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肝细胞癌自噬相关标志物
生物信息学分析
苗德伟, 靳道春, 周远博, 付常庚（牡丹江市第一人民医院 介入血管外科，黑龙江 牡丹江 157000）

摘要：目的 基于生物信息学方法分析肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）自

噬相关长链非编码RNA（long noncoding RNA，lncRNA）生物标志物，用于评估HCC
的临床预后及指导治疗。方法 从TCGA数据库中下载HCC全转录组数据以及对应的

临床数据，在人类自噬数据库（http://www.autophagy.lu/）下载自噬相关基因，通过

共表达分析找到自噬相关lncRNA。然后，根据K-M分析及Cox分析构建临床预后模

型预测HCC患者生存风险及临床相关性分析。最后，针对这些自噬相关lncRNA进行

GSEA功能富集分析和临床样本验证。结果 共筛选出919条自噬相关lncRNA，其中

AC009403.1、AC099850.3、AL365203.2、AL117336.3和AC015908.3具有临床预后价

值且能预测HCC患者生存风险。根据构建的风险模型将高表达AC015908.3患者归为

低风险患者，AC099850.3，AL117336.3和AL365203.2归为高风险患者，独立预后分

析也验证了构建的预后模型能够预后肝癌患者的生存风险。GSEA功能富集分析发现

这5条自噬相关lncRNA主要富集在补体凝血级联、脂肪酸代谢、药物代谢与细胞色素

P450、视黄醇代谢、氨基酸代谢、嘧啶代谢、剪接体、嘌呤代谢、碱基切除修复和

细胞周期等通路。PCR结果显示，相对于正常肝脏组织，AC009403.1（6.36 ± 2.44 vs 
12.67 ± 3.58；t = 11.21，P ＜ 0.001）、AC099850.3（9.48 ± 3.08 vs 16.11 ± 4.52；t = 
9.45，P ＜ 0.001）、AL365203.2（5.89 ± 2.33 vs 13.05 ± 4.19；t = 10.45，P ＜ 0.001）、

AL117336.3（5.44 ± 2.60 vs 16.41 ± 6.90；t = 9.28，P ＜ 0.001）在HCC组织中高表达，

AC015908.3在HCC组织低表达（12.43 ± 4.56 vs 6.03 ± 1.94；t = 9.13，P ＜ 0.001）。结

论 5条自噬相关lncRNA构建的风险预测模型能够预测HCC患者的临床预后，且通过生

物代谢和细胞增殖等生物学过程参与HCC发生发展。
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Abstract: Objective To analyze long-chain non-coding RNA (lncRNA) biomarkers related 
to hepatocellular carcinoma (HCC) autophagy by bioinformatics methods for evaluating the 
clinical prognosis of HCC and guiding treatment. Methods HCC transcriptome data and 
corresponding clinical data were downloaded from TCGA database and autophagy-related 
genes were downloaded from the human autophagy database (http://www.autophagy.lu/),                                                       
co-expression analysis was used to find autophagy-related lncRNA. Then, based on K-M 
analysis and Cox analysis, a clinical prognosis model was constructed to predict the survival 
risk and clinical correlation analysis of patients with HCC. Finally, GSEA functional 
enrichment analysis and clinical sample verification were performed on these autophagy-
related lncRNA. Results A total of 919 autophagy-related lncRNAs were selected, among 
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which AC009403.1, AC099850.3, AL365203.2, AL117336.3 and AC015908.3 have clinical 
prognostic value and can predict the survival risk of patients with HCC. According to the 
constructed model, patients with high expression of AC015908.3 were classified as low-risk 
group, and patients with high expression of AC099850.3, AL117336.3 and AL365203.2 were 
classified as high-risk group. Independent prognostic analysis also verified that the prognostic 
model we constructed can prognose the survival risk of patients with HCC. GSEA functional 
enrichment analysis showed that these 5 autophagy-related lncRNAs were mainly enriched in 
the complement coagulation cascade, fatty acid metabolism, drug metabolism and cytochrome 
P450, retinol metabolism, amino acid metabolism, pyrimidine metabolism, spliceosome, purine 
metabolism, alkali Basal excision repair and cell cycle and other pathways. PCR results showed 
that compared with normal liver tissue, AC009403.1 (6.36 ± 2.44 vs 12.67 ± 3.58; t = 11.21, P ＜ 
0.001), AC099850.3 (9.48 ± 3.08 vs 16.11 ± 4.52; t = 9.45, P ＜ 0.001), AL365203.2 (5.89 ± 2.33 
vs 13.05 ± 4.19; t = 10.45, P ＜ 0.001), AL117336.3 (5.44 ± 2.60 vs 16.41 ± 6.90; t = 9.28, P ＜ 0.001) 
were higher expressed in liver cancer tissues, and AC015908.3 was lower expressed in liver 
cancer tissues (12.43 ± 4.56 vs 6.03 ± 1.94; t = 9.13, P < 0.001). Conclusions The prediction 
models constructed from the five autophagy-related lncRNA can predict the clinical prognosis 
of patients with HCC and participate in the development of HCC through biological processes 
such as biological metabolism and cell proliferation.
Key words: Hepatocellular carcinoma; TCGA data base; Autophagy; Long noncoding RNA

