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肾癌相关 ｍｉＲＮＡｓ 及靶基因对肾癌预后的评估价值

聂倩茹ａｂ，赵海东ａ，杨小丽ａ

（桂林医学院 ａ．公共卫生学院，ｂ．科学实验中心，桂林　 ５４１１９９）

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

评估 ｍｉＲＮＡｓ 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 ＴＣＧＡ 肾癌 ｍｉＲＮＡｓ 与

ｍＲＮＡ 测序数据，采用单因素、Ｌａｓｓｏ 和多因素 Ｃｏｘ 回归分析，构建肾癌 ｍｉＲＮＡｓ 预后风险模型；通过对靶基因

进行 ＧＯ、ＫＥＧＧ 富集分析，筛选相关 ｍｉＲＮＡｓ；在临床样本中验证预后风险模型中筛选出的 ｍｉＲＮＡｓ 及其靶基

因的表达。 结果 基于 ＴＣＧＡ 数据库，在肾癌与其癌旁样本转录组数据中共找到 ９４ 个差异 ｍｉＲＮＡｓ 和 １ ２２６
个差异 ｍＲＮＡｓ，独立预后分析筛选得到 ７ 个 ｍｉＲＮＡｓ。 ＧＯ 与 ＫＥＧＧ 富集分析结果提示，７ 个 ｍｉＲＮＡｓ 的功能

与 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路、钙离子信号通路、ＭＡＰＫ 信号通路有关。 采集肾癌临床样本，应用ｑＰＣＲ分析，结果显

示，５ 个 ｍｉＲＮＡｓ 在肾癌临床样本中的表达模式与 ＴＣＧＡ 数据库中的表达模式一致，ｍｉＲＮＡｓ 的 ８ 个靶基因表

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

肾癌 ｍｉＲＮＡｓ 预后模型能有效筛选肾癌预后相关 ｍｉＲＮＡｓ，这些 ｍｉＲＮＡｓ 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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ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃ ｒｉｓｋ ｓｃｏｒｉｎｇ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｒｅｎａｌ ｃａｎｃｅｒ ｗｅｒｅ ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｉｎ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ． Ｒｅｓｕｌｔｓ Ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ

ＴＣＧＡ ｄａｔａｂａｓｅ， ９４ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｍｉＲＮＡｓ ａｎｄ １ ２２６ ｍＲＮＡｓ ｗｅｒｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ｄａｔａ ｏｆ

ｒｅｎａｌ ｃａｎｃｅｒ ｓａｍｐｌｅｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｐｅｒｉｃａｒｃｉｎｏｍａｔｏｕｓ ｔｉｓｓｕｅ． ７ ｍｉＲＮＡｓ ｗｅｒｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｂｙ ｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃ

ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ａ ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃ ｒｉｓｋ ｓｃｏｒｉｎｇ ｍｏｄｅｌ ｏｆ ｒｅｎａｌ ｃａｎｃｅｒ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ． ＧＯ ａｎｄ ＫＥＧＧ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｅｓ

ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ ７ ｍｉＲＮＡｓ ｗｅｒｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ， ｃａｌｃｉｕｍ ｉｏｎ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ

ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ＭＡＰＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｑＰＣＲ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｒｅｎａｌ ｃａｎｃｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｓａｍｐｌｅｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ

ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ ５ ｍｉＲＮＡｓ ａｎｄ ８ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅｓ ｏｆ ｍｉＲＮＡｓ ｉｎ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｔｒｅｎｄ

ｉｎ ＴＣＧＡ ｄａｔａｂａｓｅ． Ｉｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＨＰＧＤ ｗａｓ ｌｏｗ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｒｅｎａｌ ｃａｎｃｅｒ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ

Ｔｈｅ ｍｉＲＮＡｓ ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃ ｍｏｄｅｌ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｃａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｓｃｒｅｅｎ ｆｏｒ ｍｉＲＮＡｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｏｆ

ｒｅｎａｌ ｃａｎｃｅｒ． Ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｔｈｅｓｅ ｍｉＲＮＡｓ ｉｓ ｏｆ ｇｒｅａｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｒｅｎａｌ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ

