
1703

中国矫形外科杂志

Orthopedic Journal of China
Vol.31,No.18
Sep.2023

第 31 卷 第 18 期

2 0 2 3 年 9 月

·基础研究·

骨肉瘤铁死亡相关非编码 RNA 基因预测及免疫浸润△

魏建仝 1，邹永刚 1，李扬 2，王勇平 3*
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摘要：［目的］探讨预测铁死亡相关 lncRNA，并构建骨肉瘤（osteosarcoma, OS）预后预测模型及其竞争性內源 RNA（com⁃
peting endogenouse RNA, ceRNA）调控网络。［方法］从大型数据库 TARGET 下载高通量测序数据及对应的临床数据。运用 R
软件过滤低丰度基因并整理对应的临床信息后获得 85 例测序数据，提取 lncRNA 和 FRGs。基因本体论（GO）功能和京都基因

和基因组百科全书（KEGG）通路富集分析。对最终筛选得到的 lncRNA、miRNA 以及 FRGs 基因进行 Spearman 相关性分析。

［结果］从 TARGET-OS 数据集中提取到 7 658 个 lncRNA 和 175 个 FRGs，得到了 1 158 个与铁死亡显著相关的 lncRNA。GO
分析结果表明，CC 主要包括细胞外基质组织、成骨、细胞-基质粘附、受体介导的内吞作用；BP 主要包括细胞-基底连接、黏

着斑、含胶原蛋白的细胞外基质、细胞接触前缘、游离核糖体。发现 lncRNA PVT1 与 miRNA（hsa-miR-106a-5p, hsa-miR-
17-5p, hsa-miR-20a-5p）有确定结合靶点，进一步分析发现，lncRNA PVT1 基因与 OS 免疫有关（R=-0.27, P=0.014）。高风险

组 PDCD1LG2 和 CD27 表达量低于低风险组（T-test, P<0.05）。［结论］铁死亡相关 lncRNA 预后模型具有较好的预测能力，为

优化 OS 的管理提供了依据。铁死亡相关 lncRNA ceRNA 网络，可能为 OS 发生发展的分子机制提供有价值的数据支持。
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Abstract: [Objective] To explore the prognostic model of IncRNA for osteosarcoma (OS), and create competing endogenouse RNA
(ceRNA) regulatory networks. [Methods] High- throughput sequencing data and corresponding clinical data were downloaded from the
TARGET database after R software was used to filter low-abundance genes and collate corresponding clinical information, sequencing data
of 85 cases were obtained, and lncRNA and FRGs were extracted. Gene Ontology (GO) function and Kyoto Encyclopedia of Genes and Ge⁃
nomes (KEGG) pathway enrichment analysis were conducted and the lncRNA, miRNA and FRGs genes were finally screened by Spearman
correlation analysis. [Results] A total of 7 658 lncRNA and 175 FRGs were extracted from the TARGET-OS database and 1 158 lncRNAs
were significantly associated with ferroptosis. GO analysis showed that CC mainly involved extracellular matrix, osteogenesis, cell-matrix
adhesion and receptor-mediated endocytosis, while BP mainly involved cell-base junction, adhesion plaque, extracellular matrix contain⁃
ing collagen, cell contact front and free ribosome. lncRNA PVT1 was found to have certain binding targets with miRNA (hsa-miR-106a-
5p, hsa-miR-17-5p, hsa-miR-20a-5p). Further analysis showed that lncRNA PVT1 gene was associated with OS immunity (R=-0.27, P=
0.014). The expressions of PDCD1LG2 and CD27 in high-risk group were lower than those in low-risk group (T-test, P<0.05). [Conclu⁃
sion] The prognosis model of lncRNA related to ferroptosis has good predictive ability, which provides a basis for optimizing the manage⁃
ment of OS. lncRNA ceRNA networks related to ferroptosis may provide valuable data support for the molecular mechanism of OS occur⁃
rence and development.
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骨肉瘤（osteosarcoma, OS）是儿童和成人最常见

的恶性骨肿瘤，恶性程度高并易转移，由于晚期 OS
患者对部分化疗药物的耐药性，给临床治疗带来了更

大的挑战［1，2［］。特别是出现合并转移的 OS 至今仍是

治疗难点 ［3］。长链非编码 RNA （long non- coding
RNA, lncRNA）几乎参与细胞中所有的生理活动，其

已成为疾病诊断、治疗和预后的潜在新标志物和治疗

靶点，在 OS 发生和发展中具有重要作用［4~6］。研究

发现促进肿瘤细胞发生铁死亡在一定程度上可降低肿

瘤治疗中的耐药性［7~10］，目前 OS 铁死亡相关 lncRNA
与免疫浸润在 OS 中的作用有待研究。因此，本文从

lncRNA 调控铁死亡角度出发，以期为 OS 的诊断与

治疗提供潜在靶点，同时也为研究铁死亡相关 ln⁃
cRNA 在 OS 中的作用机制提供新的思路。

1 资料与方法

1.1 数据来源

从数据库（Therapeutically Applicable Research to
Generate Effective Treatments, TARGET) （https://ocg.
cancer.gov/programs/target）下载高通量测序数据及对

