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８自噬相关ｌｎｃＲＮＡ模型在预测膀胱癌患者预后中的作用
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　　［摘要］　目的　探究自噬相关 ｌｎｃＲＮＡ风险预测模型在膀胱癌患者中的潜在预后作用与价值。
方法　从ＴＣＧＡ数据库中获取膀胱癌患者的转录组数据和相应的临床资料。通过Ｒ软件将４０２例膀胱
癌样本按３∶１的比例随机分为训练集及验证集。通过 Ｐｅａｒｓｏｎ相关性分析筛选自噬相关 ｌｎｃＲＮＡ，并通
过单因素和多因素Ｃｏｘ回归分析构建自噬相关ｌｎｃＲＮＡ预后模型。通过绘制ＲＯＣ曲线评估模型的准确
性。进一步计算样本风险评分并分析其与患者临床特征、生存预后的关系。另外通过构建列线图评估

该模型对膀胱癌患者预后的预测能力。最后，通过 ＧＳＥＡ分析不同风险分组可能富集的 ＫＥＧＧ通路。
采用ＲＴｑＰＣＲ验证模型中高危 ｌｎｃＲＮＡ的表达情况。结果　成功构建了一个８自噬相关 ｌｎｃＲＮＡ模
型，在训练集、验证集和总体集中，该预后模型ＲＯＣ曲线的ＡＵＣ值均大于０．７５。模型风险评分与患者
年龄、ＡＪＣＣ分期和Ｔ分期有关（Ｐ＜０．０５），与患者性别无明显关系。通过整合临床变量和风险评分建立
的列线图证实该模型具有良好的预后预测能力。ＧＳＥＡ分析显示，一些肿瘤和自噬相关通路在高风险
组富集，而免疫相关通路在低风险组富集。模型中 ｌｎｃＲＮＡＡＣ００５２２９．４在膀胱癌细胞系中高表达。
结论　８自噬相关ｌｎｃＲＮＡ模型对膀胱癌患者的预后具有较好的预测效能。
　　［关键词］　 膀胱癌；生物信息学；自噬；ｌｎｃＲＮＡ；预后模型
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　　膀胱癌是泌尿生殖系统常见的恶性肿瘤之一，在
中国发病率呈逐年升高趋势。手术治疗是膀胱癌的主

要治疗方式，但患者术后仍容易进展、复发和转移，患

者５年生存率未有明显提升［１－２］。生物标志物作为最

直接、快速、有效的诊断手段，其筛选与获得可在肿瘤

诊断、发展、治疗以及疗效监测等多个方面发挥重要的

作用［３］。因此，探究膀胱癌预后相关生物标志物将有

助于预测患者的预后，指导患者的治疗。

　　自噬是真核细胞内发生的一种高度保守的自我降
解机制，对于维持细胞的稳定性具有重要意义，并在肿

瘤的发生、发展中起着重要的调控作用［４］。研究表明，

饥饿诱导的自噬可以促进膀胱癌的侵袭转移并且自噬

调节可以影响膀胱癌细胞对化疗药物的敏感性［５－６］。

因此，探究自噬相关的生物标志物对于预测膀胱癌患

者的疾病进展甚至生存预后具有重要的意义。

　　生物信息学可以帮助挖掘、分析肿瘤进展、预后的
潜在生物标志物［７］。长链非编码 ＲＮＡ（ｌｎｃＲＮＡ）是一
类长度大于２００碱基对的非蛋白编码转录体，可以通
过影响染色质修饰、ＲＮＡ剪切和蛋白质活性等方式在
多个层面调控基因的表达进而影响膀胱癌的发生、发

