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　　摘　要：　目的　探索Ｎ６甲基腺苷（ｍ６Ａ）相关长链非编码核糖核酸（ｌｎｃＲＮＡ）与喉鳞状细胞癌（ＬＳＣＣ）的预
后关系及其临床意义。方法　获取癌症基因组图谱 （ＴＣＧＡ）数据库ＬＳＣＣ的转录组数据和临床数据，共表达分析
筛选ｍ６Ａ基因相关的ｌｎｃＲＮＡ，单变量Ｃｏｘ分析ｍ６Ａ相关ｌｎｃＲＮＡ与ＬＳＣＣ预后关系、套索回归及交叉验证法迭代
分析构建ＬＳＣＣ预后模型。采用实时荧光定量聚合酶链式反应 （ｑＰＣＲ）验证构建预后模型的 ｌｎｃＲＮＡ在 ＬＳＣＣ中
的转录水平。通过预后模型计算风险评分，将ＬＳＣＣ区分为高、低风险患者，高、低风险患者之间进行基因集富集分
析（ＧＳＥＡ）。风险评分与浸润ＬＳＣＣ的免疫细胞进行免疫相关性分析。结果　ｍ６Ａ相关基因与 ｌｎｃＲＮＡ的共表达
分析筛选出１６９个与ｍ６Ａ基因相关的ｌｎｃＲＮＡ（相关系数＞０．４，Ｐ＜０．００１），通过单变量 Ｃｏｘ分析确定了 ＬＳＣＣ预
后相关ｌｎｃＲＮＡ：ＡＬＯＸ１２ＡＳ１（Ｐ＜０．０５）、ＬＩＮＣ００５２８（Ｐ＜０．０５）、ＳＴＡＧ３Ｌ５ＰＰＶＲＩＧ２ＰＰＩＬＲＢ（Ｐ＜０．０５）、ＭＮＸ１ＡＳ１
（Ｐ＜０．０１）和ＬＩＮＣ０２０４３（Ｐ＜０．０５）。套索回归、交叉验证迭代分析结果：变量为４时模型的均方根误差最小，即
５个预后相关ｌｎｃＲＮＡ仅有 ＡＬＯＸ１２ＡＳ１、ＬＩＮＣ００５２８、ＳＴＡＧ３Ｌ５ＰＰＶＲＩＧ２ＰＰＩＬＲＢ与 ＭＮＸ１ＡＳ１可作为模型变量。
预后模型：风险评分 ＝（０．１７６７２３０９６２２８５８５×ＭＮＸ１ＡＳ１表达量）＋（－０．６１４９１６７１７６４８５９６×ＡＬＯＸ１２ＡＳ１表达
量）＋（－０．８１４２０１３８５７９８８２７×ＬＩＮＣ００５２８表达量）＋（－０．４３６５３７７５２１１０５４７×ＳＴＡＧ３Ｌ５ＰＰＶＲＩＧ２ＰＰＩＬＲＢ表达
量）。ｑＰＣＲ结果 ＡＬＯＸ１２ＡＳ１（Ｐ＜０．０００１）、ＬＩＮＣ００５２８（Ｐ＜０．０１）、ＳＴＡＧ３Ｌ５ＰＰＶＲＩＧ２ＰＰＩＬＲＢ（Ｐ＜０．０００１）、
ＭＮＸ１ＡＳ１（Ｐ＜０．０００１）较于癌旁组织，在ＬＳＣＣ组织表达水平上调。ＧＳＥＡ分析结果：高风险患者在细胞－基质粘
附（ＫＥＧＧ＿ＦＯＣＡＬ＿ＡＤＨＥＳＩＯＮ）（Ｐ＜０．０５）与细胞外基质受体相互作用（ＫＥＧＧ＿ＥＣＭ＿ＲＥＣＥＰＴＯＲ＿ＩＮＴＥＲＡＣＴＩＯＮ）
（Ｐ＜０．０５）的通路下调，低风险患者在碱基切除修复（ＫＥＧＧ＿ＳＰＬＩＣＥＯＳＯＭＥ）（Ｐ＜０．０５）、剪接体（ＫＥＧＧ＿ＳＰＬＩＣＥＯ
ＳＯＭＥ）（Ｐ＜０．０５）通路上调。风险评分与免疫浸润细胞相关性分析，风险评分与效应 Ｂ细胞（Ｒ＝－０．２４，Ｐ＝
０．０１７）、细胞毒性Ｔ细胞（Ｒ＝－０．２６，Ｐ＝０．００９１）和Ｔ滤泡辅助细胞（Ｒ＝－０．２２，Ｐ＝０．０２８）呈负相关。结论　基
于ｍ６Ａ相关ＬｎｃＲＮＡ表达量构建的ＬＳＣＣ预后模型可作为预测ＬＳＣＣ患者预后的有效工具。
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ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ，ａｎｄｔｈｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｒｉｓｋｓｃｏｒｅｖａｌｕｅａｎｄｔｈｅｄｅｇｒｅｅｏｆｉｍｍｕｎｅｃｅｌｌｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｗａｓｅｖａｌｕａｔｅｄｂｙ
ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ａｔｏｔａｌｏｆ１６９ｌｎｃＲＮＡａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｍ６Ａｇｅｎｅｓｗｅｒｅｓｃｒｅｅｎｅｄｏｕｔｂｙｃｏｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ
（ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ＞０．４，Ｐ＜０．００１），ａｎｄｕｎｉｖａｒｉａｔｅｃｏｘａｎａｌｙｓｉｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｔｈｅｐｒｏｇｎｏｓｉｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｌｎｃＲＮＡｓｉｎ
ＬＳＣＣｉｎｃｌｕｄｉｎｇＡＬＯＸ１２ＡＳ１（Ｐ＜０．０５），ＬＩＮＣ００５２８（Ｐ＜０．０５），ＳＴＡＧ３Ｌ５ＰＰＶＲＩＧ２ＰＰＩＬＲＢ（Ｐ＜０．０５），ＭＮＸ１ＡＳ１
