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摘要：目的　探讨胃癌中长链非编码ＲＮＡＨＯＴＡＩＲ的表达及意义。方法　收集手术切除的胃癌及癌旁正常组织标本６０例，
采用逆转录聚合酶链反应（ＲＴｑＰＣＲ）检测 ＨＯＴＡＩＲ在胃癌组织与癌旁正常组织中的 ｍＲＮＡ表达水平，并利用 Ｋａｐｌａｎ
Ｍｅｉｅｒｐｌｏｔｔｅｒ数据库分析其与病人预后的相关性。结果　胃癌组织中ＨＯＴＡＩＲ的表达水平为（４．２６±１．４７）明显高于癌旁组织表
达（０．４７±０．３５），差异有统计学意义（Ｐ＜０．００１）；ＨＯＴＡＩＲ高表达组病人的预后不良。结论　ＨＯＴＡＩＲ在胃癌中呈高表达并与
胃癌病人的预后呈负相关关系。
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　　胃癌（Ｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ）发病率占我国消化道肿瘤第
一位，死亡人数接近全部肿瘤死亡人数的２５％，其来源
于胃黏膜上皮细胞的恶变，严重影响人类健康［１］。在

基因组中除了能够翻译产生蛋白质的ＲＮＡ外，还普遍
存在一类无开放阅读框的 ＲＮＡ，称为非编码 ＲＮＡ

（ＮｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡｓ，ｎｃＲＮＡ），其中超过２００ｎｔ为长链非
编码ＲＮＡ（ＬｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡｓ，ＬｎｃＲＮＡ）［２］。研究
发现，ＬｎｃＲＮＡ广泛参与人类疾病特别是恶性肿瘤
的发生发展过程，这说明 ＬｎｃＲＮＡ可以作为潜在
的肿瘤治疗靶点［３］。ＨＯＴＡＩＲ编码序列长度约为
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２．２ｋｂ，位于基因组１２ｑ１３上ＨＯＸＣ位点，其可通过
反式调控下游基因表达［４］。ＨＯＴＡＩＲ在多种肿瘤如
胰腺癌、膀胱癌、鼻咽癌、肺癌、前列腺癌等中表达

异常升高说明其参与了肿瘤的发生发展［５１０］。根据

不同消化道恶性肿瘤的死亡率进行统计后发现，胃

癌居于死亡率前列，许多病人经过传统的手术及放

化疗治疗后仍出现疾病进展或复发，因此新的治疗

手段的开发对胃癌的诊断和治疗起到非常重要的

作用［１１］。本研究通过逆转录聚合酶链反应（ＲＴ
ｑＰＣＲ）的方法对胃癌与癌旁组织中ＨＯＴＡＩＲ的表达
水平进行检测，并利用 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒｐｌｏｔｔｅｒ数据库
初步分析其表达水平与胃癌病人的预后相关性进

行分析，以期为胃癌病人的分子诊断、靶向治疗及

预后预测提供理论依据。

１　资料与方法
１．１　一般资料　４５例胃癌及癌旁组织取自２０１３—
２０１６年就诊于辽宁省沈阳市第二中医医院的病人。
经病理证实为胃癌的病人的病理标本作为胃癌组

织，并取同一标本距癌组织边缘 ＞５ｃｍ且经 ＨＥ染
色证实无肿瘤细胞浸润、无明显细胞增生等病变的

胃组织作为癌旁组织对照。其中男性 ３５例，女性
１０例，年龄３１～８４岁，平均年龄（５８．０±６．３）岁，中
位年龄５８岁；４５例中均无术前应用化疗药物或靶
向药物进行辅助治疗，病理确诊依据参照 ＷＨＯ诊
断标准。排除标准为：病人于术前接受过任何形式

的放化疗或分子靶向治疗。手术切除后将标本转

入液氮罐中保存，整个保存过程均参与无核酶试剂

及耗材，抽提总ＲＮＡ供ＲＴｑＰＣＲ检测。参见表１。

表１　胃癌病人４５例临床病理资料

临床病理特征 例数 百分比／％

性别

　男 ３５ ７７．８

　女 １０ ２２．２

ＴＮＭ分期

　Ⅰ期 ５ １１．１

　Ⅱ期 ３ ６．７

　Ⅲ期 １２ ２６．７

　Ⅳ期 ２５ ５５．６

分化程度

　高或中分化 ２８ ６２．２

　低分化 １７ ３７．８

１．２　试剂与仪器　ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００超微量分光光度

计，ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＰＣＲ仪，ＡＢＩ７５００ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ仪。
ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ及ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡ
Ｅｒａｓｅｒ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）购自 Ｔａｋａｒａ公司，Ｆａｓｔ
ＳｔａｒｔＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒ（ＲＯＸ）购自Ｒｏｃｈｅ
公司，ＨＯＴＡＩＲ及βａｃｔｉｎ引物购自生工生物工程有
限公司，序列见表２。

