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1　介绍

膀胱癌是泌尿系统常见的恶性肿瘤，其发病率和死亡率近年

来呈上升趋势[1]。早期膀胱癌预后较好，但易复发发展为肌肉浸

润性膀胱癌(MIBC)。并且 MIBC 侵袭转移能力强，预后差，5 年

生存率不足50%[2]。因此，迫切需要寻找新的生物标志物来更准确

地评估膀胱癌患者的临床预后。

随着对免疫检查点机制的认识和利用抗体阻断检查点治疗某

些癌症的成功，免疫治疗已成为癌症研究的热点之一，有望获得

持久的治疗效果[3]。多项试验已经解决了检查点抑制剂在晚期膀

胱癌中的作用，包括阿维鲁单抗(针对 PD1/PD-L1 通路)[4]。虽然

这些试验与现有疗法相比具有更好的结果和改善，但只有不到一

半的晚期疾病患者能从检查点抑制剂疗法中获得临床益处[5]。目

前还没有成熟有效的膀胱免疫治疗方法。显然，为了降低膀胱癌

的死亡率，需要更多的肿瘤免疫的潜在机制来提高疗效，增加治

疗的耐受性，并识别基于免疫的新疗法[6]。

长的非编码RNA(lncRNA)是一种被广泛定义为大于200nt的

转录本，几乎没有编码蛋白质的潜力[7]。一些lncRNA的异常表达

可能影响肿瘤细胞的增殖、进展或转移[8]。随着生物信息学技术

的发展，人们可以大规模研究 lncRNA 在肿瘤和正常组织中的表

达谱，发现在各种肿瘤中都有大量的 lncRNA 异常表达，但这些

lncRNA的功能尚不清楚[9]。最近的证据表明lncRNA通过引导免

疫细胞活化相关基因的表达，从而导致肿瘤免疫细胞浸润 [10 ]。

lncRNA 聚焦于肿瘤免疫浸润的标志物在癌症的诊断、评估和治

疗中显示出良好的预测和预后价值[11,12]。

当前，就癌症诊断模型的准确性而言，配对组合的生物标记

物优于单个标记物 [ 1 3 ] 。当前没有模型研究过配对免疫相关

lncRNA 在膀胱癌的作用。我们使用了一种新的建模算法，即配

对和迭代来构建 i r l n c R NA 签名，该签名不需要任何特定的
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lncRNA 表达水平。然后，我们评估了它在膀胱癌患者中的预测

价值，以及它的诊断效果、化疗效果和肿瘤免疫浸润。

2　材料和方法

2.1 转录组数据的检索和计算分析

从肿瘤基因组图谱数据库(https://portal.gdc.cancer.gov/)收集

膀胱癌患者的临床特征、RNA-seq 表达数据和体细胞突变信息。

共收集 RNA-seq 表达数据样本 433 份，其中正常样本 19 份，肿

瘤样本 414 份。从 Ensembl（http://asia.ensembl.org)数据库中下载

用于注释的 GTF 文件，以区分 mRNA 和 lncRNA。从 ImmPort

(http://www.immport.org)数据库下载识别免疫相关基因列表，并

通过共表达分析筛选免疫相关 lncRNA，免疫基因相关系数大于

0.4,P值小于0.001 的视为免疫相关lncRNA(irlncRNA)。我们使用

R 软件 Limma 包对 irlncRNA 之间的差异表达进行了分析。阈值

设定为 log fold change(FC)>1.5,FDR<0.05。

2.2 配对差异表达的 irlncRNA

将 差 异 表 达 的 i r l n c R N A 循 环 单 对 配 对 ， 假 设

X=lncRNAa+lncRNAb，，并构造 0- 或 -1 矩阵；如果 lncRNAa

的表达水平高于 lncRNAb，则 X 定义为 1，否则为 0。然后，对

构建的 0- 或 -1 矩阵进行进一步筛选。当 lncRNA 配对表达量为

0 或 1 时，则不考虑配对与预后的关系，因为没有一定等级的配

对不能正确预测患者的生存结局。当表达量为0或1的lncRNA对

的数量占总配对的 20% 以上时，被认为是有效匹配。

2.3 建立风险模型

首先进行单因素分析，然后进行 Lasso 回归，10 倍交叉验证，

P 值为 0.05。Lasso 回归测试进行 1000 个周期，每一个周期，随机

计算设置 1000 次。然后记录每一对在重复 1000 次的 Lasso 回归模

型中出现的频率，选择频率超过 100 次的配对 LncRNA 进行 Cox

比例风险回归分析，并构建模型。计算各模型的 AUC 值并绘制
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成曲线。曲线达到最高点，即AUC值最大，则终止计算过程，将

