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  摘 要:目的 探讨环状RNA
 

circCDYL对肝细胞癌(HCC)发生和发展的影响。方法 对cDNA芯片

(包括90对HCC组织和癌旁组织)进行实时荧光定量PCR(qPCR)检测,比较 HCC组织与癌旁组织中circ-
CDYL的表达差异,同时分析HCC组织中circCDYL表达与患者临床资料和预后的关系。构建敲减circCDYL
表达的HCC细胞株HepG2,测定其体外细胞学功能。结果 HCC组织中circCDYL相对表达水平高于癌旁

组织,差异有统计学意义(P<0.05),而且与患者乙型肝炎表面抗原(HBsAg)状态、血管浸润、肝硬化结节个

数、淋巴结转移、TNM分期、复发情况、PD-L1和CTLA-4状态有关联(P<0.05),与患者性别、年龄、肿瘤最大

径及血清AFP水平等均无关联(P>0.05)。体外细胞实验敲减circCDYL后,HCC细胞株 HepG2迁移和侵

袭能力均下降,差异有统计学意义(P<0.05)。在TNMⅠ~Ⅲ期(作为一个整体)及Ⅰ、Ⅱ期 HCC患者中,cir-
cCDYL高表达患者总体生存率和无复发生存率均明显低于低表达患者(P<0.05)。组织中circCDYL的高表

达是HCC患者不良预后的独立危险因素(HR=22.712,P<0.05)。结论 circCDYL可能促进了 HCC细胞

的迁移和侵袭,其高表达提示HCC患者预后不良。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

influence
 

of
 

circular
 

RNA
 

circCDYL
 

on
 

the
 

occurrence
 

and
 

develop-
ment

 

of
 

hepatocellular
 

carcinoma(HCC).Methods The
 

cDNA
 

chips(including
 

90
 

pairs
 

of
 

HCC
 

tissues
 

and
 

adjacent
 

tissues)
 

analysis
 

were
 

performed
 

by
 

using
 

real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR(qPCR).The
 

circ-
CDYL

 

expression
 

levels
 

were
 

compared
 

between
 

HCC
 

tissues
 

and
 

adjacent
 

tissues,and
 

the
 

relationship
 

be-
tween

 

circCDYL
 

expression
 

in
 

HCC
 

tissues
 

and
 

clinical
 

data
 

or
 

prognosis
 

were
 

analyzed.Its
 

in
 

vitro
 

cytological
 

functions
 

were
 

determined
 

after
 

circCDYL
 

was
 

knocked
 

down
 

in
 

HCC
 

cell
 

line.Results The
 

relative
 

expres-
sion

 

of
 

circCDYL
 

in
 

HCC
 

tissues
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

adjacent
 

tissues(P<0.05).CircCDYL
 

expression
 

was
 

related
 

to
 

HBsAg
 

status,vascular
 

infiltration,number
 

of
 

cirrhotic
 

nodules,lymph
 

node
 

metastasis,TNM
 

staging,recurrence,PD-L1
 

and
 

CTLA-4
 

status(P<0.05),but
 

was
 

not
 

related
 

to
 

gender,age,tumor
 

diameter
 

and
 

serum
 

AFP
 

value.After
 

circCDYL
 

was
 

knocked
 

down
 

in
 

HCC
 

cell
 

line
 

HepG2,the
 

migration
 

and
 

invasion
 

ability
 

were
 

decreased
 

in
 

in
 

vitro
 

cell
 

experiments(P<0.05),and
 

the
 

overall
 

survival
 

rate
 

and
 

recurrence-free
 

survival
 

rate
 

of
 

the
 

patients
 

in
 

TNMⅠ-Ⅲ
 

stage(as
 

a
 

whole)
 