（Ｐ＜０．０１），ａｎｄＬＩＮＣ０２０４３（Ｐ＜０．０５）．Ｌａｓｓｏｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｃｒｏｓｓｖａｌｉｄａｔｉｏｎｉｔｅｒａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓｒｅｖｅａｌｅｄｔｈａｔｔｈｅｒｏｏｔ
ｍｅａｎｓｑｕａｒｅｅｒｒｏｒｏｆｔｈｅｍｏｄｅｌｗａｓｔｈｅｓｍａｌｌｅｓｔｗｈｅｎｔｈｅｖａｒｉａｂｌｅｗａｓ４，ｉ．ｅ．，ｏｎｌｙＡＬＯＸ１２ＡＳ１，ＬＩＮＣ００５２８，
ＳＴＡＧ３Ｌ５ＰＰＶＲＩＧ２ＰＰＩＬＲＢａｎｄＭＮＸ１ＡＳ１ｃｏｕｌｄｂｅｕｓｅｄａｓｍｏｄｅｌｖａｒｉａｂｌｅｓ．Ｉｎｔｈｅｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｍｏｄｅｌ，ｔｈｅｒｉｓｋｓｃｏｒｅ＝
（０．１７６７２３０９６２２８５８５ＭＮＸ１ＡＳ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ）＋（－０．６１４９１６７１７６４８５９６ＡＬＯＸ１２ＡＳ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ）＋（－０．８１４２０１３８５７９８８２７
ＬＩＮＣ００５２８ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ）＋（－０．４３６５３７７５２１１０５４７ＳＴＡＧ３Ｌ５ＰＰＶＲＩＧ２ＰＰＩＬＲＢ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ）．ＲＴｑＰＣＲ ｓｈｏｗｅｄｔｈａｔ
ＡＬＯＸ１２ＡＳ１（Ｐ＜０．０００１），ＬＩＮＣ００５２８（Ｐ＜０．０１），ＳＴＡＧ３Ｌ５ＰＰＶＲＩＧ２ＰＰＩＬＲＢ（Ｐ＜０．０００１），ａｎｄＭＮＸ１ＡＳ１（Ｐ＜
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ｉｎｔｈｅｈｉｇｈｒｉｓｋｇｒｏｕｐ，ａｎｄＫＥＧＧＳＰＬＩＣＥＯＳＯＭＥｐａｔｈｗａｙ（Ｐ＜０．０５）ａｎｄＫＥＧＧＳＰＬＩＣＳＯＭＥｐａｔｈｗａｙ（Ｐ＜０．０５）ｗｅｒｅ
ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎｔｈｅｌｏｗｒｉｓｋｇｒｏｕｐ．Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｂｅｔｗｅｅｎｒｉｓｋｓｃｏｒｅａｎｄｉｍｍｕｎｅｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｓｄｉｓｃｌｏｓｅｄｔｈａｔｒｉｓｋ
ｓｃｏｒｅｗａｓｎｅｇａｔｉｖｅｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｐｌａｓｍａｃｅｌｌ（Ｒ＝－０．２４，Ｐ＜０．０５），ＣＤ８Ｔｃｅｌｌ（Ｒ＝－０．２６，Ｐ＜０．０１）ａｎｄＴ
ｆｏｌｌｉｃｕｌａｒｈｅｌｐｅｒｃｅｌｌ（Ｒ＝－０．２２，Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴｈｅｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｍｏｄｅｌｏｆＬＳＣＣｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｂａｓｅｄｏｎｍ６Ａ
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｌｎｃＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃａｎｂｅｕｓｅｄａｓａｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅｔｏｏｌｔｏｐｒｅｄｉｃｔｔｈｅｐｒｏｇｎｏｓｉｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｔｈｉｓｄｉｓｅａｓｅ．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：Ｌａｒｙｎｇｅａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ；Ｎ６Ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｏｓｉｎｅ；ｌｎｃＲＮＡ；Ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｍｏｄｅｌ；Ｇｅｎｅｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ
ａｎａｌｙｓｉｓ；Ｉｍｍｕｎｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ

　　喉癌是头颈部最常见的恶性肿瘤之一，占全身恶
性肿瘤的１％～５％，其中９６％ ～９８％为喉鳞状细胞
癌 （ｌａｒｙｎｇｅａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＬＳＣＣ）［１］。
２０２０年全球有１８４６１５例喉癌新发病例和９９８４０例
死亡［２］。ＬＳＣＣ在世界范围内的新发病例和死亡人
数逐年增加，发病率和死亡率均较高，严重危害人类

健康。现有的临床病理参数，如淋巴结转移或肿瘤

分期，可以识别患者，并根据患者的具体情况采取包

括手术、放疗、化疗、免疫治疗、靶向治疗、联合治疗

等多种治疗方式［３］。虽然在ＬＳＣＣ的诊断和治疗方
面取得了一定进展，但尚未获得满意的诊断和治疗

效果。多数患者确诊时已属中晚期，总体预后较差。

ＬＳＣＣ预后的预测仍是临床上的一大难题。因此，寻
找能够预测患者预后的分子标志物和新的治疗靶点

意义重大。

长链非编码核糖核酸（ｌｏｎｇｎｏｎｃｏｄｉｎｇｒｉｂｏｎｕ
ｃｌｅｉｃａｃｉｄ，ｌｎｃＲＮＡ）是指长度超过２００ｎｔ的非编码
ＲＮＡ，一般在人类基因组中转录［４］。已经证实 ｌｎ
ｃＲＮＡ在表观遗传修饰、信使核糖核苷酸（ｔｒａｎｓｆｅｒ
ｍｅｓｓｅｎｇｅｒｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ，ｍＲＮＡ）转录、剪接、稳定
性、翻译等生物学功能中发挥重要作用［５］。特别是

ｌｎｃＲＮＡ在调节染色质动力学、基因表达、生长、分化
和发育中起关键作用［６］，多个报道指出 ｌｎｃＲＮＡ参

与包括癌症［７９］在内的多种疾病的发生、发展和预

后。Ｎ６甲基腺苷（Ｎ６ｍｅｔｈｙｌａｄｅｎｏｓｉｎｅ，ｍ６Ａ）是核
糖核酸（ｒｉｂｏｎｕｃｌｅｉｃａｃｉｄ，ＲＮＡ）中最常见的修饰之
一。研究表明 ｍ６Ａ是动态可逆的，参与调节 ＲＮＡ
转录、输出、剪接、降解和翻译［１０］。ｍ６Ａ通过甲基转
移酶、结合蛋白和去甲基化酶３种同源因子的动态
相互作用修饰并作用于 ＲＮＡ，这３种调节因子之间
的相互作用被认为与癌症生长和进展有关［１１］。

目前，利用测序、芯片等大数据进行的生物信息

学研究广泛开展，为肿瘤的机制研究和预后标志物

的筛选提供了新的思路。本研究基于癌症基因组图

谱 （ｔｈｅｃａｎｃｅｒｇｅｎｏｍｅａｃｔｌａｓ，ＴＣＧＡ）数据库，通过生
物信息学方法筛选与 ＬＳＣＣ预后相关的 ｍ６Ａ相关
ｌｎｃＲＮＡ，建立预后预测模型，以期为 ＬＳＣＣ的诊断、
治疗和预后评估提供参考。

１　材料和方法

１．１　数据整理过程
依据ＴＣＧＡ实用指南的要求，从 ＴＣＧＡ数据库

下载 ＬＳＣＣ转录表达谱数据和匹配的临床信息
（表１）［１２］。截止至２０２１年３月，ＴＣＧＡ公共数据库
包括１１２例ＬＳＣＣ和１２例正常组织标本的表达谱。

·２８·
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依靠注释文件”ＧＲＣｈ３８”将转录表达谱数据中的
ＥｎｓｅｍｂｌＩＤ转换为基因名，并提取所有 ｌｎｃＲＮＡ表
达量。

表１　临床基本数据　（例，％）

临床特征 总样本量 （１１２） 百分比

年龄（岁）

　≤６５ ７３ ６５．２
　＞６５ ３９ ３４．８
性别

　女 ２０ １７．９
　男 ９２ ８２．１
等级

　Ｇ１ ８ ７．１
　Ｇ２ ７０ ６２．５
　Ｇ３ ３０ ２６．８
　未知 ４ ３．６
病理分期

　Ｉ期 ２ １．８
　ＩＩ期 ９ ８．０
　ＩＩＩ期 １４ １２．５
　 ＩＶ（ＡＣ）期 ７２ ６４．３
　未知 １５ １３．４
Ｔ分期
　Ｔ１ ７ ６．３
　Ｔ２ １２ １０．７
　Ｔ３ ２６ ２３．２
　Ｔ４ ５４ ４８．２
　未知 １３ １１．６
Ｍ分期
　Ｍ０ ４０ ３５．７
　Ｍ１ １ ０．９
　未知 ７１ ６３．４
Ｎ分期
　Ｎ０ ３９ ３４．８
　Ｎ１ １２ １０．７
　Ｎ２ ４０ ３５．７
　Ｎ３ ２ １．８
　未知 １９ １７．０
生存状态

　死亡 ６２ ５５．４
　存活 ５０ ４４．６

１．２　ｍ６Ａ相关基因与ｌｎｃＲＮＡ相关性分析
根据 ｍ６Ａ相关基因列表（表２）［１３１４］提取 ｍ６Ａ

相关基因的表达数据。对 ｍ６Ａ相关基因与 ＬＳＣＣ
的ｌｎｃＲＮＡ进行相关性分析，依据相关系数＞０．４和
Ｐ＜０．００１对结果进行过滤，筛选出 ｍ６Ａ相关的 ｌｎ
ｃＲＮＡ。

