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血浆外泌体 ｍｉＲ￣５４８ｋ 在食管鳞癌中的
表达及诊断价值

冯绪梅１ꎬ宋相庆２ꎬ季冠虹２ꎬ赵小刚２ꎬ肖兆华２

(１.山东大学第二医院健康管理科ꎬ 山东 济南 ２５００３３ꎻ ２.山东大学第二医院胸外科ꎬ 山东 济南 ２５００３３)

摘要:目的　 探讨血浆外泌体中与食管鳞癌( ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａꎬ ＥＳＣＣ)发生相关的 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ
(ｍｉＲＮＡｓ)ꎬ并评估其在 ＥＳＣＣ 诊断中的应用价值ꎮ 方法　 选取 ２０２０ 年 ３ 月至 ２０２１ 年 ６ 月山东大学第二医院胸

外科收治的 ５５ 例 ＥＳＣＣ 患者为 ＥＳＣＣ 组ꎬ另选取 ５５ 例健康体检者为对照组ꎬ提取受试者血浆外泌体ꎬ并通过透射

电镜、ＮａｎｏＳｉｇｈｔ 粒径分析及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 进行鉴定ꎮ 筛选阶段ꎬ送检对照组、ＥＳＣＣ 组术前血浆外泌体 ＲＮＡ 各

５ 例进行测序ꎮ 采用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 法对训练集、验证集中差异性 ｍｉＲＮＡｓ 分子表达进行检测ꎬ并通过受试者工作特征

(ｒｅｃｅｉｖｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｎｇ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃꎬ ＲＯＣ)曲线评估差异性 ｍｉＲＮＡｓ 分子的诊断价值ꎮ 结果　 测序结果显示ꎬ与对照

组相比ꎬ５ 个 ｍｉＲＮＡｓ(ｍｉＲ￣５４８ｋ、ｍｉＲ￣６５１６￣５ｐ、ｌｅｔ￣７ｂ￣３ｐ、ｍｉＲ￣３９３４￣５ｐ、ｍｉＲ￣１９６ａ￣５ｐ)在 ＥＳＣＣ 组血浆外泌体中表达

显著上调ꎬ８ 个 ｍｉＲＮＡｓ(ｍｉＲ￣３４ｃ￣５ｐ、ｎｏｖｅｌ＿１６７、 ｍｉＲ￣５４８ｕ、ｍｉＲ￣５４８ａｈ￣３ｐ、ｍｉＲ￣５４８ｐ、ｍｉＲ￣２００ａ￣５ｐ、ｍｉＲ￣２００ｂ￣３ｐ、
ｍｉＲ￣１２２８￣５ｐ)明显下调ꎮ 通过训练队列证实ꎬｍｉＲ￣５４８ｋ 在 ＥＳＣＣ 组血浆外泌体中明显上调(Ｐ<０.００１)ꎬ血浆外泌

体 ｍｉＲ￣５４８ｋ 用于 ＥＳＣＣ 诊断时 ＲＯＣ 曲线下面积 ( ａｒｅａ ｕｎｄｅｒ ｃｕｒｖｅꎬ ＡＵＣ) 为 ０. ９１８ꎬ明显优于 ｍｉＲ￣３４ｃ￣５ｐ、
ｍｉＲ￣５４８ｕ、ｍｉＲ￣６５１６￣５ｐꎮ 通过验证队列进一步证实ꎬｍｉＲ￣５４８ｋ 在 ＥＳＣＣ 组血浆外泌体中高表达(Ｐ<０.００１)ꎬ血浆

外泌体 ｍｉＲ￣５４８ｋ 可用于 ＥＳＣＣ 患者诊断(ＡＵＣ 值为 ０.８８９)ꎮ 结论　 ｍｉＲ￣５４８ｋ 在 ＥＳＣＣ 组血浆外泌体中表达显

著增高ꎬ血浆外泌体 ｍｉＲ￣５４８ｋ 对 ＥＳＣＣ 诊断有一定的临床应用价值ꎮ
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Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍａｌ ｍｉＲ￣５４８ｋ
ｉｎ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｓｃｒｅｅｎ ｏｕｔ ｔｈｅ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍａｌ ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ (ｍｉＲＮＡｓ) ｗｈｉｃｈ ｐｌａｙ ｃｒｕｃｉａｌ ｒｏｌｅ ｉｎ
ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ (ＥＳＣＣ) ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅｉｒ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｉｎ ＥＳＣＣ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ. Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ａ
ｔｏｔａｌ ｏｆ ５５ ＥＳＣＣ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｈｏ ｕｎｄｅｒｗｅｎｔ ｓｕｒｇｉｃａｌ ｒｅｓｅｃｔｉｏｎ ａｔ Ｔｈｅ Ｓｅｃｏｎｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｆｒｏｍ Ｍａｒｃｈ
２０２０ ｔｏ Ｊｕｎｅ ２０２１ ａｎｄ ５５ ｈｅａｌｔｈｙ ｖｏｌｕｎｔｅｅｒｓ ｗｅｒｅ ｅｎｒｏｌｌｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ. Ａｆｔｅｒ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓ￣
ｃｏｐｙ (ＴＥＭ)ꎬ ＮａｎｏＳｉｇｈｔ ｔｒａｃｋｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ (ＮＴＡ) ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ ａｓｓａｙｓꎬ ＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｄｅ￣
ｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｍｉＲＮＡ ｐｒｏｆｉｌｅｓ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｆｒｏｍ ５ ＥＳＣＣ ｐａｔｉｅｎｔｓ ａｎｄ ５ ｈｅａｌｔｈｙ ｃｏｎｔｒｏｌ. Ｔｈｅｎꎬ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣
ｔｉｍｅ ＰＣＲ (ｑＲＴ￣ＰＣＲ)ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｏｓｏｍａｌ ｍｉＲＮＡｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒａｉｎｉｎｇ ａｎｄ ｖａｌｉ￣
ｄａｔｉｏｎ ｓｅｔｓ. Ｔｈｅｎꎬ ｒｅｃｅｉｖｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｎｇ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ (ＲＯＣ) ｃｕｒｖｅ ｗａｓ ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｔｏ ｅｖａｌｕａｔｅ ｔｈｅｉｒ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｖａｌｕｅ.
Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｆｉｖｅ ｍｉＲＮＡｓ (ｍｉＲ￣５４８ｋꎬ ｍｉＲ￣６５１６￣５ｐꎬ ｌｅｔ￣７ｂ￣３ｐꎬ ｍｉＲ￣３９３４￣５ｐꎬ ｍｉＲ￣１９６ａ￣５ｐ) ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒꎬ
ａｎｄ ８ ｍｉＲＮＡｓ (ｍｉＲ￣３４ｃ￣５ｐꎬ ｎｏｖｅｌ＿１６７ꎬ ｍｉＲ￣５４８ｕꎬ ｍｉＲ￣５４８ａｈ￣３ｐꎬ ｍｉＲ￣５４８ｐꎬ ｍｉＲ￣２００ａ￣５ｐꎬ ｍｉＲ￣２００ｂ￣３ｐꎬｍｉＲ￣
１２２８￣５ｐ) ｗｅｒｅ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｏｆ ＥＳＣＣ ｇｒｏｕｐ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｏｆ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ. Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙꎬ



