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[摘 要] 目的：筛选与肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）预后相关的增强子RNA（enhancer RNA，eRNA）及其对应的

靶基因，并探究其调控作用及功能。方法：通过UCSC数据库下载HCC的转录本数据和临床病例数据，提取 eRNA及其预测的

相应靶基因表达矩阵，用Kaplan-Meier和Spearman相关性分析方法筛选HCC预后相关的 eRNA和靶基因，并采用最小化绝对收

缩和选择算子回归分析及多因素 Cox 多元回归分析构建 HCC 预后风险评分模型。设计合成针对筛选所获关键 eRNA

AP003469.2的小干扰RNA并转染肝癌 SMMC-7721 细胞，采用 RT-PCR方法验证敲减效率，qPCR 法检测 AP003469.2 靶基因

YWHAZ的表达水平，CCK-8法检测转染后SMMC-7721细胞的增殖情况。结果：筛选获得 4个与预后相关基因，包括两个eRNA

（AP003469.2 和 SPRY4-AS1）和两 个 靶 基 因（PPARGC1A 和 SLC2A1）（P<0.05），其中 PPARGC1A 高表达提示预后较好，

AP003469.2、SPRY4-AS1和SLC2A1基因高表达则提示预后较差。基于4个基因构建的预后风险评分模型，第1、3和5年的AUC

分别为0.730、0.699和0.679，提示模型具备良好的预测效能。在敲减AP003469.2后，SMMC-7721细胞中YWHAZ的表达无明显

改变，且对细胞的增殖无影响。结论：基于生物信息学分析共筛选出4个关键基因，其中 eRNA AP003469.2是HCC预后预测效

能较高的标志物，其无促癌功能且对YWHAZ基因无调控作用。

[关键词] 肝细胞癌；SMMC-7721细胞；生物信息学；预后；增强子RNA；靶基因

[中图分类号] R735.7；R730.7 [文献标识码] A [文章编号] 1007-385X（2021）09-0914-06

Screening of prognosis-related enhancer RNAs and their corresponding target
genes in patients with hepatocellular carcinoma and its prognostic significance
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[Abstract] Objective: To screen the enhancer RNAs (eRNAs) and their corresponding target genes related to the prognosis

hepatocellular carcinoma (HCC), and to explore their regulatory effect and function. Methods: The transcript data and clinical data of

HCC were downloaded from UCSC database to extract the expression matrix of eRNAs and their predicted corresponding target genes.

Kaplan-Meier and Spearman correlation analysis were used to screen HCC prognosis-related eRNAs and the target genes, and the least

absolute shrinkage and selection operator (LASSO) regression analysis and multivariate Cox multiple regression analysis were utilized

to construct a HCC prognostic risk scoring system. A short interfering RNA (siRNA) targeting eRNA AP003469.2 was designed and

synthesized to transfect liver cancer SMMC-7721 cells. Then, RT-PCR was used to verify the knockdown efficiency, qPCR was used to

detect the expression of the target gene YWHAZ, and CCK-8 was adopted to examine the proliferation of SMMC-7721 cells after

transfection. Results: Four prognosis-related genes were screened, including two eRNAs (AP003469.2 and SPRY4-AS1) and two target

genes (PPARGC1A and SLC2A1) (P<0.05). Among them, the high expression of PPARGC1A indicated a better prognosis, while the

high expression of AP003469.2, SPRY4-AS1 and SLC2A1 genes indicated a poor prognosis. The prognostic risk scoring system

constructed based on the 4 genes exhibited AUC of 0.730, 0.699 and 0.679 at the 1st, 3rd and the 5th year respectively, indicating good

predictive performance of the system. After AP003469.2 knockdown in SMMC-7721 cells, the expression of its predicted target gene

YWHAZ did not change significantly, and it had no significant effect on the proliferation of SMMC-7721 cells. Conclusion: Among
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the 4 key genes were screened out based on bioinformatics analysis, eRNA AP003469.2 is a biomarker with high prognostic

performance for HCC; however, it has no cancer-promoting function or regulatory effect on YWHAZ.

[Key words] hepatocellular carcinoma (HCC); SMMC-772 cell; bioinformatics; prognosis; enhancer RNA; target gene
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肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）是最