orⅠ,Ⅱstage
 

with
 

high
 

circCDYL
 

expression
 

were
 

lower
 

than
 

those
 

of
 

patients
 

with
 

low
 

circCDYL
 

expression(P<0.05).High
 

expression
 

of
 

circCDYL
 

in
 

HCC
 

tissue
 

was
 

an
 

independent
 

risk
 

factor
 

for
 

poor
 

prognosis(HR=22.712,P<0.05).Conclusion circ-
CDYL

 

may
 

promote
 

the
 

migration
 

and
 

invasion
 

of
 

HCC
 

cell
 

and
 

its
 

high
 

expression
 

suggests
 

the
 

poor
 

progno-
sis

 

of
 

HCC
 

patients.
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  超过90%的人类转录体不具备蛋白质编码能力,
但可以转录为非编码RNA(ncRNA),包括微小RNA
(miRNA),长链非编码RNA(lncRNA)和环状RNA

(circRNA)[1]。circRNA由前体 mRNA反向剪接而

成,具有环形共价闭合结构,对核酸外切酶的耐受性

更高,因而具有更高的稳定性[2]。研究人员已在各种
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生物体中鉴定出数千种circRNAs,它们在许多疾病

(尤其是各类癌症)中起到了关键作用[3-6]。circRNA
通过与miRNA结合充当“miRNA海绵”,通过影响

其对目的转录体的降解发挥间接调控的作用。转录

组数据分析发现:环状 Y 样结构域(circCDYL)与
RNA结合蛋白(RBP)的相互作用促进膀胱癌细胞的

增殖和转移,且与患者的不良预后相关[7-8]。目前关

于circCDYL在肝细胞癌(HCC)中的作用尚未完全

阐明,故本研究探讨了 HCC组织及癌旁组织中circ-
CDYL的表达差异,同时分析了 HCC组织中circ-
CDYL的表达与患者临床资料的关系及对预后的影

响,运用体外细胞实验验证了circCDYL对HCC迁移

和侵袭能力的影响。
1 材料与方法

1.1 标本及细胞系来源 cDNA芯片(包括90对

HCC组织和癌旁组织标本提取RNA后逆转录为cD-
NA)由芯超生物科技有限公司提供,包括完整的临

床/病理参数及随访资料,手术时间从2007年6月至

2008年11月,随访截至2012年3月,随访期间死于

HCC的患者32例,患者术前均未接受任何治疗。4
株 HCC 细 胞 (HepG2、QGY-7703、MHCC97-H、
SMMC-7721)和1株正常肝脏上皮细胞(LO2)由中科

院生物化学研究所(上海)提供,细胞在含有10%
 

胎

牛血清(FBS)的DMEM培养基、37
 

℃、5%
 

CO2 孵育

箱中培养。
1.2 方法

1.2.1 circCDYL表达水平检测 使用总RNA抽提

试剂提取 HCC细胞株及正常肝脏上皮细胞的RNA,
之后逆转录为cDNA。使用qPCR试剂在伯乐T100

 

PCR仪上检测细胞株和芯片中circCDYL表达水平。
以甘油醛3-磷酸脱氢酶(GAPDH)作为circCDYL的

内参,测 得 circCDYL 与 GAPDH 的 阈 值 循 环 数

(Ct),运用2—ΔΔCt公式计算circCDYL的相对表达量。
以上检测重复5次。将90例 HCC组织按circCDYL
相对表达水平排序,低于中位数定义为circCDYL低

表达组,高于中位数则定义为circCDYL高表达组。
1.2.2 细胞转染 敲减circCDYL的3条小干扰

RNA(siRNA)由吉凯基因有限公司(上海)提供。将

4×105 个细胞均匀铺在6孔板中孵育,当细胞密度达

到60%~70%时,转染siRNA和阴性对照序列,孵育

48~72
 

h后收集细胞并提取RNA,检测circCDYL的

敲减效率。circCDYL、GAPDH 引物及siRNA寡核

苷酸序列见表1。

表1  实验所用引物及siRNA寡核苷酸序列

基因 用途 正义链(5'-3') 反义链(5'-3')

