
前 言

头颈部鳞状细胞癌（Head and Neck Squamous

Cell Carcinoma, HNSCC）是常见恶性肿瘤，约 70%为

HPV 阴性［1］，研究发现 HNSCC 患者中 HPV 阴性与

HPV 阳性患者相比不但预后差，其治疗反应和生存

率也比 HPV阳性患者差［2-3］，因而促使人们探求用于

生物信息分析验证基于 lncRNA标签预测HPV阴性头颈部鳞状细
胞癌患者总生存率
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【摘要】目的：采用生物信息分析方法研究影响 HPV 阴性头颈部鳞状细胞癌（HNSCC）患者总生存率的相关因素，为

HNSCC患者的预后预测及治疗提供依据。方法：从TCGA数据库获取HPV阴性HNSCC患者的病变组织和癌旁组织的

原始RNA测序数据以及相应病人的临床信息，Survival R工具包对所有差异表达的长链非编码RNA（lncRNA）进行单变

量Cox回归分析，使用 JAVA程序，利用MSigDB C2经典通路基因集集合进行基因集富集分析，采用LASSO方法的Cox

回归对数据降维和模型构建，计算每个患者的风险评分。结果：研究发现153个 lncRNA与HPV阴性HNSCC患者的总生

存率显著相关，时间依赖性分析表明，13个 lncRNA特征在训练集中具有良好的预测性能，多变量Cox回归和分层分析表

明，基于13-lncRNA标签的风险评分可作为HPV阴性HNSCC患者的独立预后因素。结论：13-lncRNA标签可能是HPV

阴性HNSCC预后的新型独立生物标志物。
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Bioinformatic analysis validates lncRNA signature as a predictor of overall survival in patients

with HPV-negative head and neck squamous cell carcinoma
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Abstract: Objective To investigate the factors affecting the overall survival in patients with HPV-negative head and neck

squamous cell carcinoma (HNSCC) by bioinformatics analysis, thereby providing evidence for the prognosis prediction and

therapy in HNSCC. Methods The raw RNA sequencing data of the primary tumor and adjacent tissue of HPV-negative

HNSCC patients were obtained from the TCGA database; and the corresponding clinical information were collected. Survival

R toolkit was used to perform univariate Cox regression analysis on all differentially expressed lncRNA; a Java program was

used to carry out gene set enrichment analysis using the MSigDB C2 classic pathway gene set collection; and LASSO Cox

regression was used for data dimensionality reduction and model building, and the risk score for each patient was calculated.

Results There were 153 lncRNA which were significantly associated with overall survival in HPV-negative HNSCC patients.

Time-dependent analysis showed that 13 lncRNA had good predictive performance in the training set. Multivariate Cox

regression and stratified analysis revealed that the risk score based on the 13-lncRNA signature could be served as an

independent prognostic factor for HPV-negative HNSCC patients. Conclusion The 13-lncRNA signature may be a novel

independent biomarker for the prognosis of HPV-negative HNSCC.
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风险分层的预后标记物及新的治疗靶点。长链非编