表２　荧光定量引物表

引物名称 序列（５’－３’）

βａｃｔｉｎ（ｆｏｒｗａｒｄ） ＣＡＣＣＡＴＴＧＧＣＡＡＴＧＡＧＣＧＧＴＴＣ

βａｃｔｉｎ（ｒｅｖｅｒｓｅ） ＡＧＧＴＣＴＴＴＧＣＧＧＡＴＧＴＣＣＡＣＧＴ

ＨＯＴＡＩＲ（ｆｏｒｗａｒｄ） ＣＣＡＧＡＧＡＡＣＧＣＴＧＧＡＡＡＡＡＣＣＴＧ

ＨＯＴＡＩＲ（ｒｅｖｅｒｓｅ） ＧＧＡＧＡＴＧＡＴＡＡＧＡＡＧＡＧＣＡＡＧＧＡＡ

１．３　实验方法
１．３．１　临床组织样本中 ＬｎｃＲＮＡＨＯＴＡＩＲ表达水
平检测　（１）ＴｏｔａｌＲＮＡ提取：按照 ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ试
剂的操作手册进行，从－８０℃冰箱中取出手术后的
胃癌及癌旁组织各１００ｍｇ，加液氮研磨至粉末状，
ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ抽提 ＴｏｔａｌＲＮＡ，用 ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００超微
量分光光度计检测其浓度及 ＯＤ２６０／ＯＤ２８０。（２）
ｃＤＮＡ反转录合成：按照逆转录试剂盒 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ
ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）
的说明书进行，逆转录ＲＮＡ总量１μｇ，反应总体系
２０μＬ，将产物 ｃＤＮＡ取出后，无核酶水稀释至５００
μＬ后保存备用。（３）ＲＴｑＰＣＲ检测 ｌｎｃＲＮＡＨＯ
ＴＡＩＲ的表达水平：反应总体系２０μＬ，包括引物 ５
μＬ，模版５μＬ，ＦａｓｔＳｔａｒｔＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓ
ｔｅｒ（ＲＯＸ）１０μＬ。反应条件为：９５℃ ５ｍｉｎ；９５℃
１５ｓ，６０℃２０ｓ，７２℃４０ｓ，４０ｃｙｃｌｅｓ。每组样品均
设３个重复。（４）ＨＯＴＡＩＲｍＲＮＡ相对表达量为非
正态分布资料，ＨＯＴＡＩＲ的表达水平与临床病理特
征的关系采用 Ｆｉｓｈｅｒ′ｓ确切检验。Ｐ＜０．００１为差
异有统计学意义。

１．３．２　ＬｎｃＲＮＡＨＯＴＡＩＲ表达水平与病人预后相
关性分析　利用 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒｐｌｏｔｔｅｒ胃癌数据库
（ｈｔｔｐ：／／ｋｍｐｌｏｔ．ｃｏｍ／）中数据，分析低分化与中高
分化胃癌中ＬｎｃＲＮＡＨＯＴＡＩＲ表达水平与病人预后
的关系，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
１．４　统计学方法　采用 ＳＰＳＳ１９．０统计分析软件，
计量资料采用ｘ±ｓ表示，ｔ检验比较癌组织及癌旁
组织 ＨＯＴＡＩＲｍＲＮＡ表达水平的差异（检验水准
α＝０．０５）；χ２检验比较计数资料之间的差异（检验
水准 α＝０．０５），ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存分析法分析
ＨＯＴＡＩＲ的表达与病人预后的关系。
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２　结果
２．１　ＲＴｑＰＣＲ检测 ＬｎｃＲＮＡＨＯＴＡＩＲ在胃癌组
织中的表达水平　在 ４５例胃癌病例中，通过 ＲＴ
ｑＰＣＲ检测癌及癌旁组织中ＨＯＴＡＡＩＲ表达水平，结
果显示癌组织中的 ＨＯＴＡＩＲ表达为（４．２６±１．４７）
高于癌旁组织表达（０．４７±０．３５），ｔ检验比较两者
差异有统计学意义（Ｐ＜０．００１）（图１）。

图１　ＨＯＴＡＩＲ在胃癌及对应正常癌旁组织中的
表达水平

２．２　胃组织中 ＨＯＴＡＩＲＲＮＡ表达量与临床病理
关系　根据胃癌组织中的 ＨＯＴＡＩＲＲＮＡ的平均表
达量确定胃癌组织中 ＨＯＴＡＩＲＲＮＡ的高低表达情
况。采用χ２检验分析 ＨＯＴＡＩＲＲＮＡ表达情况与胃
癌临床病理指标相关性。见表３。
２．３　胃组织中 ＨＯＴＡＩＲＲＮＡ表达量与病人预后
相关性分析　根据ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒｐｌｏｔｔｅｒ胃癌数据库
中的ＨＯＴＡＩＲ表达水平及病人随访资料，根据６３１
例病人ＨＯＴＡＩＲ表达水平分为高表达与低表达组。
通过绘制生存分析曲线，发现 ＨＯＴＡＩＲ高表达组病
人与低表达组病人相比预后较差，差异有统计学意

