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[摘 要] 目的：采用生物信息学方法探索与肾透明细胞癌(ccRCC)组织中铁死亡相关的 lncRNA，并探讨其与免疫细胞浸润及

患者预后的相关性，为 ccRCC患者提供新的分子靶点。方法：从癌症基因组图谱(TCGA)数据库下载 ccRCC的转录本数据和临

床数据，利用单样本基因集富集分析(ssGSEA)及相关性分析获得与铁死亡相关的 lncRNA；通过单因素和多因素回归分析构建

与铁死亡相关的 lncRNA特征图，分析其与预后的关系；利用R软件分析铁死亡相关 lncRNA与肿瘤免疫细胞浸润和药物敏感性

之间的关系。构建铁死亡相关RNA网络，并通过qPCR验证中国人 ccRCC组织和癌旁组织（取自2019年12月至2021年03月间

在西南医科大学附属医院手术切除8例标本）中关键 lncRNA的表达。结果：Kaplan-Meier分析表明，铁死亡评分高的患者总OS

率低于铁死亡评分低的患者。单因素和多因素回归分析确定 11 个 ccRCC铁死亡相关 lncRNA可评估患者预后，并构建 ccRCC

患者 1、3、5 年预后预测列线图。免疫细胞浸润分析表明，铁死亡相关 lncRNA 与 ccRCC 免疫细胞浸润密切相关，其中

LINC01871、PRKAR1B-AS1和CYTOR是调节肿瘤免疫细胞浸润的关键 lncRNA。化疗药物敏感性分析表明，高风险患者对甲氨

蝶呤、紫杉醇、顺铂和多柔比星更为敏感。构建的包含 3个 lncRNA、15个miRNA和 15个mRNA的RNA网络中，验证实验显示

LINC01871、LINC00472和CYTOR在 ccRCC组织中显著上调。结论：通过生物信息学方法获得11个与铁死亡相关的 lncRNA，

证明其与ccRCC组织免疫细胞浸润、化疗药物敏感性和患者预后相关，为探索ccRCC铁死亡相关 lncRNA标志物提供重要参考。
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[Abstract] Objective: To screen lncRNAs related to ferroptosis in renal clear cell carcinoma (ccRCC) by bioinformatics methods, and

to explore their correlation with clinical prognosis and immune cell infiltration, in order to provide new targets for the treatment of

ccRCC patients. Methods: Transcript data and clinical data of ccRCC were downloaded from The Cancer Genome Atlas (TCGA)

database, and ferroptosis-related lncRNAs were obtained using single-sample gene set enrichment analysis (ssGSEA) and correlation

analysis. Through univariate and multivariate regression analyses, the characteristics of lncRNAs related to ferroptosis were

constructed, and their prognostic value was further analyzed. R software was used to analyze the relationship between the

characteristics of ferroptosis-related lncRNAs and tumor immune infiltration and drug sensitivity. A ferroptosis-related ceRNA network

was constructed, and the expression of key lncRNAs in Chinese ccRCC tissues and paraneoplastic tissues (samples from 8 cases

surgically resected at the Affiliated Hospital of Southwest Medical University between Dec 2019 and Mar 2021) was verified by qPCR.

Results: Kaplan-Meier analysis showed that patients with high ferroptosis scores had lower overall survival (OS) than patients with low

ferroptosis scores. Univariate and multivariate regression analyses identified 11 ccRCC ferroptosis-related prognostic lncRNAs, and the

nomograms for predicting the prognosis of ccRCC patients at 1, 3, and 5 years were constructed. Immune infiltration analysis showed
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that the characteristics of ferroptosis-related lncRNAs were closely related to ccRCC immune infiltration, among which LINC01871,

PRKAR1B-AS1 and CYTOR were the key lncRNAs regulating tumor immune infiltration. Chemotherapy drug sensitivity analysis

showed that high-risk patients were more sensitive to methotrexate, paclitaxel, cisplatin, and doxorubicin. Finally, A ceRNA network

containing 3 lncRNAs, 15 miRNAs and 15 mRNAs was constructed. qPCR indicated that LINC01871, LINC00472 and CYTOR were

significantly up-regulated in ccRCC tissues. Conclusion: Eleven ferroptosis-related lncRNAs were obtained by bioinformatics

methods, and they were proved to be related to ccRCC prognosis, immune infiltration and chemotherapeutic drug sensitivity, providing

an important reference for exploring ferroptosis-related lncRNA markers in ccRCC.