展、预后及化疗耐药［８］。因此，自噬相关的 ｌｎｃＲＮＡ在
预测膀胱癌患者进展、预后中具有重要作用。本研究

通过生物信息学挖掘出与自噬相关的 ｌｎｃＲＮＡｓ，构建
一个８自噬相关 ｌｎｃＲＮＡ模型，并评估其在预测膀胱
癌患者疾病进展和生存预后中的潜在能力。

１　材料与方法

１．１　数据获取
　　膀胱癌患者转录组数据和临床数据均从ＴＣＧＡ数
据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｃａｎｃｅｒｇｅｎｏｍｅ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）中获取。转录
组数据包括１９例正常膀胱样本和４１１例膀胱癌样本；
临床数据包括４０２例膀胱癌患者的生存时间和生存状
态。通过 Ｒ软件 ４．０．２版本（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｒｐｒｏｊｅｃｔ．
ｏｒｇ／）ｃａｒｅｔ程序包将４０２例膀胱癌样本（总体集，ｗｈｏｌｅ
ｓｅｔ，ｎ＝４０２）按 ３∶１的比例随机分为训练集（ｔｒａｉｎｉｎｇ
ｓｅｔ，ｎ＝３０１）及验证集（ｖａｌｉｄａｔｉｏｎｓｅｔ，ｎ＝１０１）。使用训

练集构建模型，使用验证集和总体集验证模型。２３２个
自噬基因从人类自噬数据库（ＨＡＤｂ，ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．
ａｕｔｏｐｈａｇｙ．ｌｕ／）中获取。
１．２　构建自噬相关ｌｎｃＲＮＡ预后模型
　　自噬基因与转录组数据中 ｌｎｃＲＮＡ的相关性采用
Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析，满足｜Ｒ２｜＞０．４且 Ｐ＜０．００１的
ｌｎｃＲＮＡ被认为是自噬相关的 ｌｎｃＲＮＡ。通过单因素
Ｃｏｘ回归分析鉴定与膀胱癌患者总生存期（ＯＳ）相关
（Ｐ＜０．０５）的自噬相关 ｌｎｃＲＮＡ。通过危险比（ＨＲ）分
析高风险相关的 ｌｎｃＲＮＡ（ＨＲ＞１）和保护性 ｌｎｃＲＮＡ
（ＨＲ＜１）。通过多因素 Ｃｏｘ回归分析对具有预后意义
的自噬相关 ｌｎｃＲＮＡ进行进一步筛选并构建预后模
型。通 过 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软 件 ３．７．１版 本 （ｈｔｔｐｓ：／／
ｃｙｔｏｓｃａｐｅ．ｏｒｇ／）绘制ｌｎｃＲＮＡｍＲＮＡ共表达网络。
１．３　评估自噬相关ｌｎｃＲＮＡ预后模型
　　计算每个膀胱癌样本的风险评分（ｒｉｓｋｓｃｏｒｅ，
ＲＳ），并根据中位风险评分将膀胱癌患者分为高风险
组和低风险组。

　　风险评分 ＲＳ＝∑ｎ

ｉ＝１
Ｃｏｅｆ（ｉ）×ｘ（ｉ）；其中

Ｃｏｅｆ（ｉ）代表每个 ｌｎｃＲＮＡ通过多因素 Ｃｏｘ回归分析
得到的回归系数，ｘ（ｉ）代表每个ｌｎｃＲＮＡ的表达数据。
通过Ｒ软件ｓｕｒｖｉｖａｌ包绘制生存曲线比较高危和低危
人群之间的ＯＳ差异。通过 Ｒ软件 ｓｕｒｖｉｖａｌＲＯＣ包绘
制 接 收 者 操 作 特 征 曲 线 （ｒｅｃｅｉｖｅｒｏｐｅｒａｔｉｎｇ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｃｕｒｖｅ，ＲＯＣ）评估自噬相关 ｌｎｃＲＮＡ模型
的灵敏度和特异度，其通过 ＲＯＣ曲线下方的面积
（ａｒｅａｕｎｄｅｒｃｕｒｖｅ，ＡＵＣ）大小展示。通过Ｇｒａｐｈｐａｄ软
件８．０版本（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｇｒａｐｈｐａｄ．ｃｏｍ／）统计每个
样本风险评分在不同临床病理特征（性别、年龄、ＡＪＣＣ
分期、ＴＮＭ分期等）中的差异来评估以该模型计算的
风险评分与膀胱癌进展的关系。每种病理特征根据风

