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(57)摘要

本发明公开了一种非编码基因生物标记物

在 肝 癌 中 的 应 用 ，所 述 非 编 码 基 因 为

ENSG00000272993，本发明通过生物学分析发现

了ENSG00000272993基因在肝癌中的AUC值高达

0.936，具有较高的敏感性和特异性。同时本发明

通过实验证明了ENSG00000272993在肝癌细胞的

增殖、迁移和侵袭中起着重要的作用。

权利要求书1页  说明书11页

序列表3页  附图3页

CN 107267616 B

2020.11.06

CN
 1
07
26
76
16
 B



1.检测ENSG00000272993表达水平的试剂在制备诊断肝癌的产品中的应用。

2.根据权利要求1所述的应用，其特征在于，所述试剂包括：通过RT-PCR、实时定量PCR、

原位杂交、芯片或高通量测序平台检测样本中ENSG00000272993基因表达水平用试剂。

3.根 据权 利要 求 1 所 述的 应 用 ，其 特 征 在 于 ，所 述 试 剂 包 括 特 异 性 识 别

ENSG00000272993的探针，或特异性扩增ENSG00000272993的引物。

4.一种ENSG00000272993基因的用途，其特征在于，用于体外筛选治疗肝癌的潜在物

质。

5.一种体外筛选治疗肝癌的潜在物质的方法，其特征在于，所述方法包括：

用候选物质处理表达或含有ENSG00000272993基因的体系；和

检测所述体系中ENSG00000272993基因的表达；

其中，若所述候选物质可降低ENSG00000272993基因的表达水平，则表明该候选物质是

治疗肝癌的潜在物质。

6.抑制ENSG00000272993基因表达的抑制剂的用途，其特征在于，用于制备治疗肝癌的

药物组合物。

7.根据权利要求6所述的用途，其特征在于，所述药物组合物还包括与所述抑制剂相配

伍的其他药类以及药学上可接受的载体和/或辅料，所述其他药类为抗癌剂。

权　利　要　求　书 1/1 页

2

CN 107267616 B

2



一种非编码基因生物标记物在肝癌中的应用

技术领域

[0001] 本发明属于生物医药领域，涉及一种非编码基因生物标记物在肝癌中的应用，具

体所述生物标记物为ENSG00000272993。

背景技术

[0002] 肝细胞癌(Hepatocellular  carcinoma,HCC)是消化系统恶性肿瘤之一，居全球恶

性肿瘤的第五位。其发病率及死亡率较高，严重威胁着人类的健康。肝脏移植，手术切除，栓

塞，放疗和化疗是用于HCC治疗的主流策略。尽管手术切除是最好的治疗方法，但是高复发

或高转移率仍然是影响患者长期生存的主要的障碍，而大多数复发是由于肿瘤细胞在肝内

局部侵袭以及肝外转移。肝癌患者的5年生存率仍然较低，只有3％-5％。HCC通常与病毒性

感染、肝硬化、酒精、烟草等因素相关；但是，HCC的致病机制仍不清楚，许多生理生化事件与

HCC进程相关。侵袭和转移是肝癌的基本特征，也是影响肝细胞癌患者生存及生活质量的重

要因素。各种转录因子及表观变化与HCC细胞转移相关。因此，找到预测HCC发生发展的分子

标志物，并确定干预治疗的靶标对于提高HCC患者的整体生活质量尤为重要。

[0003] 随着人类基因组计划的完成及其序列相关分析结果表明，基因组中大约有90％以

上的DNA分子能够被转录为RNA分子，而其中编码蛋白的基因占据基因组的很小一部分，其

余的为非编码RNAs(non-coding  RNAs，ncRNAs)。近些年来，人们深入研究了基因组和转录

组相关分析，鉴定出了一类新的RNA分子，即长链非编码RNAs(long  non-coding  RNAs，

lncRNAs)，lncRNAs基因覆盖了人基因组将近90％。随着测序技术的发展及应用，lncRNAs引

起了越来越多关注。

[0004] LncRNAs通常被定义为长度上大于200nt的内源性RNA分子，缺少或无明显的开放

阅读框(open  reading  frame，ORF)，缺乏编码蛋白能力。此外，一半以上的哺乳动物非编码

转录本由lncRNAs组成。根据lncRNAs所处位置大致可分为五类：(1)正义lncRNA(2)反义

lncRNA(3)内含子lncRNA(4)双向lncRNA(5)基因间neRNA(lineRNA)。许多lncRNAs呈现出癌

症特异性的表达，且这些lncRNAs的生物学特征表明它们可能参与人类疾病的发病机制。一

些lncRNAs参与到肝脏疾病，其机制包括DNA印迹，X染色体失活，DNA去甲基化，调控基因转

录，产生其他的RNA分子(其他RNA分子的前体)。此外，一些研究发现lncRNAs参与网络调控，

能够被表观遗传修饰，包括甲基化，泛素化，miRNA诱导的调控。这些暗示了lncRNA在原发性

肝细胞癌的发生发展过程中发挥着重要功能，可作为原发性肝癌诊疗过程中新的诊断分子

标志物以及潜在药物靶点，具有重要的临床应用前景，为基于lncRNA的HCC治疗的方法的潜

在发展提供了理论。

发明内容

[0005] 为了弥补现有技术的不足，本发明的目的之一，提供一种非编码基因生物标志物，

用于肝癌的早期诊断或者靶向治疗。

[0006] 本发明的目的之二，提供一种筛选治疗肝癌潜在药物的方法，通过调节生物标志
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物的表达水平来判断候选物是否是潜在的治疗肝癌的药物。

