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　　[摘要]　目的:通过 TCGA数据库挖掘膀胱癌预后相关的 mRNA分子标记,和构建膀胱癌患者预后的预测

模型。方法:从 TCGA数据库中下载膀胱癌患者的 mRNA 表达谱数据,进行预处理和分组后,先在训练数据中

通过单因素Cox回归分析和基于似然的生存分析等方法鉴定与膀胱癌预后生存率显著相关的 mRNA 分子,然
后通过多变量Cox回归分析建立基于 mRNA分子表达谱的膀胱癌预后风险评分模型,最后通过 ROC分析确定

患者分类风险水平的最佳分界点,并通过 Kaplan-Meier估计法和log-rank检验在验证数据集和全部数据集中分

别验证预后风险评分模型。结果:开发了首个基于 mRNA 分子标记的膀胱癌预后风险评分模型,发现将基于7
个 mRNA分子标记的膀胱癌风险评分模型应用于训练集或验证数据时,高风险评分患者与低风险评分患者的生

存曲线均存在显著差异,进一步的功能研究这发现这7个 mRNA分子在肿瘤发生、进展和预后中可能发挥着重

要作用。结论:7个 mRNA分子标记包括ZNF432、TNFRSF14、POLR3G、ZNF574、LIPT1、AGER和ZRSR2,基
于这7个 mRNA表达谱构建的风险评分模型可作为新型生物标记用于膀胱癌患者预后生存期预测。
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Abstract　Objective:ToexploremRNA molecularmarkersrelatedtobladdercancerprognosisthroughthe
TCGAdatabase,andconstructamodelforprognosticpredictionofbladdercancerpatients.Method:ThemRNA
expressiondataofbladdercancerpatientsweredownloadedfromtheTCGAdatabase.Afterdatapreprocessing
andgrouping,singlefactorCoxregressionanalysisandthelikelihood-basedsurvivalanalysiswereusedtoidentify
mRNA moleculessignificantlyassociatedwithbladdercancersurvivalinthetrainingdata.Then,throughmulti-
variateCoxregressionanalysis,abladdercancerprognosisriskscoremodelwasbuiltbasedonmRNAexpression
profile.Inaddition,anoptimalcut-offpointoftheclassificationofrisklevelinbladdercancerpatientswascalcu-
latedusingROCcurve.Finally,Kaplan-Meierestimationmethodandlog-ranktestwereusedtoverifytheprog-
nosticriskscoremodelinthevalidateddatasetandthewholedatasetsrespectively.Result:Wedevelopedthe
firstmRNA-basedprognosisriskscoremodelforbladdercancer.Whenthismodelwasappliedeithertothetrain-
ingsetortothevalidationsets,thepatientswithhighriskofsurvivalandpatientswithlowriskweredistinguish-
edsignificantly.AfurtherfunctionalstudyfoundthatthesesevenmRNAmoleculesmayplayanimportantrolein
tumorigenesis,developmentandprognosis.Conclusion:ThesevenmRNA molecularmarkersincludingZNF432,

TNFRSF14,POLR3G,ZNF574,LIPT1,AGER,andZRSR2canbeusedasnovelbiomarkerstopredictthe
prognosisandsurvivalofbladdercancerpatients.
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　　膀胱癌是最常见的泌尿系统恶性肿瘤,也是世 界上第九大最常见的癌症类型,每年约有16.5万

人死于膀胱癌。膀胱癌根据其发展阶段,具体又可

分为非肌层浸润性膀胱癌(NMIBC)和肌层浸润性

膀胱癌(MIBC)两大类。大多数膀胱癌患者都是在

晚期才被诊断出来,且 5 年生存率只有 50% 左

右〔1〕。膀胱癌的高发病率和死亡率促使研究人员

不断寻找能够进行早期诊断、治疗以及预后的生物
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标志物〔2-4〕。
编码蛋白的 mRNA 是最常见的分子标记之

