
  

膀胱癌溶酶体相关基因的预后模型构建与分析
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[ 摘要 ]  目的　探索基于溶酶体相关基因的预后模型在膀胱癌患者中应用的可行性。方法　通过下载癌症

基因组图谱（the cancer genome atlas program，TCGA）数据库中膀胱癌数据和基因表达综合数据库（gene expression

omnibus，GEO）中GSE13507 数据集。利于 R 语言通过差异分析、单因素比例风险模型（COX）回归分析筛选出

TCGA 数据库中与膀胱癌生存相关的差异表达的溶酶体相关基因，采用最小绝对值收敛和选择算子算法（Lasso）

回归模型构建出预后模型。根据构建模型风险评分的中位值划分出高、低风险组。使用生存分析比较高、低风

险 2 组患者的生存差异并在 GEO 数据集中进行验证。采用单因素及多因素 Cox 回归分析验证风险评分是否为

影响膀胱癌患者预后的独立危险因素。受试者工作特征曲线用于评估预后模型预测的准确性。GO 及 KEGG 富

集分析用于探索高、低风险组差异基因的生物学功能及信号通路。免疫分析用于探索高、低风险组免疫功能差

异。结果　共筛选出 44 个差异表达的溶酶体相关基因，其中 9 个与预后相关基因用于预后模型构建，生存分

析显示低风险组预后明显优于高风险组（P < 0.05），并在 GEO 数据库中得到验证。构建模型预测膀胱癌患者

1 a、3 a、5 a 生存的 ROC 曲线下面积（area under the curve，AUC）分别为0.696、0.717、0.738。独立预后分析提

示构建模型为膀胱癌患者独立预后影响因素；GO 富集分析提示高、低风险组差异基因主要参与细胞结构功能

相关；KEGG 富集分析提示差异基因主要富集于 PI3K-Akt 信号通路。免疫分析提示 2 组患者免疫细胞浸润情

况及免疫功能具有明显差异（P < 0.05）。结论　膀胱癌溶酶体相关基因风险模型能准确有效地预测膀胱癌患者预后。
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［Abstract ］   Objective　To explore the feasibility of applying the prognosis model based on lysosomal related

genes（LRGs）  in  patients  with  bladder  cancer （BC） . Methods　Bladder  cancer  data  were  downloaded  from The

Cancer Genome Atlas （TCGA） program and dataset of GSE13507 were downloaded from Gene Expression Omnibus

（ GEO） .  Differentially  expressed  LRGs  related  to  the  survival  of  BC  in  the  TCGA  database  were  screened  by

differential analysis and single factor proportional hazards model （COX） regression analysis via R software. LASSO

regression was used to construct a prognostic risk model. BC patients were divided into the high and low risk groups

according to the median risk score. Survival analysis were used to compare the survival differences between the high-

risk and low-risk groups of BC patients，and validate in GEO database. Univariate and multivariate cox regression

analysis  were  used  to  verify  whether  the  risk  scores  were  an  independent  risk  factor  affecting  the  prognosis  of  BC

patients. The receiver operating characteristic （ROC）  curve was used to evaluate the accuracy of prognostic model 
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predictions. GO and KEGG enrichment analysis were used to explore the biological functions and signaling pathways

of  differentially  expressed genes between the high-risk and low-risk groups.  Immunoassay was used to  explore the

differences  in  immune  function  between  the  high-risk  and  low-risk  groups. Results　 A  total  of  44  differentially

expressed lysosomal related genes were screened，of which 9 genes related to the prognosis were used to construct

the prognosis model in this study. Survival analysis showed that the prognosis of the low-risk group was significantly

better than that of the high-risk group （P < 0.05），which was verified in GEO database. The area under the ROC

curve （AUC）  of  the  BC prognosis  risk  scoring  model  to  predict  the  1-，3- and  5-year  survival  of  patients  were

0.696，0.717 and 0.738，respectively. Independent prognostic analysis showed that this prognostic risk model was

an  independent  prognostic  factor  for  BC  patients.  GO  enrichment  analysis  indicated  that  the  differential  genes

between  the  high-risk  and  low-risk  groups  were  mainly  involved  in  cell  structure  and  function  correlation.  KEGG

enrichment  analysis  suggested  that  the  differential  genes  were  mainly  enriched  in  PI3K-Akt  signaling  pathway.