应的临床数据，共 93 例测序数据 (包括 lncRNA、

mRNA 和 miRNA 测序数据)及相关临床数据。从

FerrDb 数据库 （http://www.datjar.com: 40013/bt2104/
download/）中获得 255 个铁死亡驱动基因（Ferropto⁃
sis-related genes, FRGs）。从 CIBERSORTx 在线网站

（https://cibersortx.stanford.edu/）获取 OS 中 22 种免疫

细胞浸润数据。

1.2 铁死亡相关 lncRNA 预后特征的建立及验证

运用 R 软件（版本：4.0.2）过滤低丰度基因并

整理对应的临床信息后获得 85 例测序数据，提取 ln⁃
cRNA 和 FRGs，以斯皮尔曼相关系数 （P≤0.001，
cor>0.3）筛选与 FRGs 显著相关的 lncRNA，并对其

进行单因素 Cox 分析。随后，采用 R 软件中“glm⁃
net”包以 lambda 最小时的系数进行 lasso 回归分析

以及多因素 Cox 回归分析［11，12］。最后，计算每个 OS
患者的风险评分，根据风险评分将 OS 患者分为高、

低风险组，通过 R 软件中“timeROC”、“rms”程序

包构建 1、3、5 年受试者工作特征曲线、列线图和校

准曲线［13］。

1.3 基因富集分析

采用 R 软件中“limma”程序包对高、低风险组

的差异表达基因进行鉴定，筛选标准为|logFC|>1 且

P.Value<0.05，logFC>1 的差异基因被认为是上调基

因，logFC<-1 的差异基因被认为是下调基因。为了

进一步揭示对高、低风险组的差异表达基因的重要功

能和生物学途径，作者对其进行了基因本体论

（GO）功能和京都基因和基因组百科全书（KEGG）
通路富集分析。GO 是一种常用的基因注释和功能基

因组学分析方法，包括细胞成分 （cellular compo⁃
nent, CC）、生物学过程（biological process, BP）和分

子功能 （molecular function, MF）［14］。KEGG （http://
www.genome.jp/）是一个广泛使用的数据库，存储了

大量关于基因组信息与生物途径、化学物质、疾病和

药物的数据 ［15］。利用 R 软件中的“clusterProfiler”
“org.Hs.eg. db”“ggplot2”程序包对差异表达基因进

行 GO 和 KEGG 通路富集分析及可视化，P<0.05 为

差异具有统计学意义。

1.4 构建 OS 铁死亡相关的 lncRNA ceRNA 网络及验

证

对最终筛选得到的 lncRNA、miRNA 以及 FRGs
基因进行斯皮尔曼相关性分析（P≤0.001, cor>0.5），

构建 OS ceRNA 调控网络。为了进一步验证构建的铁

死亡相关的 LncRNA ceRNA 网络，通过 RNA 互作百

科全书 （The Encyclopedia of RNA Interactomes, EN⁃
CORI） 网 站 （https://starbase.sysu.edu.cn/index.php）
验证 microRNA 和 lncRNA 验证结合位点序列。

1.5 OS 与免疫微环境

ESTIMATE 是一种基于基因表达数据预测肿瘤纯

度和 TME 中浸润基质细胞/免疫细胞的工具，该算法

基于单样本基因集富集分析（ssGSEA），生成 3 个评

分，分别是基质细胞评分、免疫细胞评分和 ESTI⁃
MATE 评分 ［16］。将 OS 基因表达数据集上传到

CIBERSORT 网站门户网站 （http://cibersort.stanford.
edu/），该算法基于 1 000 种排列下的默认 signature
矩阵。在 CIBERSORT（Perm=1 000）中，将基因表

达基质转化为免疫细胞基质，基因过滤标准为（P<
0.05），然后对 22 个免疫细胞组分的基质进行可视

化。

2 结 果

2.1 铁死亡相关 lncRNA 预后特征的建立及验证

从 TARGETOS 数据集中提取到 7 658 个 lncRNA
和 175 个 FRGs，根据斯皮尔曼相关系数（P≤0.001,
cor>0.3） 得到了 1 158 个与铁死亡显著相关的 ln⁃
cRNA。通过单因素 Cox 分析确定了 85 个 OS 预后有