义（Ｐ＜０．０５），见图２。

图２　胃癌病人ＨＯＴＡＩＲ高低表达的生存曲线

３　讨论
胃癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一，在与癌

症相关的死亡中胃癌占全球第二。胃癌起源于胃

表面上皮细胞。胃的每个部位都有可能发生肿瘤，

但胃窦和幽门恶性肿瘤的发病率最高［１２］。胃癌的

发生发展是一个复杂的过程，涉及多个因素的逐步

发展其中也包含编码和非编码基因。因此，发掘胃

癌的预测指标及治疗靶点是提高胃癌防治疗效的

关键［１３］。在人类基因组中，仅有不到２％的 ｍＲＮＡ
能够翻译成为蛋白质。有些基因虽然不参与蛋白

质编码，但仍可以被转录成非编码 ＲＮＡ［１４］。研究
发现ｌｎｃＲＮＡ与人类多种疾病的发生，特别是与恶
性肿瘤的发病发展密切相关［１５］。在数量庞大的

ＬｎｃＲＮＡ家族中，ＨＯＴＡＩＲ是一种典型的在肿瘤中
起癌基因作用的 ＬｎｃＲＮＡ。ＨＯＴＡＩＲ由 ＨＯＸＣ基因
簇的反义链所编码，长度为２１５８ｎｔ，由６个外显子所
组成。其位于 １２ｑ１３．１３染色体的 ＨｏｘＣ１１与
ＨｏｘＣ１２基因间［１６１８］。研究证实，ＨＯＴＡＩＲ在多种肿
瘤中呈现异常高表达并且参与了肿瘤的发生发展

表３　癌组织中ＨＯＴＡＩＲ表达量与临床病理参数的关系（ｎ＝４５）

临床病理参数 例数
ＨＯＴＡＩＲ表达情况／例（％）

低表达 高表达
χ２值 Ｐ值

年龄 ０．９３９ ０．５３９

　＜６５岁 ２１ １２（５７．１） ９（４２．９）

　≥６５岁 ２４ ８（３３．３） １６（６６．７）

性别 １．９８１ ０．２０５

　男 ３５ １９（５４．３） １６（４５．７）

　女 １０ ６（６０．０） ４（４０．０）

肿瘤大小 １８．４２５ ＜０．０１

　＜３ｃｍ ２９ ２１（７２．４） ８（２７．６）

　≥３ｃｍ １６ ６（３７．５） １０（６２．５）

分化程度 １２．２１３ ＜０．０５

　高或中分化 ２８ １８（６４．３） １０（３５．７）

　低分化 １７ ５（２９．４） １２（７０．６）
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过程。Ｇｅｎｇ等对６３例肝癌组织样本检测 ＨＯＴＡＩＲ
的表达水平后发现，其在癌组织中的表达水平明显

高于癌旁组织，对随访资料统计后发现ＨＯＴＡＩＲ的
表达与术后复发以及淋巴结转移相关［１９］。Ｃａｉ等对
７４８例病人资料进行生存曲线分析后发现，ＨＯＴＡＩＲ
表达水平较高的病人较较低的病人预后差［２０］。有

学者通过对 ＨＯＴＡＩＲ在肿瘤细胞 ＥＭＴ过程中所起
的作用研究后发现，ＨＯＴＡＩＲ参与了肿瘤细胞干性
的维持［２１］。Ｌｉ等研究发现通过敲低 ＨＯＴＡＩＲ的表
达能够导致下游数百种基因表达水平的上升，进一

步研究发现其能够通过与ＰＲＣ２结合从而导致染色
质重塑过程，ＨＯＴＡＩＲ的高表达能够促进乳腺癌的
发生发展［９］。

本研究对ＨＯＴＡＩＲ在胃癌组织中的表达水平进
行了研究，结果表明ＨＯＴＡＩＲ的表达水平在癌组织相
较癌旁组织中显著上升，这提示了我们ＨＯＴＡＩＲ可能
在胃癌中作为一个癌基因在起作用。结合临床病理

相关数据进行统计分析，发现胃癌组织中ＨＯＴＡＩＲ的
表达量与胃癌肿瘤大小、分化程度密切相关，而与病

人年龄、性别没有相关性。据此我们推测ＨＯＴＡＩＲ可
能与胃癌的发生进展存在相关性。随后利用Ｋａｐｌａｎ
Ｍｅｉｅｒｐｌｏｔｔｅｒ胃癌数据库分析了ＨＯＴＡＩＲ的表达水平
与病人预后的相关性，结果显示ＨＯＴＡＩＲ表达水平与
病人的预后呈负相关关系。以上结果提示我们

