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基于 TCGA 数据库生物信息学分析构建肾癌 N6- 甲基腺苷 
相关 LncRNA 配对模型及其预后预测价值研究
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摘　要：目的　探究基于癌症基因组图谱（the cancer genome atlas，TCGA）数据库生物信息学分析构建肾癌 N6- 甲基

腺苷相关长链非编码 RNA（long non-coding RNA，LncRNA）配对模型及其预后预测价值。方法　从 TCGA 数据库中

下载肾癌的 RNA-sep 转录组数据及相关临床信息，后通过 Perl 软件对转录组数据进行数据整理、分离 LncRNA 和信

使 RNA（messenger RNA, mRNA）。总共得到 564 例肾癌患者的肾癌组织和 72 例正常组织，最终纳入 540 例肾癌患

者。使用 caret 将 540 例肾癌患者采用随机数据表法分为训练集组（n=275）和验证集组（n=265）。根据单因素和多因

素 COX 回归分析建立 N6- 甲基腺苷相关 LncRNA 配对模型。以 LASSO 回归算法获取风险评估方程。根据该方程分别

计算出风险评分，并以中位风险值最佳临界点将所有患者分为高风险组及低风险组。采用 Kaplan-Meier 生存分析对总

体样本中高、低风险组患者的生存差异作出生存曲线图。利用 Cluster Profiler 软件包中对基因本体论（gene ontology，
GO）和京都基因与基因组百库全书（Kyoto encyclopedia of genes and genomes，KEGG）进行通路富集分析。运用 R 软

件分析 N6- 甲基腺苷相关 LncRNA 配对模型与免疫细胞浸润的关系。结果　根据 Kaplan-Meier 生存分析显示，在训练

组中，低风险组患者总生存期明显高于高风险组患者（P ＜ 0.05）。与高风险组相比，低风险组 G1 ～ 2，G3 ～ 4，Ⅰ～Ⅱ

期、Ⅲ～Ⅳ期、年龄≤ 65 岁、＞ 65 岁患者总生存期较高（P ＜ 0.05）。对高、低风险组获取差异基因富集分析：主要

富集含有肌收缩、横纹肌细胞分化、肌原纤维、受体激活活性、血管平滑肌收缩等。高风险组和低风险组最高的驱动基

因进行展示变异频率及变异信息，其风险评分与 T 细胞、浆细胞的浸润程度呈正相关（r=0.638，P=0.001）。结论　基

于生物信息学分析 N6- 甲基腺苷相关 LncRNA 配对模型有助于预测肾癌患者的预后。为肾癌预后评估和最佳治疗策略

提供了新思路，有助于未来进一步分析胃癌发生及发展的分子机制。
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Abstract: Objective　To construct N6-methyladenosine related long non-coding RNA (LncRNA) pairing model for renal cell 
carcinoma based on bioinformatics analysis of the cancer ganome atlas(TCGA) database and to explore its prognosis value. 
Methods　Transcriptome data of RNA-sep for renal cell carcinoma and its related clinical information were downloaded from 
the TCGA database. Perl software was used to organize and separate LncRNA and messenger RNA(mRNA) from the 
transcriptome data. A total of 564 tissues from renal cell carcinoma cases and 72 normal tissues were obtained, and thus 540 renal 
cancer patients were eventually included. Random data table method was used to divide 540 patients with renal cancer into a 
training group (n=275) and a validation group (n=265) by caret. M6A related LncRNA pairing models were established based on 
the single factor and multivariate COX regression analysis. The risk assessment equation was obtained using the LASSO 
regression algorithm. The risk scores were calculated based on this equation, and the optimal critical point of the median risk 
value was applied to divide all patients into high-risk and low-risk groups. Kaplan-Meier survival analysis was used to make a 
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survival curve for the differences between high and low risk groups in the overall sample. The gene ontology (GO) and Kyoto 
encyclopedia of genes and genomes (KEGG) pathway enrichment analyses were conducted using the Cluster Profiler software 
package. The relationship between N6-methyladenosine related LncRNA pairing model and immune cell infiltration was analyzed 
by R software. Results　Kaplan-Meier survival analysis showed the total survival time of patients in the low-risk group was 
significantly higher than that of patients in the high-risk group of the training group (P<0.05). Compared with high risk group, the 
overall survival time of patients (G1 ～ 2, G3 ～ 4, Ⅰ～Ⅱ , or Ⅲ～Ⅳ , age ≤ 65 years, or patients >65 years old) in low risk 
group was higher (P<0.05). Differential gene enrichment analysis was obtained for high and low risk groups, which mainly 
enriched with many differential genes such as muscle contraction, rhabdomytic cell differentiation, myofibril, receptor activation 
activity, and vascular smooth muscle contraction. The highest driver genes in high risk group and low risk group exhibited 
mutation frequency and mutation information, and their risk score was positively correlated with the degree of T cell and plasma 
cell infiltration (r=0.638, P=0.001). Conclusion　Bioinformatics-based analysis of the N6-methyladenosine related LncRNA 
pairing models can be helpful to predict the prognosis of patients with renal cancer. It provides new ideas for the prognosis 
evaluation and optimal treatment strategy of renal cancer, and contributes to further analyzing the molecular mechanism of the 
occurrence and development of gastric cancer in the future.
Keywords: renal cell carcinoma；bioinformatics；N6-methyladenosine；long non-coding RNA

