
原发性肝癌是世界上最为常见的肿瘤之一，在我国

的恶性肿瘤中发病率和死亡率分别位居第4和第2位［1］，

严重危害人类健康，其中绝对大多数是肝细胞癌

（HCC）［2］。HCC的发生发展是一多基因、多步骤的过

程。乙型肝炎病毒感染是肝癌的主要原因之一，但其具

体机制仍不清楚。在HCC的治疗方面，传统的放、化疗

毒副作用较大，疗效欠佳；手术切除率低下，且复发转移

率高［3］。因此，探究乙肝相关性肝癌的发生机制具有重

要的价值。

长链非编码RNA（lncRNA）是一类长度超过200个

核苷酸的RNA分子，可定位于细胞核或细胞质中，曾一

度被认为是基因组的“噪音”［4-5］。随着深入的研究发现，

lncRNA可在转录、转录后以及表观遗传学水平上参与

基因的调控［6］。LncRNA在肿瘤发生发展过程中，可起

到促癌或抑癌的作用。Linc00261是位于20p11.21上

的基因间 lncRNA，目前实验研究表明 linc00261在多种

Expression of long noncoding RNA linc00261 in hepatocellular carcinoma and its association
with postoperative outcomes
CHEN Zhanjun1, XIANG Leyang1, HUANG Yu2, FANG Yinghao1, LI Xianghong1, YANG Dinghua1

1Department of Hepatobiliary Surgery, 2Clinical Laboratory, Nanfang Hospital, Southern Medical University, Guangzhou 510515, China

摘要：目的 研究长链非编码RNA linc00261在肝细胞癌（HCC）中的表达、功能及其临床意义。方法 采用实时荧光定量PCR

（qRT-PCR）法检测 linc00261在74例肝癌、癌旁肝组织中的表达；采用卡方检验分析其表达量与临床病理指标的相关性；应用

COX回归模型分析其表达水平与肝癌患者术后预后的关系；qRT-PCR检测 linc00261在5株肝癌细胞株中的表达；在肝癌细胞

株MHCC-LM3和SNU-449中采用siRNA（si-linc00261-1，si-linc00261-2，si-NC和空白对照组）和Lipofectamine3000进行转染

敲低 linc00261，活细胞计数（CCK8）、Transwell实验分别研究 linc00261对肝癌细胞增殖，侵袭迁移能力的影响。结果 HCC组

织中 linc00261的表达水平与肝癌患者术前血清AFP（P=0.032）、肿瘤大小（P=0.007）、有无微血管癌栓（P=0.01）、TNM分期（P=

0.02）显著相关；HCC组织中 linc00261的低表达与患者的不良预后相关，其术后无瘤生存期明显缩短（P<0.05），是影响HCC患

者术后无瘤生存期的一个独立危险因素；下调 linc00261的表达可促进肝癌细胞株MHCC-LM3（P<0.01）和SNU-449（P<0.001）

的迁移和侵袭能力，对细胞增殖无明显影响（P>0.05）。结论 Linc00261有望成为肝癌切除术后的一种新的预后指标。

关键词：linc00261；肝细胞癌；增殖；迁移；侵袭

Abstract: Objective To investigate the expression of long noncoding RNA linc00261 in hepatocellular carcinoma (HCC) and its
correlation with the clinicopathological features and postoperative outcomes of the patients. Methods Real-time fluorescence
quantitative PCR (qRT-PCR) was used to detect the expression of linc00261 in surgical specimens of HCC and adjacent tissues
from 74 patients. The correlation of the expression level of linc00261 in HCC with the clinicopathological parameters of the
patients was analyzed using Chi-square test. The Cox's proportional hazards regression model was used to assess the value of
linc00261 in predicting the prognosis of HCC patients after operation. The expression of linc00261 was also examined in 5 HCC
cell lines using qRT-PCR. The HCC cell lines MHCC-LM3 and SNU-449 were transfected with small interfering RNAs
targeting linc00261 for linc00261 knockdown, and the changes in the cell proliferation, migration and invasion abilities were
observed using CCK-8 assay and Transwell assay. Results The expression level of linc00261 in HCC was significantly
correlated with AFP (P=0.032), tumor size (P=0.007), microscopic vascular invasion (MVI; P=0.01), and TNM stage (P=002). The
patients with lowered expressions of linc00261 in HCC tissues had a significantly shortened tumor-free survival time (P<0.05),
and a lowered expression of linc00261 was identified as an independent risk factor affecting postoperative recurrence-free
survival time of the patients (P<0.05). In HCC cell lines MHCC-LM3 and SNU-449 cells, linc00261 knockdown obviously
promoted the cell migration and invasion (P<0.01) but did not significantly affect cell proliferation (P>0.05). Conclusion
Linc00261 may serve as a new prognostic biomarker for predicting the postoperative outcomes of the patients with HCC.
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肿瘤中起到抑癌基因的作用。Yu 等［7］研究发现