　 ８０　　　 山　 东　 大　 学　 学　 报　 (医　 学　 版) ６２ 卷 ５ 期　

ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｔｒａｉｎｉｎｇ ｃｏｈｏｒｔꎬ ｗｅ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｔｈａｔ ｍｉＲ￣５４８ｋ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｏｆ ＥＳＣＣ
ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.００１) . ＲＯＣ ｃｕｒｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｅｘｏｓｏｍａｌ ｍｉＲ￣５４８ｋ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｈｉｇｈｅｒ ａｃｃｕｒａｃｙ ｔｈａｎ ｍｉＲ￣３４ｃ￣５ｐꎬ
ｍｉＲ￣５４８ｕꎬ ｍｉＲ￣６５１６￣５ｐ ｉｎ ＥＳＣＣ ｄｉａｇｎｏｓｉｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ａｒｅａ ｕｎｄｅｒ ＲＯＣ ｃｕｒｖｅ (ＡＵＣ) ｖａｌｕｅ ｗａｓ ０.９１８. Ｆｉｎａｌｌｙꎬ ｔｈｒｏｕｇｈ
ｔｈｅ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｃｏｈｏｒｔꎬ ｗｅ ｆｕｒｔｈｅｒ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈａｔ ｍｉＲ￣５４８ｋ ｗａｓ ｈｉｇｈｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｏｆ ＥＳＣＣ ｇｒｏｕｐ
(Ｐ<０.００１)ꎬ ａｎｄ ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍａｌ ｍｉＲ￣５４８ｋ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ＥＳＣＣ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ (ＡＵＣ ＝ ０.８８９) . Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＭｉＲ￣
５４８ｋ ｉｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｏｆ ＥＳＣＣ ｐａｔｉｅｎｔｓ ａｎｄ ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍａｌ ｍｉＲ￣５４８ｋ ｈａｓ ｈｉｇｈ ｃｌｉｎｉ￣
ｃａｌ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｖａｌｕｅ ｆｏｒ ＥＳＣＣ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａꎻ Ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍｅｓꎻ Ｄｉａｇｎｏｓｉｓꎻ Ｂｉｏｍａｒｋｅｒꎻ ｍｉＲ￣５４８ｋ

　 　 食管癌作为常见的消化系统恶性肿瘤ꎬ 其发病

率位居全球所有恶性肿瘤第 ７ 位ꎬ 死亡率位居第 ６
位[１]ꎮ 根据组织学分型ꎬ食管癌主要分为食管鳞癌

(ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａꎬ ＥＳＣＣ)及食

管腺癌ꎮ 其中ꎬＥＳＣＣ 是我国最为常见的食管癌病

理类型ꎬ每年新发病例超过 ２２ 万ꎬ新增死亡病例超

过 ２０ 万ꎬ极大威胁着人们的生命健康[２]ꎮ 由于

ＥＳＣＣ患者早期多无典型临床症状ꎬ且病程发展较

快ꎬ部分患者初诊时已处于中晚期ꎬ导致不良预

后ꎮ 因此ꎬ早发现、早诊断对于改善 ＥＳＣＣ 患者预

后至关重要[３] ꎮ 目前ꎬ临床上用于 ＥＳＣＣ 患者早

期筛查的主要检查手段为食管拉网脱落细胞学检

查及上消化道钡餐等影像学检查[４] ꎬ但其耐受性

差ꎮ 此外ꎬ尽管糖类抗原 １９￣９、鳞状细胞抗原及细

胞角蛋白 １９ 片段相关抗原等肿瘤标志物在 ＥＳＣＣ
诊断中具有一定的价值ꎬ但是敏感性和特异性均

较低[３ꎬ５￣７] ꎮ 近 年 来ꎬ循 环 肿 瘤 细 胞、循 环 肿 瘤

ＤＮＡ 等液体活检技术在 ＥＳＣＣ 诊断中展现出一定

的前景ꎮ 但是循环肿瘤细胞、循环肿瘤 ＤＮＡ 在外

周血中含量较少ꎬ检出率低ꎬ对于检测方法的灵敏

性要求高[８￣９] ꎮ 因此ꎬ进一步探索可用于 ＥＳＣＣ 诊

断的敏感性高、特异性强的无创性分子标志物具

有重要意义ꎮ
外泌体是一类由机体细胞在病理、生理条件

下释放到胞外的囊泡ꎬ直径约为 ３０ ~ ２００ ｎｍꎬ其可

携带蛋白质、 脂质及核酸 ( ｍＲＮＡꎬ ｍｉｃｒｏＲＮＡꎬ
ｃｉｒｃＲＮＡ及 ｌｎｃＲＮＡ)等多种生物学活性物质ꎬ并广

泛分布于血液、唾液及腹水等多种体液中[１０￣１１]ꎮ
ｍｉＲＮＡｓ 是一类长约 １７ ~ ２２ 个核苷酸的非编码

ＲＮＡ 分子ꎬ主要通过与下游靶基因 ｍＲＮＡ 的 ３′￣
ＵＴＲ 区结合ꎬ导致靶基因ｍＲＮＡ降解或抑制其翻

译ꎬ从而调控细胞的增殖、迁移、侵袭及凋亡等生物

学行为[１２￣１３]ꎮ 血浆外泌体 ｍｉＲＮＡ 由于有双层膜的

保护ꎬ可避免被 ＲＮＡ 酶降解ꎬ因而与外周血中游离

ｍｉＲＮＡｓ 相比具有较高的稳定性[１４]ꎮ 外泌体 ｍｉＲ￣
ＮＡｓ 具有一定的组织特异性ꎬ在肿瘤的早期筛查、

淋巴结转移预测、预后判断及复发监测等方面有着

广泛的应用前景[１５￣１８]ꎮ 本研究旨在探讨可用于 ＥＳ￣
ＣＣ 诊断的血浆外泌体 ｍｉＲＮＡｓ 分子ꎬ从而为 ＥＳＣＣ
的临床诊断提供参考和依据ꎮ

１　 资料与方法

１.１　 临床资料

１.１.１　 研究对象

选取 ２０２０ 年 ３ 月至 ２０２１ 年 ６ 月山东大学第二

医院胸外科就诊的 ５５ 例 ＥＳＣＣ 患者为 ＥＳＣＣ 组ꎬ其
中男 ４０ 例ꎬ女 １５ 例ꎬ４８ ~ ８０ 岁ꎬ平均 ６４. ３５ 岁ꎮ
ＥＳＣＣ纳入标准:① 组织学诊断为 ＥＳＣＣꎻ② 无其他

