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NETosis 相关 LncRNA 对胃癌的预测价值及风险模型构建 

胡润林，吴文涌 

（安徽理工大学医学院，淮南  232001） 

 

摘要 目的 用 NETosis 相关长链非编码 RNA（LncRNA）构建胃癌的预后模型，并探究其在胃癌中的表达

及作用。方法 通过 TCGA 数据库获取胃癌患者数据，利用 Gene card 数据库获得 85 种与 NETosis 相关的

基因，并通过 Pearson 相关分析筛选出与 NETosis 相关的 LncRNA。构建 1 个基于 LncRNA 的预后模型，

并通过生存分析、ROC 曲线、C-index 和列线图评估模型的预测效果，同时探讨高低风险组在基因集富集

分析的差异。此外，利用 RT-qPCR 实验验证胃癌患者 LncRNA 的表达差异，利用 CCLE 数据库探究 LncRNA

在不同肿瘤细胞系中的表达情况。结果 利用 12 个 LncRNA 构建了胃癌的风险预后模型，根据风险评分，

在不同数据集里，将样本数据分别划分为高风险组和低风险组。验证结果显示，高风险组的生存预后差于

低风险组，风险预后模型预测能力优秀可靠（AUC=0.758，95%CI：0.688~0.828）。基因富集分析的结果

显示，高风险组富集了与炎症进展高相关的基因集，而低风险组富集了与 DNA 正常发挥功能高相关的基

因集。RT-qPCR 检测的 LncRNA 在肿瘤组织和癌旁正常组织的表达存在差异（P<0.001）。通过 CCLE 数

据库探究发现 LncRNA 的表达在不同肿瘤细胞系中存在较大差异。结论 通过 12 种 LncRNA 构建的预后模

型可以用来评估胃癌患者的预后以及免疫情况，基因的富集分析可为 NETosis 的后续机制研究提供思路，

LncRNA 在胃癌患者癌症组织和正常组织的差异表达以及 LncRNA 在不同肿瘤细胞系的差异表达，可为新

的亚型分型及治疗提供思路。 

关键词 NETosis；细胞死亡；胃癌；长链非编码 RNA；预后模型；肿瘤预后 
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The predictive value of NETosis-related LncRNAs for gastric cancer and the construction of risk model 
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Abstract  Objective To construct a prognostic model for gastric cancer using NETosis-related long non-coding 
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RNAs (lncRNAs) and to investigate their expression and functional roles in gastric cancer progression. Methods 

Data from gastric cancer patients were obtained from the TCGA database, and 85 NETosis-related genes were 

identified from the GeneCards database. NETosis-associated lncRNAs were screened using Pearson correlation 

analysis. A lncRNA-based prognostic model was constructed and evaluated through survival analysis, ROC curves, 

C-index, and nomogram analysis. Differences in gene set enrichment between high- and low-risk groups were 

further explored. Additionally, RT-qPCR was performed to validate lncRNA expression in gastric cancer patients, 

and the CCLE database was utilized to investigate lncRNA expression across various tumor cell lines. Results A 

risk prognostic model for gastric cancer was constructed using 12 lncRNAs. Based on risk scores, samples were 

stratified into high- and low-risk groups across multiple datasets. Validation results demonstrated significantly 

worse survival outcomes in the high-risk group compared to the low-risk group, with excellent predictive 

performance of the model (AUC = 0.758, 95% CI: 0.688–0.828). Gene set enrichment analysis revealed that the 

high-risk group was enriched in gene sets strongly associated with inflammatory progression, whereas the low-risk 

group showed enrichment in gene sets related to normal DNA function. RT-qPCR confirmed differential 

expression of lncRNAs between tumor and adjacent normal tissues (P < 0.001). Furthermore, analysis of the 

CCLE database indicated substantial variations in lncRNA expression across different tumor cell lines. Conclusion 

The prognostic model constructed with 12 lncRNAs demonstrates potential for assessing prognosis and immune 

status in gastric cancer patients. Gene enrichment analysis provides insights into further mechanistic studies on 

NETosis. The differential expression of lncRNAs between cancerous and normal tissues, as well as across tumor 

cell lines, may inform novel subtype classification and therapeutic strategies. 
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    胃癌是全球第五大常见恶性肿瘤，且在中国发病率和病死率较高[1]。虽然目前已经有手术、免疫、靶

