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　　［摘要］　目的　探讨ＢＲＡＦ激活的长链非编码ＲＮＡ（ＢＡＮＣＲ）在肝细胞癌（ＨＣＣ）组织中表达上调及其对患者疾病预后价

值。方法　采用实时定量ＰＣＲ检测 ＨＣＣ组织和细胞系中ＢＡＮＣＲ表达情况，分析ＢＡＮＣＲ表达水平与患者临床病理学特征关

系，采用四甲基噻唑蓝（ＭＴＴ）、流式分析和肿瘤细胞体外侵入迁移分析探讨ＢＡＮＣＲ在 ＨＣＣ细胞中的生物学功能。结果　与临

近非肿瘤组织相比，ＨＣＣ组织标本中ＢＡＮＣＲ表达水平明显上调（犘＜０．０１），且 ＨＣＣ细胞系中ＢＡＮＣＲ表达水平也明显上调

（犘＜０．０５）。临床病理学特征分析结果提示ＢＡＮＣＲ表达升高与较高的肿瘤分级、肿瘤直径、静脉侵入及较高的ＴＮＭ 分期密切

相关（犘＜０．０５）。ＢＡＮＣＲ过表达 ＨＣＣ患者总生存期明显短于低表达患者（犘＜０．０１）。多重变量Ｃｏｘ回归分析提示ＢＡＮＣＲ表

达（犚犚＝４．２４５，犘＝０．０１５）、肿瘤直径（犚犚＝２．６５５，犘＝０．０３９）、静脉侵入（犚犚＝３．２７８，犘＝０．０２２）和ＴＮＭ分期（犚犚＝６．３７９，犘＝

０．００６）是 ＨＣＣ患者总生存期独立预后因素。此外，Ｈｅｐ３Ｂ细胞中ＢＡＮＣＲ表达下调能明显抑制细胞侵入和转移，同时导致波形

蛋白下调和Ｅ钙黏蛋白上调。结论　本研究结果表明ＢＡＮＣＲ可能参与 ＨＣＣ的发生和发展过程，可以作为 ＨＣＣ患者疾病预后

标志物和临床治疗靶标。
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［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ＲＮＡ；ｌｉｖｅｒｎｅｏｐｌａｓｍｓ；ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ；ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ＢＡＮＣＲ；ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ

　　肝细胞癌（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）在全球常见肿

瘤中排第５，其发病率呈逐年上升趋势，在中国也是如此
［１］。

尽管临床和实验肿瘤学不断取得进展，但由于患者大多在肿瘤

晚期确诊，缺乏有效治疗和介入方法，因此临床长期预后较差。

早期研究揭示了多种与 ＨＣＣ 相关的调节基因和信号通

路［２３］，然而 ＨＣＣ发生和发展潜在的高度复杂的分子机制目

前仍所知甚少。因此，临床急需一种 ＨＣＣ早期诊断，有效治

疗和预后的分子标志物。ＢＲＡＦ激活的非编码 ＲＮＡ（ＢＡＮ

ＣＲ）为６９３ｂｐ的长链非编码 ＲＮＡ（ｌｎｃＲＮＡ），由 Ｆｌｏｃｋｈａｒｔ

等［４］在黑色素瘤细胞中发现。随后，甲状腺乳头状癌［５］、视网

膜母细胞癌［６］、肺癌［７８］、胃癌和结直肠癌［９］中均发现ｌｎｃＲＮＡ

ＢＡＮＣＲ表达异常。上述肿瘤中ＢＡＮＣＲ均参与肿瘤细胞增

殖、迁移和侵入，然而其在 ＨＣＣ中表达的研究较少。本研究

检测ＢＡＮＣＲ在 ＨＣＣ组织和细胞系中的表达，同时分析其表

达与 ＨＣＣ患者临床病理学特征的关系，此外，本研究还初步

探讨了ＢＡＮＣＲ对 ＨＣＣ细胞的调节作用。
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１　资料与方法

