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［摘 要］ 目的：通过微小RNA（microRNA，miRNA）预后模型筛选肾癌高危人群并进行早期干预治疗，以提高患者的生存率。

方法：基于癌症基因图谱（The Cancer Genome Atlas，TCGA）数据库，通过风险生存曲线、受试者工作特征（receiver operating
characteristic，ROC）曲线及生存状态图对模型进行评价并对风险评分进行独立预后分析，筛选肾透明细胞癌预后相关的miRNA，

建立预后风险模型。结果：①从TCGA数据库初步筛选3 613个差异性表达的mRNA和49个差异表达的miRNA。②通过单、

多因素Cox回归分析筛选出3个与预后相关的miRNA构建风险预后模型，并且Train组、Test组和所有样品的高低风险组存在

明显生存差异；3组样本 1、3、5年生存分析的ROC曲线下面积均接近或大于 0.70，风险评分可以作为独立预后因子。③在

GO富集分析中，主要富集在肾单位的发育、突触后密度及离子跨膜转运蛋白活性等；而在KEGG富集分析中，主要参与其他

类型的O⁃聚糖生物合成、N⁃聚糖生物合成等通路。结论：基于TCGA数据库构建的3个miRNA风险预后模型可作为肾透明细

胞癌的预后生物学标志物。
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［Abstract］ Objective：Screening individuals at high risk of renal cancer by miRNA prognostic model and performing early
intervention treatment to improve patient survival. Methods：The models were evaluated by risk survival curve，receiver operating
characteristic（ROC）curve and survival status plots based on the Cancer Genome Atlas（TCGA）database，and an independent
prognostic analysis was performed to screen prognosis related miRNAs in clear cell renal cell carcinoma. Results：①Preliminary
screening of 3613 differentially expressed mRNAs and 49 differentially expressed miRNAs. ②Three miRNAs related to prognosis were
screened by univariate and multivariate Cox regression analysis to construct a risk prognostic model，and there were obvious survival
differences in the high and low risk groups of the Train group，the Test group，and all samples. The areas under the ROC curve of the 1，
3 and 5⁃year survival analysis of the 3 groups were all close to or greater than 0.70，and the risk score can be used as an independent
prognostic factor. ③In GO analysis，it is mainly concentrated in the development of nephron epithelium and nephron，postsynaptic
density，metal ion transmembrane transporter activity，etc. In KEGG enrichment analysis，it is mainly involved in other types of O⁃glycan
biosynthesis and N⁃glycan biosynthesis. Conclusion：Three miRNA risk prognostic models based on TCGA database can be used as
prognostic biomarkers of renal clear cell carcinoma.
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肾癌又称肾细胞癌（renal cell carcinoma，RCC），
是起源于肾实质泌尿小管上皮系统的恶性肿瘤，也

