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【摘 要】 目的 分析肿瘤组织微小核糖核酸-23a( miＲ-23a) 联合母体胚胎亮氨酸拉链激酶( MELK) 水平对骨

肉瘤病情及预后评估的临床价值。方法 选择 2019 年 1 月—2022 年 1 月武汉科技大学附属普仁医院骨科诊治的骨

肉瘤患者 93 例为研究组，骨良性疾病患者 53 例为对照组。采用实时荧光定量 PCＲ 法检测组织 miＲ-23a、MELK 表达

水平; 采用受试者工作特征( ＲOC) 曲线分析肿瘤组织 miＲ-23a、MELK 水平预测骨肉瘤患者预后不良的价值; 多因素

Cox 回归分析骨肉瘤患者预后不良的危险因素; Kaplan-Meier 模型分析 miＲ-23a、MELK 表达对骨肉瘤患者生存期的影

响。结果 研究组肿瘤组织 miＲ-23a、MELK 表达水平显著高于对照组( t /P = 12．127 /＜0．001、11．291 /＜0．001) ; 肿瘤最

大径≥5 cm、有远处转移、Enneking 分期Ⅲ期的骨肉瘤患者 miＲ-23a、MELK 表达高于肿瘤最大径＜5 cm、无远处转移、
Enneking 分期Ⅰ～Ⅱ期患者( miＲ-23a: t /P= 8．357 /＜0．001、9．112 /＜0．001、6．531 /＜0．001; MELK: t /P = 11．265 /＜0．001、9．
787 /＜0．001、10．462 /＜0．001) ; miＲ-23a、MELK 水平及二者联合预测骨肉瘤患者预后不良的 AUC 分别为 0．781、0．773、
0．901，二者联合的 AUC 大于单独预测的 AUC( Z /P = 6．431 /＜0．001、0．705 /＜0．001) ; Cox 回归分析显示，miＲ-23a 高表

达、MELK 高表达、肿瘤最大径≥5 cm、有远处转移、Enneking 分期Ⅲ期为骨肉瘤患者预后不良的独立危险因素［OＲ
( 95%CI) = 4．100( 1．426～6．774) 、4．023( 1．279～6．767) 、2．250( 1．041～3．459) 、2．396( 1．117～3．675) 、2．489( 1．028～ 3．951) ］;

miＲ-23a≥1．14 且 MELK≥0．73 的骨肉瘤患者中位生存期显著低于 miＲ-23a＜1．14 或 MELK＜0．73 的患者( 中位生存期

24．38 月±4．52 月 vs． 32．74 月±5．16 月，Log Ｒank χ2 = 9．821，P＜0．001) 。结论 骨肉瘤患者 miＲ-23a 和 MELK 表达与临

床病理特征密切相关，可为骨肉瘤病情及预后评估提供基因水平的客观证据，二者联合检测可提高预测骨肉瘤预后

不良的敏感度及特异度。
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【Abstract】 Objective To analyze the clinical value of microribonucleic acid 23a (miR-23a) combined with maternal

embryonic leucine zipper kinase (MELK) levels in assessing the condition and prognosis of osteosarcoma. Methods Ninety-

three patients with osteosarcoma (study group) and 53 patients with benign bone diseases (control group) from Puren Hospital
Affiliated to Wuhan University of Science and Technology between January 2019 and January 2022 were selected as study.
The real time fluorescence quantitative PCR method was used to detect the expression levels of tissue miR-23a and MELK;
the receiver operating characteristic (ROC) curve was used to analyze the value of tumor tissue miR-23a and MELK levels in
predicting the poor prognosis of patients with osteosarcoma; Multivariate Cox regression analysis of risk factors for poor prog-

nosis in patients with osteosarcoma; Kaplan-Meier model analyzed the impact of miR-23a and MELK expression on the sur-
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vival of patients with osteosarcoma. Ｒesults The expression levels of miR-23a and MELK in tumor tissues of the study group
were significantly higher than those of the control group (t/P =12.127/<0.001, 11.291/<0.001); tumors with maximum diameter ≥
5cm, distant metastasis, and Enneking stageⅢ The expression of miR-23a and MELK in patients with osteosarcoma were higher
than that in patients with tumors with a maximum diameter <5cm, no distant metastasis, and Enneking stage I to II (t/P =8.357/<
0.001, 11.265/<0.001, 9.112/<0.001, 9.787/<0.001, 6.531/<0.001, 10.462/<0.001); the AUCs of miR-23a, MELK levels and their
combination in predicting poor prognosis in patients with osteosarcoma are 0.781, 0.773, and 0.901 respectively, and the AUC of
their combination was greater than that of miR-23a, MELK level alone (Z/P =6.431/<0.001, 0.705/<0.001); Cox regression analy-