肝细胞癌（hepatocellular carcinoma，HCC）是

中国最常见的癌症之一，大多数患者发现时已为晚

期，病死率较高
[1-3]。目前，HCC的化学治疗药物主

要包括奥沙利铂、阿霉素和氟尿嘧啶等。但化学治

疗这种晚期HCC患者的常规治疗方法有其局限性，

且常伴有严重不良反应[4-7]。越来越多的研究表明，

HCC自噬是一种代谢途径，这种途径可促进肿瘤

细胞在化学治疗药物作用下的存活，进一步降低疗

效。因此寻找HCC自噬相关标志物成为亟待解决的

问题[8-15]。

长链非编码RNA（ long noncoding RNA，

lncRNA）在多种疾病中发挥重要作用[16-21]。近年来

研究表明，在HCC中lncRNA可调控自噬的发生，进

而参与HCC的发生发展，如lncRNA-ATB可通过激

活YAP基因和增加ATG5基因的表达来调节自噬[22]，

lncRNA665可通过miR-186-5p/MAP4K3轴调节HCC
的生存力、凋亡和自噬[23]。因此，寻找能够准确预

测HCC预后的自噬相关lncRNA对指导临床诊断和

治疗具有重要意义。

1 资料与方法

1.1 自噬基因与lncRNA共表达网络的构建  从TCGA
数据库中下载HCC表达数据集及370例HCC患者

的临床信息。在人类自噬数据库（ht tp: / /www.
autophagy.lu/）中下载自噬相关基因，使用perl包提

取自噬相关基因在HCC数据集中的表达量，使用

R包对自噬相关基因与lncRNA进行共表达网络分

析，最终得到自噬相关lncRNA（筛选标准为相关

系数R ＞ 0.3，P ≤ 0.01）。

1.2 与HCC患者预后相关的自噬相关lncRNA的筛选  
首先通过单因素分析自噬相关lncRNA表达对生存

率的影响，筛选出P ＜ 0.01的lncRNA，进一步用

Cox回归模型进行分析，以确定其是否与患者的生

存风险相关。筛选出的有统计学意义的lncRNA进

一步行K-M生存分析，以确定其是否能够作为预

后指标。K-M法是估计生存曲线：首先计算出活过

一定时期的患者再活过下一时期的概率（即生存概

率），然后将逐个生存概率相乘，即为相应时段的

生存率。KM值是在特定时间点上观察到的生存患

者比例。采用以下公式评估每个患者风险评分：风

险评分 = β基因1 × exβ基因1 + β基因2 × exβ基因2 +…+ β基因n × 
exβ基因n，其中β值是通过多元Cox回归分析得到的每

个基因的危险比（HR），exβ基因代表每个参与构建

风险模型的lncRNA表达量。按照中位数风险评分

（1.09分）将HCC患者分为高风险组和低风险组，

1.3 GSEA基因集富集分析  采用GSEA功能富集法分

析基因表达数据。GSEA使用所有基因而非仅差异

基因进行分析，找到那些差异不显著但基因差异表

达趋势趋于一致的功能基因集，同时还能够判断对

应通路是处于被激活或抑制状态。在本研究中用于

分析具有预后价值的lncRNA所富集的信号通路。
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1.4 临床样本收集和实时荧光定量PCR验证  2018年
1月至2020年1月，我们在牡丹江市第一人民医院