[Key words] clear cell renal cell carcinoma (ccRCC); ferroptosis; lncRNA; marker; prognosis; immune infiltration
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肾透明细胞癌（clear cell renal cell carcinoma,

ccRCC）占肾细胞癌的75%~80%，是肾细胞癌最常见

的亚型[1]。由于 ccRCC缺乏早期症状和临床表现的

多样性，25%~30%的患者在确诊时已发现转移[2]。对

于晚期或转移的 ccRCC患者，目前尚无有效的治疗

策略，5年生存率约为12%[3]。目前，ccRCC的发病率

呈逐年上升趋势，平均年发病率为2%。约20%~30%

的 ccRCC患者在术后 3年内出现复发或转移[4]。因

此，研究对 ccRCC患者生存和预后有意义的生物标

志物尤为重要。

铁死亡（ferroptosis）是一种由脂质过氧化驱动的

铁依赖性调节性细胞死亡形式，在机制和形态上不

同于细胞凋亡和其他类型的调节性细胞死亡[5]。越

来越多的证据表明，铁死亡与人类各种疾病有关，包

括肿瘤发生[6]。值得注意的是，多种铁死亡相关基因

的表达水平与 ccRCC患者预后显著相关[7]。在大多

数 ccRCC 中 ，肿 瘤 抑 制 基 因 von Hippel-Lindau

（VHL）的失活，使 ccRCC 发生铁死亡[8]。随着研究

的不断深入，越来越多的证据表明，铁死亡在 ccRCC

的发生发展中起着促进或抑制肿瘤的双重作用[9-10]。

然而，目前仍缺乏对 ccRCC铁死亡一致的认识，包括

铁死亡调节因子和肿瘤免疫微环境之间的相互作用

等。长链非编码 RNA（lncRNA）是一种长度超过

200 bp 的 RNA 分子，不具备蛋白质编码能力[11]。

lncRNA的异常表达与 ccRCC的临床病理特征和预

后相关，提示 lncRNA可能作为诊断或预后的生物标

志物[12]。最近，许多研究通过探索基于 lncRNA的预

后标志物来预测 ccRCC患者的预后。MA等[13]发现，

12个N6-甲基腺嘌呤（N6-methyladenosine，m6A）相关

的 lncRNA标志物与 ccRCC患者的预后和免疫治疗

效果相关。MA等[14]发现，7个糖酵解相关的 lncRNA

标志物能是 ccRCC治疗的潜在靶点。CHEN等[15]发

现，4个低氧相关的 lncRNA标志物可以可靠地预测

ccRCC患者的预后。XUAN等[16]发现，7个自噬相关

的 lncRNA标志物对 ccRCC进展的预测是有价值的。

然而，很少有研究构建一个与铁死亡相关的 lncRNA

网络来寻找 ccRCC患者的标志物。本研究通过分析

癌症基因组图谱（TCGA）ccRCC中 lncRNA的表达数

据，确定与铁死亡相关的 lncRNA标志物。然后验证

lncRNA标志物对 ccRCC患者预后的预测作用，同时

分析 lncRNA 与 ccRCC 免疫浸润之间的相关性；此

外，还用R软件预测化疗药物敏感性。本研究旨在为

ccRCC的诊断、治疗和预后提供新的生物标志物。

1 材料与方法

1.1 通过TCGA数据库收集ccRCC相关数据并通过

R软件分析其差异表达基因

从 TCGA（http://cancergenome. nih. gov/）数据库

门户使用R包TCGAbiolinks下载 ccRCC转录组数据

（HTSeq FPKM和HTSeq counts）和患者的临床信息

（包括生存时间、生存状态、年龄、性别和TNM分期）。

从 FerrDb 数据库（http://www.zhounan.org/ferrdb）中

提取铁死亡标志物基因，并提取铁死亡相关基因的

表达数据。通过R软件中 limma包分析 72个正常肾