sis showed that high expression of miR-23a, high expression of MELK, maximum tumor diameter ≥5cm, distant metastasis, En-

neking stageⅢ were independent risk factors for poor prognosis of osteosarcoma［OR(95%CI) =4.100 (1.426－6.774), 4.023 (1.
279－6.767), 2.250 (1.041－3.459), 2.396 (1.117－3.675), 2.489 (1.028－3.951)］; the median survival time of osteosarcoma patients
with miR-23a≥1.14 and MELK≥0.73 was significantly lower than that of patients with miR-23a<1.14 or MELK<0.73 (median
survival time 24.38±4.52 months vs. 32.74± 5.16 months, Log Rankχ2 =9.821,P <0.001). Conclusion The expression of miR-

23a and MELK in patients with osteosarcoma is closely related to the clinicopathological characteristics, which can provide ob-

jective evidence at the gene level for the assessment of osteosarcoma disease and prognosis. The combined detection of the two
can improve the sensitivity and specificity in predicting poor prognosis of osteosarcoma.
【Key words】 Osteosarcoma; MicroRNA-23a; Maternal embryonic leucine zipper kinase; Clinicopathological features;

Prognosis evaluation

骨肉瘤主要好发于青少年，起病隐匿且确诊时往

往处于进展期，导致目前骨肉瘤近远期预后极差，提高

骨肉瘤诊疗水平、改善预后为临床上亟待解决的重大

问题［1-2］。骨肉瘤的发病机制主要与基因表达异常有

关，且与骨肉瘤临床病理特征及生存期直接关联，可能

在骨肉瘤病情及预后评估中的临床价值高于传统的

Enneking 分 期［3-4］。微 小 核 糖 核 酸-23a ( microＲNA-
23a，miＲ-23a) 具有调控细胞分化、细胞周期及物质能

量代谢等多种功能，可促进肿瘤细胞迁移侵袭等恶性

生物学行为，在多种恶性肿瘤中表达升高且与临床病

理特征相关，为其预后不良的标志物［5-6］。母体胚胎

亮氨酸拉链激酶( maternal embryonic leucine zipper ki-
nase，MELK) 为多种恶性肿瘤的癌基因，参与细胞周

期、细胞增殖、肿瘤生成和细胞凋亡等过程，在多种恶

性肿瘤中可检测到表达异常［7-8］。目前 miＲ-23a 和

MELK 作为新近发现的类促癌基因，在骨肉瘤中的表

达及其临床价值尚未完全明确。本研究检测骨肉瘤患

者 miＲ-23a、MELK 表达并研究其临床价值，报道如下。
1 资料与方法

1．1 临床资料 选择 2019 年 1 月—2022 年 1 月武汉

科技大学附属普仁医院骨科诊治的骨肉瘤患者 93 例

为研究组，另以同期诊治的骨良性疾病( 取得病理组

织; 包括骨折 36 例、骨髓炎 7 例、骨巨细胞瘤 4 例、骨
囊肿 4 例) 患者 51 例为对照组。2 组性别、年龄等一

般资料比较差异无统计学意义( P＞0．05) ，具有可比

性，见表 1。本研究经武汉科技大学附属普仁医院医

学伦理委员会审核通过( 2019-031) ，患者或家属知情

同意并签署知情同意书。

表 1 对照组与研究组患者临床资料比较

Tab．1 Comparison of clinical data between control group and
study group patients

项 目
对照组

( n= 51)
研究组

( n= 93) t /χ2 值 P 值

性别［例( %) ］ 男 28( 54．90) 52( 55．91) 0．014 0．907
女 23( 45．10) 41( 44．09)

年龄( 珋x±s，岁) 25．78±5．53 25．16±5．22 0．667 0．506
体质量指数( 珋x±s，kg /m2) 22．29±3．18 22．17±3．04 0．223 0．824
糖尿病史［例( %) ］ 4( 7．84) 7( 7．53) 0．067 0．735
高血压史［例( %) ］ 6( 11．76) 9( 9．68) 0．154 0．695
卡氏评分( 珋x±s，分) 22．29±3．18 22．17±3．04 0．147 0．883

