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长链非编码 ＲＮＡ ＨＥＡＴＲ３ 反义 ＲＮＡ １ 参与结直肠癌
发生发展的功能及其临床意义

李梓绮１ꎬ魏闫若雪１ꎬ刘晓晗１ꎬ刘春铖１ꎬ赵然１ꎬ２ꎬ刘玉昆１ꎬ２

(１.山东大学齐鲁医学院ꎬ山东 济南 ２５００１２ꎻ ２.济宁医学院附属医院病理科ꎬ山东 济宁 ２７２０２９)

摘要:目的　 探讨长链非编码 ＲＮＡ ＨＥＡＴＲ３ 反义 ＲＮＡ １( ｌｎｃＲＮＡ ＨＥＡＴＲ３ Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＲＮＡ １ꎬ ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１)在结

直肠癌(ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒꎬ ＣＲＣ) 中的表达特征、亚细胞定位模式、分子功能、临床病理意义及预后评估价值ꎮ
方法　 采用实时荧光定量 ＰＣＲ 法检测结直肠癌组织中 ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 的表达水平ꎬ荧光原位杂交技术明确其亚细

胞定位ꎬ并分析 ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 表达与 ＨＥＡＴＲ３ ｍＲＮＡ 表达水平的相关性ꎮ 通过分子克隆技术构建 ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１
的真核表达载体ꎬ并构建其过表达细胞模型ꎬ从而明确其对 ＨＥＡＴＲ３ ｍＲＮＡ 表达的影响ꎮ 采用原位杂交技术检测

其在结直肠癌患者肿瘤组织中的表达ꎬ并探讨其表达与结直肠癌患者临床病理特征及不良生存预后的关联性ꎮ
结果　 ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 在结直肠癌组织中的表达量较正常组织显著上调(Ｐ＝ ０.０１９ ２)ꎬ且定位于结直肠癌细胞的细

胞核ꎮ 其表达水平与 ＨＥＡＴＲ３ ｍＲＮＡ 表达水平呈显著正相关(Ｐ＝ ０.０２０ ２)ꎬ且其过表达促进 ＨＥＡＴＲ３ ｍＲＮＡ 的

表达(Ｐ＝ ０.００７ ７)ꎮ 其高表达与 ＴＮＭ 分期(Ｐ＝ ０.０２９)及淋巴结转移(Ｐ＝ ０.０３６)存在显著统计学关联ꎮ 生存分析

表明ꎬ相较于 ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 低表达的结直肠癌患者群体ꎬ其高表达结直肠癌患者的总生存期(ｏｖｅｒａｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌꎬ
ＯＳ)显著缩短(Ｐ＝ ０.００１ １)ꎮ 多因素 Ｃｏｘ 分析显示ꎬＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 高表达可作为结直肠癌患者独立的不良预后因

素(ＨＲ＝ ３.３５５ꎬ９５％ＣＩ:１.６３２~７.１９３ꎬＰ＝ ０.００１ ３)ꎮ 结论　 ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 在结直肠癌中表达上调且特异性定位于

细胞核ꎬ其过表达可能参与 ＨＥＡＴＲ３ 的转录调控过程ꎬ其异常高表达可作为评估结直肠癌患者预后的独立危险因

素ꎬ有望成为结直肠癌分子分型和生存预测的新分子靶标ꎮ
关键词:结直肠癌ꎻ长链非编码 ＲＮＡ ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ꎻ原位杂交ꎻ荧光原位杂交ꎻ预后
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Ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｒｏｌｅ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｏｆ ｌｎｃＲＮＡ ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１
ｉｎ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓ ａｎｄ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ

ＬＩ Ｚｉｑｉ１ꎬ ＷＥＩ Ｙａｎｒｕｏｘｕｅ１ꎬ ＬＩＵ Ｘｉａｏｈａｎ１ꎬ ＬＩＵ Ｃｈｕｎｃｈｅｎｇ１ꎬ ＺＨＡＯ Ｒａｎ１ꎬ２ꎬ ＬＩＵ Ｙｕｋｕｎ１ꎬ２

(１. Ｃｈｅｅｌｏｏ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｊｉｎａｎ ２５００１２ꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇꎬ Ｃｈｉｎａꎻ
２. Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｐａｔｈｏｌｏｇｙꎬ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｊｉｎｉｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｊｉｎｉｎｇ ２７２０２９ꎬ Ｓｈａｎｄｏｎｇꎬ Ｃｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓꎬ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎꎬ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓꎬ ｃｌｉｎｉ￣
ｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅꎬ ａｎｄ ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｌｏｎｇ ｎｏｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ ｉｎ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ
(ＣＲＣ) . Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎ (ＲＴ￣ｑＰＣＲ) ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ ｉｎ ＣＲＣ ｔｉｓｓｕｅｓꎬ ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎ ｓｉｔｕ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ (ＦＩＳＨ) ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｃｌａｒｉｆｙ ｉｔｓ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ
ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ ａｎｄ ＨＥＡＴＲ３ ｍＲＮＡ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ. Ｔｈｅ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｅｃｔｏｒ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｌｏｎｉｎｇ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１￣
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｃｅｌｌ ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｔｏ ｅｌｕｃｉｄａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｔｓ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ＨＥＡＴＲ３ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ. Ｉｎ
ｓｉｔｕ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ ( ＩＳＨ) ｗａｓ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｔｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＣＲＣ ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｉｔｈ ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉ￣
ｃａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓ ａｎｄ ｐｏｏｒ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｉｎ ＣＲＣ ｐａｔｉｅｎｔｓ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ ｉｎ ＣＲＣ ｔｉｓｓｕｅｓ ｄｅｍｏｎｓｔｒａ￣
ｔｅｄ ａ ｍａｒｋｅｄ ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｐａｒａｃａｎｃｅｒｏｕｓ ｎｏｒｍａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ (Ｐ＝ ０.０１９ ２) ａｎｄ ｗａｓ ｅｘｐｌｉｃｉｔｌｙ ｌｏｃａｌｉｚｅｄ ｉｎ ｔｈｅ
ｎｕｃｌｅｕｓ ｏｆ ＣＲＣ ｃｅｌｌｓ. Ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ ａｎｄ ＨＥＡＴＲ３ ｍＲＮＡ