模型作为最优候选模型。绘制模型的 1、2、3 年 ROC 曲线。根

据构建的风险模型计算所有临床病例的风险评分公式为:风险评分

å =
*=

n

i
Sii

1
a （a 为配对基因系数，S 为配对基因的风险值）。

通过评估 ROC 曲线各点的 AIC 值，找出最大拐点，以此作为判

别风险模型高低风险的分界点。

2.4 对构建的风险模型进行验证

为了验证这个分界点，我们进行Kaplan-Meier分析，显示高、

低危组患者的生存差异，并使用生存曲线进行可视化。模型中每

个样本的具体风险评分值也通过R工具可视化。在这些步骤中使

用的 R 包包括survival、glmnet、pbapply、survivalROC、survminer

和 pHeatmap。

为了验证所构建模型的临床应用价值，我们采用卡方检验分

析模型与临床病理特征的关系。条形图用于显示，标记为:<0.

001=***，<0.01=***，<0.05=*。采用Wilcoxon signed-rank检验计

算这些临床病理特征在不同组间的风险评分差异。采用箱形图显

示分析结果。为了确认该模型是否可以作为独立的临床预后预测

因子，我们在风险评分和临床病理特征之间进行了单因素和多因

素 Cox 回归分析，由森林图对结果可视化。在这些操作中使用的

R 包是 survival,pHeatmap，和 ggupbr。

2.5 肿瘤浸润免疫细胞的研究

为了分析风险模型和免疫细胞特征之间的关系，我们考虑了

目 前 公 认 的 免 疫 细 胞 浸 润 状 态 的 算 法 ， 包 括 T I M E R ,

CIBERSORT,XCELL,QUANTISEQ,MCPcounter,和 EPIC。采用

Wilcoxon signed-rank检验，分析上述方法所构建模型中免疫浸润

细胞含量在高、低风险组间的差异;结果显示在一个箱形图中。采

用 Spearman 相关性分析，分析 RiskScore 值与免疫浸润细胞的关

系。结果的相关系数用棒图表示。显著性阈值设置为 P<0.05。该

过程使用 R ggplot2 包执行。

2.6 探讨风险模型在临床治疗中的意义

为了评估我们的风险模型在临床中用于膀胱癌的治疗，我们

计算了常用化疗药物的IC50与风险模型的相关性。临床上常用的

化疗药物主要有比卡鲁胺、硼替佐米、顺铂、达沙替尼、伊马替

尼和紫杉醇等。通过 Wilcoxon signed-rank 检验比较高、低风险

组与常用化疗药物的 IC50 的差异，使用箱线图对结果可视化。

3　结果

3.1 差异表达 irlncRNAs(DeirlncRNAs)的鉴定

图1     流程

图 2    A.差异 irlncRNAs；B.92 个上调和 15 个下调
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本研究的流程如图 1 所示。从 TCGA 数据库检索膀胱癌的转

