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长链非编码 RNA CBR3-AS1 在胆管癌中的表达及其临床意义
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摘   要 目的：探讨长链非编码 RNA CBR3-AS1（lncRNA CBR3-AS1）在胆管癌（CCA）中表达状态及其临

床意义。

方法：用 qRT-PCR 检测 lncRNA CBR3-AS1 在 CCA 组织与癌旁组织以及 CCA 细胞与正常胆管上皮细

胞中的表达，分析 lncRNA CBR3-AS1 表达与 CCA 患者临床病理参数及生存率的关系。将胆管癌细胞

分别转染 lncRNA CBR3-AS1 过表达质粒（过表达组）、阴性对照质粒（对照组）及 lncRNA CBR3-

AS1 沉默序列（沉默组），用 MTT 实验与 Transwell 实验检测各组细胞的增殖与侵袭能力。

结果：lncRNA CBR3-AS1 的表达在胆管癌组织中明显高于癌旁组织，在胆管癌细胞系中明显高于正常

胆管上皮细胞（均 P<0.01）。lncRNA CBR3-AS1 表达与 CCA 患者淋巴结转移、TNM 分期和术后复发

明显有关（P<0.05）。lncRNA CBR3-AS1 高表达患者总生存率明显低于 lncRNA CBR3-AS1 低表达患

者（P=0.004）。lncRNA CBR3-AS1 表 达（P=0.020） 与 TNM 分 期（P=0.014） 是 影 响 CCA 患 者 总 生

存率的独立危险因素。与对照组 CCA 细胞比较，过表达组 CCA 细胞增殖与侵袭能力明显增高，沉默

组 CCA 细胞增殖与侵袭能力明显降低（均 P<0.05）。

结论：lncRNA CBR3-AS1 在胆管癌中表达升高，升高的 lncRNA CBR3-AS1 与 CCA 的恶性临床病理特

征及患者的不良预后密切相关。
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Abstract Objective: To investigate the expression of long non-coding RNA CBR3-AS1 (lncRNA CBR3-AS1) in 

cholangiocarcinoma (CCA) and its clinical signifi cance. 

Methods: The expressions of lncRNA CBR3-AS1 in CCA tissue and tumor adjacent tissue as well as in CCA 

cells and normal biliary epithelial cells were determined by qRT-PCR. The relations of lncRNA CBR3-AS1 

expression with the clinicopathologic variables and survival rates of the CCA patients were analyzed. Th e CCA 

cells were transfected with lncRNA CBR3-AS1 overexpression plasmid (overexpression group), negative control 
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胆 管 癌 （ c h o l a n g i o c a r c i n o m a ， C C A ） 起 源