是最常见的肾实质恶性肿瘤，约占成人恶性肿瘤的

2%~3%。肾细胞癌包括透明细胞癌（clear cell renal
cell carcinoma，ccRCC）、乳头状肾细胞癌、嫌色细胞

癌、集合管癌和未分化类肾细胞癌等亚型［1］，其中

ccRCC 为最常见类型［2］。RCC 的高发病年龄为

50~60岁；男女比例约为 2∶1。根据统计，2015年我

国预期新发患者数约为 6.68万人［3］，死亡人数约为

2.34万人；2018年全球新增患者 40余万人，死亡人

数约17.51万人。目前证据表明其发病机制尚无定

论，可能与遗传、吸烟、肥胖、高血压及抗高血压药

物使用等有关，其典型表现为“肾癌三联症”，但目

前在临床中却很少见，常因血尿、疼痛和肿块行影

像学检查时发现，所以这类患者易错过最佳治疗时

期，预后往往较差。局限性或者局限进展期肾癌主

要是以手术切除为主，而晚期患者因肾癌对传统的

放化疗不敏感，这类患者常采用分子靶向治疗延长

寿命，但部分患者后期出现耐药现象。所以迫切需

要对 ccRCC的发生和发展进行深入研究，早期对这

类人群进行个体化治疗，改善预后。

微小RNA（microRNA，miRNA）是由 19~25个核

苷酸组成的内源性单链小分子RNA，是体内最多的

RNA，因其不具有开放阅读框，故不编码蛋白质，但

具有调节蛋白质编码和非编码基因表达的功能［4-7］，

主要通过目标靶基因mRNA的3′端非翻译区来调节

蛋白质编码和非编码基因的表达。越来越多的研

究表明，miRNA在肿瘤微环境的血管生成及远处转

移中起着重要的作用［8-12］。miRNA⁃4295可以促进

头颈鳞状细胞癌恶性细胞的增殖［13］；miR4543p通过

靶向 TGFB2抑制非小细胞肺癌的增殖和转移［14］；

Guo等［15］在乳腺癌研究中发现，miR⁃491⁃5p作为一

种抑癌因子，通过ZNF⁃703调节AKT/mTOR通路显

著抑制乳腺癌的侵蚀和转移；并且miRNA在 ccRCC
发生、发展、转移也都得到证实［16-20］，这些研究表明

miRNA 可能会为 ccRCC 的预后和治疗提供新思

路。因此通过 TCGA数据库构建miRNA风险预后

模型筛选高危人群，可早期进行干预治疗，提高患

者的生存率。

1 资料和方法

1.1 资料

登录 TCGA数据库官网（https：//portal.gdc.can⁃
cer.gov/），设置过滤条件，①疾病类型：肾透明细胞

癌；②数据来源：TCGA；③数据类型：基因表达数据

（HTSeq⁃Counts）、miRNA数据（区分 3p与 5p）、临床

数据。使用 Perl软件（v5.30.0）对mRNA和miRNA
数据进行整理及临床数据合并。

1.2 方法

1.2.1 构建miRNA预后模型

利用R软件对mRNA和miRNA进行差异分析

［过滤标准：以 2 为底数对数变化倍数的绝对值

（|log2FC|）>2，校准 P值（FDR）≤ 0.05］，将差异表达

的miRNA与整理后的生存数据进行合并。排除标

准：①生存时间未知；②生存时间为 0 d；③生存时

间 < 30 d；④生存状态为未知；⑤生存状态为空

值。然后将样本随机等分为实验组（Train组）251例
和验证组（Test组）248例，对Train组样本进行单、多

因素Cox回归分析后建立与ccRCC预后相关miRNA
模型。

1.2.2 预后风险模型的评估

分别对高、低表达组和高、低风险组进行生存

差异分析，通过生存曲线、ROC曲线及生存状态图

评估风险模型的准确性，并在Test组和所有样本进

行验证。将预后风险模型风险评分与临床因素合

并，进行独立预后分析。

1.2.3 miRNA和mRNA综合分析

通过 miRDB、miRTarBase 及 TargetScan 软件对

模型中的miRNA进行靶基因的预测，利用Cytoscape
软件构建调控网络并进行GO和KEGG富集分析其

功能及参与的通路，对调控网络内的mRNA进行生

存分析，最后构建蛋白互作网络（PPI）。
2 结 果

2.1 差异表达的mRNA和miRNA

初步筛选出3 613个差异表达mRNA（2 603个表

达上调的 mRNA，1 010 个表达下调的 mRNA）和

49 个差异表达的miRNA（28个表达上调的miRNA，

［Key words］ miRNA；prognosis of renal clear cell carcinoma；biomarker；protein interaction network
［J Nanjing Med Univ，2022，42（10）：1376⁃1386］
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A：差异表达的mRNA火山图；B：差异表达的miRNA火山图；C：上调及下调的前20个mRNA的热图；D：上调及下调的前20个miRNA的热

