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肾癌相关 6=DAF0及靶基因对肾癌预后的评估价值

聂倩茹<E，赵海东<，杨小丽<

（桂林医学院 <3公共卫生学院，E3科学实验中心，桂林!桂&林林''）

摘要!目的 基于美国癌症基因组图谱（QBXF）构建肾癌 6=DAF0预后风险模型评分公式，分析这个评分公式

评估 6=DAF0及其靶基因作为肾癌预后分子标志物的潜在临床价值。 方法 基于 QBXF肾癌 6=DAF0与

6DAF测序数据，采用单因素、U<00T和多因素 BT因回归分析，构建肾癌 6=DAF0预后风险模型；通过对靶基因

进行 X·、、NXX富集分析，筛选相关 6=DAF0；在临床样本中验证预后风险模型中筛选出的 6=DAF0及其靶基

因的表达。 结果 基于 QBXF数据库，在肾癌与其癌旁样本转录组数据中共找到 '& 个差异 6=DAF0和 林 第第和

个差异 6DAF0，独立预后分析筛选得到 ) 个 6=DAF0。 X·与 、NXX富集分析结果提示，) 个 6=DAF0的功能

与 与?#、SFY.信号通路、钙离子信号通路、[F与、信号通路有关。 采集肾癌临床样本，应用用与BD分析，结果显

示，桂 个 6=DAF0在肾癌临床样本中的表达模式与 QBXF数据库中的表达模式一致，6=DAF0的 的 个靶基因表

达模式与其在 QBXF数据库中的表达趋势一致。 免疫组化结果显示，，与XV在肾癌中低表达。 结论 构建的

肾癌 6=DAF0预后模型能有效筛选肾癌预后相关 6=DAF0，这些 6=DAF0的研究对揭示肾癌发生与发展机制

及评估肾癌预后具有重要意义。
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!!肾细胞癌（\8;<578557<;78\，DBB）又称肾癌，是

