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ＮＥＴｏｓｉｓ 相关 ＬｎｃＲＮＡ 对胃癌的预测价值及风险模型构建
胡润林，吴文涌

（安徽理工大学医学院，淮南　 ２３２００１）

摘要　 目的　 用 ＮＥＴｏｓｉｓ 相关长链非编码 ＲＮＡ（ＬｎｃＲＮＡ）构建胃癌的预后模型，并探究其在胃癌中的表达及作用。 方法　 通

过 ＴＣＧＡ 数据库获取胃癌患者数据，利用 Ｇｅｎｅ ｃａｒｄ 数据库获得 ８５ 种与 ＮＥＴｏｓｉｓ 相关的基因，并通过 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关分析筛选出

与 ＮＥＴｏｓｉｓ 相关的 ＬｎｃＲＮＡ。 构建 １ 个基于 ＬｎｃＲＮＡ 的预后模型，并通过生存分析、ＲＯＣ 曲线、一致性指数分析和列线图评估

模型的预测效果，同时探讨高低风险组在基因集富集分析的差异。 此外，利用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 实验验证胃癌患者 ＬｎｃＲＮＡ 的表达差

异，利用 ＣＣＬＥ 数据库探究 ＬｎｃＲＮＡ 在不同肿瘤细胞系中的表达情况。 结果　 利用 １２ 个 ＬｎｃＲＮＡｓ 构建了胃癌的风险预后模

型，根据风险评分，在不同数据集里，将样本数据分别划分为高风险组和低风险组。 验证结果显示，高风险组的生存预后差于

低风险组，风险预后模型预测能力优秀可靠（ＡＵＣ ＝ ０. ７５８，９５％ ＣＩ：０. ６８８ ～ ０. ８２８）。 基因富集分析的结果显示，高风险组富集

了与炎症进展高相关的基因集，而低风险组富集了与 ＤＮＡ 正常发挥功能高相关的基因集。 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测的 ＬｎｃＲＮＡ 在肿瘤

组织和配对的正常胃组织的表达存在差异（Ｐ ＜ ０. ００１）。 通过 ＣＣＬＥ 数据库探究发现 ＬｎｃＲＮＡ 的表达在不同肿瘤细胞系中存

在较大差异。 结论　 通过 １２ 种 ＬｎｃＲＮＡｓ 构建的预后模型可以用来评估胃癌患者的预后以及免疫情况，基因的富集分析可为

ＮＥＴｏｓｉｓ 的后续机制研究提供思路，ＬｎｃＲＮＡ 在胃癌患者癌症组织和正常组织的差异表达以及 ＬｎｃＲＮＡ 在不同肿瘤细胞系的

差异表达，可为新的亚型分型及治疗提供思路。
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　 　 胃癌是全球第五大常见恶性肿瘤，且在中国发

病率和病死率较高［１］。 虽然目前已经有手术、免
疫、靶向治疗、抗血管生成治疗、化疗、放疗等多种疗

法，但是受诊断手段的局限及胃癌的侵袭性与异质

性等的影响，患者预后依然面临诸多挑战［２］。 ＮＥ⁃
Ｔｏｓｉｓ 是细胞程序性死亡的一种模式，中性粒细胞在

ＮＥＴｏｓｉｓ 过程中通过排出中性粒细胞胞外陷阱（ｎｅｕ⁃
ｔｒｏｐｈｉｌ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｔｒａｐｓ，ＮＥＴｓ）来产生作用，虽然在

