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  摘 要:目的 探 讨 食 管 鳞 状 细 胞 癌 (ESCC)患 者 血 清 长 链 非 编 码 肿 瘤 抑 制 候 选 基 因-7(lncRNA-
TUSC7)、长链非编码尿路上皮癌相关基因1(lncRNA-UCA1)表达与血管生成拟态(VM)的关系及意义。
方法 回顾性分析2020年3月至2021年12月经该院确诊为ESCC的133例患者,按照是否形成VM将其分

为有VM组76例及无VM组57例,实时荧光定量聚合酶链反应(qPCR)检测两组患者血清lncRNA-TUSC7、
lncRNA-UCA1表达;分析lncRNA-TUSC7、lncRNA-UCA1表达与ESCC患者不同临床参数之间的关 系;
Spearman相关系数分析lncRNA-TUSC7、lncRNA-UCA1表达与VM 生成之间的相关性;受试者工作特征曲

线(ROC曲线)分析联合lncRNA-TUSC7、lncRNA-UCA1检测对ESCC患者形成VM的预测效能。结果 相

比于无VM组,VM组患者lncRNA-TUSC7表达显著降低,而lncRNA-UCA1表达显著增高,差异有统计学意

义(P<0.05);lncRNA-TUSC7与ESCC患者肿瘤分化程度、临床分期、淋巴结转移情况及是否发生VM 具有

密切联系(均P<0.05);lncRNA-UCA1与ESCC患者肿瘤分化程度、临床分期、淋巴结转移情况、浸润程度及

是否发生VM具有密切联系(均P<0.05);Spearman相关系数显示,lncRNA-TUSC7与VM生成之间呈负相

关(r=-0.782,P<0.001),而lncRNA-UCA1与VM生成之间呈正相关(r=0.766,P<0.001)。ROC曲线

显示lncRNA-TUSC7、lncRNA-UCA1联合检测的曲线下面积显著高于单一检测(Z=2.428,P<0.05),灵敏

度为89.40%,特异度为83.20%,对ESCC发生VM 具有较高的诊断效能。结论 通过定时监测ESCC患者

lncRNA-TUSC7、lncRNA-UCA1表达能够对其是否合并VM做出有效评估,并对及时采取治疗措施预防奠定

了可信的生物标志物基础,同时也为日后靶向治疗ESCC合并VM患者提供了可能的治疗靶点,具有较为深远

的临床意义。
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Abstract:Objective To
 

investigate
 

the
 

relationship
 

between
 

the
 

expression
 

of
 

long
 

non-coding
 

tumor
 

sup-
pressor

 

candidate
 

gene
 

7
 

(lncRNA-TUSC7)
 

and
 

long
 

non-coding
 

urothelial
 

carcinoma
 

associated
 

gene
 

1
 

(ln-
cRNA-UCA1)

 

and
 

vasculogenic
  

mimicry
 

(VM)
 

in
 

patients
 

with
 

esophageal
 

squamous
 

cell
 

carcinoma
 

(ESCC).
Methods 133

 

patients
 

diagnosed
 

with
 

ESCC
 

in
 

a
 

hospital
 

from
 

March
 

2020
 

to
 

December
 

2021
 

were
 

retrospec-
tively

 

analyzed
 

and
 

divided
 

into
 

VM
 

group
 

(n=76)
 

and
 

NON-VM
 

group
 

(n=57)
 

according
 

to
 

whether
 

they
 

had
 

formed
 

VM.The
 

expression
 

of
 

lncRNA-TUSC7
 

and
 

lncRNA-UCA1
 

in
 

serum
 

of
 

2
 

groups
 

were
 

detected
 

by
 

real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR
 

(qPCR).The
 

relationship
 

between
 

lncRNA-TUSC7
 

and
 

lncRNA-
UCA1

 

expression
 

and
 

different
 

clinical
 

parameters
 

of
 

ESCC
 

patients
 

was
 

analyzed.Spearman
 

correlation
 

coef-
ficient

 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

correlation
 

between
 

lncrNa-Tusc7
 

and
 

lncRNA-UCA1
 

expression
 

and
 

VM
 

gen-
eration.The

 