[0007] 为了实现上述目的，本发明采用如下技术方案：

[0008] 本发明提供了检测ENSG00000272993表达水平的试剂在制备诊断肝癌的产品中的

应用，其中，ENSG00000272993在肝癌患者中表达水平上调。

[0009] 进一步，所述试剂包括：通过RT-PCR、实时定量PCR、原位杂交、芯片或高通量测序

平台检测样本中ENSG00000272993基因表达水平的试剂。。

[0010] 本发明提供了一种诊断肝癌的产品，所述产品包括检测样本中ENSG00000272993

表达水平的试剂。本发明所述产品只要能够检测ENSG00000272993的表达水平即可，而不局

限于常见的检测产品如芯片、核酸膜条、制剂或试剂盒等。所述“样本”包括细胞、组织、脏

器、体液(血液、淋巴液等)、消化液、咳痰、肺胞支气管清洗液、尿、粪便等。优选的，所述样本

为组织、血液。

[0011] 进一步，所述试剂包括特异性识别ENSG00000272993的探针，或特异性扩增

ENSG00000272993的引物。

[0012] 在本发明的具体实施方式中，所述试剂包括特异性扩增ENSG00000272993的引物，

所述特异性扩增ENSG00000272993的引物序列如SEQ  ID  NO.2～3所示。

[0013] 本发明提供了一种ENSG00000272993基因的用途，用于筛选预防或治疗肝癌的潜

在物质。

[0014] 本发明提供了一种筛选预防或治疗肝癌的潜在物质的方法，所述方法包括：

[0015] 用候选物质处理表达或含有ENSG00000272993基因的体系；和

[0016] 检测所述体系中ENSG00000272993基因的表达；

[0017] 其中，若所述候选物质可降低ENSG00000272993基因的表达水平(优选显著降低，

如低20％以上，较佳的低50％以上；更佳的低80％以上)，则表明该候选物质是预防或治疗

肝癌的潜在物质。所述体系选自：细胞体系、亚细胞体系、溶液体系、组织体系、器官体系或

动物体系。

[0018] 所述候选物质包括(但不限于)：针对ENSG00000272993基因或其上游或下游基因

设计的干扰分子、核酸抑制物、小分子化合物等。

[0019] 本发明提供了一种ENSG00000272993基因的用途，用于制备治疗肝癌的药物组合

物。

[0020] 进一步，所述药物组合物包括ENSG00000272993功能性表达的抑制剂，所述抑制剂

选自：以ENSG00000272993或其转录本为靶序列、且能够抑制ENSG00000272993基因表达或

基因转录的干扰分子，包括：shRNA(小发夹RNA)、小干扰RNA(siRNA)、dsRNA、微小RNA、反义

核酸，或能表达或形成所述shRNA、小干扰RNA、dsRNA、微小RNA、反义核酸的构建物。优选的，

所述的抑制剂为siRNA。

[0021] 本 发 明 提 供 了 一 种 治 疗 肝 癌的 药 物 组 合 物 ，所 述 药 物 组 合 物 包 括

ENSG00000272993功能性表达的抑制剂。

[0022] 进一步，所述药物组合物还包括与所述抑制剂配伍的其他药类以及药学上可接受

的载体和/或辅料。

[0023] 药学上可接受的载体包括(但不限于)缓冲剂、乳化剂、悬浮剂、稳定剂、防腐剂、生

理食盐、赋形剂、填充剂、凝结剂与调和剂、界面活性剂、扩散剂、消泡剂。
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附图说明