关的 lncRNA。考虑到得到的基因较多，作者通过
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图 2 基于临床因素，包括性别、年龄和风险评分构建预测骨肉瘤 5 年生存列线图。2a: 预测 1、3、5 年生存的概率；

2b: 列线图校准曲线。

2a 2b

图 1 ROC 曲线分析显示风险评分在预测 OS 患者的生

存时间中的准确性，蓝色线代表预测 1 年生存，红色

线代表预测 3 年生存，绿色线代表预测 5 年生存。

1

lasso 回归分析联合多因素 Cox 分析进一步筛选关键

基因，最后得到 8 个关键 lncRNA（表 1）随后作者

计算每个 OS 患者的风险评分并为高、低风险组。生

存分析表明，低风险组 45 例患者的总生存期显著优

于 40 例高风险组患者（P<0.001）。通过时间依赖性

ROC 分析评估预后模型的预测效率，其中，1、3、5
年的 ROC 曲线下面积分别为 81.6、88.3 和 91.4（图

1）。

2.2 构建列线图

基于临床因素，包括性别、年龄和风险评分构建

预测 OS 患者的 5 年生存率列线图（图 2a）。根据每

个项目的实际情况进行评分，患者可以获得预测其 5
年内生存率的总分。绿线、蓝线和红线表示 1、3 和

5 年列线图校准曲线（图 2b）。C 指数为 0.846。

表 1 骨肉瘤铁死亡相关的独立预后 lncRNA多因素 Cox分析

基因

GAS5
UNC5B-AS1
AC096564.1
SNHG6
PVT1
EDIL3-DT
LINC00565
AC009159.3

OR

1.94
1.55
1.92

2
1.54
0.63
0.72
0.76

95%CI

下限

1.34
1.24
1.36
1.34
1.21
0.49
0.62
0.66

上限

2.79
1.92
2.71
2.98
1.97
0.79
0.84
0.87

P 值

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

<0.001

2.3 高低风险组差异分析和富集分析

根据风险评分定义高低风险组，阈值设置为|log⁃
FC|>1 且 P<0.05 的为表达差异具有统计学意义，得

到 223 个上调基因和 214 个下调基因。为进一步分析

风险评分在 OS 中的主要功能机制，对差异基因进行

GO 和 KEGG 富集分析。GO 分析结果表明，CC 主要

包括细胞外基质组织、细胞外结构组织、成骨、细

胞-基质粘附、受体介导的内吞作用；BP 主要包括细

胞-基底连接、黏着斑、含胶原蛋白的细胞外基质、

细胞接触前缘、游离核糖体；MF 主要包括氧化还原

酶活性，作用于供体 CH-NH2 基团，氧作为受体

（图 3a）。KEGG 主要涉及的通路为单纯疱疹病毒 1
型感染、新型冠病毒感染、肌动蛋白细胞骨架的调

节、轴突引导和癌症中的蛋白聚糖（图 3b）。
2.4 构建 OS 铁死亡相关的 lncRNA ceRNA 网络及验

证

作者以 P≤0.001 且相关性系数>0.5 构建了 OS ln⁃
cRNA ceRNA 调控网络，其中包括 4 个 lncRNA、13
个 miRNA 和 8 个铁死亡相关的 mRNA（图 4）。随后

在 ENCORI 在线网站检索 lncRNA 与 miRNA 结合位

点，发现 lncRNA PVT1 与 miRNA （hsa-miR-106a-
5p, hsa-miR-17-5p, hsa-miR-20a-5p）有确定结合靶

点，进一步分析发现，lncRNA PVT1 基因与 OS 免疫

有关 （R=-0.27, P=0.014），并与患者生存可能有关

（P=0.005）。
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图 4 骨肉瘤铁死亡相关 LncRNA ceRNA 网络，包括铁死

