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头颈部鳞状细胞癌焦亡相关lncRNA对预后风险模型的构建与评估

罗倩1,詹雪冰1,况云舒1,陶香香1,王俊1,梁箫1,王俊杰1,孙恩涛2,陈冰1

(1.皖南医学院病理教研室,安徽 芜湖 241002;

2.皖南医学院检验学院,安徽 芜湖 241002)

摘 要:目的 基于生物信息学方法构建头颈部鳞状细胞癌(HNSCC)焦亡相关lncRNA对预后风险模型并进行评估。

方法 从TCGA数据库中获取 HNSCC的转录组数据,与焦亡相关基因进行共表达和差异分析,并以焦亡相关lncRNA
对展示。将 HNSCC患者随机分为训练集(246例)和验证集(245例),采用Cox回归分析和改良Lasso惩罚回归进行预

后模型构建。根据训练集风险评分的中位数将 HNSCC患者分为高、低风险组,并计算所有样本的风险得分,采用Kap-
lan-Meier法对两组患者进行生存分析并绘制生存曲线。通过绘制ROC曲线评估模型的准确性。单因素和多因素 Cox
回归分析患者临床病理资料和风险评分与总生存率的关系,探索 HNSCC预后危险因素。结果 在 HNSCC中共提取

到53个差异焦亡相关的lncRNA(FDR<0.05,logFC>2),并以lncRNA对形式进行展示。通过Cox回归分析和改良

Lasso惩罚回归筛选出18个预后相关lncRNA对用于预后风险模型构建。训练集和验证集结果表明,低风险组患者生

存时间高于高风险组患者(P<0.05);预后风险模型1年总生存ROC曲线下面积>0.7;单因素和多因素 Cox回归分

析显示风险评分是 HNSCC的独立预后因素。结论 基于18个焦亡相关lncRNA对建立的预后模型可以有效预测

HNSCC患者的预后情况,且风险评分是 HNSCC的独立预后因素。
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ConstructionandevaluationoftheprognosticriskmodeloflncRNArelatedto
pyroptosisofheadandnecksquamouscellcarcinoma

LuoQian1,ZhanXuebing1,KuangYunshu1,TaoXiangxiang1,WangJun1,

LiangXiao1,WangJunjie1,SunEntao2,ChenBing1

(1.DepartmentofPathology,WannanMedicalCollege,Wuhu241002,Anhui,China;

2.SchoolofLaboratoryMedicine,WannanMedicalCollege,Wuhu241002,Anhui,China)

  Abstract: Objective ToconstructandevaluateaprognosticriskmodeloflncRNArelatedtopyroptosis
ofheadandnecksquamouscellcarcinoma(HNSCC)basedonbio-informaticsmethods. Methods Thetran-
scriptomedataofHNSCCwereobtainedfromTCGAdatabase.Co-expressionanddifferentialanalysiswere
performedwithpyroptosis-relatedgenes,andtheyaredisplayedaspyroptosis-relatedlncRNApairs.HNSCC
patientswererandomlydividedintoatrainingset(246cases)andavalidationset(245cases).Coxregression
analysisandmodifiedLassopenaltyregressionwereusedtoconstructtheprognosticmodel.Accordingtothe
medianriskscoreofthetrainingset,patientswithHNSCCweredividedintohighandlowriskgroups,andthe
riskscoresofallsampleswerecalculated.Kaplan-Meiermethodwasusedtoanalyzethesurvivalofpatientsin
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twogroupsanddrawthesurvivalcurve.TheaccuracyofthemodelwasevaluatedbydrawingROCcurve.Uni-
variateandmultivariateCoxregressionanalysiswereusedtoanalyzetherelationshipbetweenclinicalpatholog-
icaldata,riskscore,ontheonehand,andoverallsurvivalrate,ontheotherhand.Andtheprognosticrisk
factorsofHNSCCwereexplored. Results Atotalof53differentiallncRNAs(FDR<0.05,logFC>2)relat-
edtopyroptosiswereextractedfromHNSCCanddisplayedintheformoflncRNApairs.Eighteenprognostic-
relatedlncRNApairswerescreenedoutbyCoxregressionanalysisandmodifiedLassopenaltyregressionfor
theconstructionofprognosticriskmodel.Theresultsoftrainingsetandvalidationsetshowedthatthesurvival
timeofpatientsinthelow-riskgroupwashigherthanthatinthehigh-riskgroup(P<0.05).Theareaunder
ROCcurveofprognosticriskmodelforone-yearoverallsurvivalwas>0.7.UnivariateandmultivariateCox
regressionanalysisshowedthatriskscorewasanindependentprognosticfactorforHNSCC. Conclusion The
prognosticmodelbasedon18pyroptosis-relatedlncRNApairscaneffectivelypredicttheprognosisofHNSCC
patients,andtheriskscoreisanindependentprognosticfactorforHNSCC.
  Keywords: headandnecksquamouscellcarcinoma;pyroptosis;immunecheckpoint