险评分中位数将患者分为高风险组和低风险组进行分

层分析。通过单因素和多因素Ｃｏｘ回归分析验证该模
型风险评分是否是膀胱癌患者的独立预后因素。

１．４　构建并验证列线图
　　通过Ｒ软件ｓｕｒｖｉｖａｌ和ｒｍｓ包绘制列线图，分析临
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床病理特征和该模型风险评分对患者疾病进展、预后

的预测效能。通过 Ｒ语言 ｆｏｒｅｉｇｎ和 ｔｉｍｅＲＯＣ包绘制
校正曲线和ＲＯＣ来评估列线图的准确性。
１．５　基因富集分析
　　基因集富集分析（Ｇｅｎｅｓｅｔｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，
ＧＳＥＡ）用于分析高风险组和低风险组的 ＫＥＧＧ通路
富集情况。ＫＥＧＧ基因集（ｃ２．ｃｐ．ｋｅｇｇ．ｖ７．２．ｓｙｍｂｏｌｓ．
ｇｍｔ）从ＭｏｌｅｃｕｌａｒＳｉｇｎａｔｕｒｅｓＤａｔａｂａｓｅ中获得。在执行１
０００次置换后，基于ＦＤＲ＜０．２５和 Ｐ＜０．０５的标准获得
富集的通路。

１．６　细胞培养
　　人尿路上皮永生化细胞ＳＶＨＵＣ１、人膀胱癌细胞
５６３７、人膀胱癌细胞 ＵＭＵＣ３均购自美国菌种保藏中
心。人膀胱癌细胞Ｔ２４获赠于重庆医科大学附属第一
医院分子肿瘤学和表观遗传学重点实验室。所有细胞

的培养条件是１０％胎牛血清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）
＋基础培养基 ＋１％青／链霉素。ＳＶＨＵＣ１使用的基础
培养基是Ｆ１２Ｋ（中乔新舟，上海），ＵＭＵＣ３使用的基
础培养基是ＤＭＥＭ（Ｇｉｂｃｏ公司，美国），５６３７和Ｔ２４使
用的基础培养基是 ＲＰＭＩ１６４０（Ｃｏｒｎｉｎｇ公司，美国）。
待细胞生长至约９０％时，按１∶３进行传代培养。
１．７　ＲＴｑＰＣＲ检测
１．７．１　细胞 ＲＮＡ提取　　采用 ＦＯＲＥＧＥＮＥＣｅｌｌ
ＴｏｔａｌＲＮＡ ＩｓｏｌａｔｉｏｎＫｉｔ（Ｃａｔ．ＮＯ．ＲＥ０３１１１／０３１１２／
０３１１３）试剂盒进行 ＲＮＡ提取，具体方法：①将含有约
１０６个贴壁细胞的培养皿倾斜，吸干培养基，加入
５００μＬＢｕｆｆｅｒＣＲＬ１进行消化、裂解。②将裂解的细胞
混合液转移至 ＤＮＡＣｌｅａｎｉｎｇＣｏｌｕｍｎ中，１２０００ｒ／ｍｉｎ
离心２ｍｉｎ。移除 ＤＮＡＣｌｅａｎｉｎｇＣｏｌｕｍｎ，保留收集管
内的液体。③向上述液体中加入１．６倍体积的 Ｂｕｆｆｅｒ
ＣＲＬ２，轻揉混匀。④将混合液全部转移到 ＲＮＡｏｎｌｙ
Ｃｏｌｕｍｎ中，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，弃掉收集管中的
废液。⑤ 向纯化柱中加入 ５００μＬＢｕｆｆｅｒＲＷ１，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，弃掉收集管中的废液。⑥向
纯化柱中加入７００μＬＢｕｆｆｅｒＲＷ２，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心
１ｍｉｎ，弃掉收集管中的废液，重复 ２次。⑦将纯化柱
放回收集管中，１２０００ｒ／ｍｉｎ空管离心 ２ｍｉｎ，去掉离