linc00261在胃癌组织中的表达水平明显低于癌旁组

织，并可通过抑制Slug蛋白表达水平，从而抑制胃癌的

上皮细胞-间充质转化（EMT）进程。过表达linc00261可

促进结肠癌细胞凋亡，增加对化疗药物顺铂的敏感性［8］。

在人绒毛膜癌［9］和人类子宫内膜细胞系中［10］，过表达

linc00261可抑制细胞的侵袭和迁移能力。刘月［11］等通

过RNA测序技术发现，linc00261在Barrett食管和食管

腺癌组织中的表达水平明显高于正常食管磷状上皮组

织，linc00261可负向调控其临位基因FOXA2的表达水

平，从而促进Barrett食管的发生发展，但两者间的分子

机制有待进一步研究。Linc00261在喉癌［12］和非小细胞

肺癌［13］的癌组织中的表达水平明显低于癌旁组织，与临

床病理参数进行相关性分析发现低表达 linc00261提示

患者的不良预后。而目前 linc00261在HCC中的功能

和作用未见详细报道。致力于研究探讨 linc00261在

HCC中的作用机制，可为HCC的诊疗提供一定的理论

基础。

本研究拟采用实时荧光定量PCR检测 linc00261

在74例HCC及癌旁组织中的表达，并统计分析其表达

与患者临床病理参数及术后无瘤生存时间的关系，以及

检测沉默 linc00261后对肝癌细胞株增殖，迁移和侵袭

能力的变化，从而研究 linc00261在HCC中的表达情况

及其在HCC发生发展过程中所起的作用。

1 材料和方法

1.1 组织样本

选取2010年3月~2015年3月间在南方医科大学

附属南方医院肝胆外科行根治性肝癌切除术并满足以

下纳入标准的HCC患者74例。纳入标准为：（1）术前无

其他治疗，如肝动脉栓塞化疗、射频消融治疗和免疫治

疗等；（2）血清学检查提示乙肝表面抗原（+），但无丙肝

感染；（3）术后病理学检查证实为原发性肝脏细胞癌；

（4）切缘无癌残留；（5）临床资料完整。取肝癌组织及相

应癌旁组织（距肿瘤边缘2 cm以上且经病理证实无癌

细胞残余）于液氮中保存备用。

1.2 随访

患者术后定期通过门诊复诊和电话随访的形式随

访。复发定义为：术后经两种影像学检查证实存在肝癌

特征性的占位性病变，或一种影像学检查提示存在肝癌特

征性占位性病变，同时伴有甲胎蛋白水平（AFP）持续性增

高（排除妊娠、生殖系胚胎源性肿瘤及活动性肝炎）［14］。

术后无瘤生存时间定义为手术治疗日起至确诊复发或

至末次随访时间所经历的时间，中位随访时间为30个

月，随访内容包括：术后情况（进展、复发、死亡）、影像学

检查变化、血清甲胎蛋白水平、肝功能等。

1.3 主要试剂及仪器

RNAiso plus（9109）、逆转录试剂盒（RR047A）及

qRT- PCR 试 剂 盒（RR420）均 购 自 Takara 公 司 ；

Transwell 小 室 、 基 质 胶 Matrigel （BD） ；

ThermoND2000C 超 微 量 分 光 光 度 计（Thermo）、