  头颈部鳞状细胞癌(headandnecksquamouscell
carcinoma,HNSCC)是全球第六大最常见的恶性肿

瘤,年发病率超过60万[1]。它通常与人类乳头瘤病毒

(HPV)感染、酗酒或接触烟草致癌物有关[2]。目前手

术、放疗和同步全身治疗技术在不断进步,但大多数

HNSCC患者的早期临床症状不明显,发现时已处于

中晚期,预后较差,且HNSCC患者的5年总生存率为

50%[3-4]。因此,寻找有效的生物标志物和建立可靠的

新的预后模型是十分必要的。
细胞焦亡(pyroptosis)又称细胞炎性坏死,是一种

程序性细胞死亡,表现为细胞不断胀大直至细胞膜破

裂,导致细胞内容物释放进而激活强烈的炎症反应[5]。
据报道[6],细胞焦亡可被部分非编码RNA及其他分

子调控进而影响肿瘤的增殖、侵袭和迁移。长链非编

码RNA(longnoncodingRNAs,lncRNAs)是转录长度

超过200个核苷酸的非编码RNA,没有或几乎没有蛋

白质编码能力,且在正常的生物环境和包括肿瘤发生

在内的病理过程中,lncRNAs是调控靶基因不可或缺

的[7-8]。RENNS等[9]发现lncRNAADAMTS9-AS2
通过激活NLRP3介导的细胞焦亡,与 miR-223-3p结

合,抑制胃癌细胞增殖,提高顺铂敏感性。CHENZH
等[10]发现,在肝癌中,NLRP3依赖的细胞焦亡通过

lncRNASNHG7/miR-34a/SIRT1轴被抑制。以上例

子说明lncRNAs可作为肿瘤发生、发展的关键分子,
通过直接或间接作用介导细胞焦亡。

为了寻找 HNSCC新的治疗靶标,并准确预测

HNSCC患者的预后,制定精准的治疗方案,本研究利

用癌症基因组图谱(TheCancerGenomeAtlas,TC-
GA)数据库[11]的转录组测序数据进行分析,构建了一

种新的预后风险模型。但转录组测序数据是采用高通

量基因测序技术得到的,而这一技术得到的基因表达

数据有一定的局限性,即基因表达检测的平台和时间

不同,对检测到的基因表达水平存在批次效应,可能导

致分析结果不准确[12]。所以本研究采用了一种新的

方法,以克服不同平台的批量效应。该方法是根据基

因表达水平的相对排序对表达矩阵进行归一化和缩

放[13],即将每个样本中的焦亡相关lncRNAs(prln-
cRNA)的基因表达水平进行两两比较并构建焦亡相

关lncRNA对(PRLPs)。在某样本中,如果某PRLPs
的第一个lncRNA的表达值大于第二个lncRNA,则
该PRLPs在该样本中的得分为1;否则为0。计算所