ＨＯＴＡＩＲ的表达水平上升促进了胃癌的发生、发展与
侵袭转移过程，其可以作为潜在的胃癌诊断分子标志

物与治疗靶点，极具应用价值。
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癌中表达研究［Ｊ］．肝胆外科杂志，２０１５，２３（４）：３０７３１０．

［１６］ＧＵＰＴＡＲＡ，ＳＨＡＨＮ，ＷＡＮＧＫＣ，ｅｔａｌ．ＬｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ
ＨＯＴＡＩＲｒｅｐｒｏｇｒａｍｓｃｈｒｏｍａｔｉｎｓｔａｔｅｔｏｐｒｏｍｏｔｅｃａｎｃｅｒｍｅｔａｓｔａｓｉｓ
［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２０１０，４６４（７２９１）：１０７１１０７６．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｎａ
ｔｕｒｅ０８９７５．

［１７］ＹＡＮＧＺ，ＺＨＯＵＬ，ＷＵＬＭ，ｅｔａｌ．Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄ
ｉｎｇＲＮＡＨＯＴＡＩＲｐｒｅｄｉｃｔｓｔｕｍｏｒｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅｉｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒ
ｃｉｎｏｍａｐａｔｉｅｎｔｓｆｏｌｌｏｗｉｎｇｌｉｖｅｒｔｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ａｎｎａｌｓｏｆｓｕｒｇｉ
ｃａｌｏｎｃｏｌｏｇｙ，２０１１，１８（５）：１２４３１２５０．ＤＯＩ：１０．１２４５／ｓ１０４３４－
０１１－１５８１－ｙ．

［１８］ＫＯＧＯＲ，ＳＨＩＭＡＭＵＲＡＴ，ＭＩＭＯＲＩＫ，ｅｔａｌ．Ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇ
ＲＮＡＨＯＴＡＩＲｒｅｇｕｌａｔｅｓｐｏｌｙｃｏｍｂｄｅｐｅｎｄｅｎｔｃｈｒｏｍａｔｉｎｍｏｄｉｆｉｃａ
ｔｉｏｎａｎｄｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｐｏｏｒｐｒｏｇｎｏｓｉｓｉｎｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒｓ
［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒｒｅｓｅａｒｃｈ，２０１１，７１（２０）：６３２０６３２６．ＤＯＩ：１０．１１５８／
０００８－５４７２．ＣＡＮ－１１－１０２１．

［１９］ＧＥＮＧＹＪ，ＸＩＥＳＬ，ＬＩＱ，ｅｔａｌ．ＬａｒｇｅｉｎｔｅｒｖｅｎｉｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ
ＨＯＴＡＩＲｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ
［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＭｅｄｉｃａｌＲｅｓｅａｒｃｈ，２０１１，３９（６）：
２１１９２１２８．ＤＯＩ：１０．１１７７／１４７３２３００１１０３９００６０８．

［２０］ＣＡＩＢ，ＷＵＺ，ＬＩＡＯＫ，ｅｔａｌ．ＬｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡＨＯＴＡＩＲｃａｎ
ｓｅｒｖｅａｓａｃｏｍｍｏｎｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｒｋｅｒｆｏｒｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓ：ａ
ｍｅｔａａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．ＴｕｍｏｒＢｉｏｌｏｇｙ，２０１４，３５（９）：８４４５８４５０．ＤＯＩ：
１０．１００７／ｓ１３２７７－０１４－２３１１－４．

［２１］Ｐ?ＤＵＡＡＬＶＥＳＣ，ＦＰＭＳＥＣＡＡＳ，ＭＵＹＳＢＲ，ｅｔａｌ．ＢｒｉｅｆＲｅｐｏｒｔ：
ＴｈｅｌｉｎｃＲＮＡＨｏｔａｉｒＩｓＲｅｑｕｉｒｅｄｆｏｒＥｐｉｔｈｅｌｉａｌｔｏＭｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ
ＴｒａｎｓｉｔｉｏｎａｎｄＳｔｅｍｎｅｓｓＭａｉｎｔｅｎａｎｃｅｏｆＣａｎｃｅｒＣｅｌｌＬｉｎｅｓ［Ｊ］．
Ｓｔｅｍｃｅｌｌｓ，２０１３，３１（１２）：２８２７２８３２．ＤＯＩ：１０．１００２／ｓｔｅｍ．１５４７．

（收稿日期：２０１６０６２１，修回日期：２０１６１１２４）

·０８４· 安 徽 医 药　ＡｎｈｕｉＭｅｄｉｃａｌａｎｄＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＪｏｕｒｎａｌ　２０１７Ｍａｒ，２１（３）


