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血浆长链非编码RNA HOTAIR对预测食管癌放疗敏感性的意义
叶婷 1，李皓 1，李伟珍 1，王祝青 1，高飞 2，刘阳晨 2

扬州大学附属泰兴市人民医院检验科 1、肿瘤放疗科 2，江苏 泰兴 225400

【摘要】 目的 观察食管癌患者放疗前、后血浆长链非编码RNA HOX转录反义RNA(HOTAIR)的表达变化，

并探讨其临床意义。方法 选择2017年5月至2018年12月扬州大学附属泰兴市人民医院肿瘤放疗科收治的50例

食管癌患者作为研究对象(食管癌组)，另选取同期健康体检者25例作为对照组，患者采用实时定量聚合酶链反应

(PCR)检测其血浆HOTAIR的水平，分析HOTAIR表达水平与患者临床病理参数及放疗疗效的关联性。结果 食

管癌组患者血浆中HOTAIR水平为 0.14±0.10，明显高于健康对照组的 0.03±0.02，差异有统计学意义(P<0.05)；Ⅲ

期+Ⅳ期食管癌患者放疗前血浆中HOTAIR水平为0.21±0.10，明显高于Ⅰ期+Ⅱ期患者的0.07±0.02，差异有统计学

意义(P<0.05)；有淋巴转移的食管癌患者放疗后血浆中 HOTAIR 水平为 0.16±0.02，明显高于无淋巴转移患者的

0.07±0.04，差异有统计学意义(P<0.05)；可评价疗效的 50例患者根治性放疗后血浆HOTAIR水平较放疗前升高者

24例，下降者26例，升高者与下降者的放疗有效率分别为41.67%和84.62%，差异有统计学意义(P<0.05)；有效者放

疗后血浆中的HOTAIR水平为0.07±0.01，明显低于其放疗前的0.25±0.06，无效者放疗后血浆中的HOTAIR水平为

0.13±0.04，明显高于其放疗前的0.07±0.03)，差异均有统计学意义(P<0.05)。结论 检测食管癌患者血浆HOTAIR

水平有助于放疗敏感性的早期判断，对临床上预测食管癌放疗效果有着举足轻重的作用。

【关键词】 食管癌；放疗敏感性；长链非编码RNA；HOX转录反义RNA；血浆
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Predictive value of plasma lncRNA HOTAIR in radiosensitivity of esophageal cancer. YE Ting 1, LI Hao 1, LI
Wei-zhen 1, WANG Zhu-qing 1, GAO Fei 2, LIU Yang-chen 2. Department of Clinical Laboratory 1, Department of
Radiotherapy 2, Taixing People's Hospital Affiliated to Yangzhou University, Taixing 225400, Jiangsu, CHINA

【Abstract】 Objective To investigate the expression and clinical value of plasma long non-coding RNA (ln-

cRNA) HOTAIR level before and after radiotherapy in patients with esophageal carcinoma. Methods From May 2017

to December 2018, 50 patients with esophageal carcinoma were selected as research objects from Department of Radio-

therapy, Taixing People's Hospital Affiliated to Yangzhou University (esophagus cancer group), and 25 healthy individu-

als were enrolled as the control group. The HOTAIR level in plasma samples were measured with quantitative real-time

PCR method. The relationships among HOTAIR level expression changes, clinical stages and radiotherapy effect were

analyzed. Results The plasma HOTAIR levels of patients with esophagus cancer was 0.14±0.10, significantly higher

than 0.03±0.02 in control group (P<0.05). The plasma HOTAIR level before radiotherapy in patients with stage Ⅲ and

stage Ⅳ was 0.21±0.10, significantly higher than 0.07±0.02 of patients with stage Ⅰ and stage Ⅱ (P<0.05). The plasma

HOTAIR level after radiotherapy in patients with lymph node metastasis was 0.16±0.02, significantly higher than (0.07±