circCDYL 引物 ACCCACTAGTGCCTCAGGTG TGTCGTCCTCGCTGTCATA

siRNA-1 GUUAACGGGAAAGGUUGAA UUCAACCUUUCCCGUUAACd

siRNA-2 ACGGGAAAGGUUGAAAGGAUU AAUCCUUUCAACCUUUCCCGT

siRNA-3 GGAAAGACCACGAAUCCAA UUGGAUUCGUGGUCUUUCC

GAPDH 引物 AGGTGAAGGTCGGAGTCAA CGCTCCTGGAAGATGGTGA

1.2.3 细胞迁移及侵袭实验 使用无血清DMEM
培养基调整细胞密度约5×105~6×105 个/mL,吸取

300
 

μL悬液加入上层小室中(侵袭实验在迁移实验基

础上多铺一层凝胶),加入500
 

μL
 

10%
 

FBS培养液在

下层小室;孵育24
 

h,将未通过孔筛的细胞拭去,而将

通过孔筛的细胞使用甲醛固定、结晶紫染色,在普通

光学显微镜下计数。
1.3 统计学处理 采用SPSS25.0统计软件进行数

据处理。呈正态分布的计量资料以x±s表示,两组

间比较采用成组t检验或配对t检验。计数资料采用

百分率表示,组间比较采用χ2 检验或Fisher确切概

率法。采 用 Kaplan-Meier曲 线 评 估 circCDYL 对

HCC患者总体生存率和无复发生存率的影响,circ-
CDYL高表达组和低表达组之间生存率的差异比较

采用Log-rank法分析。采用Cox比例风险模型探讨

HCC患者不良预后的影响因素。P<0.05为差异有

统计学意义。

2 结  果

2.1 HCC组织与癌旁组织中circCDYL表达水平的

比较 HCC组织中circCDYL相对表达水平(4.01±
1.63)高于癌旁正常组织(0.74±0.21),差异有统计

学意义(t=17.37,P<0.05)。
2.2 HCC组织中circCDYL相对表达水平与患者临

床/病理参数的关联性 HCC组织中circCDYL表达

与HBsAg状态、血管浸润、肝硬化结节个数、淋巴结

转移、TNM 分期、复发情况、PD-L1和CTLA-4状态

有关联,差异均有统计学意义(P<0.05),而与患者性

别、年龄、肿瘤最大径及血清 AFP水平等均无关联

(P>0.05),见表2。
2.3 circCDYL对 HCC细胞系迁移和侵袭能力的影

响 对4株 HCC 细 胞(HepG2、QGY-7703、MH-
CC97-H、SMMC-7721)和1株 正 常 肝 脏 上 皮 细 胞

(LO2)中circCDYL表达进行检测,结果发现4株

HCC细胞中circCDYL相对表达水平(4.50±0.30、
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2.93±0.21、2.37±0.15、1.60±0.10)均高于正常肝

脏上皮细胞(1.00±0.20),差异均有统计学意义(P<
0.05),见图1A。选取 HepG2转染3个siRNA用以

敲减 circCDYL,其 中 siRNA-1 效 果 最 显 著(P<
0.001),见图1B。选择siRNA-1转染的细胞进行后

续迁移、侵袭实验,敲减circCDYL后,HepG2细胞的

迁移和侵袭能力均下降,差异均有统计学意义(P<
0.05),见图2。

表2  HCC组织中circCDYL的相对表达水平与患者

   临床/病理参数的关联性[n(%)]

临床/病理参数 n
CircCDYL

低表达 高表达
χ2 P

性别 2.589 0.108

 男 79
 

37(46.8) 42(53.2)

 女 11
 

8(72.7) 3(27.3)

年龄(岁) 2.166 0.141

 ≥60 22
 

8(36.4) 14(63.6)

 <60 68
 

37(54.4) 31(46.5)

HBsAg 5.404 0.020

 阴性 19
 

14(73.7) 5(26.3)

 阳性 71
 

31(43.7) 40(56.3)

