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摘 要：【目的】基于癌症基因组图谱（TCGA）数据库食管鳞癌 lncRNA差异表达，构建食管鳞癌预后风险模型。

【方法】从TCGA肿瘤数据库下载食管鳞癌基因表达数据及临床信息，使用R 4.0.3软件提取差异表达 lncRNA，进一

步使用COX回归分析筛选模型 lncRNA，并构建预后风险模型Riskscore；按照风险评分中位值将食管鳞癌患者分为

低风险组和高风险组，进一步比较高低风险组生存预后；分析比较风险模型及其他临床特征对食管鳞癌生存预后

的预测性能；分析风险评分与其他临床特征相关性；采用主成分分析（PCA）及基因富集分析（GSEA）探索高低风险

组基因分布差异。【结果】得到差异表达 lncRNA174个，食管鳞癌组织表达上调126个，表达下调48个。COX回归分

析显示AL033384.1，AC108449.2可作为食管鳞癌的独立预后因素，风险模型公式为Riskscore = 1.303×AL033384.1 -
1.525 × AC108449.2，且低风险组总体生存率高于高风险组（P < 0.001），主成分分析显示模型 lncRNA能较好区分高

低风险组，是高低风险组分布的主要影响因素。高低风险组存在细胞通路差异，高风险组主要富集在表皮细胞的

角质化和细胞内的高代谢等过程。该风险模型 1、2和 3年预测性能分别为 0.750、0.768和 0.796，优于其他临床特征

如TNM分期的预测性能。【结论】基于TCGA数据库筛选得到的AL033384.1，AC108449.2建立的预后风险模型对预

测食管鳞癌患者的预后具有一定的临床价值，低风险组患者总体生存率更长，预后更好。
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Abstract：【Objective】To establish a prognostic risk-model of lncRNA in esophageal squamous cell carcinoma based
on cancer genome atlas（TCGA）database.【Methods】The gene expression data and clinical information of esophageal
squamous cell carcinoma were downloaded from the TCGA database. The R 4.0.3 software was used to identify the differen⁃
tial expression of lncRNA，Cox regression analysis was used to screen the lncRNA of model，and a prognostic risk model -
Riskscore was established. According to the median of Riskscore，the patients were divided into high and low risk group，
and the survival prognosis between the two groups were further compared. The diagnostic performance of Riskscore and oth⁃
er clinical features of survival prognosis were further analyzed. In addition，the correlation between Riskscore and other
clinical features was analyzed. Finally，principal component analysis（PCA）and gene enrichment analysis（GSEA）were
used to explore the differences in gene distribution between the two groups.【Results】Using R 4.0.3 software，174 lncRNA
were differentially expressed，in which 126 were up-regulated and 48 were down-regulated. Univariate and multivariate
COX regression analysis showed AL033384.1 and AC108449.2 could be independent prognostic factors of esophageal squa⁃
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mous cell carcinoma. The risk-model formula is Riskscore = 1.303×AL033384.1 - 1.525×AC108449.2，and the overall sur⁃
vival in the low risk group was longer than that of the high risk group（P < 0.001）. Principal component analysis showed the
model-lncRNA could better distinguish the high and low risk groups，and it was the main influencing factor for the distribu⁃
tion in the two groups. Further GSEA enrichment analysis revealed gene functional annotation differences between the two
groups，and the high risk group was mainly enriched in the process of keratinization and intracellular hypermetabolism. Be⁃
sides，the 1-year，2-year and 3-year prediction performance of this risk-model was 0.750，0.768 and 0.796，respective⁃
ly，which was better than those of other clinical characteristics such as TNM staging.【Conclusion】Based on TCGA data⁃
base，the prognostic risk-model，established by AL033384.1 and AC108449.2，has important clinical value in predicting
the prognosis of patients with esophageal squamous cell carcinoma，and the model proves the low risk group has longer
overall survival and better prognosis.