肾癌起源于肾小管上皮细胞，是常见的泌尿系

统恶性肿瘤之一，其发病率在所有泌尿系统恶性肿

瘤中稳居高位 [1]。目前肾癌的临床诊断主要依靠影

像学检查，早期常采用手术治疗，中晚期患者以

药物治疗为主 [2]。由于早期无明显临床症状，一旦

出现症状时，肾癌往往处于较晚期阶段 [3-4]。寻找

与早期诊断和预后相关的新生物学标志物是研究的

重点。N6- 甲基腺苷是存在于所有高等真核生物的

mRNA、长链非编码 RNA（long non-coding RNA，

LncRNA）中最普遍的内部非帽修饰，这些修饰在

不同生物过程中起作用，包括调节胚胎干细胞的自

我更新和分化，可影响 RNA 分值的转录、翻译、

代谢 [5]。N6- 甲基腺苷调节的 LncRNA 可能对癌症

的增殖和转移至关重要。然而，迄今为止鲜有研究

利用 N6- 甲基腺苷相关 LncRNA 表达谱来预测肾

癌患者预后。基于此，本研究通过生物信息学分析

N6- 甲基腺苷相关 LncRNA，构建 N6- 甲基腺苷相

关 LncRNA 配对模型对肾癌患者预后进行预测。

1　材料与方法

1.1　材料来源　研究所用的数据均来自癌症基因组

图谱（the cancer genome atlas, TCGA）数据库（https://
portal. gdc. cancer. gov/）中下载肾癌的 RNA-sep 转

