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【摘 要】：背景：弥漫性 B细胞淋巴瘤(DLBCL)是成人患者中最常见的非霍奇金淋巴瘤亚型，全球年发病率为 25.0%至 40.0%。

尽管如此，该疾病的预后仍然很差。目的:迫切需要新的、可靠的用于预后预测的生物标志物。方法：利用基因表达 Omnibus数据

集中的 449个 DLBCL样本，检测了与嗜铁相关的长链非编码 rna (lncRNAs)之间的关系。在应用单变量 Cox分析排除与预后相关

的 lncRNAs之前，我们使用 Pearson相关分析筛选了大量与铁死亡相关的 lncRNAs。结果：为了预测 DLBCL的预后，对 11个与

铁死亡相关的 lncRNAs进行了选择算子 Cox回归和最小绝对收缩。此外，研究表明，6种与铁衰相关的 lncRNAs在建立预测风险

模型方面最有效。DLBCL患者根据他们的中位风险评分被分为高风险组和低风险组。分层分析表明，采用 11种与铁死亡相关的

lncRNAs构建的模型具有更高的预后评估能力。在高危患者中观察到肿瘤相关通路的显著富集。年龄、世界卫生组织分级以及与

铁死亡相关的 lncRNA预后因素在创建 nomogram 时被考虑在内。结论：总而言之，生成的 nomogram 可以准确预测两个队列中

DLBCL患者的总生存期。
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1 简介

B细胞淋巴瘤包括各种类型的淋巴瘤，包括套细胞淋巴瘤、

弥漫性大 b细胞淋巴瘤(DLBCL)、伯基特淋巴瘤(BL)和原发性

积液淋巴瘤。(1)成人 DLBCL 在所有非霍奇金淋巴瘤亚型中发

病率最高。全球每年报告的新发 DLBCL 病例为 25.0%至

40.0%。(2)无论何种亚型，DLBCL 患者的主要治疗方案为长春

新碱、盐酸阿霉素、利妥昔单抗、环磷酰胺、强的松等主要化

疗方案。(3)然而，这些治疗方法并没有改善预后。为了提高

DLBCL的诊断和治疗，需要发现新的生物标志物。

铁死亡最早于 2012年被描述。(4)它的特点是严重脂质过

氧化产物的增加，被称为计划性细胞死亡。随着时间的推移，

对恶性肿瘤中的铁死亡进行了进一步的研究。(6)过多的活性氧

导致脂膜分解和过氧化，导致坏死。脂质、铁和半胱氨酸代谢

与铁死亡有关。(12)在某些情况下，铁死亡可以刺激癌细胞更

快地增殖。LncRNAs(17 - 19)是长度超过 200 个核苷酸的功能

性 rna。(20)它们可能与多种疾病的病理生理和正常发展有关，

例如许多人类肿瘤的进展。(23)然而，没有一项研究调查了

DLBCL如何受到铁死亡相关 lncRNA特征的影响。

在这里，通过对 DLBCL患者资料进行广泛的生物信息学

分析和数据统计，确定了几个与铁死亡相关的 lncRNA生物标

志物。本研究的结果可以帮助完善 DLBCL的治疗方案，并确

定与疾病预后相关的生物标志物。

2 材料与技术

2.1数据收集和相关性分析

在当前研究期间产生和分析的数据集可在 GEO 数据库

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)中找到。(24)。GSE11318和

GSE10846 数据集分别包含 137 和 312 个具有生存数据的

DLBCL患者样本。基因水平模式使用“limma”R包的标度方法

进行归一化。表 S1显示了患者的主要临床和组织学特征。

2.2非负值的矩阵分解一致聚类

使用“ConsensusClusterPlus”程序 (50 次迭代，采样率为

80.0%)，使用与铁死亡相关的 lncRNA水平将患者分为两个亚

组。为了根据聚类过程找到理想的聚类数，除了验证技术外，

还采用了 12种聚类分析组合的共识。

2.3分析统计学

使用 R软件进行所有统计分析(https://www.r-project.org/)。

统计检验采用 log-rank (Mantel-Cox)检验，Kaplan-Meier生存曲

线分析采用 Kruskal-Wallis方法。采用 Fisher 精确检验或卡方

检验来评估统计显著性。p值小于 0.05表示具有统计学显著性。

3 结果

3.1DLBCL患者 lncRNA鉴定(与铁死亡相关)

采用GSE10846提取DLBCL中 60个铁死亡相关基因的水

平基质。如果 lncRNA的水平与上述 60个基因中的一个或多个

相关，则认为它与铁死亡有关。共发现 63个与铁死亡相关的

lncrna[Pearson R|>0.5;和 P<0.001，绝对相关系数:>0.3,P<0.05]。

使用加权基因共水平网络分析(WGCNA)兼容 R程序(v.1.63)来

开发共水平网络。

3.2利用共识聚类来区分展示不同结果的分组

基于 GSE10846中与铁衰相关的 lncRNA水平，采用单变

量 Cox回归分析，结合 R包中的 coxph函数，检验这 60种与
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铁衰相关的 lncRNA在DLBCL中的预测价值。在这些 lncRNAs

