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  摘 要:目的 探讨微小RNA(miR)-452、长链非编码RNA
 

KCNQ1OT1(LncRNA
 

KCNQ1OT1)在肝癌

患者瘤组织中的表达情况及预后的关系。方法 选取2017年9月至2021年6月邯郸市第一医院收治的肝癌

患者92例作为研究对象。对比患者肝癌组织及癌旁组织 miR-452、LncRNA
 

KCNQ1OT1水平,随访至2022
年2月,统计患者预后生存情况,Cox比例风险回归模型分析预后的影响因素,绘制不同 miR-452、LncRNA

 

KCNQ1OT1表达患者Kaplan-Meier生存曲线。结果 肝癌组织miR-452、LncRNA
 

KCNQ1OT1水平高于癌

旁组织,差异有统计学意义(P<0.05);患者1年、3年生存率分别为64.37%(56/87)、42.53%(37/87);校正原

发疾病、临床分期、肿瘤最大径、肿瘤数量、分化程度、Child
 

Pugh分级、合并肝硬化、血管侵犯后,miR-452及

LncRNA
 

KCNQ1OT1表达仍是肝癌患者预后的独立影响因素(P<0.05);拟合模型:h(t,X)=h0(t)exp
(1.188X1+1.326X2),X1 为 miR-452,X2 为 LncRNA

 

KCNQ1OT1,构 建 个 体 PI方 程:PI=1.188X1+
1.326X2;不同 miR-452、LncRNA

 

KCNQ1OT1表达患者生存曲线率比较,差异有统计学意义(P<0.05)。
结论 肝癌患者组织 miR-452、LncRNA

 

KCNQ1OT1水平均呈异常高表达,且高表达情况与3年内高病死风

险有关。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

correlation
 

between
 

the
 

levels
 

of
 

microRNA(miR)-452
 

and
 

long
 

non-coding
 

RNA
 

KCNQlOT1
 

(LncRNA
 

KCNQ1OT1)
 

in
 

tumor
 

tissue
 

of
 

patients
 

with
 

liver
 

cancer
 

and
 

prog-
nosis.Methods Ninety-two

 

patients
 

with
 

liver
 

cancer
 

admitted
 

to
 

the
 

Handan
 

First
 

Hospital
 

from
 

September
 

2017
 

to
 

June
 

2021
 

were
 

selected
 

as
 

research
 

objects.The
 

levels
 

of
 

miR-452
 

and
 

LncRNA
 

KCNQ1OT1
 

in
 

liver
 

cancer
 

tissues
 

and
 

adjacent
 

tissues
 

of
 

patients
 

were
 

compared.The
 

patients
 

were
 

followed
 

up
 

until
 

February
 

2022,and
 

the
 

prognosis
 

and
 

survival
 

of
 

the
 

patients
 

were
 

counted.Cox
 

proportional
 

hazards
 

regression
 

model
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

prognostic
 

factors.The
 

Kaplan-Meier
 

survival
 

curves
 

of
 

patients
 

with
 

different
 

miR-452
 

and
 

LncRNA
 

KCNQ1OT1
 

expression
 

were
 

drawn.Results The
 

levels
 

of
 

miR-452
 

and
 

LncRNA
 

KCNQ1OT1
 

in
 

liver
 

cancer
 

tissues
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

adjacent
 

tissues,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

1-year
 

and
 

3-year
 

survival
 

rates
 

of
 

patients
 

were
 

64.37%
 

(56/87)
 

and
 

42.53%
 

(37/87),re-
spectively.After

 

adjustment
 

for
 

primary
 

disease,clinical
 

stage,maximum
 

tumor
 

diameter,tumor
 

number,de-
gree

 

of
 

differentiation,Child
 

Pugh
 

grade,liver
 

cirrhosis,and
 

vascular
 

invasion,the
 

expression
 

of
 

miR-452
 

and
 

LncRNA
 

KCNQ1OT1
 

were
 

still
 

independent
 

prognostic
 

factors
 

in
 

patients
 

with
 

liver
 

cancer
 

(P<0.05).The
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fitted
 

model
 

was:h(t,X)=h0(t)exp(1.188X1+1.326X2),X1
 was

 

miR-452,X2
 was

 

LncRNA
 

KCNQ1OT1.
The

 

individual
 

PI
 

equation
 

was
 

constructed:PI=1.188X1+1.326X2.The
 

survival
 

curve
 

rates
 

of
 

patients
 

with
 

different
 

miR-452
 

and
 

LncRNA
 

KCNQ1OT1
 

expressions
 

were
 

compared,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Conclusion The
 

levels
 

of
 

miR-452
 

and
 

LncRNA
 

KCNQ1OT1
 

in
 

the
 

tissues
 

of
 

patients
 

with
 

liver
 

cancer
 

are
 

abnormally
 

high,and
 

high
 

expression
 

is
 

associated
 

with
 

high
 

risk
 

of
 

death
 

within
 

3
 

years.
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  肝癌是全球范围内第五大恶性肿瘤疾病[1]。近