组织和 539 个 ccRCC 组织的基因差异表达。具有

|log2 fold change|>1.5 且 P<0.05 的 mRNA 或 lncRNA

被认为是差异表达基因（differential expression gene,

DEG）或 差 异 表 达 lncRNA（differential expression

lncRNA，DEL）。

1.2 单样本基因集富集分析ccRCC样本的铁死亡相关

基因评分

根据给定的基因表达谱，应用单样本基因集富

集分析（single sample gene set enrichment analysis，

ssGSEA）并通过经验累积分布函数计算富集分数。

该分数代表每个样本中某一基因集的绝对富集程

度 。 利 用 基 因 集 变 异 分 析（gene set variation

analysis，GSVA）对 TCGA 中 539 份 ccRCC 样本进行

铁死亡 ssGSEA评分。

1.3 采用R软件分析 lncRNA与铁死亡评分的相关性

采用R软件中 plyr、tidyr和 dplyr包分析 lncRNA

与铁死亡评分的相关性，并采用Spearman进行相关

系数分析。然后用R软件中 ggplot2和 dplyr绘制铁

死亡相关 lncRNA 与免疫细胞浸润之间的相关性

热图。
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1.4 TCGA 数据库中 ccRCC 组织中铁死亡相关

lncRNA特征的分析

采用 R 软件中 Survival、Survminer 和 Forestplot

包进行单因素COX回归分析，筛选具有显著预后价

值（P<0.05）的铁死亡相关 lncRNA。然后采用多因素

COX回归分析，利用每个 lncRNA的回归系数建立基

因表达水平的线性联合风险评分。根据11个与铁死

亡相关的 lncRNA预后评分，采用以下公式计算每个

样本的风险评分：风险评分=（0.273×PRKAR1B-AS1

表达）+（0.101×CYTOR表达）+（-0.070×AC107021.2

表 达 ）+（0.049×LINC01871 表 达 ）+（0.366×

AC156455.1 表 达 ）+（ 0.027×AL353801.1 表达）+

（-0.211×RTCA-AS1 表达）+（0.207×LINC00472 表

达）+(-0.101×COMETT表达)+（0.115×LHFPL3-AS2

表达）+（-0.373×EMX2OS表达）。然后根据风险评

分的中位数（训 练 集 中 位 数为-0.043 247，测试

集中位数为-0.002 252），将样本分为高风险组和低

风险组，用于生存分析。使用风险评分和临床特征

的 Survival包构建多变量COX 模型，P<0.05作为截

止值，并使用Regplot包绘制列线图。

1.5 由网站工具分析ccRCC组织中的免疫细胞浸润

丰度和DEG功能富集分析

免疫浸润分析由网站工具 ImmuCellAI（http://

bioinfo. life. hust. edu. cn/ImmuCellAI#!/）进 行 。

ImmuCellAI可以通过基于基因集签名的方法预测

样本中 24 种免疫细胞类型的丰度，并分析不同组

间免疫细胞浸润的差异。利用 R 软件聚类算法对

DEG 进 行 GO（Gene Ontology）和 KEGG（Kyoto

Encyclopedia of Genes and Genomes）分析，预测其潜

在功能。P<0.05被认为具有统计学意义。

1.6 利用数据库筛选ccRCC化疗敏感的潜在药物

来自癌症药物敏感性基因组学（Cancer Drug

Sensitivity Genomics，CDSG）数 据 库（https://www.