一种常见的源自肾小管上皮细胞的泌尿生殖道恶性

肿瘤［"］ 。 肾癌病理类型主要有以下几种：透明细胞

型、乳头状型、嫌色型及其他亚型，其中最常见的是

透明细胞型，约占肾癌总发病率的 )的!［+］ 。 +的"' 年

发布的一项流行病学调查结果显示，我国肾癌的发

病率、死亡率在全球范围内处于较高水平，+的"' 年肾

癌新发病例 %' ,+) 例，死亡 +第 '%& 例，我国肾癌新

发病例占全球肾癌新发病例的 "$3"!，死亡病例为

全球的 "&3&!［第］ 。 由于肾癌在早期阶段无明显临床

特征，导致约 "$!的患者确诊时已经进入晚期阶

段［&］ ，这些患者的预后较差，往往需要采用靶向治疗

改善患者预后。

近年来，随着高通量测序技术的兴起，通过生物

信息学手段对大规模癌症样本进行分析，了解癌症

发生发展的机制，构建癌症预后模型，并筛选、鉴定

癌症相关分子标记物，这将有利于提升对癌症发生

与诊治的认识水平。 6=7\TDAF0是一种小的非编码

DAF，通过降低靶 6DAF的稳定性或抑制其翻译，参

与细胞周期、增殖、凋亡、迁移、侵袭等多种癌症发生

过程［%］ 。 研究［$］ 表明，6=DS"&" 可作为一种肾癌生

物标志物，通过 N/-F+过/SRFW过/SFWQ过，，H0信号通

路参与肾癌细胞的增殖与转移。 因此，6=DAF0与

6DAF是肾癌诊断与肾癌预后监测的潜在生物标志物。

本研究基于 QBXF数据库中肾癌 6=DAF0与

6DAF转录组数据，通过差异表达分析与独立预后

分析，构建肾癌相关 6=DAF0预后模型，根据风险评

分分析，筛选肾癌相关 6=DAF0，鉴定这些 6=DAF0

及作用的靶基因，为肾癌生物标志物的研究和应用

提供实验依据。

。/材料与方法
。3。/数据收集

从 QBXF数据库中获取 $"& 例肾癌患者的

DAFS08e 数据、$"$ 例肾癌患者的 6=DAF0原始数据

及其临床样本数据。

。3#/差异表达分析
使用 /8\5软件对肾癌 6DAF与 6=DAF转录组

数据进行处理并分别构建 6DAF表达矩阵与

6=DAF表达矩阵。 用“8948D包”分别对 6DAF表达

矩阵和 6=DAF表达矩阵进行差异表达分析。 筛选

标准为为5T4RB为u"3% 且 RVDo的3的%。

。3!/预后模型构建
首先使用“D软件”中的“7<\8.包”将筛选后得

到的 &'' 个样本随机分为训练集（+%" 个样本）和测

试集（+&, 个样本）；用“0:\̂=̂<5包”筛选与肾癌生存

相关的 6=DAF0。 采用 用<00T回归（最小绝对收缩和

选择算法）对上述单因素预后结果进行降维分析，用

“456;8.包”构建模型，对模型随机循环 " 的的的 次，并

对 5<6E9<值进行交叉验证，得到最佳的 5<6E9<值。

对上述 用<00T回归分析的结果进行预后模型构建，用

“D软件”中“0:\̂=̂<5包”进行多因素回归分析，筛选

·+""·
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出最优模型。 根据模型公式计算每个样本的风险评