年随医疗技术发展,尽管肝癌治疗手段,如根治术、介
入术、靶向治疗等已取得显著成果,但根治术后5年

复发及转移率仍高达70%,且多数患者在术后2年内

复发[2]。因此,积极探索肝癌复发相关机制对临床个

体化评估复发风险,积极完善治疗方案至关重要。长

链非编码RNA(LncRNA)是无蛋白编码功能、长度大

于200个核苷酸的一类转录本,其中LncRNA
 

KC-
NQ1OT1是近年新发现1ncRNA家族成员,相继有

研究提出,LncRNA
 

KCNQ1OT1能通过结合转录因

子、竞争性吸附微小RNA(miR)等方式参与X染色

质失活及肿瘤发生发展等多个生理病理过程[3-4]。LI
 

等[5]通过体外实验发现,LncRNA
 

KCNQ1OT1可特

异性吸附 miR而增强肝癌细胞增殖能力。miR-452
是定位在 Xq28上的 miR家族新发现成员,研究显

示,其能与多个基因靶向结合而参与肿瘤生物学进

程,如miR-452表达下调能促使胶质瘤细胞干性特征

及肿瘤形成[6]。本研究探讨 miR-452、LncRNA
 

KC-
NQ1OT1表达对肝癌发生发展及预后的影响,旨在为

临床探明相关机制提供参考。现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2017年9月至2021年6月邯

郸市第一医院收治的肝癌患者92例作为研究对象。
纳入标准:(1)符合肝癌诊断标准[7];(2)原发性肝癌;
(3)首次确诊,入组前无相关治疗史;(4)临床资料及

随访记录详细、完整;(5)预计生存期>3个月;(6)知
情研究内容,签署同意书。排除标准:(1)合并其他肿

瘤疾病;(2)存在严重肝、肾、心功能缺陷;(3)Karnof-
sky(KPS)评分<70分;(4)存在腹部手术史。

1.2 方法 均结合患者病情及意愿等进行根治术、
介入术等方法治疗,术中留取或通过穿刺取肝癌组

织、癌旁组织超声匀浆,加 TrizolTM
 

Reagent试剂1
 

mL(美国英杰生命技术有限公司,货号:15596018),
室温静置10

 

min,加氯仿340
 

μL,振荡,离心10
 

min
(4

 

℃,12
 

000
 

r/min),加等体积异丙醇,振荡,室温反

应10
 

min,离心10
 

min(4
 

℃,12
 

000
 

r/min),弃上清,
室温静置15

 

min,焦碳酸二乙酯溶解,取RNA
 

1
 

μL,
琼脂糖凝胶电泳检测完整性,核酸蛋白分析仪测纯

度,逆转录成cDNA,进行 PCR 扩增。条件设置:

95
 

℃
 

5
 

min预变性,93
 

℃
 

10
 

s变性,61
 

℃
 

30
 

s,共40

个循 环。2-ΔΔCt 法 计 算 miR-452表 达 量、LncRNA
 

KCNQ1OT1表达量,以3-磷酸甘油醛脱氢酶(GAP-
DH)为 内 参。引 物 序 列:miR-452 上 游 引 物 5'-
GCGAA-CTGTTTGCAGAGG-3',下 游 引 物 5'-
CAGTGCGTGTCGTGGAGT-3';LncRNA

 

KCNQ1OT1
上游引物5'-CTTTGCAGCAACCTCCTTGT-3',下
游 引 物 5'-TGGGGTGAGGGATCTGAA-3';GAP-
DH 上 游 引 物 5'-ACATCGCTCAGACACCATGG-
3',下游引物5'-GTAGTTGAGGTCAATGAAGGG-
3'。通过电话、门诊和住院复查等方式随访记录患者

生存情况,随访频率为确诊后第1年间隔3个月随访

1次,此后每年随访1次。总体随访时间为首次入院

时间至死亡时间或末次随访时间。

1.3 观察指标 (1)对比肝癌组织及癌旁组织 miR-
452、LncRNA

 

