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  摘 要:目的 探讨外泌体长链非编码RNA-HEIH(lncRNA-HEIH)和let-7a-5p在丙型肝炎病毒相关性

肝癌(C-HCC)患者中的表达及预后评估中的价值。方法 将2015年1月至2017年1月该院收治的76例C-
HCC患者纳入研究作为C-HCC组,另选取43例由丙型肝炎病毒(HCV)感染导致的肝硬化(HC)患者作为

HC组,52例HCV感染者作为HCV组,55例体检健康者作为对照组。外泌体lncRNA-HEIH和let-7a-5p水

平检测采用实时荧光定量PCR(qPCR)。采用Pearson相关分析lncRNA-HEIH与let-7a-5p水平的关系。利

用Kaplan-Meier法分析外泌体lncRNA-HEIH、let-7a-5p水平高低与C-HCC患者预后的关系。采用COX回

归分析C-HCC患者预后的影响因素。结果 外泌体lncRNA-HEIH水平在对照组、HCV组、HC组、C-HCC
组中依次升高,let-7a-5p水平依次降低,差异均有统计学意义(P<0.05)。Pearson相关性分析发现,lncRNA-
HEIH、let-7a-5p呈负相关关系(r=-0.628,P<0.05)。外泌体lncRNA-HEIH、let-7a-5p水平与TNM分期、
淋巴结转移、肿瘤最大径、甲胎蛋白(AFP)、天门冬氨酸氨基转移酶(AST)水平有关(P<0.05)。Kaplan-Meier
法分析表明,lncRNA-HEIH高表达组5年生存预后差于低表达组,let-7a-5p高表达组5年生存预后好于低表

达组(P<0.05)。多因素COX回归分析显示,TNM分期、AFP、lncRNA-HEIH、let-7a-5p是C-HCC患者预后

不良的危险因素(P<0.05)。结论 C-HCC患者外泌体lncRNA-HEIH和let-7a-5p表达异常,其水平与患者

临床病理特征存在密切关系,对患者预后评估有一定价值。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

and
 

prognostic
 

value
 

of
 

exosomal
 

long
 

non-coding
 

RNA-HEIH
 

(lncRNA-HEIH)
 

and
 

let-7a-5p
 

in
 

patients
 

with
 

hepatitis
 

C
 

virus-related
 

hepatocellular
 

carcinoma
 

(C-HCC).Methods Seventy-six
 

patients
 

with
 

C-HCC
 

admitted
 

to
 

this
 

hospital
 

from
 

January
 

2015
 

to
 

January
 

2017
 

were
 

enrolled
 

in
 

the
 

study
 

as
 

the
 

C-HCC
 

group,and
 

43
 

patients
 

with
 

liver
 

cirrhosis
 

(HC)
 

caused
 

by
 

hep-
atitis

 

C
 

virus
 

(HCV)
 

infection
 

were
 

enrolled
 

as
 

the
 

HC
 

group,52
 

patients
 

with
 

HCV
 

infection
 

were
 

enrolled
 

as
 

the
 

HCV
 

group,and
 

55
 

healthy
 

people
 

were
 

enrolled
 

as
 

the
 

control
 

group.The
 

levels
 

of
 

lncRNA-HEIH
 

and
 

let-7a-5p
 

in
 

exosomes
 

were
 

detected
 

by
 

real-time
 

fluorescent
 

quantitative
 

PCR
 

(qPCR).Pearson
 

correlation
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

relationship
 

between
 

lncRNA-HEIH
 

and
 

let-7a-5p
 

levels.Kaplan-Meier
 

method
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

relationship
 

between
 

the
 

levels
 

of
 

exosomal
 

lncRNA-HEIH
 

and
 

let-7a-5p
 

and
 

the
 

prognosis
 

of
 

C-HCC
 

patients.COX
 

regression
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

prognostic
 

factors
 

of
 

C-HCC
 

patients.
Results The

 