图。热图横坐标蓝色代表样正常组样本，红色代表肿瘤组样本；纵坐标代表基因；红色代表与整体样本表达水平相比该基因在对应样本中高表达，

绿色代表与整体样本表达水平相比该基因在对应样本中低表达，黑色代表该基因在对应样本的表达水平与该基因在整体样本的表达水平一致。

图1 差异表达的mRNA和miRNA火山图和热图

Figure 1 Volcano map and heat map of differentially expressed mRNA and miRNA
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21个表达下调的miRNA），并绘制差异表达的mRNA
和miRNA的火山图和热图（上调和下调最显著的前

20个基因，mRNA见图1A、B；miRNA见图1C、D）。
2.2 预后模型的构建

初步对 Train组进行单因素Cox回归分析得到

4个生存相关的miRNA，然后将初筛变量进一步纳入

多因素Cox回归分析筛选出3个与预后更密切的miR⁃
NA：miR⁃21⁃5p、miR⁃885⁃5p、miR⁃1251⁃5p，根据多因

素回归分析结果构建风险预后模型。风险评分=EXP⁃
miRNAa×Coeffcient1+miRNAb×Coeffcient2+……+miR⁃
NAn×Coeffcientn。EXPmiRNAa表示对应miRNA的表

达量，Coeffcient1表示对应miRNA的回归系数（表1）。

表1 Cox多变量回归分析差异表达的miRNA对ccRCC患者生存率的影响

Table1 Coxmultivariateregressionanalysisof theeffectsofdifferentiallyexpressedmiRNAsonsurvival inpatientswith ccRCC

名称

hsa⁃miR⁃21⁃5p
hsa⁃miR⁃885⁃5p
hsa⁃miR⁃1251⁃5p

回归系数

0.485
-0.104
-0.111

风险比

1.624
0.901
0.895

95%置信区间

1.158~2.276
0.802~1.012
0.787~1.016

P值

0.005
0.079
0.087

··1378
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A：has⁃miR⁃21⁃5p生存曲线；B：has⁃miR⁃1251⁃5p生存曲线；C：has⁃miR⁃885⁃5p生存曲线；D：Train组的风险生存曲线；E：Test组的风险生存

曲线；F：所有患者样的品风险生存曲线（横坐标为生存时间，单位为年，纵坐标为生存概率）。

图2 模型内miRNA和风险分组的生存曲线

Figure 2 Survival curves for within⁃model miRNAs and risk groups

2.3 预后风险模型的评估

根据miRNA的表达量将患者分为高表达组和

低表达组，生存差异分析显示miR⁃21⁃5p低表达有

利于患者生存，miR⁃1251⁃5p和miR⁃885⁃5p高表达

有利于患者生存，但miR⁃885⁃5p患者10年后的生存

期无明显差异，总体上两组存在明显的生存差异

（P < 0.001，图2A~C）。然后根据Cox模型公式所计

算的风险值将Train组、Test组和所有样本分为高风

险组和低风险组，进行生存差异分析并绘制生存曲

线，结果显示在 Train组、Test组和所有样本中低风

险组患者的生存时间明显优于高风险组，两组差异

具有统计学意义（P < 0.001，图2D~F）。
绘制 1、3、5年生存分析的ROC曲线结果显示，

Train 组的 ROC 曲线下面积分别为 0.698、0.712、
0.654；Test 组的 ROC 曲线下面积分别为 0.690、
0.590、0.645；所有样本的 ROC曲线下面积分别为