表２　ｍ６Ａ相关基因

基因名 基因编码蛋白

ＭＥＴＴＬ１４ 甲基转移酶

ＭＥＴＴＬ１６ 甲基转移酶

ＭＥＴＴＬ３ 甲基转移酶

ＲＢＭ１５ 甲基转移酶

ＲＢＭ１５Ｂ 甲基转移酶

ＶＩＲＭＡ 甲基转移酶

ＷＴＡＰ 甲基转移酶

ＺＣ３Ｈ１３ 甲基转移酶

ＫＩＡＡ１４２９ 甲基转移酶

ＭＥＴＴＬ１５ 甲基转移酶

ＦＭＲ１ 结合蛋白

ＨＮＲＮＰＡ２Ｂ１ 结合蛋白

ＨＮＲＮＰＣ 结合蛋白

ＩＧＦＢＰ１ 结合蛋白

ＩＧＦＢＰ２ 结合蛋白

ＩＧＦＢＰ３ 结合蛋白

ＬＲＰＰＲＣ 结合蛋白

ＲＢＭＸ 结合蛋白

ＹＴＨＤＣ１ 结合蛋白

ＹＴＨＤＣ２ 结合蛋白

ＹＴＨＤＦ１ 结合蛋白

ＹＴＨＤＦ２ 结合蛋白

ＹＴＨＤＦ３ 结合蛋白

ＡＬＫＢＨ５ 去甲基化酶

１．３　单因素 Ｃｏｘ分析筛选预后相关的 ｍ６Ａ相关
ｌｎｃＲＮＡ

基于癌旁组织与 ＬＳＣＣ组织 ｍ６Ａ相关 ｌｎｃＲＮＡ
表达量，结合患者的生存状态、生存时间，对每一个

ｍ６Ａ相关ｌｎｃＲＮＡ进行单因素 Ｃｏｘ分析，计算结果
根据 ＜０．０５进行过滤，筛选出 ＬＳＣＣ预后相关的
ｍ６Ａ相关ｌｎｃＲＮＡ。Ｒ软件中对筛选出来的ｌｎｃＲＮＡ
在正常组织与肿瘤组织中表达量进行差异分析。

１．４　预后模型的构建
将１１２例患者按１∶１随机分为模型训练组与模

型测试组，每组５６例，基于５个预后相关的ｍ６Ａ相
关ｌｎｃＲＮＡ表达量和患者的生存时间、生存状态，利
用模型训练组病例进行套索回归及交叉验证方法进

行迭代分析，构建ＬＳＣＣ预后风险评分模型。
１．５　ｑＰＣＲ验证构建模型ｌｎｃＲＮＡ表达

收集２０２１年８月—２０２１年１２月在广西医科大
学第二附属医院治疗的 ＬＳＣＣ患者９例，９例 ＬＳＣＣ
组织与癌旁组织ＲＮＡ由ＴＲＩｚｏｌ提取，后将其逆转为
互补ＤＮＡ。ＲＴｑＰＣＲ采用ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓＴＭ实时荧光
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定量ＰＣＲ仪（美国赛默飞公司）进行。使用ＴａＫａＲａ
公司ＴＢＧｒｅｅｎ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ试剂盒进行ｑＲＴ
ＰＣＲ。反应体系总体积为２０μＬ［１０μＬＴＢＧｒｅｅｎ
ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＩＩ（２Ｘ），７μＬＤＥＰＣ水，１μＬｃＤＮＡ，
０．８μＬ上游引物，０．８μＬ下游引物，０．４μＬＲＯＸ
ＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅ（５０Ｘ）］。反应条件为，９８℃预变性
３０ｓ，１轮循环。９８℃ ５ｓ，６０℃ ３０ｓ４５轮循环。９８℃
１５ｓ，６０℃１ｓ，９８℃１５ｓ，１轮循环。内参标准ＡＣＴＩＮ，
每个样品提供３个复孔。基因相对表达水平算法为
２－ΔΔＣｔ法。引物序列见表３。

表３　引物序列信息

名称 序列

ＡＬＯＸ１２ＡＳ１ Ｆ：ＡＡＡＴＧＧＴＣＡＣＣＴＴＧＣＣＴＴＣＡ
Ｒ：ＴＧＣＴＧＴＣＴＣＡＴＧＴＧＣＧＴＣＴＴ

ＬＩＮＣ００５２８ Ｆ：ＡＴＣＣＴＣＡＡＡＣＡＣＧＧＴＧＣＴＣＴ
Ｒ：ＣＣＣＴＧＣＴＧＴＧＧＧＡＴＴＡＡＡＧＴ

ＳＴＡＧ３Ｌ５ＰＰＶＲＩＧ２ＰＰＩＬＲＢ Ｆ：ＡＡＧＣＡＡＡＧＧＧＣＡＣＴＣＡＧＡＡＴＣ
Ｒ：ＣＡＣＡＧＧＡＧＧＡＧＧＡＧＧＣＡＣＡＧ

ＭＮＸ１ＡＳ１ Ｆ：ＣＴＧＡＡＧＡＣＣＧＴＧＧＴＧＴＴＴＣＣ
Ｒ：ＴＴＣＣＣＡＴＡＧＣＡＧＡＴＡＡＧＧＴＴＣＧ

１．６　预后模型的综合分析
风险评分是模型计算得出并用于衡量每个

ＬＳＣＣ病例预后风险的指标。通过构建的预后模型
计算所有ＬＳＣＣ患者的风险评分。并以模型训练组
风险评分的中位数将模型训练组病例和模型测试组

病例分为高风险患者和低风险患者。ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ
生存分析检验高、低风险患者之间生存状况是否存

在差异。工作特征（ＲＯＣ）曲线作为评价模型的预
测能力的工具。

对风险评分与患者的临床特征（年龄、性别、病

理分期、ＴＭＮ分期）进行单因素 Ｃｏｘ分析和多因素
Ｃｏｘ分析，检验风险评分能否作为独立预后因素评
估ＬＳＣＣ患者预后。
１．７　ＧＳＥＡ基因富集分析

使用ＧＳＥＡｖ４．１．０对高风险患者、低风险患者
的转录表达谱进行差异分析和基因富集分析，选择

基因集“ｃ２．ｃｐ．ｋｅｇｇ．ｖ７．４．ｓｙｍｂｏｌｓ．ｇｍｔ”进行富集。
１．８　免疫相关性分析

通过Ｒ软件将来自 ＴＣＧＡ的转录表达谱数据
转变为芯片数据格式，应用“ｅ１０７１”、“ｐｒｅｐｒｏｃｅｓｓ
Ｃｏｒｅ”，“ｌｉｍｍａ”３个Ｒ包对肿瘤样本进行免疫浸润
分析，得到每个样本的免疫细胞含量。风险评分与

