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  [摘要] 目的 探讨长链非编码RNA(lncRNA)RUNX1-IT1和 miR-195在非小细胞肺癌(NSCLC)组织

中的表达及其意义。方法 收集2017年5月至2019年5月于武汉某三级甲等医院接受手术治疗的106例

NSCLC患者的NSCLC组织及癌旁组织,经实时荧光定量PCR(qPCR)检测lncRNA
 

RUNX1-IT1和 miR-195
表达水平,分析其与临床病理特征及预后的关系。结果 与癌旁组织比较,NSCLC组织lncRNA

 

RUNX1-IT1
表达水平明显升高(3.65±0.33

 

vs.
 

1.04±0.09),miR-195表达水平明显降低(0.46±0.05
 

vs.
 

1.06±0.11),
差异有统计学意义(P<0.05)。lncRNA

 

RUNX1-IT1高表达患者中有淋巴结转移(69.49%
 

vs.
 

29.79%)、
TNM分期为Ⅲ~Ⅳ期(72.88%

 

vs.
 

51.06%)、低-中分化(50.85%
 

vs.
 

27.66%)的比例明显高于低表达患者

(P<0.05);miR-195低表达患者中有淋巴结转移(74.14%
 

vs.
 

25.00%)、TNM分期为Ⅲ~Ⅳ期(86.21%
 

vs.
 

35.42%)、低-中分化(56.90%
 

vs.
 

20.83%)的比例明显高于高表达患者(P<0.05)。lncRNA
 

RUNX1-IT1高

表达患者2年总生存率为35.60%(21/59),低表达患者3年总生存率为64.40%(38/47);miR-195高表达患者

3年总生存率为68.75%(33/48),低表达患者3年总生存率为31.25%(15/58)。多因素Cox回归分析结果显

示,有淋巴结 转 移(HR=2.216,95%CI:1.614~4.037)、TNM 分 期 为Ⅲ~Ⅳ期(HR=1.627,95%CI:
1.369~3.162)、低-中分化(HR=1.948,95%CI:1.572~4.712)、lncRNA

 

RUNX1-IT1高表达(HR=3.087,
95%CI:1.228~4.086)、miR-195低表达(HR=3.227,95%CI:1.936~6.641)是NSCLC患者预后的独立危

险因素(P<0.05)。结论 lncRNA
 

RUNX1-IT1高表达、miR-195低表达预示NSCLC患者预后较差。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

expression
 

and
 

significance
 

of
 

long
 

noncoding
 

RNA
 

(lncRNA)
 

RUNX1-IT1
 

and
 

miR-195
 

in
 

non-small
 

cell
 

lung
 

cancer
 

(NSCLC).Methods NSCLC
 

tissues
 

and
 

adjacent
 

tis-
sues

 

of
 

106
 

NSCLC
 

patients
 

who
 

received
 

surgical
 

treatment
 

in
 

one
 

of
 

class
 

A
 

tertiary
 

hospital
 

from
 

May
 

2017
 

to
 

May
 

2019
 

were
 

collected,and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

lncRNA
 

RUNX1-IT1
 

and
 

miR-195
 

were
 

detected
 

by
 

real-time
 

quantitative
 

fluorescent
 

PCR
 

(qPCR),and
 

its
 

relationship
 

with
 

clinicopathological
 

features
 

and
 

prog-
nosis

 

was
 

analyzed.Results Compared
 

with
 

paracancerous
 

tissue,the
 

expression
 

level
 

of
 

lncRNA
 

RUNX1-
IT1

 

in
 

NSCLC
 

tissues
 

was
 

significantly
 

increased
 

(3.65±0.33
 

vs.
 

1.04±0.09),while
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

miR-195
 

was
 

significantly
 

decreased
 

(0.46±0.05
 

vs.
 

1.06±0.11).The
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

proportion
 

of
 

patients
 

with
 

high
 

expression
 

of
 

lncRNA
 

RUNX1-IT1
 

had
 

lymph
 

node
 

metas-
tasis

 

(69.49%
 

vs.
 

29.79%),TNM
 

stage
 

Ⅲ-Ⅳ
 

(72.88%
 

vs.
 

51.06%),and
 

low-moderate
 

differentiation
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(50.85%
 

vs.
 

