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胶质母细胞瘤患者自噬相关mRNA与 lncRNA的预后判断价值

牛晓辰 1，姚诗琪 2，王春红 1,3，成睿 1,3，吉宏明 1,3

1.山西医科大学第五临床医学院，山西 太原 030012
2.山西医科大学第一临床医学院，山西 太原 030001
3.山西省人民医院，山西 太原 030012

摘 要：目的 分别构建由自噬相关基因（ATG）与自噬相关 lncRNA（ATL）构成的预后模型，预测胶质母细胞瘤（GBM）患者的预

后情况，为其个性化诊疗与基础研究提供依据。方法 利用TCGA数据库中GBM的测序与临床数据，通过单因素Cox回归分析筛

选差异表达且具备预后价值的ATG与ATL，之后通过多因素Cox回归分析分别构建预后模型，根据模型计算患者风险值并验证其

有效性。结果 GBM组织相较正常组织共筛选到72个差异表达的ATG（上调53个，下调19个）和170个ATL（上调102个；下调68
个），单因素Cox回归分析筛选到 16个与患者预后相关的ATG和 22个ATL，多因素Cox回归分析分别纳入 3个ATG与 8个ATL构
建预后模型。生存曲线显示在 2个模型中高风险组生存率远低于低风险组，受试者工作特性曲线证明 2个模型均具有较好的预

测能力。结论 所构建的2个预后模型可有效预测患者生存情况，并提供个性化诊疗与基础研究参考。
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Abstract： Objective Two prognostic models consisting of autophagy-related gene（ATG）or autophagy-related lncRNA
（ATL）were constructed to predict the prognosis of patients with glioblastoma multiforme（GBM）and provide the basis for
personalized diagnosis and treatment.Methods The RNA sequencing and clinical data of GBM in TCGA database were
used to screen the differentially expressed ATG and ATL with prognostic value by univariate Cox regression analysis. Then，
the prognostic models were constructed by multivariate Cox regression analysis，the risk values of patients were calculated
according to the models and their effectiveness was verified.Results Compared with normal tissues，72 differentially ex⁃
pressed ATG（up-regulated 53，down-regulated 19）and 170 differentially expressed ATL（up-regulated 102；down-regulat⁃
ed 68）were obtained. 16 ATG and 22 ATL were identified by univariate Cox regression analysis and multivariate Cox regres⁃
sion analysis included 3 ATG and 8 ATL，respectively，to construct the prognosis model. The survival curves of the two
models showed that the survival rate of the high-risk group was much lower than that of the low-risk group，and the receiver
operating characteristic curves proved that both models had good predictive ability.Conclusions The two prognostic mod⁃
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els can effectively predict the survival of GBM patients，and provide reference for personalized diagnosis and treatment.

［Journal of International Neurology and Neurosurgery, 2021, 48(4): 359-365.］
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胶质母细胞瘤（glioblastoma multiforme，GBM）是恶

性程度最高、最具侵袭性的中枢神经系统肿瘤，约占颅内

肿瘤的 15%~20%［1］。GBM的预后较差，中位总生存期

（overall survival，OS）为 9~15个月，患者 5年存活率低于

5%［2］。目前对GBM的治疗多以手术为主，结合放疗、化

疗、靶向治疗与支持治疗等，但由于肿瘤本身侵袭力强且

呈浸润生长，化疗容易产生耐药等，导致多种治疗方案的

效果均不理想。因此，寻找新的生物标志物来指导治疗，

并为相关研究提供靶点具有重要意义。

自噬是细胞在自噬相关基因（autophagy related gene，
ATG）的调控下利用溶酶体降解自身受损的细胞器和大

分子物质的过程，对实现细胞代谢需要、更新某些细胞器

并维持细胞内稳态有较重要的作用［3］。研究表明，自噬

对GBM的发生发展具有双重调节作用，在肿瘤发生的早

期阶段，自噬抑制细胞增殖，从而延缓肿瘤的进展；当肿

瘤体积增大，能量供应不足以维持其生长时，自噬可促进

营养缺乏肿瘤区域内肿瘤细胞的存活［4］。长链非编码

RNA（long non-coding RNA，lncRNA）是一种转录长度介

于 200 nt~100 kb之间没有编码蛋白潜能的非编码RNA，
其亦可参与 GBM的恶性进展。目前，多个 lncRNA已被

证实在调控GBM增殖、迁移与侵袭等恶性表型中发挥重

要作用［5］。相关研究表明，MIR155HG通过MIR155HG/
miR-155 信 号 轴 可 以 促 进 胶 质 瘤 的 侵 袭 和 转 移 ；

LINC00460能竞争性吸附miR-320a，在GBM的发展中充

当促癌因子［6］。因此，深入探究 lncRNA参与GBM发生与

发展的机制，可为相关研究与治疗提供重要参考。

前期发现，一些 lncRNA与ATG具有共表达关系并参

与其转录与表达调控，称之为自噬相关 lncRNA（autopha⁃
gy related lncRNA，ATL）。ATL可通过参与自噬调节影

响肿瘤的进程：LIU等［7］研究发现，lncRNA-SNHG15含有

一个保守的miR-141位点，可以通过与miR-141的相互作

用调节ATG5的表达，从而促进骨肉瘤细胞的自噬；WU
等［8］研究发现 lncRNA-UCA1在膀胱癌中过表达，通过 ln⁃
cRNA-UCA1/miR-582-5p/ATG7轴来促进膀胱癌细胞的增