ＮＥＴｏｓｉｓ 过程中排出 ＮＥＴｓ 可以实现宿主的防御作

用，但是 ＮＥＴｓ 释放会促进血栓形成，并可介导组织

损伤，产生多种不良效应［３ － ４］。 现有研究［４ － ５］ 提示

中性粒细胞通过 ＮＥＴｏｓｉｓ 过程影响胃癌发展以及患

者的预后，是胃癌研究的新方向。 长链非编码 ＲＮＡ
（ｌｏｎｇ ｎｏｎ⁃ｃｏｄｉｎｇ ＲＮＡ，ＬｎｃＲＮＡ）是无法编码蛋白质

的转录本，参与调控基因表达和肿瘤的发生、转移、

耐药性等过程。 研究［６］表明 ＬｎｃＲＮＡ 在肿瘤微环境

中具有重要作用。 该研究针对 ＮＥＴｏｓｉｓ 相关的 Ｌｎ⁃
ｃＲＮＡ 进行数据分析，构建并验证胃癌患者相关的

预后风险模型，探究这些 ＬｎｃＲＮＡ 的功能以及不同

情况下的表达，为胃癌治疗提供新思路。

１　 材料与方法

１． １　 数据获得与处理　 在 ＴＣＧＡ 数据库下载胃癌

患者相关的数据，包括 ３２ 例正常样本的数据和 ３７５
例胃癌样本的数据。 根据临床数据进行筛选排除，
排除生存时间 ＜ ３０ ｄ 以及临床数据不确定的个体，
最后获得 ３５２ 例符合要求的样本数据。 利用 Ｇｅｎｅ
ｃａｒｄ 数据库获得与 ＮＥＴｏｓｉｓ 相关基因，总计 ８５ 种。
１． ２　 ＮＥＴｏｓｉｓ 相关 ＬｎｃＲＮＡ 的筛选 　 利用 ＣＲＡＮ
软件包“ ＢｉｏｃＭａｎａｇｅｒ”、“ ｌｉｍｍａ”，对获得的 Ｎｅｔｏｉｓｓ
相关基因与 ＬｎｃＲＮＡ 数据进行 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关分析

（ ｒ ＞ ０. ４，Ｐ ＜ ０. ００１），筛选得到 ＮＥＴｏｓｉｓ 相关的 Ｌｎ⁃
ｃＲＮＡ。
１． ３　 构建预后模型　 利用 ＣＲＡＮ 软件包“ｃａｒｅｔ”将
之前获得的符合要求的包含 ３５２ 例样本数据的数据

集按 １ ∶ １ 随机分为训练集和测试集。 训练集在训

练过程中主要被用于数据的曲线拟合，测试集主要
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用于对获得的模型进行数据验证。 利用 ＣＲＡＮ 软

件包“ｓｕｒｖｉｖａｌ”，首先在训练组中，进行单因素 Ｃｏｘ
回归分析，筛选获得与预后显著相关的 ＬｎｃＲＮＡ。
利用 ＣＲＡＮ 软件包“ ｇｌｍｎｅｔ”和“ ｓｕｒｖｉｖａｌ”对获得的

ＬｎｃＲＮＡ 数据进行 Ｌａｓｓｏ 回归，进一步进行特征选择

和正则化。 利用 ＣＲＡＮ 软件包 “ ｓｕｒｖｉｖａｌ” 和 “ ｓｕｒ⁃
ｖｍｉｎｅｒ”进行多变量 Ｃｏｘ 回归分析，构建预后模型。
训练集、测试集和全集中，样本数据根据中位风险评

分，被划分到高风险组和低风险组。
１． ４　 对预后模型进行评估 　 利用 ＣＲＡＮ 软件包

“ｓｕｒｖｉｖａｌ”和“ｓｕｒｖｍｉｎｅｒ”对训练集、测试集以及全集

数据进行 Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ 生存分析。 通过利用 ＣＲＡＮ
软件包“ｓｕｒｖｉｖａｌ”、“ｓｕｒｖｍｉｎｅｒ”和“ ｔｉｍｅＲＯＣ”进行受

试者操作特征曲线（ ｒｅｃｅｉｖｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｎｇ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ，
ＲＯＣ）分析，计算 ＲＯＣ 曲线下面积，以评估预后模型

的诊断效能。 利用 ＣＲＡＮ 软件包“ ｓｕｒｖｉｖａｌ”、“ ｒｍｓ”
和“ｐｅｃ”进行一致性指数分析（ｃｏｎｃｏｒｄａｎｃｅ ｉｎｄｅｘ，Ｃ⁃
ｉｎｄｅｘ）。 利用 ＣＲＡＮ 软件包“ｓｕｒｖｉｖａｌ”进行独立预后

分析。 利用 “ ｓｕｒｖｉｖａｌ”、 “ ｒｅｇｐｌｏｔ”、 “ ｒｍｓ” 和 “ ｓｕｒｖ⁃
ｃｏｍｐ”进行列线图分析，用于预测胃癌患者生存率，
并使用 ＲＯＣ 曲线和校准曲线对 Ｎｏｍｏｇｒａｍ 图进行评

