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中性粒细胞胞外陷阱相关

lncRNA在肺腺癌中的筛选与分析*

赵媛媛,陈颖丽,李志颖

(内蒙古大学物理科学与技术学院,呼和浩特010021)

摘要:肺腺癌是非小细胞肺癌中最为常见的亚型之一,约占所有肺癌患者的40%。随着研究

的不断深入,与中性粒细胞胞外陷阱(Neutrophilextracellulartrap,NET)相关的长链非编码

RNA(Longnon-codingRNA,lncRNA)在肺腺癌患者预后中发挥的作用逐渐显现。因此,探究

lncRNA与NET之间的关系能够在临床上为肺腺癌患者的治疗提供一定的理论依据。本文

通过单因素Cox分析、LASSO回归分析、多因素Cox分析构建了基于13个lncRNA的预后模

型和生存模型,并利用生存分析、ROC曲线、校准曲线等方法对模型进行了验证。ROC曲线

结果显示,该模型对肺腺癌患者的预后具有重要意义。
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  肺癌是全球发病率和死亡率最高的癌症之一,每年因肺癌导致死亡的患者约有160万人,并且肺

癌患者5年的生存率低于20%[1]。肺癌中有85%的患者属于非小细胞肺癌这一组织学亚型,而肺腺

癌是非小细胞肺癌的主要病理类型[2]。中性粒细胞是血液中数量最多的白细胞类型,是人体抵御病

原体的第一道防线,其通过吞噬作用募集其他免疫细胞,释放某种网状结构杀死病原体或阻止细菌传

播[3]。这类由中性粒细胞释放到胞外的网状结构被称为中性粒细胞胞外陷阱(Neutrophilextracellu-
lartrap,NET),主要由DNA、颗粒蛋白等构成[4]。越来越多的证据表明NET与各类肿瘤疾病之间

存在着密切的联系。NET可以捕获并固定肿瘤细胞,并通过高浓度的蛋白将其杀死,继而抑制肿瘤

的生长和转移[5]。然而,当中性粒细胞发生炎症时会导致NET的释放过程失调,大量积聚的NET
成为了肿瘤细胞的温床[6]。积聚的 NET可以充当肿瘤细胞的黏附底物从而促进肿瘤细胞的扩

散[7-8],并且NET的组成成分还可以通过降解细胞外基质使肿瘤细胞发生转移[9-10]。也有报道称

NET还具有唤醒休眠肿瘤细胞的能力[11]。
长链非编码RNA(Longnon-codingRNA,lncRNA)是指含有超过200个核苷酸但是不具备蛋

白质编码能力的RNA[12]。lncRNA可以参与调控多种生命活动,如细胞增殖、凋亡、代谢等过程。目

前有研究表明,NET可以通过与lncRNA相互作用,对肿瘤的转移过程进行调控。Wang等[13]发现

在非小细胞肺癌中 NET通过激活与免疫、炎症有关的信号通路促进上皮细胞-间充质转化,而

lncRNAMIR503HG在NET的刺激下会出现表达下调的现象,下调的 MIR503HG又逆转了NET
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促使肿瘤转移的作用。这也表明探索NET和lncRNA的相互作用对于了解包括肺腺癌在内的癌症

的发展进程具有重要意义。然而,目前关于NET相关的lncRNA在肺腺癌中的研究还十分有限,其
作用机制还有待深入探索。因此,在肺腺癌中筛选和研究对患者具有预后意义的 NET相关的

lncRNA非常重要。
本文通过对TCGA数据库中肺腺癌的表达数据进行分析,筛选出与NET相关的lncRNA,最终

构建了基于13个lncRNA的预后模型以及结合6个临床性状的生存模型。按照风险评分的中位值

将样本划分为高低风险组并对其进行生存分析,绘制生存状态图、风险曲线、风险热图,并且在验证

集、所有集合以及不同的临床分组中对模型进行验证,最后通过独立预后分析发现风险评分可以作为

肺腺癌患者的独立预后因子。

1 材料与方法

1.1 数据下载与整理

从TCGA数据库(https://portal.gdc.cancer.gov/repository)下载了600个肺腺癌样本的表达

数据及相应样本的临床数据,其中包含541个肺腺癌组织样本,59个癌旁组织样本。使用R4.3.1软

件对表达数据和临床数据进行处理,得到基因的表达矩阵和包含各类临床信息(如年龄、性别、种族、
存活状态等)的矩阵。此外,通过调研相关研究[14-20]共获得了7个NET相关基因集,对7个基因集