KCNQ1OT1水平。(2)所有患者均随

访至2022年2月,统计患者预后生存情况。(3)肝癌

患者预后单因素分析。(4)对相关因素进行多重共线

性检验。(5)分析预后的影响因素。(6)绘制不同

miR-452、LncRNA
 

KCNQ1OT1表 达 患 者 Kaplan-
Meier生存曲线。

1.4 统计学处理 采用统计软件SPSS25.0对数据

进行分析。miR-452、LncRNA
 

KCNQ1OT1水平为

计量资料,进行 Kolmogorov-Smirnov正态性检验确

认符合正态分布,以x±s描述,肝癌组织及癌旁组织

miR-452、LncRNA
 

KCNQ1OT1水平经Bartlett方差

齐性检验不具备方差齐性,经t'检验,计数资料以例

数或百分率描述,不同患者间二分类资料或样本构成

比资料比较采用χ2 检验。对单因素分析中P<0.05
的因素进行多重共线性检验,方差膨胀因子(VIF)<5
及容差>0.2时认为不存在多重共线性,纳入Cox比

例风险回归模型分析。Kaplan-Meier生存曲线分析

不同 miR-452、LncRNA
 

KCNQ1OT1表达患者生存

情况,组间比较采用Log-rank检验。α=0.05为检验

水准。P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 对比肝癌组织及癌旁组织 miR-452、LncRNA
 

KCNQ1OT1水 平  肝 癌 组 织 miR-452、LncRNA
 

KCNQ1OT1水平高于癌旁组织,差异有统计学意义

(P<0.05)。见表1。

2.2 生存情况 92例患者随访至2022年2月,87
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例获得随访,随访时间3~54个月,中位随访时间为

26个月,患者生存时间为3~54个月,中位生存时间

为24个月,1年、3年生存率分别为64.37%(56/87)、
42.53%(37/87)。
2.3 肝癌患者预后单因素分析 年龄、性别、民族、
婚姻状况、病理学类型、住院治疗时间、肝外侵犯、吸
烟、饮酒、治疗方案与肝癌患者3年生存率无关(P>
0.05),原发疾病、临床分期、肿瘤最大径、肿瘤数量、
分化程度、Child

 

Pugh分级、合并肝硬化、血管侵犯、
miR-452及LncRNA

 

KCNQ1OT1表达与肝癌患者3
年生存率有关(P<0.05)。见表2。

表1  对比肝癌组织及癌旁组织 miR-452、LncRNA
 

   KCNQ1OT1水平(x±s)

项目 n miR-452 LncRNA
 

KCNQ1OT1

肝癌组织 92 3.08±0.85 4.83±1.02

癌旁组织 92 0.53±0.22 1.20±0.42

t' 27.857 31.564

P <0.001 <0.001

表2  肝癌患者预后单因素分析[n(%)]

特征 赋值 n
3年生存率

[n(%)]
χ2 P

年龄(岁)

 <60 1 45 20(44.44) 0.140 0.708

 ≥60 2 42 17(40.48)

性别

 男 1 72 28(38.89) 2.264 0.132

 女 2 15 9(60.00)

民族

 汉族 1 78 32(41.03) 0.697 0.404

 少数民族 2 9 5(55.56)

婚姻状况

 已婚 1 72 29(40.28) 0.866 0.352

 其他 2 15 8(53.33)

病理学类型

 肝细胞癌 1 79 34(43.04) 0.005 0.942

 其他 2 8 3(37.50)

原发疾病

 乙型肝炎 1 51 17(33.33) 4.264 0.039

 其他 2 36 20(55.56)

住院治疗时间(d)

 <10 1 22 8(36.36) 1.602 0.449

 10~30 2 55 23(41.82)

 >30 3 10 6(60.00)

续表2  肝癌患者预后单因素分析[n(%)]

特征 赋值 n
3年生存率

[n(%)]
χ2 P

临床分期

 Ⅰ期 1 13 9(69.23) 10.527 0.015

 Ⅱ期 2 30 16(53.33)

 Ⅲ期 3 23 8(34.78)

 Ⅳ期 4 21 4(19.05)

肿瘤最大径(cm)

 ≤5 1 35 21(60.00) 7.313 0.007

 >5 2 52 16(30.77)

肿瘤数量

 单发 1 67 33(49.25) 4.262 0.039

 多发 2 20 4(20.00)

分化程度

 低分化 1 32 7(21.88) 14.547 0.001

 中分化 2 30 12(40.00)

 高分化 3 25 18(72.00)

Child
 

Pugh分级

 A级 1 26 16(61.54) 6.921 0.031

 B级 2 37 15(40.54)

 C级 3 24 6(25.00)

合并肝硬化

 无 0 20 14(70.00) 6.626 0.010

 有 1 67 23(34.33)

血管侵犯

 无 0 56 29(51.79) 5.510 0.019

 有 1 31 8(25.81)