分，并以训练集中风险评分的中位值将样品分为高、

低风险组。

。3%/预测 6=DAF0的靶基因
使用 /8\5软件对Q<\48.@7<;、6=D、P、6=DQ<\P<08

第 个数据库进行 6=DAF0的靶基因预测，将两个及以

上数据库存在靶向关系的 6DAF定义为 6=DAF0的

靶基因，绘制 6=DAFS6DAF调控网络。

。32/XZ和 WNXX富集分析
使用“D软件”对差异表达的靶基因进行 XZ和

WNXX富集分析，设定 定o(3(% 并筛选出功能和通路

富集相关靶基因。

。31/肾癌与癌旁样本收集
收集 +(++集+(+& 年桂林医学院附属医院肾癌患

者的癌组织及癌旁组织标本，共 "$ 对，同时收集患

者血液中的白蛋白、肌酐、尿酸、氯离子、钾离子、钠

离子和钙离子含量等临床检验指标。 本研究经桂林

医学院附属医院医学伦理委员会批准（XMUU+(++(,,）。

。3"/DQSeHBD检测 6=DAF及 6DAF在肾癌及癌旁
组织中的表达

使用 Q\=用T5法提取肾癌组织和癌旁组织总

DAF，按照生工生物工程股份有限公司 6=DAF加尾

法逆转录试剂盒将总 DAF中的 6=DAF逆转录为相

应 7、AF；根据 Q<W<D<H\=68@7\=/.Q据 DQ据<0.8\据=1

试剂盒说明书将总 DAF中的 6DAF逆转录为相应

7、AF。 将合成的 7、AF稀释 "( 倍后进行扩增。 引

物由生工生物工程股份有限公司定制，6=DAF引物

采用加尾法设计合成，6=DAF内参选择 K$，6DAF

内参选择 择S<7.=;，按照 +照--B.进行数据的处理。 引物

序列如表 " 所示。

表 "表6=DAF、6DAF引物序列

基因名称 表表表上游引物序列 %序S第序 表表表下游引物序列 %序S第序

6=DS+"S%/ BBXQXBQFXBQQFQBFXFBQXFQXQQXF FBXBQQBFBXFFQQQXBXQ

6=DS"&列S%/ FQBQXXBQBBXQXQBQQBFBQBBB FBXBQQBFBXFFQQQXBXQ

6=DS++&S%/ XBBXQBFFXQBFBQFXQXXQQBBXQ FBXBQQBFBXFFQQQXBXQ

6=DS+(ES第/ BXXFBQXQFXQFQXXXBFBQQBBFX FBXBQQBFBXFFQQQXBXQ

6=DS"&+S%/ XBXBFXXBBFQFFFXQFXFFFXBFBQ FBXBQQBFBXFFQQQXBXQ

6=DS+"%S%/ BBXFXBXFQXFBBQFQXFFQQXFBFX FBXBQQBFBXFFQQQXBXQ

K$ FFXQXBQBFQFXQXBFX FBXBQQBFBXFFQQQXBXQ

择S<7.=; QXXBFBBBFXBFBFFQXFF BQFFXQBFQFXQBBXBBQFXFFXBF

BZDZ+P BFQBBBBBQXXFXBFXFBFX BXQBFQXQQBBXBQQBFXBB

@UB%F第 BBQFBBXQXBBBBFXFFQXQ XXXFXXQXXQXQXFXFFXXB

H@FQ" XXXBQQXXQQBQXXFXQXXF QXBBQBBBFBFXFBFBXQFX

BZU+)F" FBBXXXFBQXXBQXXQQFQX BXXQBQBBQBXFQBFBBBFB

JHX、 XQQXBFBFXBFXBBXXQQQF BFFQBFFQXXQXXXBXBQXB

AQDW+ XBQQBQXBQXXBQXXQQXQX BQBXXFFFQXBBFBXFQXBB

XUMFQ XFXXFFXFXBBQBBBFXBFQ FXXBBFBQQXQBBFBBFBFX

Z@据D BBFQQBBFXBFBBFXBBFFB FXBFXXFXFFXBFBBBFBFB

HUFK QQXBXXBBFQBQFBFXXFXX QBBBBQQXBXQXQQXXFXQQ

KXQ, QXFFXQXXXQXBQBBQXBQB QXBFXBFFXQQBFQXBXXQB

·第""·
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.33/免疫组化检测 JHXV在肾癌及癌旁组织中的

表达
肾癌及其对应癌旁组织的芯片购买于上海威奥

生物科技有限公司，共 第' 对标本。 免疫组化试剂购

买于中杉金桥公司。 将组织芯片置于 于, k烤片

+ 片，然后使用二甲苯脱蜡，梯度乙醇脱水后，修复抗

原；阻断内源性过氧化物酶之后，于 & k冰箱孵育一

抗 抗+ 片；V；P染色，苏木素进行复染，盐酸乙醇分化

+化第 0后，于清水中返蓝。 封片后，根据免疫组化评

分确定 JHXV在肾癌与癌旁组织中的表达。

。/结果
。3./肾癌相关 6=DA；0与 6DA；0筛选

以|5T4RB|u抗3% 且 RVDo(3(% 为标准，在 6=DA；

测序数据中鉴定得到 '& 个差异表达 6=DA；0，其中

包括 %( 个上调6=DA；0和 && 个下调6=DA；0。 以同

样标准，在 6DA；测序数据中鉴定得到 抗 +于于 个差

异表达基因，其中包括 ,于, 个上调基因与 第', 个下

调基因。 差异基因火山图如图 抗 所示。

注：红色表示在癌组织中表达上调，绿色表示在癌组织中下调，

黑色表示差异无统计学意义的 6=DA；0。

图 抗!6=DA；表达分析火山图

。3。/构建的 6=DA；0预后模型
首先根据单因素 BT因回归分析，筛选出与预后

相关的 6=DA；0，设定与生存相关的标准为 为o(3(抗，

得到 抗( 个显著相关的 6=DA；0。 为减少多重共线性

的影响，采用 用<00T回归对以上结果进行降维分析，

在 在值最小处对应有 ' 个与预后相关的 6=DA；0，对

其进行交叉验证；然后，基于 用<00T分析结果，进行多

因素 BT因分析并构建模型。 最终模型包括 ) 个

6=DA；0，分别为 6=D为+抗为%/、 6=D为+(E为第/、 6=D为++&为

%/、6=D为抗&'为%/、6=D为抗&+为%/、6=D为&))+为%/、6=D为+抗%为

%/。 依据构建的预后模型中每个基因的相关系数

（BT8]）和其基因表达量计算模型的风险评分，风险

评分评分1
C评抗$!lB!，1：模型中基因总数；$为基因的相

关系数；B：每个基因的表达量；!：基因的序号。

。3!/模型的效果
将 将BX；数据库中肾癌样本随机分配为训练集

（+%抗 例）和测试集（+&, 例），依据训练集中风险评

分的中位值将样品分为高、低风险组。 训练集：风险

曲线显示，高风险组风险评分显著上调，死亡率逐渐

上升，高风险组 6=DA；0表达水平与低风险组之间

的差异具有统计学意义（为o(3(抗），结果如图 + 中

；为B所示。 生存分析显示，两组之间的生存率差异具

有统计学意义（为o(3(抗），结果如图 +V所示。 对训

练集按照 抗 年、第 年、% 年进行生存分析，结果显示

；显B值均大于 (3)，表明该预后模型对肾癌具有较强

的诊断效能，结果如图 +如所示。

·&抗抗·
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注：F3风险曲线图；P3生存状态散点图；；3风险

热图；V3生存曲线图；N3风险模型的 " 年、第

年、、 年的 D的；曲线下面积。

图 +!训练集中肾癌患者 6=DAF的预后价值

测试集分析结果与训练集结果相一致，表明该

模型可为肾癌患者提供预后监测，结果如图 第 所示。 注：F3风险曲线图；P3生存状态散点图；；3风险热图；V3生存
曲线图；N3风险模型的 " 年、第 年、、 年的 D的；曲线下面积。