每一类免疫细胞进行相关性分析，计算风险评分与

免疫细胞的相关性。

１．９　统计学方法
ｍ６Ａ相关基因与 ｌｎｃＲＮＡ相关性分析、风险评

分与免疫细胞相关性分析采用ｐｅａｒｓｏｎ相关性检验；
预后相关的ｍ６Ａ相关ｌｎｃＲＮＡ采用单因素Ｃｏｘ回归
分析；风险评分独立预后因素分析采用单因素 Ｃｏｘ
回归分析和多因素 Ｃｏｘ回归分析进行两次检验；由
于基因表达不服从正态分布，基因差异分析使用

Ｗｉｌｃｏｘｏｎ秩和检验；ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ曲线采用 Ｌｏｇ
ｒａｎｋ检验法进行生存分析；以 Ｐ＜０．０５为差异具有
统计学意义。模型预测效果可靠性采用 ＲＯＣ曲线
进行验证曲线下面积（ＡＵＣ）≥０．９为强有效预测
值，≥０．７０为有效预测值，≥０．６为可接受预测
值［１５］。ｑＰＣＲ结果采用２－ΔΔＣｔ法计算基因相对表达
水平，配对ｔ检验对相对表达量进行统计。本实验
对高风险患者和低风险患者的差异基因进行 ＧＳＥＡ
分析，以Ｐ＜０．０５为标准筛选富集结果。

２　结果

２．１　预后相关的ｌｎｃＲＮＡ
通过相关性检验，筛选出１６９个与ｍ６Ａ修饰基

因相关的ｌｎｃＲＮＡ，通过网络图展示与 ｍ６Ａ相关基
因对应的ｌｎｃＲＮＡ。见图１。
２．２　预后相关的ｌｎｃＲＮＡ

结合１１２例患者生存时间、生存状态，对这些
ｍ６Ａ相关 ｌｎｃＲＮＡ进行单因素 Ｃｏｘ分析，５个与
ＬＳＣＣ预后相关的 ｍ６Ａ相关 ｌｎｃＲＮＡ被筛选出来：
ＡＬＯＸ１２ＡＳ１（ＨＲ＝０．２６３，Ｐ＜０．０５）、ＬＩＮＣ００５２８
（ＨＲ＝０．２３９，Ｐ＜０．０１）、ＳＴＡＧ３Ｌ５ＰＰＶＲＩＧ２Ｐ
ＰＩＬＲＢ（ＨＲ＝０．３４５，Ｐ＜０．０５）；ＡＬＯＸ１２ＡＳ１、
ＬＩＮＣ００５２８和ＳＴＡＧ３Ｌ５ＰＰＶＲＩＧ２ＰＰＩＬＲＢ的风险比
ＨＲ＜１为 ＬＳＣＣ的保护因素，ＭＮＸ１ＡＳ１（ＨＲ＝
１．４７４，Ｐ＜０．０１）和 ＬＩＮＣ０２０４３（ＨＲ＝２．５１５，Ｐ＜
０．０５）；ＭＮＸ１ＡＳ１和ＬＩＮＣ０２０４３的 ＨＲ＞１为 ＬＳＣＣ
的高危因素。５个预后相关的ｍ６Ａ相关 ｌｎｃＲＮＡ在
正常组织与在 ＬＳＣＣ的表达量进行差异分析，
ＡＬＯＸ１２ＡＳ１（Ｐ＜０．０５）、ＬＩＮＣ００５２８（Ｐ＜０．００１）、
ＳＴＡＧ３Ｌ５ＰＰＶＲＩＧ２ＰＰＩＬＲＢ（Ｐ＜０．００１）、ＭＮＸ１
ＡＳ１（Ｐ＜０．００１）和 ＬＩＮＣ０２０４３（Ｐ＜０．００１）在肿瘤
组织中均为高表达。见图２。
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２．３　预后模型
为了尽量避免因未纳入重要自变量而出现的模

型偏差，５个预后相关 ｌｎｃＲＮＡ均纳入模型构建，同
时为了防止模型构建出现过度拟合的情况，模型构

建运用套索回归构造一个惩罚函数，压缩变量数目，

以期得到一个较为精炼的模型。套索回归及交叉验

证迭代分析结果显示变量个数为４时，模型的均方
根误差最小（图 ３），即 ＡＬＯＸ１２ＡＳ１、ＬＩＮＣ００５２８、
ＳＴＡＧ３Ｌ５ＰＰＶＲＩＧ２ＰＰＩＬＲＢ与ＭＮＸ１ＡＳ１成为预后
模型的４个变量。ＬＳＣＣ预后预测风险评分模型：风
险评分 ＝（０．１７６７２３０９６２２８５８５×ＭＮＸ１ＡＳ１表达
量）＋（－０．６１４９１６７１７６４８５９６×ＡＬＯＸ１２ＡＳ１表达
量）＋（－０．８１４２０１３８５７９８８２７×ＬＩＮＣ００５２８表达量）
＋（－０．４３６５３７７５２１１０５４７×ＳＴＡＧ３Ｌ５ＰＰＶＲＩＧ２Ｐ
ＰＩＬＲＢ表达量）。