恶性肿瘤史ꎻ③ 未接受过术前新辅助等抗肿瘤治

疗ꎻ④ 临床资料完善ꎮ 排除标准:① 合并其他食管

疾病者ꎻ② 合并其他部位恶性肿瘤者ꎻ③ 合并急慢

性炎症、神经系统或免疫疾病者ꎻ④ 合并重要脏器

严重疾病者ꎮ 术后根据第 ８ 版食管癌 ＴＮＭ 分期标

准进行分期ꎮ 另选取 ５５ 例健康体检者为对照组ꎬ其
中男 ３４ 例ꎬ女 ２１ 例ꎬ４８ ~ ７８ 岁ꎬ平均 ６３.９１ 岁ꎮ 对

照组实验室检查及影像学检查未见明显异常ꎮ 所有

研究对象均签署知情同意书ꎮ 本研究通过山东大学

第二医院伦理委员会审批(ＫＹＬＬ￣２０２３￣４７３)ꎮ
１.１.２　 实验设计

本研究分为筛选、训练、验证 ３ 个阶段ꎮ 筛选阶

段通过 ＲＮＡ 测序对 ５ 例对照组及 ５ 例 ＥＳＣＣ 组(测
序队列)血浆外泌体 ｍｉＲＮＡ 表达谱进行检测ꎮ 训

练阶段收集对照组和 ＥＳＣＣ 组血浆外泌体各 ２０ 例

(训练队列)ꎬ采用实时荧光定量 ＰＣＲ( ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲꎬ ｑＲＴ￣ＰＣＲ)法对训练队列中显著差

异性 ｍｉＲＮＡｓ(Ｌｏｇ２ ｜差异倍数 ｜ >２ꎬＰ<０.０５)进行检

测ꎬ通过受试者工作特征(ｒｅｃｅｉｖｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｎｇ ｃｈａｒａｃｔｅｒ￣
ｉｓｔｉｃꎬ ＲＯＣ)曲线评估其诊断效能ꎮ 验证阶段收集对

照组和 ＥＳＣＣ 组血浆外泌体各 ３０ 例(验证队列)ꎬ
采用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 法及 ＲＯＣ 曲线评估其诊断效能ꎬ并
与传统肿瘤标志物鳞状细胞癌抗原( ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ



冯绪梅ꎬ等.血浆外泌体 ｍｉＲ￣５４８ｋ 在食管鳞癌中的表达及诊断价值 ８１　　　 　

ｃａｒｃｉｎｏｍａ ａｎｔｉｇｅｎꎬ ＳＣＣ)的诊断效能进行比较ꎬ进
一步评估其临床诊断价值ꎮ 根据 ｍｉＲ￣５４８ｋ 中位表

达ꎬ将 ５０ 例 ＥＳＣＣ 患者(训练队列＋验证队列)分为

ｍｉＲ￣５４８ｋ 高表达组(ｎ ＝ ２５)、低表达组(ｎ ＝ ２５)ꎬ通
过 χ２ 检验分析血浆外泌体 ｍｉＲ￣５４８ｋ 与 ＥＳＣＣ 患者

临床病理特征间的关系ꎬ见图 １ꎮ

图 １　 实验设计流程图
Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｗｏｒｋｆｌｏｗ ｃｈａｒｔ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｄｅｓｉｇｎ

１.１.３　 主要试剂与仪器

外泌体分离试剂盒(日本 ＳＢＩ 公司)ꎬ抗￣ＣＤ６３、
ＧＲＰ９４、ＴＳＧ１０１ 抗体(美国 Ａｂｃａｍ 公司)ꎬＲＮＡ 提

取、逆转录、荧光定量试剂盒(北京天根生化科技有

限公司)ꎬｑＲＴ￣ＰＣＲ 引物(北京擎科生物科技有限公

司)ꎬ透射电子显微镜(美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司)ꎬ粒径分

析仪(德国 ＰＭＸ 公司)ꎬ显影仪(上海 Ｔａｎｏｎ 公司)ꎬ
逆转录仪 (德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司)ꎬ实时荧光定量

ＰＣＲ 仪(美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司)ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 血浆外泌体提取

采用 ＥＤＴＡ 抗凝管收集受试者外周血ꎬ于 ４ ℃
条件下ꎬ１ ９００×ｇ 离心 １０ ｍｉｎ、３ ０００×ｇ 离心 １５ ｍｉｎ
后收集血浆ꎮ 按照说明书提取血浆外泌体ꎬ１×ＰＢＳ
重悬ꎬ储存于－８０ ℃冰箱备用ꎮ
１.２.２　 血浆外泌体鉴定

通过透射电子显微镜观察外泌体的形态及大

小:① 取外泌体悬液 ２０ μＬꎬ 经 ４％多聚甲醛固定后

滴于铜网上ꎬ静置 ２０ ｍｉｎꎻ② 将铜网正面放于滴有

１％戊二醛的封口膜上ꎬ孵育 ５ ｍｉｎꎻ ③ 用双蒸水清

洗铜网 ７ ~ ８ 次ꎬ将铜网正面置于滴有 ４％醋酸双氧

铀的封口膜上ꎬ避光染色 ５ ｍｉｎꎻ ④ 将铜网正面放

于滴有 １％甲基纤维素液的封口膜上ꎬ包埋 ５ ｍｉｎꎻ
⑤ 干燥 ３０ ｍｉｎꎬ于电镜下观察并拍照ꎮ 采用 Ｎａｎｏ￣
Ｓｉｇｈｔ 粒径分析( ｎａｎｏｓｉｇｈｔ ｔｒａｃｋｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ＮＴＡ)

检测外泌体的粒径分布:① 用 １×ＰＢＳ 将外泌体稀

释 １０ ０００ 倍ꎻ② 清洗并排空检测池内的气泡ꎻ③ 注

入待测样品ꎬ设置帧速为 ３０ 帧 / ｓ 并开始检测ꎮ 采

用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测外泌体标志物:① 采用

ＢＣＡ 法对外泌体蛋白浓度进行定量ꎻ ② 取 ３０ μｇ
蛋白ꎬ经 １０％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 胶电泳后ꎬ以 ２２０ ｍＡ 恒流

