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pre-miR-146a 基因 rs2910164 位点单核苷酸多态性
与胆管癌的关系
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摘   要 目的：探讨 pre-miR-146a 基因表达及其 rs2910164 位点多态性与胆管癌的关系。

方法： 分 别 用 基 因 直 接 测 序 与 定 量 PCR 方 法 检 测 70 例 胆 管 癌 患 者 的 胆 管 癌 组 织（ 胆 管 癌 组） 及 

39 例胆管非肿瘤性疾病患者的胆管组织（对照组）中 pre-miR-146a 基因 rs2910164 位点单核苷酸多态

性与 pre-miR-146a 表达，分析不同基因型与 pre-miR-146a 表达量、胆管癌临床病理及其预后的关系。

结果：胆管癌组的 pre-miR-146a 基因型分布与对照组有明显差异，前者表现为 GG 和 GC 基因型比

例 明 显 高 于 CC 基 因 型， 且 G 等 位 基 因 频 率 明 显 高 于 C 等 位 基 因（ 均 P<0.05）； 对 照 组 GG 和 GC

基因型人群的 pre-miR-146a 表达量较 CC 基因型低，但差异无统计学意义（P>0.05），胆管癌组织

pre-miR-146a 表达量明显低于对照组胆管组织（P<0.05）；Logistic 多元回归分析显示 GG 和 GC 基

因型可能是胆管癌的危险因素（P=0.052），分层分析显示 GG 和 GC 基因型与胆管癌患者的临床分

期和淋巴结转移有关（均 P<0.05）；生存分析显示 GG 和 GC 基因型胆管癌患者的生存率低于 CC 基

因型胆管癌患者，但差异无统计学意义（P=0.178）。

结论：pre-miR-146a 基因 rs2910164 位点 G 等位基因频率升高可能是导致 pre-miR-146a 基因表达降

低以及胆管癌发生发展的危险因素。                                   [ 中国普通外科杂志 , 2014, 23(8):1067-1071]
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ABSTRACT Objective: To investigate the relations of pre-miR-146a gene expression and its rs2910164 allelic polymorphism 
with cholangiocarcinoma.

Methods: In 70 specimens of cholangiocarcinoma tissues from bile duct cancer patients (cholangiocarcinoma 

group) and 39 specimens of bile duct tissues from cases with non-neoplastic bile duct diseases (control group), 

the single nucleotide polymorphism of rs2910164 in pre-miR-146a sequence and pre-miR-146a expression 

was determined by direct DNA sequencing and the quantitative PCR method, respectively. The relations 
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胆 管 癌 是 胃 肠 道 恶 性 肿 瘤 之 一， 约 占 消 化 道