常见的肝癌亚型，其在中国每年的发病例数和病死

例数分别约占全球总数的 1/2[1-2]。目前HCC主要的

治疗手段包括手术切除、介入、放疗、化疗、靶向和免

疫治疗等[3]。增强子元件是非编码区的一段DNA序

列，可以强化不同距离或不同方向的靶基因转录[4]。

lncRNA是一种转录本长度超过200多个核苷酸且无

蛋白质编码能力的 RNA 分子[5]，从多个维度调控

DNA、RNA和蛋白质，在肿瘤生物学进程中发挥作

用[6]。增强子RNA（enhancer RNA，eRNA）是由增强

子元件转录产生的一种特殊类型的 lncRNA，在介导

靶基因激活和转录方面发挥重要作用[7]。肿瘤细胞

增强子的激活和 eRNA的产生也会引起促癌或抑癌

基因的激活，如在乳腺癌中ESR1的激活就可以增强

肿瘤进展相关 eRNA的转录[8]；在多种肿瘤细胞中，

TP53则可以诱导 eRNA，协同 p53阻滞细胞周期，抑

制肿瘤细胞增殖[9]。上述研究表明，eRNA在肿瘤的

发生发展中发挥重要作用，以 eRNA作为生物标志物

或治疗靶点具有极大的临床转化潜能。本研究通过

整合分析癌症基因组图谱（The Cancer Genome

Atlas，TCGA）数据库中HCC的 eRNA转录组和临床

数据，筛选与预后相关的 eRNA及靶基因，并初步探

索其生物学功能，以期为HCC预后评估和靶向治疗

提供参考依据。

1 资料与方法

1.1 HCC数据的下载及处理

从UCSC数据库（https://xenabrowser.net/datapages/）

下载HCC的转录本数据（HTSeq-FPKM）和临床数据

（phenotype和 survival data）。参考人类基因组注释文

件将转录本数据中的基因Ensembl ID转换为基因名，

参考文献[10-11]，提取HCC数据中含eRNA以及预测

对应靶基因的基因表达矩阵，然后进行后续分析。

1.2 HCC患者预后相关基因的筛选

去除在所有HCC患者中表达量均为零的基因后，

将对应的生存时间和生存状态与上述基因表达矩阵合

并。然后根据基因表达量中位值将上述基因分为高表

达组和低表达组，通过Kaplan-Meier法和Log-Rank检

验，以P<0.05为条件筛选HCC预后相关基因。

1.3 HCC eRNA和靶基因相关性分析

将上述具有生存预后意义的 eRNA和靶基因进

行Spearman相关性分析（r>0.4，P<0.05）。存在正相

关性的基因对以桑基图呈现。

1.4 HCC预后风险评分模型的建立

进一步将存在正相关的 eRNA和靶基因进行最

小化绝对收缩和选择算子（least absolute shrinkage

and selection operator，LASSO）回归分析，确定合适

的 λ值后将保留的回归系数非 0的基因进行多因素

Cox多元回归分析，计算权重系数，构建风险评分模

型，并以热图呈现风险分组情况及纳入基因表达谱。

绘制受试者工作特征（receiver operating characteristic，

ROC）曲线，计算第1、3和5年曲线下面积（area under

curve，AUC），评估模型效能。

1.5 细胞系及主要试剂

人肝癌 SMMC-7721 细胞购自北京北纳生物科

技有限公司，用含 10%胎牛血清和 1%的青、链霉素

的1640培养基置于37 ℃、5%CO2培养箱中培养。

3 对 针 对 AP003469.2 的 短 干 扰 RNA（short

interfering RNA，siRNA）以及阴性对照（negative

control，NC）由苏州吉玛基因股份有限公司设计并

合成。siRNA1（S1）干扰序列为GCAGAUUCUGCA

GUGCUGUTTACAGCACUGCAGAAUCUGCTT；

siRNA2（S2）干 扰 序 列 为 ：GGCAUGAGUCGA

CAGAGAATTUUCUCUGUCGACUCAUGCCTT；

siRNA3（S3）干 扰 序 列 为 ：GCACUUAGCAAG

CACUUAUTTAUAAGUGCUUGCUAAGUGCTT；NC

干 扰 序 列 为 ：UUCUCCGAACGUGUCACGUTT

ACGUGACACGUUCGGAGAATT。Interferin转染试

剂和Gibco Opti-MEM购自北京达科为生物技术有限公

司，CCK-8溶液购自天津柏瑞特生物技术有限公司。

1.6 细胞转染

按照转染试剂说明书方法，分别将S1、S2、S3和

NC siRNA转染处于对数生长期的肝癌SMMC-7721

细胞，转染48 h后，用于后续实验。

1.7 RT-PCR 和 qPCR 法检测 SMMC-7721 细胞中

AP003469.2和YWHAZ mRNA的表达水平

用TRIzol裂解各组细胞并提取细胞总RNA，将

2 μg总RNA逆转录为cDNA。分别加入 AP003469.2、

YWHAZ和GAPDH的引物进行 PCR扩增。反应条

件：95 ℃预变性 5 min，然后 95 ℃ 15 s、55 ℃ 15 s、

72 ℃ 20 s，共50个循环。PCR结束后，样本中加入加

样缓冲液进行2%琼脂糖凝胶电泳，在凝胶成像仪中

观察、拍照。

样本加入SYBR Green Ⅰ进行qPCR，反应条件同
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前，检测 YWHAZ 的相对表达。AP003469.2 上游引