１．１　一般资料　ＨＣＣ组织和相应临近非肿瘤组织均采集于

２００９～２０１１年本院治疗的１０９例 ＨＣＣ患者，均在术中采集并

置于液氮中保存。所有患者均为原发病例，患者临床病理学特

征从病历中获取，入组前均未接受任何治疗，并将所取组织分

为 ＨＣＣ组织组和非肿瘤组织组。本研究通过本院伦理委员

会审批。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养与ＲＮＡ干扰　ＨＣＣ细胞系（ＨｕＨ７，Ｈｅｐ３Ｂ，

ＨｅｐＧ２和Ｈ２Ｍ）及健康人肝细胞 ＣＬ４８均购自 ＡＴＣＣ（美

国），采用高糖（４．５ｇ／Ｌ）ＤＭＥＭ 培养基，培养条件为５％ ＣＯ２

３７℃。青、链霉素终浓度为１００Ｕ／ｍＬ，此外还添加１０％胎牛

血清。ｌｎｃＲＮＡＢＡＮＣＲ干扰 ＲＮＡ（ｓｉＢＡＮＣＲ）和对照干扰

ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）均购自ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司，采用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ

２０００进行转染，４８ｈ收集细胞。

１．２．２　ＲＮＡ提取和实时定量ＰＣＲ检测　组织 ｍｉＲＮＡ采用

ｍｉｒＶａｎａｍｉＲＮＡ提取试剂盒（ＡＢ公司，美国）提取，通过ＳＰＥＣ

ＴＲＡｍａｘ微孔板紫外分光光度计（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｅｖｉｃｅｓｃｏｒｐ，美国）

测定微ＲＮＡ（ｍｉＲＮＡ）浓度，参考文献［６］合成ＢＡＮＣＲ和内参

甘油醛３磷酸脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）扩增引物。通过２－ΔΔＣｔ方法，根

据内参含量计算ｍｉＲＮＡ２１的相对表达水平。

１．２．３　细胞增殖、凋亡分析　采用四甲基噻唑蓝（ＭＴＴ）方法进

行细胞增殖分析，步骤如下：铺９６孔板，每孔细胞１×１０３，连续

培养。两组都加入２０μＬＭＴＴ（５ｍｇ／ｍＬ），孵育４ｈ后移去上

清液，ＤＭＳＯ每孔１５０μＬ，测定光密度（犗犇）４９０ｎｍ值。转染４８

ｈ后，收集细胞，预冷的磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗涤、重旋后，采用

碘化丙啶（１０μｇ／ｍＬ）和钙磷脂结合蛋白Ⅴ（５０μｇ／ｍＬ）处理细

胞，黑暗环境下室温孵育１５ｍｉｎ后，进行流式分析。

１．２．４　细胞侵入和转移分析　采用６孔ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（直径

８μｍ）进行肿瘤细胞的侵入和转移分析，进行转移分析时，将

转染后的１×１０５ 的 ＨＣＣ细胞加入不含血清培养基的上室中，

下室为含２０％胎牛血清的全培养基，刺激细胞转移，孵育４８

ｈ，取出下室置于９５％的乙醇中，固定１０ｍｉｎ，０．１％的结晶紫

染色２０ｍｉｎ，显微计数。进行肿瘤细胞侵入分析时，上室中加

入５ｍｇ／ｍＬ的基质胶，其他步骤与转移分析相同。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析　采用含蛋白酶的ＲＩＰＡ溶液裂解

细胞，并抑制内源性磷酸酶活性，采用１０％的十二烷基硫酸

钠聚丙烯酰胺凝胶（ＳＤＳＰＡＧＥ）进行电泳后转印蛋白至聚偏

二氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜上，常规封闭后，孵育一抗（Ｃｅｌｌｓｉｇｎａｌ，美