27.66%)
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

with
 

low
 

expression
 

(P<0.05);The
 

proportion
 

of
 

patients
 

with
 

low
 

expression
 

of
 

miR-195
 

with
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

(74.14%
 

vs.
 

25.00%),TNM
 

stage
 

Ⅲ-Ⅳ
 

(86.21%
 

vs.
 

35.42%),and
 

low-moderate
 

differentiation
 

(56.90%
 

vs.
 

20.83%)
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

with
 

high
 

expression
 

of
 

miR-195
 

(P<0.05).The
 

2-year
 

overall
 

survival
 

rate
 

was
 

35.60%
(21/59)

 

in
 

patients
 

with
 

high
 

expression
 

of
 

lncRNA
 

RUNX1-IT1,and
 

64.40%(38/47)
 

in
 

patients
 

with
 

low
 

expression.The
 

3-year
 

overall
 

survival
 

rate
 

was
 

68.75%(33/48)
 

in
 

patients
 

with
 

high
 

miR-195
 

expression
 

and
 

31.25%(15/58)
 

in
 

patients
 

with
 

low
 

miR-195
 

expression.Multivariate
 

Cox
 

regression
 

analysis
 

showed
 

that
 

there
 

were
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

(HR=2.216,95%CI:1.614-4.037),TNM
 

stage
 

Ⅲ-Ⅳ
 

(HR=1.627,
95%CI:1.369-3.162),low-moderate

 

differentiation
 

(HR=1.948,95%CI:1.572-4.712),high
 

expression
 

of
 

lncRNA
 

RUNX1-IT1
 

(HR=3.087,95%CI:1.228-4.086),low
 

expression
 

of
 

miR-195
 

(HR=3.227,95%
CI:1.936-6.641)

 

were
 

independent
 

risk
 

factors
 

for
 

prognosis
 

in
 

NSCLC
 

patients
 

(P<0.05).Conclusion 
High

 

expression
 

of
 

lncRNA
 

RUNX1-IT1
 

and
 

low
 

expression
 

of
 

miR-195
 

predict
 

poor
 

prognosis
 

in
 

NSCLC
 

pa-
tients.
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  非 小 细 胞 肺 癌 (non-small
 

cell
 

lung
 

cancer,
NSCLC)是肺癌的一种主要类型,其中腺癌和鳞状细

胞癌占大多数[1-3]。尽管目前在早期检测和治疗选择

方面进行了广泛的研究,但该病依旧治疗困难,晚期

患者 的 5 年 生 存 率 低 于 15%[4-5]。因 此,寻 找 与

NSCLC诊断及预后相关的生物标志物十分必要。长

链非编码RNA(long
 

noncoding
 

RNA,lnc
 

RNA)已被

发现在许多癌症发生、发展过程中起着关键作用[6-8],
且可参与包括NSCLC在内的肿瘤的发生、发展[9-11]。
RUNX1-IT1由RUNX1基因的内含子转录,RUNX1
的异常表达与 NSCLC的进展密切相关[12]。但目前

为止,RUNX1-IT1未在 NSCLC中被报道过。miR-
195被发现在NSCLC中表达下调,并抑制NSCLC的

细胞增殖[13]。已有研究证实,lncRNA
 

RUNX1-IT1
和miR-195之间存在调控位点。本研究旨在探讨ln-
cRNA

 

RUNX1-IT1和 miR-195在NSCLC中的表达

及其临床意义,现报道如下。
1 资料与方法

1.1 一般资料

选取2017年5月至2019年5月于武汉某三级甲

等医院接受手术治疗的106例NSCLC患者为研究对

象。纳入标准:(1)术前未接受放化疗及相关辅助治

疗;(2)临床资料及术后随访资料完整,且病理标本保

存完好;(3)经病理科检测及本院两位副主任医师确

诊为原发性NSCLC。排除标准:(1)合并其他恶性肿

瘤;(2)严重心、肝、肾功能不全;(3)伴有重度支气管

扩张或慢性阻塞性肺疾病;(4)合并有严重免疫系统

缺陷或血液病;(5)患者资料不全,依从性差,不配合。
106例研究对象中男56例,平均年龄(58.53±10.87)
岁,女50例,平均年龄(61.84±11.62)岁;腺癌46
例,鳞癌60例;TNM 分期Ⅰ~Ⅱ期39例,Ⅲ~Ⅳ期