录组数据，并同时下载相对应的临床数据，临床

信息主要包括年龄、性别、生存时间、生存状态、

组织学分级、肿瘤 TNM 分期。随后通过 Perl 软

件对转录组数据进行数据整理、分离 LncRNA 和

mRNA。总共得到 564 例肾癌癌组织和 72 例正常组

织，纳入标准：①经病理学确诊并诊断为肾癌；②

获取关于 mRNA 表达谱和总生存期信息。最终纳入

540 例肾癌患者进一步分析。使用 caret 将 540 例

肾癌患者采用随机数据表法分为训练集和验证集两

组，其中训练集患者为 275 例，验证集患者为 265

例。训练集患者年龄 30~69（42.82±4.16）岁；男

性 148 例，女性 127 例；TNM 分期：Ⅰ ~ Ⅱ期 168 例，

Ⅲ ~ Ⅳ期 107 例；验证集患者 30~70（42.95±4.14）

岁； 男 性 137 例， 女 性 128 例；TNM 分 期： Ⅰ ~ 
Ⅱ期 164 例，Ⅲ ~ Ⅳ期 101 例。两组年龄、性别、

TNM 分期均衡可比，差异无统计学意义（t=0.364，

P=0.735；χ2=0.243，0.036，P=0.622, 0.849）。

根据 N6- 甲基腺苷相关参考文献确定了“写入

器”“擦除器”“读取器”等 23 个相关基因，并

从 TCGA 数据库中获取相应表达，评估 N6- 甲基腺

苷与 LncRNA 的相关性。

1.2　方法

1.2.1　肾癌预后 N6- 甲基腺苷相关 LncRNA 配对

模型的建立：筛选肾癌患者预后相关的 N6- 甲基

腺苷修饰的 LncRNA，在肾癌组织和正常组织其表

达水平相差较大，10 个 LncRNA 呈低表达，21 个

LncRNA 呈高表达。在训练集中，对 N6- 甲基腺苷

相关 LncRNA 使用软件对“生存”R 包进行单因

素 COX 回归分析，以 P<0.05 为过滤标准，获取预

后相关 LncRNA，随后使用 LASSO 回归通过 10 倍

交叉估计验证惩罚参数，并进一步筛选过渡拟合数

据。最后使用多因素 COX 回归建立 N6- 甲基腺苷

相关 LncRNA 配对模型。以 LASSO 回归算法获取

风险评估方程：风险回归系数 ×N6- 甲基腺苷相关

LncRNA 表达值总和。根据该方程分别计算出风险

评分，并以中位风险值最佳临界点将所有患者分为

高风险组、低风险组。

1.2.2　预后风险模型的评估及临床价值分析：应用

Kaplan-Meier 生存分析对总体样本中高、低风险组

患者的生存差异做出生存曲线图，进行分层确认每

组患者总生存期。进一步探讨构建的基于生物信息

学分析 N6- 甲基腺苷相关 LncRNA 配对模型的准确
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性；采用独立变量分别对单因素、多因素回归分析