向治疗、抗血管生成治疗、化疗、放疗等多种疗法，但是诊断手段的局限及胃癌的侵袭性与异质性，患者

预后依然面临诸多挑战[2]。NETosis 是细胞程序性死亡的一种模式，中性粒细胞在 NETosis 过程中通过排出

中性粒细胞胞外陷阱（Neutrophil extracellular traps，NET）来产生作用，虽然在 NETosis 过程中排出 NET

可以实现宿主的防御作用，但是 NET 释放会促进血栓形成，并可介导组织损伤，产生多种不良效应[3-4]。



现有研究[4-5]提示中性粒细胞通过 NETosis 过程影响胃癌发展以及患者的预后，是胃癌研究的新方向。长链

非编码 RNA（Long non-coding RNA，LncRNA）是无法编码蛋白质的转录本，参与调控基因表达和肿瘤的

发生、转移、耐药性等过程。研究[6]发现 LncRNA 在肿瘤微环境中具有重要作用。该研究针对 NETosis 相

关的 LncRNA 进行数据分析，构建并验证胃癌患者相关的预后风险模型，探究这些 LncRNA 的功能以及不

同情况下的表达，为胃癌治疗提供新思路。 

 

1 材料与方法 

1.1 数据获得与处理  在 TCGA 数据库下载胃癌患者相关的数据，包括 32 例正常样本的数据和 375 例胃癌

样本的数据。根据临床数据进行筛选排除，排除生存时间＜30 d 以及临床数据不确定的个体，最后获得 352

例符合要求的样本数据。利用 Gene card 数据库获得与 NETosis 相关基因，总计 85 种。 

1.2 NETosis 相关 LncRNA 的筛选 利用 CRAN 软件包"BiocManager"、"limma"，对获得的 Netoiss 相关基因

与 lncRNA 数据进行 Pearson 相关分析（r>0.4,P<0.001），筛选得到 NETosis 相关的 lncRNA。 

1.3 构建预后模型 利用 CRAN 软件包"caret"将之前获得的符合要求的包含 352 例样本数据的数据集按 1：1

随机分为训练集和测试集。训练集在训练过程中主要被用于数据的曲线拟合，测试集主要用于对获得的模

型进行数据验证。利用 CRAN 软件包"survival"，首先在训练组中，进行单因素 COX 回归分析，筛选获得

与预后显著相关的 LncRNA。利用 CRAN 软件包"glmnet"和"survival"对获得的 LncRNA 数据进行 Lasso 回

归，进一步进行特征选择和正则化。利用 CRAN 软件包"survival"和"survminer"进行多变量 COX 回归分析，

构建预后模型。训练集、测试集和全集中，样本数据根据中位风险评分，被划分到高风险组和低风险组。 

1.4 对预后模型进行评估  利用 CRAN 软件包"survival"和"survminer"对训练集、测试集以及全集数据进行

Kaplan-Meier 生存分析。通过利用 CRAN 软件包“survival”、“survminer”和“timeROC”进行受试者操作特征

曲线（receiver operating characteristic,ROC）分析，计算 ROC 曲线下面积，以评估预后模型的诊断效能。

利用 CRAN 软件包"survival"、"rms"和"pec"进行一致性指数分析（concordance index,C-index）。利用 CRAN

软件包"survival"进行独立预后分析。利用"survival"、"regplot"、"rms"和"survcomp"进行列线图分析，用于

预测胃癌患者生存率，并使用 ROC 曲线和校准曲线对 Nomogram 图进行评价。    

1.5 基因集富集分析 利用 CRAN 软件包"BiocManager"、"limma"、"org.Hs.eg.db"、"DOSE"、"clusterProfiler"、