收集50例HCC组织和癌旁组织存储于液氮之中，

所有患者均知情同意并通过伦理审批（批件号：

2017KL-022）。取1 mg组织，在1 ml Trizol溶液研
磨裂解充分后提取总RNA。参照SYBR染料法荧
光定量试剂盒的反应体系及反应条件，进行real-
time PCR试验。引物序列如下：①AC009403.1：
正向引物5’-CTTCCGCGAGAAAGGTGACT-3’，
反向引物5’-TGGCTTGGAAGTCCTTGACC-3’；
② A C 0 9 9 8 5 0 . 3 ： 正 向 引 物
5’ -CAGTGATGACGCAGGCCTTA-3’，反向
引物5’ -TTAAGAACCCCACGGAGCAC-3’；
③ A L 3 6 5 2 0 3 . 2 ： 正 向 引 物
5’-CGTGGGATCCACGGTTACTGG-3’，反向
引物5’-GCATGGCAGGTGTGGAAAAG-3’；
④ A L 1 1 7 3 3 6 . 3 ： 正 向 引 物
5’-GAGCCATATGGAATGCACACTG-3’，反
向引物5’-ACACAGAAATGTCCTGCGTC-3’；
⑤ A C 0 1 5 9 0 8 . 3 ： 正 向 引 物
5’-TTAGAGTGCCCACGTCTCCA-3’，反向引物

5’-GCAGTGAAATCAAGCCTGCG-3’。实时定量
PCR反应体系：SYBR Green 1染料10 μl，上游引物 
0.5 μl，内参照下游引物 0.5 μl，dNTP 0.5 μl，Taq酶
1 μl，待测样品cDNA 5 μl，ddH2O 32.5 μl，总体积
50 μl。反应条件为：93 ℃ 2 min，然后93 ℃ 1 min，
55 ℃ 2 min，共40个循环。
1.5 统计学处理  采用SPSS 20.0软件进行统计分析，
lncRNA相对表达量为计量资料，符合正态分布，以
x ± s表示，两组间比较采用独立样本t检验，以P ＜ 
0.05为差异有统计学意义。
2 结果

2.1 HCC患者中发现5条具有预后价值的自噬相关

lncRNA  根据筛选标准（R ＞ 0.3且P ≤ 0.01）在

TCGA数据库中共筛选出919条自噬相关lncRNA。

通过构建自噬基因 - lncRNA共表达网络（P  ≤ 
0.01）找到与自噬相关的lncRNA，然后将患者临

床数据与表达数据合并，通过单因素Cox回归分析

得到35条免疫相关的lncRNA。最后根据多因素Cox
回归分析和K-M分析获得5条对HCC患者具有预后

价值的自噬相关lncRNA（P ＜ 0.05）并构建共表

达网络（图1）。其中AC009403.1、AC099850.3、

图 1    HCC 中自噬基因与 lncRNA 共表达网络
注：在中心位置，黄色节点表示作为危险因素的 lncRNA，红色节点表示作为保护因素的 lncRNA，蓝色表示自噬基；共表达网络通

过 CYTOSCAPE 3.4 软件可视化。
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AL365203.2和AL117336.3为危险因素，AC015908.3
为保护因素（表1、图2）。

2.2 lncRNA预测HCC患者临床预后的风险评分模型  
根据自噬相关lncRNA表达量构建风险评分模型，将

370例HCC者按照风险评分中位数（1.09分）分为，

将低于评分低于1.09分为低风险组（评分＜ 1.09分，

185例），高风险组（评分≥ 1.09分，185例）。生存

分析证实高风险患者5年生存率（17.9%）显著低于

低风险组（56.9%），提示根据lncRNA表达量构建的

风险评分模型能准确预测HCC患者临床预后，见图3。
2.3 自噬相关lncRNA对HCC患者的临床价值  单因素

分析表明HCC分期、原发肿瘤、远处转移以及风险

评分模型均能预测HCC患者死亡风险。多因素表明

独立预后分析仅风险评分能够显著预测HCC患者的

死亡风险。ROC曲线进一步证实风险评分预测HCC
预后更加准确（ROC曲线下面积为0.775），见图4。
2.5 GSEA基因集富集分析  根据AC009403.1、

AC099850 .3、AL365203 .2、AL117336 .3和
AC015908.3表达构建的风险模型，将患者分为高风

险组和低风险组并进行GSEA富集分析，结果显示

这5条自噬相关lncRNA主要富集在补体凝血级联、

脂肪酸代谢、药物代谢与细胞色素P450、视黄醇代

谢、氨基酸代谢、嘧啶代谢、剪接体、嘌呤代谢、

碱基切除修复和细胞周期等通路（图5）。

2.6 临床样本PCR验证  从牡丹江市第一人民医院收

集到50例HCC组织和正常肝脏组织进行PCR试验，结

果发现相对于正常肝脏组织，AC009403.1（6.36 ± 2.44 
vs 12.67 ± 3.58；t = 11.21，P ＜ 0.001）、AC099850.3
（9.48 ± 3.08 vs 16.11 ± 4.52；t = 9.45，P ＜ 0.001）、