level
 

of
 

exosomal
 

lncRNA-HEIH
 

was
 

significantly
 

increased
 

in
 

the
 

sequence
 

of
 

the
 

control
 

group,the
 

HCV
 

group,the
 

HC
 

group,and
 

the
 

C-HCC
 

group,and
 

the
 

level
 

of
 

let-7a-5p
 

was
 

decreased
 

in
 

the
 

same
 

order,and
 

the
 

differences
 

were
 

all
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Pearson
 

correlation
 

analysis
 

showed
 

that
 

there
 

was
 

a
 

negative
 

correlation
 

between
 

lncRNA-HEIH
 

and
 

let-7a-5p
 

(r=-0.628,P<0.05).
The

 

levels
 

of
 

exosomal
 

lncRNA-HEIH
 

and
 

let-7a-5p
 

were
 

correlated
 

with
 

TNM
 

stage,lymph
 

node
 

metasta-
sis,tumor

 

maximum
 

diameter,alpha-fetoprotein
 

(AFP)
 

and
 

aspartate
 

aminotransferase
 

(AST)
 

level
 

(P<
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0.05).Kaplan-Meier
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

5-year
 

survival
 

prognosis
 

of
 

the
 

lncRNA-HEIH
 

high
 

expression
 

group
 

was
 

worse
 

than
 

that
 

of
 

the
 

low
 

expression
 

group,and
 

the
 

5-year
 

survival
 

prognosis
 

of
 

the
 

let-7a-5p
 

high
 

expression
 

group
 

was
 

better
 

than
 

that
 

of
 

the
 

low
 

expression
 

group
 

(P<0.05).Multivariate
 

COX
 

regression
 

a-
nalysis

 

showed
 

that
 

TNM
 

stage,AFP,lncRNA-HEIH
 

and
 

let-7a-5p
 

were
 

risk
 

factors
 

for
 

poor
 

prognosis
 

of
 

C-
HCC

 

patients
 

(P<0.05).Conclusion Exosomal
 

lncRNA-HEIH
 

and
 

let-7a-5p
 

are
 

abnormally
 

expressed
 

in
 

C-
HCC

 

patients,their
 

levels
 

are
 

closely
 

related
 

to
 

the
 

clinicopathological
 

characteristics
 

of
 

patients,and
 

have
 

a
 

certain
 

value
 

in
 

evaluating
 

the
 

prognosis
 

of
 

patients.
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RNA-HEIH; let-7a-5p; hepatitis
 

