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(57)摘要

本发明公开了一种食管鳞癌诊疗靶点及应

用，具体的所述靶点为LINC01322，本发明通过高

通量测序技术和生物信息学分析发现了

LINC01322在不同分化等级的食管鳞癌组织中呈

现显著性差异表达，并通过扩大样本量进一步采

用QPCR进一步验证，说明LINC01322可作为判断

食管鳞癌危险程度的分子标志物，指导医生对不

同危险程度的患者采取不同的治疗策略，节约医

疗资源。
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1.检测肿瘤组织样本中LINC01322表达水平的试剂在制备评估食管鳞癌危险程度的产

品中的应用，其特征在于，LINC01322在危险程度高的食管鳞癌中表达下调。

2.根据权利要求1所述的应用，其特征在于，所述试剂包括通过实时定量PCR、原位杂交

或芯片检测LINC01322表达水平的试剂。

3.根据权利要求2所述的应用，其特征在于，所述通过实时定量PCR检测LINC01322表达

水平的试剂至少包括一对特异扩增LINC01322基因的引物；所述通过原位杂交检测

LINC01322表达水平的试剂包括与LINC01322基因的核酸序列杂交的探针；所述通过芯片检

测LINC01322表达水平的试剂包括与LINC01322基因核酸序列杂交的探针。

4.根据权利要求3所述的应用，其特征在于，所述特异扩增LINC01322基因的引物序列

如SEQ  ID  NO.1和SEQ  ID  NO.2所示。

权　利　要　求　书 1/1 页

2

CN 109913552 B

2



一种食管鳞癌诊疗靶点及应用

技术领域

[0001] 本发明属于生物医药领域，涉及一种食管鳞癌诊疗靶点及应用，具体的涉及的靶

点为LINC01322。

背景技术

[0002] 食管癌是世界第八大癌症，也是第六大癌症死亡原因(International  Agency 

for  Research  on  Cancer.GLOBOCAN  2012,Estimated  Cancer  Incidence  Mortality  and 

Prevalence  Worldwide  in  2012.Geneva:World  Health  Organization,2012.[C].)。在中

国食管癌是第五大癌症，第四大癌症死亡原因(Zhou  MG,Wang  Xl，Hu  JP,Li  GL,Chen  WQ,

Zhang  SW,et  al.Geographical  distribution  of  cancer  mortality  in  China ,2004-

2005.Chin  J  Prev  Med .2010；44:303-8.[Z].)。食管癌的发生发展是多因素、多阶段突变

积累和相互作用的复杂过程。癌基因的激活和抑癌基因的失活已经被证明是食管癌进展过

程中的重要分子机制(Huang  X,Zhou  X,Hu  Q,et  al.Advances  in  esophageal  cancer:A 

new  perspective  on  pathogenesis  associated  with  long  non-coding  RNAs[J]

.Cancer  Lett,2018,413:94-101.)。但是，目前食管癌发生发展的分子机制还不完全清楚。

目前针对食管癌的治疗如手术切除、放射治疗、化学治疗及其它综合治疗虽然有一定的治

疗效果，但患者的5年生存率仍然较低，肿瘤侵袭转移仍是导致患者死亡的主要原因，同时

也是导致临床疗效和患者预后差的重要因素。

[0003] 肿瘤的分级对患者的预后具有重要的作用，恶性肿瘤一般根据其分化程度的高

低、异型性的大小及核分裂像的多少来确定恶性程度的级别。近年来较多的人倾向于用简

明的、较易掌握的三级分级法，即I级为分化良好的，属低度恶性；II级为分化中等的，属中

度恶性；III级为分化低的，属高度恶性。这种分级法虽有其优点，对临床治疗和判断预后也

有一定意义。但缺乏定量标准，也不能排除主观因素的影响。随着分子生物学的发展，人们

把开始关注基因与肿瘤的相关性，探讨基因评估食管鳞癌发展的进程，对于有效的预防和

治疗食管鳞癌都具有重要的临床意义。

[0004] 近年来对1ncRNA的研究逐渐增多，1ncRNA通常被定义为长于200个核苷酸的转录

物，其缺乏蛋白质编码潜力并且被RNA聚合酶II(RNA  Pol  II)转录(Ransohoff  J  D,Wei  Y,

Khavari  P  A.The  functions  and  unique  features  of  long  intergenic  non-coding 