肝外侵犯

 无 0 79 36(44.30) 0.459 0.498

 有 1 8 1(25.00)

吸烟

 否 0 65 29(44.62) 0.458 0.499

 是 1 22 8(36.36)

饮酒

 否 0 67 29(43.28) 0.068 0.794

 是 1 20 8(40.00)

治疗方案

 根治术 1 30 14(46.67) 0.462 0.794

 介入术 2 28 12(42.86)

 其他 3 29 11(37.93)

miR-452

 低表达 1 42 23(54.76) 4.972 0.026

 高表达 2 45 14(31.11)

LncRNA
 

KCNQ1OT1

 低表达 1 40 22(55.00) 4.712 0.030

 高表达 2 47 15(31.91)

  注:肝癌组织 miR-452、LncRNA
 

KCNQ1OT1水平均以均数为界

值划分,≥均数值为高表达,<均数值为低表达。

2.4 相关因素的多重共线性检验 将原发疾病、临

·586·国际检验医学杂志2023年3月第44卷第6期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,March
 

2023,Vol.44,No.6



床分期、肿瘤最大径、肿瘤数量、分化程度、Child
 

Pugh
分级、合并肝硬化、血管侵犯、miR-452及 LncRNA

 

KCNQ1OT1表达进行多重共线性检验,发现上述因

素容差为0.321~0.527,VIF为1.897~3.116,多重

共线可能性低。见表3。
表3  相关因素的多重共线性检验

因素 容差 VIF

原发疾病 0.499 2.005

临床分期 0.398 2.510

肿瘤最大径 0.359 2.783

肿瘤数量 0.333 3.002

分化程度 0.337 2.964

Child
 

Pugh分级 0.321 3.116

合并肝硬化 0.357 2.803

血管侵犯 0.371 2.692

miR-452 0.527 1.897

LncRNA
 

KCNQ1OT1 0.525 1.905

2.5 预后的多因素分析 将原发疾病、临床分期、肿
瘤最大径、肿瘤数量、分化程度、Child

 

Pugh分级、合
并肝 硬 化、血 管 侵 犯、miR-452 及 LncRNA

 

KC-

NQ1OT1表达为自变量,3年生存结局(生存=0,死
亡=1)作为因变量,进行Cox比例风险回归方程分

析,结果发现,校正原发疾病、临床分期、肿瘤最大径、
肿瘤数量、分化程度、Child

 

Pugh分级、合并肝硬化、
血管侵犯后,miR-452及LncRNA

 

KCNQ1OT1表达

仍是肝癌患者预后的独立影响因素(P<0.05)。拟合

模型:h(t,X)=h0(t)exp(1.188X1+1.326X2)。X1

为miR-452,X2 为LncRNA
 

KCNQ1OT1。构建个体

PI方程:PI=1.188X1+1.326X2。见表4。
2.6 Kaplan-Meier生存曲线 肝癌组织 miR-452
(χ2=7.127,P =0.008)、LncRNA

 

KCNQ1OT1
(χ2=6.079,P=0.014)低表达患者生存率高于高表

达患者,差异有统计学意义(P<0.05)。见图1、2。

图1  不同 miR-452表达患者生存曲线

表4  预后的多因素分析

变量 β SE Wald
 

χ2 P HR 95%CI

原发疾病 -0.223 0.405 0.304 0.573 0.800 0.203~3.152

临床分期 0.639 0.388 2.713 0.107 1.895 0.602~5.964

肿瘤最大径 0.466 0.371 1.580 0.145 1.594 0.523~4.859

肿瘤数量 0.381 0.409 0.866 0.368 1.463 0.402~5.325

分化程度 -0.370 0.361 1.049 0.201 0.691 0.158~3.021

Child
 

Pugh分级 0.515 0.413 1.552 0.156 1.673 0.398~7.032

合并肝硬化 0.518 0.402 1.660 0.135 1.679 0.478~5.895

血管侵犯 0.690 0.389 3.148 0.069 1.994 0.569~6.989

miR-452 1.188 0.336 8.604 0.005 3.280 1.469~7.325

LncRNA
 

KCNQ1OT1 1.326 0.307 11.682 <0.001 3.767 1.724~8.229

图2  不同LncRNA
 

KCNQ1OT1表达患者生存曲线

3 讨  论

  肝癌是源自上皮或间叶组织的一种恶性肿瘤,生

长活跃,易侵袭包膜及血管发生扩散、转移,其复发风

险高,患者预后差[8-10]。而积极明确造成肝癌患者预

后差的分子相关机制是指导临床现实个体化治疗,改
善预后的关键环节。

miR-452是miRNAs家族新近发现的成员,有研

究显示,敲减miR-452后乳腺癌细胞耐药性较野生型

显著提高[11];miR-452能通过调控 Hedgehog信号通

路影响胃癌细胞增殖、迁移[12]。上述研究均说 明

miR-452在肿瘤发生发展中可能发挥抑癌分子作用,
但其在肝癌中的生物学行为是否与此一致尚无定论。
本研究发现,肝癌组织 miR-452表达高于癌旁组织,
与靖洁[13]报道结果一致。此外,本研究还发现,癌组
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织miR-452高表达患者3年生存率偏低。分析机制