心柱中残余的 ＢｕｆｆｅｒＲＷ２。⑧将纯化柱转移至新的
ＲＮＡ收集管中，向纯化柱中央滴加 ２０～５０μＬ已于
６５℃预热的 ＲＮａｓｅＦｒｅｅｄｄＨ２Ｏ，室温放置 ２ｍｉｎ。
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ后收集ＲＮＡ溶液，然后取１μＬ
用紫外分光光度计（ＮＤ１０００，Ｎａｎｏｄｒｏｐ）测ＲＮＡ浓度。
１．７．２　逆转录ｃＤＮＡ　　采用ＴａＫａＲａ逆转录试剂盒
进行，将抽提的１０００ｎｇ的总 ＲＮＡ进行逆转录，逆转
录体系 ２０μＬ，设置逆转录条件为：３７℃，１５ｍｉｎ；
８５℃，５ｓ，４℃保存。逆转录结束后将样品放置至冰
上，防止 ｃＤＮＡ降解。用紫外可见分光光度（ＮＤ
１０００，Ｎａｎｏｄｒｏｐ）检测 ｃＤＮＡ浓度。
１．７．３　ＲＴｑＰＣＲ反应　　以 ｃＤＮＡ为模板，参照
ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ （ＴｌｉＲＮａｓｅＨＰｌｕｓ）试剂盒
（ＴａＫａＲａ公司，日本）说明书进行荧光定量ＰＣＲ操作。
反应条件：９５℃预变性 ３０ｓ，９５℃ ５ｓ，６０℃ ２０ｓ，
４０个循环，每组设定３个复孔。采用 ＧＡＰＤＨ作为内
参基因，计算方法采用 ２－ΔΔＣｔ方法。
１．８　统计学分析
　　通过 ＰＥＲＬ语言 ５．３０．２版本（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｐｅｒｌ．
ｏｒｇ／）和Ｒ软件４．０．２版本（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｒｐｒｏｊｅｃｔ．ｏｒｇ／）
处理数据。通过Ｇｒａｐｈｐａｄ软件８．０版本（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．
ｇｒａｐｈｐａｄ．ｃｏｍ／）和Ｒ软件４．０．２版本进行图形制作和统
计分析。计量资料数据以珋ｘ±ｓ表示，均符合正态分析，组
间比较采用ｔ检验。Ｐ＜０．０５表示差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　构建８自噬相关ｌｎｃＲＮＡ预后模型
　　首先对膀胱癌样本中的 ｌｎｃＲＮＡ和２３２个自噬基
因进行ｐｅｒｓｏｎ相关性分析（｜Ｒ２｜＞０．４，Ｐ＜０．００１），共
鉴定出９４１个自噬相关 ｌｎｃＲＮＡ。单因素 Ｃｏｘ回归分
析显示，６８个 ｌｎｃＲＮＡ与患者的预后相关。进一步对
６８个ｌｎｃＲＮＡ进行多因素Ｃｏｘ回归分析发现，８个自噬
相关ｌｎｃＲＮＡ是膀胱癌患者的独立预后因素，其中７个
ｌｎｃＲＮＡ是保护性因素，１个ｌｎｃＲＮＡ是危险因素（表１）。
通过 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软件 ３．７．１版本（ｈｔｔｐｓ：／／ｃｙｔｏｓｃａｐｅ．
ｏｒｇ／）绘制ｌｎｃＲＮＡｍＲＮＡ共表达网络（图１）。