1．2 研究组病例选择标准 ( 1) 纳入标准: ①经术前

或术后病理组织学检查确诊，符合《骨肉瘤临床循证

诊疗指南》［9］诊断标准;②临床资料完整; ③术前影像

学检查( CT、MＲ) 或术后病理检查有明确的 Enneking
分期。( 2) 排除标准:①合并其他良恶性肿瘤、骨转移

瘤;②无法配合本研究及失访患者;③合并神经精神疾

病;④既往行相关治疗( 包括手术、放化疗、免疫治疗、
靶向治疗等) 。
1．3 观测指标与方法

1．3．1 组织 miＲ-23a、MELK 表达水平检测: 收集研究

组骨肉瘤患者肿瘤组织、对照组骨良性疾病患者骨组

织。提取各组组织总 ＲNA 后纯化并定量，采用实时荧

光定量 PCＲ 法检测 miＲ-23a、MELK 表达水平。ＲNA
提取试剂盒购自武汉塞维尔公司; 实时荧光定量 PCＲ
检测试剂购自武汉爱普蒂公司; PCＲ 扩增仪器为美国
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Blue-Ｒay 公 司 TurboCycler3。miＲ-23a 选 择 U6 为 参

照，MELK 选择 β-actin 为参照，引物序列见表 2。采用

2-△△ct法分别计算 miＲ-23a、MELK 相对表达水平。

表 2 miＲ-23a 和 MELK 引物序列

Tab．2 miＲ-23a and MELK Primer Sequence

基 因 上游引物 下游引物

miＲ-23a 5’-TTCCTGGGGATGGGA-
TT-3’

5’-GAACATGTCTGCGTAT-
CTC-3’

MELK 5’-TCCTGTGGACAAGCC-
AGTGCTA-3’

5’-GGGAGTAGCAGCACCT-
GTTGAT-3’

U6 5’-CTCGCTTCGGCAGCA-
CAT-3’

5’-TTTGCGTGTCATCCTTG-
CG-3’

β-actin
5’-GGGAGCCAAAAGGG-
TCAT-3’

5’-GAGTCCTTCCACGATAC-
CAA-3’

1．3．2 随访及预后评估: 研究组骨肉瘤患者每 3 个月

门诊复查，随访时间 2019 年 4 月—2024 年 3 月。统计

患者预后状况( 存活、肿瘤复发、死亡等) ，其中出现骨

肉瘤进展( 复发或转移) 、严重并发症( 病理性骨折、肿
瘤相关性截肢) 、死亡等为预后不良。
1．4 统计学方法 采用 MedCalc 20．1 软件行统计学

分析。计数资料以频数或率( %) 表示，组间比较采用
χ2 检验; 符合正态分布的计量资料以 珋x±s 表示，2 组比

较采用 t 检验，多组间比较采用单因素方差分析，组间

两两比较采用 SNK 检验; 受试者工作特征( ＲOC) 曲线

分析 miＲ-23a、MELK 水平在骨肉瘤患者预后不良预测

中的价值并采用 DeLong 法比较其差异; 多因素 Cox 回

归分析骨肉瘤患者预后不良影响因素; Kaplan-Meier
模型分析 miＲ-23a、MELK 表达对患者生存期的影响。
P＜0．05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2．1 2 组患者组织 miＲ-23a、MELK 表达水平比较 研

究组患者 miＲ-23a、MELK 表达水平显著高于对照组患

者，差异有统计学意义( P＜0．01) ，见表 3。

表 3 对照组和研究组受试者组织 miＲ-23a、MELK 表达

比较 ( 珋x±s)

Tab． 3 Comparison of miＲ-23a and MELK expression in the
tissues of control group and study group subjects

组 别 例数 miＲ-23a MELK
对照组 51 0．68±0．14 0．46±0．08
研究组 93 1．14±0．25 0．73±0．16
t 值 12．127 11．291
P 值 ＜0．001 ＜0．001

2．2 骨肉瘤患者肿瘤组织中 miＲ-23a、MELK 表达在

不同临床病理特征中的差异 研究组骨肉瘤患者肿瘤

组织 miＲ-23a、MELK 表达水平在不同性别、年龄、肿瘤

位置、病理类型中比较差异无统计学意义( P＞0．05) ，

肿瘤最大径≥5 cm、有远处转移及 Enneking 分期Ⅲ期

患者 miＲ-23a、MELK 表达高于肿瘤最大径＜5 cm、无

远处转移及 Enneking 分期Ⅰ～Ⅱ期患者( P＜0．01) ，见

表 4。
2．3 miＲ-23a、MELK 水平预测骨肉瘤患者预后不良

的价值 绘制 miＲ-23a、MELK 水平单独与联合预测骨

肉瘤患者预后不良的 ＲOC 曲线，并计算曲线下面积

( AUC) ，结果显示: miＲ-23a、MELK 水平及二者联合预

测骨肉瘤患者预后不良的 AUC 分别为 0．781、0．773、0．
901，二者联合的 AUC 大于单独预测的 AUC( Z /P = 6．
431 /＜0．001、0．705 /＜0．001) ，见表 5、图 1。

