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长链非编码RNA TTN-AS1在肺腺癌中的表达及其临床意义
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[摘 要] 目的：研究肺腺癌组织中长链非编码RNA（long non-coding RNA，lncRNA）肌联蛋白反义RNA1(titin antisense RNA

1，TTN-AS1)的表达情况，并分析其与肺腺癌患者临床病理特征和预后的关系。方法：使用TCGA数据库对肺腺癌数据集中

TTN-AS1的表达情况进行分析；收集在2014年1月至2015年1月期间在河北医科大学第四医院胸外科行肿瘤切除并经病理证实

的52例肺腺癌患者肿瘤组织及其相应癌旁组织标本，使用qPCR检测其TTN-AS1的表达水平并分析其与患者临床病理特征的相

关性，生存分析探讨其在患者预后中的临床意义。结果：TCGA数据库分析和qPCR检测结果均显示，TTN-AS1在肺腺癌组织中

的表达水平显著高于癌旁组织（均P<0.01）。TTN-AS1的表达与肺腺癌患者的TNM分期和淋巴结转移相关联（均P<0.05），而与

患者性别、年龄、肿瘤侵犯范围无关联（P>0.05）。Kaplan-Meier单因素分析结果显示，高表达TTN-AS1较低表达TTN-AS1的肺腺

癌患者术后DFS和OS显著缩短（均P<0.01）。Cox比例风险回归模型分析结果显示，肿瘤高侵犯范围、阳性淋巴结转移和TTN-

AS1高表达是影响患者术后PFS和OS的独立危险因素（P<0.01）。结论：TTN-AS1在肺腺癌组织中高表达，与患者TNM分期、

淋巴结转移以及与患者较差的DFS和OS密切关联（均P<0.05），高表达TTN-AS1可能是提示肺腺癌患者预后不良的生物标

志物。
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[Abstract] Objective：To study the expression of long non-coding RNA (lncRNA) titin antisense RNA 1 (TTN-AS1) in lung adenocar‐

cinoma (LUAD) tissues, and explore its relationship with clinicopathologic characteristics and prognosis of LUAD patients. Methods:

The TTN-AS1 expression in LUAD data set was analyzed using TCGA database. 52 pairs of tumor tissues and matched para-carcinoma

tissues from LUAD patients, who underwent surgical resection and were later pathologically conformed in Fourth Hospital of Hebei

Medical University between Jan. 2014 and Jan. 2015, were used in this study. qPCR was performed to detect TTN-AS1 expression in

the specimens. Then, the correlations between TTN-AS1 expression and clinicopathologic characteristics were analyzed. Survival analy‐

sis was used to determine the significance of TTN-AS1 expression for predicting the prognosis of LUAD patients. Results: TCGA data‐

base analysis and qPCR results showed that TTN-AS1 expression in LUAD tissues was significantly higher than that in normal lung

and para-carcinoma tissues (both P<0.01). TTN-AS1 expression in LUAD tissues was significantly correlated with the TNM stage and

lymph node metastasis (P<0.05), but not correlated with gender, age, tumor invasion range (P>0.05). Kaplan-Meier univariate analysis

result demonstrated that the patients with high TTN-AS1 expression had shorter post-operative disease-free survival (DFS) and overall

survival (OS) than those patients with low TTN-AS1 expression (all P<0.01). Cox proportional hazard regression model result demon‐

strated that wider tumor invasion range, positive lymph node metastasis and high TTN-AS1 expression were significantly correlated

with shorter postoperative DFS and OS (P<0.05). Conclusion: TTN-AS1 was highly expressed in LUAD tissues, and closely correlated

with TNM stage and lymph node metastasis of LUAD patients (all P<0.05). High expression of TTN-AS1 is significantly correlated

with shorter DFS and OS, indicating that TTN-AS1 may be a biomarker for predicting poor prognosis of LUAD patients.
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肺癌是全球最常见的恶性肿瘤之一，发病率和