C
 

virus-related
 

hepatocellular
 

carcino-
ma; prognosis

  肝癌是发病率较高的恶性肿瘤之一,该疾病具有

发病速度快,病死率高等特点,一般患者确诊时已至

中晚期,预后较差[1]。肝癌是由多因素引起的呈多阶

段发展的疾病,乙型肝炎病毒(HBV)和丙型肝炎病毒

(HCV)为主要引发因素,由 HCV诱发的丙型肝炎病

毒相关性肝癌(C-HCC)呈不断增多的趋势[2]。寻找

与C-HCC有关的生物标志物对该疾病的诊治和预后

评估有重要意义。目前,外泌体与肝癌的关系是一个

研究的热点,但具体作用机制尚未明确。长链非编码

RNA(lncRNA)是一类长为200个碱基,但不具备编

码蛋白能力的RNA,可调控细胞的增殖、分化、凋亡

等重要生理过程[3]。HEIH是最初发现在 HBV中呈

高表达的一种lncRNA,深入研究发现,其在多种肿瘤

中上调[4]。微小RNA(miRNA)是一类长为20~25
个碱基的高度保守小RNA,通过与其靶 mRNA特异

性结合而调控靶基因的表达[5]。有研究表明,miRNA
 

let-7a-5p在HCV感染导致的肝硬化(HC)患者血清

中显著下调,其水平与慢性丙型肝炎肝纤维化存在密

切关系[6]。以往的研究表明,lncRNA-HEIH 和let-
7a-5p均与HCV有关,但尚未有二者在C-HCC中的

共同研究。因此,本研究通过探究外泌体lncRNA-
HEIH和let-7a-5p在C-HCC患者中的表达及其在预

后评估中的价值,旨在为肝癌患者的有效治疗提供可

靠的生物标志物。
1 资料与方法

1.1 一般资料 将2015年1月至2017年1月本院

收治的76例C-HCC患者纳入研究作为C-HCC组。
其中,男43例,女33例;年龄为32~72岁,平均

(48.64±7.82)岁;TNM分期:I~Ⅱ期47例,Ⅲ~Ⅳ
期29例;35例发生淋巴结转移,41例未转移;18例高

分化,33例中分化,25例低分化;肿瘤最大径<5
 

cm
 

52例,≥5
 

cm
 

24例;肿瘤单发41例,多发35例。纳

入标准:(1)C-HCC患者符合肝癌诊断标准[7];(2)入
院前未接受过抗肿瘤治疗;(3)接受肝癌切除手术。
排除标准:(1)伴有其他肿瘤;(2)孕妇或产妇;(3)患
有其他重大器官疾病;(4)资料缺失者。另选取同期

于本院治疗的43例由 HCV感染导致的 HC患者作

为HC组。其中,男24例,女19例;年龄31~72岁,
平均(48.12±7.63)岁。选取同期于本院治疗的52
例HCV感染者作为 HCV组。其中,男29例,女23

例;年龄31~71岁,平均(48.08±7.54)岁。同期于

本院体检的55例健康者作为对照组。其中,男31
例,女24例;年龄31~71岁,平均(48.16±7.64)岁。
各组性别比例、年龄比较差异均无统计学意义(P>
0.05)。受试者及家属均对本研究知情同意,并签署

知情同意书。本研究经本院伦理委员会批准。
1.2 仪器与试剂 主要试剂有ExoQuick试剂盒(上
海觅拓生物科技有限公司)、Trizol试剂(武汉纯度生

物科技有限公司)、RNA逆转录试剂盒(广州东盛生

物科技有限公司)、miScript
 

SYBR
 

Green
 

实时荧光

定量PCR(qPCR)试剂盒(上海恒斐生物科技有限公

司)。引物由威斯腾生物设计并合成。主要仪器有

PCR仪(西安天隆生物科技有限公司)、透射电镜[研
载生物科技(上海)有限公司]。
1.3 方法

1.3.1 资料收集 收集C-HCC患者的性别、年龄、
TNM分期、淋巴结是否转移、肿瘤分化程度、肿瘤最

大径、肿 瘤 数 目 等 资 料,以 及 丙 氨 酸 氨 基 转 移 酶

(ALT)、甲 胎 蛋 白(AFP)、天 冬 氨 酸 氨 基 转 移 酶

(AST)、总胆红素(TBIL)水平等临床生化指标的检

测结果。
1.3.2 标本采集 血液标本采集:清晨采集患者5

 

mL空腹静脉血,在3
 

000
 

r/min条件下离心10
 

min,
保存上清液于-80

 

℃备用。外泌体采集:在上一步制

备好的标本中加入ExoQuick溶液混匀,1
 

500
 

r/min
离心30

 

min,去除上清液,加入PBS缓冲液对沉淀物

进行洗涤,铜网上加20
 

μL悬液并吸干液体,复染后

晾干进行外泌体形态观察,观察采用透射电镜。
1.3.3 外泌体lncRNA-HEIH、let-7a-5p水平检测 
在外泌体样品中加入Trizol试剂进行总RNA提取。
将RNA反转录为cDNA,按照 miScript

 

SYBR
 

Green
 

qPCR试剂盒说明书行qPCR反应,反应条件如下。95
 

℃
 

10
 

min;95
 

℃
 

10
 

s,60
 

℃
 

30
 

s,共45个循环。ln-
cRNA-HEIH、let-7a-5p检测的内参分别为 GAPDH、
U6。相对表达水平采用2-ΔΔCt计算。引物序列见表1。
1.3.4 随访 对C-HCC患者进行5年随访,随访结

束时间为患者死亡或截至2022年1月,随访方式包

括电话、微信,记录患者生存情况。
1.4 统计学处理 采用统计软件SPSS23.0进行数

据分析。符合正态分布的计量资料以x±s表示,多
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组间比较采用单因素方差分析,进一步两两比较采用

