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  摘 要:目的 探讨结直肠癌(CRC)患者血清Linc02381表达及其诊断价值。方法 采用实时荧光定量

PCR法检测CRC患者、结直肠良性疾病患者和体检健康者血清Linc02381相对表达水平,分析CRC患者血清

Linc02381表达与临床病理特征的关系。采用化学发光法检测血清癌胚抗原(CEA)、糖类抗原19-9、细胞角蛋

白19片段 抗 原21-1(CYFRA21-1)和 糖 类 抗 原72-4水 平。绘 制 受 试 者 工 作 特 征 (ROC)曲 线 评 价 血 清

Linc02381及临床常用肿瘤标志物对CRC的诊断价值。结果 CRC组血清Linc02381相对表达水平与结直肠

良性疾病组和健康对照组比较,差异有统计学意义(P<0.05)。CRC患者术前、术后血清Linc02381相对表达

水平分别为2.918(2.173,3.811)和1.809(1.495,2.014),差异有统计学意义(P<0.05)。血清Linc02381高

表达患者组织学分期与血清Linc02381低表达患者比较,差异有统计学意义(P<0.05)。ROC曲线结果显示,

Linc02381、CEA和CYFRA21-1联合诊断CRC的曲线下面积可达0.905。结论 血清Linc02381与CEA、

CYFRA21-1等临床常用肿瘤标志物联合应用,可提高CRC患者的诊断价值。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

expression
 

of
 

serum
 

Linc02381
 

in
 

patients
 

with
 

colorectal
 

cancer
 

(CRC)
 

and
 

its
 

diagnostic
 

value.Methods The
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

serum
 

Linc02381
 

in
 

CRC
 

patients,

patients
 

with
 

benign
 

colorectal
 

diseases
 

and
 

healthy
 

individuals
 

undergoing
 

physical
 

examination
 

were
 

detected
 

by
 

real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR.The
 

relationship
 

between
 

the
 

expression
 

of
 

serum
 

Linc02381
 

in
 

CRC
 

patients
 

and
 

clinicopathological
 

characteristics
 

was
 

analyzed.The
 

levels
 

of
 

serum
 

carcinoembryonic
 

anti-
gen

 

(CEA),carbohydrate
 

antigen
 

19-9,cytokeratin
 

19
 

fragment
 

antigen
 

21-1
 

(CYFRA21-1)
 

and
 

carbohydrate
 

antigen
 

72-4
 

were
 

detected
 

by
 

chemiluminescent
 

immunoassay.The
 

receiver
 

operating
 

characteristic
 

(ROC)
 

curve
 

was
 

drawn
 

to
 

evaluate
 

the
 

diagnostic
 

value
 

of
 

serum
 

Linc02381
 

and
 

commonly
 

used
 

clinical
 

tumor
 

mark-
ers

 

for
 

CRC.Results The
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

serum
 

Linc02381
 

in
 

CRC
 

group
 

was
 

compared
 

with
 

those
 

in
 

benign
 

colorectal
 

diseases
 

group
 

and
 

healthy
 

control
 

group,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

signifi-
cant

 

(P<0.05).The
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

serum
 

Linc02381
 

in
 

CRC
 

patients
 

before
 

and
 

after
 

the
 

opera-
tion

 

were
 

2.918
 

(2.173,3.811)
 

and
 

1.809
 

(1.495,2.014),respectively,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).There
 

was
 

a
 

statistically
 

significant
 

difference
 

in
 

histological
 

stage
 

between
 

patients
 

with
 

high
 

expression
 

of
 

serum
 

Linc02381
 

and
 

those
 

with
 

low
 

expression
 

of
 

serum
 

Linc02381
 

(P<0.05).The
 

results
 

of
 

the
 

ROC
 

curve
 

showed
 

that
 

the
 

area
 

under
 

the
 

curve
 

of
 

the
 

combined
 

diagnosis
 

of
 

CRC
 

by
 

Linc02381,CEA
 

and
 

CYFRA21-1
 

could
 

reach
 

0.905.Conclusion The
 

combined
 

application
 

of
 

serum
 

Linc02381
 

with
 

commonly
 

used
 

clinical
 

such
 

as
 

CEA
 

and
 

CYFRA21-1
 

can
 

improve
 

the
 

diagnostic
 

value
 

of
 

CRC
 

patients.
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  结直肠癌(CRC)是全球最常见的恶性肿瘤之一,
其发病率和病死率分别位居全国第4和第5位[1]。