cancerrxgene.org/）的数据集用于筛选治疗 ccRCC的

潜在化疗药物。使用R软件 pRRophetic包估算这些

药物的半数有效抑制浓度（IC50）。

1.7 采用qPCR验证中国人ccRCC组织中LINC01871、

LINC00472和CYTOR的表达

选取 2019年 12月至 2021年 03月西南医科大学

附属医院手术切除的 8例 ccRCC患者的癌组织和相

应癌旁组织，所有肿瘤组织均经2名以上病理医师确

诊为 ccRCC。所有组织离体后迅速置于液氮

中，-80 ℃保存。所有患者均被告知并签署知情同意

书。本研究方案征得所在医院医学伦理委员会的批

准（批准号：No. K20170989）。

使用TRIzol试剂抽提 ccRCC组织及相应癌旁组

织中的总RNA，用 TaKaRa反转录试剂盒将RNA反

反转录为 cDNA。采用 SYBRGreen 系统进行 qPCR

实验。qPCR 采用两步法，反应条件：95 ℃ 2 min，

95 ℃ 15 s、60 ℃ 30 s，共计 40 个循环。引物序列：

LINC01871 上 游 为 GCAACTACAGTCATTTGTT

CTC，下 游 为 AACTGGTAAGTCATATATGCAAG；

LINC00472 上游为 GATGGCAGCTGTCTCTCTCC、

下游为GGGCCTCTCTGACCGTATCT；CYTOR上游

为 TCTTCACAGCACAGTTCCTGG，下 游 为 AGG

TAGAGGTGCTGGAGGG；GAPDH 上 游 为 AAC

TTTGGCATTGTGGAAGGA，下游为 AACATCATC

CCTGCTTCCAC。以GAPDH作为内参照基因，通过

2-ΔΔCt方法计算目的基因的相对表达量。

1.8 统计学处理

所有实验均独立重复 3次。采用SPSS21.0统计

学软件和R软件分析数据。所有数据均属于计量资

料且均符合正态分布，故以 x̄±s 表示。两组间比较采

用独立样本 t 检验，多组间比较采用单因素方差分

析，以P<0.05或P<0.01表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 高水平的铁死亡相关基因评分与ccRCC患者的

预后不良相关

从FerrDb数据库中提取103个铁死亡相关基因。

基于TCGA-ccRCC数据库，热图显示了103个铁死亡

相关基因在72个正常肾组织和539个 ccRCC组织中

的表达（图 1A）。对 103 个铁死亡相关基因进行

ssGSEA，获得每个 ccRCC组织的铁死亡相关基因富

集评分。最终Kaplan-Meier分析表明，铁死亡评分高

的患者OS率明显低于铁死亡相关基因评分低的患

者（图1B，P<0.01）。

2.2 ccRCC组织中差异表达铁死亡相关 lncRNA的筛选

从 TCGA-ccRCC 数据库中获得 153 个 DEL，包

括 114个上调和 39个下调的 lncRNA（图 2A）。进一

步通过 Spearman相关分析评估 lncRNA与铁死亡的

相关性，结果（图 2B）显示，36个 lncRNA与铁死亡呈

正相关（r>0.2，P<0.05），224 个 lncRNA 与铁死亡呈

负相关（r<-0.2，P<0.05）。最后，用 Venn 分析获得

16个上调的 lncRNA与铁死亡呈正相关，16个下调的

lncRNA与铁死亡呈负相关（图2C）。热图（图2D）显

示了32个铁死亡相关DEL的表达情况。

2.3 铁死亡患者预后相关 lncRNA的鉴定

Kaplan-Meier生存分析和COX比例风险回归分析

（图3）显示，本实验发现9种保护性的lncRNA（EMX2OS，

SPINT1-AS1、AC104794.5、LINC00472、COMETT、

RTCA-AS1、AL353801.1、LHFPL3-AS2和AL031429.2)
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（图 3A）和 10 种 风 险 lncRNA（PRKAR1B-AS1、