GeneAmp PCR system 9700 扩增仪（PerkinElmer）、

LightCycler®480 IISystem（Roche）。

1.4 方法

1.4.1 肝癌细胞的培养 人肝癌细胞株 SNU-449 和

BEL-7402使用含10%胎牛血清和1%双抗的RPMI 1640

培养基培养，人肝癌细胞株MHCC-LM3、SK-hep1和

HepG2使用含10%胎牛血清和1%双抗的DMEM高糖

培养基培养，于37 ℃、5%CO2温育箱中培养细胞，取生

长状态良好的细胞用于试验。

1.4.2 Lipofectamine 3000法转染肝癌细胞株 取对数

生长期的MHCC-LM3和SNU-449细胞接种于6孔板，

细胞浓度为 5×105/孔。当细胞生长至汇合度70%~80%

时，按照Lipofectamine 3000说明书中的方法将各组

SiRNA分别转染至MHCC-LM3和SNU-449细胞株的

Si-linc00261-1、Si-linc00261-2和Si-NC组中，并设立空

白对照组（未加siRNA及转染试剂的Mock组），进行下

一步相关实验。

1.4.3 CCK- 8 法检测转染 siRNA 后 MHCC- LM3 和

SNU-449细胞的增殖能力 将转染SiRNA 24 h后的各

组MHCC-LM3和SNU-449细胞按照5×103/孔分别接

种于96孔板中，每1组设置3个复孔。将96孔板置于细

胞培养箱中培养，分别在 0、24、48、72和 96 h后加入

CCK-8（10 µL/孔），然后避光培养2h，用酶联免疫检测

仪检测450 nm波长处的吸光度，吸光度值为纵坐标，处

理时间为横坐标绘制细胞生长曲线。

1.4.4 Transwell试验检测细胞的迁移和侵袭能力 选取

肝癌细胞株MHCC-LM3和SNU-449进行细胞迁移和

侵袭试验。迁移实验：SiRNA转染24 h后，胰酶消化细

胞、离心弃上清，用无血清的DMEM培养基重悬细胞，

以1×105/100 μL的细胞悬液接种到上室，下室加500 μL

含10%FBS的DMEM培养液，48 h后取出小室，弃上室

培养基，用棉签拭掉上室的细胞，4%多聚甲醛固定细胞

15 min，结晶紫染色10 min，PBS漂洗3次，镜检穿出小

室的细胞数并拍照。侵袭试验：1∶8稀释 50 mg/L的

Matrigel后，加50 μL稀释后的Matrigel包被Transwell

小室底部膜，待其风干，其余试验步骤同迁移实验。

1.4.5 总 RNA 提取及逆转录反应 从液氮中取出组

织，取适量至1 mL RNAiso plus中研磨充分，加200 μL

氯仿后，剧烈震荡 15 s，室温静置 10 mins，4 ℃离心

（12 000 r/min，15 min）；取上清并按等体积加入异丙

醇，上下颠倒混匀，4 ℃离心后收集沉淀；加1 mL 75%乙
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醇洗涤后晾干；加DEPC水溶解至适宜浓度，采用分光

