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摘要: 目的：探讨缺氧调节相关 lncRNA 与膀胱尿路上皮癌患者预后和治疗的关系，为临床医学提供新思路。方

法：临床和基因组数据来自癌症基因组图谱（TCGA）数据库，缺氧相关基因来自（GSEA）数据库。预后模型

是通过共表达分析和 Cox 回归分析构建的。通过 GO、KEGG 和肿瘤突变负荷（TMB）分析揭示缺氧相关 lncRNA

在肿瘤免疫环境中的作用。结果：构建了包含 6 个与缺氧相关的 lncRNA 的预后模型。我们发现低风险患者的总

生存期（OS）和无进展生存期（PFS）更高。ROC、独立预测分析、C 指数和列线图表明缺氧相关的 lncRNA 模

型可以独立预测患者的预后。TMB 分析提示缺氧相关 lncRNA 的生物学功能与肿瘤免疫有关，低风险并具有高

TMB 患者预后更佳。结论：我们为膀胱尿路上皮癌患者构建了缺氧相关的 lncRNA 预后模型，低风险及高 TMB

患者具有更长的总体生存（OS）。 
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Abstract: Objective: To investigate the relationship between hypoxia regulation-related lncRNA and the prognosis and 

treatment of patients with bladder urothelial carcinoma, so as to provide new ideas for clinical medicine. Methods: 

Clinical and genomic data were obtained from The Cancer Genome Atlas (TCGA) database, and hypoxia-related genes 

were obtained from the (GSEA) database. Prognostic models were constructed by co-expression analysis and Cox 

regression analysis. The roles of hypoxia-related lncRNAs in the tumor immune environment were revealed by GO, 

KEGG and tumor mutational burden (TMB) analysis. Results: A prognostic model containing 6 hypoxia-related 

lncRNAs was constructed. We found that low-risk patients had better overall survival (OS) and progression-free survival 
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(PFS). ROC, independent predictive analysis, C-index, and nomogram indicated that hypoxia-related lncRNA models 

could independently predict patient outcomes. TMB analysis suggested that the biological function of hypoxia-related 

lncRNA was related to tumor immunity, and patients with low risk and high TMB had better prognosis. Conclusion: We 

constructed a hypoxia-related lncRNA prognostic model for patients with bladder urothelial carcinoma, and patients with 

low risk and high TMB had longer overall survival (OS). 

Keywords: Hypoxia; Urothelial Carcinoma of the Bladder; Long Noncoding RNA; Prognostic Risk Models;  

Tumor Mutational Burden 

 