价。
１． ５　 基因集富集分析 　 利用 ＣＲＡＮ 软件包“Ｂｉｏｃ⁃
Ｍａｎａｇｅｒ”、 “ ｌｉｍｍａ”、 “ ｏｒｇ． Ｈｓ． ｅｇ． ｄｂ”、 “ ＤＯＳＥ”、
“ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ”、“ｅｎｒｉｃｈｐｌｏｔ”进行基因集富集分析，
获得高低风险组富集的不同通路。
１． ６　 肿瘤微环境和免疫相关分析　 利用 ＣＲＡＮ 软

件包“ｒｅｓｈａｐｅ２”、“ｇｇｐｕｂｒ”进行 ＥＳＴＩＭＡＴＥ 分析，对
肿瘤免疫微环境进行评分。 利用 ＣＲＡＮ 软件包“ｒｅ⁃
ｓｈａｐｅ２”、“ｇｇｐｕｂｒ”进行高低风险组免疫细胞的差异

分析。 利用 ＣＲＡＮ 软件包“ＢｉｏｃＭａｎａｇｅｒ”、“ ｌｉｍｍａ”、
“ＧＳＶＡ”、“ＧＳＥＡＢａｓｅ”、“ ｇｇｐｕｂｒ”、“ ｒｅｓｈａｐｅ２”进行

高低风险组免疫功能差异分析。
１． ７　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测　 本研究收集了安徽省第二人

民医院 １２ 例胃癌患者的肿瘤组织和配对的正常胃

组织的标本，根据说明书操作。 使用动物组织 ／细胞

总 ＲＮＡ 提取试剂盒（货号：Ｇ３６４０⁃５０Ｔ，武汉赛维尔

生物科技有限公司），分别提取胃癌患者的组织总

体 ＲＮＡ。 使用 ＳｗｅＳｃｒｉｐｔ Ａｌｌ⁃ｉｎ⁃Ｏｎｅ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ ｆｏｒ
ｑＰＣＲ（货号：Ｇ３３３７⁃５０，武汉赛维尔生物科技有限公

司），逆转录 ＲＮＡ，同时去除基因组 ＤＮＡ。 使用 ２ ×
Ｕｎｉｖｅｒｓａｌ Ｂｌｕｅ ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ ｑＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ（货号：
Ｇ３３２６⁃０１，武汉赛维尔生物科技有限公司），合成新

ＤＮＡ，示踪。 使用实时荧光定量 ＰＣＲ 仪（型号：ＣＦＸ

Ｃｏｎｎｅｃｔ，美国 Ｂｉｏ⁃ｒａｄ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ 公司）进行扩增，
以 ＧＡＰＤＨ 作 为 内 参， 采 用 ２ － ΔΔＣＴ 值 法 计 算

ＡＣ１０４７５８. １ 和 ＴＴＣ３⁃ＡＳ１ 两种 ＬｎｃＲＮＡ 的相对表达

量。 引物序列见表 １。

表 １　 引物序列

Ｔａｂ． １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｇｅｎｅｓ

Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ （ ５′⁃３′）
ＧＡＰＤＨ Ｆ： ＡＣＣＣＴＧＡＡＧＴＡＣＣＣＣＡＴＣＧＡＧ

