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	一、 课题来源与背景
    目前以经肝动脉化疗栓塞（transarterial chemoembolization，TACE）为基础的综合治疗已成为中晚期肝癌的重要治疗模式。现普遍认为：介入栓塞术治疗肿瘤并不彻底，残存的肝癌细胞在以慢性缺氧、栓塞后急性缺氧（甚至无氧）为重要特征的微环境中，产生一系列分子水平的适应性变化，促进肿瘤血管新生，从而使得肿瘤难治且容易复发和转移。近年来备受关注的“外泌体（exosome）”被证实是形成转移前微环境的主要载体。因此，利用介导肿瘤转移的重要“媒介”exosome作为切入点，探索TACE术后缺氧微环境下肝癌转移的分子机制，对优化临床上以TACE为基础的综合治疗模式、改善患者的远期预后具有重要意义。
二、研究目的与意义
    肝动脉化疗栓塞（TACE）术后形成的缺氧微环境能促进肝癌转移但机制不详。外泌体（exosome）是近年报道形成癌转移微环境的重要媒介。我们发现TACE术后患者循环exosome能显著增加人肺微血管内皮细胞（HMVEC）的迁移能力并主要由其中的长非编码RNA（lncRNA）介导。随后，表观基因组实验发现其中表达最高的lncRNA（lncRNA-MET）来源于缺氧肝癌细胞的超级增强子（SE）区域，并证
实它可下调HMVEC中缝隙连接蛋白ZO-1的转录及受到SE相关调控蛋白BRD4的抑制剂JQ1所抑制。本课题拟进一步阐明缺氧下exosomal lncRNA-MET对肝癌转移的作用及表观遗传机制；明确BRD4调控lncRNA-MET转录的作用、表观遗传机制及临床意义；探讨JQ1控制TACE术后肝癌转移的转化医学价值。本课题将有望揭示TACE术后转移的新机制和建立“TACE+JQ1”的全新治疗模式。
三、主要论点和论据
1) 非编码RNA（LncRNA\microRNA）调控肝癌细胞复发转移的表观遗传学机制
首先我们通过高通量测序及数据库深度分析的方法锁定出miR-125b-5p及lncHOXA11-AS在肝癌及癌旁组织中表达具有差异，通过转染过表达及抑制表达的载体进行功能获得和缺失实验验证其对肝癌的作用，通过RIP实验及荧光素酶报告实验确定下游的靶基因TXNRD1，再次通过双转染的模式确定把基因与非编码RNA共同的调控作用，以及下游信号通路的改变。
2) 高通量测序（RNA-seq\ChIA-PET）分析肝癌细胞内部超级增强子相关的远端互作模式及特征
我们深入探索了lncRNA形成的机制，通过RNA-seq\ChIA-PET确证，lncRNA-MET是属于超级增强子区域的转录产物，基于其如何形成，以及在三维空间水平存在哪些远端的调控呢？我们通过整合GWAS和全基因组测序数据，我们发现HepG2细胞的遗传变异至少部分地促进了HCC特异基因的激活。RNPII相关染色质相互作用的非启动子锚主要富集于活性而非抑制性增强子，说明这些超级增强子具有潜在调节转录活性的能力。此外，利用CTCF的ChIA-PET，我们发现潜在的HCC特异性CTCF结合位点和循环结构，进而影响HepG2细胞中肝癌特异的基因与增强子周围的拓扑结构。我们还通过实验进一步证明，CTCF基序子集的DNA低甲基化与HCC特异性CTCF结合位点和循环紧密相关。
3) 基于外泌体（exosome）与ctDNA的液态活检模式辅助肝癌介入术后诊断及预后预测
解析了肝癌表观遗传的调控机制后，如何将研究结果进行转化应用临床呢？因此，我们通过收集病人的血清样本，开展了以外泌体以及循环肿瘤DNA为基础的液态活检检测手段，评估其对于肝癌介入治疗预后中作为预测因子的可行性，通过测序对ctDNA突变特征进行分析后发现，ctDNA中最常见的突变基因是TP53和TERT，ctDNA丰度与PVTT、BCLC分期有关，可作为介入治疗的预后指标。我们还将这些患者的组织TMB和血液TMB进行相关性分析证实ctDNA可能是一种可靠的生物标志物，通过液态活检的手段有助于晚期肝癌的预后和疗效评价。
四、创见与创新
“超级增强子（Super-enhancers）”富集在与疾病密切相关的基因组区域，被视为恶性肿瘤发生发展关键基因的最高等级控制者。本研究创新性的挖掘出从超级增强子区域转录而来的lncRNAs，并鉴定出同肝癌缺氧环境下转移密切相关的lncRNA-MET。同时，我们以介导肿瘤转移的重要“媒介”exosome 作为切入点，创新性将循环exosome lncRNA-MET 与临床上肝癌患者TACE 术后“易复发、高转移”这一科学问题结合起来，以深入研究肝癌转移的本质，同时为临床上肝癌复发转移的动态监测及后续干预性治疗方案的选择提供重要依据，国内外尚未见类似报道。
五、社会经济效益
在该项目的支持下，发表SCI 文章共10 篇(详见附件1-6)，研究团队还积极进行专利的申请，其中授权5 项（详见附件10），正在受理8项（详见附件11），项目负责人作为肝癌介入治疗领域的专家，以主编和编者的身份参与多部肝癌相关的著作的撰写以及对权威的外语著作进行翻译（详见附件7-9），项目负责人还统筹开发了2 项计算机软件，并获著作权证书（详见附件12），本项目培养博士研究生2 名，硕士研究生3 名，均已经顺利毕业并获得学位。
项目组关于肝癌诊疗相关研究成果先后在世界分子影像大会和美国临床肿瘤学大会以Poster 形式发表，其中代表性成果为中国首个应用循环肿瘤DNA（ctDNA）进行中晚期肝癌介入治疗全程管理的前瞻性研究，此项研究成果揭示了基于ctDNA 的“液态活检”技术是可直接反映肿瘤负荷并指导我们更精准地实施肝细胞癌介入治疗，实现肿瘤的全程管理。
六、历年获奖情况
2018年 广东省科学技术三等奖 《优化中晚期肝癌介入综合治疗方案与预后分子标记物的系列研究》B-15-3-04-R01
2019年 中国抗癌协会科技二等奖 《放射性碘-125（125I）粒子在恶性实体瘤中的应用》K-1903-J-14


