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前言

肝细胞癌 渊Hepatocellular carcinoma, HCC冤是

威胁人类健康的重大疾病之一袁 在我国恶性肿瘤
死亡率中位列第 2袁 且目前发病率呈上升趋势遥
HCC诊断时多已届入中晚期袁 且即使是获得根治
性切除的病例袁仍有 60%耀70%的患者在 5 年内出
现复发转移袁预后极差咱1, 2暂袁从分子机制水平预测
新的治疗靶点对于提高肝癌整体疗效具有十分重

要意义咱3暂遥
转录组学研究表明袁仅有 1.2%的哺乳动物基
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揖摘要铱 目的 检测长链非编码 RNA-uc003 ykw.1渊lncRNA-uc003 ykw.1冤在肝细胞癌组织中的
表达并探究其对预后的影响遥 方法 实时荧光定量 PCR渊qRT-PCR冤检测 74 对肝细胞癌组织及癌旁
组织中 lncRNA-uc003 ykw.1 的表达袁 将病例分为高表达和低表达组袁 分析其与临床指标的关系袁
Kaplan-Meier曲线分析其预后袁COX比例风险模型进行预后的单因素分析和多因素分析遥 结果 肝细

胞癌中 lncRNA-uc003 ykw.1表达量显著小于癌旁组织渊P约0.05冤袁lncRNA-uc003 ykw.1的表达与肿瘤最
大直径尧早期复发相关渊P约0.05冤袁单因素和多因素分析均表明 lncRNA-uc003 ykw.1低表达是肝细胞癌患
者预后不佳的独立预后因素遥 结论 lncRNA-uc003 ykw.1有望成为预测肝细胞癌预后的重要指标遥

揖关键词铱 长链非编码 RNA-uc003 ykw.1曰 肝细胞癌曰 预后
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揖粤遭泽贼则葬糟贼铱 韵遭躁藻糟贼蚤增藻 To test the expression of long non-coding RNA uc003 ykw.1 渊lncRNA-uc003
ykw.1冤 in hepatocellular carcinoma 渊HCC冤 and investigate its influence on prognosis. Metheds Quantitive
realtime PCR 渊qRT-PCR冤 was used to detect the expression of lncRNA-uc003 ykw.1 in 74 pairs of hepato鄄
cellular carcinoma tissues and adjacent tissues,which were divided into high expression group and low expres鄄
sion group.The relationship between lncRNA-uc003 ykw.1 and clinical characteristics was analyzed.Kaplan-
Meier curve was performed to predict clinical prognosis.The univariete and multivariate analysis were carried
out by COX hazard model. Results The expression of lncRNA -uc003 ykw.1 in hepatocellular carcinoma
tissues was signicicantly lower than that of the adjacent tissues 渊P约0.05冤袁and it was related with maximum
diameter and early recurrence 渊P约0.05冤袁COX hazard model showed that the low expression of lncRNA -
uc003 ykw.1 was an independent poor prognostic factor for HCC patients. Conclusion lncRNA-uc003 ykw.
1 is expected to be an important marker to predict the prognosis of HCC.
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因会编码蛋白袁 而剩下超过 90%的基因会转录为
非编码 RNA 咱4, 5暂遥 长链非编码 RNA 渊long non-
coding RNA, lncRNA冤是一类转录本长度超过 200
nt 的 RNA 分子袁它们并不编码蛋白袁起初被认为
是基因组转录的野噪音冶袁是 RNA聚合酶 II转录的
副产物袁 不具有生物学功能遥 但近年来的研究揭
示袁lncRNA 能够在多种层面调控基因的表达水
平袁如表观遗传学尧基因印迹尧染色体沉默尧转录激
活和干扰尧 转录后修饰剪切等多种重要的调控
过程咱6暂遥 目前袁肝细胞癌咱7-9暂尧前列腺癌咱10, 11暂尧宫颈
癌咱12暂尧食管癌咱13暂等多种肿瘤的发生发展被证实和
HOTAIR尧 MALAT -1尧 H19尧MEG3尧GAS5尧UCA1尧
HOTTIP尧 XIST 等 lncRNA 密切相关袁lncRNA 在肝
细胞癌的增殖尧凋亡尧上皮间质转化尧侵袭尧转移中
发挥重要作用咱14暂遥在前期研究中袁我们采用芯片筛
查和 qRT -PCR 验证发现肝癌组织中 lncRNA -
uc003 ykw.1表达量较癌旁组织下降袁 但目前国内
外均无报道其在肝细胞癌中担任何种角色曰 本研
究将检测分析 lncRNA -uc003 ykw.1 表达与 HCC
患者临床病理特征之间的关系袁 并探讨 lncRNA-
uc003 ykw.1能否成为肝细胞癌的潜在治疗靶点遥
1 资料与方法