SNK-q检验;计数资料以例数或百分率表示,组间比

较采用χ2 检验。采用 Pearson相关分析lncRNA-
HEIH 与let-7a-5p 水 平 的 相 关 性。采 用 Kaplan-

Meier法分析外泌体lncRNA-HEIH、let-7a-5p水平

高低与C-HCC患者预后的关系。采用COX回归分

析C-HCC患者预后不良的危险因素。P<0.05为差

异有统计学意义。

表1  qPCR引物序列

目的基因 正向引物(5'-3') 反向引物(5'-3')

lncRNA-HEIH AAGAACTCTTCGCTCCAGCC ACAAAAGCAGACTAGGGCGG

GAPDH CATCTTCTTTTGCGTCGCCA TTAAAAGCAGCCCTGGTGACC

let-7a-5p TACCCTGAGAACCGAATTTGTG CCCAAGCTTAAAAACCTCCACCACGAAT

U6 ATTGGAACGATACAGAGAAGATT GGAACGCTTCACGAATTTG

2 结  果

2.1 外泌体的形态观察 透射电镜下外泌体呈球

形,直径为80~100
 

nm,符合外泌体直径要求,可进

行下一步研究,见图1。

图1  透射电镜下外泌体的形态

2.2 各组外泌体lncRNA-HEIH、let-7a-5p水平比

较 外泌体lncRNA-HEIH水平在对照组、HCV组、
HC组、C-HCC组中依次升高,而let-7a-5p水平依次

降低,差异均有统计学意义(P<0.05),见表2。
表2  各组外泌体lncRNA-HEIH、let-7a-5p水平

   比较(x±s)

组别 n lncRNA-HEIH let-7a-5p
C-HCC组 76 2.63±0.36abc 0.39±0.06abc

HC组 43 2.01±0.29ab 0.52±0.09ab

HCV组 52 1.54±0.24a 0.79±0.13a

对照组 55 1.02±0.19 1.05±0.17
F 367.734 381.021
P <0.001 <0.001

  注:与对照组比较,aP<0.05;与 HCV组比较,bP<0.05;与 HC
组比较,cP<0.05。

2.3 lncRNA-HEIH与let-7a-5p的关系 生物信息

学网站 ENCORI显示,lncRNA-HEIH 与let-7a-5p
存在结合位点;Pearson相关性分析显示,lncRNA-
HEIH与let-7a-5p水平呈负相关(r=-0.628,P≤
0.001)。见图2、3。
2.4 lncRNA-HEIH、let-7a-5p与C-HCC患者临床

病理特征的关系 分别以lncRNA-HEIH、let-7a-5p
水平的平均值为临界值,将患者分为高表达组和低表

达组。外泌体lncRNA-HEIH、let-7a-5p水平与 C-
HCC患者的性别、年龄、肿瘤分化、肿瘤数目、TBIL、
ALT无关(P>0.05),与TNM 分期、淋巴结是否转

移、肿瘤最大径、AFP、AST水平有关(P<0.05)。见

表3。

图2  lncRNA-HEIH与let-7a-5p的结合位点图

图3  lncRNA-HEIH与let-7a-5p水平的相关性

分析

表3  lncRNA-HEIH、let-7a-5p与C-HCC患者临床病理特征的关系(n)

临床病理特征 n
lncRNA-HEIH

高表达组(n=39)低表达组(n=37) χ2 P

let-7a-5p

高表达组(n=36)低表达组(n=40) χ2 P
性别

 男 43 24 19 0.802 0.370 23 20 1.488 0.223
 女 33 15 18 13 20
年龄

 ≤50岁 45 20 25 2.085 0.149 23 22 0.620 0.431
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续表3  lncRNA-HEIH、let-7a-5p与C-HCC患者临床病理特征的关系

临床病理特征 n
lncRNA-HEIH

高表达组(n=39)低表达组(n=37) χ2 P

let-7a-5p

高表达组(n=36)低表达组(n=40) χ2 P

 >50岁 31 19 12 13 18
TNM分期

 Ⅰ~Ⅱ期 47 19 28 5.847 0.016 28 19 7.361 0.007
 Ⅲ~Ⅳ期 29 20 9 8 21
淋巴结转移

 是 35 24 11 7.733 0.005 10 25 9.195 0.002
 否 41 15 26 26 15
肿瘤分化

 高分化 18 11 7 5.565 0.062 6 12 4.520 0.104
 中分化 33 20 13 14 19
 低分化 25 8 17 16 9
肿瘤最大径(cm)