ａｎｄ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ， ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｔｈｅ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ｒｅｎａｌ ｃｅｌｌ ｃａｎｃｅｒ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ： ｒｅｎａｌ ｃａｎｃｅｒ； ｍｉＲＮＡｓ； ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ； ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃ ｒｉｓｋ ｓｃｏｒｉｎｇ ｍｏｄｅｌ

　 　 肾细胞癌（ｒｅｎａｌ ｃｅｌｌ ｃａｎｃｅｒ，ＲＣＣ）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［１］。 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 ７０%［２］。 ２０１９ 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，２０１９ 年肾

癌新发病例 ５９ ８２７ 例，死亡 ２３ ９５４ 例，我国肾癌新

发病例占全球肾癌新发病例的 １６．１%，死亡病例为

全球的 １４．４%［３］。 由于肾癌在早期阶段无明显临床

特征，导致约 １６%的患者确诊时已经进入晚期阶

段［４］，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。 ｍｉｃｒｏＲＮＡｓ 是一种小的非编码

ＲＮＡ，通过降低靶 ｍＲＮＡ 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［５］。 研究［６］ 表明，ｍｉＲ⁃１４１ 可作为一种肾癌生

物标志物，通过 ＥｐｈＡ２ ／ ｐ⁃ＦＡＫ ／ ｐ⁃ＡＫＴ ／ ＭＭＰｓ 信号通

路参与肾癌细胞的增殖与转移。 因此，ｍｉＲＮＡｓ 与

ｍＲＮＡ 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 ＴＣＧＡ 数据库中肾癌 ｍｉＲＮＡｓ 与

ｍＲＮＡ 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 ｍｉＲＮＡｓ 预后模型，根据风险评

分分析，筛选肾癌相关 ｍｉＲＮＡｓ，鉴定这些 ｍｉＲＮＡｓ

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。

１　 材料与方法

１．１　 数据收集

从 ＴＣＧＡ 数据库中获取 ６１４ 例肾癌患者的

ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 数据、６１６ 例肾癌患者的 ｍｉＲＮＡｓ 原始数据

及其临床样本数据。

１．２　 差异表达分析

使用 ｐｅｒｌ 软件对肾癌 ｍＲＮＡ 与 ｍｉＲＮＡ 转录组

数据进行处理并分别构建 ｍＲＮＡ 表达矩阵与

ｍｉＲＮＡ 表达矩阵。 用“ｅｄｇｅＲ 包”分别对 ｍＲＮＡ 表达

矩阵和 ｍｉＲＮＡ 表达矩阵进行差异表达分析。 筛选

标准为 ｜ ｌｏｇＦＣ ｜ ＞１．５ 且 ＦＤＲ＜０．０５。

１．３　 预后模型构建

首先使用“Ｒ 软件”中的“ｃａｒｅｔ 包”将筛选后得

到的 ４９９ 个样本随机分为训练集（２５１ 个样本）和测

试集（２４８ 个样本）；用“ｓｕｒｖｉｖａｌ 包”筛选与肾癌生存

相关的 ｍｉＲＮＡｓ。 采用 Ｌａｓｓｏ 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

“ｇｌｍｎｅｔ 包”构建模型，对模型随机循环 １ ０００ 次，并

对 ｌａｍｂｄａ 值进行交叉验证，得到最佳的 ｌａｍｂｄａ 值。

对上述 Ｌａｓｓｏ 回归分析的结果进行预后模型构建，用

“Ｒ 软件”中“ｓｕｒｖｉｖａｌ 包”进行多因素回归分析，筛选

·２１１·
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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。

１．４　 预测 ｍｉＲＮＡｓ 的靶基因

使用 ｐｅｒｌ 软件对 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ、ｍｉＲＤＢ、ｍｉＲＴａｒＢａｓｅ