Key words：esophageal squamous cell carcinomas；lncRNA；riskscore；prognosis
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2021，42（5）：729-737］

食管癌是全球最常见肿瘤之一，最新全球癌症

统计，其发病率占第 11位，而死亡率高居第 6位［1］。

食管癌按照病理类型分为食管鳞癌（esophageal
squamous cell carcinoma，ESCC）和食管腺癌（esoph⁃
ageal adenocacinoma，EAC）。在我国，ESCC占食管

癌的 90%左右，且 90%病理分期为中晚期［2］，预后

非常差，癌症死亡率居第 4位［3］，5年整体生存率不

到 30%［4-6］，亟需寻找新的早期诊断及治疗方法。

长链非编码 RNA（long non-coding RNA，lncRNA）
是指长度大于 200 bp，且转录后不编码翻译产生蛋

白质的一类 RNA，参与并调节人体 70%的基因的

复制，转录，翻译等细胞生物学过程，从而调节机体

各 项 生 命 活 动［7-10］。 Linc02471，UCA1、CASC9、

DLEU1等，lncRNA通过调控转录翻译促进ESCC的

发生发展，并可以作为 ESCC的诊断治疗潜在靶

点［11-14］；但 lncRNA与ESCC预后关系尚不明确。本

研究基于癌症基因组图谱（the cancer genome at⁃
las，TCGA）数据库食管癌转录组基因表达谱，分析

ESCC组织与正常食管上皮组织 lncRNA表达差异，

并构建 ESCC预后风险模型，旨在预测 ESCC患者

预后，寻找ESCC潜在生物标记物，指导ESCC临床

诊治。

1 材料与方法

1.1 数据下载整理

从 TCGA 数 据 库（https：//cancergenome. nih.
gov/）下载食管癌基因表达数据及临床资料。剔除

病理类型为腺癌的病例，剔除生存时间小于 30 d的
病例，数据集包含基因转录表达数据样本 90例，80
例为 ESCC组织样本，10例为癌旁正常组织样本，

进一步提取数据得到食管鳞癌 lncRNA表达矩阵。

数据采集时间为2021年1月16日。

1.2 差异基因筛选

采用R 4.0.3软件 limma包对 lncRNA表达矩阵

进行差异基因筛选，并设定错误发现率（false dis⁃
covery rate，FDR）< 0.05和 log2 |fold change| > 1 作

为临界值，得到ESCC与正常食管组织表达差异的

lncRNA。并使用 pheatmap包和 ggplot2包绘制差异

基因热图及火山图。

1.3 预测模型的构建

合并 ESCC样本临床生存资料及差异 lncRNA
表达数据，使用R 4.0.3软件 survival包进行单因素

COX及多因素 COX回归分析，α= 0.05。选取单因

素 COX及多因素 COX分析均有统计学差异的 ln⁃
cRNA构建 lncRNA风险预测模型。

模型构建公式为：

Riskscore =∑i = 1
N ( )expi × coefi ，

其中N，expi，coefi 分别代表模型 lncRNA，ln⁃
cRNA表达量和表达系数。

计算 80例ESCC样本的Riskscore，并按中位数

排列由低到高将 80例 ESCC样本分为低风险组及

高风险组，进一步使用Kaplan-Meier生存曲线分析

高低风险组生存预后差异。进一步使用 pheatmap
包绘制高低风险组生存状态分布图及模型 lncRNA
表达热图，使用 survival ROC包绘制 ESCC样本 1
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年、2年和3年总体生存率ROC曲线图。

1.4 临床特征与Riskscore模型预测性能比较

使用R 4.0.3软件 survival包对 ESCC临床特征

及Riskscore分别进行单因素COX及多因素COX回

归分析，探索 ESCC独立预后影响因素，并绘制

ROC曲线比较不同临床特征和风险模型的预测

性能。

1.5 临床特征与Riskscore模型评分相关性分析

分别提取ESCC样本临床特征如性别、年龄、肿

瘤 TMN分期与对应模型Riskscore评分合并，使用

ggpubr包 wilcoxon秩和检验进行相关性分析，α=
0.05，并绘制相关性箱式图。

1.6 高低风险组基因表达矩阵主成分分析

采用主成分分析（Principal component analy⁃
sis，PCA）分别对ESCC样本 lncRNA表达矩阵及模

型 lncRNA矩阵进行降维分析，并使用 scatterplot3d
包绘制高低风险组3D散点图。

1.7 GO，KEGG功能富集分析

通过基因富集分析（Geneset enrichment analy⁃
sis，GSEA）对高低风险组进一步行基因本体（gene
ontology，GO），京都基因与基因组百科全书（kyoto
encyclopedia of genes and genomes，KEGG）功能富