0.04) of patients without lymph node metastasis (P<0.05). In 50 evaluated patients, the plasma HOTAIR level increased

in 24 cases but decreased in 26 cases after radical radiotherapy, and the radiotherapy efficiency was 41.67% and 84.62%,

respectively (P<0.05). In effective group, the plasma HOTAIR level after radiotherapy was 0.07±0.01, significantly low-

er than 0.25±0.06 before radiotherapy, while in ineffective group, the level after radiotherapy was 0.13±0.04, significant-

ly higher than 0.07±0.03 before radiotherapy (P<0.05). Conclusion The plasma HOTAIR level of patients with esopha-

gus cancer can help evaluate the radiosensitivity, which has great significance in predicting the efficacy of radiotherapy.

【Key words】 Esophageal cancer; Radiosensitivity; Long non-coding RNA; HOX transcript antisense RNA; Plasma

·论著·doi:10.3969/j.issn.1003-6350.2019.10.014

通讯作者：刘阳晨，E-mail: liuyctx@163.com

··1273



海南医学2019年5月第30卷第10期

液体活检技术是体外诊断的重要分支，通过检测

血液中的循环肿瘤细胞(CTC)和 DNA (ctDNA)或者

RNA等标本，对肿瘤等疾病进行诊断与监测。有研究

指出，食管肿瘤组织中长链非编码RNA HOX转录反

义 RNA (Long non-codingRNA HOX transcript anti-

sense RNA，lncRNA HOTAIR)的表达、TNM分期及淋

巴结转移是食管癌患者总存活期的独立预后因素[1]。

放射治疗是食管癌的重要治疗措施，而食管癌患者血

浆中 lncRNA HOTAIR的表达水平是否与放疗敏感性

相关目前尚不清楚。本研究使用实时荧光定量 PCR

方法对食管癌患者放射治疗前后血浆中 lncRNA HO-

TAIR 的水平进行测定，以探究血浆 lncRNA HOTAIR

在预测食管肿瘤放疗效果的意义。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2017年5月至2018年12月