表１　膀胱癌８自噬相关ｌｎｃＲＮＡ预后预测模型

基因　　　 ＥｎｓｅｍｂｌｅＩＤ号 染色体定位 β（ｃｏｘ） ＨＲ值 Ｐ值
ＬＩＮＣ００６４９ ＥＮＳＧ０００００２３７９４５ ｃｈｒ２１：３３９１５５３４－３３９８４５２９ －０．３５５７６ ０．４７８７ ０．０００３４
ＡＣ００５２２９．４ ＥＮＳＧ０００００２７３３１４ ｃｈｒ７：１４８６９４７３９－１４８６９８８００ ０．２１７３９ １．９０２４ ０．０００７１
ＵＳＰ３０ＡＳ１ ＥＮＳＧ０００００２５６２６２ ｃｈｒ１２：１０９０５１７９１－１０９０５４０３３ －０．３２５１６ ０．６６６１ ０．０００２１
ＯＣＩＡＤ１ＡＳ１ ＥＮＳＧ０００００２４８２５６ ｃｈｒ４：４８８５２００７－４８８６０２０３ －０．２７４１３ ０．５４２４ ０．００３４９
ＡＣ０９９５１８．２ ＥＮＳＧ０００００２６１３５７ ｃｈｒ１６：１９０６５９９１－１９０６６６９４ －０．２０４０２ ０．５３４２ ０．０００３７
ＳＬＣ２５Ａ２５ＡＳ１ ＥＮＳＧ０００００２３４７７１ ｃｈｒ９：１２８１０６０４７－１２８１２８１２４ －０．２４３７９ ０．５８４０ ０．００１２２
ＡＣ０９９３４３．２ ＥＮＳＧ０００００２５１８７８ ｃｈｒ４：１８４４３１９６６－１８４４３２０４９ －０．３５７１６ ０．４３６５ ０．０００６１
ＡＣ０７３５３４．１ ＥＮＳＧ０００００２６８４４２ ｃｈｒ１９：２４１６２１９３－２４１６３４４７ －０．５８５９５ ０．４８０３ ０．００１２８
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图１　ｌｎｃＲＮＡｍＲＮＡ共表达网络

２．２　８自噬相关ｌｎｃＲＮＡ模型可预测膀胱癌患者预后
　　在训练集（ｎ＝３０１）、验证集（ｎ＝１０１）和总体集
（ｎ＝４０２）中，根据风险评分将患者分为高风险组和低
风险组。结果发现，低风险组患者的总生存时间明显

长于高风险组的患者（图２Ａ）。进一步通过ＲＯＣ评估

８自噬相关ｌｎｃＲＮＡ模型的灵敏度和特异度，在训练集
中ＡＵＣ值为０．８０３，在验证集中 ＡＵＣ值为 ０．７７３，在
总体集中ＡＵＣ值为０．７５９（图２Ｂ）。表明８自噬相关
ｌｎｃＲＮＡ模型可以较准确地预测患者的生存预后。
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Ａ：不同群体生存曲线　低风险组患者的总生存时间明显长于高风险组的患者；Ｂ：ＲＯＣ曲线评估 ８自噬相关
ｌｎｃＲＮＡ模型的灵敏度和特异度

图２　验证８自噬相关ｌｎｃＲＮＡ预后模型
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２．３　８自噬相关ｌｎｃＲＮＡ模型与膀胱癌进展相关
　　评估模型风险评分和膀胱癌临床病理特征的相关
性。模型风险评分和患者性别（Ｐ＝０．２３９０，图３Ｂ）、Ｍ
分期（Ｐ＝０．０９３４，图 ３Ｆ）之间没有显著的相关性；但
是模型风险评分和患者年龄（Ｐ＝０．０１０９，图 ３Ａ）、
ＡＪＣＣ分期（Ｐ＝０．００００１９，图３Ｃ）、Ｔ分期（Ｐ＝０．０００５，
图３Ｄ）、Ｎ分期（Ｐ＝０．０００１，图 ３Ｅ）之间具有显著的
相关性。其中，模型风险评分和Ｍ分期之间没有显著
相关性的原因可能是由 Ｍ期患者的样本量较少导致
的。结果表明，该 ８自噬相关 ｌｎｃＲＮＡ模型的风险评
分与膀胱癌疾病进展相关。

２．４　８自噬相关ｌｎｃＲＮＡ模型是预测膀胱癌患者生存
的独立预后因素

　　进一步通过单因素和多因素Ｃｏｘ回归分析检测８
自噬相关ｌｎｃＲＮＡ模型对膀胱癌患者预后的独立预测

能力。结果表明，模型风险评分和患者的总生存时间

显著相关（Ｐ＜０．００１，图４Ａ、Ｂ）。ＲＯＣ曲线结果表明，
模型风险评分的 ＡＵＣ值（０．６９６）高于其他临床病理
参数（图４Ｃ）。以上结果表明，８自噬相关 ｌｎｃＲＮＡ模
型是预测膀胱癌患者预后的独立预后因素。