有样 本 中 每 个 PRLPs的 得 分,剔 除 低 变 异 性 的

PRLPs,即在任何数据集中,某一PRLPs的得分为1
或0的样本低于20%,被剔除。最后,鉴定出具有较

高变异性的PRLPs,以供进一步分析。该方法构建的

预后风险模型具有临床实用性,能够区分临床病例的

高低风险,且已被证明是可行的[14-15]。基于此,本研究

从TCGA数据库获取 HNSCC的转录组测序数据及

临床资料,筛选出prlncRNA并以成对的形式显示,构
建HNSCC预后PRLPs预后风险模型并进行评估,有
望为HNSCC治疗策略的制定提供帮助。

1 材料和方法

1.1 数据来源 HNSCC的转录组测序数据及临床

资料于2021年5月18日从TCGA数据库(https://

portal.gdc.cancer.gov/)下载。转录组数据共546
例,包含44例正常头颈部组织和502例头颈部鳞状细

胞癌组织。临床资料包括年龄、性别、生存时间、生存

状态、肿瘤病理分期、肿瘤分级、TNM 分期,剔除生存

时间未知或小于30d的患者肿瘤样本,纳入491例

HNSCC样本,并以1∶1的比例随机分为训练集(246
例)和验证集(245例)。

1.2 数据预处理 使用perl语言脚本提取 HNSCC
的基因表达矩阵。从Ensembl(http://asia.ensem-
bl.org)下载基因注释文件,将 HNSCC基因表达矩阵
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中的ID转换为基因名称,并区分lncRNA和 mRNA,
获取HNSCClncRNA表达矩阵。引用YEY等[16]总

结的33个焦亡相关基因,并采用与前述相同方法得到

33个焦亡相关基因的 HNSCC基因表达矩阵。使用

perl语言脚本提取 HNSCC的临床信息,用于后续研

究分析。

1.3 PRLPs的获取 利用 R 语言“limma”包,对

HNSCClncRNA表达矩阵与33个焦亡相关基因的

HNSCC基因表达矩阵进行共表达分析,筛选出prln-
cRNA(相关系数Cor>0.4和P <0.001),并利用R
包“igraph”可视化共表达关系,得到共表达网络。同

时以FDR<0.05和logFC>2作为临界值对prln-
cRNA进行差异分析,得到差异表达的prlncRNA。
为了解决数据批次校正问题,将所有差异prlncRNA
以两两组合的形式进行分析,即lncRNAA|lncRNA
B,称之为PRLPs。当lncRNAA的表达高于lncRNA
B时,将PRLPs记为1;否则,记为0。得分为0或1
的总数占所有样品的20%~80%,是有效组合。

1.4 PRLPs预后风险模型的构建及评估 对PRLPs
进 行 单 因 素 Cox 回 归 分 析,得 到 与 预 后 相 关 的

PRLPs。再进行10次交叉验证的Lasso回归分析,在
此之前需要进行Lasso回归过滤,使相对不显著的变

量系数为0的PRLPs排除在建模之外,得到最小的误

差值去构建Lasso回归预测模型,并采用分步法生成

Cox比例风险模型。计算每个HNSCC样本的风险评

分,并根据风险评分的中位数将HNSCC患者分为高、
低风险组。风险评分大于中位数为高风险组;反之,则
为低风 险 组。风 险 评 分=coef1*Exp1+coef2*
Exp2...+coefN*ExpN(Exp:某PRLPs比较之后的

值;ef:回归系数)。计算所有样本的风险得分,并以散

点图的形式显示出来。Kaplan-Meier分析显示高风

险组与低风险组的预后情况。绘制 ROC曲线评估

PRLPs模型的灵敏度和特异度,其通过ROC曲线下

方面积大小展示,即 AUC值。进行单因素和多因素

独立预后分析,并绘制多指标ROC曲线。对不同临

床病理特征进行相关性分析,并以箱线图和热图的形

式展现。以上使用了 R 语言“limma”、“survival”、
“timeROC”、“caret”、“survminer”、“glmnet”和“sur-
vivalROC”包。