码 RNA（long non-coding RNA, lncRNA）是一类长度

超过200个核苷酸的非蛋白质编码RNA，广泛分布于

基因组中，在转录、转录后和表观遗传水平上发挥重

要作用，并参与转录调控、细胞生长和肿瘤发生等各

种生物学过程和途径［4-11］，这提示它们作为癌症预后

的新型独立生物标志物的潜在作用。本研究通过生

物信息学分析的方法，对肿瘤基因组图谱（The

Cancer Genome Atlas, TCGA）数据库中 HPV 阴性

HNSCC患者的 lncRNA表达谱及相应的临床信息进

行分析，鉴定与患者生存显著相关的 lncRNA，构建一

个基于 13 个 lncRNA（13-lncRNA）标签，为分析 HPV

阴性的HNSCC患者预后提供依据。

1 方 法

1.1 数据来源与预处理

从 TCGA 数据中获取 359 个 HPV 阴性 HNSCC

患者的病变组织和 36 个相邻正常组织的原始 RNA

测序（RNA‐seq）以及相应病人的临床信息。通过

RNASeqV2 后处理流程从 RNA 测序原始数据生成

lncRNA 表达谱。使用 edgeR 的 R/Bioconductor 工具

包筛选 359 个 HPV 阴性的 HNSCC 组织和 36 个相邻

正常组织之间的差异表达 lncRNA（Differentially

Expressed lncRNAs, DELs）［12］，|log 2 倍数变化 |≥1 且

P<0.05被设定为阈值，经过 edgeR归一化后，lncRNA

的表达谱进一步转化为 log2（归一化值为 1）变换，用

于下一步操作，本研究遵守TCGA出版指南和数据访

问政策，无需当地伦理委员会的批准。

1.2 与预后相关的关键 lncRNA的鉴别和筛选

使用Survival R工具包对所有DELs进行单变量Cox

回归分析［13］，P<0.05的 lncRNA被定义为靶向 lncRNA。

本研究采用稳健的基于可能性的生存建模方法，使用

rbsurv R包鉴别影响HPV阴性HNSCC患者预后的关键

lncRNA［14］。（1）随机分配一个包含N∙(1-P)个样本的训

练集，或一个包含N∙P 个样本的测试集（P=1/3）。将一

个 lncRNA拟合到样本训练集，并获得了该 lncRNA的

参数估计值，然后用参数估计和样本测试集评估对数

可能值。对每个 lncRNA重复此评估。（2）上述步骤独

立重复10次，从而获得每个 lncRNA的10个对数可能

值。选择对数可能值平均值最大的 lncRNA，即g(1)。

（3）通过评估每两个 lncRNA模型来寻找下一个最佳

lncRNA，并选择具有最大平均对数可能值的最佳模型。

（4）继续此前 lncRNA选择程序，从而得到一系列预测

模型，计算所有候选预测模型的赤池信息量准则（Akaike

Information Criterions, AIC），并选择具有最低AIC的最

优模型。

1.3 基因集合富集度分析

使用 JAVA程序，利用MSigDB C2经典通路基因

集集合（包含1 329个基因集［15］）进行基因集合富集度

分析（Gene Set Enrichment Analysis, GSEA），具有正

富集得分（或负富集得分）且P<0.05的基因集被视为

显著富集的基因集，其中大多数基因上调，并伴有高

风险或低风险得分。

1.4 统计学分析

采用LASSO方法的Cox回归对数据降维和模型

构建，通过 10倍交叉验证确定参数 λ的最优值，筛选

出具有相关系数的预后 lncRNA，随后根据训练数据

集中每个预后 lncRNA 的表达水平及其相关系数计

算每个患者的风险评分［16］。根据风险评分公式，以

风险评分中值为界值，将HPV阴性HNSCC患者分为

高风险组和低风险组，通过训练集中的Kaplan-Meier

估计量和对数秩检验评估低风险组和高风险组之间

的差异。随后，为了进一步确定 lncRNA特征是否独

立于其他临床变量，进行了单变量、多变量 Cox回归

和分层分析。绘制 5 年内时间依赖性受试者工作特

征（Receiver Operating Characteristic, ROC）曲线，比

较基于 13个 lncRNA（13-lncRNA）风险评分的生存预

测的灵敏度和特异性，P<0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 训练集中与患者总体生存率相关的lncRNA差异表达

对 359 例 HPV 阴性 HNSCC 组织和 36 例癌旁正

常组织样品的 14461 个 lncRNA 的原始 3 级 RNAseq

数据进行 DELs分析，edgeR鉴定出 2 281个DELs，其

中762个 lncRNA上调表达，1 519个 lncRNA下调表达

（图 1）。进一步分析 DELs与 HPV阴性 HNSCC患者

总体生存率之间的相关性，将共359个样本进一步随

机分为训练集和测试集（表1），训练集中的单变量Cox

回归分析确定了 153 个 lncRNA（P<0.05）为靶向

lncRNA，随后对 153个目标 lncRNA进行稳健的可能

性生存分析，筛选出19个与预后相关的 lncRNA。

2.2 训练集中的13-lncRNA特征和患者生存率

应用 LASSO Cox 回归模型对训练集中 19 个与

预后相关 lncRNA 进行分析，根据对数（λ）序列生成

系数剖面图，在使用 10 倍交叉验证选定的值处绘制

垂直线，最小化 λ方法得到 13个 lncRNA（图 2）；最后

根据 13个 lncRNA的表达水平和LASSO Cox回归系

数计算训练集中每个患者的风险评分：风险评分=

（0.121 4×RP11-366H4.1 表达值）+（-0.137 5×RP11-

70C1.1 表达值）+（0.118 9×RP11-367J11.3 表达值）+

（0.315 5×RP3-329E20.2 表达值) +（-0.146 4×RP11-

567M16.1表达值）+（0.146 6×KDM4A-AS1表达值）+
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（0.139 1×RP11-467L19.16 表 达 值 ）+（0.113 3×