 <5 52 21 31 7.876 0.005 31 21 9.907 0.002
 ≥5 24 18 6 5 19
肿瘤数目

 单发 41 17 24 3.459 0.063 22 19 1.413 0.235
 多发 35 22 13 14 21
TBIL(μmol/L)

 >20 23 14 9 1.205 0.272 8 15 2.096 0.148
 ≤20 53 25 28 28 25
AFP(ng/mL)

 >400 32 24 8 12.411 <0.001 9 23 8.210 0.004
 ≤400 44 15 29 27 17
AST(U/L)

 >40 34 24 10 9.147 0.002 10 24 7.957 0.005
 ≤40 42 15 27 26 16
ALT(U/L)

 >40 32 19 13 1.437 0.231 12 20 2.159 0.142
 ≤40 44 20 24 24 20

2.5 外 泌 体lncRNA-HEIH、let-7a-5p水 平 与 C-
HCC患者预后的关系 对C-HCC患者术后行5年

时间的随访,lncRNA-HEIH高表达组5年内累积生

存率为33.33%(13/39),低于低表达组的70.27%
(26/37),差异有统计学意义(P<0.05);let-7a-5p高

表达组5年内累积生存率为69.44%(25/36),高于低

表达组的35.00%(14/40),差异有统计学意义(P<
0.05)。Kaplan-Meier法 分 析 表 明,lncRNA-HEIH
高表达组5年生存预后差于低表达组,let-7a-5p高表

达组5年生存预后好于低表达组,差异均有统计学意

义(P<0.05)。见图4、5。

图4  lncRNA-HEIH与C-HCC患者预后的关系

图5  let-7a-5p与C-HCC患者预后的关系

2.6 COX 回归分析 影 响 C-HCC 患 者 预 后 的 因

素 单因素COX回归分析表明,TNM 分期、淋巴结

转移、肿瘤最大径、AFP、AST、lncRNA-HEIH、let-7a-
5p是C-HCC患者预后不良的危险因素;多因素COX
回归分析显示,TNM 分期、AFP、lncRNA-HEIH、let-
7a-5p是 C-HCC 患 者 预 后 不 良 的 危 险 因 素(P<
0.05)。见表4。
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表4  COX回归分析影响C-HCC预后的危险因素

影响因素
单因素分析

HR 95%CI P

多因素分析

HR 95%CI P

TNM分期 1.537 1.180~2.003 0.001 1.542 1.184~2.009 0.001
淋巴结转移 1.432 1.099~1.866 0.008 1.228 0.943~1.600 0.128
肿瘤最大径 1.483 1.138~1.932 0.004 1.219 0.936~1.588 0.142
AFP 1.624 1.246~2.116 <0.001 1.597 1.226~2.081 0.001
AST 1.561 1.198~2.034 0.001 1.194 0.916~1.556 0.189
lncRNA-HEIH 1.635 1.255~2.130 <0.001 1.631 1.252~2.125 <0.001
let-7a-5p 1.669 1.281~2.175 <0.001 1.642 1.260~2.139 <0.001

3 讨  论

  肝癌是我国临床中常见的恶性肿瘤之一,具有早

期发病不明显,进展快,预后不佳的特点,HCV侵入

肝脏后会诱发肝炎的发生,若没有得到及时治疗会发

展为HC,甚至肝癌[8]。在细胞水平上,HCV引起的

炎症反应可能会影响细胞在表观遗传学上的变化,从
而导致肝癌的发生[9]。目前,切除手术是治疗肝癌的

有效方式,但其高复发率和高死亡率仍是棘手的问

题。因此,寻找C-HCC的生物标志物对预测患者的

术后效果有重要作用。
lncRNA是一类具有较差保守性的长链非编码

RNA,最初被认为是基因组“噪音”,但随着研究的深

入,发现lncRNA在多种生理、病理过程中发挥重要

调 控 作 用[10]。lncRNA-HEIH 作 为 一 种 功 能 性

RNA,在HC、肝癌中发现明显上调,已被证实为多种

肿瘤 的 癌 基 因[11]。有 研 究 表 明,外 泌 体lncRNA-
HEIH在肝细胞癌(HCC)中的表达较慢性丙型肝炎

(CHC)显著上调,且外泌体lncRNA-HEIH水平变化

对诊断CHC患者肝组织病变有一定的临床价值[12]。
WU等[13]研究表明,lncRNA-HEIH 在 HCC组织中

的表达较癌旁组织显著上调,体外试验表明,沉默ln-
cRNA-HEIH可明显抑制 HCC

 