"enrichplot"进行基因集富集分析，获得高低风险组富集的不同通路。 

1.6 肿瘤微环境以及其他一些免疫相关的分析 利用 CRAN 软件包"reshape2"、"ggpubr"进行 ESTIMATE 分

析，对肿瘤免疫微环境进行评分。利用 CRAN 软件包"reshape2"、"ggpubr"进行高低风险组免疫细胞的差异

分析。利用 CRAN 软件包"BiocManager"、"limma"、"GSVA"、"GSEABase"、"ggpubr"、"reshape2"进行高

低风险组免疫功能差异分析。 



1.7 RT-qPCR 检测 本研究收集了安徽省第二人民医院 12 位胃癌患者的肿瘤组织和癌旁正常组织的标本，

根据说明书操作。使用动物组织/细胞总 RNA 提取试剂盒（货号：G3640-50T，武汉赛维尔生物科技有限公

司），分别提取胃癌患者的组织总体 RNA。使用 SweScript All-in-One RT SuperMix for qPCR（货号：G3337-50，

武汉赛维尔生物科技有限公司），逆转录 RNA，同时去除基因组 DNA。使用 2×Universal Blue SYBR Green 

qPCR Master Mix（货号：G3326-01，武汉赛维尔生物科技有限公司），合成新 DNA，示踪。使用实时荧

光定量 PCR 仪（型号：CFX Connect,美国 Bio-rad Laboratories 公司）进行扩增，以 GAPDH 作为内参，采用

2-ΔΔCT 值法计算 AC104758.1 和 TTC3-AS1 两种 LncRNA 的相对表达量。引物序列见表 1。 

表 1 引物序列 

Tab.1 Primer sequences of the genes 

Genes            Primer sequences ( 5ʹ-3ʹ) 

GAPDH          F: ACCCTGAAGTACCCCATCGAG 

                 R: AGCACAGCCTGGATAGCAAC 

AC104758.1       F: GCTCTACTGTGTCTGTCCCA 

                 R: GCCAGGTGACTCTCTCCTTT 

TTC3-AS1        F: TTCTGCCATGAGAAACCTCACT 

                 R: CATGGAGTCACAAGCAGAAGCCT 

 

1.8 LncRNA 在不同肿瘤细胞系的表达 从 DepMap 网站 CCLE 数据库接口进入，获得基因的表达量全集，

对数据进行处理，根据基础癌症的不同肿瘤细胞系差异性表达 LncRNA 的结果作图。 

1.9 统计学处理 数据的分析在软件 R4.3.1 中进行，依靠 CRAN 软件包对数据处理分析，并根据软件包内

含的函数获得有统计学意义的模型，做出不同的统计学评价。患者通过预后风险评分进行分组，按中位风

险评分将患者分为高风险组和低风险组。组间比较分别采用χ²检验（生存状态）、Wilcoxon 秩和检验（微

环境评分等非正态分布连续变量）及 t 检验（RT-qPCR 数据等正态分布变量）。P<0.05 为差异有统计学意

义。 

 

2 结果 

2.1 数据处理 共收集了 407 例胃癌样本，根据要求保留了 352 例样本数据，并将其随机分配至测试集（n = 

176）和训练集（n = 176），基线变量之间差异无统计学意义（P > 0.05）。 

2.2 NETosis 相关 lncRNA 的筛选及预后模型构建  从 Genecard 网站获得 85 个 NETosis 基因，进行共表达

分析，筛选出 1 754 个与 NETosis 相关的 lncRNA。对 LncRNA 进一步进行单因素 Cox 预后分析，从中获得



了 55 个与预后相关的。随后，通过 Lasso 回归确定最佳回归系数并进行交叉验证（图 1 A、1B），接着进

行多变量 Cox 回归分析。根据风险评分构建了有 12 个 lncRNA 作为解释变量的多因素 Cox 回归预后模型

（图 1C）。 

 

图 1 筛选 LncRNA 构建预后模型 

Fig.1 Screening LncRNA to construct a prognostic model 

A: Distribution chart of λ coefficients in Lasso regression; B: Cross-validation curve of Lasso regression; C: Forest 

plot of 12 LncRNAs related to prognosis. 

