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　　摘　要：　目的　探讨环状ＲＮＡｃｉＲ７（ＣＤＲ１ａｓ）在喉鳞状细胞癌（ｌａｒｙｎｇｅａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＬＳＣＣ）中
的表达及临床意义，并分析ＣＤＲ１ａｓ与ｍｉＲ７的相关性。方法　收集２０１１—２０１３年手术切除并病理确诊为鳞状细
胞癌的标本６１例，同期选取病理确诊为炎症或正常黏膜的癌旁组织（距肿瘤切缘大于０．５ｃｍ）标本４８例，采用实
时荧光定量ＰＣＲ方法检测喉癌及癌旁组织中 ＣＤＲ１ａｓ、ｍｉＲ７的转录表达水平。结果　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ显示，在
ＬＳＣＣ组织中，ＣＤＲ１ａｓｍＲＮＡ表达水平均显著高于癌旁组织（Ｐ＜０．００１）；ｍｉＲ７ｍＲＮＡ表达水平均显著低于癌旁组
织（Ｐ＜０．０００１）；ＣＤＲ１ａｓ在淋巴结转移患者的ＬＳＣＣ组织中表达水平较无淋巴结转移患者的ＬＳＣＣ组织中显著增
高（Ｐ＜０．０１）；ＣＤＲ１ａｓ在不同ＴＮＭ分期患者的喉癌组织中表达水平差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；ＣＤＲ１ａｓ在
ＬＳＣＣ组织中表达水平与患者的预后相关 （Ｐ＝０．０２）；同时，ＣＤＲ１ａｓ表达水平与 ｍｉＲ７表达呈负性相关（ｒ＝
－０．６４３，Ｐ＝０．００１）。结论　ＣＤＲ１ａｓ参与ＬＳＣＣ的发生和发展，其表达可以作为判断预后的一项指标，ＣＤＲ１ａｓ与
ｍｉＲ７呈现出的一定的相关性，ＣＤＲ１ａｓ可能通过靶向调控ｍｉＲ７的表达影响喉癌进展。
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ｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓａｄｊａｃｅｎｔｔｏｔｕｍｏｒ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＲＴＰＣＲｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤＲ１ａｓｉｎｔｈｅＬＳＣＣｔｉｓｓｕｅｓｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ（Ｐ＜０．００１），ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ７ｉｎｔｈｅＬＳＣＣｔｉｓｓｕｅｓｗａｓ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ（Ｐ＜０．０００１），ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤＲ１ａｓｉｎＬＳＣＣｔｉｓｓｕｅｓｆｒｏｍｐａｔｉｅｎｔｓ
ｗｉｔｈｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｆｒｏｍｔｈｏｓｅｗｉｔｈｏｕｔｌｙｍｐｈｎｏｄｅｍｅｔａｓｔａｓｉｓ（Ｐ＜０．０１），ａｎｄｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＣＤＲ１ａｓｉｎｔｈｅＬＳＣＣｔｉｓｓｕｅｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔＴＮＭｓｔａｇｅｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ（Ｐ＜
０．０５）．Ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆ５ｙｅａｒｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｂｅｔｗｅｅｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｈｉｇｈｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＣＤＲ１ａｓｉｎｔｈｅＬＳＣＣｔｉｓｓｕｅｓ
ａｎｄｔｈｏｓｅｗｉｔｈｌｏｗｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（Ｐ＝０．０２），ｍｅａｎｗｈｉｌｅ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＣＤＲ１ａｓ
ｗａｓｎｅｇａｔｉｖｅｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｔｈａｔｏｆｍｉＲ７（ｒ＝－０．６４３，Ｐ＝０．００１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＣＤＲ１ａｓｉｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｔｈｅ
ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆＬＳＣＣ，ａｎｄｉｔｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃａｎｂｅｕｓｅｄａｓａｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｉｎｄｉｃａｔｏｒｏｆｔｈｉｓｔｕｍｏｒ．ＣＤＲ１ａｓｈａｓａ
ｃｅｒｔａｉｎｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｗｉｔｈｍｉＲ７．ＣＤＲ１ａｓｍａｙａｆｆｅｃｔｔｈｅｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｏｆＬＳＣＣｂｙｔａｒｇｅｔｅｄｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲ７．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｌａｒｙｎｇｅａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ；ＣＤＲ１ａｓ；ＭｉＲ７；Ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ

　　喉恶性肿瘤中９０％的病理为鳞状细胞癌，喉鳞
状细胞癌（ｌａｒｙｎｇｅａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＬＳＣＣ）
也是呼吸道第二大常见的恶性肿瘤，２０１６年，大约
１３４３０例新的 ＬＳＣＣ患者被确诊，３６２０例患者死
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亡［１］。尽管在过去２０年里 ＬＳＣＣ治疗得到很大进
步，但晚期 ＬＳＣＣ治疗结果并没有得到明显改善，
５年生存率甚至从６６％减少至６３％，原因与早期诊
断困难、术后局部或区域性复发、过度要求保喉及

放／化疗抵抗等相关［２３］，这些因素需要临床医师进

一步深入地研究和探索新的 ＬＳＣＣ潜在的分子机
制，以寻找更加有效的诊断方法和新的治疗靶点。

在ＬＳＣＣ组织中，ｍｉＲ７作为抑癌基因作用已被研究
证实［４］，但未见有关 ＣＤＲ１ａｓ的表达及与 ｍｉＲ７关
系的研究报道。本研究中，笔者选择６１例 ＬＳＣＣ标
本及４８例癌旁正常组织测定 ＣＤＲ１ａｓ和 ｍｉＲ７表
达，分析其表达和临床因素的关系，探讨 ＣＤＲ１ａｓ在
ＬＳＣＣ中的表达及临床意义。

１　材料和方法

１．１　标本
按照医院的伦理委员会规定取得患者的知情同

意，收集广州医科大学附属第五医院耳鼻咽喉科

２０１１—２０１３年手术切除、病理确诊为 ＬＳＣＣ的标本
６１例，所有患者术前均未行放疗或化疗，其中男
５８例，女３例；年龄４１～７６岁，平均年龄５７岁；有
吸烟史４９例；高分化 １７例，中分化 ３５例，低分化
９例；声门上型２６例，声门型３４例，声门下型１例；
淋巴结转移 ２２例；ＴＮＭ分期（ＵＩＣＣ２００２）Ⅰ、Ⅱ期
４４例，Ⅲ、Ⅳ期１７例；采取电话或上门随访，存活患
者随访时间截止时间点为５年，死亡患者以死亡时
间为随访截止时间，具体临床资料见表１。同期选
取病理确诊为炎症或正常黏膜的癌旁组织（距肿瘤

切缘大于０．５ｃｍ）标本４８例，作为对照。
１．２　试剂

ＴＲＩｚｏｌ试剂盒，转录试剂盒及ｑＲＴＰＣＲｋｉｔ试剂
盒均购自广州维伯鑫生物公司，相关实验配件有本

院中心实验室提供。

１．３　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ
按照 ＡｌｌｉｎｏｎｅＴＭｍｉＲｑＲＴＰＣＲｋｉｔ试剂盒说

明书，根据 Ｍｉｂａｓｅ生物信息网站检测出 ＣＤＲ１ａｓ，
ｍｉＲ７及ＧＡＰＨＤ上下游引物序列，由广州维伯鑫生
物技术公司合成，按照标准的程序执行实时定量

ＰＣＲ实验，按照 ＴＲＩｚｏｌ试剂盒说明书在细胞和肿瘤
标本中提取总 ＲＮＡ，转录试剂盒逆转录 ｃＲＮＡ，ＰＣＲ
扩增步骤：９５℃１０ｓ，９４℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，