RNA[J].Nat  Rev  Mol  Cell  Biol，2018,19(3):143-157.)。与蛋白质编码RNA(mRNA)相比，

在特定细胞类型中1ncRNA数量更多，且在不同的癌症类型中呈现出表达特异性。1ncRNA在

不同生物过程中起着重要的调节作用，它们的异常调节可导致包括癌症在内的许多人类疾

病。探讨lncRNA与食管鳞癌的相关性，探讨相关lncRNA评估食管鳞癌发展的进程，对于实现

食管鳞癌患者的精准化诊疗具有重要的意义。

发明内容

[0005] 为了弥补现有技术的不足，本发明的目的在于提供一种与食管鳞癌分级相关的生
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物标志物，使用该标志物，可以评估食管鳞癌的发展进程。

[0006] 为了实现上述目的，本发明采用如下技术方案：

[0007] 本发明的第一方面提供了检测LINC01322的试剂在制备评估食管鳞癌危险程度的

产品。

[0008] 进一步，LINC01322在危险程度高的食管鳞癌中表达下调。

[0009] 进一步，所述试剂包括通过RT-PCR、实时定量PCR、原位杂交或芯片检测LINC01322

表达水平的试剂。

[0010] 进一步，所述通过RT-PCR检测LINC01322表达水平的试剂至少包括一对特异扩增

LINC01322基因的引物；所述通过实时定量PCR检测LINC01322表达水平的试剂至少包括一

对特异扩增LINC01322基因的引物；所述通过原位杂交检测LINC01322表达水平的试剂包括

与LINC01322基因的核酸序列杂交的探针；所述通过芯片检测LINC01322表达水平的试剂包

括与LINC01322基因核酸序列杂交的探针。

[0011] 本发明的第二方面提供了一种诊断食管鳞癌危险程度的产品，包括核酸膜条、芯

片或试剂盒，其中，所述核酸膜条、芯片或试剂盒包括检测LINC01322表达水平的试剂。

[0012] 进一步，所述芯片中检测LINC01322表达水平的试剂包括特异性识别LINC01322基

因的寡核苷酸探针。

[0013] 进一步，所述试剂盒中检测LINC01322表达水平的试剂包括特异性扩增LINC01322

基因的引物；或特异性识别LINC01322基因的寡核苷酸探针。

[0014] 进一步，所述特异性扩增LINC01322基因的引物序列如SEQ  ID  NO .1和SEQ  ID 

NO.2所示。

[0015] 本发明的第三方面提供了LINC01322在制备治疗食管鳞癌的药物中的应用。

[0016] 本发明的第四方面提供了LINC01322在构建评估食管鳞癌危险程度的计算模型中

的应用。

[0017] 本发明的优点和有益效果：

[0018] 本发明选择LINC01322作为分子标志物，可以实现食管鳞癌的危险度高低的分级

分层，从而指导医生对危险度高中低不同的食管鳞癌患者采取不同的治疗策略、手段及措

施，不但可以避免过度治疗，也可以避免治疗强度不足，从而提高食管鳞癌患者的治疗效

果，节约医疗资源和成本。

[0019] 本发明利用LINC01322开发成检测产品，检测快速方便，检测灵敏度、特异度高，成

本低，可以满足绝大多数食管鳞癌患者的检测需求，应用范围广。

附图说明

[0020] 图1是利用QPCR检测LINC01322在食管鳞癌组织中的表达情况；

[0021] 发明详述

[0022] 本发明经过广泛而深入的研究，通过高通量测序以及生物信息学分析，筛选在从

高分化食管鳞癌(G1)至中等分化食管鳞癌(G2)、以及从G2至不良分化食管鳞癌(G3)转变过

程中其表达显著变化的基因。用所选的在每个分化阶段中表达显著改变的基因可以正确地

预测肿瘤组织的分化等级。通过分析，本发明首次发现了LINC01322在不同分化等级的肿瘤

组织中表达下调，提示LINC01322可作为食管鳞癌的肿瘤分级的诊断标志物以及治疗靶标。
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[0023] 术语“LINC01322”位于3号染色体上，基因ID为103695433，包括LINC01322基因及