1.1 研究对象及临床资料 用于行 qRT-PCR 检
测 mRNA 水平的 74 对肝细胞癌及相应的癌旁组
织标本取自 2012 年 5 月至 2012 年 9 月之间在广
州中山大学附属第一医院肝胆外科接受肝切除手

术且临床病历资料和随访资料完整的肝细胞癌患

者袁所有患者术前均未接受其他针对肝细胞癌的任
何特殊治疗袁所有组织标本于离体后 30 分钟内迅
速取材袁并立即于液氮中保存备用曰癌旁组织定义为
距肿瘤边缘 2 cm以上的肝细胞组织遥采用电话或者
门诊的方式进行随访袁截止日期为 2017 年 11 月遥
总生存期定义为患者自手术之日起至随访截止日

或者死亡之日间的总体时间袁 无瘤生存时间定义
为患者自手术之日起至随访截止日渊未复发冤或者
临床确诊肝癌复发之日的总体时间渊单位院月冤遥
1.2 主要试剂 按 Trizol 法渊Invitrogen,USA冤提取
RNA袁逆转录获取组织 cDNA袁lncRNA-uc003 ykw.
1 引物正向序列 院F:5爷 GCAAGGGAAATGACATC
GGT3爷袁 反向序列院R:5爷 TGGTGGAGAAGGGTCTG
GTG3爷曰 GAPDH 引物正向序列院F:5爷GGGAAACT
GTGGCGTGAT3爷袁 反向院R:5爷GAGTGGGTGTCGCT

GTTGA3爷遥 PCR 反应体系为 10 ul袁 2伊Master Mix
渊Superarray 公司冤 5 滋l袁上下游引物各 0.5滋l袁cDNA
模板 2 ul袁 加水至 10 ul遥 PCR 反应条件院95益袁
10 min曰36个 PCR循环渊95益袁10 s曰60益袁60 s冤遥以
2-驻驻CT计算 lncRNA-uc003 ykw.1的相对表达水平遥
1.3 统计学分析 采用 SPSS 22.0 统计软件对数
据进行处理袁结果以均数依标准差表示 ,均数比较
采用方差检验和 t 检验袁 生存曲线 Kaplan-Meier
方法计算总生存时间与无瘤生存时间袁 并用 Log-
rank对数秩检验进行分析曰Cox风险比例回归模型
进行单变量和多变量分析袁 所有检验结果 P<0.05
为有统计学意义遥
2 结果