光度计测量总RNA浓度，A260/280在1.8~2.0之间为合格

样品。按Takara公司逆转录试剂盒RR036A说明书所

述加入试剂，使用 SureCycler 8800 PCR 仪（Agilent

Technologie）进行逆转录反应，逆转录成的 cDNA，

-20 ℃保存备用。

1.4.6 实时荧光定量PCR检测 linc00261的表达 引物

序列由上海生工生物工程股份有限公司合成。

Linc00261 上游引物为：GTCAGAAGGAAAGGCC

GTGA；下 游 引 物 为 ：TGAGCCGAGATGAACA

GGTG，退火温度为 60 ℃。18sRNA的上游引物为：

GTAACCCGTTGAACCCCATT；下游引物为：CCA

TCCAATCGGTAGTAGCG，退 火 温 度 为 60 ℃ ，

18sRNA作为内参。实时荧光定量PCR反应，反应条

件：预变性95 ℃ 30 s，之后40个循环（95 ℃ 5 s，65 ℃
30 s，95 ℃ 5 s）。质量控制：每个样本均在35个循环前

到达平台期，复孔间CT值相差小于0.5，溶解曲线为单

峰，无非特异性产物信号。结果分析采用2-ΔΔCT法进行基

因表达的相对定量［15］。

1.5 统计学方法

应用 IBM SPSS20.0软件进行统计学分析。组间

比较采用单因素方差分析，P<0.05认为差异有统计学

意义。以 linc00261在肝癌组织中的表达量的中位数作

为分界点，将所有病例分为高表达组（大于中位数）及低

表达组（小于中位数）。采χ2检验分析 linc00261在肝癌

组织中表达量与临床病理指标的相关性。采用Kaplan-

Meier法比较 linc00261高表达及低表达患者的术后无

瘤生存时间的差异，log-rank法进行假设检验；采用

COX比例风险模型评价 linc00261的表达对患者术后

无瘤生存时间的预测作用。以α=0.05为检验水准，采用

双侧检验。

2 结果

2.1 Linc00261在肝癌组织中表达水平

实时荧光定量PCR发现，癌组织中 linc00261表达

低于癌旁组织的患者占约 43.24%（32/74，图 1）。以

linc00261在74例肝癌组织中的相对表达量（2-△△Ct）的

中位数为界，将患者分为低表达组（n=37）、高表达（n=

37）两组，并与患者临床病理参数构建四格表做χ2分析。

结果显示：HCC组织中 linc00261的相对表达水平与患

者血清AFP水平（P=0.032）、肿瘤大小（P=0.007）、微癌

栓（P=0.01）、TNM分期（P=0.02）显著相关，与性别、年

龄、有无肝硬化、组织分化程度、肿瘤数量、有无包膜等

不相关（表1）。

2.2 Linc00261在肝癌组织中的表达与术后无瘤生存期

的关系

Kaplan-Meier生存分析发现，linc00261低表达组

术后无瘤生存时间显著低于高表达组，其中位无瘤生存

时间分别为7.66和70.37月（P<0.05，图2）。

2.3 单因素、多因素分析

COX单因素回归分析评估各临床病理参数与患者

术后无瘤生存时间的关系：肿瘤大小（P=0.004）、数目

（P=0.013）、有无微癌栓（P<0.001）与门脉癌栓（P<0.001）、

病理分化程度（P=0.001）及 linc00261的相对表达水平

（P<0.001）等与患者无瘤生存时间长短显著相关（表2）。

将前述单因素分析中有统计学意义的指标纳入COX多

因素回归分析，结果显示：肿瘤数目（P=0.004）、有无微

癌栓（P=0.007）、门脉癌栓（P=0.003）、病理分化程度（P=

0.047）及 linc00261相对表达水平（P=0.004）为患者无

瘤生存时间的独立预后因素（表2）。

2.4 检测 Linc00261 在肝癌细胞株中的表达及转染

siRNA后linc00261的表达

采用qRT-PCR检测5株肝癌细胞株的linc00261表

达水平（图3A）。选择表达水平较高的MHCC-LM3和

SNU-449 进行小干扰沉默 linc00261 的表达，设 Si1-

linc00261组、Si2-linc00261组、Si-NC组和空白对照组

（Mock）组，qRT-PCR检测转染siRNA 48 h后 linc00261

的表达水平，与空白对照组及Si-NC组的细胞相比，转

染 Si1-linc00261和 Si2-linc00261的细胞的 linc00261

表达水平明显受到抑制（P<0.05，图3B）。

2.5 沉默linc00261后对肝癌细胞增殖的影响

采用CCK-8检测Si-linc00261-1组、Si-linc00261-2

组，Si-NC组和空白对照组（Mock组）细胞的增殖情况，

与Si-NC组和Mock组相比，小干扰敲低linc00261组在

MHCC-LM3和SNU-449两株细胞中的细胞增殖能力

未见明显变化（图4A-B），无统计学差异（P>0.05）。

2.6 沉默 linc00261后对肝癌细胞株迁移和侵袭能力的

影响

与Si-NC组和Mock组相比，小干扰敲低 linc00261

组，在肝癌细胞系 MHCC-LM3（P<0.01，图 5A-B）和

SNU-449（P<0.001，图 6A-B）的迁移和侵袭能力明显

增强。

图1 linc00261在肝细胞癌癌组织和非癌组织中的表达水平
Fig.1 Expression of linc00261 in surgical specimens of HCC
and adjacent tissues.