李梓绮ꎬ等. 长链非编码 ＲＮＡ ＨＥＡＴＲ３ 反义 ＲＮＡ １ 参与结直肠癌发生发展的功能及其临床意义 １０９　　 　

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ (Ｐ＝ ０.０２０ ２)ꎬ ａｎｄ ｉｔｓ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＥＡＴＲ３ ｍＲＮＡ (Ｐ ＝ ０.００７ ７) .
Ｈｉｇｈ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｄｖａｎｃｅｄ ＴＮＭ ｓｔａｇｅ (Ｐ ＝ ０.０２９) ａｎｄ ｌｙｍｐｈ ｎｏｄｅ
ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ (Ｐ＝ ０.０３６) . Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｃｕｒｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｅｌｅｖａｔｅｄ ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｅｎｃｅｄ ａ ｍａｒｋｅｄ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ｏｖｅｒａｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ (ＯＳ) ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｏｓｅ ｗｉｔｈ ｌｏｗ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ (Ｐ＝０.００１ １) .
Ｍｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅ Ｃｏｘ ａｎａｌｙｓｉｓ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈａｔ ｈｉｇｈ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ ｃｏｕｌｄ ｓｅｒｖｅ ａｓ ａｎ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｏｏｒ
ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃ ｆａｃｔｏｒ ｉｎ ＣＲＣ ｐａｔｉｅｎｔｓ (ＨＲ＝ ３.３５５ꎬ ９５％ＣＩ ＝ １.６３２￣７.１９３ꎬ Ｐ ＝ ０.００１ ３) . Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ ｉｓ
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ａｎｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｌｏｃａｌｉｚｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅｕｓ ｏｆ ＣＲＣ ｃｅｌｌｓ. Ｉｔｓ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｍａｙ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｏｆ
ＨＥＡＴＲ３ꎬ ａｎｄ ｉｔｓ ａｂｅｒｒａｎｔｌｙ ｈｉｇｈ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｓｅｒｖｅｓ ａｓ ａｎ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃ ｆａｃｔｏｒ ｆｏｒ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒꎬ
ｈｉｇｈｌｉｇｈｔｉｎｇ ｉｔｓ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｓ ａ ｎｏｖｅｌ ｂｉｏｍａｒｋｅｒ ｆｏｒ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｉｎ ＣＲＣ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒꎻ ｌｎｃＲＮＡ ＨＥＡＴＲ３ Ａｎｔｉｓｅｎｓｅ ＲＮＡ １ꎻ Ｉｎ ｓｉｔｕ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎꎻ Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎ ｓｉｔｕ ｈｙｂｒｉｄ￣
ｉｚａｔｉｏｎꎻ Ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ

　 　 结直肠癌在恶性肿瘤发病率中位居第三位ꎬ其
发病机制涉及遗传变异、表观遗传调控异常及信号

通路失调[１￣４]ꎮ 手术联合放化疗虽可显著改善早期

患者的预后ꎬ但晚期结直肠癌患者仍面临高转移率、
耐药性及生存率低等严峻挑战[５￣７]ꎮ 因此ꎬ深入阐

明结直肠癌的分子发病机制ꎬ筛选具有诊断和预后

价值的新型结直肠癌生物标志物及潜在治疗干预靶

点ꎬ仍是当前亟待解决的重要科学问题ꎮ
长链 非 编 码 ＲＮＡ ( ｌｏｎｇ ｎｏｎ￣ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡꎬ

ｌｎｃＲＮＡ)通过调控基因表达、染色质重塑及 ｍｉＲＮＡ
海绵 作 用 参 与 肿 瘤 进 展[８￣１１]ꎮ 例 如ꎬ ｌｎｃＲＮＡ
ＨＯＴＡＩＲ通过招募 Ｐｏｌｙｃｏｍｂ 抑制复合物促进乳腺

癌转移[１２]ꎻ肺腺癌相关转录子 １(ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｌｕｎｇ ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ １ꎬ ＭＡＬＡＴ１)则通过

调控基因表达主动驱动肺癌转移ꎬ可作为肺癌转移

发展的预测标志物[１３￣１４]ꎮ 研究表明ꎬ ｌｎｃＲＮＡ 具有

成为肿瘤诊断标志物或治疗靶点的巨大潜力ꎮ
ＨＥＡＴ 重复包含蛋白 ３ (ＨＥＡＴ ｒｅｐｅａｔ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ３ꎬ
ＨＥＡＴＲ３)是一个位于人类染色体 １６ｑ１２.１ 上的蛋