[0024] 图1是利用QPCR检测ENSG00000272993在肝癌患者中的表达情况图；

[0025] 图2是利用TCGA数据库交叉验证ENSG00000272993在肝癌患者中的差异表达图；

[0026] 图3是ENSG00000272993在肝癌患者中的ROC曲线图；

[0027] 图4是利用QPCR检测ENSG00000272993在肝癌细胞中的表达情况图；

[0028] 图5是检测转染siRNA对肝癌细胞中ENSG00000272993的表达影响图；

[0029] 图6是利用CCK8检测ENSG00000272993对细胞增殖的影响图；

[0030] 图7是检测ENSG00000272993对细胞的克隆形成集落的影响图；

[0031] 图8是检测ENSG00000272993对肝癌细胞凋亡的影响图；

[0032] 图9是Transwell小室检测ENSG00000272993基因对肝癌细胞迁移和侵袭的影响

图；

[0033] 其中，图A是EN S G 0 0 0 0 0 2 7 2 9 9 3基因对肝癌细胞迁移的影响图，图B是

ENSG00000272993基因对肝癌细胞迁移的影响图。

[0034] 具体的实施方式

[0035] 本发明经过广泛而深入的研究，通过高通量方法，采用目前覆盖数据库最广的

lncRNA芯片，检测肝癌组织和癌旁组织中lncRNA的表达水平，发现其中具有明显表达差异

的lncRNA片段，探讨其与肝癌的发生之间的关系，从而为肝癌的早期检测及靶向治疗寻找

更好的途径和方法。通过筛选，本发明首次发现了肝癌中ENSG00000272993显著性上调。实

验证明，siRNA干扰沉默ENSG00000272993，能够有效地抑制肝癌细胞的增殖，为肝癌的个性

化治疗提供了新途径。

[0036] ENSG00000272993基因

[0037] ENSG00000272993基因位于1号染色体上，在本发明的具体实施例中，一种代表性

的人EN SG 0 0 0 0 0 2 7 2 9 9 3基因的核苷酸序列如SEQ  I D  N O .1所示。本发明中的

ENSG00000272993包括野生型、突变型或其片段。

[0038] 本发明可以利用本领域内已知的任何方法测定基因表达。本领域技术人员应当理

解，测定基因表达的手段不是本发明的重要方面。可以在转录水平上检测生物标志物的表

达水平。

[0039] 检测技术

[0040] 本发明的lncRNA使用本领域普通技术人员已知的多种核酸技术进行检测，这些技

术包括但不限于：核酸测序、核酸杂交和核酸扩增技术。

[0041] 核酸测序技术的示例性非限制性实例包括但不限于链终止子(Sanger)测序和染

料终止子测序。本领域的普通技术人员将认识到，由于RNA在细胞中不太稳定并且在实验中

更易受到核酸酶攻击，因此在测序前通常将RNA逆转录成DNA。

[0042] 本发明可在检测前或与检测同时地对核酸(例如，ncRNA)进行扩增。核酸扩增技术

的示例性非限制性实例包括但不限于：聚合酶链式反应(PCR)、逆转录聚合酶链式反应(RT-

PCR)、转录介导的扩增(TMA)、连接酶链式反应(LCR)、链置换扩增(SDA)和基于核酸序列的

扩增(NASBA)。本领域的普通技术人员将认识到，某些扩增技术(例如，PCR)需要在扩增前将

RNA逆转录成DNA(例如，RT-PCR)，而其他扩增技术则直接扩增RNA(例如，TMA和NASBA)。

[0043] 通常称为PCR的聚合酶链式反应使用变性、引物对与相反链的退火以及引物延伸
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的多个循环，以指数方式增加靶核酸序列的拷贝数；TMA的转录介导的扩增(在基本上恒定

的温度、离子强度和pH的条件下自身催化地合成靶核酸序列的多个拷贝，其中靶序列的多

个RNA拷贝自身催化地生成另外的拷贝；LCR的连接酶链式反应使用与靶核酸的相邻区域杂

交的两组互补DNA寡核苷酸；其他扩增方法包括例如：通常称为NASBA的基于核酸序列的扩

增；使用RNA复制酶(通常称为Qβ复制酶)扩增探针分子本身的扩增；基于转录的扩增方法；

以及自我维持的序列扩增。

[0044] 本发明中非扩增或扩增的核酸可通过任何常规的手段检测。

[0045] 芯片、核酸膜条、试剂盒

[0046] 在本发明中芯片包括：固相载体；以及有序固定在所述固相载体上的寡核苷酸探

针，所述的寡核苷酸探针特异性地对应于ENSG00000272993所示的部分或全部序列。

[0047] 所述固相载体包括无机载体和有机载体，所述无机载体包括但不限于有硅载体、

玻璃载体、陶瓷载体等；所述有机载体包括聚丙烯薄膜、尼龙膜等。

[0048] “探针”指能与另一分子的特定序列或亚序列或其它部分结合的分子。除非另有指

出，术语“探针”通常指能通过互补碱基配对与另一多核苷酸(往往称为“靶多核苷酸”)结合

的多核苷酸探针。根据杂交条件的严谨性，探针能和与该探针缺乏完全序列互补性的靶多

核苷酸结合。探针可作直接或间接的标记，其范围包括引物。杂交方式，包括，但不限于：溶

液相、固相、混合相或原位杂交测定法。

[0049] 本发明中的示例性探针包括PCR引物以及基因特异性DNA寡核苷酸探针，例如固定

于微阵列基底上的微阵列探针、定量核酸酶保护检验探针、与分子条形码连接的探针、以及

固定于珠上的探针。

[0050] 这些探针具有与靶点基因的特定的碱基序列互补的碱基序列。这里，所谓“互补”，

只要是杂交即可，可以不是完全互补。这些多核苷酸通常相对于该特定的碱基序列具有

80％以上、优选90％以上、更优选95％以上、特别优选100％的同源性。这些探针可以是DNA，

也可以是RNA，另外，可以为在其一部分或全部中核苷酸通过PNA(Polyamide  nucleic 

acid，肽核酸)、LNA(注册商标，locked  nucleic  acid，Bridged  Nucleic  Acid，交联化核

酸)、ENA(注册商标，2′-O ,4′-C-Ethylene-bridged  nucleic  acids)、GNA(Glycerol 

nucleic  acid，甘油核酸)、TNA(Threose  nucleic  acid，苏糖核酸)等人工核酸置换得到的

多核苷酸。

[0051] 在本发明中，核酸膜条包括基底和固定于所述基底上的寡核苷酸探针；所述基底

可以是任何适于固定寡核苷酸探针的基底，例如尼龙膜、硝酸纤维素膜、聚丙烯膜、玻璃片、

硅胶晶片、微缩磁珠等。

[0052] 本发明提供了一种试剂盒，所述试剂盒可用于检测ENSG00000272993的表达水平。

在本发明的具体实施例中用于检测ENSG00000272993的表达水平的试剂包括特异性扩增

ENSG00000272993的引物，所述引物序列序列如SEQ  ID  NO.2～3所示。所述的试剂盒中还含

有用于标记RNA样品的标记物，以及与所述标记物相对应的底物。此外，所述的试剂盒中还

可包括用于提取RNA、PCR、杂交、显色等所需的各种试剂，包括但不限于：抽提液、扩增液、杂

交液、酶、对照液、显色液、洗液等。此外，所述的试剂盒中还包括使用说明书和/或芯片图像

分析软件。

[0053] 本发明中基因检测试剂盒或基因芯片可用于检测包括ENSG00000272993基因在内
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的多个基因(例如，与肝癌相关的多个基因)的表达水平，将肝癌的多个标志物同时进行检