进行转膜ꎻ③ ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ用 ５％ 脱脂牛奶室温

封闭 １ ｈꎻ④ 分别加入 ＣＤ６３ (ａｂ１３４０４５ꎬ １ ∶１ ０００)、
ＴＳＧ１０１( ａｂ１２５０１１ꎬ １ ∶ １ ０００)、ＧＲＰ９４ ( ａｂ１０８６０６ꎬ
１ ∶１ ０００)一抗ꎬ４ ℃过夜孵育ꎻ⑤ ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次后ꎬ
室温孵育二抗 １ ｈꎻ⑥ 将 ＰＶＤＦ 膜放入显影仪ꎬ滴加

适量显影液ꎬ进行显影并拍照ꎮ
１.２.３　 ＲＮＡ 测序及生物信息学分析

送检 ５ 例健康体检者、５ 例 ＥＳＣＣ 患者术前血浆外

泌体 ＲＮＡꎬ由北京诺禾致源公司基于 ＩＩＩｕｍｉｎａ ＳＥ５０ 平

台进行测序ꎮ 测序结束后ꎬ以 Ｌｏｇ２ ｜差异倍数 ｜ >１.５ 或

<－１.５ꎬＰ<０.０５ 为阈值ꎬ筛选差异表达的 ｍｉＲＮＡｓ 分

子ꎮ 运用 ＵＡＬＣＡＮ ( ｈｔｔｐｓ: / / ｕａｌｃａｎ. ｐａｔｈ. ｕａｂ. ｅｄｕ /
ｉｎｄｅｘ.ｈｔｍｌ)、ＵＣＳＣ Ｘｅｎａ (ｈｔｔｐｓ: / / ｘｅｎａ.ｕｃｓｃ.ｅｄｕ)在
线网站分析 ｍｉＲ￣５４８ｋ 在 ＥＳＣＣ 样本中的表达[１９]ꎮ
通过 Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ ｐｌｏｔｔｅｒ 数据库 (ｈｔｔｐｓ: / / ｋｍｐｌｏｔ.
ｃｏｍ) 分析 ｍｉＲ￣５４８ｋ 与 ＥＳＣＣ 患者预后之间的

关系[２０]ꎮ
１.２.４　 ＲＮＡ 提取及逆转录获得 ｃＤＮＡ

按照 ｍｉＲｃｕｔｅ ｍｉＲＮＡ 分离试剂盒说明提取血
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浆外泌体中 ＲＮＡꎬ采用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ 分光光度仪测定

所提 ＲＮＡ 浓度ꎮ 根据 ｍｉＲｃｕｔｅ 增强型反转录试剂

说明逆转录获得 ｃＤＮＡꎮ 反应体系:ＲＮＡ １ μｇꎬ ２×
ｍｉＲＮＡ ＲＴ Ｒｅａｃｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ １０ μＬꎬｍｉＲＮＡ ＲＴ Ｅｎ￣
ｚｙｍｅ ｍｉｘ ２ μＬꎬ ＲＮａｓｅ￣Ｆｒｅｅ ｄｄＨ２Ｏ 补齐至 ２０ μＬꎮ
反应条件:４２ ℃ꎬ６０ ｍｉｎ(ｍｉＲＮＡ 加尾及逆转录)ꎻ
９５ ℃ꎬ３ ｍｉｎ(酶失活)ꎻ４ ℃ (终止)ꎮ 反应结束ꎬ将
ｃＤＮＡ 稀释 ２ 倍ꎬ用于 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 实验或储存于

－２０ ℃冰箱备用ꎮ
１.２.５　 采用 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 法检测 ｍｉＲＮＡｓ 表达

根据 ｍｉＲＮＡ 荧光定量试剂盒说明进行 ｑＲＴ￣
ＰＣＲꎮ 反应体系: ２ × ｍｉＲｃｕｔｅ Ｐｌｕｓ ｍｉＲＮＡ Ｐｒｅｍｉｘ
５ μＬꎬ 正向引物 ２ μＬꎬ反向引物 ２ μＬꎬｃＤＮＡ １ μＬꎮ
反应条件:９５ ℃预变性 １５ ｍｉｎꎬ４０ 个循环于 ９４ ℃变

性 ２０ ｓꎬ６０ ℃退火、延伸 ３４ ｓꎬ添加溶解曲线ꎮ 以 Ｕ６
为内参ꎬ以公式 ２－ΔΔＣｔ计算 ｍｉＲＮＡｓ 的相对表达量ꎮ
ｍｉＲＮＡｓ 的反向引物为荧光定量试剂盒中的通用引

物ꎮ 正向引物序列如下(５′￣３′):Ｕ６:ＣＴＣＧＣＴＴＣＧ￣
ＧＣＡＧＣＡＣＡꎻ ｍｉＲ￣３４ｃ￣５ｐ: ＡＧＧＣＡＧＴＧＴＡＧＴＴＡ￣
ＧＣＴＧＡＴＴＧＣꎻ ｍｉＲ￣５４８ｋ:ＧＣＧＡＧＴＡＣＴＴＧＣＧＧＡ￣
ＴＴＴＴＧＣＴꎻ ｍｉＲ￣６５１６￣５ｐ: ＴＴＴＧＣＡＧＴＡＡＣＡＧＧＴ￣
ＧＴＧＡＧＣＡꎻ ｍｉＲ￣５４８ｕ:ＡＧＡＣＴＧＣＡＡＴＴＡＣＴＴＴＴ￣
ＧＣＧＣＧꎮ

１.３　 统计学处理

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９.０.１ 软件ꎮ 计量资料经

Ｋｏｌｍｏｇｏｒｏｖ￣Ｓｍｉｒｎｏｖ 检验符合正态分布ꎬ 以 􀭰ｘ±ｓ 表

示ꎬ所得结果采用独立样本 ｔ 检验ꎮ 通过 ＲＯＣ 曲线

评估血浆外泌体中差异性 ｍｉＲＮＡｓ 及肿瘤标志物

ＳＣＣ 用于 ＥＳＣＣ 诊断的效能ꎮ 通过 χ２ 检验分析血

浆外泌体 ｍｉＲ￣５４８ｋ 与 ＥＳＣＣ 患者临床病理特征间

的关系ꎮ Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 临床资料比较

ＥＳＣＣ 组和对照组在性别、年龄方面差异均无统

计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ 此外ꎬ训练队列、验证队列中

ＥＳＣＣ 组和对照组临床资料分别进行比较ꎬ两组受试

者间性别、年龄差异均无统计学意义(Ｐ>０.０５)ꎮ
２.２　 血浆外泌体鉴定

透射电镜结果显示ꎬ所提沉淀呈双层囊泡状结

构 (图 ２Ａ)ꎮ 粒径分析结果显示ꎬ所提沉淀的直径

峰值约为 １５０ ｎｍꎬ符合外泌体的粒径分布范围(图
２Ｂ)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果证实所提沉淀表达