Huh7细胞的增殖和

迁移,并 促 使 其 凋 亡。RUAN 等[14]研 究 发 现,ln-
cRNA-HEIH高表达与 HBV相关 HC和 HCC的发

生、发展有密切关系。在本研究中,与对照组相比,
HCV 组、HC 组、C-HCC 组 患 者 外 泌 体lncRNA-
HEIH水平显著升高,与 HCV 组相比,HC组、C-
HCC组lncRNA-HEIH水平显著上升,且C-HCC组

显著高于HC组。进一步研究发现,其水平与肿瘤最

大径、TNM 分期、淋巴结是否转移、AFP、AST水平

有关。提示lncRNA-HEIH参与了HCV感染后的疾

病发展过程,与肝癌患者的临床病理特征密切相关。
对C-HCC患者术后行5年的随访,lncRNA-HEIH
高表达组5年累积生存率低于低表达组。提示ln-
cRNA-HEIH在肝癌中作为一种促癌基因会影响患

者预后。另 外,本 研 究 发 现 TNM 分 期、AFP、ln-
cRNA-HEIH是C-HCC预后不良的危险因素。提示

临床中应重点监测上述影响患者预后的危险因素变

化,准确判断患者预后情况,合理制订治疗方案。
miRNA作为一类高保守的小RNA,可调控人类

约30%的基因表达,参与细胞的增殖、分化、凋亡等重

要生理活动。随着研究的深入,发现有多种 miRNA
参与肝癌的发生、发展,有研究在HCV相关的 HC和

肝癌患者的外泌体和非外泌体中检测到了 miRNA
 

let-7a-5p的水平变化[15]。let-7a-5p在多种肿瘤中下

调,LI等[16]研究发现,let-7a-5p在结直肠癌中表达下

调,其机制可能为BTB和CNC同源性1(BACH1)通
过调节let-7a-5p表达水平,从而促进癌细胞的生长,
抑制细胞凋亡。SHI等[17]研究表明,在三阴性乳腺癌

患者中let-7a-5p表达下调,高表达患者预后较好,提
示let-7a-5p在肿瘤的增殖、转移和有氧糖酵解中起关

键作用。LIU等[18]研究发现,高表达的let-7a-5p可

抑制人肝癌细胞的增殖、迁移、侵袭,促进癌细胞的凋

亡。结合本研究的结果,let-7a-5p在对照组、HCV
组、HC组、C-HCC组中依次降低,且其水平与 C-
HCC患者的病理特征有紧密关系。提示let-7a-5p参

与HCV感染患者病情发展的多个阶段。另外,ln-
cRNA-HEIH与let-7a-5p有结合位点,且二者水平呈

负相关关系。提示lncRNA-HEIH可能通过调控let-
7a-5p水平共同参与 C-HCC 的 发 生、发 展。对 C-
HCC患者术后行5年时间的随访发现,let-7a-5p高

表达组5年累积生存率高于低表达组。提示对let-
7a-5p水平实时监控对C-HCC患者的预后评估有重

要意义。
综上所述,外泌体lncRNA-HEIH和let-7a-5p在

C-HCC患者中异常表达,其水平与患者临床病理特

征存在密切关系,二者通过某种调控关系共同参与该

疾病的发生、发展,及时监测lncRNA-HEIH 和let-
7a-5p水平的变化对患者预后评估有重要意义。但是

本研究在实验设计时,未纳入无 HCV感染的肝癌患

者作为对照进行分析,且研究的样本量相对较少,在
未来将扩大样本量,考虑增加无 HCV感染的肝癌患

者,进 一 步 探 讨lncRNA-HEIH 和let-7a-5p与 C-
HCC的关系,为C-HCC发生、发展机制的研究提供

可靠依据。
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