5

4

3

2

1

0

-1

-2

-3

-4

-5

R
el

at
iv

e
li

nc
00

26
1

ex
pr

es
si

on
L

og
2
fo

ld
ch

an
ge

http://www.j-smu.com J South Med Univ, 2018, 38(10): 1179-1186 ·· 1181



3 讨论

在本研究中，我们首次检测 linc00261在HCC组织

中的相对表达水平，同时统计分析发现 linc00261的相

对表达水平与患者术前血清AFP水平、肿瘤大小、微癌

栓、TNM分期等显著相关；COX回归分析显示HCC组

织中 linc00261的低表达与患者的不良预后相关，其术

后无瘤生存期明显缩短（P<0.05），是影响HCC患者术

后无瘤生存期的一个独立危险因素；同时CCK-8细胞

增殖实验发现，小干扰敲低 linc00261后，对肝癌细胞的

增殖无明显的影响，但敲低 linc00261后可明显增强肝

癌细胞的迁移和侵袭能力。

近年来，对于 lncRNA在肿瘤中的研究主要探究其

a: Portal vein tumor thrombosis; b: Micro-vascular invasion.

Clinical parameter

Gender

Male

Female

Age (year)

<60

≥60

AFP (μg/L)

<400

≥400

Cirrhosis

Positive

Negative

Tumor number

=1

>1

Tumor size (cm)

≤3

>3

Tumor capsule

Positive

Negative

Differentiation

Well

Modrate

Poor

MVIa

Positive

Negative

PVTTb

Positive

Negative

TNM stage

I+II

III+VI

BCLC stage

A

B

C

Linc00261

High expression (n=37)

33

4

30

7

27

10

29

8

30

7

14

23

24

13

7

26

4

14

23

3

34

31

6

26

3

8

Low expression (n=37)

29

8

30

7

18

19

30

7

30

7

4

33

26

11

5

23

9

25

12

8

29

22

15

18

4

15

P

0.207

1.000

0.032

0.772

1.000

0.007

0.619

0.295

0.010

0.102

0.020

0.155

表1 肝细胞癌中linc00261的相对表达水平与临床病理参数之间的关系
Tab.1 Correlation between linc00261 expression and clinicopathological characteristics of
patients with hepatocellular carcinoma (n=74)
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对肿瘤复发、转移和耐药方面的作用［16-17］。在HCC的发生

发展过程中，一部分的lncRNA发生了突变或异常表达，

可参与调节肝癌细胞的增殖［18-20］、侵袭及迁移能力［21-23］，

最终导致HCC的发生和进展。本实验证明 linc00261

在肝癌的发生发展过程中起到抑癌基因的作用，明确了

沉默 linc00261可促进肝癌细胞株的迁移侵袭能力的作

用，但沉默 linc00261在肝癌细胞株增殖能力上未见明

显的影响。Linc00261对肝癌细胞株迁移和侵袭能力

的影响，与目前敲低 linc00261在胃癌、结肠癌及绒毛膜

癌等肿瘤中起到促进肿瘤细胞迁移侵袭能力的作用相

一致［7-9］，对肝癌细胞增殖功能的影响未见明显差异，这

可能与肿瘤特异性和肿瘤细胞特性相关。但 linc00261

的相对表达水平与患者肿瘤大小存在明显的相关性，在
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图2 linc00261高表达组和低表达组术后无瘤生存时间的比较
Fig.2 Kaplan-Meier recurrence-free survival curves of patients
with high and low expressions of linc00261.