扬州大学附属泰兴市人民医院肿瘤放疗科收治实施

根治性放疗的50例食管癌患者作为研究对象(食管癌

组)，所有患者均经病理确诊，其中男性 34例，女性 16

例；年龄 56~89 岁，中位年龄 71 岁；病理类型均为鳞

癌。另选取同期健康体检者25例作为对照组，其中男

性18例，女性7例；年龄50~75岁，中位年龄64岁。

1.2 治疗方法 患者取仰卧位，双手交叉放于头

顶并用体膜固定。18例患者采用X射线模拟定位机进

行定位，照射采用一前两后斜3野，放射野上下界分别

上下各放3~5 cm。前野宽6 cm，后斜野宽4.5~5.5 cm。

其他32例患者采取CT模拟定位，三维适形放疗，肿瘤

体积(GTV)包含参照食道片和食道镜检查的CT呈现

的管壁增厚的食管，以及短径≥1 cm的肿大淋巴结；

临床靶体积(CTV)为GTV前后左右外放 1.2 cm，头脚

方向外放 0.5 cm。处方剂量 90%不同计划靶体积

(PTV)，最大剂量不超过处方剂量的5%，脊髓≤45 Gy，

心脏 V40≤50%，双肺 V20≤28%。患者均采用 6MV X

射线，分次剂量为 1.8~2.0 Gy，一周照 5 次，总剂量为

50.4~66 Gy。

1.3 样本收集 所有患者均在进行根治性放疗

前及放疗后4周进行采样，对照组于体检时采样，空腹

无菌采取静脉血 3~5.0 mL于乙二胺四乙酸(EDTA)抗

凝管中，混匀静置30 min后1200×g离心 1 0 min，收集

上清放入离心管中，4℃ 12 000×g，10 min，收集上清

至新的离心管中，取 250 μL血浆加入 750 μL TRIzol®

L S试剂(美国 Invitrogen公司)，-80℃保存待用。

1.4 提取总 RNA 和合成 cDNA 第一链 采用

TRizol 法提取总 RNA，方法如下：首先取血浆和

TRizol 混合液，混匀，常温静置 5 min；而后加 0.2 mL

氯仿(三氯甲烷)，盖紧盖子，充分激烈震动30 s，常温静

置 3 min；4℃ 12 000×g，15 min，此时可见混浊液分成

自上而下核酸、蛋白层、有机相三层。取500 L上清放

入新EP管，向其中添加500 μL异丙醇，轻轻混合使其

均匀，常温静置 10 min；4℃ 12 000×g，10 min，弃上

清，此时可见EP管底部有白色胶状沉淀；最后向沉淀中

加 1 mL 75%乙醇，轻轻混匀 (沉淀不溶解)，4℃ 7

500×g，5 min，弃去上清液，此步可进行两遍；敞盖将

RNA样品晾干(不要彻底干燥)，加入适量DEPC水溶

解。血浆总 RNA，分析鉴定其纯度和浓度后按照

PrimeScript TM RT Master Mix逆转录试剂盒说明书，

预先混好的 Premix，加入模板 RNA 和水，按照 37℃

15 min，85℃ 5 s，4℃ 5 s 程序上机，可快速获取

cDNA，-80℃ 保存备用。

1.5 实时定量PCR检测血浆中 lncRNA HOTAIR

表达 按照SYBR Premix Ex Taq II试剂盒说明书步骤

进行 qRT-PCR，引物序列(由上海生工合成)如下：ln-

cRNA HOTAIR正向引物：5'-GGTAGAAAAAGCAAC-

CACGAAGC-3'，反向引物:5'-ACATA AACCTCTGT

CTGTGAGTGCC-3'；GAPDH正向引物：5'-GGAGTC-

CA CTGGCGTCTT-3', 反向引物: 5'-GAGTCCTTC-

CACGATACCAA-3'。用定量 PCR扩增仪(CFX96，美

国Bio-Rad公司)检测 lncRNA HOTAIR表达。总反应

体系为 25 L：cDNA 2 L，上下游引物各 1 L，灭菌

DEPC 水 8.5 L，SYBR Premix Ex Taq Ⅱ 12.5 L。反应

条件：预变性95 ℃ 30 s后进行40个循环反应：95 ℃ 5 s，

60 ℃ 30 s，运用熔解曲线检测PCR产物的特异性。每

孔均设 3个重复，取平均CT 值作为该样本的最后CT

值，以GAPDH作为内参，采用相对定量2－ΔCt的方法对

获得的CT值进行统计分析。

1.6 近期疗效评价 放疗第 4 周复查食管 X 射

线钡剂造影。按照UICC(国际抗癌联盟)疗效标准以

食管X射线片评估近期疗效[2]：完全缓解(CR)、部分缓

解(PR)、小部分缓解(MR)、无缓解(NC)，以 CR+PR 计

算有效率。

1.7 统计学方法 应用SPSS23.0统计软件进行

统计学分析，计量资料以均数±标准差( ±s)表示，组间

比较采用 t 检验，计数资料比较采用χ2检验，以P<0.05

为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 两组受检者的血浆 HOTAIR 水平比较 食

管癌组患者顺利完成根治性放疗及血浆 HOTAIR 检

测。食管癌组患者血浆 HOTAIR 水平为(0.14±0.10)，

明显高于健康对照组的(0.03±0.02)，差异有统计学意

义(t=-2.764，P<0.05)。食管癌组患者放疗前和放疗后

血浆HOTAIR水平分别为(0.14±0.10)和(0.12±0.05)，差

异无统计学意义(t=0.530，P>0.05)。

2.2 食 管 癌 患 者 根 治 性 放 疗 前 后 的 血 浆

HOTAIR水平与临床病理参数的关系 食管癌患者放

疗前和放疗后血浆中HOTAIR水平与患者性别、年龄
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表1 食管癌患者根治性放疗前后的血浆 lncRNA HOTAIR水平与临