OVAAL 表达值）+（0.094 3×RP11-25I15.3 表达值）+

（0.133 7×DLEU7-AS1 表 达 值）+（0.209 6×RP11-

401O9.3 表达值）+（0.061 3×LINC01232 表达值）+

（0.467 3×RP11-250B2.6表达值）。

计算训练集中每个 HPV 阴性 HNSCC 患者基于

lncRNA的风险评分，并使用中位风险评分作为截止值，

将其分为高风险组（n=90）和低风险组（n=90），结果显

示高风险组患者的预后比低风险组患者更差。为了评

估13-lncRNA特征的预后能力，进行了时间依赖性ROC

曲线分析，13-lncRNA特征预后模型的曲线下面积（Area

Under Curve, AUC）在预测训练集3年和5年总生存率

时分别为0.82和0.77（图3）。训练集中13-lncRNA表达

风险评分、总体生存率及表达谱分布如图4所示，高风

险患者的死亡率高于低风险患者。对于具有高风险的

患 者 ，lncRNA（RP11-70C1.1、RP11-567M16.1 和

OVAAL）的表达谱显著下调，其余10个 lncRNA（RP11-

467L19.16、RP11-11-401O9.3、RP11-366H4.1、RP11-

367J11.3 、 RP3-329E20.2 、 KDM4A-AS1 、 RP11-

25I15.3 、DLEU7-AS1、LINC01232和RP11-250B2.6）表

达上调。

2.3 进一步验证 lncRNA表达特征在测试集中的生存

预测

为了进一步评估 13-lncRNA特征的预测能力，本

研究在测试集中验证了 13-lncRNA特征，利用从训练

数据集得出的风险评分公式，测试集中每位患者都

使用相同的阈值分为高风险组和低风险组，两组总

体生存率存在显著差异（HR=2.36, 95%CI：1.44~

3.87, P<0.001）（图 5），同时，测试集中 13-lncRNA 特

征预后模型在预测 3年、5年总生存率时AUC分别为

0.68和0.72（图3b）。

2.4 lncRNA 特征对生存预测的独立性与其他临床

变量

单变量和多变量 Cox 回归分析研究 13-lncRNA

特征的预测能力是否独立于性别、年龄、肿瘤分级和

AJCC肿瘤分期等临床病理因素，结果表明在调整临

床因素后，13-lncRNA 特征与生存预后紧密相关

（表 2）。根据肿瘤分期进行分层分析，将患者分为早

期（AJCC I 期和 II 期）和晚期（AJCC III 期和 IV 期），

无论处于哪个阶段，13-lncRNA 特征都可以区分高、
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图1 火山图展示2 281个差异表达 lncRNA
Figure 1 Volcano plot showing 2 281 differentially expressed lncRNA
绿色代表上调表达，红色代表下调表达

Down
Normal
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指标

年龄/岁

<60

≥60

性别

男

女

吸烟历史

是

否

饮酒历史指标

是

否

肿瘤病理分期

Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ

Ⅳ

评估

高分化组

中分化组

低分化组

TCGA训练集

73（40.56）

107（59.44）

127（70.56）

53（29.44）

136（79.53）

35（20.47）

109（63.01）

63（36.99）

8（5.16）

29（18.71）

28（18.06）

90（58.06）

26（14.77）

112（63.64）

38（21.59）

TCGA测试集

73（40.78）

106（59.22）

127（70.95）

52（29.05）

142（79.33）

37（20.67）

117（65.73）

61（34.27）

13（7.69）

26（15.38）

34（20.12）

96（56.8）

28（16.09）

108（62.07）

38（21.84）

P值

1.000

1.000

0.673

0.676

0.935

表1 训练集和测试集基本资料［例（%）］

Table 1 Basic information of training set and testing set［cases (%)］
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图2 LASSO回归获得13个 lncRNA的回归系数

Figure 2 LASSO regression obtained the regression coefficients of 13
lncRNA

竖线表示10倍交叉验证获得的最小 λ值
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风险危患者，显示全组肿瘤早期高风险患者的预后