其的同源物，突变，和同等型。该术语涵盖全长，未加工的LINC01322，以及源自细胞中加工

的任何形式的LINC01322。该术语涵盖LINC01322的天然发生变体(例如剪接变体或等位变

体)。该术语涵盖例如LINC01322基因，人LINC01322的基因序列(NR_125764.1)，以及来自任

何其它脊椎动物来源，包括哺乳动物，诸如灵长动物和啮齿动物(例如小鼠和大鼠)的

LINC01322DNA。

[0024] 如本文中使用的，术语“生物标志物”指能在样品中检测且包括例如LINC01322的

指标分子或分子集合(例如预测，诊断，和/或预后指标)。生物标志物可以是预测生物标志

物且充当具有特定疾病或病症。生物标志物包括但不限于多核苷酸(例如DNA和/或RNA(例

如mRNA，lncRNA))，多核苷酸拷贝数改变(例如DNA拷贝数)。

[0025] 如本文中使用的，生物标志物的“量”或“水平”是生物学样品中的可检测水平。这

些可通过本领域技术人员已知的及本文中公开的方法来测量。

[0026] 术语“表达的水平”或“表达水平”一般指生物学样品中生物标志物的量。“表达”一

般指信息(例如基因编码和/或表观遗传信息)转化成细胞中存在并运行的结构的过程。因

此，如本文中使用的，“表达”可以指转录成多核苷酸，翻译成多肽，或甚至多核苷酸和/或多

肽修饰(例如多肽的翻译后修饰)。在本发明的具体实施方案中，所述“表达”指转录成多核

苷酸。

[0027] “增加的表达”，“增加的表达水平”，“增加的水平”，“升高的表达”，“升高的表达水

平”或“升高的水平”指相对于对照诸如不具有疾病或病症(例如癌症)的个体，内部对照(例

如持家型生物标志物)，或来自一个患者组/群体的样品中生物标志物的中值表达水平，个

体中生物标志物的增加的表达或增加的水平。

[0028] “减少的表达”，“减少的表达水平”，“减少的水平”，“降低的表达”，“降低的表达水

平”或“降低的水平”指相对于对照诸如不具有疾病或病症(例如癌症)的个体或内部对照

(例如持家型生物标志物)，或来自一个患者组/群体的样品中生物标志物的中值表达水平，

个体中生物标志物的降低的表达或降低的水平。在一些实施方案中，降低的表达是很少的

表达或不表达。

[0029] 在本发明中，LINC01322的表达水平随着肿瘤恶性程度的增加而降低。

[0030] 本文包括任何本领域可用的用于检测本文所述的内在基因表达的方法。“检测表

达”是指确定内在基因的RNA转录物或其表达产物的量或存在。检测本公开的内在基因表

达，即基因表达概况分析的方法包括基于多核苷酸杂交分析的方法、基于多核苷酸测序的

方法、免疫组化方法、和基于蛋白质组学的方法。这些方法通常检测本文所述的内在基因的

表达产物(例如mRNA，lncRNA)。在优选的实施方案中，使用基于PCR的方法，例如逆转录PCR

(RT-PCR)，和基于阵列的方法例如微阵列。“微阵列”指可杂交阵列元件，如，例如，多核苷酸

探针，在基质上的有序排列。术语“探针”指能与特别预期的靶生物分子，例如由内在基因编

码的或相应于内在基因的核苷酸转录物或蛋白选择性结合的分子。探针可以由本领域技术

人员合成，或者可以来自于合适的生物制备物。可以特异性地设计探针以对其进行标记。

[0031] 许多表达检测方法使用分离的RNA。起始材料典型地是从生物样品，例如分别从肿

瘤或肿瘤细胞系，以及相应的正常组织或细胞系分离的总RNA。如果RNA的来源是原发性肿

瘤，则可以从冷冻的或保存的石蜡包埋并固定的(例如福尔马林固定的)组织样品(例如病
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理学家指导的组织核心样品)中提取RNA。

[0032] 芯片、试剂盒、核酸膜条

[0033] 本发明提供了检测中LINC01322基因的表达水平的产品，所述产品包括(但不限

于)制剂、芯片或试剂盒。其中芯片包括：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LINC01322所示的部分或全部序列。