录组数据，根据Ensembl的基因转换格式文件(GTF)对数据进行注

释，并在已知的免疫相关基因和lncRNA之间进行共表达分析。总

共鉴定出 1093 个 irlncRNA，107 个被区分为 DEirlncRNAs，其中

92 个上调，15 个下调（图 2A.B）。

3.2 irlncRNA 对的建立及风险评估模型

通过迭代循环和 0- 或 -1 矩阵筛选，从 107 个差异表达的

irlncRNAs中鉴定出4736个有效的irlncRNA对。对上述irlncRNA

对通过单因素 Cox 分析（显著性过滤条件：pFilter=0.001）获得

36 个 irlncRNAs 对，最后基于这 36 个 irlncRNAs 对进行修正 Lasso

回归分析和多因素 Cox 分析获得 10 对 irlncRNA 对的 Cox 比例风

险模型(图2C)。接下来，我们计算模型(ROC)曲线下面积(AUCs)，

从而确定最理想的 irlncRNA 对具有最大的 AUC 值,AUC=0.793

(图 3A)。为了验证最佳性，我们不仅绘制了 1 年、2 年和 3 年的

ROC曲线(图3B)，而且还将我们的风险评估模型的ROC曲线与

其他临床特征（Age,Gender,Grade,Stage）进行了比较(图 3C)。我

们还使用Akaike信息标准(AIC)值识别了风险评估模型的ROC曲

线最大截止点(Cutoff=1.346，图 3D)。

3.3 风险评估模型在临床评价中的应用

我们使用确定的截断点重新区分队列中的高、低风险组进行

验证。将163例归入高危人群，240例归入低危人群。每个病例的

风险评分和存活率如图 4A 和图 4B 所示。这些数字表明，低风险

组患者的临床结果优于高风险组。Kaplan-Meier 分析显示，低风

险组患者的生存时间明显长于高风险组(图 4C)。然后，我们进行

了一系列的卡方检验来研究膀胱癌的风险与临床病理特征之间的

关系。经 Wilcoxon test 得到的条形图(图 5A)和散点图显示，我们

发现 T 分期(图 5B)、N 分期、M 期、肿瘤分级、临床分期和年龄

分组与风险显著相关。单因素COX回归分析显示，Age(P<0.001，

HR=1.038，95%CI[1.021-1.056])、Stage(P<0.001，HR=1.802，

95%CI[1.461-2.222])和 RiskScore(P<0.001，HR=1.379，95%CI

[1.308-1.454])有统计学意义(图 5B)。多变量 COX 回归分析结果

与单因素 COX回归分析结果是一致的Age、Stage、riskScore均可

作为膀胱癌独立的预后危险因素(图 5C)。

图 3    A.最大的 AUC 值;B.1 年、2 年和 3 年的 ROC 曲线;C.模型与其他临

床特征的比较；D.模型的ROC曲线最大截止点

图 2    C.10对irlncRNA对的Cox比例风险模型
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图4    A.风险评分;B.存活率;C.生存时间对比

图5    A.各临床特征与风险模型的条形图;

图 5    B. H.RiskScore(P<0.001，HR=1.379，95%CI[1.308-1.454]);C.独立

的预后危险因素

3.4用风险评估模型估计肿瘤浸润性免疫细胞和免疫生物学

分子

为研究风险模型是否与肿瘤免疫微环境有关。我们发现风险

模型高危组与肿瘤浸润性免疫细胞如 Cancer associated fibroblast、

Macrophage M1、Macrophage M2、Macrophage、Monocyte、My-

eloid dendritic cell activated、和T cell CD4+呈正相关，而与T cell

CD8+ 呈负相关，经 Wilcoxon 检验证实。进行了详细的 Spearman

相关分析，结果图显示为如图 6A 所示。Lima 等人基于一组独立

的生物学标记物评价了卡介苗免疫治疗结果的预测价值[14]，Hoft

等人发现卡介苗与 CD4+ 的聚集密切相关[15]，因此我们评估了该

生物学标记物与我们的风险模型的相关性，结果发现白细胞介素

2 受体α（IL2RA；P<0.001,图 6B),CD4+(P<0.05,图 6C)与高危评

分组正相关性；成纤维细胞生长因子受体 3（FGFR3）基因长期

以来与膀胱癌的发生有关，其与抗肿瘤免疫反应的反向关系，在

免疫治疗中变得尤为重要[16]，我们发现FGFR3(P<0.01,图6D)与高

危评分组负相关性。此外，我们发现免疫检查点抑制剂在膀胱癌

的免疫治疗中具有重要的作用[15]，因此我们探讨 ICI 相关的生物

标志物，发现高危评分组与 HAVCR2(P<0.001,图6E)的高表达呈

正相关，与 CEACAM1(P<0.01,图 6F)、LGALS9(P<0.01,图 6G)呈

负相关性。

图6    A.Spearman相关分析
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图6    B.IL2RA,P<0.001;C.CD4+,P<0.05;D.FGFR3,P<0.01;E.HAVCR2,

P<0.001;F.CEACAM1,P<0.01;G.LGALS9,P<0.01

3.5 风险模型与化疗药物的相关性分析

在膀胱癌非手术治疗中除了使用卡介苗，免疫检查点抑制等

免疫治疗的方法，我们经常结合一些化疗药物进行辅助治疗，因

此，我们探讨了我们的风险模型对一些常见的化疗药物治疗膀胱

癌的风险和疗效之间的关联。我们发现高风险评分组与化疗药物

如蓓萨罗丁、比卡鲁胺、硼替佐米、顺铂、环巴胺、达沙替尼、

Epothilone.B、伊马替尼、米哚妥林和紫杉醇的较低半数抑制浓度

(IC50)相关，而与吉非替尼、来那度胺的较高 IC50 相关。这表明

该模型可作为化疗敏感性的潜在预测因子(图 7)。

图7    化疗药物与低IC50相关A.比卡鲁胺;B.硼替佐米;C.顺铂;D.达沙替

尼;E.伊马替尼;F.紫杉醇
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图7   化疗药物与IC50高相关G.吉非替尼;H.来那度胺

