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  摘 要:目的 探讨竞争性内源RNA(ceRNA)网络筛选卵巢癌铂类药物的耐药基因并进行临床验证。方

法 通过PubMed数据库检索卵巢癌长链非编码RNA(lncRNA),构建卵巢癌铂类耐药内源竞争RNA(ceR-
NA)调控网络。收集2018年4月至2020年4月在西北妇女儿童医院治疗的64例铂类药物耐药卵巢癌患者为

耐药组,另纳入同期64例铂类药物敏感卵巢癌患者为对照组。采用荧光定量PCR法检测患者癌组织中ln-
cRNA表达水平,分析lncRNA对卵巢癌铂类药物耐药和患者预后的判断价值。结果 亚细胞定位分析显示

共有6个lncRNA位于细胞质,其中 HOX转录反义RNA(HOTAIR)和Y框蛋白2(SOX2)为关键ceRNA。
lncRNA

 

HOTAIR与 miRNA(miR-519d、miR-148b-3p)及 mRNA(XIAP、OCT4)构成ceRNA调控网络,ln-
cRNA

 

SOX2与miRNA(miR-302、miR-429、miR-140-3p)及mRNA(EGFR、ABHD2)构成ceRNA。耐药组癌

组织lncRNA
 

HOTAIR和lncRNA
 

SOX2水平分别为2.72±0.58和1.45±0.37,显著高于对照组的1.92±
0.49和1.26±0.40,差异均有统计学意义(P<0.05)。ROC曲线分析显示lncRNA

 

HOTAIR和lncRNA
 

SOX2对判断卵巢癌铂类药物耐药具有较高的价值(AUC=0.813、0.775,P<0.05)。lncRNA
 

HOTAIR和

lncRNA
 

SOX2高表达患者1年无进展生存(PFS)率分别为65.2%和65.0%,显著低于低表达者的83.1%和

80.9%,差异有统计学意义(Log-rank
 

χ2=5.501、4.054,P<0.05)。结论 基于ceRNA网络有助于筛选卵巢

癌铂类药物耐药的相关基因,其中lncRNA
 

HOTAIR、lncRNA
 

SOX2与铂类药物耐药及卵巢癌预后相关。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

screening
 

of
 

platinum
 

drugs
 

resistance
 

related
 

genes
 

in
 

ovarian
 

cancer
 

by
 

competitive
 

endogenous
 

RNA
 

(ceRNA)
 

network,and
 

to
 

conduct
 

the
 

clinical
 

verification.Methods The
 

o-
varian

 

cancer
 

long-chain
 

noncoding
 

RNA
 

(lncRNA)
 

was
 

retrieved
 

from
 

PubMed
 

database,and
 

the
 

platinum
 

resistant
 

ceRNA
 

regulatory
 

network
 

in
 

ovarian
 

cancer
 

was
 

constructed.Sixty-four
 

patients
 

with
 

platinum
 

re-
sistant

 

ovarian
 

cancer
 

in
 

Northwest
 

Women's
 

and
 

Children's
 

Hospital
 

from
 

April
 

2018
 

to
 

April
 

2020
 

were
 

col-
lected

 

as
 

the
 

drug-resistant
 

group.In
 

addition,64
 

patients
 

with
 

platinum
 

sensitive
 

ovarian
 

cancer
 

during
 

the
 

same
 

period
 

were
 

included
 

as
 

the
 

control
 

group.The
 

expression
 

level
 

of
 

lncRNA
 

in
 

cancer
 

tissues
 

were
 

detec-
ted

 

by
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR,and
 

the
 

judgment
 

value
 

of
 

lncRNA
 

in
 

platinum
 

drug
 

resistance
 

and
 

prognosis
 

of
 

the
 

patients
 

were
 

analyzed.Results The
 

subcellular
 

localization
 

analysis
 

showed
 

that
 

6
 

lncRNA
 

were
 

located
 

in
 

the
 

cytoplasm,in
 

which
 

HOX
 

transcribed
 

antisense
 

RNA(HOTAIR)
 

and
 

Y-frame
 

protein
 

2
(SOX2)

 

were
 

the
 

key
 

ceRNA.lncRNA
 

HOTAIR
 

with
 

miRNA(miR-519d,miR-148b-3p)
 

and
 

mRNA(XIAP,
OCT4)