[0034] 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。

[0035] 如本文中所使用的，“寡核苷酸”一般指短的，单链的多核苷酸，其在长度上小于约

250个核苷酸，但这不是必须的。寡核苷酸可以是合成的。术语“寡核苷酸”和“多核苷酸”并

不互相排斥。上文关于多核苷酸的描述同样且完全可适用于寡核苷酸。

[0036] 术语“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。根据杂交条件的严格性，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。

[0037] 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。

[0038] 本发明的试剂盒包括检测LINC01322基因的试剂，选自下组的一种或多种物质：容

器、使用说明书、阳性对照物、阴性对照物、缓冲剂、助剂或溶剂。

[0039] 本发明的试剂盒中还可附有试剂盒的使用说明书，其中记载了如何采用试剂盒进

行检测，和如何利用检测结果对肿瘤发展进行判断、对治疗方案进行选择。

[0040] 试剂盒的组分可以以水介质的形式或以冻干的形式来包装。试剂盒中适当的容器

通常至少包括一种小瓶、试管、长颈瓶、宝特瓶、针筒或其它容器，其中可放置一种组分，并

且优选地，可进行适当地等分。在试剂盒中存在多于一种的组分时，试剂盒中通常也将包含

第二、第三或其它附加的容器，其中分离地放置附加的组分。然而，不同组合的组分可被包

含在一个小瓶中。本发明的试剂盒通常也将包括一种用于容纳反应物的容器，密封以用于

商业销售。这种容器可包括注模或吹模的塑料容器，其中可保留所需的小瓶。

[0041] 本发明的核酸膜条包括基底和固定于所述基底上的针对LINC01322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。

[0042] 计算模型

[0043] 本发明提供了LINC01322在制备预测食管鳞癌的分化等级的计算模型中的应用。

正如熟练技术人员可以领会的，可以使用两种或更多种标志物的测量来改进调查中的诊断
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问题。生化标志物可以个别测定，或者在本发明的一个实施方案中，它们可以同时测定，例

如使用芯片或基于珠的阵列技术。然后独立解读生物标志物的浓度，例如使用每种标志物

的个别截留，或者它们组合进行解读。

[0044] 在本发明中，可以以不同方式实施和实现将标志物水平与某种可能性或风险关联

起来的步骤。优选地，在数学上组合基因和一种或多种其它标志物的测定浓度，并将组合值

与根本的诊断问题关联起来。可以通过任何适宜的现有技术数学方法将标志物值的测定组

合。

具体实施例

[0045] 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，本领域技术人员可以根据上述本发明内容对本发明作出

一些非本质的改进和调整。

[0046] 实施例1  筛选与食管鳞癌相关的基因标志物

[0047] 1、样品收集

[0048] 分别收集57例食管鳞癌组织和癌旁组织，其中包括经组织学分级为I级(G1)的患

者17例，组织学分级为II级(G2)的患者21例，组织学分级为III级(G3)的患者19例。每组各

取3例标本进行基因表达谱的检测分析，进行差异表达基因的筛选，并在各组全部标本中进

行验证实验。

[0049] 2、RNA样品的制备

[0050] 使用TRIZOL法提取组织总RNA

[0051] 1)用剪刀组织剪碎，加入1ml  Trizol,振荡器上震荡1min；常温放置10min，使核蛋

白体完全分解。

[0052] 2)加入200μl三氯甲烷(氯仿)，盖紧管盖，剧烈震荡15s，常温静置10min。

[0053] 3)4℃，11000rpm离心15min。

[0054] 4)将水样层转移到一个新的离心管中，加入500μl异丙醇；颠倒混匀后，常温静置

10min。

[0055] 5)4℃，11000rpm离心15min。

[0056] 6)用枪小心吸走液体，留沉淀在管底，加入1ml  75％的乙醇，在振荡器上震荡5s，

洗涤沉淀一次。

[0057] 7)4℃，8000rpm离心5min。

[0058] 8)将上清小心去掉，干燥沉淀10min，加入适量的水溶解沉淀10min。

[0059] 9)检测RNA浓度，鉴定RNA的产量和纯度。

[0060] 3、构建cDNA文库

[0061] 使用Epicentre的Ribo-Zero试剂盒除去总RNA中的核糖体RNA，利用Illumina 

TruseqTM  RNA  sample  Prep  Kit进行cDNA文库的构建，具体操作按说明书进行。

[0062] 4、上机测序

[0063] 使用Illumina  X-Ten测序平台对cDNA文库进行测序，具体操作按说明书进行。

[0064] 5、高通量转录组测序数据分析

[0065] 对测序结果进行生物信息学分析，分析前，删除不易检测到的lncRNA，使用工具为
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R-3.3.3进行linear  by  linear  association  test分析，根据每个lncRNA的表达量的四分