AL365203.2（5.89 ± 2.33 vs 13.05 ± 4.19；t = 10.45，P ＜ 
0.001）、AL117336.3（5.44 ± 2.60 vs 16.41 ± 6.90；t = 
9.28，P ＜ 0.001）在HCC组织中高表达，AC015908.3
在HCC组织低表达（12.43 ± 4.56 vs 6.03 ± 1.94；t = 
9.13，P ＜ 0.001），见图6。

表 1    与 HCC 生存预后显著相关的 5 条自噬相关 lncRNA 详细信息

基因 KM值 回归系数 标准误 风险比 95%CI P值

AC009403.1 0.007298 0.151737 0.042015 1.163854   1.071854～1.263751 3.04 × 10-04

AC099850.3 0.005647 0.130677 0.024126 1.1396    1.086968～1.194781 6.08 × 10-08

AL365203.2 0.001845 0.128158 0.028641 1.136733      1.07468～1.202369 7.65 × 10-06

AL117336.3 0.002105 0.448877 0.094443 1.566551 1.301832～1.8851 2.01 × 10-06

AC015908.3 2.89E-05 -0.37816 0.092759 0.68512   0.571229～0.82172 4.57 × 10-05

图 2    TCGA 数据集中的 5 个 HCC 预后相关 lncRNA 的 Kaplan-Meier 生存曲线
注：5 个免疫相关的 lncRNA 均 HCC 患者的独立预后因素，其中 AC009403.1 高表达组和低表达组患者 5 年生存率分别为 38.7%、

59.4%；AC099850.3 高表达组和低表达组患者 5 年生存率分别为 45.3%、54.3%；AL365203.2 高表达组和低表达组患者 5 年生存率分别为
40.4%、57.5%；AL117336.3 高表达组和低表达组患者 5 年生存率分别为 40.1%、52.5%；AC015908.3 高表达组和低表达组患者 5 年生存率
分别为 63.4%、38.8%。
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图 3    TCGA 中 HCC 患者免疫相关 lncRNA 风险评分
注：A 为根据免疫相关 lncRNA 表达量构建模型的中位风险评分将 HCC 患者分为高死亡风险组和低死亡风险组；B 为 HCC 患者的生

存状况和生存时间；C 为 5 个关键 lncRNA 在 HCC 中表达的热图，颜色从蓝色到红色显示从低到高的趋势水平；D 为 5 个关键 lncRNA 能
评估 HCC 患者的死亡风险，蓝色是低风险患者，红色是高风险患者。

图 4    构建的免疫相关 lncRNA 预后模型可作为独立预后因子预测 HCC 患者的预后
注：A 单因素独立预后分析；B 多因素独立预后分析；C 各指标预测 HCC 患者预后的 ROC 曲线，曲线下面积分别为风险评分模型

0.775，年龄 0.511，性别 0.504，分期 0.703，T 0.708，M 0.508，N0.508；T指原发肿瘤（tumor），M为远处转移（metastasis），N为淋巴结（node）。

图 5    高低风险组 GSEA 通路富集分析
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3 讨论

奥沙利铂、阿霉素、氟尿嘧啶等是治疗HCC的
几种有效药物，然而，化学治疗的耐药性使其治

疗效果有限[1,2,4]。研究表明，HCC细胞自噬的发生

是一种代谢途径，可促进癌细胞在压力下存活，

从而显著影响HCC的治疗效果，找到HCC自噬相

关标志物成为亟待解决的问题[3,9,10,15]。lncRNA在

肿瘤进展中发挥至关重要的作用 [24-27]，并且越来

越多的lncRNA被证明会影响HCC的自噬生物学功

能。因此，寻找能够准确预测HCC预后的自噬相关

lncRNA对指导临床诊断和治疗非常重要[7,28-33]。

本研究利用TCGA数据库中的HCC全转录组数

据和自噬相关基因，通过共表达分析筛选出了919条
自噬相关lncRNA，然后利用KM分析和Cox分析，

筛选出了5条具有临床预后价值的lncRNA，并构建

了预测HCC患者生存风险的模型。本研究的重要性

在于其揭示了自噬相关lncRNA在HCC生存风险预

测中的潜在价值。本研究还发现这些lncRNA参与

了许多生物学过程，包括HCC的代谢和细胞增殖

等，这为深入探究HCC的发生和发展提供了重要线

索。本研究也存在一些局限性。首先，研究样本数

量相对较小，需更大的样本规模进行验证。其次，

本研究只进行了生物学分析，并未进行功能实验验

证。因此，需要进一步开展实验室研究来验证这些

lncRNA在HCC发生和发展中的作用。

综上，这项研究揭示了自噬相关 lncRNA在

HCC生存风险预测和生物学过程中的重要作用，为

HCC的预后和治疗提供了新的思路和方向。
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