明显差于低危患者（HR=3.86，95% CI 1.67~8.92,

P=0.003），与全组肿瘤晚期结果一致（HR=2.50，95% CI

1.67~3.37, P<0.001）（图 6）。当进行肿瘤分级（图 7）

和不同解剖位置（图 8）的分层分析时，也得到了类似

的结果。这些结果表明，基于 13 个基因标记的风险

评分可能是 HPV 阴性 HNSCC 患者生存的独立预测

因素。本研究还进行了多指标的时间相关ROC曲线

分析，比较整个数据集中 13-lncRNA 特征风险评分、

肿瘤分级和肿瘤分期之间的生存预测敏感性和特异

性，计算并比较这3个预后因素的AUC。结果显示风

险评分的AUC为0.71，明显大于肿瘤分级（AUC=0.56,

P<0.01，亦是大于肿瘤分期（AUC=0.60, P<0.01）。结

果表明风险评分比肿瘤分级或肿瘤分期具有更好的

预测能力（图9）。

1-特异度

灵
敏

度

1.00
0.75

0.50

0.25
0.00

0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

3years AUC = 0.82

5years AUC = 0.77

1-特异度
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

3years AUC = 0.68

5years AUC = 0.72

图3 13个 lncRNA特征预后模型预测HPV阴性HNSCC患者3年和5年生存率的ROC曲线分析

Figure 3 ROC curve analyses of 13 lncRNA signature based prognostic models for predicting 3- and 5-year survival rates in HPV-negative
HNSCC patients
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图4 训练集中13-lncRNA表达风险评分、总体生存率及表达谱分布

Figure 4 Risk scores of 13 lncRNA expressions, overall survival rate and expression profile distribution in the training set

c：表达谱分布
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图5 Kaplan-Meier曲线分析训练集（a）和测试集（b）中HPV阴性HNSCC高、低风险患者生存曲线

Figure 5 Kaplan-Meier curve analyses of the survival curves of high- and low-risk HPV-negative HNSCC patients in the training set (a) and the
test set (b)
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指标

训练集（n=180）

年龄

性别

AJCC病理肿瘤分期

分级

风险评分

测试集（n=179）

年龄

性别

AJCC病理肿瘤分期

分级

风险评分

单变量模型

风险比

1.54

0.75

2.26

2.23

4.28

1.23

0.87

1.55

1.59

2.59

95%CI

0.95~2.51

0.47~1.21

1.16~4.41

1.09~4.55

2.48~7.40

0.73~2.08

0.51~1.47

0.78~3.06

0.68~3.73

1.55~4.32

P值

0.082

0.243

0.017

0.028

<0.001

0.436

0.593

0.211

0.287

<0.001

多变量模型

风险比

1.29

0.69

1.94

1.70

3.82

1.68

0.94

1.90

0.99

3.23

95%CI

0.29~0.86

0.29~1.28

0.37~1.80

0.40~1.31

0.31~4.28

0.29~1.77

0.31~0.19

0.38~1.68

0.46~0.02

0.29~4.01

P值

0.389

0.202

0.072

0.189

<0.001

0.077

0.847

0.093

0.987

<0.001

表2 单变量和多变量Cox回归分析临床参数在HPV阴性HNSCC患者的预后价值

Table 2 Prognostic significance of univariate and multivariate Cox regression analyses of
clinical parameters for HPV-negative HNSCC patients
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图6 Kaplan-Meier曲线分析早期(a)和晚期(b)HPV阴性HNSCC患者高、低风险的生存差异

Figure 6 Kaplan-Meier survival analyses of the survival differences of high- and low-risk HPV-negative HNSCC patients in early (a) and late (b) stages
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图7 Kaplan-Meier曲线分析高、中分化（a）和低分化（b）HPV阴性HNSCC高、低风险患者的生存差异

Figure 7 Kaplan-Meier survival analyses of high- and low-risk HPV-negative HNSCC patients with high- (a) and low-grade (b) differentiations
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图8 Kaplan-Meier曲线分析口腔癌（a）和非口腔癌（b）HPV阴性HNSCC高、低风险患者的生存差异

Figure 8 Kaplan-Meier survival analyses of the survival differences of HPV-negative HNSCC patients with high and low risks of oral cancer
(a) and non-oral (b) cancer
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2.5 13-lncRNA 标签与低风险人群放射治疗的疗效