血管浸润 11.660 0.001

 无 38
 

27(71.1) 11(28.9)

 有 52
 

18(34.6) 34(65.4)

肿瘤最大径(cm) 2.933 0.231

 ≤3 23
 

15(65.2) 8(34.8)

 3~5 39
 

18(46.2) 21(53.8)

 ≥5 28
 

12(42.9) 16(57.1)

肝硬化结节(个) - 0.030*

 0~1 9
 

8(88.9) 1(11.1)

 2~3 81
 

37(45.7) 44(54.3)

淋巴结转移 20.000 <0.001

 无 60
 

40(66.7) 20(33.3)

续表2  HCC组织中circCDYL的相对表达水平与患者

   临床/病理参数的关联性[n(%)]

临床/病理参数 n
CircCDYL

低表达 高表达
χ2 P

 有 30
 

5(16.7) 25(83.3)

TNM分期 32.086 <0.001

 Ⅰ期 63
 

43(68.3) 20(31.7)

 Ⅱ期 25
 

2(8.0) 23(92.0)

 Ⅲ期 2
 

0(0.0) 2(100.0)

AFP(μg/L) 0.272 0.062

 <400 57
 

27(47.4) 30(52.6)

 ≥400 33
 

17(53.1) 15(46.9)

复发情况 33.537 <0.001

 无复发 41
 

35(83.3) 7(16.7)

 有复发 49
 

11(22.4) 38(77.6)

PD-L1 35.000 <0.001

 阴性 48
 

38(79.2) 10(20.8)

 阳性 42
 

7(16.7) 35(83.3)

CTLA-4 32.986 <0.001

 阴性 51
 

39(95.1) 12(4.9) 

 阳性 39
 

6(15.4) 33(84.6)

  注:*表示采用Fisher确切概率法;-表示该项无数据。

2.4 circCDYL相对表达水平与 HCC患者预后之间

的关联性 经生存分析,对 TNMⅠ~Ⅲ期(作为整

体)、Ⅰ期、Ⅱ期的HCC患者分别进行生存分析,circ-
CDYL高表达患者总体生存率均低于低表达患者,差
异具有统计学意义(Log-rank

 

χ2=52.06、30.65、
15.49,P<0.05);circCDYL高表达患者无复发生存

率均低于低表达组,差异有统计学意义(Log-rank
 

χ2

=38.24、28.13、7.63,P<0.05);见图3。Cox比例

风险模型探讨影响 HCC患者不良预后的暴露因素,
发现circCDYL高表达是 HCC患者不良预后的独立

危险因素(HR=22.712,P<0.05),见表3。

  注:A为4种 HCC细胞与正常肝脏上皮细胞(LO2)中circCDYL相对表达水平比较;B为 HepG2细胞系转染siRNA后敲减效果的比较;***

表示P<0.001,**表示P<0.01,*表示P<0.05。

图1  HCC细胞和正常肝脏上皮细胞中circCDYL相对表达水平及敲减效果比较

·928·国际检验医学杂志2022年4月第43卷第7期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,April
 