2.3 生存分析验证预后模型  Kaplan-Meier 生存分析结果显示，无论是在训练集、测试集还是全集，高风

险组和低风险组的生存分析结果差异均有统计学意义，且高风险组的预后较差（P<0.01，图 2A）。风险评

分曲线图显示高低风险组分配均衡，风险评分能够比较良好地应用于评价（图 2B）。生存状态散点图显示，

随着风险评分的上升，胃癌患者的总体生存状态也发生变化，患者病死率上升（图 2C）。相关性热图反映

了在高低风险组中 LncRNA 相对于该种 LncRNA 在所有样本中整体平均水平表达的高低（图 2D）。 



 

图 2  生存分析以及生存状态 

Fig.2  Survival analysis and survival status 

A: Kaplan-Meier curves of the high-risk and low-risk groups; B: Risk score curves of the high-risk and low-risk 

groups; C: Scatter plot of survival status of the high-risk and low-risk groups; D: Heatmap of LncRNA related to the 

high-risk and low-risk groups; 1: Overall sample (n= 352); 2: Training set (n=176); 3: Test set (n=176). 

2.4 预测模型的临床价值及独立性研究 

绘制 ROC 曲线，对临床特征（风险评分、年龄、性别、肿瘤分级、分期等）的诊断价值作比较。结果

显示，风险评分的 AUC 值是 0.758(95%CI 0.688~0.828)，而肿瘤分期的 AUC 值是 0.630(95%CI 0.560~0.700)，

表明该预后模型在这些临床特征中具有良好的预测价值（图 3A）。再分年绘制该风险评分的 ROC 曲线，1、

3、5 年的 AUC 值分别为 0.689(95%CI 0.612~0.766)、0.758(95%CI 0.688~0.828)和 0.815(95%CI 0.701~0.929)



（图 3B），进一步验证了该模型的预测具有时间维度上的广泛适应性。C-index 分析表明在预测结果与观

察结果相一致的概率方面，风险评分的预测能力要强于年龄、性别、肿瘤分级和分期（图 3C）。综合考

虑年龄、性别、TMN 分期、肿瘤分级和风险评分，绘制列线图（图 4A）。在基于每个患者的的特征计算

风险评分后，获得 Nomo risk，基于列线图风险评分，进行 ROC 验证。临床特征 ROC 曲线中，风险评分的

AUC 值是 0.757 (95%CI 0.682~0.832)（图 4B），在时序 ROC 曲线中，1、3、5 年的 AUC 值分别为 

0.685(95%CI 0.608~0.762)、0.757(95%CI 0.682~0.832)和 0.814(95%CI 0.700~0.928)（图 4C）。表明这一套

基于列线图的风险评分可以很好的用于预测个人生存概率。校准曲线显示列线图预测准确，具有良好的校

准度和区分度。（图 4D）。 

 

图 3  预后模型的临床价值评价 

Fig.3  Evaluation of the clinical value of the prognostic model 

A: The ROC curves for multiple clinical characteristics; B: The ROC curves for risk scores at 1, 3 and 5 years; C: The 

C-index of risk scores for multiple clinical characteristics. 

 



 

图 4 胃癌患者预后模型的个体化预测 

Fig.4  Individualized prediction for the prognostic model of gastric cancer patients 

A: A nomogram derived from clinical variables; B: Clinical characteristics of the ROC curve of the risk score derived 

from the nomogram; C: The time-series ROC curve of the risk score of the nomogram; D: Calibration curve for 

predicting survival time; *P<0.05, ***P<0.001 vs Null hypothesis. 

2.5 基因集富集分析 

基因集富集分析发现，钙信号通路相关基因集、扩张型心肌病相关基因集、焦点黏附信号相关基因集、

肥厚型心肌病相关基因集、神经活性配体-受体相互作用相关基因集在高风险组显著富集（图 5A），这些

基因集可能是通过调节肿瘤微环境，释放微小物质造成组织纤维化、炎症反应，进而促使癌细胞增殖、迁

徙、侵袭。而在低风险组中，显著富集氨基酰基-tRNA 生物合成、细胞周期、DNA 复制、嗅觉传导、剪接

体等相关基因集，表明 DNA 损伤和压力负荷较轻，细胞更接近正常生理状态，能够正常发挥功能的胃癌

患者预后较好（图 5B）。 



 

图 5  基因富集分析 

Fig.5  Gene set enrichment analysis  

A: Gene set enrichment analysis of the high-risk group; B: Gene set enrichment analysis of the low-risk group. 