恶 性 肿 瘤 的 3%， 目 前 其 发 病 率 有 不 断 上 升 的 趋

势，且认为手术治疗效果不佳，患者预后差，5 年

生存率不高 [1]。因此寻找其特异性 miRNA 对于胆

管 癌 的 早 期 诊 治 具 有 重 要 意 义 [2]。 有 研 究 [3] 显 示 

pre-miR-146a 的 rs2910164 位 点 存 在 C-G 基 因 多

态性，且因这一位点位于编码调控区，因而可能具

有调控其转录或表达的作用。国外有该基因位点与

胆 管 癌 关 系 的 相 关 报 道 [4]， 但 国 内 关 于 pre-miR-

146a 基因多态性及其表达与胆管癌关系的研究鲜

有报道。因此，本研究分析了 70 例患者 pre-miR-

146a 基因多态性与胆管癌的关系，并进一步分析

不同基因型与其表达、胆管癌临床病理及其预后的

关系。

1　材料与方法

1.1  材料

1.1.1  临 床 标 本 采 集　 研 究 对 象 为 本 院 2006 年 

10 月—2010 年 9 月收治的手术切除胆管癌患者共

计 70 例（ 胆 管 癌 组）， 以 及 同 期 39 例 胆 管 非 肿

瘤 性 疾 病 患 者 的 胆 管 组 织（ 对 照 组）。 纳 入 患 者

的平均年龄为（52.7±9.4）岁；其中男 37 例，女

33 例； 肝 内 胆 管 癌 41 例， 肝 外 胆 管 癌 29 例（ 包

括 肝 门 部 胆 管 癌 16 例 和 胆 管 中 下 段 癌 13 例）；

高 分 化 腺 癌 12 例， 中 分 化 腺 癌 40 例， 低 分 化 腺

癌 18 例；I 期 12 例，II 期 11 例，III 期 34 例，

IV 期 13 例； 有 淋 巴 结 转 移 38 例， 无 淋 巴 结 转 移

32 例。 其 中 包 括 根 治 性 切 除 47 例， 姑 息 性 切 除

19 例，剖腹探查 4 例。

1.1.2  实 验 试 剂　 组 织 用 蛋 白 酶 K 和 RNA 逆

转 录 试 剂 购 于 中 国 QiaGEN 公 司；RNA 提 取 试

剂 TRIzol 购 于 日 本 Takara 公 司； 实 时 荧 光 定 量

SYBR Green Mix 试剂购于美国 Thermo 公司；pre-

miR-146a 引物由中国华大科技生物公司合成，其

余相关试剂或缓冲液由实验中心提供。

1.2  方法

1.2.1  基因测序　使用组织用蛋白酶 K 充分消化

10 mg 胆管癌及其癌旁正常组织后，使用酚氯仿法

抽提并纯化全基因组 DNA。使用 PCR 引物（上游

引物 5'-ATT TTA CAG GGC TGG GAC AG-3'；下

游 引 物 5'-TCT TCC AAG CTC TTC AGC AG-3'）

扩增 pre-miR-146a 产物，长度约为 227 bp，并将

其电泳切胶和回收后送 Invitrogen 公司进行基因直

接测序。

1.2.2  表达检测　本研究采用实时荧光定量 PCR

of different pre-miR-146a genotypes with its expression, and clinicopathological profiles and prognosis of 

cholangiocarcinoma were analyzed.

Results: The genotype distribution in cholangiocarcinoma group was significantly different from that in control 

group, which in the former showed that the ratio of GG and GC genotypes was significantly higher than that 

of CC genotype, and the frequency of G allele was significantly higher than that of C allele (both P<0.05). In 

control group, the pre-miR-146a expression level in cases with GG and GC genotypes was lower than that in 

cases with CC genotype, but the difference did not reach a statistical significance (P>0.05), while the pre-miR-

146a expression level in cholangiocarcinoma tissues was significantly lower than that in the bile duct tissues from 

control group (P<0.05). Multiple logistic regression analysis showed that GG and GC genotypes were possibly 

the risk factors for bile duct cancer (P=0.052), and the further factor-stratified analysis showed that GG and 

GC genotypes were associated with the clinical stage and lymph node metastasis of the patients (both P<0.05). 

Survival analysis for the cholangiocarcinoma patients demonstrated that the survival rate in cases with GG and 

GC genotypes was lower than that in cases with CC genotype, but the difference had no statistical significance 

(P=0.178).

Conclusion: The increased frequency of G allele at rs2910164 in pre-miR-146a sequence may be responsible for 

pre-miR-146a gene under-expression and the risk factor for the occurrence and development of bile duct cancer.

[Chinese Journal of General Surgery, 2014, 23(8):1067-1071]
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的 方 法 测 定 pre-miR-146a 的 转 录 表 达 情 况， 具

体 方 法 为 组 织 TRIzol 低 温 匀 浆 后 用 氯 仿 抽 提 总

RNA，再使用 QiaGEN 公司的 RNA 逆转录试剂盒

将 RNA 逆转为 cDNA，再进行实时荧光 PCR 扩增

并分析数据，将 β-actin 作为内参。

1.2.3  随访　纳入的 70 例胆管癌患者均参加随访

调查研究，在为期 3 年的随访中无失访者出现，随

访率达 100%，通过门诊影像学等手段进行，随访

内容主要为胆管癌患者的 3 年总生存情况，即肿瘤

性死亡和患者生存情况。

1.3  统计学处理

Hardy-Weinberg 平 衡 检 测 用 在 线 免 费 分 析

软 件 进 行（http://analysis.bio-x.cn/myAnalysis.