３ 个数据库进行 ｍｉＲＮＡｓ 的靶基因预测，将两个及以

上数据库存在靶向关系的 ｍＲＮＡ 定义为 ｍｉＲＮＡｓ 的

靶基因，绘制 ｍｉＲＮＡ⁃ｍＲＮＡ 调控网络。

１．５　 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 富集分析

使用“Ｒ 软件”对差异表达的靶基因进行 ＧＯ 和

ＫＥＧＧ 富集分析，设定 Ｐ＜０．０５ 并筛选出功能和通路

富集相关靶基因。

１．６　 肾癌与癌旁样本收集

收集 ２０２２～２０２４ 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 １６ 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（ＧＹＬＬ２０２２０８８）。

１．７　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 ｍｉＲＮＡ 及 ｍＲＮＡ 在肾癌及癌旁

组织中的表达

使用 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取肾癌组织和癌旁组织总

ＲＮＡ，按照生工生物工程股份有限公司 ｍｉＲＮＡ 加尾

法逆转录试剂盒将总 ＲＮＡ 中的 ｍｉＲＮＡ 逆转录为相

应 ｃＤＮＡ；根据 ＴａＫａＲａＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ

试剂盒说明书将总 ＲＮＡ 中的 ｍＲＮＡ 逆转录为相应

ｃＤＮＡ。 将合成的 ｃＤＮＡ 稀释 １０ 倍后进行扩增。 引

物由生工生物工程股份有限公司定制，ｍｉＲＮＡ 引物

采用加尾法设计合成，ｍｉＲＮＡ 内参选择 Ｕ６，ｍＲＮＡ

内参选择 β⁃ａｃｔｉｎ，按照 ２－ΔΔＣｔ进行数据的处理。 引物

序列如表 １ 所示。

表 １　 ｍｉＲＮＡ、ｍＲＮＡ 引物序列

基因名称 　 　 　 上游引物序列 ５′⁃３′ 　 　 　 下游引物序列 ５′⁃３′

ｍｉＲ⁃２１⁃５ｐ ＣＣＧＴＧＣＴＡＧＣＴＴＡＴＣＡＧＡＣＴＧＡＴＧＴＴＧＡ ＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ

ｍｉＲ⁃１４９⁃５ｐ ＡＴＣＴＧＧＣＴＣＣＧＴＧＴＣＴＴＣＡＣＴＣＣＣ ＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ

ｍｉＲ⁃２２４⁃５ｐ ＧＣＣＧＴＣＡＡＧＴＣＡＣＴＡＧＴＧＧＴＴＣＣＧＴ ＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ

ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃３ｐ ＣＧＧＡＣＴＧＴＡＧＴＡＴＧＧＧＣＡＣＴＴＣＣＡＧ ＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ

ｍｉＲ⁃１４２⁃５ｐ ＧＣＧＣＡＧＧＣＣＡＴＡＡＡＧＴＡＧＡＡＡＧＣＡＣＴ ＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ

ｍｉＲ⁃２１５⁃５ｐ ＣＣＧＡＧＣＧＡＴＧＡＣＣＴＡＴＧＡＡＴＴＧＡＣＡＧ ＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ

Ｕ６ ＡＡＧＴＧＣＴＣＡＴＡＧＴＧＣＡＧ ＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴＧＣＧＴ

β⁃ａｃｔｉｎ ＴＧＧＣＡＣＣＣＡＧＣＡＣＡＡＴＧＡＡ ＣＴＡＡＧＴＣＡＴＡＧＴＣＣＧＣＣＴＡＧＡＡＧＣＡ

ＣＯＲＯ２Ｂ ＣＡＴＣＣＣＣＣＴＧＧＡＧＣＡＧＡＣＡＧ ＣＧＴＣＡＴＧＴＴＣＣＧＣＴＴＣＡＧＣＣ

ＳＬＣ５Ａ３ ＣＣＴＡＣＣＧＴＧＣＣＣＣＡＧＡＡＴＧＴ ＧＧＧＡＧＧＴＧＧＴＧＴＧＡＧＡＡＧＧＣ

ＰＳＡＴ１ ＧＧＧＣＴＴＧＧＴＴＣＴＧＧＡＧＴＧＧＡ ＴＧＣＣＴＣＣＣＡＣＡＧＡＣＡＣＧＴＡＧ

ＣＯＬ２７Ａ１ ＡＣＣＧＧＧＡＣＴＧＧＣＴＧＧＴＴＡＴＧ ＣＧＧＴＣＴＣＣＴＣＧＡＴＣＡＣＣＣＡＣ

ＨＰＧＤ ＧＴＴＧＣＡＣＡＧＣＡＧＣＣＧＧＴＴＴＡ ＣＡＡＴＣＡＡＴＧＧＴＧＧＧＣＧＣＴＧＣ

ＮＴＲＫ２ ＧＣＴＴＣＴＧＣＴＧＧＣＴＧＧＴＴＧＴＧ ＣＴＣＧＧＡＡＡＴＧＣＣＡＣＧＡＴＧＣＣ

ＧＬＹＡＴ ＧＡＧＧＡＡＧＡＧＣＣＴＣＣＣＡＧＣＡＴ ＡＧＧＣＣＡＣＴＴＧＴＣＣＡＣＣＡＣＡＧ

ＯＳＭＲ ＣＣＡＴＴＣＣＡＧＣＡＣＣＡＧＣＣＡＡＣ ＡＧＣＡＧＧＡＧＡＡＧＣＡＣＣＣＡＣＡＣ

ＰＬＡＵ ＴＴＧＣＧＧＣＣＡＴＣＴＡＣＡＧＧＡＧＧ ＴＣＣＣＣＴＴＧＣＧＴＧＴＴＧＧＡＧＴＴ

ＵＧＴ８ ＴＧＡＡＧＴＧＧＧＴＧＣＴＣＣＴＧＣＴＣ ＴＧＣＡＧＣＡＡＧＴＴＣＡＴＧＣＧＧＴＣ
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１．８　 免疫组化检测 ＨＰＧＤ 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 ３９ 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 ６８ ℃ 烤片