1.5 风险评估模型与免疫检查点相关生物标志物之

间的分析 免疫检查点相关的生物标志物有CTLA4、

PDCD1、LAG3、HAVCR2和 TIGIT。采用相关检验

方法和差异分析方法对免疫检查点相关生物标志物进

行相关性分析。分析免疫治疗与肿瘤微环境和干细胞

指数的关系。采用免疫亚型分析来评估免疫治疗的疗

效。上述分析用到了 UCSCXena数据库(https://

xena.ucsc.edu/)的Subtype和StemnessScores数据。

2 结果

2.1 差异prlncRNA的鉴定及PRLPs的建立 本研

究的流程图,见图1。TCGA中 HNSCC的详细临床

特征,见表1。本研究用到的33个焦亡基因见表2。
首先对HNSCC样本中的lncRNA和33个焦亡基因

进行Person相关性分析(相关系数Cor>0.4和P<
0.001),共鉴定出187个prlncRNA,结果见共表达网

络图(见图2A)。随后以FDR<0.05和logFC>2作

为临界值进行差异分析,得到53个差异prlncRNA
(见图2B),其中4个下调,49个上调(见图2C)。最后

对差异prlncRNA进行循环,以0.2<pairRatio<0.8
为有效范围,筛选出877对有效PRLPs用于后续分

析。

图1 研究流程图

2.2 风险评估模型的建立 将 HNSCC患者生存时

间未知或小于30d的样本删除,随后以1∶1的比例

随机分为训练集(246例)和验证集(245例)。然后对

上述筛选出的877对PRLPs进行单因素Cox回归分

析,得到124个预后相关的PRLPs,其中60个PRLPs
是高风险(HR>1,P<0.05),64个是低风险(HR<
1,P<0.05)。再对预后相关的PRLPs进行Lasso回

归分析得到最小误差值18,并计算相应回归系数(见
图3A、图3B)。最后,利用上述得到的18个PRLPs
构建Lasso回归预测模型,并采用分步法生成Cox比

例风险模型(见图3C)。
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表1 491例 HNSCC患者临床病理特征

变量 例(%)

年龄/岁 ≤65 321(65.38)

>65 170(34.62)
性别 女 130(26.48)

男 361(73.52)
肿瘤分级 1 60(12.22)

2 293(59.68)

3 117(23.83)

4 2(0.40)

NA 19(3.87)
肿瘤分期 Ⅰ 25(5.09)

Ⅱ 69(14.05)

Ⅲ 78(15.89)

Ⅳ 251(51.12)

NA 68(13.85)

T分期 T1 44(8.96)

T2 129(26.27)

T3 96(19.55)

T4 166(33.81)

NA 56(11.41)

N分期 N0 167(34.01)

N1 65(13.24)

N2 159(32.38)

N3 7(1.43)

NA 93(18.94)

M分期 M0 181(36.86)

M1 1(0.20)

NA 309(62.94)

表2 33个焦亡基因

基因名称 基因名称 基因名称 基因名称

AIM2 GPX4 NLRC4 PLCG1
CASP1 GSDMA NLRP1 PRKACA
CASP3 GSDMB NLRP2 PYCARD
CASP4 GSDMC NLRP3 SCAF11
CASP5 GSDMD NLRP6 TIRAP
CASP6 GSDME NLRP7 TNF
CASP8 IL18 NOD1
CASP9 IL1B NOD2
ELANE IL6 PJVK

2.3 风险评估模型的验证 在训练集(246例)和验

证集(245例)中,根据训练集的风险评分的中位数将

HNSCC患者分为高风险组和低风险组(见图4A、图

4B)。结果发现低风险组患者预后更好(见图4C、图

4D)。说明低风险组的临床治疗效果更好。随后,进
一步通过1年、3年和5年ROC曲线评估PRLPs模

型的灵敏度和特异度,在训练集中1年、3年和5年总

生存AUC值分别为0.746、0.761、0.762(见图4E),

注:33个焦亡相关基因和lncRNA的共表达网络图(A);筛
选出53个差异prlncRNAs的热图(B)和火山图(C)。

图2 prlncRNAs的筛选

在验证集中1年、3年和5年总生存 AUC值分别为

0.715、0.660、0.660(见图4F)。表明PRLPs预后风

险模型能较准确地预测HNSCC患者的生存预后。

2.4 HNSCC患者的独立预后因素 为验证PRLPs
预后风险模型是否可以独立于其他的临床性状作为独

立的预后因子,进行单因素和多因素独立预后分析。
图5A和图5B分别是训练集和验证集单因素和多因

素独立预后分析的结果,结果表明模型风险评分与患

者总生存时间相关(P <0.05)。多指标联合分析的

ROC曲线结果表明训练集(见图5C)和验证集(见图

5D)各 自 的1年 总 生 存 AUC 值 分 别 为0.746和

0.715,均高于其他临床病理参数。以上结果表明,

PRLPs预后风险模型可作为预测 HNSCC患者预后

的独立预后因素。

2.5 风险评估模型与临床病理特征的关系 根据临

床病理资料对HNSCC患者进行了分层分析。在年龄

≤65岁、年龄>65岁、男性、G1-2、G3-4、T1-2、T3-4、

M0、N0、N1-3和Ⅲ~Ⅳ期中,HNSCC高风险组患者

的总生存时间较低风险组患者的总生存时间短(P<
0.001),见图6。而女性、M1和Ⅰ~Ⅱ期这3个分层

中,输出结果无统计学意义,说明所构建的风险模型只
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A:Lasso回归系数分布的剖面图;B:10倍交叉验证选择最优λ值;C:分步法生成的Cox比例风险模型。