物序列为GCACTTTACAAAGGAGGAAACTGCAG，

下 游 为 CAGTTTCCTCCTTTGTAAAGTGCGAAT；

YWHAZ 上游引物序列为 TGTAGGAGCCCGTAG

GTCATC，下游为GTGAAGCATTGGGGATCAAGA；

GAPDH 上 游 引 物 序 列 为 AGAAGGCTGGGGC

TCATTTG，下游为AGGGGCCATCCACAGTGTTC。

以2-△△Ct法计算目的基因mRNA的相对含量。

1.8 CCK-8法检测SMMC-7721细胞的增殖活力

将转染后各组对数生长期 SMMC-7721 细胞以

1×105/ml接种于 96孔中，培养 48 h 后分别在培养

孔中加入 10 μl CCK-8溶液，孵育 1.5 h后，通过酶标

仪检测各孔波长450 nm处的光密度（D）值。

1.9 统计学处理

所有实验均独立重复 3次。采用秩和检验分析

AP003469.2和YWHAZ在正常对照、低风险组和高

风险组患者中表达的差异，两独立样本比较采用 t 检

验，以P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 筛选出HCC预后相关12个eRNA和13个靶基因

按照分析流程和文献[10-11]的方法，从UCSC数

据库中筛选出424个TCGA-HCC样品组成的转录组

矩阵，从中提取1 580个 eRNA和1 791个靶基因。随

后，在 368个HCC样品中对上述基因进行批量生存

分析，其中 124个 eRNA和 427个靶基因具有预后预

测意义。由于 eRNA对靶基因具有潜在的增强作用，

进一步分析两者的相关性，发现 12个 eRNA和 13个

靶基因存在表达正相关性（均P<0.05，图1）。

2.2 筛选出4个HCC预后相关的关键基因

对存在正相关的基因进行LASSO回归分析，发

现当纳入基因数为 8时，模型效能最好（图 2A、B）。

经多因素Cox多元回归分析后最终锁定 4个关键基

因，包括两个 eRNA（AP003469.2 和 SPRY4-AS1）和

两个靶基因（PPARGC1A和 SLC2A1）。值得注意的

是，上述 4个关键基因来自 4个不同的共表达关系对

（图1），提示它们对HCC患者预后具有很高的贡献权重。

图1 HCC预后相关eRNA和靶基因的相关性桑基图

Fig.1 Sankey diagram of correlation between eRNAs and

target genes related to the prognosis of HCC

A: Selection of parameter λ was cross validated by LASSO regression analysis; B: Dynamic process diagram of LASSO screening

variables; C and D: Survival curve and ROC curve based on prognostic risk scoring system; E: Heat map of selected genes based on

risk grouping

图2 LASSO回归、预后风险评分模型的构建以及关键基因的表达

Fig.2 LASSO regression, construction of prognstic risk scoring model and expression of key genes
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2.3 成功构建HCC预后风险评分模型

基于HCC预后4个关键基因的表达量以及多因素

Cox回归系数，建立了HCC预后风险评分模型：风险评

分=0.2337×AP003469.2表达量+0.3176×SLC2A1表达

量+1.184×SPRY4-AS1表达量-0.2477×PPARGC1A表

达量。根据风险评分的中位值，将HCC患者分为高风

险组和低风险组，分析发现高风险组患者的预后更差

（P<0.01，图2C）。

通过ROC曲线评估 4个基因的预后预测能力，

结果发现第1、3和5年的AUC分别为0.730、0.699和

0.679，提示该风险评分模型具备良好的预测效能（图

2D）。结合 4 个基因表达热图（图 2E）不难发现，

PPARGC1A低表达风险低，是潜在的抑癌基因，而其

余 3个基因均高表达风险高，是潜在的促癌基因。4个

基因的生存分析也证实了这一现象（图3）。

2.4 AP003469.2无促癌功能而有预后预测功能

建立患者预后相关的 4个基因的共表达散点图

（图4），通过Spearman相关性分析发现，HCC预后关

键 eRNA AP003469.2及其对应的靶基因YWHAZ相

关性最好，且与另一个 eRNA SPRY4-AS1 相比，

AP003469.2在正常对照组、低风险组和高风险组的

表达量递增趋势更为明显（均P<0.01，图 5），故选取

AP003469.2作为候选研究eRNA。

图3 HCC患者预后风险评分模型入选基因与患者生存的关系

Fig.3 Correlation between patients' survival and selected genes in the HCC prognostic scoring system

图4 HCC预后风险模型入选eRNA-靶基因对的共表达散点图

Fig.4 Scatter plot of co-expressed of eRNA-target gene pairs selected in the HCC prognostic scoring system