predictive
 

efficacy
 

of
 

receiver
 

operating
 

characteristic
 

curve
 

(ROC
 

curve)
 

analysis
 

combined
 

with
 

lncRNA-TUSC7
 

and
 

lncRNA-UCA1
 

for
 

VM
 

formation
 

in
 

ESCC
 

patients.Results Compared
 

with
 

the
 

non-
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VM
 

group,the
 

expression
 

of
 

lncRNA-TUSC7
 

in
 

VM
 

group
 

was
 

significantly
 

decreased,while
 

the
 

expression
 

of
 

lncRNA-UCA1
 

was
 

significantly
 

increased,with
 

statistical
 

significance
 

(P<0.05).lncRNA-TUSC7
 

was
 

closely
 

associated
 

with
 

tumor
 

differentiation,clinical
 

stage,lymph
 

node
 

metastasis
 

and
 

whether
 

VM
 

occurred
 

in
 

ESCC
 

patients
 

(all
 

P<0.05).The
 

results
 

showed
 

that
 

lncRNA-UCA1
 

was
 

closely
 

correlated
 

with
 

tumor
 

differentiation,clinical
 

stage,lymph
 

node
 

metastasis,invasion
 

degree
 

and
 

VM
 

occurrence
 

in
 

ESCC
 

patients
 

(all
 

P<0.05).Spearman
 

correlation
 

coefficient
 

showed
 

that
 

lncRNA-TUSC7
 

was
 

negatively
 

correlated
 

with
 

VM
 

generation
 

(r=-0.782,P<0.001),while
 

lncRNA-UCA1
 

was
 

positively
 

correlated
 

with
 

VM
 

generation
 

(r=
0.766,P<0.001).ROC

 

curve
 

showed
 

that
 

the
 

area
 

under
 

the
 

curve
 

of
 

lncRNA-TUSC7
 

and
 

lncRNA-UCA1
 

combined
 

detection
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

single
 

detection
 

(Z=2.428,P<0.05),with
 

a
 

sensi-
tivity

 

of
 

89.40%
 

and
 

specificity
 

of
 

83.20%,showing
 

high
 

diagnostic
 

efficiency
 

for
 

ESCC
 

occurrence
 

VM.Con-
clusion For

 

patients
 

with
 

ESCC
 

with
 

VM,the
 

expression
 

of
 

lncRNA-TUSC7
 

is
 

decreased
 

and
 

the
 

expression
 

of
 

lncRNA-UCA1
 

is
 

increased.The
 

postoperative
 

VM
 

can
 

be
 

evaluated
 

by
 

monitoring
 

the
 

above
 

serum
 

indica-
tors

 

regularly,and
 

corresponding
 

measures
 

can
 

be
 

taken
 

to
 

prevent
 

the
 

further
 

development
 

of
 

the
 

disease
 

in
 

time.
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  食管鳞状细胞癌(ESCC)是发生于食道且病理类

型为鳞状细胞癌的恶性肿瘤,约占临床中所有食道癌

类型的90%,ESCC患者常表现为吞咽困难,且随着

病情加重还有可能出现病灶转移[1]。有研究显示在

肿瘤复发与转移过程中,由于血管生成过程作为能够

为肿瘤生长提供所需要的营养,因此也是造成肿瘤不

断复发及病灶持续转移的重要因素[2]。而血管生成

拟态(VM)作为不同于传统的肿瘤新生血管,目前临

床证实其与多种因子如血管内皮生长因子、迁移诱导

蛋白7等具有密切联系[3-4]。长链非编码 RNA(ln-
cRNA)作为人体肿瘤组织及体液中存在的一种长度

大于200
 

bp的核苷酸分子,众多研究表明其与多数恶

性肿瘤细胞的侵袭、转移具有密切联系[5-6]。其中肿

瘤抑制候选基因7(TUSC7)在ESCC患者中呈现低

表达从而促进细胞凋亡,而尿路上皮癌相关基因1
(UCA1)在ESCC患者中的特异性表达也同样提示其

与肿瘤的发展存在密切联系[7-8]。但两者与ESCC患

者发生VM之间的关系暂未有研究阐明,因此本研究

通过选取133例ESCC患者,并采用实时荧光定量聚

合酶联反应(qPCR)检测其血清lncRNA-TUSC7、ln-
cRNA-UCA1,进一步分析两者与 VM 之间的关系,
现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料 回顾性分析2020年3月至2021年