0.695、0.646、0.649（图 3A~C）。患者的生存状态图

显示从左到右随着患者风险的增大，患者的生存时

间逐步下降，死亡人数逐渐增多，患者的生存率逐

步下降（图 3D~F）。说明该模型预测 ccRCC患者生

存期具有一定的准确性。

根据排除标准共排除11例临床数据后（分级未知

的8例和分期未知的3例）进行单因素和多因素独立预

后分析，结果显示在单因素独立预后分析中年龄、分

级、分期、风险评分可以作为独立预后因子，在多因素

独立预后分析中年龄、分期、风险评分可以作为独立预

后因子。而风险评分在单因素和多因素的独立预后分

析中P均 < 0.001，说明该模型可以独立于其他临床

因素，作为ccRCC患者的独立预后因子（图4A、B）。
2.4 miRNA和mRNA综合分析

2.4.1 miRNA靶基因的预测及调控网络的构建

首先在miRDB、miRTarBase、TargetScan中共同

取交集进行靶基因预测，结果显示hsa⁃miR⁃21⁃5p有
150个靶基因；hsa⁃miR⁃885⁃5p有 10个靶基因；而

miR⁃1251⁃5p有 5个靶基因。绘制miRNA靶基因的

韦恩图（图5A~C）。构建miRNA调控网络并对结果

进行可视化（图6）。
2.4.2 靶基因的GO功能注释和KEGG富集分析

GO 富集分析主要分为生物过程（biological
process，BP）、细胞组分（cellular component，CC）、分

子功能（molecular function，MF）3大类，其中靶基因

在BP上主要富集在肾单位上皮和肾单位的发育、肾

小管和肾脏上皮的发育（图 7A），在CC方面主要富

集在突触后密度、不对称突触、突触后专业化、谷氨

酸能突触、神经元到神经元突触等（图7B），而在MF
中主要富集金属离子跨膜转运蛋白活性、受体配体
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A：miR⁃21⁃5p靶基因的韦恩图；B：miR⁃885⁃5p靶基因的韦恩图；C：miR⁃1251⁃5p靶基因的韦恩图。

图5 模型内靶基因预测的韦恩图

Figure 5 Venn diagram of target gene prediction within the model
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者的生存状态图；E：Test组患者的生存状态图；F：所有患者生存状态图（横坐标代表患者序号，纵坐标代表生存时间；绿点代表存活的患者，红

点代表：已经死亡的患者；虚线代表高低风险的分界值）。

图3 风险分组的ROC曲线和生存状态图

Figure 3 ROC curve and survival state diagram for risk grouping
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图4 独立预后分析

Figure 4 Independent prognostic analysis
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图7 靶基因的富集分析

Figure 7 Enrichment analysis of target genes
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图6 miRNA与靶基因的调控网络

Figure 6 The regulatory network between miRNA and target genes
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图8 关键mRNA的预后分析