 

constituted
 

the
 

ceRNA
 

regulatory
 

network,and
 

the
 

lncRNA
 

SOX2
 

with
 

miRNA
 

(miR-302,miR-429,
miR-140-3p)

 

and
 

mRNA
 

(EGFR,ABHD2)
 

constituted
 

ceRNA.The
 

cancer
 

tissue
 

lncRNA
 

HOTAIR
 

and
 

ln-
cRNA

 

SOX2
 

levels
 

in
 

the
 

drug-resistant
 

group
 

were
 

2.72±0.58
 

and
 

1.45±0.37
 

respectively,which
 

were
 

sig-
nificantly

 

higher
 

than
 

1.92±0.49
 

and
 

1.26±0.40
 

in
 

the
 

control
 

group,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

receiver
 

operating
 

characteristic(ROC)
 

curve
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

lncRNA
 

HOTAIR
 

and
 

lncRNA
 

SOX2
 

had
 

high
 

value
 

to
 

judge
 

platinum
 

resistance
 

of
 

ovarian
 

cancer
 

(AUC=0.813,
0.775,P<0.05).The

 

one
 

year
 

progression
 

free
 

survival
 

(PFS)
 

rate
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

high
 

expression
 

of
 

lncRNA
 

HOTAIR
 

and
 

lncRNA
 

SOX2
 

were
 

65.2%
 

and
 

65.0%
 

respectively,which
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

83.1%
 

and
 

80.9%
 

in
 

the
 

patients
 

with
 

low
 

expression
  

(Log-rank
 

χ2=5.501,4.054,P<0.05).Conclusion The
 

ceRNA
 

net-
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work
 

is
 

helpful
 

to
 

screen
 

platinum
 

drug
 

resistance
 

related
 

genes
 

in
 

ovarian
 

cancer.lncRNA
 

HOTAIR
 

and
 

ln-
cRNA

 

SOX2
 

relate
 

to
 

platinum
 

drug
 

resistance
 

and
 

prognosis
 

of
 

ovarian
 

cancer.
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  卵巢癌是妇科常见恶性肿瘤,调查显示卵巢癌发

病率地域性明显,卵巢癌早期检出率低,超过40%患

者被确诊时已处于中晚期[1]。化疗在卵巢癌中得到

广泛应用,已成为卵巢癌治疗的重要方法,其中铂类

药物被指南推荐为一线治疗药物[2]。但铂类药物的

耐药问题逐渐突出,影响化疗效果和患者预后[3]。目

前,临床认为铂类药物耐药是由多基因、多因素共同

作用的结果,与 DNA 损伤、DNA 分子通路密切相

关[4]。长链非编码RNA(lncRNA)自cDNA测序被

发现以来,其在卵巢癌细胞生长、转移、侵袭及增殖中

的作用被证实,还有研究显示lncRNA可与RNA结

合蛋白相互作用,参与卵巢癌耐药[5]。近年来有学者

提出竞争性RNA(ceRNA)概念,即具有相同 miRNA
应答元件的mRNA、lncRNA等转录物通过竞争性结

合参与调控细胞功能,发挥生物学功能[6]。本研究采

用细胞生物学方法建立ceRNA调控网络,探讨其在

筛选卵巢癌铂类药物耐药基因中的价值,并验证其可

行性。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选择2018年4月至2020年4月在

本院治疗的64例卵巢癌铂类药物耐药患者作为耐药

组,患者平均年龄(48.09±13.37)岁;按国际妇产科

联盟(FIGO)分期,Ⅲ期42例,Ⅳ期22例;肿瘤平均

最大径(4.36±1.02)
 