图3 预后风险模型的构建

A、B为头颈部鳞状细胞癌中位风险评分的分布情况及风险评分与生存时间的关系,黑色虚线是把患者分为高风险组和低风险组的

最佳分界线;C、D为头颈部鳞状细胞癌的生存曲线,红色代表高风险组,蓝色代表低风险组;E、F为预后模型的ROC曲线。

图4 预后风险模型的验证
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A、B为单因素和多因素Cox回归分析;C、D为多指标ROC曲线。

图5 prlncRNA对模型是预测 HNSCC患者生存的独立预后因素

图6 头颈部鳞状细胞癌患者不同病理特征分层的高低风险生存分析
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能在某些人群中适用,存在局限性。以上结果表明,

PRLPs预后风险模型在不同分层中具有较好的预测

能力。根据 Wilcoxon符号秩检验计算不同临床病理

特征之间的风险评分差异。结果显示,性别(见图

7A)、分级(见图7B)、分期(见图7C)、T分期(见图

7D)与风险评分存在显著相关性(P<0.05)。采用卡

方检验来探讨HNSCC发病风险与临床病理特征之间

的关系。结果如图7E所示。

2.6 风险模型与免疫治疗的关系 免疫检查点相关

生物标志物的相关性检验和差异分析结果分别如图

8A和图8B所示,结果表明免疫检查点相关生物标志

物的表达与风险评分存在显著相关性和差异性。图

8C显示了 HNSCC中免疫检查点相关生物标志物与

DNAstemnessscore(DNAss)、RNAstemnessscore
(RNAss)、StromalScore、ImmuneScore和 ESTIMA-
TEScore之间的相关性。免疫分型表明 HNSCC中的

CTLA4、LAG3、PDCD1、TIGIT和 HAVCR2的表达

在不同免疫亚型中存在明显差异,其中CTLA4、PD-
CD1、TIGIT和 HAVCR2在C6中高表达,LAG3在

C2中高表达(见图8D)。

A~D:Wilcoxon符号秩检验,性别(A)、分级(B)、分期(C)和T分期(S)与风险评分存在显著相关

性(P<0.05);E:χ2 检验,结果以热图展示(<0.01=**,<0.05=*)。

图7 头颈部鳞状细胞癌患者与不同临床病理特征之间的关系
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A:免疫检查点相关生物标志物的相关性检验;B:免疫检查点相关生物标志物的差异分析;