白编码基因ꎬＨＥＡＴＲ３ 蛋白作为分子伴侣参与核糖

体生物合成[１５]ꎮ 近年研究表明ꎬＨＥＡＴＲ３ 在恶性肿

瘤中异常表达并参与肿瘤进展ꎬＨＥＡＴＲ３ 与甘露糖

结合凝集素 ２(ｍａｎｎｏｓｅ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｌｅｃｔｉｎ ２ꎬ ＬＭＡＮ２)
相互作用ꎬ通过对蛋白激酶 Ｂ ( ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ Ｂꎬ
Ａｋｔ) /细胞外调节蛋白激酶( ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓꎬ ＥＲＫ) /核因子￣κＢ ( ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ￣
κＢꎬ ＮＦ￣κＢ)信号通路的激活ꎬ推动人表皮生长因子

受体 ２ ( ｈｕｍａｎ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２ꎬ
ＨＥＲ２)阳性乳腺癌的疾病进展及加剧炎症反应[１６]ꎮ
长链非编码 ＲＮＡ ＨＥＡＴＲ３ 反义 ＲＮＡ １ ( ｌｎｃＲＮＡ
ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ꎬ ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１)是位于 ＨＥＡＴＲ３ 基

因反义链的 ｌｎｃＲＮＡꎬ现有研究尚未明确其在结直肠

癌中的表达模式及临床相关性ꎮ
本研究通过检测结直肠癌组织中 ＨＥＡＴＲ３￣

ＡＳ１ 的表达水平、 亚细胞定位ꎬ 分析其表达与

ＨＥＡＴＲ３ ｍＲＮＡ 表达的相关性以及其过表达对

ＨＥＡＴＲ３ ｍＲＮＡ 表达水平的影响ꎬ同时评估其与结

直肠癌患者临床病理特征及生存预后的相关性ꎬ并
借助 Ｃｏｘ 回归模型评估其作为独立预后标志物的

潜在价值ꎮ 旨在初步探讨其在结直肠癌发生及恶性

进展过程中的功能角色ꎬ并为结直肠癌的分子分型、
生存预后预测、个体化靶向治疗方案及靶向药物研

发提供新的理论视角ꎮ

１　 资料与方法

１.１　 临床资料

１.１.１　 组织标本

回顾性分析收集 ２００８ 年 １２ 月至 ２０１７ 年 １２ 月济

宁医学院附属医院病理科存档的 １５１ 例结直肠癌石蜡

包埋组织样本ꎬ其中男 ７３ 例ꎬ女 ７８ 例ꎬ３６~８４ 岁ꎬ中位

年龄 ６２ 岁ꎮ 随访时间约为 １０９ 个月ꎮ 本研究经济宁医

学院附属医院伦理委员会批准(２０２３￣１１￣Ｂ００２)ꎮ
１.１.２　 主要试剂

ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 地高辛标记的寡核苷酸探针(５′￣
ＡＣＡＧＡＣＣＡＣＣＧＡＧＡＧＡＧＧＡＧＧＧＣＡＡＣＡＧＣＡ￣
ＤＩＧ￣３′)、 原位杂交专用 ＰＢＳ 缓冲液、原位杂交检测

试剂盒Ⅴ( ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅꎬＦＩＴＣ)、原位杂

交检测试剂盒Ⅰ(ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬＰＯＤ)、焦碳酸二乙酯

(ｄｉｅｔｈｙｐｙｒｏｃａｒｂｏｎａｔｅꎬ ＤＥＰＣ)、原位杂交 ２×氯化钠－
柠檬酸钠缓冲液(ｓａｌｉｎｅ￣ｓｏｄｉｕｍ ｃｉｔｒａｔｅ ｂｕｆｆｅｒꎬ ＳＳＣ)
购自武汉博士德生物工程有限公司ꎬ３ꎬ３′￣二氨基联

苯胺(３ꎬ３′￣Ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅꎬ ＤＡＢ)显色试剂盒购

自福州迈新生物技术开发有限公司ꎬ苏木精染色液

购自上海碧云天生物技术有限公司ꎬ无水乙醇、二甲

苯等试剂均购自国药济宁有限公司ꎬ中性树胶封片

剂以及抗荧光衰减封片剂购自北京索莱宝科技有限

公司ꎬＴＲＩｚｏｌ购自英潍捷基(上海)贸易有限公司ꎬ逆
转录试剂盒及 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００ 购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司ꎬ实时荧光定量 ＰＣＲ 试剂盒购

自康为世纪生物科技股份有限公司ꎮ
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１.２　 方法

１.２.１　 ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 表达载体构建及转染

抽提正常组织细胞的基因组 ＤＮＡꎬ并利用

ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 上游克隆引物序列为 ５′￣ＧＡＡＴＴＣ￣
ＣＧＴＣＴＣＧＣＣＴＣＣＣＧＧＣＣＣＧＡＣ￣３′ꎬ下游克隆引物

序 列 为 ５′￣ＡＡＧＣＴＴＡＡＧＡＡＧＴＴＡＡＴＧＣＣＴＧＴＴＴ￣
ＴＡＡＴＣＡＣＡＡＣＣＡＣ￣３′对其全长序列进行克隆ꎬ并
在引物末端分别添加 ＥｃｏＲ Ｉ 和 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 酶切位点ꎬ
经 ＰＣＲ 扩增后ꎬ用 ＥｃｏＲ Ｉ 和 Ｈｉｎｄ ＩＩＩ 对 ＰＣＲ 产物