集分析，探索高低风险组在不同细胞通路基因富集

的差异性。从（http：//www.gsea-msigdb.org/）下载

GSEA软件，GO基因集，KEGG基因集，分析并绘制

基因富集图。

2 结 果

2.1 食管鳞癌样本临床特征

90例食管上皮测序样本纳入分析，80例为ES⁃
CC组织样本，10例为癌旁正常组织样本。80例
ESCC组织样本中，男性 68人，女性 12人，平均年龄

58.43（30 ~ 90）岁，肿瘤分期以Ⅱ，Ⅲ期多见，T分期

中T2-3占 85%，N分期中N0期最为高发，N1次之，

且 87.5% ESCC患者未见远处转移，其他临床特征

见表1。
2.2 差异表达的lncRNA筛选结果

80例ESCC组织样本，10例癌旁正常组织样本

经筛选得到差异 lncRNA 174个，其中ESCC样本表

达 上 调 lncRNA 126 个 ，表 达 下 调 lncRNA 48
个（图1）。

2.3 差异lncRNA单因素及多因素COX回归分析

结果显示单因素COX回归有 3个 lncRNA有统

计学意义（P < 0.05），多因素 COX回归分析有 2个
lncRNA有统计学意义（P < 0.05），AC108449.2和

AL033384.1 可 作 为 ESCC 的 独 立 预 后 因 素 ，

AC108449.2的风险比为 0.218，是ESCC预后的保护

因素，AL033384.1的风险比为 3.681，是 ESCC预后

的危险因素（表2、3）。

2.4 LncRNA风险模型构建及高低风险组生存分析

经单因素及多因素 COX回归分析得到模型

算式

Riskscore=1.303×AL033384.1-1.525×AC108449.2，

图1 差异表达 lncRNA热图及火山图

Fig. 1 Heat map and volcano plot of differentially expressed lncRNA
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Riskscore中位值为 1.025，根据中位值由低到

高排列将ESCC样本分为低风险组和高风险组。生

存状态图显示相较于高风险组，低风险组患者存活

数更多，死亡患者存活时间更长，且低风险组

AL033384.1低表达，AC108449.2高表达，而高风险

组相反，结果见图 2。进一步Kaplan-Meier生存分

析显示低风险组 1年，3年，5年生存率均高于高风

险组（P < 0.001），预后较好（图 3）。Riskscore模型

时间依赖性ROC曲线图显示该模型预测 ESCC患

者 1年、2年和 3年总体生存率效能分别为 0.750、
0.768和0.796，具有良好的预测性能（图4A）。

2.5 临床特征单因素及多因素COX回归分析及

ROC曲线

对年龄、stage肿瘤分期、T分期、M分期、N分期

和Riskscore进行单因素及多因素 COX回归分析。

单因素 COX回归分析显示 stage分期、N分期和

Riskscore有统计学意义（P < 0.05），进一步对 stage
分期、N分期和Riskscore做多因素COX回归分析，

显示只有Riskscore有统计学意义（P < 0.05），提示

风险模型 Riskscore可作为 ESCC生存独立预后因

素（表 4、5）。进一步比较风险模型Riskscore和各

临床特征的预测效能，预测 1年生存率的ROC曲线

下面积显示Riskscore模型为 0.750，高于临床特征

N分期 0.695，stage肿瘤分期 0.667，T分期 0.550，M
分期 0.549，年龄 0.520，提示该模型相比于传统

TNM分期能更准确判断ESCC患者预后（图4B）。

表1 80例食管鳞癌组织样本临床特征

Table 1 Clinical characteristics of 80 cases of esoph⁃
ageal squamous cell carcinoma ［n（%）］

Characteristics
Gender
Male
Female
Tumor staging
Ⅰ
Ⅱ
Ⅲ
Ⅳ
Not sure
T staging
T1
T2
T3
T4

Sample size

68（85.00）
12（15.00）

7（8.75）
47（58.75）
21（26.25）
3（3.75）
2（2.50）

8（10.00）
28（35.00）
40（50.00）
4（5.00）

Characteristics
Age
< 60 years
≥ 60 years
N staging

N0
N1
N2
N3
Nx

M staging
M0
M1
Mx

Sample size

47（58.75）
33（41.25）

46（57.50）
25（31.25）
5（6.25）
1（1.25）
3（3.75）

70（87.50）
4（5.00）
6（7.50）

表2 差异表达 lncRNA单因素COX回归分析

Table 2 Univariate Cox regression analysis of differentially expressed lncRNA

Variables
LINC00365

AC108449.2

AL033384.1

b

1.268
-1.604
1.304

Sb

0.600
0.723
0.524

Wald χ2
4.472
4.919
6.203

P

0.034
0.027
0.013

HR
3.555
0.201
3.684

HR95%CI
（1.097，11.518）
（0.049，0.830）
（1.320，10.282）

HR：hazard ratio；HR95%CI：95% confidence interval of hazard ratio

表3 差异表达 lncRNA多因素COX回归分析

Table 3 Multivariate Cox regression analysis of differentially expressed lncRNA

Variables
AC108449.2

AL033384.1

b

-1.525
1.303

Sb

0.719
0.537

Wald χ2
4.501
5.893

P

0.034
0.015

HR
0.218
3.681

HR95%CI
（0.053，0.890）
（1.285，10.543）

HR：hazard ratio；HR95%CI：95% confidence interval of hazard ratio
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2.6 临床特征与Riskscore相关性分析