AC156455.1、 CYTOR、 AC107021.2、LINC01871、

AC099850.3、HK2-DT、AC016405.3、PELATON 和

LINC01426）（图3B）。然后，使用Kaplan-Meier Plotter

数 据 库（http://kmplot. com/analysis/index. php? p=

background）进行生存分析，结果（图3C）显示，9个保护

性 lncRNA中有6个（EMX2OS、LINC00472、COMETT、

RTCA-AS1、AL353801.1和LHFPL3-AS2）与较好的OS

率相关；10个危险 lncRNA中有5个（PRKAR1B-AS1、

AC156455.1、CYTOR、AC107021.2和LINC01871）与较

差的OS率相关。这11个lncRNA被确定为与ccRCC铁

死亡相关的关键 lncRNA。

图1 ccRCC组织中铁死亡相关基因的表达（A）及铁死亡相关基因评分与患者预后的关系（B）

A：TCGA-ccRCC数据库中DEL；B：Spearman相关分析 lncRNA

与铁死亡的相关性；C：Pearson分析DEL与铁死亡的相关性；D：铁死亡相关 lncRNA热图

图2 ccRCC组织中差异表达铁死亡相关 lncRNA的鉴定

2.4 铁死亡相关 lncRNA风险预测模型的构建

TCGA数据库中 ccRCC 患者被随机分为训练

数据集（ 60%）和测试数据集（40%）。以中位风

险评分（训练集中位数：-0.0432 47；测试集中位

数：-0.002 252）为分界点，训练组分为高风险组和低

风险组。生存状态的散点图（图 4A）显示，高风险组

ccRCC 患者比低风险组患者的生存时间短。热图

（图4B、C）分析显示，低风险评分的 ccRCC患者表达

较高水平的保护性 lncRNA，而那些高风险评分的患

者表达较高水平的危险 lncRNA。此外，Kaplan-

Meier 生存分析表明，与低风险组相比，高风险组

ccRCC患者的OS率显著降低。对测试集的样本采

用相同的分组和计算方法，得到了与训练集一致的

结果（图 4D，E和F）。最后，根据风险评分、年龄、病
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理分期和T分期构建列线图，用以预测 ccRCC患者

的1、3和5年OS率（图4G）。

2.5 铁死亡相关 lncRNA的功能富集分析

为了解铁死亡相关 lncRNA特征影响 ccRCC预

后的机制，本研究基于高/低风险评分将 lncRNA进行

GO和KEGG富集分析。GO分析表明三羧酸循环、

胶原三聚体复合物和脂肪酰CoA结合是生物过程、

细胞组分和分子功能中最丰富的术语（图5A）。为进

一步探索铁死亡相关 lncRNA特征参与 ccRCC发生

发展的机制及潜在信号通路 ，本研究通过使用

GSEA 进行 KEGG 富集分析。结果显示多条通路

与铁死亡相关 lncRNA 特征相关（图 5B）。其中

柠檬酸循环、PPAR 信号通路、脂肪酸代谢、过氧

化物酶体、胰岛素抵抗和钙信号通路与营养和

能量调节相关。FoxO、JAK-STAT、cGMP-PKG 信

号和紧密连接通路可参与癌症发生发展，这些

途径在 ccRCC 的发生发展中起着至关重要的作

用，表明铁死亡相关 lncRNA 特征中最有可能的

是通过营养和能量调节方式参与ccRCC发生发展。

A：9种保护性 lncRNA；B：10种风险 lncRNA；C：保护性 lncRNA生存分析；D：风险 lncRNA生存分析

图3 与铁死亡患者预后相关的DEL的鉴定

2.6 铁死亡相关的 lncRNA与免疫细胞浸润的相关性

为证实铁死亡相关 lncRNA在调节 ccRCC免疫

细胞浸润中的作用，本研究用 ImmuCellAI软件分析

了高/低危险人群中浸润免疫细胞的丰度差异。结果

显示，与低风险组患者相比，高风险组患者有更高的

细胞毒性T淋巴细胞（cytotoxic T lymphocyte，CTL）、

耗竭性 T 淋巴细胞（exhausted T lymphocyte，ETL）、

自然调节性T细胞（natural regulatory T cell，nTreg）、

诱导型调节性 T 细胞（induced regulatory T cell，

iTreg）、滤泡辅助性 T 细胞（follicular helper T cell，

Tfh）、黏 膜 相 关 恒 定 T 细 胞（mucosal-associated

invariant T cell，MAIT）、DC、单核细胞、NK细胞、γδT

细胞（gamma delta T cell，γδT）、CD4+ T细胞和CD8+ T

细胞的浸润，以及更低的Th1细胞、Th17细胞、中央

记忆型 T细胞（central memory T cell，CMT）、B细胞

和中性粒细胞的浸润（图6）。铁死亡相关的 lncRNA
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和浸润免疫细胞的Spearman相关性热图表明，3种风