可能是,CDKNlB基因作为抑癌基因在不同肿瘤中的

表达具有时空差异性,而在肝癌细胞内 miR-452可靶

向抑制CDKNlB基因表达为原始癌细胞的定植、增殖

等创造有利条件[14-15]。因此,当 miR-452高表达时一

方面可直接促进肝癌的发生发展,另一方面可在一定

程度上帮助肝癌细胞免疫逃逸。此外,miR-452还可

特异性抑制糖原合成酶激酶3β活性,激活 Wnt通路

最终导致肝癌细胞上皮间充质转化。上述研究结果

提示,miR-452在肝癌中发挥促癌分子作用,其高表

达可能是造成此类患者预后不良的主要因素之一。
本研究进一步对不同 miR-452表达患者生存情况进

行分析,结果发现,miR-452高表达时相对低表达患

者病死风险增加2.280倍,客观说明 miR-452表达与

肝癌患者预后呈独立相关。
LncRNA 是 区 别 于 miRNA 的 一 种 非 编 码

RNA,主要作用是参与编码基因所表达调控表观遗传

学机制。LncRNA
 

KCNQ1OT1是由RNA聚合酶Ⅱ
编码的一种中等稳定核苷酸转录本,最初发现在克威

思-威德曼综合征中异常表达,有研究报道,其高表达

时可通过增强肝癌细胞增殖、耐药活性而影响肝癌放

化疗效果,且敲除LncRNA
 

KCNQ1OT1后,肝癌干

细胞成球能力、增殖能力和克隆能力显著降低[16-18]。
本研究发现,肝癌组织LncRNA

 

KCNQ1OT1表达高

于癌旁组织,差异有统计学意义(P<0.05),此与上述

特征一致,但肝癌患者,尤其是进行根治术的患者,癌
组织LncRNA

 

KCNQ1OT1表达是否与预后密切相

关尚无定论。本研究发现,治疗方案与肝癌患者预后

无关,但LncRNA
 

KCNQ1OT1高表达时,患者生存

率显 著 降 低。据 此 推 测,癌 组 织 LncRNA
 

KC-
NQ1OT1高表达可能与肝癌患者预后不良有关。但

近年多项研究均表明,造成肝癌患者预后差的因素较

多,包括合并肝硬化、肝外侵犯等[19-20]。本研究结果

也发现,不同原发疾病、临床分期、肿瘤最大径、肝外

侵犯患者间3年生存率存在差异(P<0.05),即肝癌

患者预后可能是多因素、多过程共同作用的结果。但

本研究继续Cox比例风险回归方程分析发现,校正原

发疾病、临床分期、肿瘤最大径、肿瘤数量等混杂因素

后仅miR-452、LncRNA
 

KCNQ1OT1进入方程(P<
0.05)。可能是因肝癌本身恶性程度较高,而 Ln-
cRNA

 

KCNQ1OT1会进一步强化肝癌的恶性行为,
当LncRNA

 

KCNQ1OT1高表达时,甚至在早期已存

在恶性细胞的转移、扩散,因此,早期患者进行根治术

治疗 后 尽 管 联 合 放 化 疗 治 疗,但 受 LncRNA
 

KC-
NQ1OT1增强肝癌细胞的耐药性及 miR-452促进癌

细胞免疫逃逸等影响会造成无效治疗并最终呈现为

患者预后较差。本研究也发现,miR-452、LncRNA
 

KCNQ1OT1高表达患者生存率较低,进一步提示当

肝癌组织 miR-452、LncRNA
 

KCNQ1OT1高表达时

临床需积极完善干预方案,确保患者获益更佳。
综上所述,肝癌患者组织miR-452、LncRNA

 

KC-
NQ1OT1水平均呈异常高表达,二者高表达会影响患

者预后生存情况。但本研究不足之处在于初次对肝

癌组织 miR-452、LncRNA
 

KCNQ1OT1与预后间关

系探讨,二者间是否存在相互作用尚未明确,可作为

今后研究的方向。
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