一。多项研究表明,mRNA 参与了多种癌症的发

生和发展过程,并与患者预后有关。然而,以往的

研究多集中于非编码 RNA 模型构建或者单个基

因与癌症的关系研究上,而非编码 RNA 的低表达

水平,以及单个基因的表达水平的不稳定性,导致

预测的假阳性率高〔5-6〕。目前为止,基于编码或非

编码RNA预测患者生存期的模型已在其他多个

肿瘤中被提出和验证〔7-12〕,但是基于多个 mRNA
表达水平来预测膀胱癌患者预后生存的模型尚未

被提出。
在本研究中,我们利用癌症基因组图谱(TC-

GA)项目公布的数据〔13〕,在膀胱癌上进行编码蛋

白的 mRNA表达谱分析。我们将样本等比拆分成

训练集和测试集,先在训练数据中通过Cox回归分

析〔14〕等方法鉴定了7个与膀胱癌预后生存率显著

相关的 mRNA分子,并构建了基于7个 mRNA表

达谱的膀胱癌预后风险预测模型。然后,我们通过

验证数据验证了这个模型,以评估模型的有效性。
最后,通过分析这些 mRNA 标记可能参与的与膀

胱癌发生相关的生物学过程,进一步提示基于这7
个 mRNA构建的预后预测模型可以作为预测膀胱

癌患者预后生存的新型生物标记。

1　材料与方法

1.1　膀胱癌数据下载和预处理

从 TCGA数据库下载膀胱癌的 RNAseq测序

数据和相关临床信息。首先从 RNA 表达谱数据

中提取 mRNA的表达数据,所有 mRNA表达谱数

据均经过标准化和log2(FPKM+1)处理后,再过

滤掉在一半以上样本中无表达(FPKM=0)的 mR-
NA。然后将数据随机等分分成训练集和测试集两

组,训练集用来发现预后预测相关的 mRNA 和构

建预后预测模型,测试集用来验证模型。
1.2　预后相关 mRNA的鉴定与选择

使用 R 语言中的 Survival包〔15〕采用单因素

Cox模型对 mRNA表达与患者预后整个生存时间

的关系进行分析。当 mRNA 的P≤0.05时,认为

有统计学意义。由于具有统计学意义的 mRNA数

量较多,为了更具实际应用价值,需要对这些 mR-
NA进一步筛选。使用 R 语言中的 Rbsurv包〔16〕

进行基于似然的生存分析法,精选预后相关的 mR-
NA。
1.3　预后风险评分模型的建立和验证

将这些预后相关的 mRNA纳入训练集的多变

量Cox回归分析中,估计回归系数,建立预后风险

评分公式。根据这个公式,计算每个患者在训练集

中的预后风险评分。使用中间风险评分作为分界

点,将患者分为高风险和低风险两组。利用 R 的

survivalROC包〔17〕,构建 ROC工作特性曲线。通

过选择一个灵敏度和特异性最高的最佳的分界点,
再次将样本分为低风险组和高风险组。通过 Kap-
lan-Meier估计法进行多变量分析,并通过log-rank
检验进行比较。通过对验证集和全部数据集的拟

合,进一步验证预后风险评分公式。

2　结果

2.1　预后相关 mRNA的鉴定与选择

在所有341例患者样本中经过滤后最终得到

了18067个 mRNA 的表达谱。总样本被进一步

随机分为训练集(n=171)和测试集(n=170),单
变量Cox回归分析获得了训练集中显著差异表达

mRNA(均P≤0.05)共计2898个。基于似然的

生存分析法,最终筛选出7个预后相关的核心 mR-
NA(表1)。

表1　7个预后相关 mRNA标记的信息 例

EnsemblID GeneSymbol HR P -log(likelihood) AIC
ENSG00000256087.5 ZNF432 0.51 4.57×10-4 335.42 672.83
ENSG00000157873.16 TNFRSF14 0.55 3.34×10-5 328.71 661.43
ENSG00000113356.9 POLR3G 2.01 9.88×10-6 326.09 658.18
ENSG00000105732.11 ZNF574 0.34 5.07×10-5 322.78 653.56
ENSG00000144182.15 LIPT1 0.21 1.88×10-5 321.88 653.75
ENSG00000204305.12 AGER 0.49 1.41×10-4 321.87 655.75
ENSG00000169249.11 ZRSR2 0.29 1.74×10-6 319.20 652.39

2.2　基于7个 mRNA 分子标记的膀胱癌预后的

风险评分

为了全面研究这7个 mRNA与膀胱癌预后的

关系,我们根据Cox系数建立了一个基于7个 mR-
NA标记的风险评分公式:RiskScore=-(0.2949×

ZNF432)-(0.2409×TNFRSF14)+(0.3171×
POLR3G)- (0.5893×ZNF574)- (0.4500×
LIPT1)+ (0.0956 × AGER)- (0.6873 ×
ZRSR2)。然后,我们计算测试集中每个患者的7
个 mRNA标记的风险评分,并根据风险评分进行
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排序。然后,将患者分为高风险组(n=85)和低风