及 ｐｃＤＮＡ３.１ 载体进行双酶切ꎬ回收后连接ꎮ 用

Ｌｉｐｏ３０００转染细胞ꎬ６ ｈ 后更换完全培养基ꎬ３６ ｈ 后

检测过表达水平ꎮ
１.２. ２ 　 采 用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 法 检 测 组 织 及 细 胞 中

ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 与 ＨＥＡＴＲ３ 的表达

采用 ＴＲＩｚｏｌ 法(按说明书操作)提取患者结直

肠癌组织与癌旁正常组织样本、对照组与 ＨＥＡＴＲ３￣
ＡＳ１ 过表达组细胞总 ＲＮＡꎬ借助 ＮａｎｏＤｒｏｐ 分光光

度计进行 ＲＮＡ 提取物的浓度定量分析ꎮ 利用逆转

录试剂盒ꎬ通过逆转录过程合成 ｃＤＮＡꎮ 按照 Ｕｌｔｒａ￣
ＳＹＢＲ Ｍｉｘｔｕｒｅ 说明书ꎬ以 Ｕ６ 为内参基因进行 ＲＴ￣
ｑＰＣＲꎮ ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 的上游引物序列为 ５′￣ ＣＧ￣
ＴＡＧＧＧＧＡＧＡＡＣＴＧＡＧＧＴＣ￣３′ꎬ 下游引物序列为

５′￣ＣＴＧＧＡＣＡＧＣＡＧＡＧＴＧＡＧＡＣＴ￣３′ꎻＵ６ 的上游引

物序列为 ５′￣ＡＴＴＧＧＡＡＣＧＡＴＡＣＡＧＡＧＡＡＧＡＴＴ￣
３′ꎬ 下 游 引 物 序 列 为 ５′￣ＧＧＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡ￣
ＴＴＴＧ￣３′ꎻＨＥＡＴＲ３ 的上游引物序列为 ５′￣ＡＡＡＡＧ￣
ＧＣＣＣＡＡＴＣＣＣＣＡＧＴＡ￣３′ꎬ 下 游 引 物 序 列 为 ５′￣
ＧＧＧＣＴＧＧＧＡＡＡＣＡＡＴＣＴＴＧＧ￣３′ꎬＧＡＰＤＨ 的上游

引物序列为 ５′￣ＡＡＴＣＣＣＡＴＣＡＣＣＡＴＣＴＴＣ￣３′ꎬ下游

引物序列为 ５′￣ＡＧＧＣＴＧＴＴＧＴＣＡＴＡＣＴＴＣ￣３′ꎮ 采

用 ２－ΔΔＣｔ 法计算 ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 及 ＨＥＡＴＲ３ ｍＲＮＡ
的相对表达量ꎮ
１.２. ３ 　 采用荧光原位杂交 ( ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎ ｓｉｔｕ

ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎꎬ ＦＩＳＨ)法检测结直肠癌细胞

中 ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 定位

细胞接种于经多聚赖氨酸处理的盖玻片表面ꎬ
利用 ０.５ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ(ＰＨ７.４)洗涤 ２ ｍｉｎꎬ３ 次ꎬ用 ４％
多聚甲醛(含 １ / １ ０００ ＤＥＰＣ)室温固定 ３０ ｍｉｎꎬ经去

离子水漂洗ꎬ滴加现用现配的 ３％柠檬酸稀释胃蛋

白酶溶液ꎬ于 ３７ ℃条件下消化 ３０ ｓꎬ０.５ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ
洗 ３ 次ꎬ５ ｍｉｎ /次ꎬ去离子水单次漂洗ꎮ ３７ ℃预杂交

３ ｈꎬ地高辛标记的寡核苷酸探针使用杂交液适当稀

释ꎬ置于 ３７ ℃ 环境中过夜ꎬ ２ × ＳＳＣ 漂洗 ２ 次ꎬ
５ ｍｉｎ /次ꎻ０.５×ＳＳＣ 溶液漂洗 １ 次ꎬ持续 １５ ｍｉｎꎻ０.２×
ＳＳＣ 溶液漂洗 １ 次ꎬ持续 １５ ｍｉｎꎻ于 ３７ ℃环境下封

闭处理 ３０ ｍｉｎꎮ 逐滴滴入生物素化鼠抗地高辛抗

体ꎬ于 ３７ ℃条件下孵育 １ ｈꎮ ０.５ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ 洗 ４
次ꎬ５ ｍｉｎ /次ꎮ 滴加 ＳＡＢＣ￣ＦＩＴＣ ３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｎꎮ
０.５ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ 洗 ５ ｍｉｎꎬ３ 次ꎮ ＤＡＰＩ 复染ꎬ用抗荧

光衰减封片剂封片后ꎬ荧光显微镜观察ꎮ
１.２. ４ 　 采用原位杂交技术 ( ｉｎ ｓｉｔｕ ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎꎬ

ＩＳＨ) 检测结直肠癌组织及正常组织中

ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 的表达水平及模式

经标准石蜡切片脱蜡至水ꎬ用 ３％ Ｈ２Ｏ２ 室温孵

育 １０ ｍｉｎꎬ去离子水漂洗 ２ 次ꎬ将现配现用的 ３％柠

檬酸稀释胃蛋白酶溶液逐滴滴加至样本表面ꎬ于
３７ ℃恒温消化 ３ ｍｉｎꎮ 依次进行 ０.５ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ 漂