67例;有淋巴结转移55例,无淋巴结转移51例;高分

化63例,低-中分化43例。

1.2 方法

1.2.1 标本采集

采集研究对象NSCLC组织及癌旁正常组织(距
癌组织>5

 

cm)。术后通过门诊、电话及复查等方式

对患者每3个月进行1次随访,随访截止时间为2022
年5月31日,随访终点为随访时间终止或患者死亡。
1.2.2 实 时 荧 光 定 量 PCR(quantitative

 

real-time
 

PCR,qPCR)
采用Trizol试剂(美国Invitrogen公司)提取实

验所用组织中的总RNA,另经 NanoDrop
 

2000测定

RNA的质量和浓度。用PrimeScript
 

RT试剂盒(日
本Takara公司)将总RNA逆转录成cDNA。qPCR
的检测采用StepOnePlus

 

real-time
 

PCR系统(美国

Applied
 

Biosystems 公 司)和 SYBR
 

Premix
 

Ex
 

TaqTM 试剂(日本Takara公司)。反应体系为:cDNA
产物2

 

μL,2×
 

SYBR
 

Premix
 

Ex
 

TaqTM
 

Ⅱ
 

8
 

μL,上
下游引物各1

 

μL,50×
 

ROX
 

Reference
 

Dye
 

0.4
 

μL,
RNase-Free

 

H2O
 

7.6
 

μL。反应条件为:95
 

℃
 

5
 

min;
95

 

℃
 

15
 

s,58
 

℃
 

40
 

s,72
 

℃
 

30
 

s,共40个循环。以

U6为内参,lncRNA
 

RUNX1-IT1和 miR-195的表达

水平以2-ΔΔCt表示。实验所用引物序列见表1。
表1  实验所用引物序列

引物 序列(5'-3')
 

lncRNA
 

RUNX1-IT1 正向:GGA
 

CAC
 

GCA
 

GAG
 

GAA
 

GTC
 

AA
 

反向:GTT
 

CTT
 

GAG
 

GTT
 

GGC
 

GGA
 

GA
 

miR-195 正向:GAA
 

TTC
 

GCC
 

TCA
 

AGA
 

GAA
 

CAA
 

AGT
 

GGA
 

G
 

反向:AGA
 

TCT
 

CCC
 

ATG
 

GGG
 

GCT
 

CAG
 

CCC
 

CT
 

U6 正向:CTT
 

CAG
 

CCG
 

GCA
 

CAG
 

CT

反向:CGC
 

TAA
 

TTT
 

GCG
 

TTC
 

AAA
 

CG

1.3 统计学处理

采用SPSS22.0软件进行数据分析,计量资料以
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x±s表示,比较采用t检验;计数资料以例数或百分

比表示,比较采用χ2 检验;生存分析用Kaplan-Meier
法,Cox比例风险模型分析影响因素,以P<0.05为

差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 lncRNA
 

RUNX1-IT1和 miR-195表 达 水 平

比较

与癌旁组织比较,NSCLC组织lncRNA
 

RUNX1-
IT1表达水平明显升高,miR-195表达水平明显降低,
差异有统计学意义(P<0.05),见表2。

 

2.2 lncRNA
 

RUNX1-IT1和 miR-195表达水平与

患者临床病理特征关系
 

根据lncRNA
 

RUNX1-IT1和 miR-195表达水

平,将 NSCLC患者分为lncRNA
 

RUNX1-IT1高表

达(≥3.65±0.33)、低表达(<3.65±0.33)和 miR-
195高表达(≥0.46±0.05)、低表达(<0.46±0.05)。
lncRNA

 

RUNX1-IT1高表达患者中有淋巴结转移、
TNM分期为Ⅲ~Ⅳ期、低-中分化的比例明显高于低

表达患者(P<0.05);miR-195低表达患者中有淋巴

结转移、TNM 分期为Ⅲ~Ⅳ期、低-中分化的比例明

显高于高表达患者(P<0.05),见表3。
表2  lncRNA

 

RUNX1-IT1和 miR-195表达水平

   比较(x±s)