殖［9］。深入阐明ATG与ATL在自噬调控网络中的重要作

用，并筛选出与GBM进展相关的ATG与ATL，对GBM的

临床诊疗具有重要意义［10］。
1 材料与方法

1. 1 数据下载与处理

通过癌症基因组图谱（The Cancer Genome Atlas，TC⁃
GA，https：//portal.gdc.cancer.gov/）下载 GBM经标准化后

的RNA测序与临床数据，包括 169例GBM患者的肿瘤组

织测序与 5例正常脑组织测序信息。利用 perl语言（perl
5.30.2，http：//www.perl.org/）分别提取mRNA与 lncRNA表

达文件。从人类自噬基因数据库（Human Autophagy Da⁃
tabase，HADb，http：//www.autophagy.lu/）下载 232个ATG，
将mRNA表达矩阵中的基因与 232个ATG取交集。由于

本研究所用数据来源于TCGA数据库，故不需要相关伦理

学审核与批准。

1. 2 ATL筛选与差异分析

将 lncRNA与ATG的表达文件进行 Pearson相关性分

析，筛选具有共表达关系的ATL，设置阈值：相关性系数

|R|>0.6，P.adj<0.001。利用 R（R 3.6.3，https：//www.r-proj⁃
ect.org/）语言中的“limma”包，对ATG与ATL的表达进行

差异分析，筛选标准为：错误发现率（false discovery rate，
FDR）BH法矫正后的阈值 P.adj<0.05，对数差异表达倍数

变化绝对值 |㏒₂FC|>1，利用“pheatmap”包进行层次聚类

分析。

1. 3 预后相关的ATG与ATL筛选

将差异表达的ATG与ATL表达量分别同生存时间进

行合并，剔除临床信息不完整以及OS<30 d的样本。利用

“survival”包对差异表达的 ATG与 ATL分别进行单因素

Cox回归分析，设置阈值为P.adj<0.05，明确表达量和患者

生存时间的关系。之后进行多因素Cox回归分析，分别构

建可预测患者生存情况的预后模型。模型计算公式为：

风险值（risk score）=∑i = 1
n coefi*xi（coef为风险基因回归系

数，x为基因表达量）。

1. 4 预后模型评价

基于2个预后模型计算患者的风险值，从高到低排序

后依据中位数将患者分为高低风险组。使用“survival”包
和“survminer”包进行 Kaplan-Meier（K-M）生存分析。下

载“pheatmap”包绘制高低风险组的风险曲线、生存状态

图和风险基因热图。整合各组患者的生存时间、生存状

态、年龄、性别和 risk score，进行单多因素独立预后分析。

使用“survival ROC”包绘制各项预后指标的ROC曲线，评

估其预测能力。

1. 5 基因集富集分析

对GBM患者的基因组广泛表达谱进行基因集富集

分 析（Gene set enrichment analysis，GSEA，http：//www.
broadinstitute.org/gsea），采用 c2.cp.kegg.v7.0.symbols.gmt
数据集，以确定所构建的2个模型中高低风险组间的差异

基因所参与的主要通路。按照缺省参数设置进行富集分

析，设定随机组合次数为 1 000次，分别使用 500和 15个
基因的最大和最小基因集大小进行过滤。富集时，标准
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化富集分数（NES）绝对值≥1.0，标准化显著性水平（NOM
P-val）≤0.05，矫正多重假设检验（FDR Q-val）≤0.25通常被