cm。另纳入同期在本院治疗的

64例对铂类药物敏感的卵巢癌患者作为对照组,患者

平均年龄(47.71±12.85)岁;按FIGO分期,Ⅲ期37
例,Ⅳ期27例;肿瘤平均最大径(4.50±0.94)cm。两

组患者一般资料比较,差异均无统计学意义(P>
0.05)。本研究获本院伦理委员会审批同意。所有患

者均知悉本研究内容,签署知情同意书。
纳入标准:(1)铂类耐药诊断参照FIGO和美国

国立综合癌症网络(NCCN)指南标准[7]。耐药,即接

受规范化疗达到临床缓解目标,完成化疗后复发时

间<6个月;敏感,即接受规范化疗达到临床缓解目

标,完成化疗后6个月内无复发。(2)患者均接受手

术+化疗治疗,并通过手术病理检查确诊为卵巢癌。
(3)临床资料完整。(4)患者年龄≥18岁。

排除标准:(1)妊娠或哺乳期患者;(2)精神意识

障碍者;(3)肝肾功能严重不全或有严重心肺基础疾

病者;(4)合并有其他恶性肿瘤者。

1.2 方法
 

1.2.1 构建ceRNA调控网络 利用PubMed数据

库(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/)在线检索

与卵巢癌铂类药物耐药相关的lncRNA文献,再分别

利用RNA
 

Locate与LncATLAS在线平台分析定位

lncRNA位置,以DIANA-lncBase和miRcode在线平

台分析记录与lncRNA结合的 miRNA,并采用 miR-
TarBase在 线 工 具 分 析 miRNA 靶 向 mRNA。以

DAVID在线平台进行基因本体(GO)功能注释,并行

京都基因和基因组百科全书(KEGG)通路富集分析。
以综合得分>10分、P<0.01为标准,记录差异有统

计学意义的基因。采用ceRNA预测数据库在线平台

(http://www.bio-bigdata.net/miRSponge)构 建

ceRNA调控网络。

1.2.2 临床检验验证 取两组患者手术病理标本

1.0~3.0
 

cm,取新鲜组织标本切片至直径2~5
 

mm,
置于EP管,存于液氮罐中备用。根据ceRNA调控网

络构建的结果,采用荧光定量聚合酶链反应(RT-
PCR)检测ceRNA网络中关键lncRNA的水平,试剂

盒由上海酶联生物科技有限公司提供,以GAPDH作

为内参对照,以2-ΔΔCt计算基因水平。

1.2.3 生存预后观察 患者化疗结束后进行随访,
随访以电话和入院复诊形式进行,每2周电话随访1
次,以发生肿瘤进展为随访终点,记录并比较不同

HOTAIR 和 SOX2 水 平 卵 巢 癌 患 者 无 进 展 生 存

(PFS)率。

1.3 统计学处理 选用SPSS19.0软件对数据进行

统计学分析。正态分布的计量资料以x±s表示,两
组间比较采用t 检验;计数资料以例数或百分率表

示,组间比较采用χ2 检验。采用受试者工作特征
 

(ROC)
 

曲线分析lncRNA 判断铂类药物耐药的价

值,以曲线下面积(AUC)>0.75表示准确度高。以

P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 与卵巢癌铂类药物耐药相关的lncRNA 通过

PubMed数据库筛选与卵巢癌铂类药物耐药相关的

lncRNA:上调12个,包括lncRNA
 

ORM1、lncRNA
 

ITPA、lncRNA
 

HOTAIR、lncRNA
 

DEPDC7、ln-
cRNA

 

IMPDH2、lncRNA
 

AKAP12、lncRNA
 

HULC、

lncRNA
 

SLIT3、lncRNA
 

PDE4D、lncRNA
 

NRF2、ln-
cRNA

 

SOX2及lncRNA
 

BRCA2;下调5个,包括ln-
cRNA

 

GPX3、lncRNA
 

CAIR、lncRNA
 

HCP5、ln-
cRNA

 

PRKDC及lncRNA
 

LAMP3。

2.2 构建卵巢癌铂类药物耐药相关ceRNA调控网
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络 经亚细胞定位显示,有6个lncRNA与铂类药物

耐药相关,且均存在于细胞质中,见表1。lncRNA-
miRNA 调 控 预 测 显 示,miR-148b-3p、miR-130a、
miR-34a、miR-218-5p、miR-362-3p、miR-183-5p、miR-
183、miR-145、miR-126、miR-1696、miR-921、miR-17、
miR-185共13个 miRNA与lncRNA分子存在靶向

结合关系。根据GO和KEGG分析结果构建ceRNA
调控网络,结果显示,lncRNA

 

HOTAIR和lncRNA
 

SOX2是ceRNA 网络中两个关键的lncRNA,其中

lncRNA
 

HOTAIR与 miR-148b-3p、miR-130a、miR-
519d及OCT4、HRAS、XIAP组成ceRNA网络,ln-
cRNA

 