项目
癌旁组织

(n=106)
NSCLC组织

(n=106)
t P

lncRNA
 

RUNX1-IT1 1.04±0.09 3.65±0.33 —2.9930.004

miR-195 1.06±0.11 0.46±0.05 2.2150.030

表3  lncRNA
 

RUNX1-IT1和 miR-195表达水平与患者临床病理特征关系[n(%)]

项目 n
lncRNA

 

RUNX1-IT1
 

低表达(n=47) 高表达(n=59)
χ2 P

miR-195

低表达(n=58) 高表达(n=48)
χ2 P

性别 0.106 0.745 0.020 0.889

 男 56 24(51.06) 32(54.24) 31(53.45) 25(52.08)

 女 50 23(48.94) 27(45.76) 27(46.55) 23(47.92)

年龄 0.379 0.538 0.004 0.950

 <55岁 35 17(36.17) 18(30.51) 19(32.76) 16(33.33)

 ≥55岁 71 30(63.83) 41(69.49) 39(67.24) 32(66.67)

吸烟史 1.365 0.243 1.009 0.315

 有 63 25(53.19) 38(64.41) 37(63.79) 26(54.17)

 无 43 22(46.81) 21(35.59) 21(36.21) 22(45.83)

淋巴结转移 16.520 <0.001 25.402 <0.001

 有 55 14(29.79) 41(69.49) 43(74.14) 12(25.00)

 无 51 33(70.21) 18(30.51) 15(25.86) 36(75.00)

TMN分期 5.355 0.021 29.134 <0.001

 Ⅰ~Ⅱ期 39 23(48.94) 16(27.12) 8(13.79) 31(64.58)

 Ⅲ~Ⅳ期 67 24(51.06) 43(72.88) 50(86.21) 17(35.42)

病理类型 0.024 0.876 0.107 0.744

 腺癌 46 20(42.55) 26(44.07) 26(58.54) 20(41.46)

 鳞癌 60 27(57.45) 33(55.93) 32(47.62) 28(52.38)

分化程度 5.834 0.016 14.168 <0.001

 低-中分化 43 13(27.66) 30(50.85) 33(56.90) 10(20.83)

 高分化 63 34(72.34) 29(49.15) 25(43.10) 38(79.17)

2.3 不同lncRNA
 

RUNX1-IT1和 miR-195表达水

平NSCLC患者的生存分析
  

lncRNA
 

RUNX1-IT1高表达患者3年总生存率

为35.60%(21/59),低表达患者为64.40%(38/47);
miR-195高表达患者3年总生存率为68.75%(33/
48),低表达患者为31.25%(15/58),见图1。
2.4 NSCLC患者的预后影响因素分析

  

以淋巴结转移、TNM分期、分化程度、NSCLC组

织lncRNA
 

RUNX1-IT1和miR-195表达情况为自变

量,以NSCLC患者随访期间生存状态为因变量,进行

多因素Cox比例风险回归模型分析,结果显示有淋巴

结转移、TNM 分期为Ⅲ~Ⅳ期、低-中分化、lncRNA
 

RUNX1-IT1高表达、miR-195低表达是NSCLC患者

预后的独立危险因素(P<0.05),见表4。
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表4  NSCLC患者的预后影响因素分析

项目 HR 95%CI P

淋巴结转移(有vs.无) 2.216 1.614~4.037 0.023

TNM分期(Ⅲ~Ⅳ期vs.
 

Ⅰ~Ⅱ期) 1.627 1.369~3.162 0.013

分化程度(低-中分化vs.高分化) 1.948 1.572~4.712 0.019

lncRNA
 

RUNX1-IT1表达(高表达
 

vs.
 

低表达) 3.087 1.228~4.086 0.024

miR-195表达(低表达
 

vs.
 