High expression of linc00261

Low expression of linc00261

P<0.001

Variables

Univariate analysis

Age (<60 vs >60 years)

Gender (male vs female)

AFP (<400 vs ≥400)

Liver cirrhosis（Yes vs No）

Capsule（Yes vs No）

Tumor size (<3 vs ≥3 cm)

Tumor number

MVIa (Yes vs No)

PVTTb (Yes vs No)

Differentiation (well, moderate, poor)

Expression of Linc00261 (high vs low)

Multivariate analysis

Tumor size (<3 vs ≥3 cm)

Tumor number

MVI（Yes vs No）

PVTT（Yes vs No）

Differentiation (well, moderate, poor)

Linc00261 expression (high vs low)

HR

1.433

0.744

1.181

1.259

0.897

3.913

2.155

3.075

3.510

0.472

0.215

3.293

4.335

3.662

3.762

0.549

0.294

95%CI

0.721-2.847

0.335-1.653

0.706-1.974

0.667-2.377

0.509-1.580

1.564-9.794

1.176-3.984

1.778-5.320

1.983-6.211

0.306-0.728

0.098-0.475

0.745-14.561

1.591-11.813

1.422-9.431

1.549-9.136

0.304-0.991

0.127-0.683

P

0.305

0.468

0.526

0.477

0.706

0.004

0.013

0.000

0.000

0.001

0.000

0.116

0.004

0.007

0.003

0.047

0.004

表2 Linc00261与患者无瘤生存时间的单因素和多因素COX回归分析
Tab.2 Univariate and multivariate Cox regression analyses of linc00261 for predicting recurrence-
free survival of the patients (n=74)

a: Portal vein tumor thrombosis; b: Micro-vascular invasion.

整个基因组中，基因间存在相互作用和联系，我们推测

linc00261在低表达状态时未引发细胞增殖和凋亡相关

的基因或信号通路的变化，但高表达 linc00261或可能

起到激活细胞凋亡或抑制细胞增殖的作用，有待进一步

深入研究其具体机制。

上皮间充质转化是肿瘤细胞获得迁移和侵袭能力

的基础，主要特征是上皮标志物E-cadherin表达下调、

间质标志物N-cadherin和Vimentin等表达上调，致使细

胞间链接丧失，黏附能力减弱，细胞迁移和侵袭能力增

强［24- 25］。研究表明，众多的 lncRNAs参与调节癌症的

EMT进程［26］，可通过调控EMT相关转录因子的表达影

响癌症的EMT进程。目前研究表明，Linc00261在胃癌

中可抑制细胞的迁移和侵袭能力，抑制其EMT进程［7］。

在本实验中，小干扰敲底 linc00261后，肝癌细胞的迁移
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和侵袭能力明显增强，提示 linc00261在HCC中可通过

抑制EMT进程而抑制了肝癌细胞的迁移和侵袭能力，

影响HCC的发生发展。癌栓的形成，是HCC预后不良

的危险因素［27］。众多研究表明PVTT和MVI是HCC发

生肝外转移的主要途径，两者与肿瘤的EMT进程及干

细胞特性具有密切的关系［28-30］。Linc00261的表达水平

与患者是否具有MVI显著相关，进一步说明 linc00261

可能不单影响HCC的EMT进程，还可能影响到肝癌细

胞的干性特征，从而影响HCC的发生发展过程。而

linc00261的表达水平与患者是否具有PVTT无明显相

关性，我们认为可能的原因有：病例为随机入组，可能存

在一定的样本差异性；可能与入组患者的样本量有关。

本研究发现低表达 linc00261患者术后无瘤生存时间明

显短于高表达 linc00261的患者，这为我们进一步研究

揭示 linc00261在HCC中的具体调控机制及作用打下

基础。

综上所述，HCC组织中 linc00261表达下调与肿瘤

的恶性进展相关，linc00261可作为一个抑癌基因参与

调控HCC迁移和侵袭能力的变化，可能参与调控HCC

的EMT进程及干性特征，但其在HCC中的调控机制仍

需深入研究。探究 linc00261在HCC中的作用及分子

机制，可为HCC的治疗提供新的思路。Linc00261可成

为预测HCC患者术后预后的新指标。
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图6 Linc00261的表达敲低后对肝癌细胞株SNU-449迁移和侵袭能力的影响
Fig.6 Effect of linc00261 knockdown on cell migration (A) and invasion (B) of SNU-449 cells (×200). (***P<0.01 vs Si-NC
and Mock).
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