php）；SPSS 11.5 软 件 进 行 数 据 的 统 计 学 分 析，

计 量 资 料 用 均 数 ± 标 准 差（x±s） 表 示， 计 量 资

料根据数据是否符合正态分布使用成组 t 检验或秩

和 检 验， 计 数 资 料 用 χ2 检 验 进 行 分 析，Logistic

多元回归方法用于多因素归因分析，不同基因多态

性 组 的 生 存 率 用 Kaplan-Meier 法， 而 组 间 生 存 率

比较采用 Log-rank 检验进行，P<0.05 为差异有统

计学意义。

2　结　果

2.1  pre-miR-146a 基因型及其表达

通 过 在 线 软 件 分 析， 对 照 组 基 因 型 符 合

Hardy-Weinberg 平 衡 定 律（P=0.66）。 胆 管 癌 组

的 pre-miR-146a 基因型分布与对照组比较 存在明

显差异，前者表现为 GG 和 GC 基因型比例明显高

于 CC 基因型，且 G 等位基因比例明显高于 C 等位

基 因，差 异 均 有 统 计 学 意 义（P=0.045 和 0.022） 

（表 1）。

表 1　胆管癌组和对照组的 pre-miR-146a 基因型分布情况
Table 1　The pre-miR-146a genot y pe distr ibutions in 

cholangiocarcinoma group and control group
pre-miR-

146a
胆管癌组
（n=70）

对照组
（n=39）

OR（95% CI） P

基因型
　CC 19（44.1） 18（63.3）

2.301（1.012~5.228）0.045
　GG+GC 51（55.9） 21（36.7）
等位基因
　C 69（25.8） 51（37.8）

1.944（1.097~3.444）0.022
　G 71（74.2） 27（62.2）

为 进 一 步 揭 示 此 基因型 差 异 是 否 与 其 表 达 量

相关，对照组经过定量 PCR 检测发现 GG 和 GC 基

因型人群 pre-miR-146a 的表达量低于 CC 基因型，

但差异并无统计学意义（P>0.05）；胆管癌组织中

pre-miR-146a 的 表 达 量 较 对 照 组 胆 管 组 织 明 显 降

低，差异有统计学意义（P<0.05）（图 1）。

图 1　胆管癌组和对照组 pre-miR-146a 表达量比较
Figure 1　Comparison of pre-miR-146a expression between bile 

duct cancer group and control group
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2.2  pre-miR-146a 基因型与临床病理因素的关系

在 以 胆 管 癌 试 验 组 患 者 和 正 常 胆 管 组 织 对

照 人 群 为 因 变 量， 和 以 年 龄、 性 别 和 pre-miR-

146a 基 因 型 为 自 变 量 的 Logistic 多 元 回 归 分 析 后

发现，GG 和 GC 基因型可能是胆管癌的危险因素

（OR=1.219，95% CI=0.974~1.404，P=0.052） 

（表 2）。对不同基因型的临床病理分层分析中发现，

GG+GC 基因型患者的临床分期及淋巴结转移与 CC

基因型比较有差异统计学意义（P<0.05）（表 3）。

2.3  pre-miR-146a 基因型与胆管癌的临床预后

在为期 3 年的随访中，本研究发现 GG+GC 基

因 型 患 者 的 3 年 生 存 率 和 生 存 期 分 别 为 25.5% 和

（20.1±1.6） 个 月， 而 CC 基 因 型 患 者 为 42.1%

和（24.5±2.7） 个 月， 但 差 异 未 达 统 计 学 意 义

（P=0.178），不同基因型患者的预后生存曲线比

较见图 2。

表 2　胆管癌相关危险因素的 Logistic 多元回归分析结果
Table 2　Multivariate Logistic regression analysis for the risk 

factors associated with cholangiocarcinoma
　自变量 β Waldχ2 P HR 95% CI
年龄 0.240 4.622 0.373 0.811 0.776~0.994
性别 0.366 7.011 0.465 1.743 0.198~3.177
pre-miR-146a
　基因型