测，可大大提高肝癌诊断的准确率。

[0054] 抑制剂和药物组合物

[0055] 基于发明人的发现，本发明提供了一种ENSG00000272993的功能性表达抑制剂，所

述抑制剂的性质对本发明来说并不重要，只要它抑制ENSG00000272993基因的功能性表达

即可，这些抑制剂作为对于下调ENSG00000272993有用的物质，可用于预防或治疗肝癌。

[0056] 在本发明中，关于ENSG00000272993的“功能性表达”，意指功能性基因产物的转录

和/或翻译。对于像ENSG00000272993的非蛋白编码基因，“功能性表达”可以在至少两个水

平上失调。第一，在DNA水平上，例如通过基因的缺失或破坏，或者是没有转录发生(在两种

情况下都阻止相关基因产物的合成)。转录的缺失可以例如由表观遗传的变化(例如DNA甲

基化)或由功能缺失性突变导致。。如本文中所使用的“功能缺失”或“LOF”突变是，相对于赋

予蛋白质增强的或新的活性的功能获得性突变而言，阻止、减少或消除基因产物的功能的

突变。功能性缺失可由广泛的突变类型引起，包括但不限于整个基因或基因部分的删除、剪

接位点突变、由小的插入和删除引起的移码突变、无义突变、取代了必需氨基酸的错义突

变、和阻止产物的正确细胞定位的突变。该定义也包括ENSG00000272993基因的启动子或调

控区域的突变，如果这些突变干扰了基因的功能。无效突变是完全破坏基因产物功能的LOF

突变。一个等位基因中的无效突变通常将使表达水平降低50％但可能对基因产物的功能具

有严重影响。值得注意的是，功能性表达也可以因为功能获得性突变而失调：通过赋予蛋白

质新的活性，蛋白质的正常功能失调，表达的功能活性蛋白减少。反之亦然，功能性表达可

以例如通过基因复制或通过缺乏DNA甲基化而增加。功能性表达也可以因为功能获得性突

变而失调：通过赋予蛋白质新的活性，蛋白质的正常功能失调，表达的功能活性蛋白减少。

反之亦然，功能性表达可以例如通过基因复制或通过缺乏DNA甲基化而增加。

[0057] 第二，在RNA水平上，例如通过缺乏有效的翻译，例如因为mRNA的不稳定(例如通过

UTR变体)，可以导致在转录物翻译之前mRNA被降解。或者通过缺乏有效的转录，例如因为突

变诱导了新的剪接变体。

[0058] 作为本发明的一种优选方式，所述EN SG 0 0 0 0 0 2 7 2 9 9 3的抑制剂是一种

ENSG00000272993特异性的小干扰RNA分子。如本文所用，所述的“小干扰RNA”是指一种短片

段双链RNA分子，能够以同源互补序列的mRNA为靶目标降解特定的mRNA，这个过程就是RNA

干扰(RNA  interference)过程。小干扰RNA可以制备成双链核酸的形式，它含有一个正义链

和一个反义链，这两条链仅在杂交的条件下形成双链。一个双链RNA复合物可以由相互分离

的正义链和反义链来制备。因此，举例来讲，互补的正义链和反义链是化学合成的，其后可

通过退火杂交，产生合成的双链RNA复合物。

[0059] 在筛选有效的siRNA序列时，本发明人通过大量的比对分析，从而找出最佳的有效

片段。本发明人设计合成了多种siRNA序列，并将它们分别通过转染试剂转染肝癌细胞系进

行验证，选出干扰效果最佳的siRNA，进一步地在细胞水平实验，结果证明对于该siRNA在能

有效的抑制细胞中ENSG00000272993基因的表达水平，以及肝癌细胞的增殖。

[0060] 本发明的核酸抑制物如siRNA可以化学合成，也可以通过一个重组核酸结构里的

表达盒转录成单链RNA之后进行制备。siRNA等核酸抑制物，可通过采用适当的转染试剂被

输送到细胞内，或还可采用本领域已知的多种技术被输送到细胞内。
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[0061] 本发明还提供了一种药物组合物，它含有有效量的所述的ENSG00000272993的抑