进行评估。分析 N6- 甲基腺苷相关预后 LncRNA 的

共识聚类与肾癌患者特征和生存期相关性。

1.2.3　功能、基因富集分析：为更好理解高、低风

险组的潜在功能及分子机制，进行功能、基因富集

分析。利用 Cluster Profiler 软件包中对基因本体论

（gene ontology，GO）和京都基因与基因组百库

全书（Kyoto encyclopedia of genes and genomes，

KEGG）进行分析，通路富集，GO 包括生物学过程、

细胞组成、分子功能。

1.2.4　N6-甲基腺苷相关LncRNA配对模型与免疫细胞

浸润的关系分析：采用 MCP-counter，QUANTISER，

EPIC 等得到样本中免疫细胞类型比例，将样本按照

千次排列算法计算每个患者的免疫细胞浸润水平。

基于 B 细胞特异性 LncRNA 特征证实肾癌细胞浸

润参与了肾癌的发展与预后相关，并评估两组免疫

细胞浸润程度。

1.3　 统 计 学 分 析　 采 用 SPSS 19.0 统 计 软 件、

R4.0.2 软件、Perl 软件进行分析处理。采用 Mann-
Whitney U 检验计算筛选获取 N6- 甲基腺苷相关

LncRNA。采用 Pearson 相关性分析临床病理性特征、

免疫浸润程度相关性。运用 LASSO 回归、单因素、

多因素分析构建 N6- 甲基腺苷相关 LncRNA 配对模

型。采用 ROC 曲线评估基于生物信息学分析 N6-
甲基腺苷相关 LncRNA 配对模型构建及肾癌患者预

后预测。采用 Kaplan-Meier 生存分析对总体样本中

高、低风险组患者的生存差异作出生存曲线图，P
＜ 0.05 为差异具有统计学意义。

2　结果

2.1　筛选肾癌患者预后N6-甲基腺苷相关的LncRNA　

数据集中筛选出与肾癌患者总生存期相关的 N6- 甲

基腺苷相关 LncRNA，在肾癌组织和正常组织其表

达水平相差较大，见图 1。与正常邻近组织相比，

肾 癌 组 织 中 CASC15，THBS4-AS1，AC092614.1，

DNM3OS，LINC01354，AP001189.3，AL049838.1，

A P 0 0 0 8 9 4 . 2 ，C H R O M R ，A L 1 2 1 8 2 1 . 2 ，

HAGLR，AC020550.2，AC008808.1，FLJ42969，

AL590705.3，GAS1RR，AL139147.1，LINCO1537，

AC009961.3，AL133482.1，AP001189.1表达水平较高；

而 LRNC00571，FAM160A1-DT，AC073896.3， 
A L 4 4 5 2 31 .1，T H A P 9 - A S1，A C 0 11 4 7 6 . 3，

L I N C 0 0 412，A C 016 3 9 4 . 2，R E P I N 1- A S1，

AL513165.1 表达水平较低，差异具有统计学意义（均

P ＜ 0.05）。

2.2　构建肾癌预后 N6- 甲基腺苷相关 LncRNA 配

对模型　通过 LASSO 回归获取相关 N6- 甲基腺苷

相关 LncRNA 与肾癌患者总生存期相关因素，利

用多因素 COX 回归分析进行分析。使用 LASSO
算法得到的系数计算 TCGA 训练集和验证集的风

险 评 分， 计 算 公 式： 风 险 评 分 =1.754 3×THBS4
表 达 水 平 +0.546 9×LRNC00571 表 达 水 平 +1.345 
5×FAM160A1-DT 表达水平 +0.625 4×AC009948.2
表 达 水 平 +1.880 6×AC011476.3 表 达 水 平 +0.469 
1×AL133243.3 表 达 水 平 +0.659 2×DNM3OS
表 达 水 平 +0.689 2×FLJ42969 表 达 水 平 +0.265 
4×AP001189.1 表达水平。根据该方程计算患者风

险评分，以中位风险值最佳临界点将所有患者分为

高风险组、低风险组。表 1 及图 2 所示，在低风险

组中肾癌患者存活人数高于高风险组，风险值与存

活人数呈反比，根据 Kaplan-Meier 生存分析显示，

在训练组中，低风险组患者总生存期明显高于高风

险组患者，差异具有统计学意义（P ＜ 0.05）。

图 1　肾癌患者总生存期相关的 N6- 甲基腺苷修饰的
LncRNA

2.3　N6- 甲基腺苷相关 LncRNA 预后风险模型的

评估分析　见图 3。为更好评估 N6- 甲基腺苷相

关 LncRNA 对肾癌患者预后能力，进行分层确认

每组患者总生存期。与高风险组相比，低风险组

G1 ～ 2，G3 ～ 4，Ⅰ～Ⅱ期，Ⅲ～Ⅳ期，年龄≤ 65 岁，

>65 岁患者总生存期较高，差异具有统计学意义（均

P ＜ 0.05）。数据表明 N6- 甲基腺苷相关 LncRNA
可作为肾癌患者的预测指标。
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表 1　多因素 COX 回归分析肾癌预后风险相关 LncRNA