险 lncRNA（LINC01871、PRKAR1B-AS1 和 CYTOR）

与CD4 T、NK、ETL、DC、iTreg、nTreg、Tfh、γδT、CD8 T、

CTL 和 MAIT 细胞浸润呈显著正相关，与 B 细胞、

CD4 naive、Th1、CMT、Th17和中性粒细胞浸润呈显

著负相关（图7）。

A、B、C：训练数据集的生存状态散点图、热图和OS；D、E、F：测试数据集的生存状态散点图、热图和OS；

G：预测ccRCC患者OS的列线图

图4 铁死亡患者预后相关 lncRNA的预后风险评分分析

2.7 铁死亡相关的 lncRNA与化疗药物敏感性相关

为了探索针对高风险 ccRCC患者可能敏感的化

疗药物，本研究基于 CDSG 数据库通过 R 软件包

pRRophetic算法确定11化疗药物的 IC50，并进行药物

敏感性分析（图8）。结果发现，与低铁死亡评分组相

比，高铁死亡评分组甲氨蝶呤（methotrexate)、紫杉

醇（paclitaxel）、顺 铂（cisplatin）和 多 柔 比 星

（doxorubicin）的 IC50 值显著降低，但 5-氟尿嘧啶

（5-fluorouracil）、吉西他滨（gemicitabine）、多西他赛

（docetaxel）、长 春 碱（vinblastine）和 长 春 瑞 滨

（vinorelbine）的 IC50值在两组间无显著差异。这些结

果表明，甲氨蝶呤、紫杉醇、顺铂和多柔比星可能是
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治疗高铁死亡评分ccRCC患者的敏感化疗药物。

2.8 基于铁死亡相关 lncRNA的RNA网络构建与验证

为了阐明 ccRCC中与铁死亡相关 lncRNA的潜

在调控机制 ，本研究建立了一个基于 ceRNA

（competitive endogenous RNA，ceRNA）假说的铁死

亡相关 ceRNA网络。首先，通过对高铁死亡评分组

和低铁死亡评分组之间mRNA的差异分析，共获得

了 173个与铁死亡相关的mRNA，其中 134个mRNA

在高铁死亡评分组上调，39个mRNA在低铁死亡评

分组上调（图 9A）。利用miRNet软件共鉴定出 93个

lncRNA-miRNA相互作用对，包括 5 个 lncRNA和

91 个 miRNA。进一步通过 miRTarBase 预测了潜在

具有强有力实验证据支持的miRNA-mRNA相互作

用对，共发现 1 565 对 miRNA-mRNA，包括 58 个

miRNA 和 1 014 个 mRNA。最后 ，根据 lncRNA-

miRNA和miRNA-mRNA的相互作用，构建了一个由

3 个 lncRNA、15 个 miRNA 和 15 个 mRNA 构成的

ceRNA网络（图9B）。最后基于来自患者的8个配对

ccRCC 组织及癌旁组织，通过 qPCR 验证了 3 个

lncRNA的表达水平。与癌旁组织相比，ccRCC组织

中CYTOR和LINC01871的表达明显增加（P<0.01），

而 LINC00472 的表达明显减少（P<0.01），与先前差

异分析及预后分析的结果是一致的（图9C）。

图5 ccRCC组织中铁死亡相关 lncRNA的GO（A）和KEGG（B）功能富集分析
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图6 不同风险组中24种免疫细胞类型丰度的差异