制剂，以及药学上可接受的载体。所述的组合物可用于抑制肝癌。任何前述的

ENSG00000272993的抑制剂均可用于药物组合物的制备。

[0062] 在本发明中，药学上可接受的载体包括(但不限于)缓冲剂、乳化剂、悬浮剂、稳定

剂、防腐剂、生理食盐、赋形剂、填充剂、凝结剂与调和剂、界面活性剂、扩散剂、消泡剂。

[0063] 如本文所用，所述“有效量”是指可对人和/或动物产生功能或活性的且可被人和/

或动物所接受的量。所述“药学上可接受的载体”指用于治疗剂给药的载体，包括各种赋形

剂和稀释剂。该术语指这样一些药剂载体：它们本身并不是必要的活性成分，且施用后没有

过分的毒性。合适的载体是本领域普通技术人员所熟知的。在组合物中药学上可接受的载

体可含有液体，如水、盐水、缓冲液。另外，这些载体中还可能存在辅助性的物质，如填充剂、

润滑剂、助流剂、润湿剂或乳化剂、pH缓冲物质等。所述的载体中还可以含有细胞(宿主细

胞)转染试剂。

[0064] 本发明可以采用用本领域熟知的多种方法来将所述的抑制剂或其编码基因、或其

药物组合物给药于哺乳动物。包括但不限于：皮下注射、肌肉注射、经皮给予、局部给予、植

入、缓释给予等；优选的，所述给药方式是非肠道给予的。

[0065] 优选的，可采用基因治疗的手段进行。比如，可直接将ENSG00000272993的抑制剂

通过诸如注射等方法给药于受试者；或者，可通过一定的途径将携带ENSG00000272993的抑

制剂的表达单位(比如表达载体或病毒等，或siRNA或shRNA)递送到靶点上，并使之表达活

性的ENSG00000272993抑制剂，具体情况需视所述的抑制剂的类型而定，这些均是本领域技

术人员所熟知的。

[0066] 本发明的药物组合物可以进一步包含一种或多种抗癌剂。在具体的实施方案中，

药物组合物包含至少一种抑制ENSG00000272993基因表达的化合物和至少一种化疗剂。用

于本发明的化疗剂，包括但不限于：微管激活剂、烷化剂、抗赘生抗代谢物、铂类化合物、

DNA-烷化剂，抗肿瘤抗生素剂，抗代谢剂，微管蛋白稳定剂，微管蛋白去稳定剂，激素拮抗

剂，拓扑异构酶抑制剂，蛋白激酶抑制剂，HMG-COA抑制剂，CDK抑制剂，细胞周期蛋白抑制

剂，胱天蛋白酶抑制剂，金属蛋白酶抑制剂，反义核酸，三链螺旋DNA，核酸适体，和分子修饰

的病毒、细菌和外毒素试剂。

[0067] 可药用载体可包括但不限于：病毒、微囊、脂质体、纳米颗粒或聚合物及其任意组

合。相关的递送载剂可包括但不限于：脂质体、生物相容性聚合物(包括天然聚合物和合成

聚合物)、脂蛋白、多肽、多糖、脂多糖、人工病毒包膜、无机(包括金属)颗粒、以及细菌或病

毒(例如杆状病毒、腺病毒和逆转录病毒)、噬菌体、黏粒或质粒载体。

[0068] 本发明的药物组合物还可与其他治疗肝癌的药物联用，其他治疗性化合物可以与

主要的活性成分同时给药，甚至在同一组合物中同时给药。

[0069] 本发明的药物组合物还可以以单独的组合物或与主要的活性成分不同的剂量形

式单独给予其它治疗性化合物。主要成分的部分剂量可以与其它治疗性化合物同时给药，

而其它剂量可以单独给药。在治疗过程中，可以根据症状的严重程度、复发的频率和治疗方

案的生理应答，调整本发明药物组合物的剂量。

[0070] 统计学分析

[0071] 在本发明的具体实施例中，实验都是按照至少重复3次来完成的，结果数据都是以
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平均值±标准差的方式来表示，采用SPSS18.0统计软件来进行统计分析的，两者之间的差

异采用t检验，认为当P<0.05时具有统计学意义。

[0072] 下面结合附图和实施例对本发明作进一步详细的说明。以下实施例仅用于说明本

发明而不用于限制本发明的范围。实施例中未注明具体条件的实验方法，通常按照常规条

件，例如Sambrook等人，分子克隆：实验室手册(New  York:Cold  Spring  HarborLaboratory 

Press,1989)中所述的条件，或按照制造厂商所建议的条件。

[0073] 实施例1筛选与肝癌相关的基因标志物

[0074] 1、样品收集

[0075] 各收集10例肝癌患者的癌组织以及癌旁组织，患者均知情同意，上述所有标本的

取得均通过组织伦理委员会的同意。

[0076] 2、RNA样品的制备

[0077] 利用QIAGEN的组织RNA提取试剂盒进行组织RNA的提取，按说明书的具体步骤进行

操作。

[0078] 3、逆转录和标记

[0079] 用Low  RNA  Input  Linear  Amplification  Kit将mRNA逆转录成cDNA，同时用Cy3

分别标记实验组和对照组。

[0080] 4、杂交

[0081] 基因芯片采用康城生物-Human  lncRNA  Array，按芯片使用说明书的步骤进行杂

交。

[0082] 5、数据处理

[0083] 杂交后芯片用Agilent扫描仪扫描,分辨率为5μm，扫描仪自动以100％和10％PMT

各扫描1次，2次结果Agilent软件自动合并。扫描图像数据采用Feature  Extraction进行处

理分析，得到的原始数据应用Bioconductor程序包进行后续数据处理。差异基因筛选标准：

FDR<0.01，abs(log2FC)>1.5。

[0084] 6、结果

[0085] 与癌旁组织相比，ENSG00000272993在肝癌组织中的表达水平显著高于癌旁组织。

[0086] 实施例2  QPCR测序验证ENSG00000272993基因的差异表达

[0087] 1、对ENSG00000272993基因差异表达进行大样本QPCR验证。按照实施例1中的样本

收集方式收集肝癌组织和癌旁组织样本各60例。

[0088] 2、RNA提取步骤同实施例1。

[0089] 3、逆转录：

[0090] 采用25μl反应体系，每个样品取1μg总RNA作为模板RNA，在PCR管中分别加入以下

组分：DEPC水，5×逆转录缓冲液，10mM  dNTP，0.1mM  DTT，30μM  Oligo  dT，200U/μl  M-MLV，

模板RNA。42℃孵育1h，72℃10min，短暂离心。

[0091] (3)QPCR扩增检验

[0092] 引物设计：

[0093] ENSG00000272993基因的引物序列为：

[0094] 正向引物：5’-GCTGATATGAGTAAGGAGTAGT-3’(SEQ  ID  NO.2)

[0095] 反向引物：5’-ACCAGGAGTCTTCAACATT-3’(SEQ  ID  NO.3)
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[0096] 管家基因GAPDH的引物序列为：

[0097] 正向引物：5’-CCGGGAAACTGTGGCGTGATGG-3’(SEQ  ID  NO.4)