2.1 lncRNA-uc003 ykw.1在肝细胞癌和癌旁组织
中的表达情况和 74 位患者的临床病理特征 采

用 qRT-PCR 法检测 lncRNA-uc003 ykw.1 在肝细
胞癌中及其对应的癌旁组织中的表达情况袁2-驻驻CT

计算癌组织中 lncRNA-uc003 ykw.1之于癌旁组织
的相对表达水平遥 结果显示院 设定癌旁组织中
lncRNA-uc003 ykw.1相对表达量为 1袁则癌组织中
lncRNA-uc003 ykw.1 相对表达量为 0.434依0.237袁
配对 t 检验提示癌组织中 lncRNA-uc003 ykw.1 相
对表达量较癌旁组织下降袁 差异具有统计学意义
渊t=-20.502袁P约0.001冤曰74 位患者的临床病理特征
见表 1遥
2.2 74位肝细胞癌患者临床病理特征与lncRNA-
uc003 ykw.1 表达之间的关系 以 lncRNA-uc003
ykw.1 在 74例肝细胞癌组织中相对表达量的中位
数 0.434 作为界线袁 将其分为高表达组和低表达
组袁 并分析与临床病理特征之间的关系遥 结果可
见 袁lncRNA -uc003 ykw.1 与肿瘤最大直径 渊P=
0.007冤尧早期复发渊P=0.005冤相关袁而与性别尧年
龄尧HBsAg尧AFP尧包膜完整程度尧肝硬化尧子灶尧大
血管侵犯尧Edmonson分级尧TNM分期无关渊表 2冤遥
2.3 lncRNA-uc003 ykw.1与肝细胞癌患者临床预
后的关系 从 74例肝细胞癌患者的生存曲线渊图
3尧4冤 可以看出院lncRNA-uc003 ykw.1 高表达组肝
细胞癌患者 5 年总生存率为 61.3%袁 低表达组 5
年总生存率为 32.6%袁两者差值有统计学意义渊P=
0.015冤曰高表达组 5年复发率 58.1%袁低表达组 5年
复发率 79.1%袁两者差值有统计学意义渊P=0.016冤曰

AFP尧 肿瘤包膜完整度尧TNM 分期尧lncRNA-
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性别

年龄

HBsAg

AFP

包膜

肿瘤最大直径

肝硬化

子灶

大血管侵犯

Edmonson分级

TNM分期

早期复发

男

女

臆50 岁
跃50 岁
阳性

阴性

约20 ug/L
逸20 ug/L
完整

不完整/无
臆5 cm
跃5 cm
有

无

有

无

有

无

玉+域级
芋+郁级
玉+域期
芋+郁期
约24 个月
跃24 个月

数量

65
9

10
64
63
11
28
46
61
13
21
53
60
14
23
51
15
59
53
21
46
28
47
27

比例渊%冤
87.8
12.2
13.5
86.5
85.1
14.9
37.8
62.2
82.4
17.6
28.4
71.6
81.1
18.9
31.1
68.9
20.3
79.7
71.6
28.4
62.2
37.8
63.5
36.5

表 1 74位肝细胞癌患者的临床病理特征
n=74

性别

年龄

HBsAg

AFP

包膜

肿瘤最大直径

肝硬化

子灶

大血管侵犯

Edmonson 分级

TNM分期

早期复发

男

女

臆50岁
跃50 岁
阳性

阴性

约20 ug/L
逸20 ug/L
完整

不完整/无
臆5cm
跃5cm
有

无

有

无

有

无

玉+域级
芋+郁级
玉+域期
芋+郁期
约24 个月
跃24 个月

高表达

25
6
5

26
26
5

12
19
27
4

14
17
25
6
8

23
4

27
24
7

23
8

14
17

低表达

40
3
5

38
37

6
16
27
34

9
7

36
35

8
15
28
11
32
29
14
23
20
33
10

1.555

0.312

0.067

0.017

0.343

7.393

0.007

0.693

1.093

0.882

3.283

7.754

0.212

0.576

0.795

0.896

0.558

0.007

0.935

0.405

0.296

0.348

0.070

0.005

表 2 lncRNA-uc003ykw.1 在肝细胞癌组织中的表达与临床病理特征之间的关系
lncRNA-uc003ykw.1 字2 P值
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uc003 ykw.1 表达水平是总生存时间的预后指标
渊P约0.05冤袁同时也是无瘤生存时间的预后指标渊P约
0.05冤曰而性别尧年龄尧HBsAg尧肿瘤最大直径尧肝硬
化尧 大血管侵犯尧Edmonson 分级均对总生存时间
和无瘤生存时间没有预测作用渊表 3冤遥