图 第!测试集中肾癌患者 6=DAF的预后价值

值3%/靶基因的筛选
根据 WNXX和 X的富集结果，选择出 ' 个与

6=DAF调控相关的靶基因，结果如表 + 所示。

·、""·
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表 +!6=DAF调控的靶基因

6=DAF名称 肿瘤中表达 相互作用靶基因

6=DS+"S、/ 高表达 表达XV、AQDW+、@U；、F第

6=DS"&'S、/ 低表达 ；的U+)F"

6=DS++&S、/ 高表达 达@FQ"

6=DS"&+S、/ 高表达 XUMFQ、@U；、F第、达@FQ"

6=DS+"、S、/ 高表达 ；的D的+P、达UFK、KXQ,

值32/6=DAF及其靶基因在肾癌中的表达
荧光定量 达；D结果显示，预后模型中 6=DS+"S

、/ 在肾癌组织中上调，其靶基因 表达XV、AQDW+、

@U；、F第 在肾癌组织中下调，差异有统计学意义（@o

(3(、）；6=DS+"、S、/ 在肾癌组织中上调，其靶基因

；的D的+P、KXQ,、达UFK在肾癌组织中下调（@o(3(、）；

6=DS++&S、/ 在肾癌中表达上调、其靶基因 达@FQ" 在

肾癌组织中下调（@o(3(、）；6=DS"&+S、/ 在肾癌组织

中表达上调，其靶基因 XUMFQ在肾癌组织中下调

（@o(3(、）；6=DS"&'S、/ 在肾癌组织中表达下调（@o

(3(、），结果如图 & 所示。

注：F36=DS+"S、/ 及其靶基因；P36=DS++&S、/ 及其靶基因；；36=DS+"、S、/ 及其靶基因；V36=DS"&'S、/ 及其靶基因；

N36=DS"&+S、/ 及其靶基因。 与癌旁组织比较，，@o(3(、，，@u(3(、。

图 &!6=DAF0及其靶基因在肾癌中表达分析

值31/表达XV在肾癌及癌旁组织中表达
表达XV是 6=DS+"S、/ 的靶向调控基因，免疫组织

化学结果显示，表达XV在肾癌中表达明显低于癌旁

组织（@o(3("），结果如图 、 所示。
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注：F3免疫组织化学检测 表达XV在肾癌中的表达（&((l）；P3表达XV在癌组织中的表达评分分