于 肝 脏 或 胆 道 内 的 上 皮 细 胞 。 英 美 发 达 国 家 发 病

率 呈 下 降 趋 势 ， 但 全 球 发 病 率 持 续 增 加 ， 大 多 数

C C A 患 者 诊 断 时 处 于 晚 期 ， 对 常 见 化 疗 药 物 易 产

生耐药性而导致预后不佳 [1-2]。CCA发病与寄生虫

感 染 、 原 发 性 胆 道 硬 化 和 胆 道 畸 形 等 危 险 因 素 相

关[3]。CCA的发生是个涉及遗传改变和环境因素相

互作用的复杂过程[4]，多种致癌或抑癌基因的突变

被 认 为 参 与 C C A 发 生 和 进 展 [ 5 ]。 长 链 非 编 码 R N A

（lncRNA）是一类长度超过200 nt的RNA分子，其

异常表达与包括癌症在内的多种疾病密切相关[6-8]。

lncR N A  C B R 3 - A S 1 （ 也 称 P l n c R N A 1 ） 最 早 发

现 其 在 前 列 腺 癌 组 织 中 上 调 并 调 节 细 胞 增 殖 和

凋 亡 [ 9 ]。 然而，lncRNA CBR3 -AS1在CCA中的功

能 尚 未 完 全 阐 明 。 本 研 究 旨 在 探 讨 C C A 患 者 癌 组

织中lncRNA CBR3 -AS1表达状态及其与预后的关

系，并探讨其对CCA细胞增殖和侵袭的影响。

1　材料与方法

1.1  组织标本收集

本 研 究 收 集 华 中 科 技 大 学 同 济 医 学 院 附 属 武

汉中心医院肝胆胰外科于2012年1月—2014年1月

期间手术切除的CCA患者组织标本58例。纳入标

准：⑴ 患者经病理诊断为原发性CCA；⑵ 除CCA

外不存在其他部位原发性恶性肿瘤；⑶ 术前患者

未经过任何放化疗或生物治疗；⑷ 具有完整的病

例 和 随 访 资 料 。 排 除 标 准 ： 不 符 合 上 述 标 准 者 。

本研究经过医院伦理委员会批准同意。

1.2  临床资料收集和随访

收 集 患 者 临 床 资 料 和 随 访 信 息 。 患 者 总 生 存

时 间 为 手 术 后 出 院 第 1 天 到 死 亡 时 间 或 随 访 截 止

时间。通过电话或门诊随访，每3个月随访1次，

行肝脏彩超、腹部CT及肿瘤标志物检查，随访内

容包括患者复发及死亡情况，随访截止至2019年 

1月，最长随访时间6年，共2例失访。

1.3  实验材料和试剂

C C A 细 胞 系 （ R B E 和 Q B C 9 3 9 ） 和 正 常 人 胆

管 上 皮 细 胞 系 （ H I B E ） 购 自 日 本 生 物 样 本 保 存

库。lncRNA CBR3 -AS1过表达质粒、阴性对照质

粒及lncRNA CBR3 -AS1敲降质粒均由上海吉玛生

物 科 技 有 限 公 司 合 成 。 M T T 试 剂 盒 、 D M E M 培 养

基、胰蛋白酶和胎牛血清均购于美国Gibco公司，

RIPA细胞裂解液及BCA试剂盒购于北京碧云天公

司，TRIzol提取试剂、一步法cDNA逆转录试剂盒

及SYBR Green real-time PCR MasterMix购于美国

Invitrogen 公司，ABI-7500平台。LipofectamineTM 

3000 购买自美国Invitrogen公司，qPCR引物由上

海生工公司设计并合成。

1.4  实验方法

1.4.1  细 胞 培 养、 转 染 及 分 组　 所 有 细 胞 系 在

5%CO2、37 ℃条件下培养，培养基为 DMEM 培养

基，取对数期生长良好的细胞行下一步实验。 

1.4.2  组 织 及 细 胞 分 组　 将 CCA 细 胞 系

plasmid (control group) and lncRNA CBR3-AS1 silencing sequences (silencing group) respectively, and then, the 

proliferative and invasion abilities in each group of cells were examined by MTT and Transwell assay.

Results: The lncRNA CBR3-AS1 expression in CCA tissue was significantly higher than that in tumor adjacent 

tissue, and in CCA cells was significantly higher than that in normal biliary epithelial cells (all P<0.05). The 

lncRNA CBR3-AS1 expression was significantly associated with the lymph node metastasis, TNM stage and 

recurrence of the CCA patients (all P<0.05). The overall survival rate in CCA patients with high lncRNA CBR3-

AS1 expression was significantly lower than that in those with low lncRNA CBR3-AS1 expression (P=0.004). The 

lncRNA CBR3-AS1 expression (P=0.020) and TNM stage (P=0.014) were independent risk factors for overall 

survival rate of the CCA patients. Compared with the CCA cells in control group, the proliferative and invasion 

abilities were significantly increased in CCA cells in overexpression group, which were significantly reduced in 

CCA cells in silencing group (all P<0.05).

Conclusion: LncRNA CBR3-AS1 expression is increased in cholangiocarcinoma, which is closely associated with 

the malignant features of CCA and poor prognosis of the patients. 

Key words Bile Duct Neoplasms; RNA, Long Noncoding; Neoplasm Invasiveness; Prognosis

CLC number: R735.8
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RBE 在 六 孔 板 上 长 至 汇 合 80% 以 上 时， 按