12月经本院确诊为ESCC的133例患者,按照是否形

成VM将其分为VM组76例及无VM组57例,其中

VM 组 男37例,女 39 例,年 龄 32~64 岁,平 均

(51.12±7.74)岁;无 VM 组中男25例,女32例,年
龄33~65岁,平均(51.63±7.52)岁,两组基线资料

比较,差异无统计学意义(P>0.05),具有可比性。所

有纳入研究的患者对本研究所采取的检测方式及研

究目的均获得知情权,并签署知情同意书,本研究所

获取的临床资料及一般信息均采取保密措施,不做其

他用途。纳入标准:(1)所选取的ESCC患者符合文

献[9]的ESCC诊断标准;(2)临床资料及一般信息完

整;(3)签署知情同意书;(4)依从性较高,能够配合研

究进行。排除标准:(1)伴有精神类疾病;(2)研究过

程中私自服用药物导致研究结果产生偏差;(3)伴有

肝、肾、心功能严重障碍;(4)伴有先天性免疫功能

缺陷。
1.2 方法

1.2.1 qPCR检测血清lncRNA-TUSC7、lncRNA-
UCA1表达 lncRNA-TUSC7、lncRNA-UCA1表达

均采用qPCR进行检测,具体操作如下,两组患者均

于清晨空腹状态采取外周血5
 

mL,放入离心机(美国

Themor公司)中,以3
 

500
 

r/min(离心半径:13.5
 

cm)离心10
 

min,离心完毕后分离上层血清并放置

于-70
 

℃的冰箱中保存以待检测。取待测血清并采

用Trizol法提取血清总RNA,在每1
 

mL的Trizol试

剂裂解样中加入0.2
 

mL氯仿(成都市科龙化工试剂

厂),并剧烈振荡15
 

s后在15~30
 

℃的条件下孵育3
 

min,4
 

℃下12
 

000
 

r/min离心15
 

min;离心后混合液

体将分为下层的红色酚氯仿相,中间层及无色水相上

层;
 

将水相上层转移到干净无RNA酶的离心管中。
加等体积异丙醇混合以沉淀其中的 RNA,混匀后

15~30
 

℃孵育10
 

min后,于4
 

℃下12
 

000
 

r/min
 

离

心10
 

min;移去上清液,每1
 

mLTrizol试剂裂解的样

品中加入至少1
 

mL的75%乙醇(成都市科龙化工试

剂厂)混匀后,4
 

℃下7
 

000
 

r/min离心5
 

min;小心吸

去大部分乙醇溶液,使RNA沉淀在室温空气中干燥

5~10
 

min;溶解RNA时,先加入无RNA酶的水40
 

μL用枪反复吹打几次,使其完全溶解,获得的RNA
溶液保存于-80

 

℃待用;在4
 

℃对其完整度及纯度进

行检验,RNA溶液的A260/A280 即为RNA纯度,比值
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1.8~2.1;在条件为42
 

℃
 

60
 

min,70
 

℃
 

10
 

min下进

行逆转录并在4
 

℃下进行保存;采用3
 

g/dL琼脂糖

凝胶电泳分析扩增产物,并用花青素溴化乙锭染色,
采用凝胶成像仪获取Ct值,其变化以ΔCt表示;以18

 

s作为内参,序列为上游5'-CAGCCACCCGAGATT-
GAGCA-3',下游5'-TAG

 

TAG
 

CGACGGGCGGT-
GTG-3';lncRNA-UCA1 序 列 为 上 游 5'-CTCTC-
CATTGGGTTCACCATTC-3',下游5'-GCGGCAG-
GTCTTAAGAGATGAG-3';lncRNA-TUSC7 序 列