病死率高居恶性肿瘤之首[1]。超过 85%的病理类型

为非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer,NSCLC），

其中 55%~65% 为腺癌[2]。尽管包含手术、化疗、放

疗、靶向治疗等多种治疗方法在内的肿瘤综合治疗

已取得巨大进步，但整体治疗效果仍无法令人满

意。深入探究参与调控肺腺癌恶性生物学行为的

相关因素有利于进一步了解其发展机制并协助研制

新型药物[2]。长链非编码 RNA（long non-coding

RNA，lncRNA）是一类长度大于200个核苷酸且不包

含开放阅读框架的转录本，能够通过吸附miRNA、脚

手架区域（CSD）作用和染色质调控等机制影响多种

肿瘤细胞的恶性生物学行为[3]。肌联蛋白反义RNA1

（titin antisense RNA 1，TTN-AS1）是一条发挥促癌功

能的 lncRNA，在食管鳞癌、肝细胞癌、宫颈癌等多种

恶性肿瘤中呈高表达[4-6]。目前TTN-AS1在肺腺癌中

的表达及临床意义尚不完全清楚。本研究检测TTN-

AS1在肺腺癌组织中的表达并分析其与患者临床特

征和预后的关系，旨在为进一步研究其在肺腺癌中

的功能及机制提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 临床资料

收集 2014年 1月至 2015年 1月于河北医科大学

第四医院胸外科收治的52例肺腺癌患者手术切除的

癌组织及其相应的距离癌灶边缘 5 cm 以上癌旁组

织，其中男性19例、女性33例；年龄29~73岁，中位年

龄 50岁，平均年龄（50.63±13.13）岁。所有患者术前

均未行任何抗肿瘤治疗，并于术后经病理学确诊。

按照UICC肺癌分期标准第七版对患者进行TNM分

期，其中 I期6例，II期32例，III期14例。所有标本及

临床资料的收集均经河北医科大学第四医院医学伦

理委员会批准，征得患者同意并签署了知情同意书。

1.2 qPCR检测肺腺癌及癌旁组织中TTN-AS1的表

达水平

按说明书使用TRIzol提取样本的总RNA，参照

反转录试剂盒说明书将RNA逆转录为 cDNA，所得

cDNA保存于-20 °C冰箱备用。以此cDNA为模板进

行qPCR扩增，反应条件：95 ℃预变性5 min，95 ℃变

性15 s，60 ℃退火30 s，72 ℃延伸30 s，共40个循环，

72 °C延伸 7 min。以GAPDH作为内参照，其上游引物

为5’-GTCACCTTCACCGTTCCAGTTTT-3’，下游引物

为 5’-CTTAGTTGCGTTACACCCTTTCTT-3’；TTN-

AS1上游引物为 5’-GCCAGGTAGAGTTGCAGGTT-

3’，下游引物为 5’-GAAGCTGCTGCGGATGAATG-

3’。以2-△△Ct的值表示TTN-AS1的相对表达水平[7]。

1.3 后续治疗及随访

术后根据CSCO指南进行规范化治疗，期间每 3

个月对患者进行复查，根据RECIST 1.1标准进行疗

效评估。当患者出现局部复发或远处转移时，活检

进行病理学确诊。随访起始时间为手术时间，截止

时间为2019年9月30日。从手术当天至第一次复发

或转移的时间为无疾病生存期（disease-free survival,

DFS），至因肿瘤而死亡的时间为总生存期（overall

survival，OS）。

1.4 统计学处理

应用 SPSS 25.0 统计学软件进行数据分析，用

Graphpad Prism 8软件绘制统计图。正态分布的计量

数据以 x̄±s 表示，计数数据以百分率表示。比较肺腺

癌及相应癌旁组织中TTN-AS1的相对表达水平采用

配对秩和检验，TTN-AS1表达与肺腺癌患者临床病

理特征的分析采用 χ2检验，TTN-AS1表达与肺腺癌

患者预后的关系采用Kaplan-Meier检验和Cox比例

风险回归模型进行分析。以P<0.05或P<0.01表示差

异有统计学意义。

2 结 果

2.1 数据库数据集分析和临床样本验证 TTN-AS1

在肺腺癌组织中显著高表达

对TCGA数据库中的肺腺癌数据集进行分析，结