表 4 骨肉瘤患者肿瘤组织中 miＲ-23a、MELK 表达在不同临床病理特征中差异比较

Tab．4 Comparison of miＲ-23a and MELK expression in tumor tissues of osteosarcoma patients with different clinical pathological features

项 目 例数 miＲ-23a t 值 P 值 MELK t 值 P 值

性别 男 52 1．12±0．23 0．578 0．564 0．75±0．11 1．112 0．269
女 41 1．15±0．27 0．72±0．15

年龄 ≥20 岁 62 1．11±0．22 1．166 0．247 0．71±0．14 1．585 0．116
＜20 岁 31 1．17±0．26 0．76±0．15

肿瘤位置 四肢 80 1．13±0．21 0．472 0．638 0．72±0．11 0．889 0．376
其他 13 1．16±0．23 0．75±0．13

病理类型 成骨型 73 1．12±0．24 0．643 0．522 0．76±0．14 1．456 0．149
其他 20 1．16±0．27 0．71±0．12

肿瘤最大径 ＜5 cm 60 0．87±0．18 8．357 ＜0．001 0．61±0．09 11．265 ＜0．001
≥5 cm 33 1．28±0．21 0．86±0．15

远处转移 无 81 0．82±0．16 9．112 ＜0．001 0．62±0．11 9．787 ＜0．001
有 12 1．34±0．29 0．85±0．13

Enneking 分期 Ⅰ～Ⅱ期 59 0．93±0．23 6．531 ＜0．001 0．58±0．07 10．462 ＜0．001
Ⅲ期 34 1．29±0．26 0．87±0．12
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表 5 miＲ-23a、MELK 水平预测骨肉瘤患者预后不良的价值

Tab．5 The value of miＲ-23a and MELK levels in predicting poor
prognosis in patients with osteosarcoma

指 标 Cut-off 值 AUC 95%CI 敏感度 特异度 约登指数

miＲ-23a 1．23 0．781 0．511～1．0510．746 0．728 0．474
MELK 0．81 0．773 0．464～1．0890．725 0．707 0．432
二者联合 0．901 0．642～1．1610．886 0．894 0．780

图 1 miＲ-23a、MELK 水 平 预 测 骨 肉 瘤 患 者 预 后 不 良 的

ＲOC 曲线

Fig．1 ＲOC curve of miＲ-23a and MELK levels predicting poor
prognosis in osteosarcoma patients

2．4 Cox 回归分析骨肉瘤患者预后不良影响因素

以患者预后不良为因变量( 1 = 预后不良，0 = 预后良

好) ，以 miＲ-23a、MELK、肿瘤最大径、远处转移、En-
neking 分期为自变量进行多因素 Cox 回归分析，结果

显示: miＲ-23a 高表达、MELK 高表达、肿瘤最大径≥5
cm、有远处转移、Enneking 分期Ⅲ期为骨肉瘤患者预

后不良的独立危险因素( P＜0．05) ，见表 6。

表 6 多因素 Cox 回归分析骨肉瘤预后不良的危险因素

Tab．6 Multivariate Cox regression analysis of risk factors for poor
prognosis in osteosarcoma

因 素 β 值 SE 值 Wald 值 P 值 OＲ 值 95%CI
miＲ-23a 高表达 1．411 0．187 16．145 0．003 4．100 1．426～6．774
MELK 高表达 1．392 0．116 14．341 0．011 4．023 1．279～6．767
肿瘤最大径≥5 cm 0．811 0．092 11．826 0．025 2．250 1．041～3．459
有远处转移 0．874 0．085 12．049 0．027 2．396 1．117～3．675
Enneking 分期Ⅲ期 0．912 0．101 13．788 0．021 2．489 1．028～3．951

2．5 骨肉瘤组织中 miＲ-23a、MELK 表达对患者生存

期的影响 组织 miＲ-23a≥1． 14 ( 均值) 且 MELK≥
0．73( 均值) 的骨肉瘤患者中位生存期低于 miＲ-23a＜
1．14 或 MELK＜0．73 的患者中位生存期［( 24．38±4．52)

月 vs． ( 32． 74 ± 5． 16 ) 月］，差 异 有 统 计 学 意 义 ( Log
Ｒank χ2 = 9．821，P＜0．001) 。
3 讨 论