Ｒ： ＡＧＣＡＣＡＧＣＣＴＧＧＡＴＡＧＣＡＡＣ
ＡＣ１０４７５８． １ Ｆ： ＧＣＴＣＴＡＣＴＧＴＧＴＣＴＧＴＣＣＣＡ

Ｒ： ＧＣＣＡＧＧＴＧＡＣＴＣＴＣＴＣＣＴＴＴ
ＴＴＣ３⁃ＡＳ１ Ｆ： ＴＴＣＴＧＣＣＡＴＧＡＧＡＡＡＣＣＴＣＡＣＴ

Ｒ： ＣＡＴＧＧＡＧＴＣＡＣＡＡＧＣＡＧＡＡＧＣＣＴ

１． ８　 ＬｎｃＲＮＡ 在不同肿瘤细胞系的表达　 从 Ｄｅｐ⁃
Ｍａｐ 网站 ＣＣＬＥ 数据库接口进入，获得基因的表达

量全集，对数据进行处理，根据基础癌症的不同肿瘤

细胞系差异性表达 ＬｎｃＲＮＡ 的结果作图。
１． ９　 统计学处理 　 数据的分析在软件 Ｒ４. ３. １ 中

进行，依靠 ＣＲＡＮ 软件包对数据处理分析，并根据

软件包内含的函数获得有统计学意义的模型，做出

不同的统计学评价。 患者通过预后风险评分进行分

组，按中位风险评分将患者分为高风险组和低风险

组。 组间比较分别采用 χ２ 检验（生存状态）、Ｗｉｌｃ⁃
ｏｘｏｎ 秩和检验（微环境评分等非正态分布连续变

量）及 ｔ 检验 （ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 数据等正态分布变量）。
Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 数据处理　 共收集了 ４０７ 例胃癌患者相关样

本，根据要求保留了 ３５２ 例样本数据，并将其随机分

配至测试集（ｎ ＝ １７６）和训练集（ｎ ＝ １７６），基线变量

之间差异无统计学意义（Ｐ ＞ ０. ０５）。
２． ２　 ＮＥＴｏｓｉｓ 相关 ＬｎｃＲＮＡ 的筛选及预后模型构

建　 从 Ｇｅｎｅ ｃａｒｄ 网站获得 ８５ 个 ＮＥＴｏｓｉｓ 基因，进
行共表达分析，筛选出 １ ７５４ 个与 ＮＥＴｏｓｉｓ 相关的

ＬｎｃＲＮＡ。 对 ＬｎｃＲＮＡ 进一步进行单因素 Ｃｏｘ 预后

分析，从中获得了 ５５ 个与预后相关的。 随后，通过

Ｌａｓｓｏ 回归确定最佳回归系数并进行交叉验证（图 １
Ａ、１Ｂ），接着进行多变量 Ｃｏｘ 回归分析。 根据风险

评分构建了有 １２ 个 ＬｎｃＲＮＡ 作为解释变量的多因

素 Ｃｏｘ 回归预后模型（图 １Ｃ）。
２． ３　 生存分析验证预后模型 　 Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ 生存

分析结果显示，无论是在训练集、测试集还是全集，
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图 １　 筛选 ＬｎｃＲＮＡ 构建预后模型

Ｆｉｇ． １　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ＬｎｃＲＮＡ ｔｏ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔ ａ ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃ ｍｏｄｅｌ
　 　 Ａ： Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｃｈａｒｔ ｏｆ λ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｉｎ Ｌａｓｓｏ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ； Ｂ： Ｃｒｏｓｓ⁃ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ Ｌａｓｓｏ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ； Ｃ： Ｆｏｒｅｓｔ ｐｌｏｔ ｏｆ １２ ＬｎｃＲＮＡｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ
ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ．

高风险组和低风险组的生存分析结果差异均有统计

学意义，且高风险组的预后较差（Ｐ ＜ ０. ０１，图 ２Ａ）。
风险评分曲线图显示高低风险组分配均衡，风险评

分能够比较良好地应用于评价（图 ２Ｂ）。 生存状态

散点图显示，随着风险评分的上升，胃癌患者的总体

生存状态也发生变化，患者病死率上升（图 ２Ｃ）。 相

关性热图反映了在高低风险组中 ＬｎｃＲＮＡ 相对于该

种 ＬｎｃＲＮＡ 在所有样本中整体平均水平表达的高低

（图 ２Ｄ）。
２． ４ 　 预测模型的临床价值及独立性研究 　 绘制

ＲＯＣ 曲线，对临床特征（风险评分、年龄、性别、肿瘤

分级、分期等）的诊断价值作比较。 结果显示，风险

评分的 ＡＵＣ 值是 ０. ７５８（９５％ ＣＩ：０. ６８８ ～ ０. ８２８），
而肿瘤分期的 ＡＵＣ 值是 ０. ６３０ （９５％ ＣＩ：０. ５６０ ～
０. ７００），表明该预后模型在这些临床特征中具有良