Immunological  analysis  showed  that  there  were  significant  differences  in  immune  cell  infiltration  and  immune

function  between  the  two  groups. Conclusion　 Risk  model  of  lysosomal  related  genes  in  BC  can  accurately  and

effectively predict the prognosis of BC patients.
［Key words ］ Bladder cancer；Lysosomal related genes；Prognostic model；Bioinformatics

 
膀胱癌是泌尿系统常见的恶性肿瘤，根据相

关的调查数据显示 2018 年全球每年新发的膀胱癌

患者数达到 54 万例，而每年因膀胱癌死亡的患者

也接近 20 万例。在中国，膀胱癌是发病率及死亡

率最高的泌尿系肿瘤[1−2]。

溶酶体是存在于真核细胞内的单层囊泡状细

胞器，其广泛分布于细胞质中，是细胞内参与降

解的主要细胞器[3]，同时相关研究表明溶酶体广

泛参与多种肿瘤地增殖、侵袭、转移以及治疗耐

药的调控过程。溶酶体相关基因的表达异常是调

控溶酶体功能的重要因素，进一步探索膀胱癌中

差异表达的溶酶体相关基因与预后的关系有利于

寻找潜在的干预靶点，改善膀胱癌患者的预后。

本研究拟通过生物信息学方式构建膀胱癌溶

酶体相关基因的预后模型用于预测膀胱癌患者预

后，为后续进一步探索膀胱癌发病机制，寻找潜

在的治疗靶点提供参考。 

1    资料与方法
 

1.1    数据收集与整理

从 TCGA 数据库中下载膀胱癌转录组表达数

据及相对应患者的临床信息数据，数据下载截止

日期为 2022 年 10 月 19 日，共下载获得膀胱癌肿

瘤 样 本 412 例 ， 癌 旁 正 常 组 织 样 本 19 例 。 将

TCGA 数据库所下载的膀胱癌数据作为本研究的

训练集。

从 GEO 数据库中下载 GSE13507 数据集的表

达数据与临床数据并整理。将 GSE13507 作为本

研究的验证集。

从 KEGG 数据库中检索并下载溶酶体相关的

基因（lysosomal related genes，LRGs），共获得溶酶

体相关基因 132 个。 

1.2    LRGs 的筛选

使 用 R 语 言 中 的 Limma 包 对 下 载 整 理 的

TCGA 膀 胱 癌 及 癌 旁 正 常 组 织 样 本 表 达 数 据 与

KEGG 数据库中下载的溶酶体相关基因取交集，

从而获得溶酶体相关基因的表达数据。继续使用

Limma 包对溶酶体相关基因表达数据进行差异分

析，按照预先设定阈值|log2Fold change|≥1 且 P <

0.05 筛选获得膀胱癌差异表达的 LRGs，使用 R

语言 pheatmap 包和 plot 包绘制膀胱癌差异表达的

溶酶体相关基因的热图和火山图。 

1.3    提取与预后相关的 LRGs 并构建风险模型

将 TCGA 差异表达的膀胱癌 LRGs 表达数据

与对应的生存数据进行合并，使用“Survival”和

“Survminer”包，设置过滤条件为 0.05，采用单

因 素 分 析 寻 找 与 预 后 相 关 的 LRGs 并 绘 制 森

林图。

使用 R 语言“Glmnet”包和“Survival”包，

以 TCGA 样本为训练集、GEO 样本为验证集进行

模型构建。首先对训练集数据进行 lasso 回归模型

构建并绘制图形，同时对数据进行交叉验证并得

到交叉验证误差最小点所对应的基因及模型构建

公式，并绘制交叉验证图形。根据 TCGA 构建模

型基因的表达量对其进行风险评分，根据风险评

分的中位值划分出高、低风险组。根据 TCGA 构

建的模型公式提取 GEO 数据集中模型基因的表达
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量并对其风险评分，同样按风险评分的中位值划