1 引言 

人类膀胱癌（UBC）是世界上最常见的 10 种癌症

之一，占所有癌症死亡人数的 2.1% [1]。而超过 90%的

UBC 病例是尿路上皮癌[2]。目前，肿瘤风险评分预测

模型是一种确定患者存活率的非侵入性技术[3]。因为

它们可以帮助准确预测预后，目前已逐渐在临床应用

中得到应用。因此，开发预后模型来预测膀胱尿路上

皮癌患者的长期生存对临床的诊治具有重要意义。 

研究表面明缺氧能促进肿瘤进展[4]。肿瘤的发生

和发展往往伴随着血管生成、增殖等多种适应性变化，

其中缺氧可诱导上述过程并促进肿瘤的侵袭性，因此

缺氧在肿瘤生长、侵袭和免疫反应中发挥关键作用[5]。

缺氧还与膀胱尿路上皮癌（BLCA）的肿瘤进展和复发

有关[6]。缺氧癌细胞通过释放外泌体影响肿瘤微环境，

进而促进肿瘤发展[7]。最近也有研究报道了肿瘤缺氧

与免疫逃逸之间的关系，这意味着缺氧相关基因可以

预测免疫治疗反应[8]。因此探究缺氧相关调节基因在

预测 BLCA 患者预后中具有重要意义。 

长链非编码 RNA（lncRNA）是一类转录本长度超

过 200 nt 的 RNA 分子，不编码蛋白质，但以 RNA 的

形式在转录、多表观遗传和转录后水平调节基因表达

[9]。先前关于 lncRNA 的研究报道提示，lncRNA 在发

育、自噬、分化、凋亡和细胞周期等基本病理和生理

过程中发挥重要作用[10]。并且在肿瘤研究中，虽然

lncRNAs 在不同的癌症中存在差异表达，但在不同肿

瘤细胞的增殖、迁移和侵袭中均发挥着至关重要的作

用[10]。同时研究表明，lncRNA 在不同癌症的治疗中

也发挥着重要作用[11-14]。然而，lncRNA 对缺氧相关

基因的调控仍不清楚。 

本研究旨在探讨缺氧调节相关 lncRNA 与膀胱尿

路上皮癌患者预后和治疗的关系，为临床医学提供新

思路。 

2 资料与方法 

2.1 临床资料 

我 们 从 TCGA 数 据 库

（https://portal.gdc.cancer.gov/repository）中选择了 401

份 BLCA 样本，筛选标准如下：1)膀胱尿路上皮癌

（BLCA）；2)生存时间>0 天且随访信息完整。我们将

样本分为训练队列和测试队列，所有样本的临床信息

见表 1。 

表 1 TCGA 数据库膀胱尿路上皮癌（BLCA）病人临床信息 

Table 1 Clinical information of bladder urothelial carcinoma (BLCA) patients in TCGA database 

临床特征  总数 测试队列 训练队列 P 值 

年龄 <=65 159 (39.65%) 87 (43.5%) 72 (35.82%) 0.1416 

 
>65 242 (60.35%) 113 (56.5%) 129 (64.18%) 

 
性别 女 104 (25.94%) 53 (26.5%) 51 (25.37%) 0.8859 

 
男 297 (74.06%) 147 (73.5%) 150 (74.63%) 

 
分期 I 2 (0.5%) 1 (0.5%) 1 (0.5%) 0.6889 

 
II 127 (31.67%) 58 (29%) 69 (34.33%) 

 

 
III 140 (34.91%) 71 (35.5%) 69 (34.33%) 

 

 
IV 130 (32.42%) 69 (34.5%) 61 (30.35%) 

 

 
未知 2 (0.5%) 1 (0.5%) 1 (0.5%) 
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临床特征  总数 测试队列 训练队列 P 值 

T T1 3 (0.75%) 1 (0.5%) 2 (1%) 0.8079 

 
T2 116 (28.93%) 58 (29%) 58 (28.86%) 

 

 
T3 192 (47.88%) 95 (47.5%) 97 (48.26%) 

 

 
T4 56 (13.97%) 31 (15.5%) 25 (12.44%) 

 

 
未知 34 (8.48%) 15 (7.5%) 19 (9.45%) 

 
M M0 194 (48.38%) 87 (43.5%) 107 (53.23%) 0.751 

 
M1 11 (2.74%) 6 (3%) 5 (2.49%) 

 

 
未知 196 (48.88%) 107 (53.5%) 89 (44.28%) 

 
N N0 234 (58.35%) 115 (57.5%) 119 (59.2%) 0.7748 

 
N1 44 (10.97%) 24 (12%) 20 (9.95%) 

 

 
N2 75 (18.7%) 37 (18.5%) 38 (18.91%) 

 

 
N3 6 (1.5%) 4 (2%) 2 (1%) 

 

 
未知 42 (10.47%) 20 (10%) 22 (10.95%) 

 
 

