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摘要：  目的  鉴定并验证血浆MIR4697HG对肺鳞癌（LUSC）患者骨转移以及预后的预测能力。  方法  回顾性收集LUSC患者58例（无骨转移41
例，骨转移
17例），其中无骨转移组无其他部位转移；骨转移组5例为单处骨转移，12例为多处骨转移，最常见转移部位为肋骨（8例次，47.1%），合并其他部位转移者共13例（76.4%）。采集血浆标本，首先选择3对骨转移与非骨转移血浆进行lncRNA测序，筛选出MIR4697HG，进一步在58例血浆样本中进行骨转移预测效能验证。  结果  lncRNA测序并分析后筛选出456个差异lncRNA，其中MIR4697HG的P值最低。qPCR验证结果提示，MIR4697HG具有良好的预测价值。泛癌分析发现，MIR4697HG在多种肿瘤中呈低表达，可能行使广泛的抑癌基因角色。进一步分析发现，MIR4697HG的表达随着LUSC分期的升高逐渐下降，MIR4697HG低表达的肺癌患者，无病生存率和总生存率均较低。  结论  MIR4697HG是一个普遍抑癌分子，血浆MIR4697HG可作为LUSC骨转移的相关无创标记物，低表达与LUSC患者不良肿瘤学预后有关。
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文献标志码：     文章编号：
肺癌是中国最常见的恶性肿瘤和肿瘤相关性死因[1]，其中肺鳞癌（lung squamous cell cancer，LUSC）约占2/3。＞60%肺癌患者初诊时已处于中晚期[2]，常发生骨转移，约占35%[3]。肺癌骨转移的骨骼相关事件，如病理性骨折、骨痛、脊髓压迫症状和高钙血症等，严重降低患者的生活质量[4]。双膦酸盐的使用虽然在一定程度上延迟了骨骼的破坏，但因无法促进新骨骼形成，治疗效果并不理想[5]。因此，寻找与肺癌骨转移的相关无创标记物，以预测LUSC的骨转移风险和预后，并探讨其机制，可为肺癌骨转移的治疗提供理论参考。
基于高通量测序技术进行分子靶标筛选，寻求肺癌骨转移的个体化标记物，是目前的热点议题[6]。但关于该领域的研究均基于组织水平，尚缺乏无创血浆标记物的高通量测序探索。此外，长链非编码RNA（long non-coding RNA，lncRNA）是一类长度超过200 nt的非编码RNA，可从表观遗传调控、转录调控以及转录后调控等水平参与癌症的发生。目前有较多关于lncRNA在肺癌中预后预测价值的探索[7]，但尚无关于lncRNA在肺癌骨转移中的相关组学研究。本研究首先通过血浆lncRNA测序筛选骨转移LUSC的相关无创分子标记物，并选择MIR4697HG进行验证，通过生物信息学手段初步鉴定其预后预测价值和生物学机制。
1 对象与方法
1.1 对象  回顾性收集2014年2月-2020年10月就诊的LUSC患者58例，男性41例，女性17例，中位年龄52岁（24～76岁），美国东部肿瘤合作组（eastern cooperative group, ECOG）评分均<2分
，无骨转移41例，骨转移17例，其中无骨转移组无其他部位转移；骨转移组5例为单处骨转移，12例为多处骨转移，最常见转移部位为肋骨（8例次，47.1%），合并其他部位转移者共13例（76.4%）。纳入标准：（1）病理确诊LUSC；（2）血浆标本质量合格。排除标准：（1）其他肺癌病理类型；（2）合并多原发癌或其他恶性肿瘤。
1.2 方法
1.2.1 试剂和设备  基因芯片[nrStarTM Human Functional LncRNA PCR Array，中国数谱（上海）生物科技有限公司]；全波长酶标仪（Multiskan Sky，美国Thermofisher公司）；实时定量PCR仪（MA-6000，中国苏州雅睿生物技术有限公司）；反转录试剂盒（PrimeScript RT reagent Kit）、荧光定量试剂盒（SYBR Premix ExTaq II Kit）（日本Takara公司）。
1.2.2 lncRNA芯片检测和RT-PCR验证  采集患者清晨空腹外周血5 mL作为血浆标本加入离心管。首先选择3对骨转移
与非骨转移标本进行lncRNA测序，4 ℃下以3 000 r/min离心10 min，吸取上清转至1.5 mL EP管中，按照Trizol试剂盒说明书提取血浆样本总RNA，并定量测定RNA浓度和纯度。当吸光度A260 nm/A280 nm为1.9～2.1时进行进一步分析，差异lncRNA的标准为P＜0.05。进一步挑选MIR4697HG在血浆样本中进行qRT-PCR验证。根据反转录试剂盒和荧光定量试剂盒说明书逆转录提取RNA后进行RT-PCR，以GAPDH内参。
1.2.3 TCGA数据库分析和预测  登录GEPIA在线网站，对TCGA数据库进行可视化分析，观察MIR4697HG在人体组织中的表达分布情况，并进行泛癌症分析，观察MIR4697HG在不同癌症中的差异表达情况，最后验证MIR4697HG在LUSC中的预后预测价值，并基于TCGA矩阵筛选与MIR4697HG存在共表达的基因（前200名）进行靶基因预测。
1.2.4 lncRNA靶基因信号通路分析  采用DAVID Bioinformatics Resources 6.8数据库对MIR4697HG的共表达基因进行信号通路富集分析[8]。
1.3 统计学处理  采用SPSS 22.0软件进行统计分析。计数资料采用χ2检验。通过绘制受试者工作特征曲线（receiver operating characteristic curve，ROC），判断血浆MIR4697HG表达水平对骨转移LUSC的预测效能，并通过计算约登指数，寻找血浆MIR4697HG预测肺癌骨转移的最佳截点。生存分析采用Kaplan Meier法绘制生存曲线图，生存曲线采用Log rank法进行比较。P＜0.05为差别有统计学意义。
2 结  果
2.1 lncRNA测序  对3对骨转移与非骨转移标本进行lncRNA测序，共筛选出456个差异lncRNA（表1），其中上调lncRNA 156个，下调lncRNA 300个。选择P值最低的MIR4697HG（Log2FC：-3.33152）进一步分析。
表1 血浆lncRNA表达谱差异分析（前10名基因）
Tab. 1 lncRNA expression array data analysis of differential genes (top 10)