LipofectamineTM3000 说 明 书 分 别 转 染 lncRNA 

CBR3-AS1 过表达质粒（过表达组）、阴性对照质

粒（对照组）及 lncRNA CBR3-AS1 沉默表达质粒

（沉默组）。

1.4.3  细胞活力检测　使用 3-（4，5- 二甲基噻

唑 -2- 基）-2，5- 二 苯 基 四 唑 溴 化 物（MTT） 细

胞增殖 / 活力测定试剂盒根据说明书检测细胞活力。

测 量 并 记 录 570 nm 波 长 下 每 孔 的 吸 光 度 A570 nm，

细 胞 活 力 计 算 公 式 =（A570 nm 样 本 /A570 nm 对 照 ）

×100%。

1.4.4  细胞侵袭测定　使用具有 8 mm 聚碳酸酯核

孔过滤器 Transwell 室行侵袭测定。将转染细胞种

植 到 用 40 μL Matrigel 预 涂 覆 上 室 中， 用 200 μL

无血清培养基孵育，且下室用 600 μL 含 FBS 的培

养基填充。多聚甲醛用于细胞固定，0.1% 结晶紫

用于染色，37 ℃孵育 24 h 后计数黏附在下表面的

细胞数目。

1.4.5  实 时 定 量 PCR（qRT-PCR）　 使 用

TRIzol 从 肿 瘤 标 本 或 细 胞 系 中 提 取 总 RNA， 并

使 用 SuperScriptIII 逆 转 录 酶 试 剂 盒 反 转 录 成

cDNA。 用 SYBR Premix Ex Taq TM II 试 剂 盒 在

ABI-7500 平 台 上 进 行 PCR 扩 增，GAPDH 为 内

参。lncRNA CBR3-AS1 表达采用以下引物测定：

lncRNA CBR3-AS1 引物序列，正向：5'-CAG TGG 

GGA ACT CTG ACT CG-3'， 反 向 5'-GTG CCT 

GGT GCT CTC TTA CC-3'。GAPDH 引物序列，正

向：5'-GTC AAC GGA TTT GGT CTG TAT T-3'，

反向：5'-AGT CTT CTG GGT GGC AGT GAT-3'。

采用 2-ΔΔCt 法定量，计算 lncRNA CBR3-AS1 相对

表达量。

1.5  统计学处理

数 据 以 平 均 值 ± 标 准 差 （ x ± s ） 表 示 ， 使 用

S P S S  2 0 . 0 行 统 计 分 析 。 t 检 验 用 于 比 较 两 组 间 差

异，使用Kaplan-Meier法和对数秩检验统计生存率

差异，P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　果

2.1  lncRNA CBR3-AS1 在 CCA 组 织 与 细 胞 系

中的表达

l n c R N A  C B R 3 - A S 1 在 C C A 组 织 中 表 达 量 明

显高于癌旁组织[（8.2±1.4） v s . （1.3±0.4），

P <0.01]（图1A）；CCA细胞系RBE和QBC939中

CBR3-AS1平均表达水明显高于正常胆管上皮细胞

系HIBE（均P<0.01）（图1B）。

2.2  lncRNA CBR3-AS1 表 达 与 CCA 患 者 临 床

病理特征的关系

根 据 l n c R N A  C B R 3 - A S 1 表 达 相 对 水 平 中 位

值，将58例CCA患者分为lncRNA CBR3-AS1高表

达 组 3 0 例 和 l n c R N A  C B R 3 - A S 1 低 表 达 组 2 8 例 。

统 计 分 析 结 果 显 示 ， l n c R N A  C B R 3 - A S 1 表 达 与

年龄、肿瘤部位、血管浸润、分化状态、HBV感

染和血清肿瘤标志物CEA和CA19 -9均无明显关系

（均P>0.05），与淋巴结转移（P=0.030）、TNM

分期（P =0.007）和术后复发（P =0.001）明显有

关（表1）。

图 1　qRT-PCR 检测 lncRNA CBR3-AS1 表达　　A：CCA 组织与癌旁资质的表达；B：CCA 细胞系与正常胆管上皮细胞系
Figure 1　Expressions of lncRNA CBR3-AS1 determined by qRT-PCR　　A: CCA and adjacent tissues; B: CCA cell lines and normal biliary 

epithelial cells
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表 1　lncRNA CBR3-AS1 表达与 CCA 患者临床病理参数

之间的关系 [n（%）]
Table 1　The relations of lncRNA CBR3-AS1 expression 

w i t h  t he  cl i n i co pat ho l o g i c  charac ter i st i c s  o f 
cholangiocarcinoma patients [n (%)]

参数 n 高表达（n=30） 低表达（n=28） P
性别
　男 25 14（46.7） 11（39.3）

0.570
　女 33 16（53.3） 17（60.7）
年龄（岁）
　＜ 60 31 18（60.0） 13（46.4）

0.300
　≥ 60 27 12（40.0） 15（53.6）
肿瘤部位
　肝内 11 4（13.3） 7（25.0）

0.481　肝门 24 14（46.7） 10（35.7）
　远端 23 12（40.0） 11（39.3）
淋巴结转移
　有 25 17（56.7） 8（28.6）