２．４　ｑＰＣＲ结果
通过ｑＰＣＲ结果验证了 ＴＣＧＡ转录表达谱数据

测算结果可信，ＡＬＯＸ１２ＡＳ１（ｔ＝６．０７７，Ｐ＜
０．００１）、ＬＩＮＣ００５２８（ｔ＝８．７０７，Ｐ＜０．０００１）、
ＳＴＡＧ３Ｌ５ＰＰＶＲＩＧ２ＰＰＩＬＲＢ（ｔ＝８．７０７， Ｐ ＜
０．０００１）和 ＭＮＸ１ＡＳ１（ｔ＝３．０７９，Ｐ＜０．０５）在
ＬＳＣＣ中的表达量高于癌旁组织，结果具有统计学
意义。

２．５　预后模型的综合分析
预后模型计算１１２例 ＬＳＣＣ病例的风险评分，

模型训练组的中位评分（风险评分 ＝０．７８３）为截
断值，以模型训练组风险值中位数作为划分高风险

患者与低风险患者的临界值，将模型训练组、模型测

试组患者分为高风险组与低风险组（图４）。
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　　模型训练组 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ曲线，低风险患者的
生存率高于高风险患者（Ｐ＜０．０１）；模型测试组Ｋａ
ｐｌａｎＭｅｉｅｒ曲线，低风险患者的生存率高于高风险
患者（Ｐ＜０．０５）。模型训练组与模型测试组病例的
ＡＵＣ分别为０．７０５、０．７２０，均大于０．７，说明模型预
测结果有效（图５）。

模型训练组风险评分：单因素 Ｃｏｘ独立预后因

素分析（ＨＲ＝４１．４４７，Ｐ＝０．０１７）和多因素独立预
后分析（ＨＲ＝６１．８１１，Ｐ＝０．０２３）。见图６Ａ、Ｂ。模
型测试组风险评分：单因素 Ｃｏｘ独立预后因素分析
（ＨＲ＝６．９５１，Ｐ＝０．００５）、多因素独立预后分析
（ＨＲ＝５．０９３，Ｐ＝０．０４５）。见图６Ｃ、Ｄ。以上结果
说明风险评分可以独立于其他的临床特征作为独立

的预后因子。
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２．６　ＧＳＥＡ富集分析结果
通过ＧＳＥＡ富集分析结果显示：高风险患者转

录表达谱在细胞 －基质粘附（ＫＥＧＧ＿ＦＯＣＡＬ＿ＡＤ
ＨＥＳＩＯＮ）（Ｐ＜０．０５）与细胞外基质受体相互作用
（ＫＥＧＧ＿ＥＣＭ＿ＲＥＣＥＰＴＯＲ＿ＩＮＴＥＲＡＣＴＩＯＮ）（Ｐ＜
０．０５）通路呈下调趋势。低风险患者转录表达谱在
碱基切除修复（ＫＥＧＧ＿ＳＰＬＩＣＥＯＳＯＭＥ）（Ｐ＜０．０５）、
剪接体（ＫＥＧＧ＿ＳＰＬＩＣＥＯＳＯＭＥ）（Ｐ＜０．０５）通路呈

上调趋势（图７）。
２．７　免疫相关性

通过免疫浸润分析我们得到了 ＬＳＣＣ样本中各
类免疫细胞的含量（图８），每一类免疫细胞均与风
险评分进行相关性检验，结果显示风险评分与效应

Ｂ细胞（Ｒ＝－０．２４，Ｐ＝０．０１７）、细胞毒性 Ｔ细胞
（Ｒ＝－０．２６，Ｐ＝０．００９１）和 Ｔ滤泡辅助细胞（Ｒ＝
－０．２２，Ｐ＝０．０２８）呈负相关（图９）。
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图８　１１２例ＬＳＣＣ浸润免疫细胞浸润总体情况
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图９　ＬＳＣＣ浸润免疫细胞－风险评分相关性　Ａ：Ｔ滤泡辅助细胞与风险评分相关性图；Ｂ：细胞毒性Ｔ细胞与风险评分相关
性图；Ｃ：效应Ｂ细胞与风险评分相关性图

３　讨论

ｍ６Ａ修饰是位于腺嘌呤第６位氮原子上的甲
基化修饰，它是真核生物ＲＮＡ最常见的一种表观修
饰方式，存在包括ｍＲＮＡ、微小ＲＮＡ、环状ＲＮＡ在内
的不同类型的ＲＮＡ上［１６］。ｍ６Ａ修饰发挥作用依赖
甲基转移酶、去甲基化酶和结合蛋白的作用，甲基转

移酶能在 ＲＮＡ上加入甲基，结合蛋白可识别 ｍ６Ａ
修饰的ＲＮＡ，去甲基化酶则调控这一过程的发生与
否，ｍ６Ａ修饰通过这种方式参与了包括 ＲＮＡ加工、
核输出、翻译、衰变、可变剪切等ＲＮＡ调控过程［１７］。