	基因名
	t
	B系数
	Log2FC
	校正后P
	P

	MIR4697HG
	-11.042
	8.991
	-3.331
	7.35×10-5
	3.89×10-8

	TM4SF1-AS1
	-10.948
	8.897
	-2.752
	8.01×10-5
	4.32×10-8

	ABHD11-AS1
	10.937
	8.886
	1.0611
	8.01×10-5
	4.37×10-8

	GATA6-AS1
	10.911
	8.860
	4.045
	8.02×10-5
	4.50×10-8

	STXBP5-AS1
	-10.909
	8.858
	-5.106
	8.02×10-5
	4.51×10-8

	LINC00551
	10.860
	8.808
	0.993
	8.26×10-5
	4.77×10-8

	UPLA1
	-10.834
	8.782
	-4.229
	8.26×10-5
	4.91×10-8

	NEAT1
	-10.833
	8.781
	-3.335
	8.26×10-5
	4.91×10-8

	LOC389641
	-10.826
	8.775
	-3.544
	8.26×10-5
	4.95×10-8

	ZNF341-AS1
	5.719
	8.755
	10.820
	8.76×10-5
	1.07×10-8


2.2 MIR4697HG的低通量外部验证  qPCR验证结果提示，无骨转移组的血浆MIR4697HG表达水平高于骨转移组（0.13±0.04 vs 0.08±0.03，P<0.000 1，图1）。ROC曲线分析提示，血浆MIR4697HG表达水平预测骨转移的曲线下面积为0.876，灵敏度92.7%，特异度76.5%，阳性预测值79.8%，阴性预测值91.3%，计算约登指数决定最佳截点为0.0879（图2）。
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图1 血浆MIR4697HG在骨转移和非骨转移组的差异表达
Fig. 1 The differential expression of plasma MIR4697HG between bone metastasis and non bone metastasis groups
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图2 血浆MIR4697HG预测肺癌骨转移的ROC曲线分析和最佳截点设置
Fig. 2 ROC curve analysis and optimal cut-off point setting of plasma MIR4697HG in predicting bone metastasis of lung cancer

2.3 MIR4697HG在LUSC的预后价值  采用TCGA数据库进行MIR4697HG的组织分布和泛癌症分析（图3），MIR4697HG主要表达在正常脑组织和结直肠组织中，在正常肺组织和乳腺组织中亦有中度表达。泛癌症分析发现，MIR4697HG在多种癌症中呈低表达，可能行使广泛的抑癌基因角色。选择TCGA数据库中的LUSC数据集进一步分析发现，随着LUSC分期的升高，MIR4697HG的表达逐渐下降（图4），且低表达的肺癌患者，无病生存率和总生存率均较低（图5）。
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图3 MIR4697HG的组织分布和泛癌症分析
Fig. 3 tissue distribution and Pan-cancer analysis of MIR4697HG
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图4 MIR4697HG在不同肺鳞癌分期的表达模式
Fig. 4 Expression pattern of MIR4697HG in different stages of lung squamous cell carcinoma
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A：无病生存率；B：总生存率。
图5 MIR4697HG高表达组和低表达组的生存分析
Fig. 5 Survival analysis of MIR4697HG high expression group and low expression group