中的基因进行去重后取并集,保留了290个NET相关基因进行后续研究。

1.2 差异分析

将TCGA数据库中下载的lncRNA的表达数据按照肺腺癌组织和癌旁组织进行划分,使之成为

对照。使用R软件中的limma包对其进行差异分析,并且按照FDR<0.05,|log2(Foldchange)|>
1(简写为|log2FC|>1)的条件进行筛选,满足上述条件的lncRNA被定义为差异的lncRNA。

1.3 相关性分析

通过Pearson相关性分析的方法对NET相关基因和差异的lncRNA进行相关性分析,最终相关

性系数|R|>0.3,P<0.05的lncRNA被定义为NET相关差异的lncRNA。

1.4 预后模型的构建与验证

将NET相关差异的lncRNA的表达数据与相应样本的生存时间、生存状态进行合并,然后去除

癌旁组织样本,对保留的肺腺癌组织样本按照0.79∶0.21的比例将其随机划分为训练集(328个)和
验证集(87个)。对训练集中NET相关的差异lncRNA进行单因素Cox分析、LASSO回归分析、多
因素Cox分析筛选得到与肺腺癌患者预后相关的lncRNA,并通过多因素Cox分析构建预后模型,利
用该预后模型计算各个样本的风险评分,将各个样本按照风险评分进行排序,以风险评分的中位值为

界,划分为高低风险组。
在训练集、验证集和所有集合中分别进行生存分析,绘制风险曲线、生存状态图、风险热图。同

时,绘制1年、3年、5年的ROC曲线用于评估模型的预测能力。为阐明风险评分能够作为一个独立

的预后因子,进行了独立预后分析。最后,对模型进行了不同临床分组的模型验证,以表明该模型能

够适用于不同临床分组的患者。

1.5 生存模型的构建与验证

在预后模型的基础之上结合年龄、性别、stage、T分期、M分期、N分期6个临床性状,使用R软

件中的rms包构建能够预测肺腺癌患者1年、3年、5年生存率的生存模型,并使用列线图将其可视

化。然后,通过校准曲线评估模型预测结果的可信度。

2 结果与讨论

2.1 NET相关差异lncRNA的筛选

对肺腺癌中lncRNA的表达数据进行差异分析后,以FDR<0.05,|log2FC|>1为阈值筛选得
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到2750个差异表达的lncRNA,其中包含1305个上调的lncRNA和1445个下调的lncRNA。然后,
对290个NET相关基因和2750个差异表达的lncRNA进行相关性分析,结果发现存在1380个

lncRNA满足相关性系数|R|>0.3,P<0.05的过滤条件。

2.2 预后相关lncRNA的筛选

将肺腺癌组织样本随机划分为训练集和验证集,其中训练集包含328个样本,验证集包含87个

样本。通过单因素Cox分析对训练集中1380个NET相关差异的lncRNA进行分析,得到44个与

预后相关的lncRNA。为减少训练集中基因过拟合带来的影响,采用LASSO回归分析去除相关性较

高的基因,得到25个与预后相关的lncRNA。使用多因素Cox分析排除其余混杂因素的影响,最终

获得 13 个 与 预 后 相 关 的lncRNA(AC026462.3、DIRC1、AL162632.3、MAGEA10-MAGEA5、

LINC00115、CARD8-AS1、AL390778.2、LINC01281、AL157388.1、NFE2L1-DT、AC092803.4、

AL583785.1、LINC02323)。

2.3 基于13个NET相关lncRNA的预后模型

根据得到的13个与预后相关的lncRNA构建预后模型,多因素Cox分析得到的13个与预后相

关的lncRNA的系数见表1。lncRNA的系数越大代表该lncRNA在风险评分的计算过程中所占权

重越大。研究表明,在Zhang等[21]构建的9个坏死性凋亡lncRNA的肺腺癌预后模型,以及Liu
等[22]构建的12个脂肪酸代谢lncRNA的肺腺癌预后模型中LINC01281所占权重较大,风险系数分