LncRNA 风险评分系数 HR 95%CI P

THBS4 1.754 3 0.657 0.469 ～ 0.864 0.042

LRNC00571 0.546 9 0.468 0.264 ～ 0.629 0.001

FAM160A1-DT 1.345 5 1.247 1.039 ～ 1.468 0.045

AC009948.2 0.625 4 1.359 1.124 ～ 1.627 0.040

AC011476.3 1.880 6 2.164 1.896 ～ 2.346 0.001

AL133243.3 0.469 1 1.597 1.301 ～ 1.877 0.032

DNM3OS 0.659 2 1.648 1.345 ～ 1.921 0.031

FLJ42969 0.689 2 1.549 1.206 ～ 1.924 0.036

AC016394.2 1.120 3 2.648 2.349 ～ 2.967 0.001

AL133482. 1 0.235 4 1.614 1.298 ～ 1.899 0.038

AC092614. 1 0.615 6 1.752 1.489 ～ 2.033 0.006

LINC01354 0.582 0 1.649 1.427 ～ 1.954 0.005

AL513165.1 0.867 5 2.688 2.416 ～ 2.957 0.001

FLJ42969 0.536 4 1.665 1.346 ～ 1.948 0.031

AL133482.1 0.9523 2.696 2.468 ～ 2.969 0.001

AP001189.1 0.265 4 1.958 1.724 ～ 2.247 0.001

左 . 基于训练集的风险评分总生存期；右 . 基于验证集的风险评

分总生存期

图 2　N6- 甲基腺苷相关 LncRNA 风险评分及其对肾癌患
者预后的影响

2.4　N6- 甲基腺苷相关 LncRNA 配对模型预后临

床价值分析　根据 N6- 甲基腺苷相关预后 LncRNA
水 平 表 达 与 模 糊 聚 类 的 相 似 性， 聚 类 稳 定 性 在

k=2 ～ 9 间具有较好的稳定性。

2.5　功能、基因富集分析　对高、低风险组获取

439 个差异基因富集分析：主要富集含有肌收缩、

横纹肌细胞分化、肌原纤维、受体激活活性、血管

平滑肌收缩等。

图 A ～ D：高风险肾癌患者在 G1 ～ 2 和 G3 ～ 4，Ⅰ～Ⅱ期和Ⅲ～Ⅳ期亚组的总生成期；图 E ～ F：年龄≤ 65 岁或 >65 岁患者总生成期；

图 G ～ H: 不同性别总生成期。

图 3　模型验证的生存曲线和多变量独立预后分析

2.6　分析 N6- 甲基腺苷相关 LncRNA 配对模型与

免疫细胞浸润的关系　运用 R 软件对数据库突变数

据进行分析汇总，高风险组和低风险组最高的驱动

基因进行展示变异频率及变异信息，其风险评分与
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T 细胞、浆细胞的浸润程度呈正相关（r=0.638，0.657，

P=0.001）。

3　讨论

肾癌可发生肾实质任何部位，其中透明细胞癌

最为常见，其致病原因尚未阐明，但有部分资料显

示与吸烟、病毒、射线等因素有关。由于肾癌早期

临床症状不明显，定期体检有助于患者及时发现病

情，尽早治疗 [6]。目前来说治疗肾癌的主要方式是

外科手术，随着对肾肿瘤认识的深入，近十年来，

迅速进展的靶向药物治疗技术和近年来发现的免疫

治疗方法给转移性肾癌的防治带来了全新的方式和

策略，未来还需要在靶向分子和免疫检查节点等方

向进一步研究肾癌的分子病理、遗传和免疫相关的

机制，为肾癌的临床诊治提供理论基础。

肿瘤的发生具有复杂的调控机制，同一种肿瘤

的致癌癌基因和分子机制也可能存在着不同。病理

分期是临床上预测肾癌预后的关键依据。然而，相

同分期的患者预后不同，表明目前的分期系统在反

映肾癌的异质性方面不甚准确。随着科学技术的不

断发展，越来越多 N6- 甲基腺苷修饰的 LncRNAs
将被发现，基于此开展相关试验 [7]。RNA 具有 100
多种修饰，在绝大多数真核生物中，5’ 的 Cap 以及 3’
的 ployA 修饰在转录调控中起到了十分重要的作用，