2.4 MIR4697HG的生物学功能初探  通过共表达基因寻找MIR4697HG的靶基因，前200名基因中共70个编码基因，运用DAVID数据库对MIR4697HG的靶基因进行信号通路分析，结果提示主要富集于细胞外基质受体相互作用（ECM-receptor interaction）信号通路上（P=0.003 4）。
3 讨  论
骨转移是LUSC最常见的转移部位之一，总体预后较差。一项纳入356例肺癌患者的回顾性分析发现，骨转移最常见的部位是肋骨，其中位生存率仅12.5个月，1 a生存率仅为50.8％，而肺癌骨转移数量、ECOG评分、双膦酸盐治疗以及血清钙、血清乳酸脱氢酶和碱性磷酸酶与预后显著相关[9]。寻找LUSC骨转移的无创预测标记物和预后预测标记物，能够筛选高危患者，进行个体化干预。
Zhang等[10]在组织学水平鉴定了LUSC的差异表达lncRNA、miRNA和mRNA，有助于研究肺癌发生的分子机制和探索预后生物标志物或治疗靶点，但目前尚无基于无创样本的组学研究。故本研究通过血浆lncRNA组学分析，高通量鉴定LUSC骨转移相关的lncRNA，共筛选出456个差异lncRNA，有助于为今后相关分子标记物的研究提供参考。一些排名靠前的标记物lncRNA分子，如TM4SF1-AS1（排名第2），已被证实能够激活PI3K/AKT信号通路，促进肺癌细胞的迁移和侵袭[11]；而ABHD11-AS1（排名第3）可被m6a转移酶METTL3所诱导而上调，从而促进非小细胞肺癌的Warburg效应[12]。
根据组学结果，本研究进一步采用MIR4697HG进行扩大样本低通量验证。由于是回顾性研究，难免存在病例脱落现象，虽纳入研究的58例患者为非连续病例，但患者的基线资料（年龄、性别、ECOG评分、骨转移率等）与既往文献报道相仿，具有代表性[4]。该研究进一步证实无骨转移组血浆MIR4697HG的表达水平高于骨转移组。ROC曲线分析提示，血浆MIR4697HG表达水平预测骨转移的曲线下面积为0.876，灵敏度92.7%，特异度76.5%，阳性预测值79.8%，阴性预测值91.3%，具有良好的预测价值和临床应用前景。目前尚缺乏MIR4697HG在肺癌中的体外研究。Mao等[13]和Bady等[14]发现，RAD21抑制肿瘤抑制因子MIR4697HG的转录，导致胶质瘤的发生，且RAD21表达与胶质瘤的预后相关。TCGA数据库分析发现，MIR4697HG在肺组织中中度表达，其低表达与肺癌患者不良肿瘤学预后有关，提示MIR4697HG在LUSC中扮演抑癌基因角色。进一步的泛癌症分析发现，MIR4697HG是一个普遍抑癌分子。
本研究的靶基因信号通路分析发现，MIR4697HG的靶基因主要富集在细胞外基质受体相互作用信号通路上。细胞外基质受体相互作用信号通路是多种癌症，包括胃癌[15]、肺癌[16]、肝癌[17]等进行细胞迁移和转移的重要过程。虽然目前尚无关于MIR4697HG在肺癌中作用机制的相关研究，但Zhang等[18]的体外研究发现，MIR4697HG敲除可导致基质金属蛋白酶-9、磷酸化ERK和磷酸化AKT水平下降，提示MIR4697HG可通过影响细胞外基质，调节卵巢癌细胞的迁移和转移过程。但因本研究样本量小，故该结论需要设计优良的大样本研究进一步验证。
综上，本研究通过本中心血浆样本和TCGA数据库，筛选了血浆MIR4697HG作为LUSC的预测因子和预后因子。
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Identification of Key Candidate lncRNAs in Lung Squamous Cell Carcinoma with Bone Metastasis and Verification of Predictive Value of MIR4697HG

LI Bei, ZHENG Bingqian
Department of Orthopedic, Ningde Municipal Hospital Affiliated to Ningde Normal University, Ningde 352000, China

Abstract:  Objective  To identify and verify the predictive ability of plasma MIR4697HG for bone metastasis and prognosis in patients with lung squamous cell carcinoma.  Methods  Plasma samples were collected from 58 patients with lung squamous cell cancer (41 without bone metastasis and 17 with bone metastasis) in our hospital. Three pairs of plasma samples of lung squamous cell carcinoma with and  without bone metastasiswere selected for lncRNA sequencing, to screen for MIR4697HG. Then validation of the  predictive power for bone metastasis was examined in all 58 plasma samples.  Results  A total of 456 differentially expressed lncRNAs were screened after sequencing and analysis, among which MIR4697HG had the lowest p value. The results of qPCR showed that MIR4697HG had good predictive value. Pan cancer analysis showed that MIR4697HG was low expressed in a variety of cancers, which might play a wide range of tumor suppressor gene roles. Further analysis showed that the expression of MIR4697HG decreased with the increase of lung squamous cell carcinoma stage. Lower expression of MIR4697HG also was related to lower disease-free survival rate and lower overall survival rate of lung squamous cell carcinoma.  Conclusion  The plasma MIR4697HG can be used as a noninvasive marker for bone metastasis of lung squamous cell carcinoma. MIR4697HG is a universal tumor suppressor, and low expression of MIR4697HG is associated with poor oncological prognosis in patients with lung squamous cell carcinoma.

KEY WORDS：lung squamous cell carcinoma with bone metastasis；long non-coding RNA；lncRNA；
molecular marker；MIR4697HG
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