利用 COX 比例风险模型对 AFP尧肿瘤包膜完
整度尧TNM分期尧lncRNA-uc003 ykw.1表达水平进

行多因素分析袁我们可以判断 AFP尧肿瘤包膜完整
度尧lncRNA-uc003 ykw.1 表达水平既是是总生存
时间渊P约0.05冤,也是无瘤生存时间渊P约0.05冤的独立
预后因素渊表 4冤遥
3 讨论

随着现代分子技术的发展袁 从分子水平去探

性别

年龄

HBsAg
AFP
包膜

肿瘤最大直径

肝硬化

子灶

大血管侵犯

Edmonson分级
TNM分期
lncRNA-uc003ykw.1

相对危险度渊95%CL冤
1.639渊0.583-4.610冤
1.662渊0.592-4.661冤
0.721渊0.333-1.562冤
2.259渊1.134-4.501冤
0.218渊0.110-0.434冤
0.498渊0.230-1.076冤
1.199渊0.532-2.701冤
2.175渊1.178-4.016冤
1.763渊0.865-3.597冤
1.257渊0.653-2.420冤
1.855渊1.010-3.405冤
0.454渊0.235-0.875冤

P值
0.349
0.335
0.407
0.020
0.000
0.076
0.662
0.013
0.119
0.493
0.046
0.018

相对危险度渊95%CL冤
1.420渊0.564-3.574冤
1.629渊0.647-4.100冤
0.531渊0.264-1.070冤
2.131渊1.178-3.854冤
0.308渊0.161-0.589冤
0.711渊0.385-1.314冤
1.286渊0.605-2.734冤
2.400渊1.366-4.219冤
1.386渊0.711-2.700冤
1.415渊0.791-2.532冤
1.932渊1.108-3.339冤
0.509渊0.286-0.904冤

P值
0.456
0.300
0.076
0.012
0.000
0.277
0.514
0.002
0.337
0.242
0.020
0.021

表 3 74例肝细胞癌病人总生存时间和无瘤生存时间的单因素分析

病理特征渊单因素冤 总生存时间 无瘤生存时间

AFP
包膜

子灶

TNM分期
lncRNA-uc003ykw.1

相对危险度渊95%冤
2.362渊1.136-4.892冤
0.164渊0.071-0.379冤
1.026渊0.415-2.537冤
1.050渊0.454-2.428冤
0.316渊0.155-0.647冤

P值
0.021
0.000
0.956
0.909
0.002

相对危险度渊95%冤
1.973渊1.079-3.606冤
0.330渊0.154-0.708冤
1.293渊0.605-2.761冤
1.201渊0.599-2.409冤
0.444渊0.242-0.817冤

P值
0.027
0.004
0.507
0.606
0.009

表 4 74例肝细胞癌病人总生存时间和无瘤生存时间的多因素分析

病理特征渊单因素冤 总生存时间 无瘤生存时间

图 1 74例肝细胞癌患者术后总体生存曲线渊单位院月冤 图 2 74例肝细胞癌患者术后无瘤生存曲线渊单位院月冤
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讨研究肝细胞癌发生尧发展尧侵袭尧转移的机制越
来越受到人们的重视遥研究表明袁人体正常肝细胞
的癌变受多种内源性或者外界因素影响袁 癌基因
的过度表达或抑癌基因的表达减弱尧 缺失以及二
者相互关系的异常均可导致肿瘤的发生发展遥