ＬｎｃＲＮＡｓ同样具有ｍ６Ａ修饰，并且参与某些肿瘤的
自我更新与分化等过程，调控多种肿瘤的发生、发展

和转移。在胶质母细胞瘤干细胞中，ｍ６Ａ去甲基酶
ＡＬＫＢＨ５通过对 ｌｎｃＲＮＡＦＯＸＭ１新生转录本的
３’ＵＴＲ去甲基化来诱导更高水平的 ＦＯＸＭ１转录，
而这促进了胶质母细胞瘤的增殖和致瘤性［１８］。ｌｎ
ｃＲＮＡＭＡＬＡＴ１是人们最初研究肺癌时发现，是最
早发现的癌症相关的 ｌｎｃＲＮＡ之一，研究证实 ＭＡＬ
ＡＴ１参与包括肺癌、肝细胞癌、前列腺癌和胆囊癌等
多种人类肿瘤的表达和调控过程［１９］。而 ＭＡＬＡＴ１
这种在细胞核中高度表达的 ｌｎｃＲＮＡ，其在细胞亚结
构中的定位和活性，以及和蛋白结合的能力受到

ｍ６Ａ修饰的调控［２０］。目前的这些研究显示ｍ６Ａ修
饰的ｌｎｃＲＮＡ广泛出现在各种类型肿瘤的调控过
程中。

ｌｎｃＲＮＡ在 ＬＳＣＣ的发生发展中同样发挥着重
要作用，Ｌｉ等［２１］检测了７２例 ＬＳＣＣ患者癌组织和
癌旁组织中ＨＯＴＡＩＲ的表达水平，发现ｌｎｃＲＮＡＨＯ
ＴＡＩＲ在癌组织中表达水平显著高于癌旁组织（１６
倍），并且其表达水平与临床分期、肿瘤分化程度、

颈部淋巴结转移等因素有统计学相关性。Ｃｈｅｎ
等［２２］对７６例ＬＳＣＣ癌组织和癌旁组织，以及２８例
ＬＳＣＣ淋巴结转移组织进行 ｑＰＣＲ检测，与早期
ＬＳＣＣ相比，ｌｎｃＲＮＡＡＣ００８４４０．１０在晚期 ＬＳＣＣ和
存在淋巴转移的 ＬＳＣＣ患者中的表达水平显著下
降。最近，Ｌｉ等［２３］发现通过去甲基酶 ＡＬＫＢＨ５介
导ｌｎｃＲＮＡＫＣＮＱ１ＯＴ１的 ｍ６Ａ修饰会导致癌基因
ＨＯＸＡ９上调，诱导 ＬＳＣＣ的发生。因此，探索更多
ＬＳＣＣ预后相关的 ｍ６Ａ修饰 ｌｎｃＲＮＡ，可能为 ＬＳＣＣ
的诊疗提供新思路。

本研究对１１２例来自 ＴＣＧＡ的 ＬＳＣＣ病例转录
表达谱中的ｍ６Ａ相关的基因（甲基转移酶、去甲基
化酶和结合蛋白相应基因）与 ｌｎｃＲＮＡ进行了相关
性分析，发现 １６９个与 ｍ６Ａ相关基因相关系数 ＞
０．５，Ｐ＜０．０５的 ｌｎｃＲＮＡ，这些与 ｍ６Ａ有着关联的
ｌｎｃＲＮＡ中不乏与多个 ｍ６Ａ相关基因有关联的 ｌｎ
ｃＲＮＡ，说明ＬＳＣＣ的 ｌｎｃＲＮＡ中存在广泛的 ｍ６Ａ修
饰，而且这种修饰受到多个ｍ６Ａ相关调控因子的参
与。结合ＬＳＣＣ患者的生存时间、生存状态和这些
ｍ６Ａ修饰相关的 ｌｎｃＲＮＡ表达量进行了单因素 Ｃｏｘ
分析，获得了与 ＬＳＣＣ预后相关联的５个 ｌｎｃＲＮＡ：
ＡＬＯＸ１２ＡＳ１、 ＬＩＮＣ００５２８、 ＳＴＡＧ３Ｌ５ＰＰＶＲＩＧ２Ｐ
ＰＩＬＲＢ、ＭＮＸ１ＡＳ１和 ＬＩＮＣ０２０４３。５个预后相关的
ｌｎｃＲＮＡ 中 ＡＬＯＸ１２ＡＳ１、ＬＩＮＣ００５２８、ＳＴＡＧ３Ｌ５Ｐ
ＰＶＲＩＧ２ＰＰＩＬＲＢ的ＨＲ＜１，ＭＮＸ１ＡＳ１和ＬＩＮＣ０２０４３
的ＨＲ＞１，因此 ｌｎｃＲＮＡ的 ｍ６Ａ修饰既可能起促进
ＬＳＣＣ发生发展，也可能起抑制ＬＳＣＣ的作用，这与计
锐等［２４］在ｍ６Ａ甲基化修饰与泌尿系统肿瘤关系的
回顾中观察到的结果相似。基于５个预后相关 ｌｎ
ｃＲＮＡ，通过拉索回归构建惩罚函数，构建ＬＳＣＣ预后
风险评分模型：风险评分 ＝（０．１７６７２３０９６２２８５８５×
ＭＮＸ１ＡＳ１表 达 量）＋（－０．６１４９１６７１７６４８５９６×
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ＡＬＯＸ１２ＡＳ１表达量）＋（－０．８１４２０１３８５７９８８２７×
ＬＩＮＣ００５２８表达量）＋（－０．４３６５３７７５２１１０５４７×
ＳＴＡＧ３Ｌ５ＰＰＶＲＩＧ２ＰＰＩＬＲＢ表达量）。通过 ｑＰＣＲ技
术，对最终用于构建模型的４个ｌｎｃＲＮＡ在ＬＳＣＣ组
织与癌旁组织的表达量进行检验，ＡＬＯＸ１２ＡＳ１、
ＬＩＮＣ００５２８、ＳＴＡＧ３Ｌ５ＰＰＶＲＩＧ２ＰＰＩＬＲＢ和 ＭＮＸ１
ＡＳ１在ＬＳＣＣ中的表达量高于癌旁组织，与依靠ＴＣ
ＧＡ数据库 ＬＳＣＣ转录表达谱数据分析正常组织与
ＬＳＣＣ组织差异结果一致，证实了ＴＣＧＡ转录表达谱
数据的可靠性。预后风险评分模型计算 １１２例
ＬＳＣＣ的风险评分，依据风险评分将患者分为了高风
险患者和低风险患者，ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ曲线分析生存
率，高风险患者与低风险患者之间的生存率差异具