险组(n=86)。图1A显示膀胱癌患者的生存时间

与他们的风险评分呈负相关。大多数死亡病例具

有较高的风险评分,而生存时间较长的患者具有较

低的风险评分。高风险组患者的POLR3G表达水

平较高,其他6个 mRNA 表达水平较低。Kaplan-
Meier曲线和log-rank检验结果表明,低风险组患

者比高风险组患者有更长的生存期(P<0.001),
见图1B。

2.3　膀胱癌患者的优化预后指标

为了比较生存预测的敏感性和特异性,我们对

7个 mRNA风险评分进行 ROC分析。曲线下面

积(AUC)为0.804,大部分分界点均能达到较好的

分类,当分界点在-5.101时具有最大灵敏度(0.71)
和特异度(0.76),可作为最佳分界点(图2A)。有

了这个最佳的分界点,患者进一步分为高风险组(n
=69)和低风险组(n=102)。Kaplan-Meier曲线

和log-rank检验进一步表明高风险组和低风险组

的生存时间存在显著差异(P<0.001),见图2B。

A:膀胱癌患者的风险评分分布;B:膀胱癌患者的生存时间分布;C:7个 mRNA的表达谱;D:使用风险评分中值将患者分为

低风险组和高风险组,通过 Kaplan-Meier曲线来估计患者的生存状况和时间。
图1　在训练集中的风险评分分析

A:通过基于7个 mRNA的表达谱的风险评分分析生存时间的敏感性和特异性,红点表示最佳分界点;B:使用最佳分界点将

患者分为低风险组和高风险组,通过 Kaplan-Meier曲线来估计训练集中患者的生存状况和时间。
图2　在训练集中确定风险评分的最佳分界点
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2.4　验证膀胱癌预后的风险评分模型

为了证实基于7个 mRNA分子标记的风险评

分模型,使用相同的公式,使用选定的最佳分界点,
分别验证了全部数据集和测试集。首先将全部数

据集的患者分为高风险(n=132)和低风险(n=
209)两组。两组患者 Kaplan-Meier曲线进一步说

明低风险患者的生存时间比高风险患者明显延长

(P<0.001),见图3A。基于最佳的分界点将测试

集划分为高风险组63例,低风险组107例。尽管

各组的样本量不平衡,但生存分析结果很相似,低
风险患者的生存时间明显延长(P<0.003),见图

3B。

A:使用最佳分界点将患者分为低风险组和高风险组,通过 Kaplan-Meier曲线来估计全部患者的生存状况和时间;B:使用最

佳分界点将患者分为低风险组和高风险组,通过 Kaplan-Meier曲线来估计测试集中患者的生存状况和时间。
图3　测试集中基于最佳分界点的生存分析

3　讨论

在本研究中,我们通过Cox回归分析和基于似

然的生存分析法确定了7个与膀胱癌患者生存相

关的 mRNA。根据他们由多变量Cox回归分析得

到的Cox系数,我们建立了一个基于7个 mRNA
分子标记的预后风险评分模型。将风险评分模型

应用于训练集患者时,高风险评分患者与低风险评

分患者的生存曲线存在显著差异。风险评分高的

患者生存时间短,而低风险评分患者生存时间长。
这是首个基于多个 mRNA表达谱来预测膀胱癌患

者生存时间的风险 评 分 模 型。此 外,我 们 通 过

ROC分析确定了高风险和低风险评分患者的最佳

评分分界点,通过最佳分界进行患者分组,展示出

更显著的生存率差异。在测试数据集和完整数据

集中进一步验证风险评分模型和最优分界点,结果

显示该风险评分在膀胱癌患者中具有较好的重现

性。高风险评分的患者生存时间明显短于低风险

评分的患者。然而,由于此研究本身的特点和局限

性,目前尚无法检验这个模型的风险评分与膀胱癌

患者预后状况之间的因果关系。
我们筛选了7个与膀胱癌患者预后相关的

mRNA 分 子 标 记,包 括 ZNF432、TNFRSF14、

POLR3G、ZNF574、LIPT1、AGER 和 ZRSR2。其

中ZNF432和ZNF574为锌指蛋白,锌指蛋白是一

类具有手指状结构域的转录因子,多项研究表明其

在细胞调控、肿瘤发生和发展等方面具有非常重要

的 作 用〔18-23〕。 在 对 结 直 肠 癌 的 研 究 中 发 现,
ZNF574在早期和晚期结直肠癌患者中有显著差

异表达,可以作为潜在生物标志评估结直肠癌风险

增加的可能性〔24〕。最新的研究证实,TNFRSF14
基因在膀胱癌患者中的过表达与预后良好相关,
TNFRSF14可能通过诱导细胞凋亡、抑制增殖等

作用在膀胱癌中起到抑癌作用,是一种新型的膀胱

癌预后生物标志物〔25〕,这与本研究的结果完全一

致。AGER基因属于免疫球蛋白超家族,多项研究

证实其异常表达与包括乳腺癌、肺癌等在内的多种

肿瘤相关〔26〕。POLR3G基因是 RNA 聚合酶Ⅲ的

一个 亚 基,主 要 功 能 是 调 控 转 录 和 剪 接〔27〕,而

ZRSR2是一个剪切因子,其功能突变在包括肿瘤

在内的很多疾病均有报道〔28-29〕。LIPT1是一个脂

代谢相关的基因,而脂质代谢在癌变中起着至关重

要的作用,因为肿瘤细胞需要维持细胞增殖所需的

结构、活力和生物合成的前体〔30〕。
综上所述,这7个基因具有明确的生物学功
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能,它们可能在肿瘤的发生、进展和预后中发挥着

重要作用,利用它们作为预后相关的 mRNA 分子

标记来评估膀胱癌患者预后状况具备理论和实际

意义。
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有效,术前无须禁食、术中疼痛少、术后恢复快,亦
适用于无法耐受全麻、或合并基础性疾病的高龄患

者。
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