国），之后采用 Ｈ辣根过氧化酶（ＨＲＰ）标记的二抗进行孵育，

加入电化学发光（ＥＣＬ）Ｐｌｕｓ进行发光，ＧＡＰＤＨ 作为内参

蛋白。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０软件处理，ＢＡＮＣＲ表达水

平与其他因素的相关性采用卡方检验和Ｆｉｓｈｅｒ′ｓ精准检验或

独立狋检验。采用ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ方法计算患者生存期，根据术

后随访结果计算患者总生存期。组间生存期比较则采用秩和

检验，对于单一变量检测影响 ＨＣＣ患者总生存期的显著性因

素进行多重变量分析，检验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异

有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＨＣＣ组织和细胞系中ＢＡＮＣＲ表达检测　采用实时定

量ＰＣＲ检测 ＨＣＣ组织和细胞系中ＢＡＮＣＲ表达水平。与临

近非肿瘤组织相比，ＨＣＣ组织中ＢＡＮＣＲ表达显著上调（犘＜

０．０１），且４株 ＨＣＣ细胞系中ＢＡＮＣＲ表达也显著上调（犘＜

０．０５），见图１。其中 Ｈｅｐ３Ｂ细胞系中ＢＡＮＣＲ表达升高水平

高于其他３株细胞，因此选择其进行后续体外实验。

　　Ａ：ＨＣＣ组织和临近非肿瘤组织ＢＡＮＣＲ表达检测；Ｂ：４株 ＨＣＣ

细胞系中ＢＡＮＣＲ表达检测。

图１　　ＨＣＣ组织和细胞系中ＢＡＮＣＲ

表达实时定量ＰＣＲ检测

２．２　ＢＡＮＣＲ表达与 ＨＣＣ患者临床病理学特征关系分析　

本研究进一步探讨ＢＡＮＣＲ表达与 ＨＣＣ患者临床病理学特征

关系，根据１０９例患者 ＨＣＣ组织标本ＢＡＮＣＲ表达检测的平

均值将其分成低表达组（５５例）和高表达组（５４例）。结果表明

ＢＡＮＣＲ表达与较高肿瘤分级（犘＝０．００７）、较大肿瘤直径（犘＝

０．００３）、静脉侵入（犘＝０．００１）和较高的 ＴＮＭ 分期（犘＝

０．００２）密切相关，而与患者的年龄、性别、肝硬化、血清ＡＦＰ水

平和实体瘤数量无关，见表１。

２．３　ＢＡＮＣＲ表达与 ＨＣＣ患者疾病预后　为探讨ＢＡＮＣＲ

表达升高对 ＨＣＣ患者总生存期预后的价值，本研究采用Ｋａｐ

ｌａｎＭｅｉｅｒ方法和秩和检验进行统计分析，结果提示ＢＡＮＣＲ

过表达 ＨＣＣ患者总生存期显著短于低表达患者（犘＜０．０１），

见图２。此外，仅在较小肿瘤直径（犘＝０．０２５）、分化良好肿瘤

（犘＝０．０３７）、静脉侵入阴性（犘＝０．００８）和 ＴＮＭ 早期（犘＜

０．０１）患者中观察到生存效益，见表２。多重变量Ｃｏｘ回归分

析提示 ＢＡＮＣＲ 表达（犚犚＝４．２４５，犘＝０．０１５）、肿瘤直径

（犚犚＝２．６５５，犘＝０．０３９）、静脉侵入（犚犚＝３．２７８，犘＝０．０２２）和

ＴＮＭ分期（犚犚＝６．３７９，犘＝０．００６）是 ＨＣＣ患者总生存期独

立预后因素。

表１　　ＢＡＮＣＲ表达与 ＨＣＣ患者临床病理学特征关系分析

病理学特征 狀
ＢＡＮＣＲ表达［狀（％）］

低表达（狀＝５５） 高表达（狀＝５４）
犘

性别 ０．６６６

　男性 ８０ ３９（４８．８） ４１（５１．３）

　女性 ２９ １６（５５．２） １３（４４．８）

年龄（岁） ０．８４５

　＜６０ ５３ ２９（５４．７） ２４（４５．３）

　≥６０ ５６ ２６（４６．４） ３０（５３．６）

肿瘤直径（ｃｍ） ０．００３

　≤５ ６６ ４１（６２．１） ２５（３７．９）

　＞５ ４３ １４（３２．６） ２９（６７．４）

实体瘤数量 ０．１６０

　单个 ７２ ４０（５５．６） ３２（４４．４）

　多个 ３７ １５（４０．５） ２２（５９．５）

血清ＡＦＰ（ｕｇ／Ｌ） ０．１７８

　＜４００ ４８ ２８（５８．３） ２０（４１．７）

　≥４００ ６１ ２７（４４．３） ３４（５５．７）

肝硬化 ０．６８３
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续表１　　ＢＡＮＣＲ表达与ＨＣＣ患者临床病理学特征关系分析