2022,Vol.43,No.7



  注:A、C表示 HepG2细胞转染siRNA-1后迁移能力明显下降;B、D表示 HepG2细胞转染siRNA-1后侵袭能力明显下降;***表示 P<

0.001;si-NC为对照;si-circCDYL为采用siRNA-1敲减circCDYL;放大倍数为100。

图2  体外细胞实验敲减circCDYL后对 HepG2细胞

迁移和侵袭能力的影响

  注:A、D为对80例TNMⅠ~Ⅲ期 HCC患者进行的评估;B、E为对39例TNMⅡ期患者进行的评估;E、F为对36例Ⅲ期患者进行的评估。

图3  评估 HCC患者circCDYL高、低表达患者总体生存率和无复发生存率的Kaplan-Meier生存曲线

表3  Cox回归分析影响 HCC患者预后的因素

因素
单因素分析

HR HR
 

95%CI P

多因素分析

HR HR
 

95%CI P

性别 1.562 0.877~2.012 >0.05 - - -

年龄 0.404 0.001~1.211 >0.05 - - -

肿瘤最大径 1.895 0.567~3.412 >0.05 - - -

AFP 1.012 0.677~1.654 >0.05 - - -

HBsAg 4.342 2.356~6.987 <0.05 1.321 0.456~2.287 >0.05

血管浸润 3.112 2.177~4.554 <0.05 1.652 0.337~2.881 >0.05

TNM分期 9.672 5.667~14.521 <0.05 1.764 0.892~2.676 >0.05

肝硬化结节 3.132 0.677~5.776 <0.05 1.878 0.134~3.589 >0.05

·038· 国际检验医学杂志2022年4月第43卷第7期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,April
 

2022,Vol.43,No.7



续表3  影响 HCC患者预后的暴露因素相关Cox回归分析

因素
单因素分析

HR HR
 

95%CI P

多因素分析

HR HR
 

95%CI P

淋巴结转移 7.878 4.577~9.978 <0.05 2.779 1.343~4.899 <0.05

复发情况 4.322 2.998~5.688 <0.05 2.899 2.002~5.676 <0.05

CircCDYL表达 63.974 25.654~88.236 <0.05 22.712 12.675~31.564 <0.05

  注:-表示该项无数据。

3 讨  论

  本研究发现,HCC组织中circCDYL相对表达水

平显著高于癌旁组织,这表明circCDYL可能参与了

HCC的发生,其异常表达可能促进肝脏正常上皮细

胞过度增殖,其长期作用会促进肿瘤形成。肿瘤细胞

发生转移一般先侵袭上皮细胞基底面的附着层或微

血管,再经过淋巴循环或血循环形成远处转移,因此

肿瘤细胞亚型是否具有侵袭性、有无局部淋巴结转移

或血管浸润对预后判断起到十分关键的作用[9-12]。进

一步分析发现:circCDYL表达与淋巴结转移和局部

血管浸润有关;体外迁移和侵袭实验验证circCDYL
能促进HCC细胞的迁移和侵袭,提示circCDYL可能

有促进肿瘤细胞发生局部侵袭及远处转移的作用,同
时circCDYL表达水平与患者TNM分期及复发情况

也有关。TNM分期和复发是反映肿瘤进展的重要指

标,TNM 分期越高,患者预后往往不佳[13-14],治疗后

肿瘤复发往往会导致患者的生存期大幅缩短,对患者

的预后有十分不利的影响[15-16],以上结果提示circ-
CDYL与HCC的发展密切相关。circCDYL的表达

与PD-L1和CTLA-4呈阳性有关,PD-L1和CTLA-4
是肿瘤逃脱免疫监视和清除的重要分子,目前新兴肿

瘤治疗的靶点多针对PD-L1和 CTLA-4[17-18],提示

circCDYL可能通过促进PD-L1和CTLA-4表达促进

HCC发生、发展,该推论需要进一步的机制研究来验

证。既往研究表明,circCDYL具有促进套细胞淋巴

瘤细胞增殖的功能[19];但本研究发现circCDYL表达

与肿瘤最大径无关,推测circCDYL与HCC细胞增殖

无关,这种差异可能由于组织特异性造成的。
本研究针对不同TNM分期的 HCC患者进行分

析,发现circCDYL高表达者的总体生存率和无复发

生存率均低于低表达者,同时多因素回归分析发现

HCC组织中circCDYL高表达是促进患者不良预后

的独立危险因素。以上结果提示circCDYL对 HCC
患者预后判断可能具有一定价值,其高表达提示

HCC患者预后不良。
综上所述,circCDYL在HCC组织中的表达水平

显著高于癌旁组织,其可能促进了 HCC细胞的迁移

和侵袭,后期仍需体内实验的进一步验证。其高表达

提示HCC患者预后不良,有望成为新的诊断和预后

标志物。
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