Figure 8 Prognostic analysis of key mRNAs

活性、肝素结合、糖胺聚糖结合、硫化合物结合等

（图 7C）。通过KEGG富集分析发现网络内的基因

主要参与其他类型的O⁃聚糖生物合成、N⁃聚糖生物

合成、Ras信号通路及钙信号等通路（图7D），上述结

果表明，差异基因在 ccRCC的发生和转移中具有潜

在的调控作用。

2.4.3 mRNA生存分析

对调控网络内的mRNA进行生存分析，结果显示

CLIC5、COBLL1、FGF1、NIPAL1、MARCH4、SEMA6D、

WNT9B、FCGR1A、FCGR1B、KHDRBS2、SIX4 基因

的表达与患者的整体生存期有密切关系，其中

CLIC5、COBLL1、FGF1、NIPAL1、MARCH4、SEMA6D、

WNT9B等基因的高表达有利于患者的生存，可能

是 保 护 因 子 ；而 FCGR1A、FCGR1B、KHDRBS2、
SIX4基因表达越高，患者的预后越差，可能是危险

因素（图8）。
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图9 PPI网络和核心网络

Figure 9 PPI network and core network

2.4.4 蛋白互作网络的构建

为了探寻网络内的mRNA之间是否具有相互

作用的关系，通过在线软件（string PPI）对 52个蛋

白，按中等可信度（互作分数0.400）进行蛋白互作网

络的构建，得PPI网络，进一步从该网络中筛选核心

网络，通过邻接节点数目筛选出 EYA4、NTRK2、
SIX4、DACH1关键基因（图9A、B）。

3 讨 论

ccRCC是最常见肾实质恶性肿瘤，由于人类寿

命延长及医学技术的发展，肾癌的发病率较以往增

高［21］。患者早期常无明显不适或者症状多变，常

以无症状肾癌发病，早期诊断困难，发现时往往处

于晚期，已经失去手术机会，因为对放化疗不敏

感，后期常因药物抵抗及缺乏预测指标，所以预后

较差［22-23］。因此需要探索寻找高特异性和敏感性的

预后标志物，早期对这类患者行个体化治疗，以提

高生存率。

本文通过生物信息学方法共筛选出3 613个差异

表达的mRNA（2 603个表达上调的mRNA，1 010个表

达下调的mRNA）和 49个差异表达的miRNA（28个

表达上调的miRNA，21个表达下调的miRNA），然

后将差异表达的miRNA进行单、多因素 Cox回归

分析，筛选出 3个与 ccRCC预后更密切的miRNA：

miR⁃21⁃5p、miR⁃885⁃5p、miR⁃1251⁃5p，将样品随机

按照1∶1比例分为Train组和Test组，根据Train组样

品的多因素回归分析结果构建预后模型，分别对高

低表达组和高低风险组进行生存分析，结果显示

miR⁃21⁃5p低表达有利于患者生存、miR⁃1251⁃5p和
miR⁃885⁃5p高表达有利于患者生存；在 Train组、

Test组和所有样品中低风险组患者的生存时间明显

优于高风险组，两组间差异有统计学意义（P < 0.001）。

在验证模型的准确性方面，绘制多年份ROC曲线，

虽然在Test组中3年ROC曲线的AUC值稍低，但在

1、5年以及其他年份的AUC值均具有可信度，并且

在Train组和所有样品的预测能力方面都具有一定

的准确性，同样绘制生存状态图显示从左到右随着

患者风险的增大，患者的生存时间逐步下降，死亡

人数逐渐增多，患者的生存率逐步下降，上述结果

表明该模型预测患者的生存具有一定的准确性。

通过单、多因素独立预后分析显示，miRNA预后模

型所计算的风险评分可以独立于其他临床因素，作

为 ccRCC患者的独立预后因子，通过对miRNA相关

文献的查阅发现，miR⁃21⁃5p通过抑制神经黏附分

子 L1，而促进结肠癌细胞的增殖和侵袭［24］。在前

列腺癌中，柯井卫等［25］研究发现，miR⁃21⁃5p下调靶

基因同源血小板富亮氨酸复重蛋白磷酸酶2可以增

强癌细胞的侵蚀能力；miR⁃1251⁃5p在体外和体外

均可以促进肝细胞癌的生长和转移［26］；在 ccRCC的

靶向治疗研究中发现，舒尼替尼治疗后miR⁃885⁃5p
明显降低，并且与 ccRCC的进展有着密切的关系，

miR⁃885⁃5p可能会成为潜在的生物学标志物［27］。

进一步构建miRNA的调控网络，并对其靶基因进行

GO功能注释和KEGG富集分析，结果表明，这些靶

基因在生物过程主要富集在肾单位上皮和肾单位

的发育、肾小管和肾脏上皮的发育等；在细胞组分

主要富集在突触后密度、不对称突触、突触后专业
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化等，在分子功能中主要富集金属离子跨膜转运蛋