好的预测价值（图 ３Ａ）。 再分年绘制该风险评分的

ＲＯＣ 曲线，１、３、５ 年的 ＡＵＣ 值分别为 ０. ６８９（９５％
ＣＩ：０. ６１２ ～ ０. ７６６）、０. ７５８（９５％ ＣＩ：０. ６８８ ～ ０. ８２８）
和 ０. ８１５（９５％ ＣＩ：０. ７０１ ～ ０. ９２９） （图 ３Ｂ），进一步

验证了该模型的预测具有时间维度上的广泛适应

性。 Ｃ⁃ｉｎｄｅｘ 分析表明在预测结果与观察结果相一

致的概率方面，风险评分的预测能力要强于年龄、性
别、肿瘤分级和分期（图 ３Ｃ）。 综合考虑年龄、性
别、ＴＭＮ 分期、肿瘤分级和风险评分，绘制列线图

（图 ４Ａ）。 在基于每个患者的的特征计算风险评分

后，获得 Ｎｏｍｏ ｒｉｓｋ，基于列线图风险评分，进行 ＲＯＣ
验证。 临床特征 ＲＯＣ 曲线中，风险评分的 ＡＵＣ 值

是 ０. ７５７ （９５％ ＣＩ：０. ６８２ ～ ０. ８３２）（图 ４Ｂ），在时序

ＲＯＣ 曲线中，１、３、５ 年的 ＡＵＣ 值分别为 ０. ６８５
（９５％ ＣＩ：０. ６０８ ～ ０. ７６２）、０. ７５７ （９５％ ＣＩ：０. ６８２ ～
０. ８３２）和 ０. ８１４（９５％ ＣＩ：０. ７００ ～ ０. ９２８） （图 ４Ｃ）。
表明这一套基于列线图的风险评分可以很好的用于
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图 ２　 生存分析以及生存状态

Ｆｉｇ． ２　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｓｔａｔｕｓ
　 　 Ａ： Ｋａｐｌａｎ⁃Ｍｅｉｅｒ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｈｉｇｈ⁃ｒｉｓｋ ａｎｄ ｌｏｗ⁃ｒｉｓｋ ｇｒｏｕｐｓ； Ｂ： Ｒｉｓｋ ｓｃｏｒｅ ｃｕｒｖｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｈｉｇｈ⁃ｒｉｓｋ ａｎｄ ｌｏｗ⁃ｒｉｓｋ ｇｒｏｕｐｓ； Ｃ： Ｓｃａｔｔｅｒ ｐｌｏｔ ｏｆ ｓｕｒｖｉｖａｌ
ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ｔｈｅ ｈｉｇｈ⁃ｒｉｓｋ ａｎｄ ｌｏｗ⁃ｒｉｓｋ ｇｒｏｕｐｓ； Ｄ： Ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ＬｎｃＲＮＡ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｈｉｇｈ⁃ｒｉｓｋ ａｎｄ ｌｏｗ⁃ｒｉｓｋ ｇｒｏｕｐｓ； １： Ｏｖｅｒａｌｌ ｓａｍｐｌｅ （ｎ ＝ ３５２）； ２： Ｔｒａｉｎ⁃
ｉｎｇ ｓｅｔ （ｎ ＝ １７６）； ３： Ｔｅｓｔ ｓｅｔ （ｎ ＝ １７６）．

图 ３　 预后模型的临床价值评价

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃ ｍｏｄｅｌ
　 　 Ａ： Ｔｈｅ ＲＯＣ ｃｕｒｖｅｓ ｆｏｒ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ； Ｂ： Ｔｈｅ ＲＯＣ ｃｕｒｖｅｓ ｆｏｒ ｒｉｓｋ ｓｃｏｒｅｓ ａｔ １， ３ ａｎｄ ５ ｙｅａｒｓ； Ｃ： Ｔｈｅ Ｃ⁃ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｒｉｓｋ ｓｃｏｒｅｓ ｆｏｒ
ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ．

预测个人生存概率。 校准曲线显示列线图预测准

确，具有良好的校准度和区分度（图 ４Ｄ）。
２． ５　 基因集富集分析　 基因集富集分析显示，钙信

号通路相关基因集、扩张型心肌病相关基因集、焦点
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图 ４　 胃癌患者预后模型的个体化预测