４０个循环，目的基因的表达量Ｆ＝２－△△ＣＴ，每次实验
重复３次，引物序列见表２。

表１　ＣＤＲ１ａｓ表达与临床病理指标的关系　（例，珋ｘ±ｓ）

临床指标 例数 ＣＤＲ１ａｓ表达水平
性别

　男 ５８ ２．９９６±２．２３１
　女 ３ ３．１０５±１．８２７
年龄（岁）

　＞５９ ３５ ３．１２７±２．５２８
　≤５９ ２６ ２．８９３±１．９２８
吸烟史

　无 １２ ２．７３５±２．０４６
　有 ４９ ３．２１５±２．２７３
分化程度

　高 １７ １．８３６±１．２４１
　中 ３５ ２．７１８±１．６１８
　低 ９ ４．２２５±１．７７４
淋巴结转移

　无 ３９ ２．４３１±１．５８２
　有 ２２ ３．５５７±１．９１０
Ｔ分期
　Ｔ１、Ｔ２ ４０ ２．０２７±１．４１３
　Ｔ３、Ｔ４ ２１ ３．９８５±１．９１６
临床分期

　Ｉ、ＩＩ ４４ ２．１４８±１．３７６
　ＩＩＩ、ＩＶ １７ ３．８２２±２．１０９
临床分型

　声门上型 ２６ ３．１０６±２．１３７
　声门型 ３４ ２．９１５±１．９７５
　声门下型 １ ３．２１６±２．４４７

表２　引物序列表

Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒ５’－３’
ＣＤＲ１ａｓ Ｆ：ＴＡＧＴＡＣＧＴＣＧＴＧＣＣＣＴＧＡ

Ｒ：ＣＡＣＴＴＧＡＣＧＴＧＣＡＧＣＡＴＣ
ｍｉＲ７ Ｆ：ＣＣＡＣＧＴＴＧＧＡＡＧＡＣＴＡＧＴＧＡＴＴＴ

Ｒ：ＴＡＴＧＧＴＴＧＴＴＣＴＧＣＴＣＴＣＴＧＴＣＴＣ
ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＡＣＡＣＣＣＡＣＴＣＣＴＣＣＡＣＣＴＴＴ

Ｒ：ＴＴＡＣＴＣＣＴＴＧＧＡＧＧＣＣＡＴＧＴ

１．４　统计学分析
采用ＳＰＳＳ１６．０分析，每组实验结果数据均以

珋ｘ±ｓ表示，应用独立样本 ｔ检验用于两组数据之间
的比较分析，单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）用于两组以
上数据之间的比较，单因素及多因素比例风险回归

模型用于评估预后相关因素，生存分析使用 Ｃｏｘ风
险回归模型，并绘制 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存曲线，采用
Ｓｐｅａｒｍａｎ进行相关性分析，以 Ｐ＜０．０５为差异具有
统计学意义，所用数据均计算３次。
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２　结果

２．１　ＬＳＣＣ组织与癌旁组织中 ＣＤＲ１ａｓ及 ｍｉＲ７
ｍＲＮＡ表达情况

ｑＲＴＰＣＲ检测结果显示６１例 ＬＳＣＣ组织中的
ＣＤＲ１ａｓｍＲＮＡ表达水平（３．０２９±０．１０２）明显高于
４８例癌旁对照组织中的 ＣＤＲ１ａｓｍＲＮＡ表达水平
（１．０５３±０．０８２），两独立样本 ｔ检验发现差异具有
统计学意义（Ｐ＜０．００１，图１）；６１例喉癌组织中的
ｍｉＲ７ｍＲＮＡ表达水平（０．５４６±０．０２３）明显低于
４８例癌旁对照组织中的 ｍｉＲ７ｍＲＮＡ表达水平
（１．８７０±０．０７４），两独立样本 ｔ检验发现差异具有
统计学意义（Ｐ＜０．０００１，图２）。
２．２　ＣＤＲ１ａｓ与ＬＳＣＣ临床指标的关系

单因素及多因素比例风险回归模型用于评估预

后相关因素，在 ＬＳＣＣ中 ＣＤＲ１ａｓ高表达与 ＬＳＣＣ患
者的肿瘤分化程度、ＴＮＭ分期、淋巴结转移及临床
分期（Ｐ均＜０．０５）显著相关，具体数据见表１。而
与年龄、性别及有无吸烟史无关（Ｐ均＞０．０５）。
２．３　ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存分析