２ ｈ，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 ４ ℃冰箱孵育一

抗 １２ ｈ；ＤＡＢ 染色，苏木素进行复染，盐酸乙醇分化

２～３ ｓ 后，于清水中返蓝。 封片后，根据免疫组化评

分确定 ＨＰＧＤ 在肾癌与癌旁组织中的表达。

２　 结果

２．１　 肾癌相关 ｍｉＲＮＡｓ 与 ｍＲＮＡｓ 筛选

以 ｜ ｌｏｇＦＣ ｜ ＞１．５ 且 ＦＤＲ＜０．０５ 为标准，在 ｍｉＲＮＡ

测序数据中鉴定得到 ９４ 个差异表达 ｍｉＲＮＡｓ，其中

包括 ５０ 个上调 ｍｉＲＮＡｓ 和 ４４ 个下调 ｍｉＲＮＡｓ。 以同

样标准，在 ｍＲＮＡ 测序数据中鉴定得到 １ ２６６ 个差

异表达基因，其中包括 ８６８ 个上调基因与 ３９８ 个下

调基因。 差异基因火山图如图 １ 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 ｍｉＲＮＡｓ。

图 １　 ｍｉＲＮＡ 表达分析火山图

２．２　 构建的 ｍｉＲＮＡｓ 预后模型

首先根据单因素 Ｃｏｘ 回归分析，筛选出与预后

相关的 ｍｉＲＮＡｓ，设定与生存相关的标准为 Ｐ＜０．０１，

得到 １０ 个显著相关的 ｍｉＲＮＡｓ。 为减少多重共线性

的影响，采用 Ｌａｓｓｏ 回归对以上结果进行降维分析，

在 λ 值最小处对应有 ９ 个与预后相关的 ｍｉＲＮＡｓ，对

其进行交叉验证；然后，基于 Ｌａｓｓｏ 分析结果，进行多

因素 Ｃｏｘ 分析并构建模型。 最终模型包括 ７ 个

ｍｉＲＮＡｓ，分别为 ｍｉＲ⁃２１⁃５ｐ、 ｍｉＲ⁃２０ｂ⁃３ｐ、 ｍｉＲ⁃２２４⁃

５ｐ、ｍｉＲ⁃１４９⁃５ｐ、ｍｉＲ⁃１４２⁃５ｐ、ｍｉＲ⁃４７７２⁃５ｐ、ｍｉＲ⁃２１５⁃

５ｐ。 依据构建的预后模型中每个基因的相关系数

（Ｃｏｅｆ）和其基因表达量计算模型的风险评分，风险

评分＝∑ｎ
k＝１ρκ×ｘκ，ｎ：模型中基因总数；ρ 为基因的相

关系数；ｘ：每个基因的表达量；κ：基因的序号。

２．３　 模型的效果

将 ＴＣＧＡ 数据库中肾癌样本随机分配为训练集

（２５１ 例）和测试集（２４８ 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 ｍｉＲＮＡｓ 表达水平与低风险组之间

的差异具有统计学意义（Ｐ＜ ０． ０１），结果如图 ２ 中

Ａ⁃Ｃ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（Ｐ＜０．０１），结果如图 ２Ｄ 所示。 对训

练集按照 １ 年、３ 年、５ 年进行生存分析，结果显示

ＡＵＣ 值均大于 ０．７，表明该预后模型对肾癌具有较强

的诊断效能，结果如图 ２Ｅ 所示。
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注：Ａ．风险曲线图；Ｂ．生存状态散点图；Ｃ．风险

热图；Ｄ．生 存曲线图；Ｅ．风险模型的 １ 年、３

年、５ 年的 ＲＯＣ 曲线下面积。

图 ２　 训练集中肾癌患者 ｍｉＲＮＡ 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 ３ 所示。 注：Ａ．风险曲线图；Ｂ．生存状态散点图；Ｃ．风险热图；Ｄ．生存

曲线图；Ｅ．风险模型的 １ 年、３ 年、５ 年的 ＲＯＣ 曲线下面积。
图 ３　 测试集中肾癌患者 ｍｉＲＮＡ 的预后价值

２．４　 靶基因的筛选
根据 ＫＥＧＧ 和 ＧＯ 富集结果，选择出 ９ 个与

ｍｉＲＮＡ 调控相关的靶基因，结果如表 ２ 所示。
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表 ２　 ｍｉＲＮＡ 调控的靶基因

ｍｉＲＮＡ 名称 肿瘤中表达 相互作用靶基因

ｍｉＲ⁃２１⁃５ｐ 高表达 ＨＰＧＤ、ＮＴＲＫ２、ＳＬＣ５Ａ３

ｍｉＲ⁃１４９⁃５ｐ 低表达 ＣＯＬ２７Ａ１

ｍｉＲ⁃２２４⁃５ｐ 高表达 ＰＳＡＴ１

ｍｉＲ⁃１４２⁃５ｐ 高表达 ＧＬＹＡＴ、ＳＬＣ５Ａ３、ＰＳＡＴ１

ｍｉＲ⁃２１５⁃５ｐ 高表达 ＣＯＲＯ２Ｂ、ＰＬＡＵ、ＵＧＴ８

２．５　 ｍｉＲＮＡ 及其靶基因在肾癌中的表达

荧光定量 ＰＣＲ 结果显示，预后模型中 ｍｉＲ⁃２１⁃

５ｐ 在肾癌组织中上调，其靶基因 ＨＰＧＤ、ＮＴＲＫ２、

ＳＬＣ５Ａ３ 在肾癌组织中下调，差异有统计学意义（Ｐ＜

０．０５）；ｍｉＲ⁃２１５⁃５ｐ 在肾癌组织中上调，其靶基因

ＣＯＲＯ２Ｂ、ＵＧＴ８、ＰＬＡＵ 在肾癌组织中下调（Ｐ＜０．０５）；

ｍｉＲ⁃２２４⁃５ｐ 在肾癌中表达上调、其靶基因 ＰＳＡＴ１ 在

肾癌组织中下调（Ｐ＜０．０５）；ｍｉＲ⁃１４２⁃５ｐ 在肾癌组织

中表达上调，其靶基因 ＧＬＹＡＴ 在肾癌组织中下调

（Ｐ＜０．０５）；ｍｉＲ⁃１４９⁃５ｐ 在肾癌组织中表达下调（Ｐ＜

０．０５），结果如图 ４ 所示。

注：Ａ． ｍｉＲ⁃２１⁃５ｐ 及其靶基因；Ｂ． ｍｉＲ⁃２２４⁃５ｐ 及其靶基因；Ｃ． ｍｉＲ⁃２１５⁃５ｐ 及其靶基因；Ｄ． ｍｉＲ⁃１４９⁃５ｐ 及其靶基因；