4　讨论

膀胱癌是泌尿生殖系统最重要的恶性肿瘤之一，其发病率和

死亡率都很高。现在更多的研究发现肿瘤中免疫调节对癌细胞的

增殖、侵袭具有深远的影响[17]。肿瘤样本的全基因组研究已经确

定了大量与各种类型癌症相关的 lncRNAs。因此，lncRNAs 作为

肿瘤的新生物标志物和治疗靶点具有很强的应用前景[18]。

越来越多的证据表明，配对基因产物在触发免疫时具有重要

的作用，通过考虑基因对之间的关系，可以提高免疫检测的认识

和预测能力[19]。在本研究中，我们将免疫相关的 lncRNA 组合来

构建一个风险预后模型，评估其在免疫治疗中的有效性。并区分

膀胱癌患者的高危组和低危组。最后，我们在包括生存率、临床

病理特征、肿瘤浸润性免疫细胞、化疗和检查点相关生物标志物

在内的各种临床环境下对该新模型进行了评估。

通过算法表明，该模型具有较强的临床实用性，较前人研究

的通过一系列LncRNA构建的模型更具有可靠性。可用于区分临

床样本的高风险或低风险。此外，我们构建的模型中一些lncRNA

已被证实在多种肿瘤的发生发展中具有重要的作用，如在皮肤鳞

状细胞癌中被证实 PICSAR 基因敲除通过调节 miR-125b/YAP1

轴抑制 CSCC 细胞增殖和侵袭，促进细胞凋亡[20]。黄等人证实了

LncRNA MIR100HG通过下调miR-204-5p促进喉鳞癌中癌细胞

的增殖、迁移和侵袭[21]。已有研究证实MAFG-DT与膀胱癌浸润

性B淋巴细胞的浸润密切相关，可作为免疫治疗反应潜在的预测

生物标志物[22]。因此，我们所提出的模型所鉴定的生物标志物具

有高度的可靠性，为膀胱癌的新的生物标记物的研究提供了理论

基础。

为了提高风险预测的准确性和有效性，我们采用了 Sveen 等

人[23]提出的修正的Lasso penalized建模方法，将影响因素在重复过

程中的发生频度纳入 Cox 回归模型。并根据 AUC 及 AIC 值进一

步改进了建模过程。我们再次评估了生存结果，进行了临床病理

特征的单因素和多因素分析，并分析了有关化疗药物对膀胱癌治

疗、肿瘤免疫浸润和与检查点抑制剂相关的生物标志物的疗效，

结果表明该建模算法效果良好。

肿瘤间浸润的免疫细胞影响抗检查点阻断的反应。有研究证

实高级别浆液性卵巢癌的肿瘤免疫微环境本质上是异质性的，

化疗诱导局部免疫激活，提示化疗可以增强免疫排斥HGSOC肿

瘤的免疫原性[24]。这些证据表明了探究免疫细胞在肿瘤中的浸润

给我们的研究带来了新的思路。本研究探讨了风险评分与肿瘤

浸润免疫细胞之间的关系，我们使用了七种常见的有效的算法

来估计免疫浸润细胞。由于这些算法的复杂性和缺陷，前人在使

用的过程中各算法所分析出的结果很少进行互比较，因此，通过

我们的整合分析发现 DEir lncRNA 对与 Cance r  a s soc i a t ed

fibroblast、Macrophage M0、Macrophage M1、Macrophage M2、

Macrophage、Monocyte、Myeloid dendritic cell activated、T cell

CD4+、T cell CD8+等肿瘤浸润性免疫细胞有着强烈的相关性。

虽然癌症化疗被认为具有免疫抑制作用，但最近免疫检查点抑

制剂的成功重新引起了人们对免疫疗法的兴趣，并将其与化疗

结合起来，通过体内平衡机制增强持续的免疫反应[25]，以实现附

加或协同的临床活性[26]。我们的免疫相关的配对lncRNA模型表

明高风险评分与化疗药物如蓓萨罗丁、比卡鲁胺、硼替佐米、顺

铂、环巴胺、达沙替尼、Epothilone.B、伊马替尼、米哚妥林和

紫杉醇的较低半数抑制浓度(IC50)相关，而与吉非替尼、来那度

胺的较高 IC50 相关。因此，这些化疗药物可能与免疫治疗具有

协调作用。

总之，这项研究表明，由 ir lncRNAs 构建的不需要评估 l

ncRNA表达水平的新标记物可以预测膀胱癌患者的预后，并可能

有助于区分哪些人可以从抗肿瘤免疫治疗中受益。
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