病理学特征 狀
ＢＡＮＣＲ表达［狀（％）］

低表达（狀＝５５） 高表达（狀＝５４）
犘

　否 ３５ １９（５４．３） １６（４５．７）

　是 ７４ ３６（４８．６） ３８（５１．４）

静脉侵入 ０．００１

　是 ３９ １１（２８．２） ２８（７１．８）

　否 ７０ ４４（６２．９） ２６（３７．１）

ＴＮＭ分期 ０．００２

　Ⅰ～Ⅱ ５１ ３４（６６．７） １７（３３．３）

　Ⅲ ５８ ２１（３６．２） ３７（６３．８）

肿瘤分级 ０．００７

　Ｇ１ ３４ ２４（７０．６） １０（２９．４）

　Ｇ２＋Ｇ３ ７５ ３１（４１．３） ４４（５８．７）

图２　　ＨＣＣ患者ＢＡＮＣＲ表达的ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ分析

表２　　ＨＣＣ患者总生存期相关因素的变量分析

相关因素
单一变量分析

犚犚 犘

多重变量分析

犚犚 犘

性别 ０．７２１ ０．４５５ － －

年龄 ０．７８５ ０．３２３ － －

肿瘤直径 ３．２５２ ０．０２５ ２．６５５ ０．０３９

实体瘤数量 ０．８６８ ０．１５６ － －

血清ＡＦＰ ０．８１６ ０．１９４ － －

肝硬化 ０．９０４ ０．０９２ － －

肿瘤分级 ２．３８７ ０．０３７ ０．７９５ ０．１４６

ＴＮＭ分期 ６．２２５ ＜０．０１ ６．３７９ ０．００６

静脉侵入 ５．１５３ ０．００８ ３．２７８ ０．０２２

ＢＡＮＣＲ表达 ５．９８３ ＜０．０１ ４．２４５ ０．０１５

　　－：无数据。

２．４　ＢＡＮＣＲ表达下调对Ｈｅｐ３Ｂ细胞生物学行为影响　本研

究进一步探讨ＢＡＮＣＲ表达下调对 Ｈｅｐ３Ｂ细胞生物学行为影

响，采用ｓｉＢＡＮＣＲ转染 Ｈｅｐ３Ｂ细胞。与对照组（ＳｉＮＣ）相

比，ＢＡＮＣＲ表达下调能显著抑制 Ｈｅｐ３Ｂ细胞增殖，并能促进

细胞凋亡。此外，Ｈｅｐ３Ｂ细胞的侵入和转移能力也显著下降，

见图３。

２．５　ＢＡＮＣＲ 介导的 ＥＭＴ 表型分析　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ提示

ＢＡＮＣＲ下调导致波形蛋白（Ｖｉｍｅｎｔｉｎ）表达下调和Ｅ钙黏蛋

白（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ）表达上调，见图４。

　　Ａ：ＢＡＮＣＲ表达水平实时定量ＰＣＲ检测；Ｂ：Ｈｅｐ３Ｂ细胞 ＭＴＴ分

析；Ｃ：Ｈｅｐ３Ｂ细胞流式分析；Ｄ、Ｅ：Ｈｅｐ３Ｂ细胞肿瘤细胞体外侵入迁移

分析。

图３　　ＢＡＮＣＲ表达下调对 Ｈｅｐ３Ｂ细胞生物

学行为影响分析

图４　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测波形蛋白

和Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达情况

３　讨　　论

　　对调节 ＨＣＣ形成和发展的新型分子进行鉴定有利于疾

病的预防，并对其诊断和治疗具有重要意义，ｌｎｃＲＮＡｓ与肿瘤

之间的关系成为当前肿瘤研究的热点领域，目前研究报道了几

种 ＨＣＣ组织中表达异常的ｌｎｃＲＮＡｓ，例如 ＨＣＣ细胞系中ｌｎ

ｃＲＮＡＡＯＣ４Ｐ过表达可以通过抑制内皮细胞间质化（ＥＭＴ），

进而抑制细胞增生、迁移和侵入［１０１１］。ｌｎｃＲＮＡＵＣＡ１在ＨＣＣ