中，24个与铁死亡相关的 lncrna与 OS有实质性的关系。

通过 ConsensusClusterPlus 程序将所有肿瘤样本划分为 k

亚型(k值范围为 2~9)，确定与嗜铁相关的 lncRNA水平的临床

意义。已经生成了一个图来显示经验累积分布函数，并且大多

数确定了确保样本分布最稳定的 k的合适值。根据共识矩阵的

结果，k=2是 GSE10846 DLBCL队列的最佳分类亚型。与簇 2

相比，簇 1参与者的 OS显著降低。

使用 limma(3.40.6)工具，随后确定不同亚型之间的差异表

达 基 因 。 GSE10846 序 列 包 含 1377 个 差 异 表 达 基 因

[|log2(FDR<0.05,1倍变化)|>1.5]，其中 837个 lncRNAs上调，

990个显著下调。为了生成聚类热图，我们选择了上调和下调

最多的 100个 lncRNAs。肿瘤的发生和发展依赖于 PD-L1。因

此，我们检查了两个亚组的 PD-L1水平，发现第 1组的 PD-L1

水平更高。Spearman相关性用于评估 DLBCL 中这些预后基因

与 PD-L1之间的联系。结果发现 FAM87A、FAM87B、GAS5、

LINC00092、LINC01089、NEAT1和 THUMPD3-AS1基因的表

达水平之间存在很强的相关性。大多数基因与 PD-1水平有显

著相关性，但 SNHG19与 PD-L1无相关性。

3.3基因水平和预后影响信号通路和生物学过程

我们使用 KEGG和 GO富集来研究 DLBCL信号通路和生

物学过程中的预后基因。使用 R中的“GOplot”和“ggplot2”包来

说明使用 clusterProfiler 进行的 KEGG 和 GO 分析的结果。阴

离子跨膜转运、钾离子转运、u2型质体前体、染色体组织的阳

性控制以及主要的跨膜转运蛋白活性是GO途径中关键的富集

活性。KEGG通路富集分析显示，肿瘤中 RIG-I 样受体信号通

路、PD-L1 水平、PD-1检查点、MAPK信号系统和脂肪细胞

因子信号通路是差异表达基因增强的关键通路。根据这些发

现，lncRNAs的生物学后果可能会得到更好的理解。

4 讨论

铁死亡是一种独特的由脂质过氧化引起的铁依赖性细胞

死亡，与包括癌症在内的几种临床疾病有关。铁死亡，在某些

情况下，有利于清除坏死细胞和防止癌细胞抵抗化疗。(25 - 28)

研究表明，与铁死亡相关的 lncRNAs与多种恶性肿瘤有关，包

括 DLBCL。因此，更多的研究和寻找新的与铁细胞凋亡相关

的 lncRNA标记物将有助于我们了解 DLBCL 的发生和机制。

(29)

利用 GSE10846数据集，本研究筛选出了几个与铁死亡相

关的 lncRNAs。24种与铁死亡相关的 lncRNAs 被认为与其中

较好的预后相关。接下来，基于与铁死亡相关的基因水平，检

测 DLBCL亚型。根据与铁死亡相关的 lncRNAs水平，创建了

两个患者亚组。PD-L1 的水平可能会受到 24种与铁凋亡相关

的 lncRNAs水平的显著影响。它还与导致 DLBCL恶性发展的

细胞通路有关。

铁死亡与癌症病理生理有关。然而，铁死亡和 lncRNA水

平在 DLBCL进展过程中的相互关系尚不清楚。目前的研究发

现了铁死亡信号系统的潜在指标和治疗靶点。SNHG3 通过

miR-1343-3p/NFIX轴促进癌细胞的生长和扩散，从而促进非小

细胞肺癌的发展。(30)(31)有研究表明，SNHG19在癌组织中表

达水平升高。(32)同样，甲状腺恶性肿瘤患者血清 LOC284454

水平明显升高。(36)然而，缺乏对DLBCL铁死亡相关的 lncRNA

特征的全面研究。发现 6 个与铁死亡相关的 lncrna - snhg3、

SNHG19、LOC284454、LOC102724532、LINC01184和 dancr -

与 DLBCL的预后有很大关系。

这些发现提出了这些基因在 DLBCL的发展中起关键作用

的可能性。我们的研究结果可能有助于寻找新的 DLBCL生物

标志物，并为临床有效的 DLBCL治疗提供建议。

5 结论

深入研究了与铁死亡相关的 lncRNAs，并检测了其在

DLBCL 中的表达水平和预后。通过筛选 6 种可能独立确认

DLBCL 的铁凋亡相关 lncRNAs，建立了预后风险模型。本研

究为未来对这些 lncRNAs的研究奠定了基础，并为 DLBCL中

与铁凋亡相关的 lncRNAs提供了一个新的范式，为 DLBCL的

治疗方法提供了新的视角。
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