果（图1）表明，TTN-AS1在肺腺癌组织中表达水平显

著高于正常肺组织（P=0.002）。

图1 TCGA数据库分析TTN-AS1在肺腺癌以及

正常肺组织中的表达

Fig.1 Analysis of TTN-AS1 expression in lung adenocarcinoma

and normal lung tissues with TCGA database

为进一步明确 TTN-AS1 在肺腺癌中的表达情

况，qPCR检测结果（图2）显示，肺腺癌中TTN-AS1的

表达水平显著高于癌旁组织（0.583±0.333 vs 0.131±

0.081，Z=-6.186，P<0.001）。由此可见，TTN-AS1 在

肺腺癌中可能发挥促癌作用。

图2 TTN-AS1在肺腺癌及其癌旁组织中的相对表达水平

Fig.2 Relative expression of TTN-AS1 in lung adenocarcinoma

and matched para-carcinoma tissues

2.2 TTN-AS1 表达与肺腺癌患者临床病理特征的

关系

为探讨TTN-AS1与肺腺癌患者的临床病理特征

的关系，本研究将TTN-AS1的2-△△Ct临界阈值界定为

2，≥2为高表达、＜2为低表达。qPCR检测结果显示，

肺腺癌患者组织中高表达TTN-AS1占55.77%（29/52）。

TTN-AS1表达与患者TNM分期和淋巴结转移密切

相关（P=0.044，P=0.038），TNM分期较晚和淋巴结转

移阳性的肺腺癌患者肿瘤组织中TTN-AS1的表达水

平显著增高（P<0.05），但 TTN-AS1 与患者性别、年

龄、肿瘤侵犯范围无关（P=0.730，P=0.611，P=0.696）。

见表1。

表1 TTN-AS1表达与肺腺癌患者临床病理特征的关系[n (%)]

Tab.1 Relationship of TTN-AS1 with clinicopathological features of lung adenocarcinoma patients[n (%)]

2.3 TTN-AS1表达与肺腺癌患者预后的关系

根据 TTN-AS1表达水平将 52例肺腺癌患者分

为TTN-AS1高表达组和低表达组，采用Kaplan-Meier

方法对TTN-AS1在肺腺癌中的预后意义进行分析。

结果（图 3）显示，与 TTN-AS1 低表达组相比，TTN-

AS1 高表达组的 PFS 显著缩短 [（22.586±1.881）vs

（48.348±2.449）个月；中位 PFS：34 vs 19 个月；Log

rank test: P<0.01；图 3A]，同 时 OS 亦 显 著 缩 短

[（36.517±2.727）vs（48.348±2.449）个月 ；中位 OS：

33 vs 56 个月；Log-rank test: P<0.01，图 3B]。Cox 比

例风险回归模型纳入性别、年龄、TNM分期、肿瘤侵

犯范围、淋巴结转移以及TTN-AS1的表达水平指标

进行分析，结果显示，肿瘤高侵犯范围、阳性淋巴结

转移和TTN-AS1高表达是影响患者PFS的独立因素

（HR=3.882，P=0.011；HR=3.795，P=0.022；HR=7.613，

P<0.001），同时肿瘤高侵犯范围、阳性淋巴结转移和

TTN-AS1 高表达亦是影响患者 OS的独立危险因素

（HR=4.624，P=0.017；HR=9.312，P=0.005；HR=5.075，

P=0.001）。

3 讨 论

肺腺癌是一种全球范围内常见的恶性肿瘤[1]。

DNA元件百科全书（Encyclopledia of DNA Elements,

ENCODE）计划结果表明，人类大多数基因被转录为

不包含开放阅读框的非编码RNA，lncRNA是其中的

重要组成部分之一[8]。近年来有研究[9-11]证实，异常表

达 lncRNA能够通过促进细胞增殖、增强侵袭转移和

诱导耐药等机制促进肺腺癌的进展。然而，目前参
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and matched para-carcinoma tissues