通过电话访谈、门诊复查等形式对患者进行随

访，随访时间从患者确诊ＬＳＣＣ之日开始，全部患者

随访时间均为５年，死亡患者以死亡时间为随访截
止时间，将生存时间由小到大排序，通过计算出每一

段时间内的死亡概率和生存概率，以生存时间（单

位：年）为横轴，生存率为纵轴，分别绘制 ＬＳＣＣ患者
中ＣＤＲ１ａｓ高表达和低表达者的ＫＭ阶梯形生存曲
线（图３），Ｃｏｘ比例风险回归模型分析喉癌组织中
ＣＤＲ１ａｓ的表达对生存期的影响，计算风险比（ＨＲ
ｒａｔｉｏ），结果提示：ＣＤＲ１ａｓ高表达（实线）的喉癌患者
与ＣＤＲ１ａｓ低表达（虚线）的喉癌患者相比，生存率
较低（ＨＲｒａｔｉｏ：０．２４８４；９５％ＣＩ：０．０７－０．８７，Ｐ＝
０．０２），说明 ＣＤＲ１ａｓ高表达患者的 ５年生存率较
ＣＤＲ１ａｓ低表达的喉癌患者低，预后差。
２．４　Ｓｐｅａｒｍａｎ进行相关性分析

将ＬＳＣＣ中 ＣＤＲ１ａｓ、ｍｉＲ７的表达绘制散点图
（图４），可见ＣＤＲ１ａｓ与 ｍｉＲ７有线性趋势，从总的
趋势来看，ＣＤＲ１ａｓ高表达的患者 ｍｉＲ７呈低表达，
说明ＣＤＲ１ａｓ与ｍｉＲ７的表达量之间存在联系且方
向相反，可行线性相关分析，计算 Ｓｐｅａｒｍａｎ秩相关
系数（ｒ＝－０．６４３，Ｐ＝０．００１），即 ＣＤＲ１ａｓ、ｍｉＲ７
ｍＲＮＡ两者呈负相关，ＣＤＲ１ａｓｍＲＮＡ表达越高，
ｍｉＲ７表达反而降低；ＣＤＲ１ａｓｍＲＮＡ表达越低，
ｍｉＲ７表达越高。
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３　讨论

真核细胞转录的 ＲＮＡ中９５％为非编码 ＲＮＡ，
包含短链微小 ＲＮＡｓ（ｍｉＲＮＡｓ）、长链无编码 ＲＮＡｓ
（ＬｎｃＲＮＡｓ）和环状 ＲＮＡｓ（ＣｉｒｃＲＮＡｓ）。环状 ＲＮＡ
是近年来发现的内生性无编码、高度保守、以共价环

存在的ＲＮＡ分子，在哺乳动物中扮演着基因调节作
用，越来越多的研究证实环状ＲＮＡ可作为竞争内源
性ＲＮＡ或微小 ＲＮＡ的海绵体，与 ｍｉＲＮＡｓ、ＬｎｃＲ
ＮＡｓ存在相互调控的关系，被认为在多种生物过程
和疾病发生、发展中发挥重要基因调节作用［５］。小

脑变性相关蛋白１反义转录物（ＣＤＲ１ａｓ）是稳定存
在于血浆外泌体中，并被证实与诸多疾病预后相关

的一类环状 ＲＮＡ分子，且拥有７４位与微小 ＲＮＡ７
（ｍｉＲ７）相结合的位点［６８］。

本研究收集了６１例新鲜 ＬＳＣＣ组织及４８例癌
旁组织，进行 ｑＲＴＰＣＲ检测 ＣＤＲ１ａｓ在基因层面的
表达情况，结果显示ＬＳＣＣ组织中ＣＤＲ１ａｓｍＲＮＡ表
达水平明显高于癌旁组织，后续又采用单因素及多