骨肉瘤的致病分子机制主要与基因突变及表观遗

传学导致的基因表达异常有关，其中 miＲNA 通过调控

细胞迁移、侵袭及微血管再生等多种方式参与其发病

机制，为骨肉瘤最新的研究热点及难点［10］。研究发现

miＲNA 表达异常在骨肉瘤广泛存在，且与病情及预后

紧密 关 联，可 作 为 骨 肉 瘤 病 情 及 预 后 评 估 的 标 志

物［11-12］。miＲNA 具有翻译前基因表达调控功能，可结

合靶基因而抑制其表达［13-14］。miＲ-23a 为新近发现的

具有促癌功能的 miＲNA，通过调控细胞增殖、迁移及

侵袭等功能参与恶性肿瘤发生、发展及转归，为恶性肿

瘤的危险因素［15］。此外，研究证实 miＲ-23a 可通过多

个靶基因调控细胞自噬、铁死亡等功能［16］。研究发现

miＲ-23a 与骨关节等疾病发病机制相关，在多种恶性

肿瘤中表达显著增高，与肿瘤分期及恶性程度密切相

关，为预后不良的生物标志物［17-18］，但 miＲ-23a 在骨肉

瘤中的表达及与临床病理特征的关联尚无研究。本研

究发现骨肉瘤患者肿瘤组织 miＲ-23a 表达显著上调，

与肿瘤最大径、远处转移及 Enneking 分期相关且 miＲ-
23a 高表达为骨肉瘤预后不良的独立危险因素，表明

miＲ-23a 在骨肉瘤中具有促癌基因功能且与病情和预

后相关。
MELK 为 Snf1 /AMPK 激酶家族中保守的周期依

赖性激酶，其表达有极高的组织特异性，在细胞更新活

跃的组织器官中高表达而在成体的心脑肺等组织器官

中表达较低［19］。MELK 与多种基因交互作用后激活

下游信号通路，在组织发育的过程中发挥维持增殖和

凋亡平衡的作用［20］。MELK 的功能包括调控细胞周

期、mＲNA 前体剪接、干细胞及胚胎细胞发育，同时

MELK 自身或作为其他基因靶标相互作用参与恶性肿

瘤的发生、发展及转归。MELK 作为新近发现的促癌

基因在多种恶性肿瘤中表达显著上调，与 TNM 分期及

生存期相关，为恶性肿瘤病情及预后评估潜在的标志

物［21-23］。体外实验发现，MELK 在骨肉瘤细胞中表达

显著升高，敲低 MELK 表达后骨肉瘤细胞增殖、迁移

及侵袭能力显著下降［24］。目前 MELK 在骨肉瘤组织

中的表达及其临床价值尚无研究，本研究发现骨肉瘤

患者肿瘤组织 MELK 表达显著增高，与肿瘤分期相

关，且 MELK 高表达为骨肉瘤预后不良的独立危险因

素，首次证实 MELK 在骨肉瘤中具有促癌基因功能。
当前临床上骨肉瘤病情及预后评估、临床诊疗策

略制定的方法多为影像学评估及 Enneking 分期，存在
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敏感度及特异度不高、依赖于检查机器精度及影像科

医生经验等缺点，尤其对无法取得明确病理组织的患

者不适用，导致影像学评估及 Enneking 分期在实际临

床应用中的价值有限［25-28］。随着骨肉瘤相关的新功

能基因的发现及检测基因 PCＲ 技术指数级扩大效应，

其在骨肉瘤病情及预后评估中具有更高的临床价值，

具有可重复性高、敏感度高及对组织标本量要求低等

优点，但单个指标的检测存在敏感度及特异度低等缺

点，目前无法达到临床广泛应用的目的，基于目前检测

现状临床上将多个指标、多种检测技术联合应用以提

高临床价值［29-30］。本研究中，miＲ-23a 联合 MELK 预

测骨肉瘤预后不良的敏感度、特异度均高于传统的

Enneking 分期等，提示 miＲ-23a、MELK 表达检测预测

骨肉瘤预后不良的效能高于目前的检测指标。此外，

本研究发现 MELK 和 miＲ-23a 两者联合时其敏感度及

特异度显著升高，提示在骨肉瘤临床诊疗方面应将

miＲ-23a 及 MELK 有机结合以提高效能。
综上所述，骨肉瘤患者 miＲ-23a、MELK 表达升高，

与肿瘤最大径、远处转移及 Enneking 分期等传统指标

存在相关性，在骨肉瘤病情及预后评估中具有更高的

临床价值，miＲ-23a、MELK 二者联合检测时可显著提

高敏感度及特异度。值得注意的是，本研究中 miＲ-
23a、MELK 的检测均为病理组织标本，存在受制于病

理标本的缺点，外周血 miＲ-23a、MELK 检测可能更适

合临床应用，但其具体价值有待于进一步大规模临床

试验研究。
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