亡相关的 lncRNA、miRNA 和 FRGs。

4

图 3 基于风险评分分组差异分析基因富集分析。3a: 差异基因 GO 分析；3b: 差异基因 KEGG 分析。球的大小

代表富集的基因个数，颜色代表 P 值。

3a 3b

2.5 OS 与免疫分析

为进一步探讨风险评分与免疫状态之间的关系，

采用 ssGSEA 计算免疫细胞浸润评分。作者发现高风

险组基质评分 （T- test, P=0.00026） 和 ESTIMATE
（T-test, P=0.0051）免疫评分更低（图 5a），表明风

险评分可能与 OS 免疫有关。因此，作者通过

CIBERSORT 分析了 OS22 种免疫细胞浸润水平，发

现 OS 主要为巨噬细胞浸润较高，随后进一步分析风

险评分与肿瘤微环境之间的关系，结果表明高风险组

M0 型巨噬细胞免疫浸润深度较高（图 5b）。对关键

的免疫检查点基因分析发现，高风险组 PDCD1LG2
和 CD27 表达量低于低风险组（T-test, P<0.05），表

明风险评分可能与关键免疫检查点基因的表达水平有

关。

3 讨 论

LncRNA 是 一 类 长 度 超 过 200 个 核 苷 酸 的

ncRNA，与人类疾病的发生发展密不可分［17，18］。ln⁃
cRNA 在转录和转录后调控方面和 mRNA 具有许多共

同特征，其蛋白质编码潜力随着研究发现正不断升

高［19，20］。而铁死亡是一种由铁依赖性脂质过氧化驱

动的凋亡途径，可调节多种癌症的表观遗传程序和代

谢表达［21，22］。越来越多的证据表明 lncRNA 在铁死亡

调节中的发挥重要作用［23~25］。

本研究从铁死亡相关 lncRNA 角度出发，构建了

OS 患者预后预测模型，在总生存率上高、低风险组

间存在显著差异，其中 1、3 和 5 年的 OS 风险预测

模型的 AUC 分别为 0.82、0.89 和 0.91，显示出了较

好的疾病预测效果，该模型由 8 个铁死亡相关的 ln⁃
cRNA 组成： GAS5, UNC5B- AS1, AC096564.1, SN⁃
HG6, PVT1, EDIL3-DT, LINC00565, AC009159.3。本

研究随后构建了 OS lncRNA ceRNA 网络，该网络包

含 4 个 lncRNA、13 个 miRNA 和 8 个 FRGs。其中

PVT1 是一种重要的致癌 lncRNA，可下调 Myc 基因

表达和 CD4+T 细胞的增殖［26， 27］。Zhang 等［28］发现

PVT1 在肾透明细胞癌组织中显著上调，其高表达与

肾透明细胞癌患者预后不良有关，而 HIF2α 特异性

抑制剂可以抑制 PVT1 的表达及其致癌功能，可用于

抗癌治疗。Amer 等［29］发现在多形性胶质母细胞瘤

中，LINC00565 表达量随着大肿瘤大小（≥5 cm）而

增加，有望成为多形性胶质母细胞瘤患者预后新型生

物标志物。此外，Hu 等［30］发现 LINC00565 是伊维

菌素抑制卵巢癌作用机制中关键的 lncRNA 之一。

GAS5 是近年来备受关注的关键基因，在控制肿瘤进

展及预后、侵袭转移等方面发挥重要作用 ［31， 32］。

Fang 等［33］发现 GAS5 通过海绵效应下调 miRNA-21
的表达，刺激 PTEN 的表达，可抑制肿瘤的增殖和代

谢，并与化疗敏感性有关。Ellinger 等［34］验证了透明

细胞肾细胞癌中包括 lnc-ZNF180-2 和 EDIL3-DT 在

内的具有潜在预后意义的 6 种 lncRNA。以上研究进
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铁死亡相关 lncRNA 可参与调节肿瘤免疫相关基

因 （如 PD-1, CTLA4, LAG3 和 BTLA） 的表达 ［35］。

Tang 等［36］认为免疫检查点抑制剂与铁死亡诱导剂联

合使用可能会协同减缓肿瘤进展。本研究发现，风险

评分与 OS 免疫微环境有关，高风险组中 M0 型巨噬

细胞浸润较高。既往研究发现，M0 浸润高的患者预

后较差并参与肿瘤细胞的免疫逃逸，在晚期具有促癌

作用［37，38］。本研究评估了高、低风险组免疫检查点

基因的表达情况，发现 PDCD1LG2 （PD-L2） 和

CD27 在高风险组低表达。PD-L2 可与 PD-L1 竞争结

合 PD-1，还可抑制 CD28 介导的 PI3K 磷酸化，削弱

CD28 信号对免疫细胞的活化作用 ［39， 40］。CD27 是

TNF 受体超家族的成员，该受体是 T 细胞免疫产生

和长期维持所必需的，介导了 NF-κB 和 MAPK8/JNK
信号通路的激活［41，42］。目前，探索免疫检查点、化

疗和铁死亡之间关系的研究有限，因此，值得进一步

研究 OS 免疫调控过程中铁死亡相关的关键的 ln⁃
cRNA。

综上所述，本研究根据 FRGs 相关 lncRNA 表达

矩阵构建了 OS 预后风险模型和 ceRNA 网络，进一

步整合 OS 患者的临床特征，构建列线图，并从铁死

亡相关 lncRNA 角度分析对 OS 免疫微环境的影响。

本研究为未来 OS 分子靶向治疗的研究提供新的视角

和方向。但尚需进一步的体内外实验来证实这些关键

基因在人 OS 中调控的具体功能及机制，以期为 OS
靶向药物的研发和联合治疗提供新思路。
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