认为是有意义的基因集合。

2 结果

2. 1 ATL筛选与差异分析

通过 TCGA数据库下载到 169例GBM与 5例正常脑

组织样本的 19 658条mRNA与 14 142条 lncRNA的表达

数据，与ATG取交集得到 210条mRNA，共表达分析共得

到 1187对 lncRNA-mRNA共表达关系对。差异分析得到

72个 ATG（上调：53个；下调：19个），170个 ATL（上调：

102个；下调：68个）。

2. 2 预后模型构建

对差异表达的ATG与ATL分别进行单因素Cox回归

分析，共有 16个ATG与 22个ATL同患者的预后相关（图

1A，B），多因素Cox回归纳入 3个ATG与 8个ATL构建预

后模型，相应的 coef值分别见图 1C，D。纳入模型的ATL
与ATG的共表达关系如图1E。

A, B: ATG与ATL的单因素Cox回归分析; C，D: ATG与ATL预后模型; E: lncRNA与mRNA的共表达关系。

图1 预后模型构建
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2. 3 预后模型评价

通过 2个预后模型分别计算患者的风险值，K-M生存

分析显示（图 2A，B），在 2个模型中高风险组的患者生存

率均低于低风险组（ATG：P=0.006；ATL：P<0.001）。风险

曲线（图 2C，D）与生存状态图（图 2E，F）表明，随着 risk
score的升高，死亡个体数逐渐增多。风险基因热图显示

（图 2G，H），在高风险组高表达的基因，coef值均为负，反

之为正。单因素（图 3A，B）与多因素（图 3C，D）预后分析

显示，年龄与 risk score是患者的预后因素。ROC曲线（图

3E，F）与时间依赖的ROC曲线（图 3G，H）均显示，在 2个
模型中，risk score均是GBM患者更优的预测指标。

A, B: ATG与ATL预后模型的生存曲线; C,D:模型的风险曲线; E,F:模型的生存状态图; G,H:模型的风险基因热图。

图2 预后模型的评价
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A, B:模型的单因素预后分析; C, D:模型的多因素预后分析; E, F: ROC曲线; G, H:时间依赖的ROC曲线。

图3 预后模型的预后分析
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2. 4 GSEA富集分析

GSEA富集分析结果显示（图 4），在ATG模型中，高

风险组富集到的通路有溶酶体，细胞因子受体相互作用

与氨基糖/核苷酸糖的代谢等；低风险组富集到的通路有

细胞周期，RNA降解与WNT信号通路等。ATL模型中，

高风险组富集到的通路有细胞因子受体相互作用，NOD

样受体信号通路与氨基糖/核苷酸糖的代谢等；低风险组

富集到的通路有核糖核酸聚合酶，Hedgehog信号通路与

WNT信号通路等。GSEA富集分析结果在 2个模型中具

有高度一致性，提示所筛选的 lncRNA主要与自噬过程相

关，所得GSEA富集结果可为后续研究提供参考。

3 讨论

GBM作为恶性程度最高的一类颅内肿瘤，患者预后

极差，平均中位生存期约15个月，但能用于评价患者生存

预后情况的肿瘤标志物较少。因此，寻找GBM特异性的

标志物，对患者的预后情况进行评估，进而指导临床诊疗

具有重要意义。自噬作为一种细胞死亡的方式，对肿瘤

的恶性进展具有重要调控作用，由于既往研究都是从单

个因素的角度考虑ATG在GBM中发挥的作用，而肿瘤的

图 4 GSEA富集分析结果
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发生发展是一个多基因联合作用的结果，因此本研究构

建多基因模型来预测GBM患者的预后情况，为该类肿瘤

的精准治疗提供理论依据。

本研究基于ATG与ATL共构建了 2个预后模型，纳

入模型的ATG有组织蛋白酶B（cathepsin B，CTSB），热休

克蛋白家族A成员 5（heat shock protein family A（Hsp70）
member 5，HSPA5）与微管相关蛋白 1轻链 3α（microtu⁃
bule associated protein 1 light chain 3 alpha，MAP1LC3A）。

纳入模型的 ATL 有 AC126407.1，AC091182.2，PRKCQ-

AS1，AC245128.3，AL353796.1，AC010655.2，LINC02293
与AC026367.1。

研究表明，CTSB是细胞溶酶体中一种半胱氨酸蛋白

酶，在正常细胞中少量存在于溶酶体，肿瘤细胞中被异常

分泌在细胞外，通过降解基底膜和细胞外基质，如 IV型胶

原、纤维结合素及层黏连蛋白等，进而参与肿瘤细胞的侵

袭与转移，与患者预后密切相关。咖啡因通过下调CTSB
和MAPK信号通路抑制 GBM的进展［11］；miR-140通过靶

向调控CTSB，抑制GBM肿瘤细胞的间充质转化，增强了

该肿瘤对替莫唑胺的敏感性［12］。HSPA5是内质网上的钙

结合蛋白，应激情况下可直接抑制前凋亡组织成分的激

活以及转移折叠蛋白，促使细胞蛋白质继续合成而维持

肿瘤内环境稳定，在多种肿瘤组织细胞中均呈现高表

达［13］，而GBM细胞中HSPA5的上调，可维持或恢复细胞

微环境的稳态，并在各种治疗中导致GBM耐药［14］。文献

报道MAP1LC3A是自噬体膜在形成过程中必不可少的基

因，联合其下游产物MAP1LC3B的含量可共同作为衡量

自噬的标记物，后者与自噬发生程度呈正相关［15］；而
MAP1LC3A的上调与自噬活性受损有关，这可能促进

GBM的癌变［16］。
本研究聚焦细胞自噬所建立的 2个预后模型相比传

统的危险指标准确性更高，可以更合理评价患者的预后

情况，而针对高风险组患者应给予更加积极的治疗和密

切的随访，阻止病情进展。有趣的是，我们发现两个模型

中的 CTSB与 AC245128.3具有显著的共表达关系，二者

之间的相互作用，或可成为GBM的有效治疗靶点。本研

究的不足之处在于，没有对筛选到的风险基因进行细胞

水平和动物水平的验证，没有对基因所涉及到的底层机

制进行研究，所得到的预后模型仍需多中心大规模的临

床试验进行评估，这些将在后续的相关研究中得到进一

步探索。
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