图7 11个铁死亡相关的 lncRNAs与免疫细胞浸润水平

之间的相关性热图

3 讨 论

ccRCC 是成人肾最常见的癌症类型。大多数

ccRCC患者在诊断时已经处于晚期，目前尚无早期

诊断或治疗 ccRCC的生物标志物，导致 ccRCC预后

相对较差[17]。最近的研究[18]报道了 lncRNA可作为预

测癌症预后的生物标志物。本研究中首先通过差异

表达和相关性分析获得了铁死亡相关的 lncRNA，进

一步建立风险评估模型，分析铁死亡相关 lncRNA预

测 ccRCC预后的可行性。最后，分析铁死亡相关的

lncRNA特征与免疫细胞浸润的相关性。

铁死亡作为一种氧化和铁依赖的细胞死亡调节

途径，在肿瘤中的功能受到了广泛的关注[19]。目前，

基于铁死亡相关基因的肿瘤预后模型的构建已成为

人类癌症风险评估领域的研究热点。LI等[20]成功构

建了一种新的铁死亡相关的 lncRNA特征模型，其有

助于改善非小细胞肺癌患者的预后预测和免疫治疗

反应评估。FEI等[21]确定了肺腺癌铁死亡相关的预后

lncRNA，并构建了一个预后标志物，为肺腺癌患者的

预后评估提供了一个新的策略。XING等[22]确定了

3 个与铁死亡相关的 DEL（DUXAP8、LINC02609 和

LUCAT1），可作为预测 ccRCC 患者预后的标志物。

在上述研究中，研究者们通过相关分析将 lncRNA表

达水平与一个或多个铁死亡基因显著相关的 lncRNA

定义为铁死亡相关的 lncRNA。然而，他们没有将铁

死亡作为一个重要的调节信号通路，系统地分析其

在肿瘤中的功能。在本研究中，采用 ssGSEA算法来

评估 ccRCC组织中铁死亡水平的变化，并将 lncRNA
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表达水平与铁死亡评分显著相关的lncRNA定义为铁死

亡相关 lncRNA。进一步通过相关分析、差异表达分

析、COX比例风险回归和Kaplan-Meier生存分析，最终

获得11个铁死亡相关且可预测患者预后的 lncRNA。

在本研究中，首次确定了 lncRNA特征的铁死亡

相关基因（EMX2OS、LINC00472、COMETT、RTCA-

AS1、AL353801.1、LHFPL3-AS2、PRKAR1B-AS1、

AC156455.1、CYTOR、AC107021.2和LINC01871）能

够预测 ccRCC 患者的预后，其中有 7 个 lncRNA

（EMX2OS、 LINC00472、 COMETT、 RTCA-AS1、

**P<0.01

图8 铁死亡评分与化疗药物的敏感性分析

A：高、低铁死亡评分组 DEG；B：lncRNA 和 miRNA和mRNA相互作用网络；C：中国人ccRCC组织中DEL的验证

图9 基于铁死亡相关的 lncRNA特征的ceRNA网络构建和验证
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AC156455.1、CYTOR 和 LINC01871）与多种类型的