图5 eRNA在HCC患者高、低风险组中的表达差异

Fig.5 Differential expression of eRNAs in high and low risk groups

转染 siRNA 后，RT-PCR 检测结果显示，与对照

组相比，转染组SMMC-7721细胞 3条 siRNA均可以

有效地对AP003469.2进行敲减（图6A），而其对应的

靶基因YWHAZ则无明显改变（图6B）；qPCR验证也

得到了类似的结果（图 6C），结果提示YWHAZ并非

AP003469.2的下游基因，两者的共表达相关性很可
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能是特定增强子同时激活转录所致。同时发现，敲

减AP003469.2后 SMMC-7721细胞的增殖并未受明

显影响（图 6D），说明 AP003469.2 只是一个可靠的

HCC预后预测标志物，其无促癌功能。

A: siRNA knockdown efficiency of AP003469.2; B: RT-PCR was used to detect the expression of YHWAZ after AP003469.2

knockdown; C: qPCR was used to detect the expression of YHWAZ after AP003469.2 knockdown; D: CCK-8 was used to detect the

proliferation of SMMC-7721 cells after knocking down AP003469.2

图6 敲减AP003469.2对SMMC-7721细胞YWHAZ表达和细胞增殖活力无显著影响

Fig.6 Knockdown of AP003469.2 had no significant effect on YWHAZ expression and proliferation activity of SMMC-7721 cells

3 讨 论

HCC是最常见的恶性肿瘤之一，病死率极高，且呈

上升趋势[12]。越来越多的研究结果[13-14]证实，lncRNA在

HCC的发生发展中具有重要功能。eRNA是DNA增强

子区域转录的 lncRNA的一个特殊亚类，既可影响一些

基因的转录，也与肿瘤的预后相关[15]。本研究基于TCGA

数据库中肝癌及癌旁组织中的基因表达和临床数据，

将提取出来的eRNA和其相应靶基因进行批量生存分

析，并进一步对具有预后意义的eRNA及其靶基因进行

相关性分析，对存在表达相关性的eRNA和靶基因再进

行LASSO回归和多因素Cox多元回归分析，最终筛选

出具有预后意义的 AP003469.2 和 SPRY4-AS1 两个

eRNA以及PPARGC1A和SLC2A1两个靶基因，并根据

其表达量和多因素Cox回归系数构建了肝癌预后风险

评分模型，该模型对肝癌患者的预后具有很好的预测

能力，其第 1、3和 5年的AUC分别为 0.730、0.699和

0.679。其中，PPARGC1A基因的高表达提示预后较好，

而AP003469.2、SPRY4-AS1和SLC2A1基因的高表达

提示预后较差。

研究结果[16]表明，SPRY4-AS1 在喉鳞状细胞癌

中高表达，并与患者预后不良相关。该结果与本研

究HCC中观察到的现象一致，即SPRY4-AS1高表达

预后差。YWHAZ在乳腺癌、胃癌和结直肠癌等多种

癌种中显著上调，且已被证实可作为癌基因参与肿

瘤的发生、发展进程[17-20]。在HCC中，YWHAZ的表

达同样上调并可以通过与 αB-晶体蛋白结合诱导上

皮-间质转化，促进HCC的转移和侵袭[21-22]。也有研

究[23]发现，PPARGC1A在结肠癌患者中高表达，并参

与其预后模型的构建。SLC2A1在胃癌患者组织中

高表达，与患者预后不良相关[24]。而目前有关

AP003469.2的相关报道较少。

为了进一步探索AP003469.2在HCC中的功能，本

研究将siRNA转染至肝癌SMMC-7721细胞，经PCR法

检测发现，敲降AP003469.2后，细胞中YWHAZ的表达

并无明显变化，这就说明AP003469.2对YWHAZ并无

调控作用，不能作为eRNA调控YWHAZ的表达，两者

很可能受到同一个增强子的激活，处于同级水平。进

一步通过 CCK-8 实验发现，敲除 AP003469.2 后，

SMMC-7721 细胞的增殖并未受明显影响，说明

AP003469.2并不能作为一种有促癌功能的eRNA，对肝

癌细胞的增殖产生影响。

综上所述，本研究基于生物信息学分析方法筛选

出在HCC中与预后相关的eRNA和靶基因，并构建了

预后风险评分系统，该模型具有很好的预后预测效能；

通过实验进一步探索了eRNAAP003469.2对肝癌细胞
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的影响，虽然其无明显促癌作用，但有较好的预后预测

功能。本研究结果为开展eRNA在肝癌及其他类型肿

瘤中的研究提供了实验参考。相信随着研究的深入，

越来越多的预后相关功能性eRNA会被发现，其参与肿

瘤发生发展的相关机制也会更加明确。
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