析。 与癌旁组织比较，，@o(3(、。

图 、!表达XV在肾癌组织中的表达分析

值3"/表达XV与临床相关指标的相关性
依据 表达XV表达水平将患者分为高表达组与低

表达组，分析结果表明，表达XV的表达水平与患者血

液中的白蛋白、肌酐、尿酸、氯离子、钾离子、钠离子

和钙离子含量等指标并无明显关联。

。/讨论
肾癌患者的生存期与其转移有关，若肿瘤未发

生远处转移仅局限于肾脏，其 、 年生存率约为 '(为，

而发生远处转移的患者，其 、 年生存率仅有 "(为［)］ 。

随着分子生物学研究的逐渐深入，预后评估对于肾

癌患者具有重要意义，相较于用单一生物标志物进

行预后评估，多个生物标志物整合构建的预后模型

将显著提升其预后价值。 研究［,］ 表明，采用多个

6=DAF0具有更高的诊断和预后价值，通过构建肾癌

6=DAF0预后风险模型，将为患者的靶向治疗提供有

意义的参考。 因此， 本研究从 Q；XF数据库的

6=DAF0测序数据以及临床数据中筛选出 ) 个高度

相关的 6=DAF0，以此为基础，构建肾癌 6=DAF0预

后风险模型，并推导出它的评估公式，经单因素 ；T1

回归分析、U<00T回归分析与多因素 ；T1回归分析，

证明该模型和评估公式可以用来预测肾癌患者的预

后情况。

本研究对构建的肾癌预后模型中 6=DAF0的靶

基因进行预测，并构建预后模型 6=DAFS6DAF调控

网络。 为评估预后模型中 6=DAF0在肾癌发生、发

展中的作用，本研究对预后模型中的 6=DAF0的靶

基因集进行 X的与 WNXX富集分析，结果显示，靶基

因功能主要与 达与第WSFY.信号通路、钙离子信号通

路、[F达W信号通路及癌症组织的转录失调等有关。

达与第WSFWQ信号通路可以促进肾癌的进展和转移［'］ 。

。FAX等［"(］研究发现，U达FD+ 对 U达F促进肾癌进

展至关重要，其作用机制主要取决于 [F达W和 A和S

.P的激活。 因此，本研究所构建的肾癌预后风险模

型公式中，6=DAF0的功能与肾癌的发生与发展具有

重要的联系。

研究［""］表明，6=DS+"S、/ 能促进乳腺癌、肝癌的

发生、发展。 6=DS+"S、/ 是一个潜在的乳腺癌预后标

记物，通过靶向 QX和靶D第 和 NX和D在乳腺癌中发挥

作用［"+］ 。 6=DS+"S、/ 对肾癌细胞的侵袭和迁徙具有

促进作用［"第］ 。 本研究结果表明，6=DS+"S、/ 在肾癌

中表达水平升高，可能与肾癌的发生和发展有关。

6=DS++&S、/ 促进甲状腺癌的进展［"&］ ，血清 6=DS++&S

、/ 可以作为肾癌的生物标志物［"、］ 。 本研究发现，

6=DS++&S、/ 在肾癌组织中明显上调。 6=DS+"、S、/ 在

乳腺癌中低表达［"$］ ，6=DS+"、S、/ 可以抑制肾母细胞

瘤细胞的增殖和迁移，从而抑制肾母细胞瘤的进

展［")］ 。 本研究结果表明，6=DS+"、S、/ 在肾癌组织中

表达高于癌旁组织，推测 6=DS+"、S、/ 的高表达可能

对肾癌的发生、发展有促进作用。 最近有文献［",］报

告，在肾癌细胞系中转染后发现 6=DS"&+S、/ 促进肾

癌细胞的增殖与迁移，经一系列实验证明 6=DS"&+S

、/ 作为致癌因子在肾癌中发挥作用。 本研究所构建

的肾癌预后风险评分公式中的 6=DAF0在癌症，尤

·)""·
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其是在肾癌发生与发展中起重要的作用，表明本研

究所构建的肾癌预后风险评估公式对肾癌诊断以及

预后监测有重要价值。

为了阐明预后模型中 6=DAF0的作用，本研究

通过构建 6=DAFS6DAF调控网络对预后模型中的

6=DAF0的靶基因进行预测，并对预测的靶基因进行

分析，发现 表达XV、AQDW+、@U；、F第、达@FQ"、；的D的+P、

达UFK、KXQ,、XUMFQ、的@[D在肾癌组织中低表达。

, 个靶基因（达UFK、表达XV、；的D的+P、AQDW+、KXQ,、

XUMFQ、@U；、F第 和 达@FQ"）在肾癌中的表达模式与

Q；XF数据库中展示的表达模式基本一致。 XF的

等［"'］研究了 达UFK在宫颈癌中的表达，发现 达UFK

表达对宫颈癌细胞的增殖、迁移和侵袭有重要作用。

本研究的实验结果表明，达UFK在肾癌组织中呈低表

达，D的；曲线显示，达UFK在肾癌中作为诊断标志物

的准确率约为 (3,,"。 表达XV过表达抑制胃癌细胞

的增殖、侵袭和迁移［+(］ 。 本研究发现，表达XV在肾癌

组织中呈低表达，提示其可能是肾癌的抑制基因。

；的D的+P与疾病的相关研究较少，；的D的+P在发育

小鼠的肾脏组织和成熟的足细胞中高表达，由此认

为 ；的D的+P是一种新的足细胞特异性高表达蛋

白［+"］ 。 本研究结果显示，；的D的+P在肾癌组织中呈

低表达。 AQDW+ 是神经营养受体酪氨酸激酶 +，也

称为 Q为YS靶，由 AQDW蛋白家族编码［++］ 。 研究［+第］ 显

示，AQDW+ 与乳腺癌的发生相关，AQDW+ 表达受

6=DS,,、S第/ 调节，从而调节 达与W第调FWQ信号通路。

本研究显示，AQDW+ 是 6=DS+"S、/ 的靶基因，在肾癌

组织中表达下调。 XUMF是一种人甘氨酸 AS酰基转

移酶，XUMFQU" 表达降低与肝细胞癌患者的生存期

短相关［+&］ 。 有研究［+、］ 表明，达@FQ" 作为一种限速

酶，与胰腺癌的发生、发展相关。

%/结论
本研究构建的肾癌预后风险模型及评分公式可

应用于肾癌发生与发展的研究和肾癌患者的预后

评估。
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