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犚犆犚犉在高级别肾癌组织中表达上调并影响肾癌患者预后

宋尚卿，吴震杰，王　承，刘　冰，王林辉

第二军医大学长海医院泌尿外科，上海２００４３３

　　［摘要］　目的　研究不同病理级别肾细胞癌中差异表达的长链非编码ＲＮＡｓ（ｌｎｃＲＮＡｓ），找到其中一种ｌｎｃＲＮＡ———

ＲＣＲＦ与肾癌患者临床病理资料的关系，从而判断肾癌预后。方法　取６例肾细胞癌原发灶肿瘤组织，３例病理分级为Ｆｕｈｒ

ｍａｎⅠ级，另３例为ＦｕｈｒｍａｎⅢ～Ⅳ级，采用ｌｎｃＲＮＡ芯片技术，筛选差异表达的ｌｎｃＲＮＡｓ。另取４０例肾细胞癌患者的癌组织

及癌旁正常组织，２２例病理分级为ＦｕｈｒｍａｎⅠ～Ⅱ （低级别），１８例为ＦｕｈｒｍａｎⅢ～Ⅳ （高级别），利用实时定量ＰＣＲ技术检

测在癌及癌旁非肿瘤组织中 ＲＣＲＦ的表达，并研究 ＲＣＲＦ与临床分期、病理分级、淋巴结转移、远处转移之间的关系。

结果　筛选出３２０个与肾细胞癌病理级别相关的差异表达ｌｎｃＲＮＡｓ。肾癌组织尤其是高级别肾癌组织中ＲＣＲＦ的相对表达

上调（犘＜０．０１）。ＲＣＲＦ表达与肾癌病理分级、淋巴转移及远处转移有关（犘＜０．０５）。结论　ＲＣＲＦ在高级别肾癌组织中表

达上调，并且影响肾癌患者的预后。
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　　肾细胞癌（简称肾癌）在所有成人恶性肿瘤中约

占３％，在泌尿系统恶性肿瘤中致死率最高
［１］，５年

生存率为６９．４％
［２］。肾癌早期无症状，约２０％～

３０％的患者首次就诊时已经存在转移，进展期肾癌

的５年生存率低于１０％
［３］。对于转移性或复发性肾

癌，尚无有效的治疗方法。肾细胞癌对放射线治疗

不敏感，化疗总有效率仅为６‰，免疫治疗总有效率

约２０％，转移性肾癌５年存活率仅为１１％左右
［４］。

因此，找到能预测肾癌转移的早期诊断指标意义重

大。而目前的研究显示长链非编码ＲＮＡ（ｌｏｎｇｎｏｎ

ｃｏｄｉｎｇＲＮＡ，ｌｎｃＲＮＡ）有可能会成为一种潜在的肾

癌早期诊断和治疗的新途径［５］。
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近年 关 于 ｌｎｃＲＮＡ 的 研 究 逐 渐 成 为 热 点，