2.2 TTN-AS1 表达与肺腺癌患者临床病理特征的

关系
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2，≥2为高表达、＜2为低表达。qPCR检测结果显示，
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TTN-AS1表达与患者TNM分期和淋巴结转移密切
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见表1。

表1 TTN-AS1表达与肺腺癌患者临床病理特征的关系[n (%)]

Tab.1 Relationship of TTN-AS1 with clinicopathological features of lung adenocarcinoma patients[n (%)]

Feature

Gender

Male

Female

Age (t/a)

≤60

>60

TNM stage

I+II

III

Invasion range

T1+T2

T3+T4

Lymph node metastasis

Negative

Positive

N

19

33

38

14

38

14

37

15

15

37

High expression of

TTN-AS1

10 (61.22)

19 (48.28)

22 (55.56)

7 (50.00)

18 (46.75)

11 (73.33)

20 (50.68)

9 (61.76)

5 (39.47)

24 (62.32)

Low expression of

TTN-AS1

9 (38.78)

14 (51.72)

16 (44.44)

7 (50.00)

20 (53.25)

3 (26.67)

17 (49.32)

6 (38.24)

10 (60.53)

13 (37.68)

c2

0.119

0.259

4.038

0.153

4.302

P

0.730

0.611

0.044

0.696

0.038

2.3 TTN-AS1表达与肺腺癌患者预后的关系

根据 TTN-AS1表达水平将 52例肺腺癌患者分

为TTN-AS1高表达组和低表达组，采用Kaplan-Meier

方法对TTN-AS1在肺腺癌中的预后意义进行分析。

结果（图 3）显示，与 TTN-AS1 低表达组相比，TTN-

AS1 高表达组的 PFS 显著缩短 [（22.586±1.881）vs

（48.348±2.449）个月；中位 PFS：34 vs 19 个月；Log

rank test: P<0.01；图 3A]，同 时 OS 亦 显 著 缩 短

[（36.517±2.727）vs（48.348±2.449）个月 ；中位 OS：

33 vs 56 个月；Log-rank test: P<0.01，图 3B]。Cox 比

例风险回归模型纳入性别、年龄、TNM分期、肿瘤侵

犯范围、淋巴结转移以及TTN-AS1的表达水平指标

进行分析，结果显示，肿瘤高侵犯范围、阳性淋巴结

转移和TTN-AS1高表达是影响患者PFS的独立因素

（HR=3.882，P=0.011；HR=3.795，P=0.022；HR=7.613，

P<0.001），同时肿瘤高侵犯范围、阳性淋巴结转移和

TTN-AS1 高表达亦是影响患者 OS的独立危险因素

（HR=4.624，P=0.017；HR=9.312，P=0.005；HR=5.075，

P=0.001）。

3 讨 论

肺腺癌是一种全球范围内常见的恶性肿瘤[1]。

DNA元件百科全书（Encyclopledia of DNA Elements,

ENCODE）计划结果表明，人类大多数基因被转录为

不包含开放阅读框的非编码RNA，lncRNA是其中的

重要组成部分之一[8]。近年来有研究[9-11]证实，异常表

达 lncRNA能够通过促进细胞增殖、增强侵袭转移和

诱导耐药等机制促进肺腺癌的进展。然而，目前参
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与肺腺癌发生发展的 lncRNA尚未被完全揭示。因