２．５　分层分析
　　根据临床病理资料对膀胱癌患者进行了分层分
析。在患者年龄、性别、ＡＪＣＣ分期、Ｔ分期、Ｎ０期和
Ｍ０期中，高风险组患者的总生存时间较低风险组更短
（Ｐ＜０．０１，图 ５）。在 Ｎ１３（Ｐ＝０．１７１）和 Ｍ１（Ｐ＝
０．７５２）这两个分层中，高风险组和低风险组患者的生
存时间差异并无统计学意义（图５），可能与该两个分
层的样本量不足有关。结果表明，该 ８自噬相关
ｌｎｃＲＮＡ模型在不同年龄、性别、ＡＪＣＣ分期的患者中具
有较好的预测预后能力。
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图３　模型风险评分和膀胱癌患者临床病理特征的相关性
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图４　８自噬相关ｌｎｃＲＮＡ模型是预测膀胱癌患者生存的独立预后因素
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图５　膀胱癌患者不同病理特征分层的高低风险生存分析

２．６　建立列线图
　　列线图可用于多指标联合诊断或预测疾病的发生
和进展。因此，基于多因素回归分析，通过模型风险评

分、患者年龄、性别、分期构建了列线图（图６Ａ）。进一
步绘制校准曲线（图６Ｂ、Ｃ）和ＲＯＣ（图６Ｄ）评估列线图
的预测能力，３年和５年ＡＵＣ值分别为０．７６７和０．７５７。
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图６　列线图的建立、验证与评估

２．７　ＧＳＥＡ富集分析
　　ＧＳＥＡ富集分析结果显示，高风险组主要富集一
些自噬、肿瘤恶性生物进展的相关的 ＴＧＦβ、Ｗｎｔ信号
通路以及一些肿瘤（结直肠癌、黑色素瘤、前列腺癌、

肾癌、小细胞肺癌）相关信号通路。低风险组主要富

集一些免疫（抗原提呈处理、移植物抗宿主病、肠道免

疫网络、原发免疫缺陷）相关通路（图７）。
２．８　ＲＴｑＰＣＲ对自噬相关ｌｎｃＲＮＡ表达情况进行验证
　　在ＴＣＧＡ数据库中预测８个自噬相关ｌｎｃＲＮＡ的表
达水平（正常样本 １９例，肿瘤样本 ４１１例），其中
ＡＣ００５２２９．４、ＡＣ０７３５３４．１、ＬＩＮＣ００６４９、ＳＬＣ２５Ａ２５ＡＳ１的
差异表达具有统计学意义（图８Ａ）。进一步检测模型中
高危ｌｎｃＲＮＡＡＣ００５２２９．４在正常尿路上皮细胞系 ＳＶ
ＨＵＣ１和膀胱癌细胞系５６３７、Ｔ２４、ＵＭＵＣ３中的表达情
况（图８Ｂ）。相较于正常尿路上皮细胞系 ＳＶＨＵＣ１，
ＡＣ００５２２９．４在膀胱癌细胞系５６３７（Ｐ＝０．０１３８）、Ｔ２４

（Ｐ＝０．０００４）、ＵＭＵＣ３（Ｐ＝０．０００５）中均高表达。

３　讨论

　　生物标志物可以是ＤＮＡ的甲基化、具有单核苷酸
多态性（ＳＮＰｓ）的模板、蛋白质或代谢的改变及
ｍＲＮＡ、非编码 ＲＮＡ的改变等，而这些变化都与机体
疾病状态的发生密切相关［９］。肿瘤生物标志物在临

床上主要是用于发现原发肿瘤，并且可以对一些高危

人群进行筛选，且对于肿瘤患者的预后和治疗效果有

着重要意义。近年来，一些膀胱癌相关肿瘤标记物才

开始应用于临床，比如膀胱肿瘤抗原系列［１０］、核基质

蛋白２２［１１］、纤维蛋白降解产物［１２］等。这些肿瘤标记

物有助于检测出临床隐匿性膀胱癌，但是目前膀胱癌

并没有高度特异性的肿瘤标志物可以预测患者的生存

预后情况。因此探究膀胱癌预后相关生物标志物将具

有良好的临床应用前景。
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富集在抗原提呈处理、移植物抗宿主病、肠道免疫网络、原发免疫缺陷