C:免疫检查点相关生物标志物与DNAss、RNAss、StromalScore、ImmuneScore和

ESTIMATEScore之间的相关性;D:免疫检查点相关生物标志物的免疫分型。

图8 风险模型与免疫治疗的关系

3 讨论

随着高通量基因测序技术的发展和大规模基因表

达数据集的建立,肿瘤研究人员能够准确识别与肿瘤

预后相关的生物标志物[17]。但高通量基因测序技术

得到的转录组测序数据有一定的局限性,即存在批次

效应,可能会导致结果不准确[12]。因此,为了更精准

地预测HNSCC患者的预后和疗效,本研究采用一种

有效的新方法去构建预后风险模型。研究表明,在癌

症预测模型的准确性方面,基因对组合形式优于单基

因组合形式[12]。与传统的由单基因组成的预后模型

不同,由基因对组成的预后模型不需要在不同患者基

因表达矩阵测序平台上进行归一化处理,即:只需要在

基因对的构建过程中考虑数据内基因的比较,而不需

要对数据间的基因进行批量校正。因此本研究采用基

因对去构建预后风险模型,以期更精准地预测肿瘤患

者的预后和疗效。
细胞焦亡是一种程序性细胞死亡,由炎性小体诱

导。研究表明,诱导肿瘤细胞焦亡去消灭肿瘤细胞在

肿瘤治疗中尤为重要[18]。如在非小细胞肺癌中,转录

因子p53通过促进肿瘤细胞焦亡抑制肿瘤生长[19];在
肾细胞癌中,抑制BRD4可增强NLRP3炎症小体的转

录活性,诱导细胞焦亡进而一直肿瘤细胞的增殖和上

皮-间质转化[20]。目前研究主要从分子机制方面阐明

细胞焦亡对肿瘤的影响,对肿瘤患者的预后研究仍较

少,因此,利用细胞焦亡构建预后模型对于肿瘤患者的

个性化治疗和预后预测具有重要意义。
LncRNAs是转录长度超过200个核苷酸的非编

码 RNA,没 有 或 几 乎 没 有 蛋 白 质 编 码 能 力[7]。
WANGBL等[21]研究表明在多种癌症类型中ln-
cRNA-ATB的高表达是不良预后的标志,且标志着肿

瘤患者淋巴结转移和神经浸润的高风险。ZHANGY
等[22]研究表明lncRNADSCAM-AS1可能作为一种新

的预后标志物和潜在的治疗靶点,lncRNADSCAM-
AS1主要是通过与YBX1相互作用,调节FOXA1和

ERα的表达,促进肿瘤进展。以上研究表明,lncRNAs
在肿瘤的发生、发展和预后中具有重要作用。

鉴于lncRNA和细胞焦亡在肿瘤的发生发展中都

起着重要作用。因此,本研究利用生物信息学分析

prlncRNA在HNSCC进展预后中的预测效能。首先

对TCGA数据库中 HNSCClncRNA表达矩阵与33
个焦亡基因的表达矩阵进行共表达分析,筛选出prln-
cRNA,进行差异表达分析,并以lncRNA对的形式进

行展示,其中具有较高变异性的lncRNA对用于后续

分析。然后,将 HNSCC样本分为训练集和验证集,进
行单因素Cox回归分析和Lasso回归分析,得到18个

预后相关的PRLPs并构建预后风险模型。随后用中

位风险评分区分高风险组和低风险组并进行生存分

析,结果表明低风险组患者的总生存时间更长,表明其

临床治疗效果更好,且训练集和验证集的 AUC值均

>0.7。说明所构建的PRLPs模型对于 HNSCC患者

的预后具有较好的预测效能。此外,采用单因素和多

因素Cox回归分析及多指标联合分析的ROC曲线,
研究发现PRLPs预后风险模型可以独立于其他的临

床性状作为独立的预后因子。最后,据临床病理资料

对HNSCC患者进行分层分析,发现PRLPs预后风险

模型在不同分层中具有较好的预测能力。
此外,本研究还对风险评估模型和免疫检查点相

关生物标志物之间的关系进行了联合分析。风险评估

模型和免疫检查点相关生物标志物结果显示,高风险

组中 LAG3、PDCD1、TIGIT、CTLA4表达上调。在

RNA或DNA水平上,免疫检查点相关的生物标志物

也与干细胞指数评分呈负相关,与StromalScore、Im-
muneScore和ESTIMATEScore呈正相关。此外,本
研究还分析了免疫检查点相关生物标志物的免疫亚

型:C1(伤口愈合型)、C2(IFN-γ主控型)、C3(炎症

型)、C4(淋巴细胞消减型)、C5(免疫静默型)和 C6
(TGF-β主导型)[23]。C1、C2和C3型对免疫治疗敏

感,若术前确定患者病理标本属于这3种亚型,可采用
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新辅助免疫治疗;若为C4、C5和C6型,则不适合新辅

助免疫治疗术[23-25]。但是,免疫亚型仅仅适用于手术

前,而手术后还需要ctDNA监测。ctDNA不仅是早

期癌症的重要筛查指标,还可用于预测肿瘤患者术后

病情的变化[26]。由于ctDNA是动态监测,因此收集

HNSCC患者血液存在一定困难。
综上所述,本研究采用一种新颖的、可靠的方法构

建了 一 个 PRLPs预 后 风 险 模 型,该 模 型 可 能 为

HNSCC患者早期诊断和预后提供新思路,并可能为

HNSCC的预后诊疗提供新的方法和新的理论依据。
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