SOX2 与 miR-302、miR-429、miR-140-3p 及

EGFR、ABHD2、ALDH1构成ceRNA。故临床验证

中主要检测lncRNA
 

HOTAIR和lncRNA
 

SOX2两

个基因。
表1  定位于细胞质的6个lncRNA

lncRNA 亚细胞定位 Ensemble数据库对应名称

lncRNA
 

HOTAIR 细胞质、细胞核 ENSG00000228630

lncRNA
 

ORM1 细胞质 ENSG00000229314

lncRNA
 

AKAP12 细胞质 ENSG00000223598

lncRNA
 

SOX2 细胞质 ENSG00000181449

lncRNA
 

CAIR 细胞质、细胞核 ENSG00000215269

lncRNA
 

GPX3 细胞质、核糖体 ENSG00000211445

2.3 两组患者lncRNA
 

HOTAIR和lncRNA
 

SOX2
相对表达量的比较 耐药组患者lncRNA

 

HOTAIR
和lncRNA

 

SOX2水平分别为2.72±0.58和1.45±
0.37,明显高于对照组的1.92±0.49和1.26±0.40,

差异均有统计学意义(P<0.05)。
2.4 lncRNA

 

HOTAIR和lncRNA
 

SOX2判断卵巢

癌铂类药物耐药及患者预后的价值 ROC曲线分析

显示,lncRNA
 

HOTAIR和lncRNA
 

SOX2对判断铂

类耐药 具 有 一 定 的 应 用 价 值(AUC>0.75,P<
0.05)。见图1和表2。128例卵巢癌患者中lncRNA

 

HOTAIR<2.350者59例,10例肿瘤进展,1年PFS
率为83.1%;lncRNA

 

HOTAIR≥2.350者69例,24
例 肿 瘤 进 展,1 年 PFS 率 为 65.2%。lncRNA

 

SOX2<1.325者68例,13例肿瘤进展,1年PFS率

为80.9%;lncRNA
 

SOX2≥1.325者60例,21例肿

瘤进展,1年PFS率为65.0%。lncRNA
 

HOTAIR
和lncRNA

 

SOX2不同水平的卵巢癌患者PFS率差

异有统计学意义(Log-rank
 

χ2=5.501、4.054,P=
0.019、0.044),见图2、3。

图1  lncRNA
 

HOTAIR和lncRNA
 

SOX2判断卵巢癌

铂类药物耐药的ROC曲线分析

表2  lncRNA
 

HOTAIR和lncRNA
 

SOX2判断卵巢癌铂类药物耐药的ROC曲线分析结果

基因 AUC AUC的95%CI SE P 最佳截断值 灵敏度 特异度

lncRNA
 

HOTAIR 0.813 0.656~0.969 0.080 0.003 2.350 0.875 0.625

lncRNA
 

SOX2 0.775 0.602~0.949 0.088 0.008 1.325 0.750 0.787

图2  不同lncRNA
 

HOTAIR水平患者1年

PFS率比较

图3  不同lncRNA
 

SOX2水平患者1年PFS率比较
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3 讨  论

目前有关卵巢癌铂类药物耐药机制已深入分子

领域,研究证明基因参与跨膜转运、DNA损伤修复、
信号通路传导及肿瘤细胞增殖等多种生物学行为[8]。

lncRNA属非编码RNA,可通过调控基因表达参与染

色体修饰、蛋白质折叠及细胞信号通路调节等过程,

lncRNA还可经其二级结构与蛋白质核酸结合,进而

调控肿瘤细胞分裂、凋亡[9],在肿瘤耐药中发挥重要

作用。而ceRNA包含miRNA和miRNA应答元件,
可通过与lncRNA 结合,调控基因表达[10]。ceRNA
调控网络由ceRNA-miRNA-mRNA构成,在该网络

中,各RNA分子间可竞争性结合miRNA,拮抗 miR-
NA对编码基因的抑制作用,从而达到相互调控、维持

基因表达稳定的目的[11]。因而,通过ceRNA调控网

络有助于进一步深入探讨肿瘤耐药机制。
亚细胞定位、miRNA及 MRE序列与ceRNA调

控网络效能密切相关。本研究通过 RNALocate和

lncATLAS在线平台对与卵巢癌铂类药物耐药相关

的lncRNA进行定位,并在此基础上进行关联分析,
挖掘与铂类耐药相关的关键lncRNA,构建ceRNA调

控网络,进而通过临床试验进一步证实关键lncRNA
与铂类药物耐药及卵巢癌患者预后的关系,为今后靶

向治疗提供依据。本研究结果发现lncRNA
 

HO-
TAIR与lncRNA

 