长链非编码 RNA 在肝细胞癌发生发展中扮
演重要角色袁 国内孙树汉教授课题组较早开展了
相关研究袁 他们通过 lncRNA 芯片筛查和 qRT-
PCR 验证找到了一个在 HCC 中高表达的 lncRNA
渊lncRNA-HEIH冤曰lncRNA-HEIH 表达升高的 HCC
患者预后较差袁lncRNA-HEIH是 HCC患者的独立
预后因子遥 采用过表达技术 渊gain of function冤和
RNAi 技术 渊loss of function冤袁 他们发现 lncRNA-
HEIH能促进 HCC 细胞增殖袁 在细胞周期调控过
程中也起到重要作用遥RNA免疫共沉淀和 ChIP 等
实验则揭示 lncRNA -HEIH 可以通过结合 EZH2
招募 PRC2袁进而抑制下游靶基因的表达尧调控细
胞周期咱15暂遥此外袁为了验证乙肝病毒 X蛋白渊HBx冤
对 HCC的影响袁该课题组对 HBx 转基因小鼠同正
常小鼠 C57/BL进行差异 lncRNA比较袁 发现转基
因鼠中 lncRNA-Dreh 明显下调袁 且随着小鼠年龄
增长袁下调更加明显遥细胞实验显示抑制 lncRNA-
Dreh 表达能够促进细胞增殖袁 迁移和侵袭能力增
强袁 上调表达则有相反效果袁 这种作用依赖于
lncRNA-Dreh 和蛋白 Vimentin 相互作用改变细胞
内中间丝的排列袁进而改变细胞形态袁促进细胞侵
袭和转移 咱16暂遥 郑树森教授课题组也较早开展了
lncRNA相关研究袁他们发现 MALAT-1 在 HCC 中
表达增强袁 MALAT-1 表达升高是 HCC 患者肝移
植术后复发的不良预后因素曰细胞实验则显示下调
MALAT-1后细胞迁移和侵袭能力明显下降咱17暂遥

上述研究表明袁 在 HCC 发生过程中伴随着
lncRNA 表达变化袁 且这些变化和 HCC 的预后及
肿瘤细胞的分子生物学特性调控存在一定的关

系袁lncRNA可能是一个重要的调控野枢纽冶遥
本研究通过实时荧光定量 PCR 方法首次证

明院lncRNA-uc003 ykw.1 在癌组织中的相对表达
量较癌旁组织明显下降 渊P约0.001冤袁 将 qRT-PCR
结果与临床病理因素及生存资料结合进行统计分

析提示 lncRNA-uc003 ykw.1在肝细胞癌中的低表
达与肿瘤最大直径 渊P=0.007冤尧 早期复发 渊P=
0.005冤有关袁而与其他因素无直接相关曰lncRNA-
uc003 ykw.1低表达组肝细胞癌患者的总体生存时

间和无瘤生存时间均显著短于 lncRNA -uc003
ykw.1 高表达组 渊P约0.05冤遥 另外袁lncRNA-uc003
ykw.1 表达也是肝细胞癌根治性切除术后患者总
生存期和无瘤生存期的独立预后因素 渊P约0.05冤遥
我们推测 lncRNA-uc003 ykw.1的低表达在肝细胞
癌的癌性转化中可能发挥着重要作用 , lncRNA-
uc003 ykw.1 低表达的肝细胞癌患者肿瘤体积偏
大袁易伴有子灶袁恶性程度较高袁术后容易复发袁预
后不良遥 由此可得出结论院lncRNA-uc003 ykw.1可
能是一个与肝细胞癌病理学特性密切相关的抑癌

基因袁lncRNA-uc003 ykw.1 的低表达可能在肝细
胞癌的发生尧发展中起着重要作用袁其有可能成为
判断肝细胞癌恶性程度和术后复发的一个新的预

测因子袁以及成为肝细胞癌基因治疗的新靶点曰但
该研究仅仅揭示了 lncRNA-uc003 ykw.1 在肝细胞
癌组织中的表达和临床意义袁 其与肿瘤侵袭转移
关系的机制仍不清楚袁 我们下一步工作将利用生
物信息学分析 lncRNA -uc003 ykw.1 的上下游分
子袁 探究 lncRNA-uc003 ykw.1通过何种基因调控
通路在肝细胞癌中发挥作用遥
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