[0098] 反向引物：5’-AGGTGGAGGAGTGGGTGTCGCTGTT-3’(SEQ  ID  NO.5)

[0099] 配制25μl反应体系：SYBR  Green聚合酶链式反应体系12.5μl，正反向引物(5μM)各

1μl，模板cDNA  2.0μl，无酶水8.5μl。各项操作均于冰上进行。每个样本设置3个平行管，所

有扩增反应均重复三次以上以保证结果的可靠性。

[0100] 扩增程序为：95℃60s，(95℃15s，60℃15s，72℃45s)×35个循环。

[0101] 以SYBR  Green作为荧光标记物，在Light  Cycler荧光实时定量PCR仪上进行PCR反

应，通过融解曲线分析和电泳确定目的条带，ΔΔCT法进行相对定量。

[0102] 3、结果

[0103] 结果如图1所示，与癌旁组织相比，ENSG00000272993基因在肝癌组织中表达水平

上调，差异具有统计学意义(P<0.05)，同RNA-sep结果一致。

[0104] 实施例3分析ENSG00000272993在TCGA数据库中的表达情况

[0105] 1、数据收集

[0106] 从TCGA数据库中收集200例肝癌组织和50例癌旁组织的lncRNA表达谱数据，分析

ENSG00000272993在肝癌组织和癌旁组织中的表达水平；绘制箱形图。

[0107] 2、ROC曲线分析

[0108] 使用R语言中的pROC包分析ENSG00000272993的受试者工作特征，计算二项精确置

信空间，绘制ROC曲线。

[0109] 3、结果

[0110] ENSG00000272993的表达水平如图2所示，相比对照组，ENSG00000272993在肝癌组

织中表达显著上调。

[0111] ENSG00000272993的ROC曲线如图3所示，ENSG00000272993的AUC值高达0.936，具

有较高的特异性和敏感性。

[0112] 实施例4  ENSG00000272993基因在肝癌细胞系中的差异表达

[0113] 1、细胞培养

[0114] 人肝癌细胞株HepG2、Huh7和正常肝细胞系HL-7702，，以含10％胎牛血清和1％P/S

的培养基DMEM在37℃、5％CO2、相对湿度为90％的培养箱中培养。2-3天换液1次，使用

0.25％含EDTA的胰蛋白酶常规消化传代。

[0115] 2、RNA的提取

[0116] 1)胰酶消化贴壁细胞，吹打获得的细胞经离心、重悬、清洗后，以含10％FBS的DMEM

培养基重悬；

[0117] 2)将重悬的细胞转移至6孔板，添加培养基至2ml/孔，轻摇6孔板使细胞均匀重悬；

[0118] 3)细胞贴壁生长48h，去培养基；

[0119] 4)以1mlTrizol试剂裂解细胞，反复吹打6孔板壁，尽量使细胞完全裂解；

[0120] 5)转移细胞裂解液至1.5ml  DEPC处理过的EP管中，置于冰上。加入0.2m1氯仿，剩

余操作步骤同血液中RNA提取过程。

[0121] 3、逆转录

[0122] 具体步骤同实施例2.
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[0123] 4、结果

[0124] 结果如图4所示，与正常肝细胞系相比，ENSG00000272993基因在肝癌细胞HepG2、

Huh7中表达均上调，差异具有统计学意义(P<0.05)，同RNA-sep结果一致。

[0125] 实施例5  ENSG00000272993基因的沉默

[0126] 1、细胞培养

[0127] 人肝癌细胞株HepG2，以含10％胎牛血清和1％P/S的培养基DMEM在37℃、5％CO2、

相对湿度为90％的培养箱中培养。2-3天换液1次，使用0.25％含EDTA的胰蛋白酶常规消化

传代。

[0128] 2、siRNA设计

[0129] 针对ENSG00000272993基因的siRNA序列：

[0130] 阴性对照siRNA序列(siRNA-NC)：

[0131] 正义链：5’-UUCUCCGAACGUGUCACGU-3’(SEQ  ID  NO.6)，

[0132] 反义链：5’-ACGUGACACGUUCGGAGAA-3’(SEQ  ID  NO.7)；

[0133] siRNA1：

[0134] 正义链：5’-UCAUAUCAGCAAAUAGCAGCU-3’(SEQ  ID  NO.8)，

[0135] 反义链：5’-CUGCUAUUUGCUGAUAUGAGU-3’(SEQ  ID  NO.9)；

[0136] siRNA2：

[0137] 正义链：5’-UACUCAUAUCAGCAAAUAGCA-3’(SEQ  ID  NO.10)，

[0138] 反义链：5’-CUAUUUGCUGAUAUGAGUAAG-3’(SEQ  ID  NO.11)；

[0139] siRNA3：

[0140] 正义链为5’-UGACAUUGACUUAGACAUCUG-3’(SEQ  ID  NO.12)，

[0141] 反义链为5’-GAUGUCUAAGUCAAUGUCAUU-3’(SEQ  ID  NO.13)

[0142] siRNA4：

[0143] 正义链为5’-UACUAUGUAGCGGUAAUGGUG-3’(SEQ  ID  NO.14)，

[0144] 反义链为5’-CCAUUACCGCUACAUAGUACG-3’(SEQ  ID  NO.15)