洗 ３ 次ꎬ５ ｍｉｎ /次ꎬ并用去离子水单次漂洗ꎮ 随后

３７ ℃恒温箱预杂交 ３ ｈꎬ杂交液稀释地高辛标记的

寡核苷酸探针ꎬ ３７ ℃ 过夜杂交ꎮ ３７ ℃ 条件下ꎬ
２×ＳＳＣ 溶液漂洗 ２ 次ꎬ５ ｍｉｎ /次ꎻ０.５×ＳＳＣ 溶液单次

漂洗 １５ ｍｉｎꎻ０.２ ×ＳＳＣ 漂洗 １５ ｍｉｎꎮ 将样本置于

３７ ℃环境中封闭处理 ０.５ ｈꎮ 缓慢加入生物素标记

的鼠抗地高辛抗体ꎬ３７ ℃孵育 １ ｈꎮ ０.５ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ
漂洗 ４ 次ꎬ５ ｍｉｎ /次ꎮ 滴入链霉亲和素－生物素复合

物ꎬ３７ ℃反应 ２０ ｍｉｎꎮ ０.５ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ 漂洗 ３ 次ꎬ
５ ｍｉｎ /次ꎬ滴入生物素化过氧化物酶ꎬ ３７ ℃ 孵育

２０ ｍｉｎꎮ ０.５ ｍｏｌ / Ｌ ＰＢＳ 漂洗４ 次ꎬ５ｍｉｎ /次ꎮ ＤＡＢ 显

色系统完成显色反应ꎬ流水冲去显色剂ꎬ苏木精复染细

胞核ꎮ 随后经梯度乙醇脱水处理ꎬ进行二甲苯透明化ꎬ
封片ꎮ ２００×明场显微镜下ꎬ根据 ＤＡＢ 染色强度(０ ~
３ 分)及阳性细胞比例(０ ~ ４ 分)评分ꎬＩＳＨ 得分 ＝染

色强度＋阳性细胞比ꎬ总分≥４ 分为高表达ꎮ
１.３　 统计学处理

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ １０ 及 ＳＰＳＳ ２９.０.１.０ 统计

学软 件ꎮ 组 间 比 较 采 用 两 独 立 样 本 ｔ 检 验ꎮ
ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 与 ＨＥＡＴＲ３ ｍＲＮＡ 表达的相关性采

用 Ｐｅａｒｓｏｎ 直线相关与回归分析ꎮ 采用 χ２ 检验及

Ｆｉｓｈｅｒ 确切概率法对 ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 的表达水平与

临床病理学特点之间的关系展开分析ꎮ 采用

Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ法绘制生存曲线ꎬ组间生存差异比较

采用 Ｌｏｇ￣ｒａｎｋ 检验ꎮ 多因素 Ｃｏｘ 回归模型筛选独

立预后预测因子ꎮ 检验水准α＝ ０.０５ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 在结直肠癌组织细胞中的表达

及定位

与正常对照组织相比ꎬＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 的表达水

平在结直肠癌组织中显著上调(ｔ ＝２.５０２ꎬＰ＝０.０１９ ２)ꎬ
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见图 １Ａꎮ ＦＩＳＨ 结果表明ꎬＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１(绿色)主

要定位于结直肠癌细胞的细胞核内(图 １Ｂꎬ黑色箭

头指示核内信号)ꎮ

图 １　 ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 在结直肠癌组织中的表达(Ａ)及结直肠癌细胞中的定位(Ｂ)
Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ (Ａ) ａｎｄ ｔｈｅ ｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎ (Ｂ) ｏｆ ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ ｉｎ ＣＲＣ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｃｅｌｌｓ

２.２　 ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 与 ＨＥＡＴＲ３ ｍＲＮＡ 的表达相

关性

ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 与 ＨＥＡＴＲ３ ｍＲＮＡ 的表达水平

呈显著正相关(ｒ２ ＝ ０.２９３ ６ꎬＰ＝ ０.０２０ ２)ꎬ见图 ２ꎮ
２.３　 ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 过表达对 ＨＥＡＴＲ３ ｍＲＮＡ 表

达的影响

与对照组相比ꎬ过表达组 ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 成功过

表达(Ｐ<０.００１)ꎬ表明 ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 过表达细胞模

型构建成功ꎬ见图 ３Ａꎮ 而且 ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 过表达

组的 ＨＥＡＴＲ３ ｍＲＮＡ 相对表达水平显著上调(Ｐ ＝
０.００７ ７)ꎬ 表 明 ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 过 表 达 能 够 促 进

ＨＥＡＴＲ３ ｍＲＮＡ 表达ꎬ见图 ３Ｂꎮ

图 ２　 结直肠癌组织中 ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 与 ＨＥＡＴＲ３ ｍＲＮＡ 的
表达相关性

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＥＡＴＲ３￣
ＡＳ１ ａｎｄ ＨＥＡＴＲ３ ｍＲＮＡ ｉｎ ＣＲＣ ｔｉｓｓｕｅｓ

图 ３　 ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 过表达对 ＨＥＡＴＲ３ ｍＲＮＡ 表达水平的影响
Ａ:ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 过表达 ＳＷ６２０ 细胞系的鉴定ꎻＢ:ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 过表达促进 ＨＥＡＴＲ３ ｍＲＮＡ 表达ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ.３　 Ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＨＥＡＴＲ３ ｍＲＮＡ
Ａ: Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＳＷ６２０ Ｃｅｌｌ Ｌｉｎｅ ｗｉｔｈ Ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ꎻ Ｂ: ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐｒｏｍｏｔｅ
ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＥＡＴＲ３ ｍＲＮＡ.