CRC患者早期症状不明显,大多数患者确诊时已是晚

期。由于耐药性和远处器官转移等因素,晚期CRC
患者的5年生存率约15%,若能早期诊断,5年生存

率可达90%[2]。目前临床常用肿瘤标志物如癌胚抗

原(CEA)、糖类抗原(CA)19-9、CA72-4等在CRC早

期筛查中的灵敏度和特异度均不够理想,因微创、采
样方便、便于动态监测等优点,外周血游离核酸作为

新型肿瘤标志物已成为肿瘤分子生物学研究领域的

一个热点。长链非编码
 

RNA(lncRNA)是一类长度

大于200
 

nt且没有蛋白质编码功能的RNA分子,参
与调控染色质重塑、组蛋白修饰、转录激活及核内运

输等众多生物学进程[3]。lncRNA因在肿瘤中差异表

达、具有时间和组织特异性及多种生物学功能,已被

广泛应用于CRC诊断标志物和治疗靶点研究。长链

基因间非编码RNA(LincRNA)是lncRNA的一种特

殊类 型,不 与 任 何 蛋 白 质 编 码 位 点 相 交[4]。

Linc02381位于12号染色体,据研究报道,它是自噬

和免疫相关分子,与CRC患者的不良预后相关[5-6]。
然而,这些关于Linc02381的结论来源于生物信息学

分析,缺乏在CRC患者实际标本中的验证。本研究

旨在通过实时荧光定量PCR(qPCR)检测CRC患者、
结直肠良性疾病患者和体检健康者血清Linc02381
表达,分析血清Linc02381表达与临床病理参数的关

系,并结合临床常用肿瘤标志物CEA、CA19-9、CA72-
4、细胞角蛋白19片段抗原21-1(CYFRA21-1)的检验

结果进行分析,探讨CRC患者血清Linc02381表达及

其诊断价值。现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2020年2月至2021年6月在

南通大学附属医院(简称本院)就诊的171例CRC患

者为CRC组,51例病理诊断为良性腺瘤或腺瘤性结

肠息肉病的患者为结直肠良性疾病组,138例体检健

康者为健康对照组。CRC患者纳入标准:(1)根据病

理学确诊为CRC;(2)未进行放、化疗及免疫治疗,且
无其他严重并发症;(3)除CRC外无其他恶性肿瘤证

据。CRC患者中男性98例,年龄36~88岁,中位年

龄65岁;结直肠良性疾病患者中男性28例,年龄

29~78岁,中位年龄60岁;体检健康者中男性55例,
年龄39~84岁,中位年龄52岁。根据2017年第8版

美国肿瘤联合会/国际抗 癌 联 盟(AJCC/UICC)的
TNM分期系统对肿瘤进行分期和分级。本研究获得

本院人类研究伦理委员会的批准(伦理审查报告编号

2018-K008)。

1.2 仪器与试剂 LightCycler
 

cobas
 

z
 

480
 

PCR仪

购自德国 Roche公司,逆转录基因扩增仪购自美国

Bio-Rad公司,微量高速冷冻离心机购自日本 Hitachi
公司,Architect

 

I4000
 

SR 购 自 美 国 Abbott公 司,

NanoDrop分光光度计购自美国 Thermo
 

Fisher公

司,移液器购自德国Eppendorf公司。总RNA快速

提取试剂盒购自北京百泰克生物技术有限公司,PCR
 

mix试剂购自南京诺唯赞生物科技有限公司,逆转录

试剂盒购自美国Thermo
 

Fisher公司,Linc02381、18S
 

rRNA等引物合成服务由上海生工生物工程有限公

司提供。

1.3 方法

1.3.1 血清收集 CRC患者接受腹腔镜结(直)肠癌

根治术或开腹结(直)肠癌根治术治疗。收集CRC患

者血清,其中89例CRC患者仅收集其术前血清、48
例患者收集其术前和术后血清,34例患者仅收集其术

后血清,故收集术前血清137例,术后血清82例。另

同期收集结直肠良性疾病患者血清51例及体检健康

者血清138例,所有血清均为本院医学检验科常规检

测剩余标本。
 

1.3.2 血清RNA提取和cDNA制备 根据总RNA
快速提取试剂盒的说明书,严格按照推荐步骤提取血

清总 RNA。采用 NanoDrop分光光度计检测 RNA
样品的浓度和完整性。以260/280

 

nm波长处的吸光

度比值在1.8~2.0表示纯度较好,RNA样品在使用

前保持在-80
 

℃环境下。逆转录反应体系(20
 

μL):