床病理参数的关系(x-±s)
项目

性别

男

女

年龄(岁)

≥70

<70

TNM分期

Ⅰ+Ⅱ

Ⅲ+Ⅳ

淋巴结转移

阴性

阳性

例数

34

16

36

14

32

18

26

24

HOTAIR

(放疗前)

0.12±0.11

0.11±0.09

0.13±0.10

0.12±0.11

0.07±0.02

0.21±0.10

0.14±0.11

0.12±0.12

t值

0.074

0.148

-3.205

0.047

P值

0.943

0.887

0.020

0.965

HOTAIR

(放疗后)

0.12±0.06

0.10±0.03

0.12±0.06

0.10±0.02

0.08±0.04

0.10±0.05

0.07±0.04

0.16±0.02

t值

0.697

0.450

-0.726

-3.417

P值

0.521

0.676

0.486

0.014

无明显相关(P>0.05)，而Ⅲ期+Ⅳ期食管癌患者放疗前

血浆中 HOTAIR 水平明显高于Ⅰ期+Ⅱ期患者，有淋

巴转移的食管癌患者放疗后血浆中HOTAIR水平明显

高于无淋巴转移的患者，差异均具有统计学意义(P<

0.05)，见表1。

2.3 食管癌患者血浆 HOTAIR 水平与放疗疗效

的关系 50 例患者根治性放疗后血浆 HOTAIR 水平

与放疗前相比升高者24例，下降者26例；升高者与下

降者的放疗有效率分别为 41.67%和 84.62%，差异有

统计学意义(χ2=4.996，P<0.05)。50例患者中放疗有效

者 32例，无效者 18例；有效者放疗前血浆HOTAIR水

平为 0.25±0.06，明显高于健康对照组的 0.03±0.02，

差异具有统计学意义(t=-6.307，P<0.05)；而无效者放

疗前血浆HOTAIR水平为0.07±0.03，与健康对照组的

0.03±0.02比较差异无统计学意义(t=-2.219，P>0.05)。

有效者与无效者放疗前血浆HOTAIR水平比较差异有

统计学意义(t=3.901，P<0.05)。有效者放疗后血浆中

的 HOTAIR 水平为 0.07±0.01，较放疗前的 0.25±0.06

明显降低，差异有统计学意义(t=5.391，P<0.05)，无效

者放疗后血浆中的 HOTAIR 水平为 0.13±0.04，较放

疗前的 0.07±0.03 明显升高，差异具有统计学意义

(t=-2.658，P<0.05)。

3 讨论

食管癌早期病症隐匿，很多食管癌患者检出或者

确诊时已属中晚期，总体 5 年存活率为 15%~25%[3]。

食管鳞癌(ESCC)是食道癌的重要组织学亚型。临床

上用于筛查ESCC的分子标记物的有癌胚抗原(CEA)、

p53和鳞状细胞癌抗原(SCC)等[4]，但是这些标志物不

足以鉴定早期肿瘤的亚临床患者和预测疾病复发。

当前，对中晚期已经失去手术根治机会的食管癌患

者，多选用以放疗为主联合其他学科的综合治疗。然

而，由于发生放射抵抗性，ESCC 的复发率较高。因

此，研究ESCC的生物学标志以及放疗预后指标，可以

指导临床采取针对性治疗措施，将ESCC患者复发的

风险降至最低。

长链非编码 RNA (lncRNA) 由长度>200 nt 的单

链的非编码RNA分子组成。迄今为止，大量的研究表

明，lncRNA 参与了表观遗传学水平、转录水平、转录

后及翻译水平的肿瘤抑制及致癌途径中基因表达的

调节[5]，其表达失调与癌症的复发、转移和患者的预后

紧密相连 [6-7]。HOX 反义中间体 RNA(HOTAIR)位于