ＣＤ６３、ＴＳＧ１０１ꎬ而不表达 ＧＲＰ９４(图 ２Ｃ)ꎬ表明所提

沉淀即为血浆外泌体ꎮ

图 ２　 血浆外泌体鉴定
Ａ:透射电镜观察所提沉淀的形态及大小(标尺＝ １００ ｎｍ)ꎻＢ:ＮＴＡ 粒径分析检测所提沉淀的粒径分布范围ꎻＣ:Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法检测所提沉淀中 ＣＤ６３、ＴＳＧ１０１ 及 ＧＲＰ９４ 的表达ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍｅｓ
Ａ: Ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｗａｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｕｎｄｅｒ ａ ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｅｌｅｃｔｒｏｎ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ (ｓｃａｌｅ ｂａｒꎬ １００ ｎｍ)ꎻ Ｂ: Ｓｉｚｅ
ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＮＴＡꎻ Ｃ: Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＤ６３ꎬ ＴＳＧ１０１ ａｎｄ ＧＲＰ９４ ｉｎ ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｄｅｔｅｒ￣
ｍｉｎｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ.

２.３　 对照组和 ＥＳＣＣ 组血浆外泌体中 ｍｉＲＮＡｓ 的
表达

与对照组相比ꎬ５ 个 ｍｉＲＮＡｓ 分子(ｍｉＲ￣５４８ｋ、
ｍｉＲ￣６５１６￣５ｐ、ｌｅｔ￣７ｂ￣３ｐ、ｍｉＲ￣３９３４￣５ｐ、ｍｉＲ￣１９６ａ￣５ｐ)
在 ＥＳＣＣ 组血浆外泌体中表达水平显著上调ꎬ８ 个

ｍｉＲＮＡｓ 分子 (ｍｉＲ￣３４ｃ￣５ｐ、 ｎｏｖｅｌ ＿ １６７、ｍｉＲ￣５４８ｕ、
ｍｉＲ￣５４８ａｈ￣３ｐ、ｍｉＲ￣５４８ｐ、ｍｉＲ￣２００ａ￣５ｐ、ｍｉＲ￣２００ｂ￣３ｐ、
ｍｉＲ￣１２２８￣５ｐ)明显下调(图 ３)ꎮ 筛选条件为 Ｌｏｇ２

｜差异倍数 ｜ >１.５ 或<－１.５ꎬＰ<０.０５ꎬ差异性 ｍｉＲＮＡｓ
分子的表达见表 １ꎮ
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图 ３　 ＲＮＡ 测序结果中差异性 ｍｉＲＮＡｓ 表达
Ａ:血浆外泌体中差异性 ｍｉＲＮＡｓ 的热图ꎻ Ｂ:血浆外泌体中差异性 ｍｉＲＮＡｓ 的火山图ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｉＲＮＡｓ ｉｎ ＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ
Ａ: Ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｍｉＲＮＡｓ ｉｎ ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍｅｓꎻ Ｂ: Ｔｈｅ ｖｏｌｃａｎｏ ｍａｐ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ
ｍｉＲＮＡｓ ｉｎ ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍｅｓ.

表 １　 ＲＮＡ 测序结果中差异性 ｍｉＲＮＡｓ 的表达
Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｉＲＮＡｓ ｉｎ ＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ

ｍｉＲＮＡｓ　 Ｌｏｇ２ ｜差异倍数 ｜ (>１.５ 或 <－１.５) Ｐ ＥＳＣＣ 组 ｖｓ 对照组

ｈｓａ￣ｍｉＲ￣５４８ｋ ２.６３２ <０.００１ 上调

ｈｓａ￣ｍｉＲ￣６５１６￣５ｐ ２.２５３ <０.００１ 上调

ｈｓａ￣ｌｅｔ￣７ｂ￣３ｐ １.８７７ ０.００３ 上调

ｈｓａ￣ｍｉＲ￣３９３４￣５ｐ １.６８８ ０.００８ 上调

ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１９６ａ￣５ｐ １.６０１ ０.００１ 上调

ｈｓａ￣ｍｉＲ￣１２２８￣５ｐ －１.５６５ ０.０１３ 下调

ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２００ｂ￣３ｐ －１.７１４ <０.００１ 下调

ｈｓａ￣ｍｉＲ￣２００ａ￣５ｐ －１.７６１ ０.００１ 下调

ｈｓａ￣ｍｉＲ￣５４８ｐ －１.７８７ <０.００１ 下调

ｈｓａ￣ｍｉＲ￣５４８ａｈ￣３ｐ －１.７８７ <０.００１ 下调

ｈｓａ￣ｍｉＲ￣５４８ｕ －２.０７３ <０.００１ 下调

ｎｏｖｅｌ＿１６７ －２.５７９ <０.００１ 下调

ｈｓａ￣ｍｉＲ￣３４ｃ￣５ｐ －３.１０６ <０.００１ 下调

２.４　 训练队列中差异性 ｍｉＲＮＡｓ 的表达及诊断价

值评估

与对照组相比ꎬｍｉＲ￣３４ｃ￣５ｐ、ｍｉＲ￣５４８ｕ 在ＥＳＣＣ
组血浆外泌体中显著下调(Ｐ ＝ ０.０３９、０.０１８)ꎬｍｉＲ￣
５４８ｋ、ｍｉＲ￣６５１６￣５ｐ 在 ＥＳＣＣ 组血浆外泌体中显著上

调(Ｐ<０.００１、Ｐ＝ ０.０２９ꎬ图 ４Ａ)ꎮ ＲＯＣ 曲线分析结果

显示ꎬ血浆外泌体 ｍｉＲ￣３４ｃ￣５ｐ、ｍｉＲ￣５４８ｕ、ｍｉＲ￣５４８ｋ、
ｍｉＲ￣６５１６￣５ｐ 用于 ＥＳＣＣ 诊断时敏感性分别为 ８０％、
７０％、８５％、７５％ꎬ特异性分别为 ６０％、６５％、８５％、５０％ꎬ
ＲＯＣ 曲线下面积(ａｒｅａ ｕｎｄｅｒ ｃｕｒｖｅꎬ ＡＵＣ)值分别为