5×反应缓冲液
 

4
 

μL,dNTP
 

2
 

μL,寡聚dT(Oligo
 

dT)1
 

μL,逆转录酶和RNA酶抑制剂各1
 

μL,RNA
 

11
 

μL。各试剂及样品混匀后瞬时离心,置于逆转录

基因扩增仪中,程序设置如下:42
 

℃
 

60
 

min,70
 

℃
 

5
 

min,4
 

℃无限循环。逆转录完成后,将制备的cDNA
置于4

 

℃或-80
 

℃保存。

1.3.3 qPCR检测血清Linc02381表达 配制PCR
体系(20

 

μL):PCR扩增预混合溶液10
 

μL,正反向引

物(10
 

μmol/L)各1
 

μL,cDNA
 

3
 

μL,焦碳酸二乙酯处

理水5
 

μL。各试剂及样品混匀后瞬时离心,整个配制

过程注意避光。PCR程序设定:95
 

℃
 

10
 

min,95
 

℃
 

15
 

s,60
 

℃
 

30
 

s;72
 

℃
 

30
 

s,共45个循环。Linc02381
引物(正向:ATGTTGGGGTGGTGGGGTACAG;反向:

TATGGGCAGGGCTGGAAGGTG)。
  

PCR以18S
 

rRNA为内参,定量方法采用2-ΔΔCt

计算,具体如下:(1)计算不同分组人群的目标基因和

内参基因的 ΔCt,ΔCt
 

=
 

Ct(Linc02381)-Ct(18S
 

rRNA);(2)计算每个样品ΔCt值与健康对照组ΔCt
间的差值(ΔΔCt),ΔΔCt

 

=
 

ΔCt-ΔCt均值(健康对

照组);(3)用公式2-ΔΔCt 计算每个样品相对于健康对

照组的目标基因表达水平,结果以相对于健康对照组

的倍数变化来表示。

1.3.4 临床常用肿瘤标志物检测 采用化学发光法
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检 测 血 清 CEA、CA19-9、CYFRA21-1 和 CA72-4
水平。

1.4 统计学处理 采 用 SPSS20.0和 Graphpad
 

Prism
 

8.0软件进行统计分析和绘图。两个独立样本

比较时,正态分布数据采用双侧t检验,非正态分布

数据以M(P25,P75)表示,采用 Mann-Whitney
 

U 检

验。计数资料以例数和百分率表示,组间比较行χ2

检验。采用ANOVA单因素方差分析进行多组比较。
绘制受试者工作特征(ROC)曲线评价血清Linc02381
及临床常用肿瘤标志物对 CRC的诊断价值。P<
0.05表示差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 各组血清Linc02381表达比较 采用qPCR法

检测血清Linc02381相对表达水平,对PCR扩增产物

进行桑格测序分析,结果见图1。CRC组、结直肠良

性疾病组和健康对照组血清Linc02381相对表达水

平分别为2.173(1.717,2.888)、1.197(0.769,1.454)
和1.057(0.966,1.173)。CRC组血清Linc02381相

对表达水平与结直肠良性疾病组和健康对照组比较,
差异有统计学意义(P<0.05);而结直肠良性疾病组

血清Linc02381相对表达水平与健康对照组比较,差
异无统计学意义(P>0.05)。
2.2 CRC患者术前、术后血清 Linc02381表达比

较 CRC患者术前、术后血清Linc02381相对表达水

平分别 为2.918(2.173,3.811)和1.809(1.495,

2.014),差异有统计学意义(P<0.05)。48例CRC
患者术前、术后血清Linc02381相对表达水平分别为

3.607(1.625,3.580)和2.209(1.376,2.378),差异有

统计学意义(P<0.05)。
2.3 CRC患者术前血清Linc02381表达与临床病理

特征的关系 根据CRC患者术前血清Linc02381表

达中位数分为Linc02381高表达(Linc02381≥2.173)
患者69例和血清 Linc02381低表达(Linc02381<
2.173)患者68例。血清Linc02381高表达患者组织

学分期与血清Linc02381低表达患者比较,差异有统

计学意义(P<0.05)。见表1。

图1  血清Linc02381
 

PCR扩增产物桑格测序结果

表1  CRC患者术前血清Linc02381表达与临床病理特征的关系[n(%)]

参数 n Linc02381低表达(n=68) Linc02381高表达(n=69) χ2 P

性别

 男 78 41(29.9) 37(27.0) 0.622 0.430

 女 59 27(19.7) 32(23.4)

年龄(岁)

 ≤65 69 34(24.8) 35(25.5) 0.007 0.932

 >65 68 34(24.8) 34(24.8)

肿瘤最大径(cm)