有统计学意义，低风险患者的生存率高于高风险患

者，且无论在模型训练组还是在模型测试组，ＡＵＣ
均大于０．７。由此可见，通过预后模型计算的风险
评分能有效可靠的预测患者的预后。通过风险评分

与患者临床特征（年龄、性别、病理等级、分期）的单

因素Ｃｏｘ分析、多因素Ｃｏｘ分析结果可以得知，风险
评分可以视为一项独立评估的预后因素。

为了进一步了解 ｍ６Ａ修饰的 ｌｎｃＲＮＡ在 ＬＳＣＣ
中可能通过哪些调控通路影响 ＬＳＣＣ的发生发展，
应用ＧＳＥＡｖ４．１．０对高风险患者和低风险患者进
行差异基因富集分析。ＧＳＥＡ富集分析检测基因集
合而不是单个基因的表达变化，因此可以包含细微

的表达变化，较传统提取高表达基因或低表达基因

进行富集分析，能得到更为理想、可信的富集结

果［２５］。ＧＳＥＡ富集结果：高风险患者在细胞 －基质
粘附（ＫＥＧＧ＿ＦＯＣＡＬ＿ＡＤＨＥＳＩＯＮ）、细胞外基质受体
相互作用（ＫＥＧＧ＿ＥＣＭ＿ＲＥＣＥＰＴＯＲ＿ＩＮＴＥＲＡＣ
ＴＩＯＮ）两条通路下调。低风险患者则在碱基切除修
复（ＫＥＧＧ＿ＢＡＳＥ＿ＥＸＣＩＳＩＯＮ＿ＲＥＰＡＩＲ）、剪接体
（ＫＥＧＧ＿ＳＰＬＩＣＥＯＳＯＭＥ）通路上调。富集分析结果
提示ｍ６Ａ修饰的ｌｎｃＲＮＡ可能参与了ＬＳＣＣ碱基切
除修复ＤＮＡ过程，以及与远处转移有关的细胞－基
质粘附、细胞外基质受体相互作用等调控通路。

肿瘤浸润免疫细胞是指浸润在肿瘤组织中的包

括Ｔ细胞、Ｂ细胞、树突状细胞、ＮＫ细胞和 ＮＫＴ细
胞等在内的淋巴细胞群，是肿瘤微环境的重要组成

部分［２６］。分析肿瘤浸润免疫细胞在肿瘤组织中的

含量，可能成为评估肿瘤预后的重要手段。郝晓龙

等［２７］在回顾了多篇有关 ＬＳＣＣ与肿瘤浸润免疫细
胞的研究后认为，肿瘤浸润 Ｔ淋巴细胞可以作为
ＬＳＣＣ预后评估指标，不同类别的肿瘤浸润 Ｔ淋巴

细胞在ＬＳＣＣ中具有不同的预后价值。风险评分与
ＬＳＣＣ浸润免疫细胞相关性分析结果显示，风险值与
细胞毒性Ｔ细胞、效应Ｂ细胞、Ｔ滤泡辅助细胞３种
浸润免疫细胞呈负相关。从概念上讲，由突变的癌

细胞产生的“非自身”新抗原可以触发其自身被 Ｔ
细胞消除，这意味着更高的突变负荷可能导致更强

的抗肿瘤免疫反应［２６］。Ｚｈｏｕ和 Ｋｅｃｋ等的研究发
现，ＬＳＣＣ中细胞毒性 Ｔ细胞浸润程度较高的患者
拥有更好的预后，浸润的密度与肿瘤分期、淋巴结分

期和复发之间呈负相关［２８２９］。效应 Ｂ细胞是免疫
系统中释放大量抗体的细胞。Ｔ滤泡辅助细胞对 Ｂ
细胞在生发中心的存活和成熟至关重要［２４］。与风

险评分的负相关，可能意味着在肿瘤组织中浆细胞

与Ｔ滤泡辅助细胞协同下释放肿瘤抗体，对 ＬＳＣＣ
细胞产生杀伤作用从而起到抑制肿瘤的作用。结合

肿瘤浸润免疫细胞相关性分析，我们可以认为风险

评分结合肿瘤组织中的细胞毒性 Ｔ细胞、效应 Ｂ细
胞、Ｔ滤泡辅助细胞含量对 ＬＳＣＣ预后评估有更高
的准确性。

综上所述，通过生物信息学的方法，本研通过与

ＬＳＣＣ预后相关的 ｍ６Ａ相关联 ｌｎｃＲＮＡ构建预后风
险评分模型，用ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ曲线及 ＲＯＣ曲线验证
了模型的可靠性。并从通路调控及肿瘤浸润免疫细

胞两个角度对模型进行了进一步的挖掘分析，一定

程度上说明了ｍ６Ａ修饰的ｌｎｃＲＮＡ在ＬＳＣＣ发生发
展的潜在作用，但具体的生物功能及机制，有待进一

步研究。
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