为上 游 5'-CATACAGAAGGCACCTCAA-3',下 游

5'-GTCAGAGCA
 

GTCACACTT-3',采用2-ΔΔCt 法

计算lncRNA-TUSC7、lncRNA-UCA1的 相 对 表 达

水平。
1.2.2 CD34联合PAS染色判定VM 取所有ES-
CC患者肿瘤标本并按照流程制成石蜡切片,常规脱

蜡水化后采用CD34染色,在高压锅中放入柠檬酸盐

抗原修复液中进行5
 

min修复过程,待冷却后采用

PBS洗涤3次,放入3%H2O2 中孵育30
 

min后PBS
洗涤3次,再次重复以上操作;VE-cadherin抗体孵育

过夜后PBS洗涤3次;加入DAB显色后蒸馏水终止

染色,并在 PASI液下氧化10
 

min,蒸馏水冲洗后

PASⅡ避光染色10
 

min,苏木素复染后中性树胶封

片;以管腔壁CD34染色阴性,内见红细胞,并在外层

可观察到PAS阳性物质围绕则可判定为VM阳性。
1.3 观察指标 (1)对比两组患者血清合lncRNA-
TUSC7、lncRNA-UCA1表达差异;(2)分别分析ln-
cRNA-TUSC7、lncRNA-UCA1与ESCC患者临床病

理参数之间的关系;(3)Spearman相关系数分析ln-
cRNA-TUSC7、lncRNA-UCA1表达与VM生成之间

的相关性;(4)受试者工作特征曲线(ROC曲线)分析

联合lncRNA-TUSC7、lncRNA-UCA1检测对ESCC
患者形成VM的预测效能。
1.4 统计学处理 采用SPSS22.0统计软件进行数

据分析,计量资料若服从正态分布和方差齐性,以x±
s表示,组间差异行独立样本t检验,组内比较行配对

t检验;计数资料使用百分率表示,组间差异行χ2 检

验;Spearman相 关 系 数lncRNA-TUSC7、lncRNA-
UCA1表达与 VM 生成之间的相关性;ROC曲线分

析lncRNA-TUSC7、lncRNA-UCA1联合检测对VM
生成的早期诊断价值。P<0.05表示差异有统计学

意义。
2 结  果

2.1 对比两组患者血清lncRNA-TUSC7、lncRNA-
UCA1表达差异 相比于无 VM 组,VM 组患者ln-
cRNA-TUSC7表达显著降低,而lncRNA-UCA1表

达显著增高,差异有统计学意义(P<0.05)。见表1。
2.2 分析lncRNA-TUSC7与ESCC患者临床病理

参数之间的关系 lncRNA-TUSC7与ESCC患者肿

瘤分化程度、临床分期、淋巴结转移情况及是否发生

VM具有密切联系(均P<0.05),见表2、图1。
表1  两组患者血清lncRNA-TUSC7、lncRNA-

   UCA1表达比较(x±s)

组别 n lncRNA-TUSC7 lncRNA-UCA1

VM组 76 0.16±0.06 19.43±2.21

无VM组 57 0.28±0.11 15.56±2.04

t 8.052 10.326

P <0.001 <0.001

表2  lncRNA-TUSC7与ESCC患者临床病理

   参数之间的关系(x±s)

临床病理参数 n lncRNA-TUSC7 t/F P

年龄(岁) 0.506 0.614

 >55 78 0.22±0.12

 ≤55 55 0.23±0.10

性别 0.569 0.571

 男 62 0.23±0.09

 女 71 0.22±0.11

分化程度 1.225 <0.001

 高
 

31 0.27±0.12

 中 78 0.22±0.11

 低 24 0.17±0.08

临床分期 2.260 0.025

 Ⅰ、Ⅱ期 84 0.26±0.13

 Ⅲ、Ⅳ期 49 0.21±0.11

淋巴结转移 3.647 <0.001

 是 74 0.17±0.13

 否 59 0.25±0.12

浸润程度

 黏膜至浅肌层 71 0.23±0.12

 深肌层至外膜 62 0.22±0.13

是否发生VM 8.052 <0.001

 是 76 0.16±0.06

 否 57 0.28±0.11

图1  lncRNA-TUSC7与ESCC患者临床病理参数

回归森林图

2.3 分析lncRNA-UCA1与ESCC患者临床病理参
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数之间的关系 lncRNA-UCA1与ESCC患者肿瘤分