[0145] 将细胞按2×105/孔接种到六孔细胞培养板中，在37℃、5％CO2培养箱中细胞培养

24h；

[0146] 在无双抗、含10％FBS的DMEM培养基中，转染按照脂质体转染试剂2000(购自于

Invitrogen公司)的说明书转染。

[0147] 实验分为空白对照组(HepG2)、阴性对照组(siRNA-NC)和实验组(20nM)(siRNA1、

siRNA2、siRNA3、siRNA4)，其中阴性对照组siRNA与ENSG00000272993基因的序列无同源性，

浓度为20nM/孔，同时分别进行转染。

[0148] 3、QPCR检测ENSG00000272993基因的表达水平

[0149] 3.1细胞总RNA的提取

[0150] 具体步骤同实施例4。

[0151] 3.2逆转录步骤同实施例2。

[0152] 3.3QPCR扩增步骤同实施例2。

[0153] 4、结果

[0154] 结果如图5显示，相比HepG2、转染空载siRNA-NC、siRNA1、siRNA2、siRNA4组，

说　明　书 9/11 页

11

CN 107267616 B

11



siRNA3组能够显著降低ENSG00000272993的表达，差异具有统计学意义(P<0.05)。

[0155] 实施例6  CCK8检测细胞增殖实验

[0156] 1、细胞培养与转染步骤同实施例4

[0157] 2、CCK8检测细胞增殖

[0158] 1)将对数增殖期的HepG2细胞接种于96孔板，每孔2×103个细胞；

[0159] 2)实验分三组，分别是空白对照组、转染siRNA-NC组和转染siRNA1，每组设6个复

孔；

[0160] 3)分别在转染0h、24h、48h、72h后加入10μl/孔CCK8试剂；

[0161] 4)2h后使用酶标仪检测A450的吸光值。

[0162] 3、结果

[0163] 图6所示的结果显示：空白对照组同空载组无明显差异，而转染siRNA3组的细胞生

长速度明显低对照组的细胞生长速度，差异具有统计学意义(P<0 .05)，上述结果表明

ENSG00000272993的表达能够促进肝癌细胞的生长。

[0164] 实施例7软琼脂克隆形成实验

[0165] 1、用0.25％胰蛋白酶消化处于对数生长期的细胞，轻轻吹打使之成为单细胞悬

液，离心收集细胞沉淀。

[0166] 2、用含20％胎牛血清的DMEM完全培养基重悬，适当稀释后计数，调整细胞浓度为5

×103个/ml。

[0167] 3、制备两个浓度分别为1.2％和0.7％的低溶点琼脂糖液，高压灭菌后，维持在40

℃水浴中。

[0168] 4、1.2％的琼脂糖和2×DMEM培养基1:1混合，加入2×抗生素和20％的小牛血清，

取3ml混合液注入直径6cm平皿中放置5min冷却凝固，作为底层琼脂置于CO2温箱中备用。

[0169] 5、在无菌试管中1:1混合0.7％的琼脂糖和2×DMEM培养基，再向管中加入0.2ml浓

度为5×103个/ml的稳定感染细胞悬液，充分混匀，注入上述平皿中，逐渐形成双琼脂层，每

个实验组重复4个样本。

[0170] 6、待上层琼脂凝固后，置入37℃5％CO2温箱中培养，每3天加培养基1.5ml。

[0171] 7、培养14天后取出培养皿，用1ml浓度为0.005％的龙胆紫染色90min。把平皿放置

在倒置显微镜下观察，每组细胞随机选取10个低倍视野，镜下技术形成的细胞克隆数。

[0172] 8、结果

[0173] 结果如图7所示，与对照组相比，转染siRNA3的细胞组单细胞克隆集落形成数显著

降低。

[0174] 实施例8  ENSG00000272993基因对肝癌细胞凋亡的影响

[0175] 使用流式细胞仪检测ENSG00000272993基因对细胞凋亡的影响。

[0176] 1、细胞培养步骤同实施例4。

[0177] 2、细胞转染步骤同实施例5。

[0178] 3、步骤

[0179] 1)将3m1  10×上样缓冲液用27ml蒸馏水稀释。

[0180] 2)收集细胞样本并用预冷的PBS清洗。

[0181] 3)将细胞加入lml  1×上样缓冲液，300g离心10min，吸出缓冲液。
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[0182] 4)再次加入lml  1×上样缓冲液，将细胞悬液中细胞浓度调整为1×106个/ml。