Ｅ． ｍｉＲ⁃１４２⁃５ｐ 及其靶基因。 与癌旁组织比较，∗Ｐ＜０．０５，＃Ｐ＞０．０５。

图 ４　 ｍｉＲＮＡｓ 及其靶基因在肾癌中表达分析

２．６　 ＨＰＧＤ 在肾癌及癌旁组织中表达

ＨＰＧＤ 是 ｍｉＲ⁃２１⁃５ｐ 的靶向调控基因，免疫组织

化学结果显示，ＨＰＧＤ 在肾癌中表达明显低于癌旁

组织（Ｐ＜０．０１），结果如图 ５ 所示。
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注：Ａ．免疫组织化学检测 ＨＰＧＤ 在肾癌中的表达（４００×）；Ｂ．ＨＰＧＤ 在癌组织中的表达评分分

析。 与癌旁组织比较，∗Ｐ＜０．０５。

图 ５　 ＨＰＧＤ 在肾癌组织中的表达分析

２．７　 ＨＰＧＤ 与临床相关指标的相关性

依据 ＨＰＧＤ 表达水平将患者分为高表达组与低

表达组，分析结果表明，ＨＰＧＤ 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。

３　 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 ５ 年生存率约为 ９０%，

而发生远处转移的患者，其 ５ 年生存率仅有 １０%［７］。

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［８］ 表明，采用多个

ｍｉＲＮＡｓ 具有更高的诊断和预后价值，通过构建肾癌

ｍｉＲＮＡｓ 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 ＴＣＧＡ 数据库的

ｍｉＲＮＡｓ 测序数据以及临床数据中筛选出 ７ 个高度

相关的 ｍｉＲＮＡｓ，以此为基础，构建肾癌 ｍｉＲＮＡｓ 预

后风险模型，并推导出它的评估公式，经单因素 Ｃｏｘ

回归分析、Ｌａｓｓｏ 回归分析与多因素 Ｃｏｘ 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 ｍｉＲＮＡｓ 的靶

