miRNA-204 则为特异性下调, 这些

miRNA 在肿瘤的作用中, 起了肿瘤异常增殖的功能, 
说明脉络膜黑色素瘤也是由异常增殖的组织而来. 
而 miRNA-21 与脉络膜黑色素瘤的转移有着重要的关

系. 本实验中, 有3例为转移性较低的梭形细胞型和一

例以梭形细胞为主的混合型脉络膜黑色素瘤, 它们

miRNA-21 的表达并不高, 这符合国外文献报导的结

果[23], 在恶性度和转移性较高的肿瘤中, 而且肿瘤的

病理学分级越高(恶性度越高), miRNA-21 的表达就越

高. 能否从抑制 miRNA-21 的表达来降低脉络膜黑色

素瘤的转移能力, 还有待进一步地研究.  
根据目前对各种肿瘤 miRNA 的研究结果 , 

miRNA 具有重要的肿瘤抑制基因功能, 可能在肿瘤

的基因治疗上提供很大的帮助. 类似于上面比较肿

瘤和正常组织的 miRNA 水平的方式, 进行大范围的

miRNA 表达谱检测 , 可以鉴定肿瘤有关的新的

miRNA. 放眼未来, 使用与 miRNA 互补的合成反义

寡聚核苷酸“抗 miRNA 寡聚核苷酸(AMOs)”可以有

效地灭活肿瘤中有促癌作用 miRNAs, 从而抑制肿瘤

生长进而导致其死亡. 这些技术在某些特异的启动

子控制下, 使 pre-miRNA及其两侧序列表达, 并且促

使内源性的miRNA加工, 产生有效的miRNA去抑制

癌基因的表达. 但这些方法, 却有可能因为免疫反应

的作用阻挡 RNA 的有效运送, 从而使抑制癌基因表

达的作用受到限制. miRNA 的治疗从实验室到临床

应用, 还需要进一步研究, 此方面的研究也将为脉络

膜黑色素瘤的治疗提供途径.  

5  结论 

本实验对 4 例脉络膜黑色素瘤和 4 例正常人脉络

膜组织 miRNA 表达水平进行了比较, 初步取得了脉

络膜黑色素瘤有差异性表达的 miRNA 结果. 遗憾的

是, 由于脉络膜黑色素瘤和正常人眼脉络膜组织取得

不易, 本实验并未对脉络膜黑色素瘤进行分型研究, 
只是对近期收集行局部切除手术的病例进行初步的研

究. 未来在增加例数和对各型脉络膜黑色素瘤的分析

上, 进行更深入地研究, 探讨其发病机制及导入基因

治疗的思路, 为临床治疗提供更方便有效的治疗手段. 
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