 <4 69 36(26.3) 33(24.1) 0.358 0.549

 ≥4 68 32(23.4) 36(26.3)

组织学分期

 差 20 6(4.4) 14(10.2) 6.075 0.048

 中 100 50(36.5) 50(36.5)

 好 17 12(8.8) 5(3.6)

T分期

 T1~T2期 46 23(16.8) 23(16.8) 0.004 0.952

 T3~T4期 91 45(32.8) 46(33.6)

淋巴结转移
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续表1  CRC患者术前血清Linc02381表达与临床病理特征的关系[n(%)]

参数 n Linc02381低表达(n=68) Linc02381高表达(n=69) χ2 P

 是 47 19(13.9) 28(20.4) 2.427 0.119

 否 90 49(35.8) 41(29.9)

神经/脉管侵犯

 阳性 55 29(21.2) 26(19.0) 0.351 0.553

 阴性 82 39(28.5) 43(31.4)

定位

 结肠 71 37(27.0) 34(24.8) 0.362 0.547

 直肠 66 31(22.6) 35(25.5)

形态学特征

 溃疡型 98 51(37.2) 47(34.3) 0.797 0.372

 隆起型 39 17(12.4) 22(16.1)

TNM分期

 Ⅰ~Ⅱ期 80 41(29.9) 39(28.5) 0.201 0.654

 Ⅲ~Ⅳ期 57 27(19.7) 30(21.9)

2.4 血清Linc02381与临床常用肿瘤标志物的诊断

价值 血清Linc02381独立诊断CRC的ROC曲线

分析结果显示,曲线下面积(AUC)为0.782(95%CI:
0.726~0.838)。血清Linc02381、CEA、CA19-9、CY-
FRA21-1和CA72-4独立诊断CRC的 AUC结果显

示,血清Linc02381、CEA和CYFRA21-1作为诊断指

标时,AUC分别为0.782、0.804、0.702(P<0.05)。
然而,CA19-9和CA72-4作为公认的临床常用胃肠道

肿瘤标志物,AUC分别为0.568和0.424。

  采用血清Linc02381相对表达水平区分CRC患

者与体检健康者,当截断值取1.352时,灵敏度为

71.5%,特异度为76.1%,准确度为73.8%。绘制联

合诊断CRC的ROC曲线,并计算 AUC,结果显示,

Linc02381、CEA 和 CYFRA21-1联合诊断 CRC 的

AUC可达0.905。见表2~4和图2、3。
表2  Linc02381和临床常用肿瘤标志物独立诊断

   CRC的评估指标比较

项目 AUC 标准误 P 95%CI

Linc02381 0.782 0.028 <0.001 0.726~0.838

CEA 0.804 0.026 <0.001 0.754~0.855

CYFRA21-1 0.702 0.032 <0.001 0.639~0.764

CA72-4 0.424 0.035 0.030 0.356~0.492

CA19-9 0.568 0.035 0.051 0.500~0.636

表3  Linc02381和临床常用肿瘤标志物独立诊断CRC的价值[%(n/n)]

项目 灵敏度 特异度 准确度 阳性预测值 阴性预测值

Linc02381 71.5(98/137) 76.1(105/138) 73.8(203/275) 74.8(98/131) 72.9(105/144)

CEA 71.5(98/137) 76.1(105/138) 73.8(203/275) 74.8(98/131) 72.9(105/144)

CYFRA21-1 40.9(56/137) 96.4(133/138) 68.7(189/275) 91.8(56/61) 62.1(133/214)

CA19-9 35.8(49/137) 82.6(114/138) 59.3(163/275) 67.1(49/73) 56.4(114/202)

CA72-4 8.8(12/137) 97.1(134/138) 53.1(146/275) 75.0(12/16) 51.7(134/259)

表4  Linc02381和临床常用肿瘤标志物联合诊断CRC的价值

项目 AUC 标准误 P 95%CI

Linc02381+CEA 0.896 0.018 <0.001 0.760~0.932

Linc02381+CYFRA21-1 0.823 0.026 <0.001 0.771~0.875

Linc02381+CEA+CYFRA21-1 0.905 0.018 <0.001 0.869~0.941
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图2  血清Linc02381独立诊断CRC的ROC曲线