肿瘤预后相关。 CHEN 等[15] 发现 ，EMX2OS 和

COMETT可以作为缺氧相关的 lncRNA参与 ccRCC

的预后预测。EMX2OS通过靶向miR-654-3p减缓了

肾母细胞瘤的进展[23]。在前列腺癌中，EMX2OS 受

TCF12调控，通过与FUS相互作用，激活 cGMP-PKG

信号通路抑制细胞的增殖、迁移和侵袭[24]。XIANG

等[25]发现，LINC00472是与ccRCC免疫相关的潜在预

后生物标志物。LINC00472可与乙酰转移酶P300相

互作用，影响细胞中H3K27位点的乙酰化水平，增强

细 胞 间 黏 附 ，抑 制 ccRCC 细 胞 增 殖[26]。 同 时

LINC00472 通过与 YBX1 结合抑制了细胞 EMT 过

程，并影响细胞的力学性能，最终抑制肺腺癌细胞侵

袭和转移[27]。YANG等[28]发现，AC156455.1是一种基

因组不稳定性衍生的 lncRNA，可作为 ccRCC患者预

后的预测指标。JIANG等[29]发现，RTCA-AS1作为一

种自噬相关的 lncRNA是口腔和口咽鳞状细胞癌患

者的独立预后风险指标。TIAN等[30]发现，在肝细胞

癌中CYTOR通过miR-125b/SEMA4C轴促进细胞增

殖和肿瘤生长，同时，CYTOR与HNRNPC相互作用，

通过抑制 HNRNPC 的非降解泛素化导致 ZEB1

mRNA的稳定，促进口腔鳞状细胞癌中的异常糖酵

解和线粒体呼吸[31]。XU等[32]发现，LINC01871是一

种与铁死亡相关的 lncRNA，可作为预测乳腺癌预后

的新的生物标志物。LHFPL3-AS2通过与SFPQ相互

作用调节 TXNIP 表达来抑制非小细胞肺癌的转

移[33]。然而，目前还没有关于其他 3 种 lncRNA

（AL353801.1、PRKAR1B-AS1 和 AC107021.2）功能

的研究报道。本研究可能为 ccRCC患者的预后预测

提供一种新的有效的生物标志物。

ccRCC是一种高度免疫细胞浸润的肿瘤，肿瘤

免疫浸润与 ccRCC患者的预后和免疫治疗反应密切

相关[34]。多项研究已证明 ccRCC免疫细胞浸润与预

后不良呈正相关，提示免疫细胞浸润导致 ccRCC预

后不佳[35]。ccRCC浸润免疫细胞类型的百分比差异

主要集中于CD8+ T细胞、CD4 + T细胞和巨噬细胞[36]。

ccRCC浸润的CD8+ T细胞中NF-κB显著激活，诱导

促凋亡程序，引起更差的总体预后[37]。有证据表明

miR-29b和miR-198在 ccRCC患者的CD8+ T细胞中

过表达，通过下调 JAK3和MCL-1导致ccRCC免疫功

能障碍[38]。浸润的 CD4+ T 细胞可通过调节 TGFβ1/

YBX1/HIF2α信号通路来促进 ccRCC 的增殖[39]。高

度浸润的单核细胞在肿瘤微环境中可分化为M2型

巨噬细胞，并诱导CD4+ T细胞表达抑制性分子PD-1，

分泌免疫抑制细胞因子 IL-10和TGF-β，导致 ccRCC

病死率增加[40]。研究[41]表明，M2型巨噬细胞可通过

分泌CXCL13促进 ccRCC细胞迁移和侵袭。同时缺

氧肿瘤相关巨噬细胞来源的外泌体miR-155-5p通过

IGF1R/AKT/PI3K途径促进ccRCC进展，与ccRCC患

者预后不良有关[42]。本研究发现，高铁死亡相关

lncRNA风险评分的患者有更高的CTL、ETL、nTreg、

iTreg、Tfh、MAIT、DC、单核细胞、NK细胞、γδT细胞、

CD4+ T和CD8+ T细胞浸润，以及更低的Th1、Th17、

CMT、B 细胞和中性粒细胞细胞的浸润。提示在

ccRCC中高铁死亡评分的患者有更高程度的免疫细

胞浸润，这可能是 ccRCC高铁死亡评分患者预后不

良的主要原因。进一步的研究发现，3 种危险的

lncRNA（LINC01871，PRKAR1B-AS1 和 CYTOR）是

调节肿瘤免疫浸润的关键 lncRNA。XU[32]等和MAO

等[43]证明 LINC01871 和 CYTOR 分别与乳腺癌和膀

胱尿路上皮癌的免疫浸润有关。本研究可为将来

ccRCC的靶向治疗提供重要的指导意义。

总之，本研究建立了一种新的铁死亡相关

lncRNA模型，被证明可以进行 ccRCC患者OS的独

立预后预测。通过免疫细胞浸润和药物敏感性分

析，证明铁死亡相关 lncRNA标志物与免疫细胞浸润

和化疗药物敏感性密切相关。本研究构建的铁死亡

相关 lncRNA风险预测模型可作为预测 ccRCC患者

能否从免疫治疗及化疗中获益的重要方法。
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