Ｆｉｇ． ４　 Ｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｉｚｅｄ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｔｈｅ ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｇａｓｔｒｉｃ ｃａｎｃｅｒ ｐａｔｉｅｎｔｓ
　 　 Ａ： Ａ ｎｏｍｏｇｒａｍ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｖａｒｉａｂｌｅｓ； Ｂ： Ｃｌｉｎｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ＲＯＣ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔｈｅ ｒｉｓｋ ｓｃｏｒｅ ｄｅｒｉｖｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｎｏｍｏｇｒａｍ； Ｃ： Ｔｈｅ ｔｉｍｅ⁃
ｓｅｒｉｅｓ ＲＯＣ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔｈｅ ｒｉｓｋ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｎｏｍｏｇｒａｍ； Ｄ： Ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｆｏｒ ｐｒｅｄｉｃｔｉｎｇ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｔｉｍｅ； ∗Ｐ ＜０. ０５， ∗∗∗Ｐ ＜０. ００１ ｖｓ Ｎｕｌｌ ｈｙｐｏｔｈｅｓｉｓ．

黏附信号相关基因集、肥厚型心肌病相关基因集、神
经活性配体 －受体相互作用相关基因集在高风险组

显著富集（图 ５Ａ），这些基因集可能是通过调节肿

瘤微环境，释放微小物质造成组织纤维化、炎症反

应，进而促使癌细胞增殖、迁徙、侵袭。 而在低风险

组中，显著富集氨基酰基⁃ｔＲＮＡ 生物合成、细胞周

期、ＤＮＡ 复制、嗅觉传导、剪接体等相关基因集，表
明 ＤＮＡ 损伤和压力负荷较轻，细胞更接近正常生理

状态，能够正常发挥功能的胃癌患者预后较好（图
５Ｂ）。
２． ６ 　 免疫浸润分析及基因表达情况 　 在 ＥＳＴＩ⁃
ＭＡＴＥ 分析中，高低风险组，在基质评分、免疫评分

和肿瘤纯度上都存在差异，基质评分和肿瘤纯度更

显著（Ｐ ＜ ０. ０５，图 ６Ａ）；参考肿瘤微环境中的免疫

细胞，高低风险组的共刺激分子识别抗原呈递细胞、
肥大细胞、中性粒细胞、副炎症、Ｉ 型干扰素响应、Ⅱ

型干扰素响应等免疫功能具有较大差异（图 ６Ｂ －
６Ｄ）。
２． ７　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测情况　 本研究收集了 １２ 对样

本，每一对都是对应的胃癌患者的肿瘤组织和与之

配对的正常胃组织。 在 １２ 种 ＬｎｃＲＮＡ 中，根据得到

的预后模型，选择风险系数大、Ｐ 值低的 ２ 种 Ｌｎ⁃
ｃＲＮＡ，即 ＡＣ１０４７５８. １ 和 ＴＴＣ３⁃ＡＳ１ 做 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检

测。 在分析中，将正常胃组织的 ＡＣ１０４７５８. １ 和

ＴＴＣ３⁃ＡＳ１ 的 表 达 定 为 １。 在 胃 癌 组 织 里，
ＡＣ１０４７５８. １ 和 ＴＴＣ３⁃ＡＳ１ 的表达量高于正常组织，
差异有统计学意义（均 Ｐ ＜ ０. ００１，图 ７）。
２． ８　 ＬｎｃＲＮＡ 在不同肿瘤细胞系的表达情况　 对

下载的 ＣＣＬＥ 数据库表达数据处理，制作箱线图（图
８），显示了 ＡＣ１０４７５８. １、ＴＴＣ３⁃ＡＳ１ 在不同肿瘤细胞

系中的表达情况。 在同一类癌症的不同肿瘤

细胞系中，表达量有较大差异。胃癌的箱体上下较
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图 ５　 基因富集分析

Ｆｉｇ． ５　 Ｇｅｎｅ ｓｅｔ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ
Ａ： Ｇｅｎｅ ｓｅｔ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｈｉｇｈ⁃ｒｉｓｋ ｇｒｏｕｐ； Ｂ： Ｇｅｎｅ ｓｅｔ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｏｗ⁃ｒｉｓｋ ｇｒｏｕｐ．