基因进行预测，并构建预后模型 ｍｉＲＮＡ⁃ｍＲＮＡ 调控

网络。 为评估预后模型中 ｍｉＲＮＡｓ 在肾癌发生、发

展中的作用，本研究对预后模型中的 ｍｉＲＮＡｓ 的靶

基因集进行 ＧＯ 与 ＫＥＧＧ 富集分析，结果显示，靶基

因功能主要与 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路、钙离子信号通

路、ＭＡＰＫ 信号通路及癌症组织的转录失调等有关。

ＰＩ３Ｋ⁃ＡＫＴ 信号通路可以促进肾癌的进展和转移［９］。

ＷＡＮＧ 等［１０］研究发现，ＬＰＡＲ２ 对 ＬＰＡ 促进肾癌进

展至关重要，其作用机制主要取决于 ＭＡＰＫ 和 ＮＦ⁃

κＢ 的激活。 因此，本研究所构建的肾癌预后风险模

型公式中，ｍｉＲＮＡｓ 的功能与肾癌的发生与发展具有

重要的联系。

研究［１１］表明，ｍｉＲ⁃２１⁃５ｐ 能促进乳腺癌、肝癌的

发生、发展。 ｍｉＲ⁃２１⁃５ｐ 是一个潜在的乳腺癌预后标

记物，通过靶向 ＴＧＦβＲ３ 和 ＥＧＦＲ 在乳腺癌中发挥

作用［１２］。 ｍｉＲ⁃２１⁃５ｐ 对肾癌细胞的侵袭和迁徙具有

促进作用［１３］。 本研究结果表明，ｍｉＲ⁃２１⁃５ｐ 在肾癌

中表达水平升高，可能与肾癌的发生和发展有关。

ｍｉＲ⁃２２４⁃５ｐ 促进甲状腺癌的进展［１４］，血清 ｍｉＲ⁃２２４⁃

５ｐ 可以作为肾癌的生物标志物［１５］。 本研究发现，

ｍｉＲ⁃２２４⁃５ｐ 在肾癌组织中明显上调。 ｍｉＲ⁃２１５⁃５ｐ 在

乳腺癌中低表达［１６］，ｍｉＲ⁃２１５⁃５ｐ 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［１７］。 本研究结果表明，ｍｉＲ⁃２１５⁃５ｐ 在肾癌组织中

表达高于癌旁组织，推测 ｍｉＲ⁃２１５⁃５ｐ 的高表达可能

对肾癌的发生、发展有促进作用。 最近有文献［１８］ 报

告，在肾癌细胞系中转染后发现 ｍｉＲ⁃１４２⁃５ｐ 促进肾

癌细胞的增殖与迁移，经一系列实验证明 ｍｉＲ⁃１４２⁃

５ｐ 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 ｍｉＲＮＡｓ 在癌症，尤

·７１１·
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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 ｍｉＲＮＡｓ 的作用，本研究

通过构建 ｍｉＲＮＡ⁃ｍＲＮＡ 调控网络对预后模型中的

ｍｉＲＮＡｓ 的靶基因进行预测，并对预测的靶基因进行

分析，发现 ＨＰＧＤ、ＮＴＲＫ２、ＳＬＣ５Ａ３、ＰＳＡＴ１、ＣＯＲＯ２Ｂ、

ＰＬＡＵ、ＵＧＴ８、ＧＬＹＡＴ、ＯＳＭＲ 在肾癌组织中低表达。

８ 个靶基因（ＰＬＡＵ、ＨＰＧＤ、ＣＯＲＯ２Ｂ、ＮＴＲＫ２、ＵＧＴ８、

ＧＬＹＡＴ、ＳＬＣ５Ａ３ 和 ＰＳＡＴ１）在肾癌中的表达模式与

ＴＣＧＡ 数据库中展示的表达模式基本一致。 ＧＡＯ

等［１９］研究了 ＰＬＡＵ 在宫颈癌中的表达，发现 ＰＬＡＵ

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，ＰＬＡＵ 在肾癌组织中呈低表

达，ＲＯＣ 曲线显示，ＰＬＡＵ 在肾癌中作为诊断标志物

的准确率约为 ０．８８１。 ＨＰＧＤ 过表达抑制胃癌细胞

的增殖、侵袭和迁移［２０］。 本研究发现，ＨＰＧＤ 在肾癌

组织中呈低表达，提示其可能是肾癌的抑制基因。

ＣＯＲＯ２Ｂ 与疾病的相关研究较少，ＣＯＲＯ２Ｂ 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 ＣＯＲＯ２Ｂ 是一种新的足细胞特异性高表达蛋

白［２１］。 本研究结果显示，ＣＯＲＯ２Ｂ 在肾癌组织中呈

低表达。 ＮＴＲＫ２ 是神经营养受体酪氨酸激酶 ２，也

称为 Ｔｒｋ⁃β，由 ＮＴＲＫ 蛋白家族编码［２２］。 研究［２３］ 显

示，ＮＴＲＫ２ 与乳腺癌的发生相关， ＮＴＲＫ２ 表达受

ｍｉＲ⁃８８５⁃３ｐ 调节，从而调节 ＰＩＫ３ ／ ＡＫＴ 信号通路。

本研究显示，ＮＴＲＫ２ 是 ｍｉＲ⁃２１⁃５ｐ 的靶基因，在肾癌

组织中表达下调。 ＧＬＹＡ 是一种人甘氨酸 Ｎ⁃酰基转

移酶，ＧＬＹＡＴＬ１ 表达降低与肝细胞癌患者的生存期

短相关［２４］。 有研究［２５］ 表明，ＰＳＡＴ１ 作为一种限速

酶，与胰腺癌的发生、发展相关。

４　 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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