高表达) 3.227 1.936~6.641 0.001

  A:lncRNA
 

RUNX1-IT1高、低表达患者的生存曲线图;B:miR-
195高、低表达患者的生存曲线图。

图1  不同lncRNA
 

RUNX1-IT1和 miR-195表达水平

NSCLC患者的生存曲线图

3 讨  论

NSCLC具有高发病率及高病死率的特点,虽然

目前分子靶向治疗能明显提高 NSCLC患者的生存

率,但其5年生存率仍然低于20%。由于缺乏有效的

早期诊断方式,多数患者在确诊时已至晚期,这也是

该病患者预后较差的主要原因之一。因此,寻找能为

NSCLC患者诊断和预后提供帮助的生物标志物是十

分必要的。
lncRNA具有调节转录、增殖的功能,其分布在细

胞核和细胞质中,可为多个蛋白分子提供结合位点。
已有多项研究发现,lncRNA在肿瘤组织中有表达差

异,可 作 为 肿 瘤 诊 断 的 生 物 标 志 物。如lncRNA
 

MALAT1的 下 调 可 以 通 过 增 强 miR-124 和 降 低

STAT3表达来抑制 NSCLC的发生、发展。JIANG
等[14]发 现,lncRNA

 

HOTAIR 的 下 调 可 通 过 上 调

miR-613的表达来抑制 NSCLC的肿瘤发生和转移。
LI等[15]研究发现,lnc01296/miR-143-3p/ATG2B轴

在促进NSCLC进展和紫杉醇耐药性的过程中至关

重要。
RUNX1定位于人类染色体21q22区域,已被发

现可参与肿瘤细胞的增殖和侵袭,且与患者预后相

关[16]。BROWNE等[17]研究发现,RUNX1促进了小

鼠乳腺肿瘤的发展,并可能是人类乳腺癌进展和转移

的关键促进因素和预后因素。WU 等[18]研究显示,

miR-216a-3p可通过靶向RUNX1和激活核因子-κB
信号通路抑制人胃癌细胞的增殖、迁移和侵袭。另有

研究证明,Rasip1部分受转录因子RUNX1调控,可
能成为 NSCLC的治疗靶点[19]。lncRNA

 

RUNX1-
IT1是RUNX1的内含子转录本1,定位于人类染色

体21q22.12区域,长度为1
 

502个核苷酸。已有研究

发现,lncRNA
 

RUNX1-IT1在结直肠癌、胰腺癌、恶
性多形性腺瘤和口腔鳞癌的发生、发展中扮演重要角

色[20-23]。但目前为止,其未曾在NSCLC中被报道过。
本研究对106例NSCLC患者癌组织及癌旁组织进行

检测,结果发现lncRNA
 

RUNX1-IT1在 NSCLC组

织中的表达明显上调,说明其表达水平与 NSCLC的

发生、发展密切相关。随后,本研究探讨了lncRNA
 

RUNX1-IT1的表达水平与患者临床病理特征的关

系,发现lncRNA
 

RUNX1-IT1高表达患者3年总生

存率明显低于低表达患者。且多因素Cox风险回归

模 型 分 析 发 现 lncRNA
 

RUNX1-IT1 高 表 达 是

NSCLC患者不良预后的独立指标。上述结果表明,

lncRNA
 

RUNX1-IT1可能是 NSCLC患者预后的生

物标志物。
已有研究证明,lncRNA可通过与 miRNA竞争

性结合来调节肿瘤的进程。miR-195在多种类型的

癌症中具有肿瘤抑制功能,如 miR-195可通过靶向细

胞周期蛋白D1抑制宫颈癌细胞的增殖,其还可通过

靶向 CHEK1抑制 NSCLC[13,24]。WU 等[25]研究发

现,lncRNA
 

RUNX1-IT1可通过与 miR-195发生海

绵吸附作用,进而促进胶质母细胞瘤的增殖,且二者

间具有结合位点。但二者与NSCLC患者预后的关系

却未曾被报道过。本研究发现,miR-195在 NSCLC
组织中的表达水平明显降低,低表达患者3年总生存

率明显低于高表达患者。多因素Cox风险回归模型

分析发现miR-195低表达是NSCLC患者不良预后的

独 立 指 标,这 一 结 果 表 明,miR-195 同 样 可 能 是
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NSCLC患者预后的生物标志物。
综上所述,lncRNA

 

RUNX1-IT1在NSCLC组织

中表达上调,miR-195在NSCLC组织中表达下调,二
者均可作为NSCLC患者潜在的预后生物标志物。但

目前lncRNA
 

RUNX1-IT1和 miR-195在NSCLC中

的作用机制尚不明确,需进一步进行基础实验加以

证实。
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