分析各 ESCC样本 Riskscore评分与性别、年

龄、生存状态、肿瘤分期、T分期、N分期和M分期等

临床特征的相关性，结果显示男性及死亡患者的

Riskscore评分更高（P < 0.05），女性及生存患者的

Riskscore评分相对较低（P < 0.05），在年龄和 stage
分期中 Riskscore评分差异没有统计学意义（P >
0.05），在 T分期，N分期中差异性不显著，M分期

（M0/M1：70/4）未行相关性检验（图5）。

2.7 高低风险组主成分分析

对ESCC样本 lncRNA表达矩阵和模型 lncRNA
（AC108449.2，AL033384.1）表达矩阵按照高低风险

组进行主成分分析，3D散点图显示原有 ESCC ln⁃
cRNA表达矩阵经降维后仍不能有效区分高低风险

组患者，而模型 lncRNA表达矩阵经降维后高低风

险 患 者 区 分 较 为 明 显 ，提 示 模 型 lncRNA
（AC108449.2，AL033384.1）是 ESCC高低风险组分

布的主要影响因素（图6）。

2.8 高低风险组GO及 KEGG基因功能富集分析

使用GSEA软件对高低风险组行GO、KEGG分

析，富集标准为 |NES| >1，NOM p-value < 0.05，
FDR q-value < 0.25，结果显示高风险组主要富集

在表皮细胞的角质化和细胞内的高代谢等过程，低

风险组主要富集在细胞内氨基酸的甲基化过程，提

示高风险组患者食管上皮磷化过程及细胞高代谢

促进了ESCC的发生发展，是导致高风险组不良预

后的内在影响因素（图7）。

3 讨 论

食管癌是全世界最常见的肿瘤之一，早期难以

发现，一经诊断 90%的患者即为中晚期，5年生存

率不到 30%。然而，对于食管鳞癌的发病机制研究

图2 高低风险组生存状态分布及 lncRNA表达

Fig. 2 Survival-distribution plot and lncRNA-expression in high and low risk groups

图3 高风险组和低风险组生存率的Kaplan-Meier
生存分析曲线

Fig. 3 Kaplan-Meier survival analysis curve in high and
low risk groups
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尚有争议，近年来，随着分子研究的不断发展，ln⁃
cRNA作为明星分子被发现在基因复制、转录、表达