此，探索与肺腺癌进展密切相关的 lncRNA并阐明其

临床意义有助于建立肺腺癌的 lncRNA表达及功能

网络，为制定相关治疗策略提供依据。

A: Relationship between TTN-AS1 expression and postoperative DFS;

B: Relationship between TTN-AS1 expression and postoperative OS

图3 TTN-AS1表达与肺腺癌患者术后DFS和OS的关系

Fig.3 Relationship between TTN-AS1 expression and postoperative DFS

and OS in patients with lung adenocarcinoma

TTN-AS1 定 位 于 2 号 染 色 体 178521183 至

178779963，转录自肌联蛋白转录本的反义链，与其

不完全互补[4]。TTN-AS1已被报道在多种肿瘤中可

发挥促癌作用，例如在胃癌中TTN-AS1可通过上调

KLF12促进细胞增殖、侵袭和转移能力[12]，在甲状腺

乳头状癌中 TTN-AS1可通过上调 ZNRF2促进上皮

间质转化（epithelial-mesenchymal transition，EMT）过

程进而激活肿瘤细胞侵袭转移[13]，在骨肉瘤中可通过

上调 MBTD1 促进耐药[14]，在结肠癌中通过激活

PI3K/Akt/mTOR促进肿瘤细胞增殖和侵袭[15]。目前，

TTN-AS1在肺腺癌中的表达及其与患者预后的关系

尚未见报道。

首先，为明确TTN-AS1在肺腺癌中的表达是否

具有差异，本研究对TCGA数据库中的肺腺癌数据集

进行分析并发现TTN-AS1 在肺腺癌组织中的表达

水平显著高于正常组织，这表明 TTN-AS1 是一

条可能在肺腺癌的发生发展过程中发挥促癌作用

的 lncRNA。为进一步验证 TCGA 数据库的分析结

果，本试验对 52对临床收集的肺腺癌组织及其相应

癌旁组织中TTN-AS1的表达水平进行检测，结果表

明，肺腺癌组织中TTN-AS1的表达水平显著高于癌

旁组织（P<0.01），与本课题组利用TCGA数据库分析

得到的结果一致，提示在肺腺癌进展中TTN-AS1可

能发挥重要作用。同时本课题还分析了TTN-AS1表

达水平与肺腺癌患者临床病理特征的相关性，发现

TTN-AS1表达与肺腺癌患者TNM分期和淋巴结转

移情况具有显著相关性（P=0.044，P=0.038），TNM分

期较晚和淋巴结转移阳性的肺腺癌患者肿瘤组织内

TTN-AS1的表达水平显著上调（P<0.05）；然而TTN-

AS1的表达水平与患者性别、年龄和肿瘤侵犯范围之

间均无显著相关性（P>0.05）。结果表明TTN-AS1在

肺腺癌的进展中可能发挥重要作用，尤其与淋巴结

转移关系密切。本研究通过生存分析探讨TTN-AS1

表达水平与患者术后预后的关系，Kaplan-Meier分析

结果表明，高表达 TTN-AS1 的肺腺癌患者的术后

DFS 和 OS 均较低表达 TTN-AS1 的患者显著缩短

（P<0.01），提示TTN-AS1高表达与肺腺癌患者不良

预后密切相关。多因素的Cox风险比例回归模型分

析结果表明，肿瘤高侵犯范围、淋巴结转移阳性以及

TTN-AS1 高表达均与患者的 PFS 和 OS 密切相关。

以上研究结果提示，肿瘤组织中TTN-AS1高表达可

能作为独立提示肺腺癌患者术后预后差的生物标

志物。

综上所述，本研究通过TCGA数据库和临床组织

样本证实 TTN-AS1 在肺腺癌组织中呈高表达状

态，其高表达与肺腺癌患者较晚的 TNM 分期、淋

巴结转移阳性密切相关；高表达 TTN-AS1 可能

是提示肺腺癌患者预后不良的生物标志物。本研

究可为深入研究TTN-AS1在肺腺癌中的生物学功能

提供实验依据。
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