图 ６　 免疫相关分析

Ｆｉｇ． ６　 Ｉｍｍｕｎｅ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ａｎａｌｙｓｉｓ
　 　 Ａ： Ｉｍｍｕｎｅ ｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｈｉｇｈ⁃ｒｉｓｋ ａｎｄ ｌｏｗ⁃ｒｉｓｋ ｇｒｏｕｐｓ； Ｂ： Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｉｍｍｕｎｅ ｃｅｌｌｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｈｉｇｈ⁃ｒｉｓｋ ａｎｄ
ｌｏｗ⁃ｒｉｓｋ ｇｒｏｕｐｓ； Ｃ： Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｉｍｍｕｎｅ ｃｅｌｌｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｈｉｇｈ⁃ｒｉｓｋ ａｎｄ ｌｏｗ⁃ｒｉｓｋ ｇｒｏｕｐｓ； Ｄ： Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｉｎ ｉｍｍｕｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｈｉｇｈ⁃ｒｉｓｋ ａｎｄ ｌｏｗ⁃

ｒｉｓｋ ｇｒｏｕｐｓ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ Ｌｏｗ⁃ｒｉｓｋ ｇｒｏｕｐ．

高，同时存在离群值，说明在胃癌的不同肿瘤细胞

中，ＡＣ１０４７５８. １、ＴＴＣ３⁃ＡＳ１ 表达量差异明显。

３　 讨论

　 　 胃癌的治疗方案多样，具体方案取决于分期和

患者状况。 早期胃癌通过微创手术或内镜切除预后

良好，而局部进展期患者通常需手术联合围手术期

化疗以降低复发风险。 分期密切相关患者预后，早
期胃癌 ５ 年生存率超 ９０％ ，但晚期患者生存期较

短。 综合治疗和个体化方案对改善预后至关重要［２］。
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图 ７　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 结果

Ｆｉｇ． ７　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ ｒｅｓｕｌｔｓ
　 　 Ａ： Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＡＣ１０４７５８． １ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｔｉｓｓｕｅ； Ｂ： Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＴＴＣ３⁃ＡＳ１ ｉｎ ｇａｓｔｒｉｃ ｔｉｓｓｕｅ； ａ： Ｐａｉｒｅｄ ｎｏｒｍａｌ ｇａｓｔｒｉｃ

ｔｉｓｓｕｅ ｇｒｏｕｐ； ｂ： Ｇａｓｔｒｉｃ ｔｕｍｏｒ ｔｉｓｓｕｅ ｇｒｏｕｐ； ∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ Ｐａｉｒｅｄ
ｎｏｒｍａｌ ｇａｓｔｒｉｃ ｔｉｓｓｕｅ ｇｒｏｕｐ．

ＬｎｃＲＮＡ 是一类能够调控癌细胞生长、发育和存活

的非编码 ＲＮＡ 分子，在肿瘤发生发展的各个环节发

挥重要作用，被认为是肿瘤诊断和预后的新型生物

标志物［６ － ７］。 ＮＥＴｏｓｉｓ 是一种由中性粒细胞触发的

程序性死亡方式，通过中性粒细胞激活、信号转导与

酶激活、染色质解聚、细胞膜破裂与 ＮＥＴｓ 释放、捕
猎与杀伤这些核心过程，在免疫防御等方面产生积

极作用。 但是失控的 ＮＥＴｏｓｉｓ 对于癌症预后有着不

利的影响，在肿瘤微环境中，ＮＥＴｓ 可以促进肿瘤转

移、形成转移前微环境并抑制免疫细胞活性［３ － ４，８］。
　 　 ＬｎｃＲＮＡ 已被证实广泛参与胃癌的预后调控。
本研究通过系统筛选，获得 １２ 个与 ＮＥＴｏｓｉｓ 相关的

预后 ＬｎｃＲＮＡ，并据此构建风险评分模型［９］。 该模

型中多个 ＬｎｃＲＮＡ 的功能已有文献支持： ＳＣＡＴ８
可调控胃肠道肿瘤微环境及炎症进程［１０ － １１］ ；

图 ８　 ＬｎｃＲＮＡ 在不同肿瘤细胞系中的表达情况

Ｆｉｇ． ８　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＬｎｃＲＮＡ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ
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ＡＣ１０３５６３. ７ 与 肾 细 胞 癌 微 环 境 变 化 相 关［１２］；
ＡＣ２４５０４１. １ 和 ＴＴＣ３⁃ＡＳ１ 均被报道与胃癌预后及