图７　ＧＳＥＡ富集分析
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Ａ：ＴＣＧＡ数据库中预测的自噬相关ｌｎｃＲＮＡ的表达　ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１；Ｂ：ｌｎｃＲＮＡＡＣ００５２２９．４在膀胱癌细胞
系中的表达　ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＳＶＨＵＣ１比较

图８　ＲＴｑＰＣＲ对自噬相关ＡＣ００５２２９．４表达情况进行验证
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　　ｌｎｃＲＮＡ在高等生命的基因组中占有较大的比例。
相较于可编码蛋白质的序列，ｌｎｃＲＮＡ有着更重要的作
用［１３］，其可通过影响染色质修饰、ＲＮＡ剪切和蛋白质
活性等方式在多个层面调控基因的表达进而影响肿瘤

的发生、发展、预后及化疗耐药［８］。越来越多的研究

发现ｌｎｃＲＮＡ可作为一种新型生物标志物在预测膀胱
癌发生、发展、预后中具有重要作用。患者血清外泌体

源性ｌｎｃＲＮＡＬＮＭＡＴ２过表达与较短的生存时间相
关，外泌体源性 ｌｎｃＲＮＡＬＮＭＡＴ２可能是膀胱癌淋巴
结转移的潜在诊断生物标志物和治疗靶点［１４］。正常

膀胱组织来源的外泌体通过 ｌｎｃＲＮＡＰＴＥＮＰ１抑制膀
胱癌的恶性进展，其可作为预测膀胱癌患者生存预后

的生物标志物［１５］。还有研究发现，基于 ＴＣＧＡ数据库
构建的 ８ｌｎｃＲＮＡ模型可有效预测膀胱癌患者的预
后［１６］。一个上皮间充质转化相关的 １４ｌｎｃＲＮＡ模型
可有效预测膀胱癌患者的进展和预后［１７］。一个细胞

外基质相关的６ｌｎｃＲＮＡ模型可作为预测膀胱癌患者
预后的新标志物［１８］。随着对 ｌｎｃＲＮＡ在肿瘤发生、发
展中作用机制的深入研究，ｌｎｃＲＮＡ在膀胱癌进展预后
中的诊断效能将不断提高。

　　细胞自噬是以胞质内出现双层膜结构包裹长寿命
蛋白和细胞器的自噬体为特征的细胞“自我消化”的

一系列生化过程［１９］。自噬在肿瘤的发生、发展中具有

重要意义。在早期阶段，自噬通过诱导线粒体重塑并

去除受损和有毒性物质来抑制肿瘤进展。肿瘤进展到

晚期，自噬又可通过协助肿瘤细胞应对外界刺激获得

更顽强的逆境生存能力进而促进肿瘤的进展［２０］。因

此，自噬相关的生物标志物对预测肿瘤进展和预后具

有重要的意义。ＷＡＮＧ等［２１］研究发现，一个３自噬相
关基因在膀胱癌患者预后预测中具有重要作用。在膀

胱癌中自噬相关标志物的报道较少，仍具有较大的研

究价值。

　　鉴于ｌｎｃＲＮＡ和自噬在预测膀胱癌进展预后中都
具有重要作用。因此，本研究利用生物信息学分析自

噬相关 ｌｎｃＲＮＡ在膀胱癌进展预后中的预测效能。首
先，对ＴＣＧＡ数据库的膀胱癌 ｌｎｃＲＮＡ表达数据和人
类自噬数据库中自噬基因的表达数据进行 Ｐｅｒｓｏｎ相
关性分析，共筛选出９４１个自噬相关ｌｎｃＲＮＡ。通过单
因素和多因素 Ｃｏｘ回归分析发现，８个自噬相关
ｌｎｃＲＮＡ和膀胱癌患者的生存时间显著相关，因此基于
该８个自噬相关 ｌｎｃＲＮＡ构建模型。在训练集、验证
集、总体集中，根据模型风险评分将患者分为高风险组