相关性

本研究分析了 13 个 lncRNA 特征是否可用于预

测HPV阴性HNSCC患者放疗的疗效，低风险评分患

者 同 时 进 行 放 疗 有 利 增 强 疗 效（HR=6.55，

95%CI：0.99~43.33，P=0.008），见图 10。而高风险患

者同时进行放疗，其疗效增强无统计学意义（HR=3.08，

95%CI：0.62~7.02，P=0.183）。

2.6 高风险和低风险人群中不同表达基因的功能评估

GSEA 用于识别相关的生物过程和信号通路本

研究比较了 TCGA 数据库中按 13-lncRNA 标签分类

的 HPV 阴性 HNSCC 患者在高风险组和低风险组的

基因表达谱，挑选出表达差异显著［错误发现率

（False Discovery Rate, FDR）<0.05] 的基因集进行

GSEA［17］，低风险组高表达的差异基因主要富集在花

生四烯酸代谢、Fc epsilon RI信号通路（图 11），相反，

高风险组高表达的差异基因主要与蛋白酶体和 p53

信号通路相关（图12）。

3 讨 论

研究证实 lncRNA与恶性肿瘤的发生、发展及转

移密切相关，其异常表达可能成为包括头颈部恶性

肿瘤在内的肿瘤诊断和预后判断的独立生物标志

物［18-24］，但 lncRNA 在 HPV 阴性 HNSCC 中的综合预

后价值的研究报道不多。

本研究采用基于生物信息分析的方法，研究

lncRNA 标签预测 HPV 阴性 HNSCC 患者总体生存

率。研究发现 HPV 阴性 HNSCC 中 2 281 个 lncRNA

与癌旁正常组织相比表达差异显著，提示 lncRNA在

肿瘤发生中可能发挥关键作用。在训练集中对 359
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图9 13-lncRNA风险评分、肿瘤分期、分化程度预后模型ROC曲线

Figure 9 ROC curve analyses of 13-lncRNA risk score, tumor stage
and differentiation degree prognostic models
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Figure 10 Kaplan-Meier survival analyses of low-risk HPV-negative
HNSCC patients receiving radiotherapy or not
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例患者的 lncRNA表达谱进行不同的 lncRNA表达与

临床结果之间的相关性进行综合分析，发现 153 个

lncRNA与HPV阴性HNSCC患者的总生存率显著相

关。通过整合训练集中 13 个预后 lncRNA 的表达模

式及其对 LASSO Cox 回归分析的回归系数，构建了

一个 lncRNA 风险评分模型，13 个 lncRNA 特征在训

练集和测试集中均表现出显著的预后能力，可将患

者分为高风险组和低风险组，且总生存期存在显著

差异，且 13-lncRNA 特征与其他传统临床变量如年

龄、性别、分级和分期等无关。

目前，虽然 TNM 分期和肿瘤分级已被广泛用于

辅助预测HNSCC患者的生存率［25］，但与患者的临床

预后判断仍有较大差异，因此，探索分子标签有助于

协助临床诊断。在分层分析中，风险评分对不同分

期、不同细胞分化程度的头颈恶性肿瘤患者均具有

预后判断价值。风险评分可将 TNM分期、肿瘤分级

和解剖位置不同的患者分为高风险组和低风险组，

比肿瘤分期或分级具有更好的预后价值。笔者发

现，与不进行放疗相比，放疗有助于提高低风险患者

的生存期，但对提高高风险组患者的生存期则无显

著差异，提示高风险患者需要其它治疗措施来防止

肿瘤复发或转移。对 TCGA数据集中的基因表达数

据进行GSEA分析，分析了按 13-lncRNA标签分层的

高风险组和低风险组之间的差异，发现高风险人群

中基因的过度表达主要集中在蛋白酶体、p53信号通

路，这可能导致 HPV 阴性 HNSCC 的发生和发展，相

反，低风险组的基因过度表达聚集在花生四烯酸代

谢、Fc epsilon RI 信号通路，其可能涉及炎症相关

通路。

综上所述，本研究确定13个与HPV阴性HNSCC

患者总生存率预后显著相关的 lncRNA生物标志物，

尽管 13-lncRNA特征具有显著的应用前景，但也有其

局限性。首先，13-lncRNA特征作为预后分析独立因

素需要在更大的队列试验中进一步验证；其次，应进

一步研究获得关于 lncRNA潜在机制的试验数据；最

后，该标签是否有助于预测HPV阴性HNSCC患者在

手术切除后辅助治疗的获益，需要患者有明确的术

后辅助治疗信息。此外，13-lncRNA特征的预后能力

与其他临床特征无关，并且可以稳定地预测相同

TNM 分期、分级和位置的 HPV 阴性 HNSCC 患者的

生存率，然而，需要在更大的队列试验中进行进一步

的验证研究，以评估13-lncRNA 特征的预后能力。
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