白活性、受体配体活性、肝素结合等；而在富集分析

中发现主要参与其他类型的O⁃聚糖生物合成、N⁃聚
糖生物合成等通路。在 ccRCC中，多数肿瘤因子或

者致癌物质都作用于肾小管上皮细胞，如慢性砷中

毒通过抑制miR⁃182⁃5p诱导低氧诱导因子 2α过表

达，促进肾小管上皮细胞的癌变［28］。KEGG结果表

明网络内的基因主要参与N⁃聚糖生物合成、其他类

型的O⁃聚糖生物合成、Ras信号通路及钙信号通路

等，N⁃聚糖生物合成是于20世纪60~70年代被阐明

的，目前已有大量的研究发现N⁃聚糖生物合成与

肿瘤的诊断有着密切的关联［29］，如肺癌［30］、结直肠

癌［31］、前列腺癌［32］。也有研究表明其可以预测肾透

明细胞癌预后［33］。Ras基因作为原癌基因，常以点

突变的形式变成致癌基因，是最常见的突变基因家

族。Ras基因可以与GTP结合，通过MAPK、STAT、
PI3K等效应分子的相互作用，调节细胞生长、分化

及凋亡。Ras⁃MAPK信号通路与肿瘤的发生和癌

细胞的增殖关系密切，如 miR⁃184可能通过调整

Ras/MAPK/ERK途径抑制RCC的细胞增殖和迁徙的

能力［34］；Ras蛋白激活剂像2可将GTP转化为GDP，从
而使Ras失活降低RCC细胞的活力、迁徙和侵袭［35］。

钙离子作为细胞内信号转导的第二信使，具有转导

速度快和钙结合蛋白多样性的特点，是调节各种细

胞生理活动和功能的关键信号之一［36］。在乳腺癌

中，乳腺包块钙化通常是具有恶性的征兆，这一点

在临床上已经得到证实。并且有关文献已报道，

钙通道亚基CACNNG4的扩增，可以促进乳腺癌细

胞的存活和转移［37］，破坏 TRP 通道相互作用，可

以作为治疗乳腺癌的潜在治疗靶点［38］，同样钙信

号转导在卵巢癌［39］、神经胶质瘤［40］以及非小细胞肺

癌［41］均有报道。对调控网络内的mRNA进一步进

行生存分析发现，CLIC5、COBLL1、FGF1、NIPAL1、
MARCH4、SEMA6D、WNT9B基因的高表达有利于

患者生存，可能是保护因子；而FCGR1A、FCGR1B、
KHDRBS2、SIX4 基因表达越高，患者的预后就越

差，可能是危险因素，通过蛋白互作网络的邻接节

点数目筛选出 EYA4、NTRK2、SIX4、DACH1 关键

基因。通过与mRNA进行生存分析结果对比，只

有 SIX4和 ccRCC的预后相关。SIX4是 SIX家族的

6个成员之一［42］，现有研究表明 SIX4是一种转录调

控因子，通过结合靶基因上的DNA序列，既可以作

为转录抑制因子，也可以作为转录激活因子，参与

细胞的分化、迁移和细胞的存活过程［43］。通过对文

献查询发现，在膀胱癌中SIX4的表达与miR⁃203a呈
负相关，miR⁃203a通过靶向SIX4在膀胱癌中发挥着

抑癌作用［44］，SIX4通过上调YAP1和 c⁃MET促进肝

细胞癌转移［45］，而在肾脏中主要参与肾脏的发育及

男性性腺分化［46-47］，但是在肾脏肿瘤中少有报道，其

在 ccRCC中的作用有待研究。在此项研究中，首先

基于 3个miRNA构建的风险预后模型进行高低风

险组生存差异分析，低风险组患者预后明显优于高

风险组（P < 0.001），并且在Test组和所有样品中也

得出类似结果。其次风险预后模型的风险评分是

ccRCC患者生存期的独立预后因子，最后在评估模

型预测能力的准确性方面也得到验证，这证明该模

型相比单个miRNA可以作为 ccRCC的独立且通用

的预测因子，并且可能为 ccRCC患者的靶向治疗提

供潜在方向。当然本次的研究存在一些局限性，这

项研究是基于 TCGA 数据库进行回顾性研究，分析

结果可能存在偏差；本次研究缺乏预后相关miRNA
的临床实验验证结果，下一步将收集临床样本对有

关基因进行qPCR及功能的实验验证并对患者进行

随访。

综上所述，该模型预测 ccRCC患者的预后有一

定的准确性，通过对靶基因的预测及生存分析为患

者的个体化治疗提供重要的参考依据，并为后续的

临床工作、实验开展提供研究方向和理论基础。
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