0.752 5.813 0.052 1.219 0.974~1.404
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表 3　不同基因型胆管癌患者的临床病理分层分析
Table 3　Factor-stratified analysis for cholangiocarcinoma 

patients with diff erent genotypes
因素 GG+GC（n=51） CC（n=19） P

肿瘤部位
　肝内 31 10

0.538
　肝外 20 9
分化程度
　高 8 4
　中 28 12

0.497
　低 15 3
临床分期
　I/II 12 11

0.006
　III/IV 39 8
淋巴结转移
　有 33 5

0.004
　无 18 14
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图 2　GG+GC 与 CC 基因型胆管癌患者的生存曲线比较
Figure 2　Compar ison of the sur v ival  cur ves bet ween 

cholangiocarcinoma patients with GG+GC genotypes 
and CC genotype

3　讨　论

目前已有报道显示 pre-miR-146a 在甲状腺、

胰 腺、 胃 及 肝 的 恶 性 肿 瘤 中 可 能 发 挥 重 要 生 物 学

作 用 [5-8]， 本 研 究 主 要 探 讨 pre-miR-146a 基 因

rs2910164 位点多态性与胆管癌的相关性，并发现

pre-miR-146a 基 因 多 态 性 与 其 表 达 相 关， 且 在 胆

管癌患者中其表达量明显升高。再者，在进一步与

临床病理及预后的分析中发现，GG 和 GC 基因型

的 pre-miR-146a 可能是胆管癌发病危险因素，并

且与临床分期和淋巴结转移相关，并且可能成为预

测胆管癌患者 3 年临床预后的重要指标。

pre-miR-146a 基 因 多 态 性 除 与 恶 性 肿 瘤 发 生

相关外，目前还认为可能与肿瘤转移等密切相关 [9]。

已证实的 pre-miR-146a 的靶基因主要为表皮生长

因 子 受 体（EGFR）[7]， 是 一 种 影 响 恶 性 肿 瘤 发 生

及转移的功能蛋白。EGFR 作为它的靶基因，已在

前列腺癌中得到证明 [10]，与本研究结果基本一致。

EGFR 由于其在结构及功能上与其他某些癌基因极

为相似，所以其可能通过如 ERK 信号通路等促进

细 胞 增 殖， 且 可 激 活 核 转 录 因 子 κB（NF-κB）

等， 此 细 胞 因 子 在 恶 性 肿 瘤 中 的 重 要 功 能 已 得 到

论 证 [11-12]。 也 有 研 究 [13] 发 现 EGFR 可 通 过 ERK

及 p38 通路调节肿瘤转移相关的金属基质蛋白酶 9

（MMP-9）。 同 时， 在 胆 管 癌 中 也 发 现 EGFR 与

其肿瘤进展密切相关 [14]。因此，通过与基础研究

实验结果进行比较，并结合本临床研究结果，可以

得出 pre-miR-146a 基因多态性及其表达在病理及

其 预 后 方 面 的 临 床 意 义， 可 能 是 通 过 EGFR 信 号

及 其 下 游 通 路 这 一 途 径 在 胆 管 癌 发 生 及 转 移 中 起

重要作用。

由 于 本 研 究 样 本 量 较 小， 可 能 会 涉 及 到 研

究 结 论 可 靠 性 的 问 题。 但 本 研 究 初 步 揭 示 了 pre-

miR-146a 基因多态性及其表达与胆管癌发生等的

关 系， 并 与 临 床 病 理 及 预 后 有 关， 同 时 结 合 基 础

研 究 提 示 了 其 基 因 多 态 性 对 胆 管 癌 的 影 响 可 能 是

通 过 其 表 达 与 EGFR 信 号 通 路 作 用 进 而 实 现 生 物

学功能的。目前对于 miRNA 与胆管癌的研究相对

较少，但随着研究的不断深入，miRNA 在胆管癌

诊断、治疗和预后预测方面的作用将会不断凸显，

为临床诊疗胆管癌提供新的方法和依据。
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第 1 期 肝脏移植技术及肝脏外科  第 7 期 肝脏肿瘤基础与临床研究

第 2 期 胆道肿瘤及其外科治疗  第 8 期 胆道疾病及胆道外科

第 3 期 急性胰腺炎基础与临床研究  第 9 期 胰腺肿瘤及胰腺外科

第 4 期 胃肠道肿瘤及其转移癌的外科治疗  第 10 期 消化道肿瘤及胃肠外科疾病
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