分为高、低风险组。 

1.4    生存分析

使用 R 语言“Survival”和“Survminer”包分

别对构建的 TCGA 和 GEO 风险模型进行高、低风

险组生存差异分析并绘制生存曲线图。 

1.5    独立预后分析

分别采用单因素及多因素 Cox 回归分析对膀

胱癌患者进行独立预后分析以寻找影响膀胱癌患

者的预后因素。 

1.6    ROC 曲线绘制

使 用 R 软 件 “ Survival”、“ Survminer”、

“TimeROC”包对构建的模型与其他临床形状进

行生存的联合 ROC 曲线绘制来评价该模型的敏感

性与特异性。同时对构建的模型分别绘制出膀胱

癌患者 1 a、3 a、5 a 的生存 ROC 曲线。 

1.7    功能富集分析

为了解所构建模型高、低风险 2 组差异表达

基因的生物学功能及可能涉及的通路，使用 R 语

言“ClusterProfiler”包对高、低风险组中差异表

达基因进行 GO 及 KEGG 富集分析。 

1.8    免疫分析

使用“Limma”包对训练集中 412 例膀胱癌

样本的免疫细胞浸润情况进行分析，然后使用

“ Limma”、“ Reshape2”、“ Ggpubr” 包 ， 采

用 CIBERSORT 算法，设置过滤条件 P = 0.05，对

所构建模型的高、低风险 2 组样本中免疫细胞表

达情况进行比较分析，并绘制结果箱线图。使用

“Limma”、“GSVA”、“GSEABase”包，采用

ss GSEA 算法对高、低风险 2 组的免疫相关功能

进行差异分析并绘制箱线图。 

2    结果
 

2.1    膀胱癌中溶酶体相关基因的差异表达情况

通过差异分析获得差异表达的 LRGs 共 44 个，

其中差异表达的上调基因共 35 个，下调基因 9 个，

见图 1。
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图 1    差异表达基因热图（左）及火山图（右）

Fig. 1    Heat map （left） and volcanic map （right） of differentially expressed genes
A：差异表达基因热图；B：火山图。

 
 

2.2    溶酶体相关基因的预后模型构建

通过单因素分析得到与预后相关的 LRGs 共

有 10 个 （ TCIRG1、 ATP6V0B、 CTSA、 NAPSA、

IDUA、 HYAL1、 DNASE2B、 ABCB9、 CLN3、

AP1G2），见图 2。

通过 Lasso 回归分析及交叉验证最终确定 9

个 与 预 后 相 关 的 差 异 表 达 的 溶 酶 体 相 关 基 因

（ TCIRG1、 ATP6V0B、 CTSA、 NAPSA、 IDUA、

HYAL1、DNASE2B、ABCB9、CLN3）用于预后模

型构建，见图 3。 

2.3    生存分析

生存分析发现通过模型构建后的高、低风险

组在 TCGA 和 GEO 数据集中 2 组生存差异均有统

计学意义（P < 0.05），见图 4。 

2.4    独立预后分析

单因素及多因素分析均发现所构建的预后模

型为膀胱癌患者的独立预后因素（P < 0.001），可

有效预测患者预后，见图 5。 

2.5    ROC 曲线

通过联合 ROC 曲线发现所构建的预后模型预
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测膀胱癌患者生存预后相比其他临床性状预测曲

线下面积最大（AUC=0.738）。所构建模型预测 1 a、

3 a、5 a 生存 ROC 曲线 AUC 分别为 0.696、0.717、

0.738，见图 6。 

2.6    基因富集分析结果

GO 富集分析显示高、低风险组差异表达基

因主要富集在表皮发育、皮肤发育角质化、中间

灯丝组织、角质形成细胞分化、外部封装结构组

织、细胞外基质组织、细胞外结构组织等生物过

程中。KEGG 富集分析提示高低风险组差异表达

基因在 PI3K-Akt 信号通路中有统计学意义（P <

0.05），见图 7。 

2.7    免疫分析结果

免疫分析结果显示 CD8+ T 细胞、滤泡辅助

性 T 细胞（T cells follicular helper，Tfh）、调节性 T

细胞（T cells regulatory，Tregs）等3 种免疫细胞在高、

低风险组中表达具有统计学意义（P < 0.05）。免疫

相关功能差异分析显示：抗原呈递细胞共抑制剂

（APC co inhibition）、抗原呈递细胞共刺激（APC co

stimulation）、趋化因子受体（CCR）、免疫检查点
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Fig. 2    Univariate COX analysis
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（Check-point）、炎症促进（Inflammation-promoting）、