mRNA 在 5’ 的 Cap 处存在甲基化修饰，3’ployA 发

生的修饰有助于出核转运、翻译起始以及与 polyA
结合蛋白一起维持 mRNA 的结构稳定 [8]。N6- 甲

基腺苷修饰是在甲基转移酶介导下发生的 S- 腺苷

甲硫氨酸第六位氮原子上的甲基化修饰，随后通过

N6- 甲基腺苷结合蛋白及去甲基化酶进行后续修饰

调控。N6- 甲基腺苷的修饰过程是可逆的、动态的，

N6- 甲基腺苷修饰的 mRNA 和 LncRNAs 使其具有

多种功能，能够影响 mRNA 的代谢并且调控 RNA
转录，从细胞核到细胞质的输出、剪切、衰变及翻译，

是真核生物中最丰富的修饰 [9]。研究表明，N6- 甲

基腺苷修饰及其相关蛋白在肝癌、肾癌、胃癌等恶

性肿瘤的发展中均起着至关重要作用 [10]。LncRNAs
是特殊的非编码 RNA 序列，长度超过 200 个核苷

酸，通常在人类基因组中转录与多种疾病的发生与

发展以及预断高度相关 [11]。N6- 甲基腺苷甲基化复

合体由核心甲基转移酶样蛋白 3 及其接头组成，将

N6- 甲基腺苷添加到细胞核中的靶 RNA 上，在细胞

质中，LncRNA 能够与蛋白质互作，调节其功能，

与不同特异性阅读器蛋白结合，介导 LncRNA 的稳

定、翻译和衰退 [12-13]。N6- 甲基腺苷的失调驱动异

常的转录和翻译程序，促进癌症的发生和发展 [14]。

N6- 甲基腺苷能够加速 mRNA 前体的加工时间，加

快 LncRNA 在细胞中的转运速度和出核速度 [15]。

N6- 甲基腺苷相关 LncRNA 配对模型对调节肿瘤的

免疫原性和参与抗肿瘤反应的免疫细胞及在基因表

达调控中的功能方面起关键作用 [16]。

为预测肾癌患者的预后情况，在 TCGA 数据

库中筛选 N6- 甲基腺苷相关 LncRNA 构建配对模 
型 [17]。根据该方程分别计算出两组患者风险评分，

以中位风险值最佳临界点将所有患者分为高风险

组、低风险组。本文研究中，使用 COX 回归对肾癌

患者总生存率具有显著影响，其中，LRNC00571，

DNM3OS，HAGLR，FLJ42969，GAS1RR 和

REPIN1-AS1 对肿瘤的进展具有重要的调控作用。多

基因预后预测模型预测能力优于单基因模型 [16, 18]。 
LRNC00571 是一种关键的免疫相关 LncRNA，其

表达与 N 期呈正相关，可能通过剪接途径影响肾癌

患者预后。这些 LncRNA 可能是预测肾癌患者预后

的潜在生物标志物。因此，本研究结果可能有助于

识别与 N6- 甲基腺苷相关的 LncRNA，为深入了解

其在肾癌中发生、发展的潜在作用提供见解。N6-
甲基腺苷相关预后 LncRNA 水平表达与模糊聚类的

相似性，与肾癌患者特征和生存期具有相关性。高

风险组、低风险组的风险评分与 T 细胞、浆细胞的

浸润程度呈正相关，巨噬细胞中的甲基转移酶样蛋

白 3 通过靶向 Toll 样受体 4（TLR4）的抑制因子，

促进促炎细胞因子的产生，而重塑肿瘤微环境并抑

制肿瘤的进展 [19]。T 细胞中的甲基转移酶样蛋白 3
抑制肾癌组织中细胞因子信号转导抑制蛋白表达，

从而促进 CD4+T 细胞的动态平衡和分化 [20]。甲基

转移酶样蛋白 3 介导的 N6- 甲基腺苷甲基化促进巨

噬细胞中 Ebi3 的降解，促进 CD8+ T 细胞活化，抑

制肿瘤生长 [21]。调节性 T 细胞通过 N6- 甲基腺苷

修饰降低细胞因子信号转导抑制蛋白的稳定性，激

活信号通路，抑制了 T 细胞效应细胞因子的分泌，

降低了肿瘤微环境中效应 T 细胞的抗肿瘤反应 [22]。

CD4+ 记忆 T 细胞、CD8+ T 细胞、Treg 和滤泡辅助

T 细胞与风险评分呈正相关。TME 中浸润的活化

CD4+ 记忆 T 细胞、CD8+ T 细胞、Treg 和滤泡辅助

性 T 细胞的减少可能不利于肾癌的预后。

综上所述，本研究构建肾癌预后相关的 N6- 甲

基腺苷修饰的 LncRNA 模型，为预测肾癌提供了生

物标志物和治疗靶点，并为未来对 LncRNA 的 N6-
甲基腺苷修饰机制的研究提供见解。然而，本研究

也存在一些缺陷和局限性，N6- 甲基腺苷修饰相关

LncRNA 的生物学机制尚未完全阐明。因此，在后

续工作中收集临床数据并扩大样本量，通过外部试

验验证模型的准确性。
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