ｌｎｃＲＮＡ在真核生物的生命活动调节中发挥十分重

要的作用，参与了细胞信号转导［５］。研究发现许多

ｌｎｃＲＮＡｓ与疾病的病因密切相关，尤其是在肿瘤疾

病中发生错调［６］。如在白血病中ｐ１５的反义链表

达［７］，前列腺癌中ＤＤ３（ＰＣＡ３）的表达
［８］。目前未见

有关ｌｎｃＲＮＡ在肾癌领域的相关研究。

ＲＣＲＦ（ｒｅｎａｌｃａｒｃｉｎｏｍａｒｅｌａｔｅｄｆａｃｔｏｒ）是本研

究通过ｌｎｃＲＮＡ表达谱芯片技术筛选出来在肾癌组

织中表达差异较明显的ｌｎｃＲＮＡ之一，其位于染色

体ｃｈｒ３：１５６８６６４３０～１５６８６６７１７，在高级别肾癌组织

中表达上调。通过研究证实ＲＣＲＦ的表达和肾癌临

床病理及预后有关，提示其可能是肾癌的一个预后

因子。

１　材料和方法

１．１　标本来源　６例肾细胞癌的肿瘤标本用于芯片

筛选，其中３例肿瘤组织病理分级为ＦｕｈｒｍａｎⅠ级，

另３例肿瘤组织病理分级为ＦｕｈｒｍａｎⅢ～Ⅳ级。

共收集４０例患者的肾细胞癌组织标本及癌旁

正常组织标本用于实时定量ＰＣＲ。患者年龄为３７～

７５岁，平均（５９．５±６．８）岁。男２８例、女１２例。３２

例临床分期为ｐＴ１～ｐＴ２，８例临床分期为ｐＴ３～

ｐＴ４；２２例病理分级为低级别（ＦｕｈｒｍａｎⅠ～Ⅱ），１８

例病理分级为高级别 （ＦｕｈｒｍａｎⅢ～Ⅳ）。手术后６

例出现淋巴结转移，９例出现远处转移。平均随访期

限为（１９．５５±３．４）个月。

以上组织均来源于２０１１年１月至２０１３年４月

在第二军医大学长海医院泌尿外科行手术治疗且术

前未行其他治疗的患者，所有标本均术后病理确诊

为肾透明细胞癌。标本采集均经过患者家属同意并

签署知情同意书，并经医院伦理委员会审核通过。

１．２　芯片筛选差异表达ｌｎｃＲＮＡ　选择Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ

公司 ＧｌｕｅＧｒａｎｔＨｕｍａｎＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅＡｒｒａｙ芯

片，设计探针为６０ｎｔ的长寡核苷酸，针对每条序列都

设计了多条探针，以增加了信号的可靠性。实验由上

海其明生物信息公司完成。将高级别肾癌组织

ｌｎｃＲＮＡｓ表达量与低级别肾癌组织比较：其中２倍以

上变化且差异有统计学意义（犘＜０．０５）的ｌｎｃＲＮＡｓ，

认为是差异表达的ｌｎｃＲＮＡｓ。

１．３　反转录及实时定量ＰＣＲ　总ＲＮＡ提取于４０

例患者的肾癌组织及对应癌旁组织，提取试剂选用

ＴＲＩｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）。采用ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔⅡＦｉｒｓｔ

ＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（ＴａＫａＲａ公司）合成

ｃＤＮＡ。以反转录所获ｃＤＮＡ为模板，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ

Ⅰ（ＴａＫａＲａ公司）为荧光标记物，进行实时定量

ＰＣＲ测定。Ｕ６作为内参。特异性引物由ＢｉｏＴＮＴ

生物技术有限公司合成。ＲＣＲＦ上游引物ＴＧＡＡＣＣ

ＴＣＴＧＣＴＧＣＣＣＡＴ ＡＣ，下游引物ＧＣＣＡＣＣＴＴＣ

ＡＡＧＡＡＧＴＡＧＣＣＴＡＴ。Ｕ６上游引物ＣＴＣＧＣＴ

ＴＴＧＧＣＡＧＣＡＣＡ，下游引物ＡＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡ

ＡＴＴＴＧＣＧＴ。所有步骤重复３次，取平均值计算相

对表达量（２－ΔＣｔ）及表达差异倍数 （２－ΔΔＣｔ）。

１．４　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１７．０进行统计学分

析，实验结果以珚狓±狊表示。组间差异采取独立样本

Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓ狋检验或方差分析，生存分析采用Ｋａｐｌａｎ

Ｍｅｉｅｒ法 并 进 行 ｌｏｇｒａｎｋ 检 验。检 验 水 准 （α）

为０．０５。

２　结　果

２．１　芯片筛选结果　提示与低级别肾癌组织相比，

高级别肾癌组织中有３２０个ｌｎｃＲＮＡｓ呈显著异常

表达。其中２０６个ｌｎｃＲＮＡｓ表达上调，有１１４个

ｌｎｃＲＮＡｓ表达下调。根据差异倍数以及错误发现率

（ｆａｌｓｅｄｉｓｃｏｖｅｒｙｒａｔｅ，ＦＤＲ），选择差异倍数大且错误

发现 率 小 的 ｌｎｃＲＮＡｓ，最 终 选 定 探 针 编 号 为

ＴＩ０１７３０ＮＴ（差异倍数：５．３９；ＦＤＲ：０．００５４）的

ｌｎｃＲＮＡ 进 行 进 一 步 实 验。 我 们 将 编 号 为

ＴＩ０１７３０ＮＴ的ｌｎｃＲＮＡ命名为ＲＣＲＦ。

２．２　ＲＣＲＦ的表达及与临床病理资料关系　结果

显示，ＲＣＲＦ的表达与患者年龄、性别、肿瘤大小及

临床分期无关（犘＞０．０５），而与病理分级、淋巴结转

移、远处转移有关（犘＜０．０５，表１）。与癌旁正常组

织（０．０００３±０．０００２）相比，肾癌组织（０．００１２±

０．０００３）中的ＲＣＲＦ表达上调（犘＜０．０１）。

２．３　生存分析　以出现淋巴转移或远处转移视为

终点事件进行无进展生存分析，将样本分为两组，

ＲＣＲＦ表达差异倍数≥中位数２．５的为高表达，＜

２．５的为低表达。根据两组的相对表达绘制 Ｋａｐ

ｌａｎＭｅｉｅｒ生存曲线，并进行ｌｏｇｒａｎｋ检验，结果显

示两组间无进展生存期的差异有统计学意义（图１，

犘＜０．０１）。表明肿瘤组织中高表达 ＲＣＲＦ的患者

更有可能出现转移。



·５６８　　 · 第二军医大学学报　２０１４年５月，第３５卷

表１　犚犆犚犉的表达与临床病理特征的关系

珚狓±狊

　临床指标 例数（狀） ＲＣＲＦ相对表达倍数 犘值

犖 ４０ ３．０９８±１．８０３

性别 ０．２５８

　男 ２８ ２．８８５±１．７２９

　女 １２ ３．５９７±１．９５１

年龄（岁） ０．８０３

　≤６０ａ ２３ ３．０３６±１．８９３

　＞６０ １７ ３．１８３±１．７２８

肿瘤直径犱／ｃｍ ０．０５４

　≤５．０ａ ２３ ２．５８４±１．６２９

　＞５．０ １７ ３．０９５±１．８３９

临床分期 ０．１７４

　ｐＴ１ ２６ ２．７９３±１．７９８

　ｐＴ２ ６ ３．３３２±１．８２８

　ｐＴ３ｐＴ４ ８ ４．２８９±１．５０８

病理分级 ０．０１７

　Ⅰ ８ １．９７５±１．７８０

　Ⅱ １４ ２．６２４±１．４４７

　ⅢⅣ １８ ３．８９６±１．７３９

淋巴结转移 ０．００３

　无 ３４ ２．７５８±１．６５８

　有 ６ ５．０２８±１．４０８

远处转移 ０．０２１

　无 ３１ ２．７４９±１．７５８

　有 ９ ４．３０３±１．４７１

ａ中位值

图１　患者无进展生存分析

３　讨　论

研究证实ｌｎｃＲＮＡｓ与一些恶性肿瘤比如结肠

癌、乳腺癌等有关［９１０］。本研究首次发现 ＲＣＲＦ在

肾癌中的异常表达，并对其进行表达谱的探究以及

与肾癌患者临床病理指标的统计分析。本研究通过

芯片筛选并采用实时定量 ＰＣＲ 发现并证实了

ＲＣＲＦ与肾癌的关系。对４０例患者肿瘤组织标本

进行实时定量ＰＣＲ显示，与癌旁正常肾组织相比，

肾细胞癌组织中的ＲＣＲＦ表达上调（犘＜０．０１），并

且ＲＣＲＦ的上调与肾癌患者的一些临床病理资料如

病理分级、淋巴结转移、远处转移有关（犘＜０．０５）。

另外，ＲＣＲＦ的过表达与低生存率可能有关。这些

结果均提示ＲＣＲＦ很可能在肾细胞癌的发生发展中

起到关键作用。然而，对于ＲＣＲＦ的研究尚属起步

阶段，ＲＣＲＦ对肾癌细胞的作用机制还未完全阐明，

可能是影响某种ｍＲＮＡ及其表达的蛋白，并通过某

种信号通路发挥促进肿瘤进展的作用。

然而本研究的样本量及随访时间有限，仍然需

要更大的样本量及更长的随访时间来证实ＲＣＲＦ与

肾癌５年生存率的相关性。
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