２.４　 结直肠癌组织中 ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 的表达特征及

其临床病理意义分析

ＩＳＨ 数据表明ꎬ与正常组织相比较ꎬＨＥＡＴＲ３￣
ＡＳ１ 在结直肠癌组织内的表达水平显著提高

(图 ４)ꎬ淋巴结转移 (Ｐ ＝ ０. ０３６) 以及 ＴＮＭ 分期

(Ｐ＝ ０.０２９)均与 ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 的上调表达呈显著

相关性ꎬ见表 １ꎮ
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图 ４　 结直肠癌组织与配对正常组织中 ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 的差异表达
Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｔｈｅ ｄｙｓｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ ｉｎ ＣＲＣ ｔｉｓｓｕｅｓ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｔｏ ａｄｊａｃｅｎｔ ｎｏｎ￣ｍａｌｉｇｎａｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ

表 １　 结直肠癌患者 ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 的表达特征与临床病理特点的相关性
Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｏｆ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ＣＲＣ

临床病理参数
ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 的表达水平

高表达(ｎ＝ ７７) 低表达(ｎ＝ ７４)
χ２ Ｐ

年龄 /岁 ０.０１１ ０.９１５

　 >６０(ｎ＝ ８３) ４２(５０.６０) ４１(４９.４０)

　 ≤６０(ｎ＝ ６８) ３５(５１.４７) ３３(４８.５３)

性别 １.１０４ ０.２９３

　 女(ｎ＝ ７８) ４３(５５.１３) ３５(４４.８７)

　 男(ｎ＝ ７３) ３４(４６.５８) ３９(５３.４２)

肿瘤部位 ０.０５２ ０.８２０

　 结肠(ｎ＝ ７０) ３５(５０.００) ３５(５０.００)

　 直肠(ｎ＝ ８１) ４２(５１.８５) ３９(４８.１５)

肿瘤大小 / ｃｍ １.８８９ ０.１６９

　 >４(ｎ＝ １００) ４７(４７.００) ５３(５３.００)

　 ≤４(ｎ＝ ５１) ３０(５８.８２) ２１(４１.１８)

淋巴结转移 ４.３９５ ０.０３６

　 有(ｎ＝ ６４) ３９(６０.９４) ２５(３９.０６)

　 无(ｎ＝ ８７) ３８(４３.６８) ４９(５６.３２)

分化程度 — ０.１２１ａ

　 高(ｎ＝ ５) １(２０.００) ４(８０.００)

　 中(ｎ＝ ６１) ２７(４４.２６) ３４(５５.７４)

　 低(ｎ＝ ８５) ４９(５７.６５) ３６(４２.３５)

ＴＮＭ 分期 ４.７７１ ０.０２９

　 Ⅰ＋Ⅱ(ｎ＝ ６８) ２８(４１.１８) ４０(５８.８２)

　 Ⅲ＋Ⅳ(ｎ＝ ８３) ４９(５９.０４) ３４(４０.９６)

　 　 注:ａ 表示采用 Ｆｉｓｈｅｒ 确切概率法ꎮ
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２.５　 ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 的表达水平与结直肠癌患者预

后的关系

在结直肠癌患者中ꎬＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 高表达组总

生存率相较于低表达组显著降低(Ｐ ＝ ０.００１ １)ꎬ见
图 ５ꎮ 单因素 Ｃｏｘ 回归分析显示ꎬ患者年龄( > ６０
岁ꎬＨＲ＝２.０３６ꎬ ９５％ ＣＩ＝１.０３２~４.２９９ꎬ Ｐ＝０.０４８ ４)、淋
巴结转移(ＨＲ ＝ ３.６７３ꎬ ９５％ＣＩ ＝ １.８９０ ~ ７.４６７ꎬ Ｐ ＝
０.０００ ２)、ＴＮＭ 分期(Ⅲ＋Ⅳ期ꎬＨＲ ＝ ２.０６４ꎬ ９５％ＣＩ ＝
１.０６１~ ４.１３２ꎬ Ｐ ＝ ０.０３５ １)及 ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 高表达

(ＨＲ＝２.９６２ꎬ ９５％ＣＩ＝１.５１４~５.９８７ꎬ Ｐ＝０.００１ ８)与结直

肠癌患者不良预后相关(表 ２)ꎬ差异有统计学意义ꎮ
进一步多因素 Ｃｏｘ 回归分析表明ꎬ患者淋巴结转移

(ＨＲ ＝ ３. ８３４ꎬ ９５％ＣＩ ＝ １. ７３５ ~ ８. ９３９ꎬ Ｐ＝０.００１ ３) 及

ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１高表达(ＨＲ＝３.３５５ꎬ ９５％ＣＩ＝１.６３２~７.１９３ꎬ

Ｐ＝０.００１ ３)是结直肠癌患者预后不良的独立危险因

素(表 ２)ꎬ差异有统计学意义ꎮ

图 ５　 Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ 生存曲线评估 ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 的 ＲＮＡ 水
平与结直肠癌患者总生存期的比较

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｋａｐｌａｎ￣Ｍｅｉｅｒ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｃｕｒｖｅ ｅｖａｌｕａｔｅｓ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎ￣
ｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ ａｎｄ ｔｈｅ
ＯＳ ｏｆ ＣＲＣ ｐａｔｉｅｎｔｓ