０.６７８、０.７３５、０.９１８、０.６７０ꎬ截断值(ｃｕｔｏｆｆ 值ꎬ△ＣＴ 表

示)分别为 ５.０８、９.２０、１０.６６、７.０１(图 ４Ｂ)ꎮ
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图 ４　 训练队列血浆外泌体中差异性 ｍｉＲＮＡｓ 的表达及诊断价值评估
Ａ: 训练队列血浆外泌体中差异性 ｍｉＲＮＡｓ 相对表达量(∗Ｐ<０.０５ꎬ△Ｐ<０.００１ ｖｓ 对照组)ꎻＢ:训练队列血浆外泌体中差异性
ｍｉＲＮＡｓ 诊断 ＥＳＣＣ 的 ＲＯＣ 曲线ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍａｌ ｍｉＲＮＡｓ ｉｎ ｔｒａｉｎｉｎｇ ｃｏｈｏｒｔ
Ａ: ｑＲＴ￣ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｉＲＮＡｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｏｆ ｔｒａｉｎｉｎｇ ｃｏｈｏｒｔ (∗Ｐ<０.０５ꎬ△Ｐ<０.００１ ｖｓ ｃｏｎ￣
ｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ)ꎻ Ｂ: ＲＯＣ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔｈｅ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｏｓｏｍａｌ ｍｉＲＮＡｓ ｆｏｒ ＥＳＣＣ ｉｎ ｔｒａｉｎｉｎｇ ｃｏｈｏｒｔ.

２.５　 ｍｉＲ￣５４８ｋ 在 ＥＳＣＣ中表达及预后分析

ＵＡＬＣＡＮ 结果显示ꎬ与正常组织相比ꎬＥＳＣＣ 组

织中 ｍｉＲ￣５４８ｋ 表达水平显著上调(Ｐ<０.００１ꎬ图 ５Ａ)ꎮ
ＵＣＳＣ Ｘｅｎａ 数据库同样显示ꎬＥＳＣＣ 组织中 ｍｉＲ￣
５４８ｋ 表达水平显著高于正常组织(Ｐ＝ ０.００５ꎬ图 ５Ｂ)ꎮ

此外ꎬＫａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ ｐｌｏｔｔｅｒ 预后分析软件结果显示ꎬ
ｍｉＲ￣５４８ｋ 表达水平与 ＥＳＣＣ 患者 ５ 年总体预后密切

相关ꎬｍｉＲ￣５４８ｋ 高表达者ꎬ预后往往较差(Ｐ ＝ ０.００６ꎬ
图 ５Ｃ)ꎮ

图 ５　 ｍｉＲ￣５４８ｋ 在 ＥＳＣＣ 中表达及预后分析
Ａ:ＵＡＬＣＡＮ 网站分析正常组织、ＥＳＣＣ 组 ｍｉＲ￣５４８ｋ 的相对表达量( ＃Ｐ<０.００１ ｖｓ 正常组织)ꎻＢ:ＵＣＳＣ Ｘｅｎａ 在线网站分析
ＥＳＣＣ 组织中 ｍｉＲ￣５４８ｋ 的表达( ＃Ｐ<０.０１ ｖｓ 正常组织)ꎻＣ: Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ ｐｌｏｔｔｅｒ 软件分析ｍｉＲ￣５４８ｋ 与 ＥＳＣＣ 患者 ５ 年总体
预后的关系ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｉＲ￣５４８ｋ ｉｎ ＥＳＣＣ
Ａ: Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｍｉＲ￣５４８ｋ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ａｎｄ ＥＳＣＣ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ＵＡＬＣＡＮ ｗｅｂｓｉｔｅ (△Ｐ<０.００１ ｖｓ ｎｏｒｍａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ)ꎻ
Ｂ: Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｍｉＲ￣５４８ｋ ｉｎ ｎｏｒｍａｌ ａｎｄ ＥＳＣＣ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ＵＣＳＣ Ｘｅｎａ ｗｅｂｓｉｔｅ ( ＃Ｐ<０.０１ ｖｓ ｎｏｒｍａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ)ꎻ
Ｃ: Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ ｐｌｏｔ ｏｆ ｍｉＲ￣５４８ｋ ｆｏｒ ５￣ｙｅａｒ ｏｖｅｒａｌｌ ｓｕｒｖｉｖｅ ｏｆ ＥＳＣＣ ｐａｔｉｅｎｔｓ.

２.６　 验证队列中血浆外泌体 ｍｉＲ￣５４８ 的表达及诊断

价值评估

与训练队列结果一致ꎬ验证队列中 ＥＳＣＣ 组血浆外

泌体ｍｉＲ￣５４８ｋ 表达水平较对照组明显上调(Ｐ<０.００１ꎬ图
６Ａ)ꎬＲＯＣ曲线分析结果显示ꎬ血浆外泌体 ｍｉＲ￣５４８ｋ 用

于 ＥＳＣＣ 诊断时敏感性高达８３.３％ꎬ特异性也达到

８６.７％ꎬＡＵＣ 值为 ０.８８９ꎬｃｕｔｏｆｆ值为 １０.０９(图 ６Ｂ)ꎮ
而传统肿瘤标志物 ＳＣＣ 用于 ＥＳＣＣ 诊断时敏感性、
特异性、ＡＵＣ 值分别为 ７０. ０％、９３.３％、０. ８７１ (图