位数将每个样本划分到为4个表达量区间，然后检测表达量区间与tumor  grade的相关性。

当p值<0.05时，认为基因显著差异表达。

[0066] 6、结果

[0067] 结果显示，LINC01322在不同分化等级的食管鳞癌中呈现显著性差异，与G1相比，

G2和G3中LINC01322的表达显著下调，与G2相比，G3中LINC01322的表达显著下调，提示

LINC01322可能有效的区分不同分化程度的食管鳞癌。

[0068] 实施例2  QPCR测序验证LINC01322基因的差异表达

[0069] 1、对LINC01322基因差异表达进行大样本QPCR验证。

[0070] 2、RNA提取步骤如实施例1所述。

[0071] 3、逆转录：

[0072] 使用TAKARA公司的反转录试剂盒(Takara  code：DRR047A)进行操作。

[0073] 1)去除基因组DNA

[0074] 在试管中加入5×gDNA  Eraser  Bμffer  2.0μl，gDNA  Eraser  1.0μl，总RNA  1μg，

加Rnase  Free  ddH2O使总体积至10μl，水浴锅中42℃加热2min。

[0075] 2)反转录反应

[0076] 将5×Prime Buffer  2  4 .0μl，Prime RT  Enzyme  Mix  I  1 .0μl，RT 

Primer  Mix  1.0μl，RNase  Free  ddH2O  4.0μl加入上述试管中一起混合共20μl，水浴锅中

37℃15min，85℃5s。

[0077] 4、QPCR扩增检测

[0078] 1)引物设计

[0079] 根据LINC01322和GADPH的基因序列设计引物，具体引物序列如下：

[0080] LINC01322基因：

[0081] 正向引物为5’-CCAAGCATATTCCATCATT-3’(SEQ  ID  NO.1)；

[0082] 反向引物为5’-CATATCAGCCTTCATTACTTA-3’(SEQ  ID  NO.2)。

[0083] GAPDH基因：

[0084] 正向引物为5’-AATCCCATCACCATCTTCCAG-3’(SEQ  ID  NO.3)；

[0085] 反向引物为5’-GAGCCCCAGCCTTCTCCAT-3’(SEQ  ID  NO.4)。

[0086] 2)QPCR扩增检验

[0087] 用 Premix  Ex  TaqTMII(Takara  Code:DRR081)试剂盒配置PCR反应体系，在

Thermal  Cycler Real  Time  System扩增仪上进行PCR扩增，反应结束后确认Real 

Time  PCR的扩增曲线和溶解曲线，ΔΔCT法进行相对定量。

[0088] 配置25μl反应体系：

[0089] Premix  Ex  TaqTM  II(2×)12.5μl，正(反)向引物各1μl，DNA模板2μl，灭

菌蒸馏水8.5μl。

[0090] 反应条件：95℃30s，(95℃5s，60℃30s)×40

[0091] 5、结果

[0092] 结果如图1所示，与G1相比，G2和G3中LINC01322的表达显著下调，与G2相比，G3中

LINC01322的表达显著下调，差异具有统计学意义(P<0.05)。
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[0093] 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]                           序列表

[0002] <110>   河北医科大学第四医院

[0003] <120>  一种食管鳞癌诊疗靶点及应用

[0004] <160>   4

[0005] <170>   SIPOSequenceListing  1.0

[0006] <210>   1

[0007] <211>   19

[0008] <212>   DNA

[0009] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0010] <400>   1

[0011] ccaagcatat  tccatcatt                                                19

[0012] <210>   2

[0013] <211>   21

[0014] <212>   DNA

[0015] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0016] <400>   2

[0017] catatcagcc  ttcattactt  a                                             21

[0018] <210>   3

[0019] <211>   21

[0020] <212>   DNA

[0021] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0022] <400>   3

[0023] aatcccatca  ccatcttcca  g                                             21

[0024] <210>   4

[0025] <211>   19

[0026] <212>   DNA

[0027] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0028] <400>   4

[0029] gagccccagc  cttctccat                                                19
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图1
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