图3  Linc02381、CEA和CYFRA21-1联合诊断

CRC的ROC曲线

3 讨  论

  近年来,CRC的发病率逐年升高,且日趋年轻化。

CRC是最常见的恶性肿瘤之一
 [1]。作为一种异质性

疾病,CRC发病机制复杂,抑癌基因失活、癌基因激活

及DNA错配修复相关基因突变等遗传因素和环境因

素对CRC的恶性进展均具有重要意义。随着诊疗技

术飞速发展及诊治水平的提高,我国CRC患者的生

存率呈逐年上升趋势,但仍低于欧美国家。CRC起病

隐匿,患者不易发觉,多数是在肠镜体检中无意发现。
肠镜及病理组织活检是CRC诊断的金标准,因其侵

入性和不适感,一般多用于高危人群的筛查。目前临

床所用的血液肿瘤标志物大多缺乏理想的灵敏度和

特异度,更适合用于已知肿瘤的治疗效果监测[7]。因

此,挖掘一些新型的肿瘤标志物,提高诊断的准确度,
具有重要的研究价值和临床应用前景。

研究表明,LincRNA及其异常表达与CRC的发

生和恶性进展有关,Linc01852在CRC中表达下调,
具有肿瘤抑制作用,可通过抑制PKM2介导的糖酵解

来抑制 CRC 细胞的化学耐药性[8]。Linc00460在

CRC中高表达,可促进上皮间质转化,促进肿瘤细胞

增殖、迁移和侵袭[9]。Linc00659在CRC组织和细胞

中均表达上调,通过激活 Wnt/β-catenin信号通路促

进细胞增殖[10]。HU等[11]发现由Linc00982编码的

新蛋白PRDM16-DT水平下调与CRC患者的恶性表

型和不良预后呈正相关,在CRC转移和耐药过程中

发挥新的调控作用。ZHUANG等[12]发现Linc01232
在CRC细胞中异常高表达,抑制其表达可加重eras-
tin诱导的CRC细胞铁死亡。Linc00707、Linc00963
和 Linc-RoR 在 CRC 组 织 和 细 胞 中 表 达 上 调,而
Linc00312在CRC组织和细胞中的表达水平较低,为
结直肠恶性肿瘤的诊断和治疗引入了新的非编码

RNA[13-16]。众多研究均提示LincRNA 可通过调控

其下游基因表达、编码蛋白等方式在肿瘤诊断、治疗

效果监测、复发及预后等方面发挥重要作用,可用作

新型的肿瘤标志物,与肿瘤组织学检查相比,具有标

本采集方便、便于连续动态监测及对患者的创伤小等

优点[7,17]。
本研究结果发现,CRC患者血清Linc02381相对

表达水平与结直肠良性疾病患者和体检健康者比较,
差异有统计学意义(P<0.05);血清Linc02381高表

达患者组织学分期与血清Linc02381低表达患者比

较,差 异 有 统 计 学 意 义 (P <0.05),提 示 血 清

Linc02381表达有望作为辅助判断CRC患者病情进

展的观察指标。此外,为了验证血清Linc02381表达

在CRC诊断或筛查方面的效能是否优于临床常用肿

瘤标志物,通过绘制ROC曲线比较了Linc02381与

临床常规使用的CEA、CA19-9、CYFRA21-1、CA72-4
的诊断效能,发现单独检测血清Linc02381表达能够

以较好的灵敏度和特异度区分CRC患者与体检健康

者,其AUC与CEA接近,优于CA19-9、CYFRA21-1
和CA72-4,提示血清Linc02381可作为一种新型有效

的CRC生物标志物。本研究CEA表现出了高于临

床实际应用的诊断效能,究其原因,纳入的研究对象

中腺癌居多。CEA虽不是腺癌特异的标志物,但它在

肺腺 癌、结 直 肠 腺 癌 等 多 种 腺 癌 中 水 平 升 高 明

显[18-19]。本研究结果发现,血清 CEA、CYFRA21-1
及Linc02381单独诊断CRC时AUC大于0.7,具有

较好的诊断效能,CEA或CYFRA21-1与Linc02381
联合检测均可提高CRC的诊断准确度,Linc02381、

CEA和 CYFRA21-1联合诊断 CRC的 AUC可达

0.905,诊 断 效 果 最 好。因 此,引 入 新 的 标 志 物

Linc02381,结合CEA和CYFRA21-1等临床常用肿

瘤标志物共同分析,可为患者的诊治提供依据。但是

本研究还存在以下不足:(1)样本量较少,且为单中心

研究,实验结论可能存在一定的片面性,后续将继续

扩大样本量,进一步验证实验结果;(2)本研究仅为血

清学研究,关于Linc02381在CRC组织和细胞中的表

达,以及Linc02381在CRC细胞中的功能和机制还有

待后续进一步探究。
综上所述,血清Linc02381与CEA、CYFRA21-1

等临床常用肿瘤标志物联合应用,可提高CRC患者

的诊断价值。
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