６Ｃ)ꎮ 可见ꎬ血浆外泌体 ｍｉＲ￣５４８ｋ 在 ＥＳＣＣ 诊断中

具有较高的诊断效能ꎮ
２.７　 血浆外泌体 ｍｉＲ￣５４８ 表达与 ＥＳＣＣ 患者临床

病理特征相关性分析

χ２ 检验结果显示ꎬ血浆外泌体 ｍｉＲ￣５４８ｋ 表达

与患者的 Ｎ 分期、ＴＮＭ 分期呈明显正相关:Ｎ１￣３ 期

患者血浆外泌体 ｍｉＲ￣５４８ｋ 表达水平显著高于 Ｎ０
期患者 (Ｐ ＝ ０. ００４)ꎬ Ⅲ￣Ⅳ期患者表达显著高于

Ⅰ￣Ⅱ期患者(Ｐ＝ ０.０２１)ꎬ而与患者的性别、年龄、分
化程度及 Ｔ 分期无明显相关性(Ｐ>０.０５)ꎬ见表 ２ꎮ
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图 ６　 验证队列中血浆外泌体 ｍｉＲ￣５４８ 的表达及诊断价值评估
Ａ:验证队列血浆外泌体中 ｍｉＲ￣５４８ｋ 相对表达量(△Ｐ<０.００１ ｖｓ 对照组)ꎻＢ:验证队列中血浆外泌体 ｍｉＲ￣５４８ｋ 诊断
ＥＳＣＣ的 ＲＯＣ 曲线ꎻＣ:验证队列中肿瘤标志物 ＳＣＣ 诊断 ＥＳＣＣ 的 ＲＯＣ 曲线ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍａｌ ｍｉＲ￣５４８ｋ ｉｎ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｃｏｈｏｒｔ
Ａ: ｑＲＴ￣ＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍｉＲ￣５４８ｋ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍｅｓ ｏｆ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｃｏｈｏｒｔ (△Ｐ<０.００１ ｖｓ ｈｅａｌｔｈｙ ｃｏｎｔｒｏｌ)ꎻ
Ｂ: ＲＯＣ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍａｌ ｍｉＲ￣５４８ｋ ｆｏｒ ＥＳＣＣ ｉｎ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｃｏｈｏｒｔꎻＣ: ＲＯＣ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｄｉａｇ￣
ｎｏｓｔｉｃ ｖａｌｕｅ ｏｆ ＳＣＣ ｉｎ ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｃｏｈｏｒｔ.

表 ２　 血浆外泌体 ５４８ｋ 表达与 ５０ 例 ＥＳＣＣ 患者临床病理特征之间的关系
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｐｌａｓｍａ ｅｘｏｓｏｍａｌ ｍｉＲ￣５４８ｋ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ５０ ＥＳＣＣ ｐａｔｉｅｎｔｓ

临床特征
训练队列
ｎ＝ ２０

验证队列
ｎ＝ ３０

ｍｉＲ￣５４８ｋ 表达 / ｎ(％)
ｎ＝ ５０ 低表达 高表达 Ｐ

性别 ０.７５８
　 男 １５ ２０ ３５ １７(４８.６) １８(５１.４)
　 女 ５ １０ １５ ８(５３.３) ７(４６.７)
年龄 /岁 ０.５４４
　 <６０ ４ １２ １６ ９(５６.３) ７(４３.７)
　 ≥６０ １６ １８ ３４ １６(４７.１) １８(５２.９)
分化程度 ０.５５６
　 低 １３ １９ ３２ １５(４６.９) １７(５３.１)
　 中高 ７ １１ １８ １０(５５.６) ８(４４.４)
Ｔ 分期 ０.０６９
　 Ｔ１~２ ９ ７ １６ １１(６８.８) ５(３１.２)
　 Ｔ３~４ １１ ２３ ３４ １４(４１.２) ２０(５８.８)
Ｎ 分期 ０.００４
　 Ｎ０ １０ １０ ２０ １５(７５.０) ５(２５.０)
　 Ｎ１~３ １０ ２０ ３０ １０(３３.３) ２０(６６.７)
ＴＮＭ 分期 ０.０２１
　 Ⅰ＋Ⅱ １１ ９ ２０ １４(７０.０) ６(３０.０)
　 Ⅲ＋Ⅳ ９ ２１ ３０ １１(３６.７) １９(６３.３)

３　 讨　 论

近年来ꎬ随着外泌体分离技术的成熟及研究的

深入ꎬ外泌体在疾病发生发展中的作用逐渐被揭示ꎮ
外泌体不仅参与免疫应答、神经信号转导等正常生

理过程ꎬ其在肿瘤、神经系统等多种疾病的发生发展

中同样发挥着重要作用[２１￣２２]ꎮ 特别是在肿瘤的进

展过程中ꎬ外泌体所携带的生物活性物质也会随之

发生相应的改变ꎬ因而外泌体在肿瘤诊断方面有着

巨大的潜力[２３￣２５]ꎮ 研究表明ꎬ外泌体在 ＥＳＣＣ 的早

期诊断、预后判断及放化疗抵抗方面同样扮演着重

要角色[２６]ꎮ 与传统的食管拉网脱落细胞学、上消化

道钡餐等 ＥＳＣＣ 筛查方法相比ꎬ血浆 /血清外泌体的

检测具有创伤小、简便快捷、可连续监测的特点ꎬ因
此在 ＥＳＣＣ 诊断方面有着广阔的应用前景[２７]ꎮ Ｙａｎ
等[２８]研究发现ꎬＥＳＣＣ 患者血清外泌体 ＬｎｃＲＮＡ:
ＵＣＡ１、ＰＯＵ３Ｆ３、ＥＳＣＣＡＬ￣１ 及 ＰＥＧ１０ 表达水平较

健康对照显著上调ꎬ可用于 ＥＳＣＣ 早期筛查ꎮ 但是

ＬｎｃＲＮＡ 在血清 /血浆外泌体中的表达丰度较低ꎬ与
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之相比ꎬ外泌体中 ｍｉＲＮＡｓ 含量远超 ＬｎｃＲＮＡｓ、
ｃｉｒｃＲＮＡｓ的表达ꎬ不需体外扩增即可直接检测ꎮ 此

外ꎬ与血清外泌体相比ꎬ血浆外泌体不受血小板的影

响ꎬ因此ꎬ血浆外泌体 ｍｉＲＮＡｓ 脱颖而出ꎬ成为近年

来肿瘤无创检查的热点ꎮ
本研究为筛选血浆外泌体中可用于 ＥＳＣＣ 诊断

的 ｍｉＲＮＡｓꎬ 对 ５ 例健康体检者、５ 例 ＥＳＣＣ 患者术

前血浆外泌体 ｍｉＲＮＡｓ 进行了测序ꎮ 测序结果显

示ꎬ与对照组相比ꎬｍｉＲ￣５４８ｋ、ｍｉＲ￣６５１６￣５ｐ、 ｌｅｔ￣７ｂ￣
３ｐ、ｍｉＲ￣３９３４￣５ｐ、ｍｉＲ￣１９６ａ￣５ｐ 在 ＥＳＣＣ 组血浆外泌

体中明显上调ꎬ ｍｉＲ￣３４ｃ￣５ｐ、ｎｏｖｅｌ＿１６７、ｍｉＲ￣５４８ｕ、
ｍｉＲ￣５４８ａｈ￣３ｐ、 ｍｉＲ￣５４８ｐ、 ｍｉＲ￣２００ａ￣５ｐ、 ｍｉＲ￣２００ｂ￣
３ｐ、ｍｉＲ￣１２２８￣５ｐ 则明显下调ꎮ 训练阶段ꎬｍｉＲ￣５４８ｋ
在血浆外泌体中显著高表达ꎬ血浆外泌体 ｍｉＲ￣５４８ｋ
对 ＥＳＣＣ 诊断的价值明显高于 ｍｉＲ￣３４ｃ￣５ｐ 等其他