和低风险组。低风险组患者的总生存时间明显长于高

风险组的患者，３个集合的 ＲＯＣ曲线 ＡＵＣ值均大于

０．７５。这提示该８自噬相关 ｌｎｃＲＮＡ模型对于膀胱癌
患者的预后具有较好的预测效能。列线图又称诺莫图

（Ｎｏｍｏｇｒａｍ图），是建立在多因素回归分析的基础上，
将多个预测指标进行整合，然后采用带有刻度的线段，

按照一定的比例绘制在同一平面上，从而用以多指标

联合诊断或预测疾病发生或进展［２２］。本研究基于患

者年龄、性别、不同分期以及模型风险评分来绘制列线

图。与其他传统的临床指标相比，模型的风险评分对

患者预后具有更高的预测效能。通过绘制校准曲线和

ＲＯＣ曲线发现，该列线图的准确性较高。进一步对高
风险组和低风险组患者进行ＧＳＥＡ通路富集分析。低
风险组主要富集到一些免疫相关通路；而高风险组主

要富集到一些肿瘤相关通路以及自噬调控肿瘤恶性进

展相关的通路（ＴＧＦβ信号通路等）。自噬可通过
ＴＧＦβ／Ｓｍａｄ信号通路介导上皮间充质转化激活进而
促进膀胱癌的侵袭转移［５］。反过来 ＴＧＦβ也可上调
Ｂｅｃｌｉｎ１、ＡＴＧ５、ＡＴＧ７等基因诱导自噬激活［２３］。因此，

自噬和ＴＧＦβ可能存在这样的正反馈调控机制来影
响膀胱癌的进展。

　　本研究也存在一定的局限性。首先，临床数据来
自ＴＣＧＡ公共数据库，在分析过程中不可避免会产生
偏倚。另外，在一些分层分析中样本量较少，可能导致

结果的假阴性。最后，该模型中的 ｌｎｃＲＮＡ有待进行
体内外基础实验以验证其对膀胱癌恶性生物学行为的

影响。

　　总之，本研究成功构建了一个自噬相关 ｌｎｃＲＮＡ
模型，其可准确预测膀胱癌患者的生存预后。基于该

模型风险评分和临床指标构建的列线图在预测膀胱癌

患者预后方面具有较好的效能。ＧＳＥＡ通路富集分析
发现，高风险组与自噬和肿瘤通路相关，低风险组和免

疫通路相关。这些结果可为未来针对不同风险群体的

膀胱癌患者的潜在个体化治疗的研究提供依据。
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［２２］ＢＡＬＡＣＨＡＮＤＲＡＮＶＰ，ＧＯＮＥＮＭ，ＳＭＩＴＨＪＪ，ｅｔａｌ．
Ｎｏｍｏｇｒａｍｓｉｎｏｎｃｏｌｏｇｙ：ｍｏｒｅｔｈａｎｍｅｅｔｓｔｈｅｅｙｅ［Ｊ］．
ＬａｎｃｅｔＯｎｃｏｌ，２０１５，１６（４）：ｅ１７３－ｅ１８０．ＤＯＩ：１０．１０１６／
ｓ１４７０２０４５（１４）７１１１６７．

［２３］ＫＩＹＯＮＯＫ，ＳＵＺＵＫＩＨ Ｉ，ＭＡＴＳＵＹＡＭＡ Ｈ，ｅｔａｌ．
ＡｕｔｏｐｈａｇｙｉｓａｃｔｉｖａｔｅｄｂｙＴＧＦｂｅｔａａｎｄｐｏｔｅｎｔｉａｔｅｓＴＧＦ
ｂｅｔａｍｅｄｉａｔｅｄｇｒｏｗｔｈｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｉｎｈｕｍａｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００９，６９（２３）：８８４４－

８８５２．ＤＯＩ：１０．１１５８／０００８５４７２．ＣＡＮ０８４４０１．
（收稿：２０２１０６１６；修回：２０２１０９２１）

（编辑　汪勤俭）

１４５２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２３）