2.2 BLCA 差异缺氧基因筛选 

基于 Gene Set Enrichment Analysis（GSEA）数据

库（https://www.gsea-msigdb.org/gsea/index.jsp），我们

选择了所有可调控肿瘤发生发展的缺氧基因共 200 个

进行后续对照分析。从 401 例 BLCA 样本中提取缺氧

相关基因，对获得的缺氧相关基因进行共表达分析，

通过 Pearson 相关性分析确定差异缺氧相关 lncRNA，

筛选条件为 Pearson 相关系数>0.4 且 P<0.05。 

2.3 与 BLCA 预后有关的缺氧相关

lncRNA 

首先我们使用R语言的“limma”包提取BLCA样本

的生存期和生存状态。采用 Cox 单因素回归分析训练

队列中基因与 BLCA 预后时间的关系，以 P<0.01 为差

异有统计学意义。HR>1 表明 lncRNA 是高危因素，反

之则是保护因素。 

2.4 预后模型的构建与验证 

在训练队列中，采用单因素 Cox 回归分析筛选出与

生存密切相关的 lncRNA（P<0.01）。为了最大限度地降

低过拟合风险的目的，采用 LASSO Cox 回归分析构建预

后模型。回归分析中的自变量为交集 lncRNA 的表达量，

因变量为 BLCA 患者的总生存率和状态。在训练队列中

获得最优 lncRNA 及其对应的回归系数。根据每个

lncRNA 的标准化表达水平及其对应的回归系数，计算每

例患者的风险评分（风险评分=lncRNA1 表达水平×对应

回归数+…+lncRNAn 表达×对应回归系数）。之后我们根

据风险评分的中位数，将训练队列及测试队列患者分为

高风险组和低风险组，然后运用 R 包“Survminer”构建生

存曲线，采用受试者工作特征（ receiver operating 

characteristic，ROC）曲线分析来评估预测模型的预测价

值。为了评估模型的独立预后价值，我们进一步对年龄、

TNM 分期和分级等单变量进行多变量分析，同时进行

ROC 曲线分析，对多变量独立预后的价值进行比较，来

判断风险评分是否是 BLCA 的独立预后因素。 

2.5 线列图的构建 

使用“rms”R 包的临床病理学特征和风险评分构建列

线图模型。基于 Cox 回归分析，计算并估计所有变量的

患者1年、3年和5年生存概率，分数越低表明预后越好。

校准图和一致性（C-index）通常用于评估列线图的准确

性，C-index 与列线图的准确性呈正相关。由风险评分构

建的风险模型的预后能力使用 ROC 分析进行验证。 

2.6 功能富集分析 

通过 R 软件“ClusterProfiler”对高和低风险组中的

差异基因进行基因本体（Gene Ontology, GO）和京都

基因和基因组百科全书（Kyoto, Encyclopedia of Genes 

and Genomics，KEGG）分析。 

2.7 肿瘤突变负荷（TMB）计算 

从 TCGA 数 据 库

（https://portal.gdc.cancer.gov/repository）下载 BLCA 患

者的突变数据，使用“maftools” R 包检测包含体细胞变

异的突变数据(15)，然后计算 TMB。 

2.8 统计学分析 

采用 R（Version 4.2.0）和 SPSS 20.0 软件进行数

据分析。采用 Kaplan-Meier 法比较高、低风险组患者

https://www.gsea-msigdb.org/gsea/index.jsp
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的总生存期。采用 Pearson 相关性分析对获得性低氧基

因进行共表达分析，筛选低氧相关 lncRNA。采用单因

素和多因素Cox回归分析确定总生存的独立预后因素。

以 P<0.05 为差异有统计学意义。 

3 结果 

3.1 差异基因及 lncRNA 

基于TCGA数据库下载 BLCA 数据集相关转录组

测序 RNAseq 数据，收集缺氧基因 200 个，与缺氧相

关基因共表达的 lncRNA 共计 1337 个（Pearson 相关系

数>0.4，P<0.05）。 

3.2 缺氧预后相关 lncRNA 

将与差异缺氧基因共表达的 1337 个 lncRNA 进行

Cox 单因素回归分析显示，78 个 lncRNA 表达水平与

BLCA 患者生存时间相关（均 P<0.01）。 

 

图 1 缺氧相关 lncRNA 的筛选。a lasso 回归筛选缺氧相关 lncRNA。b lasso 回归中每个自变量的轨迹。c 森林图显示了高风险和低

风险的不同 lncRNA，红色代表高风险 lncRNA，绿色代表低风险 lncRNA，图只显示了 p 值最小的前 25 个 lncRNA。 

Figure 1 Identification of the hypoxia-related lncRNAs. a LASSO regression screened of hypoxia-related lncRNAs at the minimum point of 

cross-validation. b Trajectory of each independent variable. c Forest plot showed different lncRNAs for high and low risk, with red 

representing high-risk lncRNAs and green representing low-risk lncRNAs, the top 25 lncRNAs with the smallest p-values are 

shown 
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3.3 预后模型的构建与验证 

取 BLCA 患者生存时间相关的这 78 个 lncRNA 进

行 LASSO 回归分析（图 1a-c），构建 BLCA 患者生存

风险预测模型，最终该模型由其中 6 个 lncRNA

（ MAFG-DT, AC011468.1, AC093849.2, HYI-AS1, 

PVT1, AC074117.1）构成。根据每个 lncRNA 标准化表

达水平及其相应的回归系数计算每例患者的风险评分。

根据得到的风险评分将患者分为高风险组和低风险组，

Kaplan-Meier 法进行生存分析表明，在两队列中，高低

风险组患者总体生存时间比较，差异具有统计学意义

（图 2a-c）。并且在所有病人中，低风险组无进展生存

期（PFS）长于高风险组（图 2d）。风险曲线显示了生

存状态和风险评分之间的关系，同时我们发现在所有

三个队列（所有病人、训练队列和测试队列）中，高

风险患者的死亡率都高于低风险患者，热图显示了 6

个参与构建模型的 lncRNA 在高风险组和低风险组的

表达差异（图 3）。 

将风险评分作为变量，结合其他临床病理特征（年

龄、性别和 TNM 分期）进行单变量和多变量 Cox 回归

分析来识别与预后相关的危险因素，结果显示风险评

分可作为独立预后指标（P<0.01，图 4a-b）。对变量年

龄、性别和 TNM 分期和风险评分进行独立预后价值比

较，AUC 分别为 0.661、0.481、0.632、0.700（图 4c），

表明本风险模型可较好地预测 BLCA 患者预后。 

该模型预测 BLCA 患者 1、2 和 3 年总生存率的

ROC 曲线下面积（area under the curve，AUC）分别为

0.700、0.650 和 0.695（图 4d），表明该模型的敏感度

和特异度较高。 

 