化程度、临床分期、淋巴结转移情况、浸润程度及是否

发生VM具有密切联系(均P<0.05)。见表3、图2。
表3  lncRNA-UCA1与ESCC患者临床病理参数

   之间的关系(x±s)

临床病理参数 n lncRNA-TUSC7 t/F P

年龄 0.483 0.630

 >55 78 17.56±3.31

 ≤55 55 17.28±3.27

性别 1.247 0.215

 男 62 17.84±3.46

 女 71 17.07±3.63

分化程度 1.452 0.005

 高
 

31 16.63±3.03

 中 78 17.73±3.12

 低 24 19.04±3.15

临床分期 3.185 0.002

 Ⅰ、Ⅱ期 84 16.73±3.21

 Ⅲ、Ⅳ期 49 18.57±3.22

淋巴结转移 4.386 <0.001

 是 74 18.63±3.17

 否 59 16.27±2.97

浸润程度 4.978 <0.001

 黏膜至浅肌层 71 16.15±3.05

 深肌层至外膜 62 18.83±3.15

是否发生VM 10.326 <0.001

 是 76 19.43±2.21

 否 57 15.56±2.04

2.4 分析lncRNA-TUSC7、lncRNA-UCA1表达与

VM生成之间的关系 Spearmam相关系数显示,ln-
cRNA-TUSC7与 VM 生 成 之 间 呈 负 相 关 (r=

-0.782,P<0.001),而lncRNA-UCA1与VM 生成

之间呈正相关(r=0.766,P<0.001)。

图2  lncRNA-UCA1与ESCC患者临床病理参数回归

森林图

2.5 分析lncRNA-TUSC7、lncRNA-UCA1联合检

测对VM生成的诊断价值 ROC曲线显示lncRNA-
TUSC7、lncRNA-UCA1 联 合 检 测 的 曲 线 下 面 积

(AUC)显著高于单一检测(Z=2.428,P<0.05),且
具有较高的灵敏度与特异度,见表4、图3。

图3  ROC曲线分析lncRNA-TUSC7、lncRNA-UCA1
联合检测对VM生成的诊断价值

表4  各指标诊断效能

指标 95%CI P 灵敏度(%) 特异度(%) AUC 截断值

联合检测 0.764~0.925 0.034 89.40 83.20 0.855 -

lncRNA-TUSC7 0.603~0.821 0.032 79.40 68.40 0.707 0.21

lncRNA-UCA1 0.583~0.793 0.041 62.30 58.60 0.681 17.63

  注:-表示无数据。

3 讨  论

  ESCC作为一种恶性且伴有侵袭性的肿瘤疾病,
临床上可通过化疗、放疗、手术等多种方式进行治疗,
但由于肿瘤细胞繁殖速度较快,因此极易发生肿瘤远

处转移,导致患者的生存预后情况较差[10]。越来越多

的研究表明,肿瘤细胞发生转移与血管生成之间具有

密切联系,而VM 作为一种血液供应模式,其不依赖

于内皮细胞且与肿瘤细胞恶性程度之间具有重要关

系,提示VM可能参与ESCC复发转移,因此通过对

有效指标进行检测并预防 VM 对改善ESCC患者的

预后生存具有重要意义[11]。由于VM 形成过程有多

种因子参与,但目前临床上对VM的发病机制尚未形

成统一定论,且单一因子也不能完全解释VM发病机

制,因此探讨相关因子参与 VM 形成过程,能够为临

床诊疗、改善ESCC患者预后提供新的理论依据。
本研究结果显示,lncRNA-TUSC7在 VM 患者

体内呈现低表达,且lncRNA-TUSC7与 VM 生成之

间呈负相关(r=-0.782,P<0.001)。现如今越来越

多的研究表明,lncRNAs能够调控上皮细胞-间充质

转化从而参与肿瘤的发展过程,并促进肿瘤细胞的侵
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袭与转移,lncRNA-TUSC7作为近年来发现的一种新