0.030
　无 33 13（43.3） 20（71.4）
血管浸润
　阳性 17 11（36.7） 6（21.4）

0.202
　阴性 41 19（63.3） 22（78.6）
分化程度
　高 / 中 20 10（33.3） 10（35.7）

0.848
　低 38 20（66.7） 18（64.3）
TNM 分期
　I~II 33 12（40.0） 21（75.0）

0.007
　III~IV 25 18（60.0） 7（25.0）
HBV 感染
　阳性 26 13（43.3） 13（46.4）

0.812
　阴性 32 17（56.7） 15（53.6）
血浆 CEA（ng/mL）
　＞ 5 38 21（70.0） 17（60.7）

0.457
　≤ 5 20 9（30.0） 11（39.3）
血浆 CA19-9（μL/mL）
　＞ 37 36 22（73.3） 14（50.0）

0.067
　≤ 37 22 8（26.7） 14（50.0）
术后复发
　有 42 27（90.0） 15（53.6）

0.001
　无 16 3（10.0） 13（46.4）

2.3  lncRNA CBR3-AS1 高 表 达 与 CCA 患 者 预

后的关系

Kaplan-Meier生存分析示，lncRNA CBR3-AS1高

表达组CCA患者总生存率明显低于lncRNA CBR3-
AS1低表达组CCA患者（P=0.004）（图2）。
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图 2　不同 lncRNA CBR3-AS1 表达水平 CCA 患者的生存

曲线
Figure 2　The survival curves of CCA patients with different 

lncRNA CBR3-AS1 expression levels

2.4  影响 CCA 患者总生存率的危险因素分析

单 因 素 分 析 显 ， 示 淋 巴 结 转 移 、 血 管 浸 润 、

T N M 分 期 、 术 后 复 发 和 C B R 3 - A S 1 表 达 是 影 响 总

生存率的危险因素（均 P < 0 .01），多因素分析显

示，TNM分期（P=0.014）和lncRNA CBR3-AS1表

达（P=0.020）是影响CCA患者总生存率的独立危

险因素（表2）。

2.5  转染效率检测及 lncRNA CBR3-AS1 对 CCA

细胞增殖的影响

转染后，沉默组lncRNA CBR3-AS1表达量明

显低于对照组（P <0.01）；过表达组lncRNA表达

量明显高于对照组（P<0.01）（图3）。转染24、

48、72 h后，过表达组细胞增殖活力明显高于对照

组；沉默组细胞增殖活力明显低于对照组（图4）。

表 2　影响 CCA 患者总生存率的危险因素分析
Table 2　Analysis of risk factors for overall survival of CCA patients

变量
单因素分析 多因素分析

HR 95% CI P HR 95% CI P 
性别（男 vs. 女） 1.031 0.598~1.776 0.826 — — —
年龄（<60 岁 vs. ≥ 60 岁） 1.384 0.806~2.375 0.158 — — —
分化（高 / 中 vs. 低） 0.855 0.487~1.501 0.948 — — —
淋巴结转移（有 vs. 无） 1.408 0.222~1.848 0.002 1.622 0.965~4.348 0.768
血管浸润（有 vs. 无） 2.079 1.033~4.183 0.012 1.416 0.753~2.662 0.280
TNM 分期（III~IV 期 vs. I~II 期） 1.403 0.220~1.740 0.001 1.122 1.345~7.944 0.014
术后复发（有 vs. 无） 2.147 1.218~3.784 0.008 1.225 0.868~2.595 0.596
lncRNA CBR3-AS1 表达（高 vs. 低） 2.936 1.612~5.349 0.000 2.160 1.129~4.134 0.020
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2.6  CBR3-AS1 在体外调节细胞侵袭