组织中表达异常升高，且与患者ＴＮＭ 分期、转移和术后生存

期密切相关［１２］，体内／体外敲除 ＵＣＡ１后 ＨＣＣ细胞生长均受

到抑制。血清ｌｎｃＲＮＡＡＦ０８５９３５可以用于鉴别诊断非乙型肝

炎病毒（ＨＢＶ）感染的 ＨＣＣ 患者和 ＨＢＶ 感染的 ＨＣＣ 患

者［１３］。负荷 ＨＣＣ肿瘤小鼠注射ｌｎｃＲＮＡＰＴＥＮＰ１表达质粒

后能有效控制肿瘤生长，抑制瘤内细胞增殖、引发凋亡、自噬和

抑制肿瘤的血管生成［１４］。上述研究表明ｌｎｃＲＮＡｓ在 ＨＣＣ的

发生和发展中发挥重要作用，且具备较好的临床运用潜力。

本研究中结果表明 ＨＣＣ组织和细胞系中ＢＡＮＣＲ表达明

显升高，提示ＢＡＮＣＲ过表达与 ＨＣＣ的发生密切相关。其次，

ＢＡＮＣＲ表达增加与患者 ＨＣＣ的侵袭性临床病理学特征相

关。下调ＢＡＮＣＲ在 Ｈｅｐ３Ｂ细胞中表达水平能降低细胞增
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生，促进细胞凋亡和减弱细胞侵袭和转移。这些发现提示

ＢＡＮＣＲ可能参与 ＨＣＣ发展，可能作为肿瘤治疗的靶分子。

最后，本研究发现ＢＡＮＣＲ高表达的 ＨＣＣ患者的总生存期显

著短于低表达患者。多重变量Ｃｏｘ回归分析表明，ＢＡＮＣＲ过

表达是 ＨＣＣ患者疾病预后不良的独立因素。

研究报道表明ＢＡＮＣＲ是多种人类肿瘤的癌基因，ＢＡＮ

ＣＲ在人类恶性黑色素瘤组织中表达增加与肿瘤晚期相关，且

敲除ＢＡＮＣＲ可以通过丝裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）途径抑

制黑色素瘤细胞增殖和迁移［４，１５］。在结直肠癌中ＢＡＮＣＲ过

表达与患者肿瘤分期和淋巴结转移密切相关，且可以通过

ＥＭＴ机制促进肿瘤细胞转移。与临床非肿瘤组织相比，胃癌

组织中ＢＡＮＣＲ表达显著升高，且ＢＡＮＣＲ表达水平与胃癌患

者临床分期、肿瘤深度、淋巴结转移、远处转移和预后不良呈正

相关［９］。体外研究表明，ＢＡＮＣＲ可以调节视网膜母细胞瘤细

胞增殖、迁移和侵入，且ＢＡＮＣＲ过表达与肿瘤直径、脉络膜侵

入和视神经侵入密切相关［６］。

ＥＭＴ是原位肿瘤细胞获得迁移能力的关键步骤
［１６］，Ｖｉｍ

ｅｎｔｉｎ上调和Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ下调与 ＨＣＣ发展相关
［１７１８］，越来越多

研究证实ｌｎｃＲＮＡｓ，包括ＢＡＮＣＲ，可能参与 ＥＭＴ途径的调

节［１０，１１，１９，２０］。本研究中ＢＡＮＣＲ表达下调后导致 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ下

调和Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ上调，提示ＢＡＮＣＲ可能参与 ＨＣＣ的 ＥＭＴ

调节，进而为ＢＡＮＣＲ相关的细胞高转移倾向提供了合理的

解释。

总之，本研究证实 ＨＣＣ组织和细胞系中ＢＡＮＣＲ表达上

调，且其过表达与肿瘤发展和预后不良密切相关，调控 ＨＣＣ

细胞系中ＢＡＮＣＲ表达会影响细胞的生物学特性。上述结果

提示ＢＡＮＣＲ可能是参与 ＨＣＣ发生和发展的癌基因，可以作

为 ＨＣＣ预后的新型标志物和潜在的治疗靶分子。
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