的抑癌基因,在多种肿瘤组织中呈现低表达[12]。对其

促进ESCC发展及 VM 形成的机制进行猜测后笔者

认为,lncRNA-TUSC7能够通过与miR-211、miR-10a
等发生相互作用,从而调控上皮细胞-间充质转化进

程,使上皮细胞失去与基底膜的连接,从而获得更高

的迁移、侵袭率,促使VM的形成及恶性肿瘤的发生、
发展[13]。赵珂等[14]报道基础研究中也同样表明,敲
低lncRNA-TUSC7后可导致E-cadherin蛋白表达降

低,Vimention蛋白表达升高,进一步提高细胞迁移及

侵袭率,指出过表达lncRNA-TUSC7对ESCC具有

逆转作用。而本研究还显示lncRNA-UCA1在 VM
患者血清呈高表达,且lncRNA-UCA1与VM生成之

间呈正相关(r=0.766,P<0.001)。lncRNA-UCA1
作为由3个外显子和2个内含子组成的长度为2
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bp染色体,随着众多学者研究的不断深入,指出其与

乳腺癌、膀胱癌、胃癌等多种恶性肿瘤的发展具有密

切关系[15]。lncRNA-UCA1作为一种致癌基因,可通

过调控 Wnt、AKT等多种通路促进肿瘤细胞的增殖,
侵袭,并在此过程中逐渐生成 VM,另有学者在研究

肝癌 中 的lncRNA-UCA1表 达 时 也 同 样 表 明,ln-
cRNA-UCA1可产生“海绵样”作用,从而抑制 miR-
214的表达,升高Snail2蛋白活性,促进肝癌中的内皮

间质转化作用,与lncRNA-TUSC7功能类似[16]。通

过分别分析lncRNA-TUSC7、lncRNA-UCA1与ES-
CC不同病理参数特征也同样可以表明,以上两种血

清指标均与临床分期、分化程度、是否发生淋巴结转

移具有密切联系,其中临床分期越高越有可能发生远

处淋巴结转移,疾病严重程度也越高,而分化程度越

低提示细胞恶性程度越高,因此lncRNA-TUSC7可

通过降低表达上调E-cadherin蛋白表达,并通过仅竞

争性调控EPHA4进一步促进ESCC细胞增殖、侵袭,
而lncRNA-UCA1通过上调表达调控 Wnt等通路促

进肿瘤增殖,两者共同发挥调控上皮间质转化的作

用,进一步促进疾病发展,引起ESCC临床病理参数

发生变化[17-18]。
此外随着lncRNA作为肿瘤标志物的出现,其在

机体的表达变化早于其他受体、蛋白,因此对多种肿

瘤的早期诊断具有重要意义,本研究ROC曲线显示,
lncRNA-TUSC7、lncRNA-UCA1联合检测的 AUC
显著高于单一检测(Z=2.428,P<0.05),且具有较

高的 灵 敏 度 与 特 异 度,说 明 ESCC 患 者lncRNA-
TUSC7、lncRNA-UCA1的表达对判断VM生成及疾

病发展具有显著优势。但因本研究为小样本,因此缺

乏一定的临床指导意义,因此可在下一步研究中进一

步扩大样本量,为lncRNA-TUSC7、lncRNA-UCA1
指导ESCC诊疗提供更加严谨的理论依据。

综上所述lncRNA-TUSC7与ESCC发生VM呈

负相关,且lncRNA-UCA1与ESCC发生VM呈正相

关,联合监测能够有效提高ESCC患者合并VM的检

出率,对早诊断、早预防奠定了有效的生物标志物基

础,同时lncRNA-TUSC7、lncRNA-UCA1在 ESCC
合并VM患者中的特异性表达也为日后研发新的治

疗方式提供了潜在的靶点方向,在预防及治疗方面均

具有较为深远的影响。
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