SOX2是关键的ceRNA 分子,在
ceRNA调 控 网 络 中 发 挥 重 要 作 用,lncRNA

 

HO-
TAIR与lncRNA

 

SOX2异常高表达将增加卵巢癌铂

类药物耐药风险,且降低PFS率。通过监测lncRNA
 

HOTAIR与lncRNA
 

SOX2水平,并指导临床早期干

预,将有助于避免耐药及提高治疗效果。

lncRNA
 

HOTAIR是首个被发现的具有反式转

录作用的lncRNA,具有特异性双向结合功能,并与

PRC2、LSD1等形成复合体,产生级联效应[12]。ln-
cRNA

 

HOTAIR已被证实在卵巢癌、乳腺癌等多种

恶性肿瘤中呈高表达,而沉默lncRNA
 

HOTAIR能

显著抑制卵巢癌细胞侵袭、增殖[13]。本研究结果显示

lncRNA
 

HOTAIR定位于卵巢癌细胞质和细胞核中,
提示其可能在卵巢癌铂类药物耐药中发挥关键作用。

NADAL等[14]也发现lncRNA
 

HOTAIR可能通过调

节p21WAF1/CIP1,增强肺腺癌对铂类药物的耐药

性。FAYDA等[15]则证明lncRNA
 

HOTAIR表达水

平与p21
 

mRNA 呈负相关。本研究显示lncRNA
 

HOTAIR可能通过抑制 miR-519d,靶向作用于 XI-
AP、OCT4。同时,lncRNA-miRNA-mRNA 这 一 调

控网络能更清晰阐述lncRNA
 

HOTAIR参与卵巢癌

铂类药物耐药的机制。本研究发现lncRNA
 

HO-
TAIR作为ceRNA,可与 mRNA竞争 miRNA-148b-
3p结合位点,影响mRNA表达,进而干扰其对靶基因

的调控,参与耐药。lncRNA
 

SOX2属于干细胞标志

蛋白,韩玲等[16]的研究显示lncRNA
 

SOX2过表达可

促进卵巢癌细胞迁移、增殖,基础研究还证明lncRNA
 

SOX2可调控 MMP-9、FN1活性,促进肿瘤转移,而
敲除lncRNA

 

SOX2则可增加肿瘤细胞凋亡,降低化

疗敏感性[17]。本研究显示lncRNA
 

SOX2可靶向作

用于与耐药相关的 miR-302、miR-429及 miR-140-
3p,进而调控 EGFR、ABHD2。因而,推测lncRNA

 

SOX2可能通过调控EGFR和 ABHD2参与卵巢癌

铂类药物耐药。
lncRNA

 

HOTAIR与lncRNA
 

SOX2在ceRNA
网络中发挥关键作用,为进一步证实上述结果,本研

究收集对铂类药物耐药与敏感的卵巢癌各64例,采
用 RT-PCR 法 检 测lncRNA

 

HOTAIR 与lncRNA
 

SOX2在铂类药物耐药与敏感癌组织中的表达量,对
比分析二者对判断耐药的价值,并观察lncRNA

 

HO-
TAIR与lncRNA

 

SOX2不同水平的卵巢癌患者的预

后。本研究结果显示lncRNA
 

HOTAIR与lncRNA
 

SOX2判断铂类药物耐药的 AUC分别为0.875和

0.750,提 示 检 测 癌 组 织lncRNA
 

HOTAIR 与ln-
cRNA

 

SOX2水平有助于铂类耐药的早期筛查,这对

于指导临床用药具有较高应用价值。另外,lncRNA
 

HOTAIR与lncRNA
 

SOX2不同水平的卵巢癌患者

1年PFS率差异显著,这一结果说明lncRNA
 

HO-
TAIR与lncRNA

 

SOX2有助于判断卵巢癌患者预

后,逆转lncRNA
 

HOTAIR与lncRNA
 

SOX2水平有

助于改善PFS率,这将为今后临床靶向治疗提供新的

方 向。但 癌 组 织 lncRNA
 

HOTAIR 与 lncRNA
 

SOX2检测可重复性差,是否可采用血清指标替代癌

组织作为试验标本用于耐药和预后判断,还有待于今

后进一步研究证实。
综上所述,ceRNA网络有助于筛选卵巢癌铂类

药物耐药相关基因,lncRNA
 

HOTAIR 和lncRNA
 

SOX2与卵巢癌铂类药物耐药密切相关。
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