等各个环节影响着各种癌症的发生发展。大量研

究证明 lncRNA与食管鳞癌的发生发展密不可分。

Li等［15］人研究发现 lncRNA NLIPMT可通过调节

miR-320 / survivin轴抑制食管鳞癌细胞增殖和迁移

并促进细胞周期停滞、凋亡；Xu等［16］人指出 ln⁃
cRNA ZEB2-AS1可通过调节miR-574-3p / HMGA2

轴促进食管鳞癌的增殖，迁移和侵袭；Li等［17］研究

证实 lncRNA MIR205HG通过调节 miR-214/SOX4

表4 临床特征单因素COX回归分析

Table 4 Univariate Cox regression analysis of clinical characteristics

Variables
Age
Stage
T
M
N
Riskscore

b

0.009
0.757
0.067
0.970
0.819
0.686

Sb
0.028
0.306
0.323
0.659
0.277
0.221

Wald χ2
0.108
6.128
0.043
2.167
8.708
9.660

P

0.743
0.013
0.835
0.141
0.003
0.002

HR
1.009
2.132
1.070
2.637
2.268
1.986

HR95%CI
（0.956，1.066）
（1.171，3.881）
（0.568，2.015）
（0.725，9.585）
（1.316，3.906）
（1.288，3.061）

HR：hazard ratio；HR95%CI：95% confidence interval of hazard ratio

表5 临床特征多因素COX回归分析

Table 5 Multivariate Cox regression analysis of clinical characteristics

Variable
Age
Stage
T
M
N
Riskscore

b

0.025
0.191
0.494
0.154
0.784
0.760

Sb
0.037
1.059
0.621
2.610
0.478
0.270

Wald χ2
0.472
0.033
0.634
0.003
2.688
7.940

P

0.492
0.857
0.426
0.953
0.101
0.005

HR
1.025
1.211
1.639
1.166
2.190
2.139

HR95%CI
（0.955，1.102）
（0.152，9.653）
（0.486，5.531）

（0.007，194.182）
（0.858，5.590）
（1.260，3.629）

HR：hazard ratio；HR95%CI：95% confidence interval of hazard ratio

A: Time-dependent ROC curves of Riskscore model for predicting 1-, 2-, and 3-year OS; B: ROC curves of Riskscore model, age, tumor stage, T
stage, M stage and N stage for predicting 1-year OS.

图4 Riskscore模型及临床特征的ROC曲线图

Fig. 4 ROC curves of Riskscore model and clinical characteristics
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轴加速食管鳞癌的进展。可见食管鳞癌发生发展

与 lncRNA的调控息息相关。

然而，关于 lncRNA与食管鳞癌预后的关系国

内尚无相关报导，已有研究提示基于 4个 lncRNA
构建的风险模型可以有效预测胶质母细胞瘤的预

后［18］，胃癌患者中表达的AC097478.1、AC097478.3、
AL354719.2也可有效预测胃癌患者的预后［19］。本

研究旨在通过分析 TCGA食管鳞癌表达样本基因

分子特征差异，寻找食管鳞癌预后的生物标志物，

以指导临床诊疗。我们发现食管鳞癌上皮与正常

食管上皮基因表达存在差异，单因素及多因素COX
回归分析提示 AC108449.2，AL033384.1这两个 ln⁃
cRNA 与 食 管 鳞 癌 的 预 后 相 关 ，且 高 风 险 组

AC108449.2表达下调，AL033384.1表达上调，总体

A: LncRNA matrix of esophageal squamous cell carcinoma; B: LncRNA matrix of Riskscore model.
图6 高低风险组主成分分析图

Fig. 6 Principal component analysis plot in high and low risk group

图5 临床特征与Riskscore相关性分析

Fig. 5 Correlation analysis between clinical characteristics and Riskscore
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生存率较差，而低风险组相反，已有研究显示

AC108449.2是肾脏透明细胞癌预后因素，在高风险

组中低表达，在低风险组中高表达［20］，另有研究指

出AL033384.1与食管鳞癌预后相关，AL033384.1高
表达的食管鳞癌患者预后较差［21］，这与我们的研究

发现类似。我们进一步根据预后相关基因构建了

食管鳞癌预后风险模型，并将食管鳞癌样本按照模

型中位值划分为高低风险组，预后风险模型的预测

效能均高于 TNM分期等临床特征，具有良好的预

测效能，可作为食管鳞癌患者临床预后分析的补

充。进一步主成分分析（PCA）提示模型 lncRNA
（AC108449.2，AL033384.1）能较好区分高低风险组

的患者，GSEA富集分析提示高风险组的患者基因

富集在表皮细胞的角质化及细胞的高代谢活动，提

示高风险组患者通过促进表皮鳞化和加速肿瘤增

殖导致了高风险组食管鳞癌的发生发展，这为进一

步深入研究其内在机制奠定了基础。

然而，本研究仍存在一定的局限性。首先，纳

入模型构建的食管鳞癌样本均来自 TCGA数据库，

可能与我国食管鳞癌的情况有所差异。其次，我们

的研究发现 Stage肿瘤分期与模型 Riskscore评分

不相关，T分期和N分期与模型Riskscore具有较弱

的相关性，我们认为样本量不足与其他临床因素如

术后有无辅助治疗等导致了这种现象，后续扩大样

本量以及进一步亚组分析术后治疗对预后的影响

可能有助于探讨TNM分期与风险Riskscore评分的

关系。最后，作为一项初步的探索性研究，只对 ln⁃
cRNA与食管鳞癌患者预后风险鉴别有定性作用，

尚未能精确定量 lncRNA与食管鳞癌患者预后的关

系，应用价值有限，仍需要多中心的大样本的研究

进一步验证。

综上所述，通过差异表达 lncRNA与食管鳞癌

患者预后关系揭示食管鳞癌 2个 lncRNA潜在生物

标志物，本研究成功构建了预后风险模型，是鉴别和

预测食管鳞癌患者预后的重要尝试，是现有基于

TNM分期预测食管鳞癌患者预后的有益补充手段。
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