别为-1.043和-1.219,与本研究所得结论相近。

表1 13个与预后相关的lncRNA的系数

Table1 Coefficientsofthe13lncRNAssignificantlyassociatedwithprognosis

lncRNA 系数 lncRNA 系数

AC026462.3 0.588 DIRC1 0.856

AL162632.3 0.838 MAGEA10-MAGEA5 0.831

LINC00115 -0.888 CARD8-AS1 -0.352

AL390778.2 -0.516 LINC01281 -1.027

AL157388.1 -0.703 NFE2L1-DT 1.243

AC092803.4 -1.343 AL583785.1 2.285

LINC02323 0.366

  利用lncRNA的系数与表达量可以获得预后模型的风险评分公式:

Yriskscore=∑
13

i=1
(βi×Xi),

式中,βi 代表第i个lncRNA的系数;Xi 代表第i个lncRNA的表达量;Yriskscore是某一样本的风险评

分。按照风险评分公式计算训练集、验证集和所有集合中各个样本的风险评分,并将样本按风险评分

由小到大进行排列,选取风险评分的中位值,风险评分大于等于中位值的样本划分为高风险组,风险

评分小于中位值的样本划分为低风险组。图1显示随着风险评分的增加,肺腺癌患者的死亡率在逐

渐增大。这表明利用13个与预后相关的lncRNA的表达量将患者划分为高低风险组与患者实际的

死亡风险趋势相吻合。此外,13个与预后相关的lncRNA中高风险lncRNA与低风险lncRNA占比

接近,如图2所示。
在训练集中对高低风险组患者进行总生存期的生存分析,如图3(a)所示。生存分析结果显示,

随着时间的推移高低风险组患者的生存率都在逐渐下降,但低风险组患者的生存率要明显高于高风

险组的患者。为进一步评估该预后模型的预测效果,在验证集和所有集合中都进行了生存分析,发现

高低风险组患者的生存情况与训练集的情况完全一致,见图3(b)和(c)。
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通过绘制的ROC曲线可以看出,模型在训练集、验证集和所有集合中1年、3年、5年的AUC均

可达到0.79以上,其中5年的AUC高达0.860、0.840、0.841,表明模型具有较强的预测能力。为进

一步评估模型的预测性能,将年龄、性别、stage、T分期、M 分期、N分期以及风险评分分别作为独立

的特征来构建预后模型。ROC曲线显示在训练集、验证集和所有集合中只有以风险评分为特征所构

建的预后模型的AUC值可以达到0.8以上,以其余几个临床性状为特征所构建的预后模型的AUC
值均低于0.75,说明风险评分的预测能力要远远优于其他几个临床性状,结果如图4所示。

(a)训练集

(b)验证集

(c)所有集合

图1 高低风险组的生存状态分布

Fig.1 Distributionsofsurvivalstatusof

  thehighandlowriskgroups

(a)训练集

(b)验证集

(c)所有集合

图2 13个lncRNA在高低风险组中的表达情况

Fig.2 Expressionof13lncRNAsinthe

highandlowriskgroups

  

 (a)训练集                   (b)验证集
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(c)所有集合

图3 高低风险组患者总生存期的生存分析

Fig.3 Survivalanalysisofoverallsurvivalofpatientsinthehighandlowriskgroups

(a)训练集中风险评分1年、3年、5年的ROC曲线  (b)训练集中风险评分和临床性状的ROC曲线

(c)验证集中风险评分1年、3年、5年的ROC曲线  (d)验证集中风险评分和临床性状的ROC曲线

(e)所有集合中风险评分1年、3年、5年的ROC曲线  (f)所有集合中风险评分和临床性状的ROC曲线

图4 ROC曲线评估预后模型的准确性

Fig.4 ROCcurvestoassesstheaccuracyoftheprognosticmodel

  为验证风险评分是否可以作为独立于其他临床性状的预后因子,进行了单因素和多因素独立预

后分析,如图5所示。单因素独立预后分析结果显示stage、T分期和风险评分可以作为独立的预后

因子,而多因素独立预后分析则表示当考虑到几个特征之间的相互作用时,只有风险评分可以作为独

立的预后因子。
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以65岁为界,将肺腺癌患者划分为大于65岁的亚组和小于等于65岁的亚组,按照性别划分为