图 2 患者的 Kaplan-Meier 生存分析。根据中位风险评分将患者分为高风险组和低风险组，以比较(a)所有患者、(b)训练组和(c)测试

中高低风险组的总生存期(OS)差异以及(d)所有患者中高低风险组无进展生存期(PFS)差异。 

Figure 2 Kaplan–Meier survival analyses of patients. Patients were divided into high-risk and low-risk group based on the median risk score 

to predict overall survival (OS) in (a) all patients, (b) train group and (c) test, and progression-free survival (PFS) in all patients (d) 
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图 3 模型的特征描述。风险曲线代表不同风险评分患者的分布生存状态；热图代表了所有患者中 lncRNA 的特征。(a)所有患者；(b)

训练队列；(c)测试队列 

Figure 4 Predicting the performance of characteristics. Risk curves represented the distributed survival status of patients with different risk 

scores; heatmap represented the characteristics of lncRNAs in all patients. (a) all patients, (b) train group and (c) test group 

 

图 4 预测模型对所有患者的预后价值。(a)单变量和(b)多变量 Cox 回归独立预后分析，以分析风险评分与 OS 独立相关。(c)所有患

者中的 1 年、3 年和 5 年 ROC 曲线下面积（AUC）。(d)风险评分和其他临床特征的 ROC 曲线 

Figure 4 The prognostic value of the signature for all patients. (a) Univariate and (b) multivariate independent prognostic analysis to analyze 

that the risk score was independently associated with OS. (c) 1-, 3-, and 5-year area under the ROC curve (AUC) of signature in all 

patients. (d) ROC curves for the riskscore and other clinical features 
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3.4 列线图的构建 

我们使用 TCGA 数据库中 BLCA 病人的年龄、性

别、TNM 分期和风险评分构建了列线图（图 5a）。列

线图可以预测膀胱尿路上皮癌患者的 1 年、3 年和 5 年 

OS（图 5b）。并且风险评分的 C-index 值高于其他临床

特征，如年龄、性别和分期（图 5c）。而且我们的进一

步分析提示不同阶段（I-II 和 III-IV）患者的高风险和

低风险组之间OS均具有显着差异（P<0.001）（图 6a-b）。 

 

图 5 列线图构建。(a)用于预测所有患者 OS 的预后列线图。(b)1、3 和 5 年的校准曲线。(c)各种临床特征的 C-Index 曲线 

Figure 5 Nomogram and clinical subgroups for predicting outcomes. (a) Prognostic nomogram to predict the OS in all patients. (b) 

Calibration curves for 1, 3, and 5 years. (c) C-Index curve analyzed the concordance index of the risk score 
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图 6 早晚期患者预后模型应用价值。a 早期（TNM 分期 I-II）；晚期（TNM 分期 III-IV） 

Figure 6 Patients were grouped to see if the model was applicable to patients at (d) stages I–II and (e) stages III–IV 

 

图 7 GO (a)和 KEGG (b)分析 

Figure 7 GO enrichment analyses (a) and KEGG enrichment analyses (b) 

3.5 GO 和 KEGG 通路富集 

通过 GO 和 KEGG 通路富集分析高低风险组 538

个差异缺氧基因的生物学功能（图 7）。 

在 GO 分析中，在生物过程方面，差异基因主要

集中在 B 细胞受体信号通路（B cell receptor signaling 

pathway）、B 细胞活化的调节（regulation of B cell 

activation）和 B 细胞活化的正调节（positive regulation 

of B cell activation）。关于细胞组成，主要集中在免疫
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球蛋白复合物（immunoglobulin complex）、质膜外侧

（external side of plasma membrane）和循环免疫球蛋白

复合物（immunoglobulin complex, circulating）。关于分

子功能，主要集中在抗原结合（antigen binding）、免疫

球蛋白受体结合（immunoglobulin receptor binding）和

糖胺聚糖结合（glycosaminoglycan binding）。 

KEGG 通路分析提示高低风险组差异基因集中在

细胞因子-细胞因子受体相互作用（Cytokine−cytokine 

receptor interaction）、粘合斑（Focal adhesion）、造血细

胞谱系（Hematopoietic cell lineage）和 B 细胞受体信号

通路（B cell receptor signaling pathway）方面。 

3.6 BLCA 患者肿瘤突变负荷、风险评分

与预后的关系 

我们使用“maftools”来查看高风险和低风险组的突

变，高低风险组突变频率如图 8a 所示。此外，低风险

组 TMB 显著高于高风险组（P = 0.0028）（图 8b）。我

们进一步调查了高和低TMB患者之间可能存在的生存

差异。如图 8c 所示，高 TMB 患者的存活率更高

（P<0.001）。此外，具有高 TMB 和低风险评分的患者

相比其他患者显示出更长的 OS（P<0.001）（图 8d）。 

 