表 ２　 单因素和多因素 Ｃｏｘ 回归分析结直肠癌患者总生存期的预测因素
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｕｎｉｖａｒｉａｔｅ ａｎｄ ｍｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅ Ｃｏｘ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｅｄｉｃｔｏｒｓ ｏｆ ＯＳ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ＣＲＣ

临床病理参数
单因素分析

ＨＲ(９５％ＣＩ) Ｐ
多因素分析

ＨＲ(９５％ＣＩ) Ｐ

ｌｎｃＲＮＡ ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 的表达水平 (高表达 ｖｓ.
低表达) ２.９６２(１.５１４~５.９８７) ０.００１ ８ ３.３５５(１.６３２~７.１９３) ０.００１ ３

年龄(>６０ 岁 ｖｓ. ≤６０ 岁) ２.０３６(１.０３２~４.２９９) ０.０４８ ４ ２.０３０(１.００６~４.３６２) ０.０５５ ９
性别(女 ｖｓ. 男) ０.９２９(０.４８２~１.７８３) ０.８２３ ０
肿瘤部位(结肠 ｖｓ. 直肠) ０.６９５(０.３４９~１.３３５) ０.２８３ １
肿瘤大小(>４ ｃｍ ｖｓ. ≤４ ｃｍ) ０.９６３(０.４９３~１.９９０) ０.９１５ ８
淋巴结转移(有 ｖｓ. 无) ３.６７３(１.８９０~７.４６７) ０.０００ ２ ３.８３４(１.７３５~８.９３９) ０.００１ ３
分化程度(低 ｖｓ. 高－中) １.７６３(０.９１５~３.５１９) ０.０９５ ８
ＴＮＭ 分期(Ⅲ＋Ⅳ ｖｓ. Ⅰ＋Ⅱ) ２.０６４(１.０６１~４.１３２) ０.０３５ １ ０.８０９ ３(０.３４１~１.９２０) ０.６３０ ４

３　 讨　 论

已有研究表明ꎬ ｌｎｃＲＮＡ 在恶性肿瘤的发生及

恶性进展过程中发挥重要调控作用ꎬ其广泛地异常

表达与恶性肿瘤的异常增殖、凋亡信号通路的抑制、
侵袭转移能力增强以及免疫微环境重塑等过程相

关ꎮ 比如ꎬｌｎｃＲＮＡ ＤＳＣＡＭ￣ＡＳ１ 在多种肿瘤中异常

表达ꎬ其表达上调可通过参与调控肿瘤细胞增殖能

力、侵袭能力、远处转移潜能及化疗耐药性等过程驱

动肿瘤恶性进展[１７]ꎮ 本研究首次检测了 ＨＥＡＴＲ３￣
ＡＳ１ 在结直肠癌组织及其癌旁对照组织中的表达ꎬ
在肿瘤组织中该分子的表达水平呈现显著上调趋

势ꎬ提示其可能作为潜在的致癌因子参与结直肠癌

的发生发展ꎮ 因此推断 ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 异常高表达

可能参与结直肠癌恶性进展ꎮ
研究表明ꎬ ｌｎｃＲＮＡ 的亚细胞定位是决定其分

子功能的核心机制ꎬ其在细胞质和细胞核中均呈现

广泛分布特征ꎮ 比如ꎬ ｌｎｃＲＮＡ ＰＹＣＡＲＤ￣ＡＳ１ 在细

胞质和细胞核中均呈显著表达ꎬ亚细胞定位模式不

同ꎬ其分子功能也不同ꎬ在细胞质中能够通过与

ＰＹＣＡＲＤ ｍＲＮＡ 间的互作抑 制 核 糖 体 组 装 及

ＰＹＣＡＲＤ 的转录ꎮ ＬｎｃＲＮＡ ＰＹＣＡＲＤ￣ＡＳ１ 定位于

细胞核时ꎬ主要募集 ＤＮＭＴ１ 及 Ｇ９ａ 至 ＰＹＣＡＲＤ 启

动子ꎬ从而促进 ＤＮＡ 甲基化和 Ｈ３Ｋ９ｍｅ２ 修饰[１８]ꎮ
ｌｎｃＲＮＡ ＨＯＴＡＩＲ 主要定位于宫颈癌细胞的细胞质

中ꎬ具有海绵吸附功能ꎬ 通过靶向 ｍｉＲ￣３３１￣３ｐ /
ＲＣＣ２ 轴在宫颈癌中发挥致癌作用[１９]ꎮ 本研究

结果发现ꎬＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 主要定位于结直肠癌细胞

核内ꎬ而且作为 ＨＥＡＴＲ３ 基因的反义 ＲＮＡꎬ其与

ＨＥＡＴＲ３ ｍＲＮＡ 的表达呈显著正相关ꎬ在结直肠癌

细胞中过表达ꎬ能够显著促进 ＨＥＡＴＲ３ ｍＲＮＡ 的表

达ꎮ 由 此 提 示ꎬ ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 可 能 通 过 调 控

ＨＥＡＴＲ３ 基因的转录或表观遗传修饰ꎬ参与结直肠

肿瘤 的 发 生 及 进 展ꎮ 这 一 基 因 组 特 征 提 示

ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 可能通过顺式调控机制影响邻近基
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因(ＨＥＡＴＲ３)的表达ꎮ
ＨＥＡＴＲ３ 是位于人类染色体 １６ｑ１２.１ 上的蛋白