同源异构体 C (HOXC) 基因簇内的染色体上的

lncRNA，最初被发现为HOXD基因的阻遏物，其生物

学作用是通过募集一系列复杂蛋白复合体实现对下

游靶标癌基因和抑癌基因调控[8]。目前的研究显示，

HOAIR在乳腺癌[9]、非小细胞肺癌[10]、胃癌[11]等诸多肿

瘤组织中异常表达，呈现致癌作用。报道不同肿瘤血

浆中HOTAIR表达的研究也日益增多，例如非小细胞

肺癌患者术后血浆中HOTAIR与术前相比明显降低，

可应用于疾病的诊断与监测 [12]。乳腺癌患者血浆

HOTAIR高表达，且与ER、c-erbB-2和淋巴结转移相

关联，是乳腺癌潜在的生物标志物[13]。此外，在宫颈癌

中，血浆 HOTAIR 促进了癌症的进程，诱导了放疗耐

受，同时高表达的HOTAIR与肿瘤分期、淋巴结转移、

肿瘤复发显著相关[14]。然而，目前鲜见血浆 HOTAIR

在食管癌的表达与放疗敏感性关联的报道。

初期机制研究表明高表达的 HOTAIR 通过

HOTAIR 5'结构域召募多梳复合抑制物2 (PRC2)加强

H3组蛋白 第 27位赖氨酸三甲基化，以及HOTAIR 3'

结构域募集赖氨酸特异性组蛋白去甲基化酶 1

(LSD1)/CoREST/REST复合物，发挥组蛋白H3 第4位

赖氨酸去甲基化作用，以此实现染色质重塑及加速肿

瘤的发生、转移。最初关于食管癌长链非编码 RNA

HOTAIR的研究集中在分子机制上，研究对象多为细胞

系和患者组织，已有研究证实在食管癌细胞系和患者的

肿瘤组织中HOTAIR表达明显升高；同时，HOTAIR的

表达与TNM分期、生存时间及ESCC的转移密切相关；

敲除ESCC细胞中的HOTAIR，可以降低细胞的侵袭和

迁移，同时增加了细胞凋亡的反应[15]。HOTAIR 过表达

是食道癌患者预后不良的独立危险因子[16]。

本研究表明，食管癌放疗后效果满意的患者血浆

HOTAIR 水平放疗后相比放疗前下降，血浆 HOTAIR

水平升高的患者疗效欠佳，说明HOTAIR表达降低的

患者对放疗敏感，疗效好，而HOTAIR水平升高患者放

疗不敏感，对放疗抗拒。血浆HOTAIR水平与临床病

理参数的关系表现为HOTAIR与食管癌患者的TNM

分期和淋巴结转移紧密相连，反映了HOTAIR与肿瘤

侵袭性相关，可以推测血浆HOTAIR水平在治疗前明

显升高者食管癌转移复发的概率会明显增加，应高度

重视这部分患者并给予更高强度的治疗。这一结果
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可参照DA等[17-18]的最新研究来解释，他们发现高表达

的HOTAIR通过重排基因表达模式，在表观遗传水平

引 起 上 皮 间 质 化 (epithelial-mesenchymal transition,

EMT)进程中相关因子的表达异常，具体表现为上皮化

表型标记如E-cadherin缺失，细胞间质化表型标记如

Snail表达升高，继而参与诱导食管癌上皮细胞向间质

细胞转化，最终诱导肿瘤的复发、转移及放疗抵抗。

综上所述，HOTAIR能够作为一个预测放射治疗

敏感性的有用标记物，在食管癌的治疗和判断预后中

起举足轻重的作用，以HOTAIR为候选靶点的治疗可

以提高肿瘤的放疗敏感性[19]。由于本研究纳入的患者

例数较少，且患者来自同一个医疗单位，可能存在研

究对象的选择性偏倚，未来可扩大样本量，进一步明

确 lncRNA HOTAIR作为预测食管癌放疗敏感性标记

物的可行性。
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