图 8 TMB 与预后模型的关系。(a)瀑布图揭示了所有患者中低风险和高风险组的前 15 个突变基因。(b)所有患者高危和低危组的 TMB

差异。(c)所有患者中高 TMB 组和低 TMB 组的生存曲线以及 TMB 风险生存曲线 

Figure 8 The relationship between TMB and the signature. (a) Waterfall plot revealed the top 15 mutation genes in all patients for the 

low-risk and high-risk groups. (b) Differential TMB in high-risk and low-risk groups in all patients. (c) Survival curves for the 

high-TMB and low-TMB groups in all patients and a combined TMB-risk survival curve 
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4 讨论 

肿瘤的发生和发展往往伴随着血管生成、增殖等

多种适应性变化，其中缺氧可诱导上述过程并促进肿

瘤的侵袭性，因此缺氧在肿瘤生长、侵袭和免疫反应

中发挥关键作用[5]。本研究旨在探讨缺氧相关 lncRNA

与膀胱尿路上皮癌患者预后和免疫环境的关系，为膀

胱尿路上皮癌患者的治疗提供新思路。 

在本研究中，缺氧相关的 lncRNA 是通过 lncRNA

和缺氧相关基因的共表达分析获得的。最后我们通过

单因素和多因素 Cox 回归构建了包含 6 个缺氧相关

lncRNA的预后风险模型，包括MAFG-DT, AC011468.1, 

AC093849.2, HYI-AS1, PVT1, AC074117.1。ROC、生

存、列线图和热图分析结果表明，该 6 个缺氧相关

lncRNA 的预后模型可以准确在早晚期患者中预测高

危组和低危组，可靠地预测预后。在参与构建预后风

险模型的 lncRNA 中，已有既往研究揭示了 MAFG-DT 

和 AC011468.1 在膀胱癌中的预测预后价值，并且该

lncRNA 和膀胱癌肿瘤免疫微环境相关[16-20]。例如，

研究发现 MAFG-DT 在膀胱癌患者中能作为 B 细胞特

异性 lncRNA 参与预后模型构建，具有作为免疫治疗反

应预测生物标志物的价值[17]。而 HYI-AS1 则在既往

的研究中发现在子宫内膜癌患者中具有预后价值，并

且和铁死亡相关[21]。LncRNA PVT1 被发现能通过 

miR-214 介导的 TFR1 和 TP53 表达调节铁死亡[22]。

AC074117.1 被发现在肝癌和结直肠癌中具有预后价值

[23, 24]。可见，在所有参与预后模型的 lncRNA 中，

除了 MAFG-DT 和 AC011468.1，其他 lncRNA 在膀胱

尿路上皮癌中的预后价值均是首次被发现的。 

对于 GO 和 KEGG 分析，我们发现高低风险组差

异基因大部分聚集在与肿瘤免疫过程相关的通路中，

鉴于缺氧在之前的研究中被发现与免疫过程相关，因

此我们在这里推测，缺氧相关 lncRNA 的预后价值与肿

瘤免疫过程相关[5]。 

然后，我们分析了膀胱尿路上皮癌患者 TMB 与风

险评分之间的关系，发现 TMB 越高意味着 OS 越好。

TMB 通常用作黑色素瘤、肺癌和膀胱癌中免疫检查点

阻断的预测生物标志物[25-27]。我们发现低 TMB 患者

的生存率显着下降（P = 0.0028），同时具有低风险和高

TMB 的患者生存率最好。因为既往研究表明 TMB 预

后价值因癌症而异，因此在膀胱尿路上皮癌患者中高

TMB 是否意味着更好的预后，仍需临床研究进一步证

实[28]。 

5 结论 

在本研究中，我们为膀胱尿路上皮癌患者构建了

缺氧相关的 lncRNA 预后模型，并分析了基于风险评分

的组与 TMB 和免疫治疗之间的关系，低风险及高 TMB

患者具有更长的总体生存（OS）。这项研究为预测膀胱

尿路上皮癌患者的生存率和临床治疗的有效性提供了

新的见解。 
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