男性亚组和女性亚组,根据stage将stageI划分为早期亚组,stageⅡ、stageⅢ、stageⅣ划分为晚期

亚组。然后,将模型应用于不同临床分组的患者,发现在不同的临床分组中低风险组患者的生存要明

显优于高风险组,如图6所示,说明模型对于不同临床分组的患者同样适用。

  
(a)单因素                   (b)多因素

图5 风险评分的独立预后分析

Fig.5 Independentprognosticanalysisoftheriskscores

    
(a)年龄大于65岁亚组的生存曲线         (b)年龄小于等于65岁亚组的生存曲线

    
(c)女性亚组的生存曲线              (d)男性亚组的生存曲线

    
(e)早期亚组的生存曲线              (f)晚期亚组的生存曲线

图6 肺腺癌患者临床分组的模型验证

Fig.6 Modelvalidationofthepatientswithlungadenocarcinomaclinicalgrouping
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2.4 基于6个临床性状及风险评分的生存模型

在预后模型的基础之上结合年龄、性别、stage、T分期、M分期、N分期6个临床性状构建能够预

测肺腺癌患者1年、3年、5年生存率的生存模型,并通过列线图进行可视化,如图7所示。其中每一

个临床性状和风险评分均对应一项单独的打分,将7个特征的打分进行加和便可得到某一个患者的

总得分,利用总得分便可预测得到该患者大于1年、3年、5年的生存率。最后,为验证生存模型的准

确性,绘制了1年、3年、5年的校准曲线,结果显示模型预测的生存期与患者实际生存期较为接近,并
且得到一致性指数为0.829,如图8所示。

图7 生存模型的构建

Fig.7 Constructionofsurvivalmodels

图8 生存模型的验证

Fig.8 Validationofsurvivalmodels

3 结论

通过对TCGA数据库中肺腺癌数据进行差异分析、相关性分析、单因素Cox分析、LASSO回归

分析、多因素Cox分析,构建了基于13个NET相关lncRNA的预后模型及生存模型。研究表明,13
个NET相关lncRNA中已有部分lncRNA被证实对包括肺腺癌在内的不同肿瘤具有重要作用。例

如,CARD8-AS1在肺腺癌中表达下调,并且CARD8-AS1通过靶向 miR-650调节Bax的表达,进而

抑制肿瘤的发生[23]。LINC02323通过“海绵”作用 miR-1343-3p上调TGFBR1的表达,从而促进肺

腺癌的转移[24]。lncRNA不仅能够与miRNA相互作用,还能够与某些通路相互作用,进而在肿瘤进

展中发挥重要作用。例如,LINC00115直接与KHSRP蛋白结合,通过IL6/JAK1/STAT1信号通路

促进肺腺癌的侵袭和转移[25]。敲低DIRC1通过抑制信号通路AKT/mTOR的信号来降低胃癌的致

癌性[26]。目 前,剩 余lncRNA(AC026462.3、AL162632.3、MAGEA10-MAGEA5、AL390778.2、

LINC01281、AL157388.1、NFE2L1-DT、AC092803.4、AL583785.1)尚未从文献中发现与肿瘤之间

的联系,关于其在肺腺癌的发生发展中所发挥的作用仍需要进一步探索。综上所述,由13个 NET
相关lncRNA构建的预后模型和生存模型能够为肺腺癌患者的临床治疗提供一定的理论指导。
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ScreeningandAnalysisofNeutrophilExtracellular
Traps-AssociatedlncRNAsinLungAdenocarcinoma

ZHAOYuanyuan,CHENYingli,LIZhiying
(SchoolofPhysicalScienceandTechnology,

InnerMongoliaUniversity,Hohhot010021,China)

  Abstract:Lungadenocarcinomaisoneofthemostcommonsubtypesofnon-small-celllung
cancer,accountingforapproximately40%ofalllungcancerpatients.Thesignificanceoflongnon-
codingRNA (lncRNA)linkedtoneutrophilextracellulartraps(NETs)inlungadenocarcinoma
patients'prognosishasgraduallycometolightasresearchhasprogressed.Thus,investigatingthe
connectionbetweenlncRNAandNETscanofferatheoreticalfoundationfortheclinicaltreatment
ofpatientswithlungadenocarcinoma.Inthiswork,weconstructedaprognosticmodelandasurviv-
almodelbasedon13lncRNAsbyunivariateCoxanalysis,LASSOregressionanalysis,andmultiva-
riateCoxanalysis.Themodelwasvalidatedusingsurvivalanalysis,ROCcurves,andcalibration
curves.TheROCcurve'sdatademonstratesthemodel'ssignificanceforlungcancerpatients'prognosis.
  Keywords:lungadenocarcinoma;neutrophilextracellulartrap;longnon-codingRNA
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