差异性 ｍｉＲＮＡｓꎮ ｍｉＲ￣５４８ｋ 位于染色体 １１ｑ１３.３ꎬ该
区域在 ＥＳＣＣ 组织中存在高频扩增现象[２９]ꎮ 近年

研究表明ꎬｍｉＲ￣５４８ｋ 作为潜在的促癌分子在乳腺

癌、食管癌中表达显著上调ꎮ 特别是在 ＥＳＣＣ 中ꎬ
ｍｉＲ￣５４８ｋ 可通过调控 ＥＳＣＣ 细胞的增殖、迁移侵袭

及 ＥＳＣＣ 相 关 淋 巴 管 生 成 促 进 ＥＳＣＣ 发 生 发

展[２９￣３２]ꎮ 但是 ｍｉＲ￣５４８ｋ 在 ＥＳＣＣ 患者血浆外泌体

中的表达及诊断价值尚不明确ꎮ
本研究通过 ＵＡＬＣＡＮ、ＵＣＳＣ Ｘｅｎａ 数据库分析

及 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 验证ꎬ发现 ｍｉＲ￣５４８ｋ 在 ＥＳＣＣ 组织中

表达水平显著增高ꎬ血浆外泌体 ｍｉＲ￣５４８ｋ 表达与

ＥＳＣＣ 患者的 Ｎ 分期、ＴＮＭ 分期呈明显正相关ꎬ且
预后分析显示ꎬｍｉＲ￣５４８ｋ 水平与 ＥＳＣＣ 患者预后密

切相关ꎬｍｉＲ￣５４８ｋ 高表达者预后往往较差ꎬ提示着

ｍｉＲ￣５４８ｋ 可能是驱动 ＥＳＣＣ 发生发展的关键分子ꎮ
通过对验证队列中对照组、ＥＳＣＣ 组血浆外泌体中

ｍｉＲ￣５４８ｋ 表达水平进行检测ꎬ结果显示ꎬｍｉＲ￣５４８ｋ
在 ＥＳＣＣ 患者血浆外泌体中表达水平显著增高ꎮ
ＲＯＣ 曲线分析结果显示ꎬ血浆外泌体 ｍｉＲ￣５４８ｋ 用

于 ＥＳＣＣ 诊断时敏感性为 ８３.３％ꎬ特异性为 ８６.７％ꎬ
显示血浆外泌体 ｍｉＲ￣５４８ 可成为 ＥＳＣＣ 诊断的分子

标志物ꎮ Ｌｉｕ 等[３３] 研究报道血清外泌体 ｍｉＲ￣２５ /
ｍｉＲ￣２０３ 用于 ＥＳＣＣ 诊断时 ＡＵＣ 值、敏感性、特异

性分别为 ０.８２１、７１.９％、９６.６％ꎮ 但是ꎬ该研究局限

于特定 ｍｉＲＮＡｓ 分子的表达ꎬ且并未对 ｍｉＲ￣２５ /
ｍｉＲ￣２０３ 的诊断价值进行验证ꎮ 与之相比ꎬ本研究

通过筛选、训练及验证 ３ 个队列ꎬ对差异性 ｍｉＲＮＡｓ
的表达、诊断价值进行筛选及验证ꎬ具有更高的准确

性ꎮ 此外ꎬＫｉｍ 等[３４] 通过对食管上皮细胞、ＥＳＣＣ
细胞上清中的外泌体 ｍｉＲＮＡ 进行测序ꎬ并通过血

浆外泌体样本进行验证ꎬ鉴定出了可用于 ＥＳＣＣ 诊

断的 ｍｉＲ￣２０５￣５ｐ、ｍｉＲ￣４２９、ｍｉＲ￣３７５￣３ｐꎮ 但是ꎬ细胞

上清与血浆 ｍｉＲＮＡ 表达谱存在一定的差异ꎮ 与之

相比ꎬ本研究对对照组、ＥＳＣＣ 组受试者血浆外泌体

测序ꎬ能够直接反应血浆样本中 ｍｉＲＮＡ 表达情况ꎮ
由于本研究所纳入的样本量较小ꎬ血浆外泌体 ｍｉＲ￣
５４８ｋ 能否成为 ＥＳＣＣ 诊断的分子标志物还需要大

样本验证ꎮ 此外ꎬ尽管公共数据库分析显示 ｍｉＲ￣
５４８ｋ 高表达与 ＥＳＣＣ 患者不良预后相关ꎬ但由于本

研究样本随访时间较短ꎬ血浆外泌体 ｍｉＲ￣５４８ｋ 能否

用于 ＥＳＣＣ 患者的预后判断还需要进一步的随访ꎮ
综上所述ꎬ本研究结果显示ꎬＥＳＣＣ 患者术前血

浆外泌体中 ｍｉＲ￣５４８ｋ 表达水平显著增高ꎬ血浆外泌

体 ｍｉＲ￣５４８ｋ 在 ＥＳＣＣ 诊断方面有着较高的敏感性、
特异性ꎬ有望成为 ＥＳＣＣ 患者诊断的潜在分子标

志物ꎮ
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(１２): ５１７４￣５１８２.

[３４] Ｋｉｍ Ｓꎬ Ｋｉｍ ＧＨꎬ Ｐａｒｋ ＳＪꎬ ｅｔ ａｌ. Ｅｘｏｓｏｍａｌ ｍｉｃｒｏＲＮＡ
ａｎａｌｙｓｅｓ ｉｎ ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ
[Ｊ] . Ｊ Ｃｌｉｎ Ｍｅｄꎬ ２０２２ꎬ １１(１５): ４４２６. ｄｏｉ:１０.３３９０ /
ｊｃｍ１１１５４４２６.
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阿拉伯数字使用规则

公历世纪、年代、年、月、日和时刻必须使用阿拉伯数字ꎮ 年份用四位数表示ꎬ不能简写ꎮ 例如:１９９９ 年

不能写成 ９９ 年ꎮ 日期和时间的表示采用全数字式写法ꎮ 例如:２００６ 年 ２ 月 １８ 日ꎬ写作 ２００６￣０２￣１８ 或

１９９９０２１８ 或 １９９９ ０２ １８(年、月、日之间加半字空)ꎻ下午 ３ 时 ９ 分 ３８.５ 秒写作 １５:０９:３８.５ 或 １５０９３８.５ꎮ 计量

单位前的数字和统计表中的数值一律使用阿拉伯数字ꎮ 引文标注中的版次、卷号、期号、页码等用阿拉伯

数字ꎮ
(本刊编辑部)