编码基因ꎬ其在多种正常组织中均广泛表达ꎬ而且在

多种恶性肿瘤组织中异常高表达ꎬ其不仅参与机体

正常生理活动的稳态调节ꎬ也广泛地参与恶性肿瘤

的发生发展ꎮ ＨＥＡＴＲ３ 突变及核糖体生物合成相

关核输入蛋白的不稳定驱动先天性纯红细胞再生障

碍性贫血的发生发展[１５ꎬ２０]ꎮ ＨＥＡＴＲ３ 在德系犹太

人群体中可通过 ＮＯＤ２ 介导的 ＮＦ￣κＢ 信号传导通

路驱动克罗恩病的发生发展[２１]ꎮ ＨＥＡＴＲ３ 同样通

过调控 Ａｋｔ / ＥＲＫ 信号通路促进膀胱癌的发生发

展[２２]ꎮ 本 研 究 结 果 发 现ꎬ 结 直 肠 癌 组 织 中

ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 表达与 ＨＥＡＴＲ３ ｍＲＮＡ 表达呈显著

正相关ꎮ 进一步通过构建 ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 稳定过表

达细胞模型证实ꎬＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 过表达可显著上调

ＨＥＡＴＲ３ ｍＲＮＡ 水平ꎬ提示 ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 可能通过

参与 ＨＥＡＴＲ３ 的表达调控ꎬ最终再参与机体的各种

病理生理活动ꎬ其中包括恶性肿瘤的发生发展ꎮ
近年研究发现ꎬ ｌｎｃＲＮＡ 在血液中具有良好的

稳定性ꎬ常作为肿瘤早期检测及不良预后预测的生

物标志物ꎮ ＬｎｃＲＮＡ Ｈ１９ 在肝癌等多种恶性肿瘤组

织中异常高表达ꎬ从而促进肿瘤细胞增殖与转移ꎬ诱
导肿瘤细胞产生耐药性ꎬ并且其高表达与患者不良

预后相关[２３]ꎮ 在乳腺癌中 ｌｎｃＲＮＡ ＨＯＴＡＩＲ 表达

水平作为转移及预后的预测因素[１２ꎬ２４]ꎮ ｌｎｃＲＮＡ
ＭＡＬＡＴ１ 在肺癌中被视为转移预测因素及治疗靶

点ꎬ通过反义寡核苷酸沉默核内 ｌｎｃＲＮＡ ＭＡＬＡＴ１
可成功抑制肿瘤转移[１２]ꎻ其与胃癌、声门上型喉癌、
乳腺癌及非小细胞肺癌患者的化疗耐药和不良预后

相关[２５￣２９]ꎻ其在肝癌及三阴性乳腺癌中可作为术后

复发的独立预测因素[３０￣３１]ꎮ 本研究统计分析显示ꎬ
ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 高表达状态与淋巴结转移、ＴＮＭ 分

期及结直肠癌患者的不良临床结局显著相关ꎮ 此

外ꎬ通过单因素和多因素 Ｃｏｘ 回归评估显示ꎬ
ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 可作为结直肠癌患者不良预后的独

立风险标志物(ＨＲ ＝ ３.３５５ꎬ Ｐ ＝ ０.００１ ３)ꎮ 由此提

示ꎬＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 可作为现有临床分层的补充标志

物ꎬ优化患者风险分层ꎮ 此外ꎬＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 的核

定位特性为开发靶向治疗策略提供了方向ꎮ
然而ꎬ本研究尚存在一定局限性ꎮ 首先ꎬ样本均

来源于单一医疗中心ꎬ可能存在选择偏倚ꎬ未来需通

过多中心队列验证结果的普适性ꎻ其次ꎬＨＥＡＴＲ３￣
ＡＳ１ 的功能机制尚未明确ꎬ其过表达及敲除对结直

肠癌细胞增殖、细胞周期进程及上皮￣间质转化

(ＥＭＴ)等的具体调控分子机制存在研究空白ꎬ仍需

通过体外敲除和过表达实验结合转录组学分析ꎬ系
统解析其下游靶基因及调控网络ꎻ最后ꎬＨＥＡＴＲ３￣
ＡＳ１ 是否通过调控 ＨＥＡＴＲ３ 基因或其他远端信号

通路(如 Ｗｎｔ / β￣ｃａｔｅｎｉｎ)影响结直肠癌进展ꎬ仍需进

一步探索ꎮ
综上所述ꎬ核内 ｌｎｃＲＮＡ ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 在结直

肠癌组织中异常高表达ꎬ提示其具有促癌功能ꎻ其主

要定 位 于 细 胞 核 内ꎬ 而 且 其 过 表 达 能 够 促 进

ＨＥＡＴＲ３ ｍＲＮＡ 的表达ꎬ提示 ＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 可能作

为表观遗传调控因子调控 ＨＥＡＴＲ３ 转录过程ꎻ此
外ꎬＨＥＡＴＲ３￣ＡＳ１ 高表达与患者淋巴结转移以及

ＴＮＭ 分期均显著相关ꎬ表明其促进结直肠癌的发生

及恶性进展ꎻ最后ꎬ单因素和多因素分析结果进一步

证实 ｌｎｃＲＮＡ ＨＥＡＴＲ３ 能够作为一个独立的预测因

素预测结直肠癌患者的不良预后ꎮ 本研究为解析结

直肠癌分子发病机制ꎬ完善分子分型体系及预后评

估等提供了新的方向和生物标志物ꎮ
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