[0183] 5)将细胞悬液取出100μ1，加入EP管中。

[0184] 6)将5μl的Annexin  V  FITC加入EP管中，混匀EP管中的液体，在室温下避光孵育

10min。

[0185] 7)向EP管中加入5μ1PI染液，在室温下避光5min。

[0186] 8)在EP管中加入500μl的PBS溶液，轻轻混匀，1h内上流式细胞仪进行检测。

[0187] 4、结果：

[0188] 结果如图8所示，实验组与对照组相比，细胞凋亡率无显著性变化，该结果说明，

ENSG00000272993的表达对肝癌细胞的凋亡影响不大。

[0189] 实施例9细胞迁移及侵袭实验

[0190] 1、Transwell小室制备

[0191] 无菌条件下Matrigel冰浴融化，用PBS进行20倍稀释，以50μl/孔的体积铺在

Transwell小室的聚碳酸酯膜上。37℃放置4h，待Matrigel胶聚合成凝胶后取出，轻轻吸出

上层析出液。每孔中加入50μl的含BSA的无血清培养液对基底膜进行水化处理，37℃放置

30min。

[0192] 2、配置细胞悬液

[0193] 细胞撤血清饥饿处理12-24h，对细胞进行消化处理，终止消化后进行离心，去除上

层培养液。用PBS对沉淀细胞进行清洗，加入含有BSA的无血清培养基对其进行重悬。调整细

胞的密度至5×l05个/ml。

[0194] 3、细胞接种

[0195] 取细胞悬液200μ1(迁移实验为100μ1，侵袭实验为200μ1)加入到Transwell小室

中。在24孔板下室加入500μ1含FBS的1640培养基。把细胞放入细胞培养箱中培养24h。

[0196] 4、染色

[0197] 细胞在培养结束后使用DAPI染色。把小室细胞先用PBS漂洗2遍，放入DAPI工作液

中室温染色5-20min。用PBS漂洗2遍，放入荧光显微镜下观察并计数。

[0198] 5、结果

[0199] 结果如图9所示，在肝癌细胞转染干扰RNA之后，与对照组相比，实验组的迁移及侵

袭能力均有明显下降，结果说明ENSG00000272993能够促进肝癌细胞的迁移及侵袭。

[0200] 上述实施例的说明只是用于理解本发明的方法及其核心思想。应当指出，对于本

领域的普通技术人员来说，在不脱离本发明原理的前提下，还可以对本发明进行若干改进

和修饰，这些改进和修饰也将落入本发明权利要求的保护范围内。
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[0001] SEQUENCE  LISTING

[0002] <110> 北京泱深生物信息技术有限公司

[0003] <120> 一种非编码基因生物标记物在肝癌中的应用

[0004] <160>  15

[0005] <170>  PatentIn  version  3.5

[0006] <210>  1

[0007] <211>  671

[0008] <212>  DNA

[0009] <213> 人源

[0010] <400>  1

[0011] taggctgact  gaaagagaaa  tcaaggatta  attgtaggtt  tttacactga  gcacttgaaa  60

[0012] agagctgcta  tttgctgata  tgagtaagga  gtagtcttgg  aggaagaaaa  ccaagagtac  120

[0013] tgttttgaac  aaaatgttga  agactcctgg  taaatatcga  agtgtaaata  tcaaatagga  180

[0014] agtcagaaat  atgagaatct  ggagtttagg  aaagagaagg  gggttaggtt  tgtaagatct  240

[0015] catatcagtc  tgattcttat  ttttttgtag  ataatctacc  ctttctttct  gtaaatgttt  300

[0016] agaagcatga  tgtctatgtg  tgtatatata  cacacacact  cactcccccc  cgccaggact  360

[0017] gcctcagttt  tcatctcagt  atttgactaa  aaccttctat  tcaacttcag  tttcagcctt  420

[0018] agaataacca  gatgtctaag  tcaatgtcat  ttggggcatc  tctagacttg  tgcaatcaca  480

[0019] aaagtcacca  ttaccgctac  atagtacgta  ttatgaccaa  tggatatcat  tcagagttct  540

[0020] agtttacata  tgctattatc  aaacatatgt  aagcctttta  atgtaacttg  ggagtgaaat  600

[0021] tagtaaaatt  ctatcaattt  acataaatta  attttactgt  aaaaataaaa  tacattatga  660

[0022] aagtttctgt  a  671

[0023] <210>  2

[0024] <211>  22

[0025] <212>  DNA

[0026] <213> 人工序列

[0027] <400>  2

[0028] gctgatatga  gtaaggagta  gt  22

[0029] <210>  3

[0030] <211>  19

[0031] <212>  DNA

[0032] <213> 人工序列

[0033] <400>  3

[0034] accaggagtc  ttcaacatt  19

[0035] <210>  4

[0036] <211>  22

[0037] <212>  DNA

[0038] <213> 人工序列
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[0039] <400>  4

[0040] ccgggaaact  gtggcgtgat  gg  22

[0041] <210>  5

[0042] <211>  25

[0043] <212>  DNA

[0044] <213> 人工序列

[0045] <400>  5

[0046] aggtggagga  gtgggtgtcg  ctgtt  25

[0047] <210>  6

[0048] <211>  19

[0049] <212>  RNA

[0050] <213> 人工序列

[0051] <400>  6

[0052] uucuccgaac  gugucacgu  19

[0053] <210>  7

[0054] <211>  19

[0055] <212>  RNA

[0056] <213> 人工序列

[0057] <400>  7

[0058] acgugacacg  uucggagaa  19

[0059] <210>  8

[0060] <211>  21

[0061] <212>  RNA

[0062] <213> 人工序列

[0063] <400>  8

[0064] ucauaucagc  aaauagcagc  u  21

[0065] <210>  9

[0066] <211>  21

[0067] <212>  RNA

[0068] <213> 人工序列

[0069] <400>  9

[0070] cugcuauuug  cugauaugag  u  21

[0071] <210>  10

[0072] <211>  21

[0073] <212>  RNA

[0074] <213> 人工序列

[0075] <400>  10

[0076] uacucauauc  agcaaauagc  a  21

[0077] <210>  11
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[0078] <211>  21

[0079] <212>  RNA

[0080] <213> 人工序列

[0081] <400>  11

[0082] cuauuugcug  auaugaguaa  g  21

[0083] <210>  12

[0084] <211>  21

[0085] <212>  RNA

[0086] <213> 人工序列

[0087] <400>  12

[0088] ugacauugac  uuagacaucu  g  21

[0089] <210>  13

[0090] <211>  21

[0091] <212>  RNA

[0092] <213> 人工序列

[0093] <400>  13

[0094] gaugucuaag  ucaaugucau  u  21

[0095] <210>  14

[0096] <211>  21

[0097] <212>  RNA

[0098] <213> 人工序列

[0099] <400>  14

[0100] uacuauguag  cgguaauggu  g  21

[0101] <210>  15

[0102] <211>  21

[0103] <212>  RNA

[0104] <213> 人工序列

[0105] <400>  15

[0106] ccauuaccgc  uacauaguac  g  21
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图1

图2

图3
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图4

图5

图6
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图7

图8

图9
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