MHC 主要组织相容性复合体 I 类分子（MHC class

I）、副炎症（Parainflammation）、T 细胞共抑制（T cell

co−inhibition）、T 细胞共刺激（T cell co−stimulation）、

I 型干扰素（T cell co−stimulation）等10 种免疫相关

功能在高、低风险 2 组中存在统计学差异（P <

0.05），见图 8。
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图 5    单因素（左）及多因素（右）分析

Fig. 5    Univariate （left） and multivariate （right） analysis
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图 6    联合 ROC 曲线（左）和训练集ROC 曲线（右）

Fig. 6    Joint （left） and training set （right） ROC curves
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3    讨论

膀胱癌是目前发病率最高的泌尿系肿瘤，老

年男性高发。近年来随着各种分子靶向治疗、免

疫治疗等发展，膀胱癌患者的预后得到了一定的

改善[4]，但由于膀胱癌早期症状隐匿、缺乏有效

的标记物，整体上预后仍较差，进一步寻找膀胱

癌预后相关的标志物对于膀胱癌患者预后判断极

为重要。本研究通过 Lasso 回归筛选出 9 个与预

后相关的差异表达的溶酶体相关基因用于预后模

型构建，该模型可有效预测膀胱癌患者的生存预

后并在 GEO 数据库中 GSE13507 数据集中得到了

进一步验证，而且相比于其他临床性状，笔者所

构建的模型其 ROC 曲线下面积最大，进一步表明

了该模型预测的准确性及有效性。

本研究通过差异分析发现有 44 个溶酶体相关

基因在 TCGA 膀胱癌与癌旁组织中差异表达，单

因素分析发现这其中的 10 个差异表达的溶酶体相

关基因与膀胱癌患者预后相关，而 Lasso 回归分

析后最终确定了 9 个基因与预后相关的差异表达

基因用于预后模型构建，并在 GEO 数据集中得到

了验证。这 9 个基因通过影响溶酶体功能继而发

挥作用，如参与溶酶体存储与转运、溶酶体糖蛋

白的降解等。在癌症的转化过程中溶酶体的数量、

形态、pH 值、酶的含量以及位置等都将发生改

变[5]。溶酶体在肿瘤微环境，特别是酸性环境的

诱导下发生离心运动，从细胞质中央向周围运动，

继而发生胞吐作用，溶酶体内的酸性水解酶释放

到细胞间质，导致细胞基质降解，从而加速肿瘤

细胞的迁徙与转移[6−8]。本研究中预后模型基因

HYAL1 基因所编码的透明质酸酶通过降解透明质

酸进一步增强肿瘤细胞的侵袭能力，加速肿瘤转

移[9]。另外，溶酶体是分解代谢的主要场所，而

分解代谢亢进是肿瘤的重要特征，溶酶体通过对

自噬作用产生的底物进行降解，从而为肿瘤的生

长与增殖提供物质基础，当溶酶体功能异常时这

种作用将进一步增强，促进了肿瘤的增殖[10]，有

研究表明本研究中的模型构建基因 ATP6V0B 基

因可以通过 E2F1 介导溶酶体运输、mTORC1 系

统信号激活、自噬，从而参与肿瘤转移过程[11]。

总之溶酶体及其功能异常是肿瘤发生、发展重要

影响因素，所以对于溶酶体的靶向调控可能是肿

瘤治疗的潜在靶点。

为进一步了解高、低风险 2 组的生物学功能

差异，笔者进行了差异基因的 GO 和 KEGG 富集

分析，通过富集分析发现 2 组主要集中在细胞结

构组成、细胞外基质与结构等生物学方面存在差

异。而 KEGG 富集分析发现 2 组差异基因主要富

集于 PI3K-Akt 信号通路中，而相关的研究表明

PI3K-Akt 信号通路是膀胱癌增殖、转移的重要通

路[12]。同时对 2 组进行免疫分析发现 2 组的免疫细

胞浸润情况及免疫功能存在较大差异，表明 2 组患

者生存结局的不同可能与肿瘤免疫微环境等有关。

综上所述，本研究基于 TCGA 膀胱癌数据集

成功鉴定了 9 个溶酶体相关基因作为膀胱癌患者

预后预测的潜在标志物，同时在 GEO 数据库中得

到了进一步验证，通过该模型可以筛选出高危患
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图 8    免疫浸润细胞分析（左）及免疫相关功能分析结果（右）

Fig. 8    The analysis results of immune infiltrating cells （left） and immune-related functions （right）
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者，为治疗提供参考依据。
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