因素比例风险回归模型，评估本研究中 ＬＳＣＣ患者
预后相关因素，结果表明，伴发淋巴结转移患者的

ＬＳＣＣ组织中ＣＤＲ１ａｓ表达量较未转移的ＬＳＣＣ组织
显著升高，ＣＤＲ１ａｓ高表达提示 ＬＳＣＣ患者生存率较
低，同时，ＬＳＣＣ中 ＣＤＲ１ａｓ的高表达还和肿瘤分化
程度、ＴＮＭ分期等显著相关，说明 ＣＤＲ１ａｓ参与了
ＬＳＣＣ的发生发展，是喉癌预后不佳的指标，具有致
癌特性，可促进肿瘤生长，加快肿瘤侵袭转移，这与

ＣＤＲ１ａｓ在多种其他肿瘤如肝癌、头颈肿瘤、胃癌中
其作为ｍｉＲＮＡ基因表达海绵体发挥着致癌作用的
特性相似［９１２］。

另有研究表明，环状 ＣＤＲ１ａｓ被认为可以抑制
抑癌基因 ｍｉＲ７从而在多种肿瘤中发挥着重要作
用，并作为患者诊断和预后的一项生物标记

物［１３１５］，如在肝细胞癌中，ＣＤＲ１ａｓ呈高表达，敲除
其基因后，ｍｉＲ７表达上调，抑制其靶基因及蛋白
ＣＣＮＥ１和ＰＩＫ３ＣＤ的表达，癌细胞的分化及侵袭受
到抑制［１６］，在结直肠癌中，抑制 ＣＤＲ１ａｓ可以阻止
结直肠癌细胞的分化及侵袭，而 ｍｉＲ７抑制剂可以
抵消ＣＤＲ１ａｓ被敲除的功能，这种抵消作用可能是
因为ｍｉＲ７相关的靶点 ＥＧＦＲ和 ＩＧＦ１Ｒ促进肿瘤
生长及侵袭相关，体内实验进一步证实，ＣＤＲ１ａｓ能
阻止ｍｉＲ７的肿瘤抑制作用，促进肿瘤的生长［１７］，

可见，ＣＤＲ１ａｓ目前主要通过ｍｉＲ７信号途径在多种

肿瘤中发生作用。本研究结果显示 ｍｉＲ７在 ＬＳＣＣ
组织中较癌旁组织低表达，且相关性分析结果显示

ＣＤＲ１ａｓ与ｍｉＲ７呈负相关性，根据此实验结果及相
关文献报道我们推测，在 ＬＳＣＣ组织中，ＣＤＲ１ａｓ表
达上调，使靶基因 ｍｉＲ７的表达受抑制，ｍｉＲ７及其
他相关抑癌基因失活，从而加速 ＬＳＣＣ进展，当然，
这一推测的具体机制还需要进一步研究。

综上所述，笔者发现在ＬＳＣＣ组织中ＣＤＲ１ａｓ较
癌旁组织显著高表达，其表达可以作为临床判断预

后的一项指标，ＣＤＲ１ａｓ可能成为喉鳞癌的一项新的
生物标记物和治疗靶点，同时，ＣＤＲ１ａｓ与抑癌基因
ｍｉＲ７呈现出的一定的相关性，ＣＤＲ１ａｓ可能通过靶
向调控 ｍｉＲ７的表达影响 ＬＳＣＣ进展，其作用机制
也有待临床进一步深入的探索。
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·消息·

远程投稿、查稿系统启事

　　本刊采用远程稿件采编系统进行投稿、查稿等，现就有关问题说明如下。
１．作者投稿：登陆在线投稿系统（中文版），按操作提示投稿。第一次需先注册，原则上不再受理邮寄稿

件和Ｅｍａｉｌ稿件。
２．稿件查询：使用作者注册用户名和密码，可查询作者稿件审理进程和费用信息等。
有关投稿要求，请登陆本刊网站浏览。

网站登陆：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｘｙｏｓｂｓ．ｃｏｍ／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍ

·９４６·