细胞侵袭迁移有关［１３ － １４］；ＬＩＮＣ０１８２９ 和 ＬＩＮＣ０１８４２
分别参与结肠腺癌免疫微环境浸润及肺腺癌发生调

控［１５ － １６］；ＡＣ１４４５４８. １ 与椎间盘退变及纤维化炎症

相关［１７］；Ｃ３ｏｒｆ３６ 则涉及胃癌缺氧应激、免疫微环境

重塑及血管生成［１８］。 上述 ８ 个 ＬｎｃＲＮＡ 均与肿瘤

微环境及炎症反应密切相关，既验证了本研究结果

与 ＮＥＴｏｓｉｓ 这一细胞死亡方式在机制上的关联，也
进一步表明其在癌症预后评估中的重要价值。 生存

分析基于 ＮＥＴｏｓｉｓ 相关 ＬｎｃＲＮＡ 的风险评分，在训

练集与测试集中能够显著区分高低风险患者，验证

了模型的广泛适用性。 ＲＯＣ 曲线和 Ｃ⁃ｉｎｄｅｘ 的结果

表明，本研究风险评分模型在预测的准确性上优于

传统的临床指标，包括肿瘤分期指标，具有重要临床

意义。 传统 ＴＮＭ 分期是治疗决策和预后评估的重

要标准，但是 ＴＭＮ 分期无法精准反映肿瘤的生物学

异质性，通过风险评分模型补充分子信息，能够为胃

癌患者提供更加个体化的风险评估方法。 基因集富

集分析表明，高风险组主要富集于钙信号通路、焦点

黏附通路相关基因集，这些信号通路的激活与肿瘤

细胞侵袭性增强相关；而低风险组则富集于细胞周

期、ＤＮＡ 修复相关基因集，能够反映出其具有较为

完整的细胞功能，解释了这一分组较好的生存结局。
ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 实验，选择验证了风险系数大和 Ｐ 值低的

关键 ＬｎｃＲＮＡ（ＡＣ１０４７５８. １ 和 ＴＴＣ３⁃ＡＳ１），发现它

们在胃癌组织中高表达，验证了模型的生物学合理

性。 ＣＣＬＥ 数据库的分析显示 ＬｎｃＲＮＡ 在不同胃癌

细胞系中的差异性表达，提示其具备作为胃癌亚型

分型的潜力，同时也可能作为潜在的治疗靶点。
　 　 ＮＥＴｏｓｉｓ 机制与胃癌预后密切相关。 基于 ＮＥ⁃
Ｔｏｓｉｓ 相关 ＬｎｃＲＮＡ 表达谱的胃癌亚型分型，未来有

望辅助传统 ＴＮＭ 分期，提升预后判断和治疗反应预

测的准确性。 该分型可反映不同患者免疫微环境特

征及对化疗、免疫疗法的敏感性差异，为个体化治疗

提供依据。 此外，部分 ＮＥＴｏｓｉｓ 相关 ＬｎｃＲＮＡ 不仅

可作为预后生物标志物，也具有治疗靶点潜力。 通

过干预肿瘤相关 ＮＥＴｓ 的形成，或许能够逆转免疫

抑制微环境，增强抗肿瘤免疫效应，从而改善患者生

存结局。 目前，本研究已经在训练集和测试集中验

证了模型的有效性，但 ＬｎｃＲＮＡ 和 ＮＥＴｏｓｉｓ 通路模

型还缺乏外部验证，尤其是来自独立数据集的验证；
不同实验条件、平台和数据处理方法可能会影响模

型的稳定性。 因此，后续研究应当在外部数据集上

进一步验证模型的预后价值，确保风险预后模型的

广泛适应性。 同时考虑到肿瘤免疫微环境的复杂

性，未来可以通过免疫组学方法［１９］，进一步探讨不

同 ＬｎｃＲＮＡ 调控下免疫微环境的变化，揭示免疫逃

逸和免疫抑制的机制。
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