2 0 0 倍 视 野 下 ， 过 表 达 组 侵 袭 细 胞 数 为

（340±23）个，沉默组侵袭细胞数为（115±9）个，

对照组侵袭细胞数为（203±17）个；过表达组侵

袭细胞数明显多于对照组（P<0.01），沉默组侵袭

细胞数明显少于对照组（P<0.01）（图5）。

3　讨　论

C C A 是 第 二 常 见 的 原 发 性 肝 肿 瘤 [ 9 ]。 C C A 早

期 诊 断 不 易 ， 大 多 数 患 者 诊 断 时 处 于 晚 期 而 失 去

最佳手术时机，导致患者5年生存率低至10%，因

此 ， 鉴 别 C C A 预 后 相 关 分 子 标 志 物 对 改 善 患 者 预

后至关重要[10]。

全 基 因 组 测 序 技 术 发 展 促 进 了 各 种 非 编 码

RNA（no cod ing  RNA，ncRNA）的发现，其中

大 量 非 编 码 R N A 被 证 实 参 与 癌 症 发 生 和 发 展 过

程 [11]，对多种人类癌症具有诊断和预后价值 [12]。

lncRNA是一种新发现的非编码RNA分子，涉及细

胞发育和分化、 转录和翻译及代谢调节 [ 13]。越来

越多的研究表明lncRNA可作为致癌基因或肿瘤抑

制 基 因 参 与 包 括 胃 癌 、 肝 细 胞 癌 、 肺 癌 、 前 列 腺

癌和结肠直肠癌在内的多种肿瘤进展[14-16]。最近研

究认为lncRNA也参与CCA发生和进展：如NEAT-1

过表达有助于CCA细胞增殖、侵袭和迁移，同时使

CCA细胞对化疗药物吉西他滨更敏感 [17]，CCAT1

被证实为CCA患者不良预后标志物 [18]，而AFAP1-
AS1可作为CCA细胞生长和转移启动因子[19]。

lncRNA CBR3-AS1是21号染色体上的蛋白质

编码基因，位于羰基还原酶3（CBR3）的反义区

域，其可在体外促进乳腺癌细胞增殖和侵袭 [ 20]，

l n c R N A  C B R 3 - A S 1 在 前 列 腺 癌 [ 2 1 ]和 食 道 癌 [ 2 2 ]的

癌 组 织 中 过 表 达 且 体 外 调 节 细 胞 凋 亡 和 增 殖 。 本

研 究 发 现 ， 与 相 应 C C A 癌 旁 组 织 和 正 常 细 胞 系 比

较，lncRNA CBR3 -AS1在CCA组织和细胞系中显

著上调，lncRNA CBR3 -AS1高表达与较差的总生

存 率 相 关 。 单 因 素 和 多 因 素 分 析 显 示 ， l n c R N A 

CBR3-AS1是CCA患者预后不良的独立危险因素。

上述结果表明lncRNA CBR3 -AS1可能参与CCA肿
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图 3　转染效率检测
Figure 3　Transfection effi  ciency measurement
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图 4　细胞增殖活性检测
Figure 4　Cell proliferation assay
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Figure 5　Determination of the cell invasion ability (scale bar: 100 μm)
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瘤 进 展 ， 并 可 作 为 潜 在 预 后 标 志 物 。 近 年 来 研 究

报道多个lncRNA分子可作为预测CCA不良预后的

分子，最新研究报道lncRNA SPRY4-IT1可在CCA

中 发 挥 癌 基 因 作 用 ， 促 进 肿 瘤 发 展 且 与 C C A 不 良

预后相关，是新的预后生物标志物[23]；而lncRNA-
NEF下调与CCA不良预后相关，并发挥抑癌基因作

用[24]。

本研究通过功能丧失和获得实验证明lncRNA 

C B R 3 - A S 1 在 C C A 肿 瘤 进 展 中 的 功 能 。 l n c R N A 

CBR3-AS1敲降后可显著抑制体外CCA细胞增殖活

力；反之，lncRNA CBR3 -AS1过表达可显著促进

体外CCA细胞增殖。CBR3-AS1过表达可促进CCA

细胞侵袭。反之，CBR3-AS1敲降后可抑制CCA细

胞侵袭，这与骨肉瘤 [ 25]中的报道类似，在骨肉瘤

细胞系中，敲降lncRNA CBR3 -AS1可抑制骨肉瘤

细胞增殖、迁移及侵袭，并诱导凋亡 [ 25]。研究结

果提示lncRNA CBR3-AS1作为致癌lncRNA分子在

C C A 发 生 和 进 展 中 可 能 起 重 要 作 用 ， 这 可 能 解 释

了CCA lncRNA CBR3-AS1高表达的患者预后差的

原因。尽管如此，lncRNA CBR3 -AS1靶基因和致

癌潜在机制尚值得更进一步研究。

总之，本研究发现lncRNA CBR3 -AS1在CCA

组 织 和 细 胞 系 中 上 调 表 达 ， 与 C C A 患 者 不 良 预 后

显著相关。lncRNA CBR3 -AS1可调节CCA细胞增

殖 和 侵 袭 ， 可 能 是 C C A 一 种 新 的 预 后 分 子 标 志 物

和治疗靶点。
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