2.6 免疫浸润分析及基因表达情况 

在 ESTIMATE 分析中，高低风险组，在基质评分、免疫评分和肿瘤纯度上都存在差异，基质评分和肿

瘤纯度更显著（P < 0.05，图 6A）；参考肿瘤微环境中的免疫细胞，高低风险组的共刺激分子识别抗原呈

递细胞、肥大细胞、中性粒细胞、副炎症、I 型干扰素响应、II 型干扰素响应等免疫功能具有较大差异（图

6B-6D）。 



 

图 6  免疫相关分析 

Fig.6  Immune-related analysis 

A: Immune microenvironment scores of the high-risk and low-risk groups; B: Differences in the content of 

immune cells between the high-risk and low-risk groups; C: Differences in immune cells between high-risk and 

low-risk groups; D: Differences in immune function between the high-risk and low-risk groups; * P<0.05, ** 

P<0.01, *** P<0.001 vs Low-risk group. 

2.7 RT-q PCR 检测情况 

本研究收集了 12 对样本，每一对都是对应的胃癌患者的肿瘤组织和癌旁正常胃组织。在 12 种 LncRNA

中，根据得到的预后模型，选择风险系数大、P 值低的 2 种 LncRNA，AC104758.1 和 TTC3-AS1 做 RT-q PCR

检测。在分析中，将癌旁正常胃组织的 AC104758.1 和 TTC3-AS1 的表达定为 1。在胃癌组织里，AC104758.1

和 TTC3-AS1 的表达量高于正常组织，差异有统计学意义（均 P<0.001，图 7）。 



 

图 7  RT-qPCR 结果 

Fig.7  RT-qPCR results 

A: The expression level of AC104758.1 in gastric tissue; B: The expression level of TTC3-AS1 in gastric tissue; a: 

Adjacent non-cancerous tissue group; b: Gastric tumor tissue group; ***P < 0.001 vs Adjacent non-cancerous 

tissue 

2.8 LncRNA 在不同肿瘤细胞系的表达情况 

对下载的 CCLE 数据库表达数据处理，制作箱线图（图 8A、8B），显示了 AC104758.1、TTC3-AS1

在不同肿瘤细胞系中的表达情况。在同一类癌症的不同肿瘤细胞系中，表达量有较大差异。胃癌的箱体上

下较高，同时存在离群值，说明在胃癌的不同肿瘤细胞中，AC104758.1、TTC3-AS1 表达量差异明显。 

 

图 8 LncRNA 在不同肿瘤细胞系中的表达情况 

Fig.8 The expression of LncRNA in different tumor cell lines 

A: The expression of AC104758.1 in different tumor cell lines; B: The expression status of TTC3-AS1 in different 



tumor cell lines. 

 

 

3 讨论 

胃癌的治疗方案多样，具体方案取决于分期和患者状况。早期胃癌通过微创手术或内镜切除预后良好，

而局部进展期患者通常需手术联合围手术期化疗以降低复发风险。分期密切相关患者预后，早期胃癌 5 年

生存率超 90%，但晚期患者生存期较短。综合治疗和个体化方案对改善预后至关重要[2]。lncRNA 是一类

能够调控癌细胞生长、发育和存活的非编码 RNA 分子，在肿瘤发生发展的各个环节发挥重要作用，被认为

是肿瘤诊断和预后的新型生物标志物[6-7]。NETosis 是一种由中性粒细胞触发的程序性死亡方式，通过中性

粒细胞激活、信号转导与酶激活、染色质解聚、细胞膜破裂与网状结构（neutrophil extracellular traps,NETs）

释放、捕猎与杀伤这些核心过程，在免疫防御等方面产生积极作用。但是失控的 NETosis 对于癌症预后有

着不利的影响，在肿瘤微环境中，NETs 可以促进肿瘤转移、形成转移前微环境并抑制免疫细胞活性[3，4，8]。 

LncRNA 已被证实广泛参与胃癌的预后调控。本研究通过系统筛选，获得 12 个与 NETosis 相关的预后

LncRNA，并据此构建风险评分模型[9]。该模型中多个 LncRNA 的功能已有文献支持：SCAT8 可调控胃肠

道肿瘤微环境及炎症进程[10-11]；AC103563.7 与肾细胞癌微环境变化相关[12]；AC245041.1 和 TTC3-AS1 均

被报道与胃癌预后及细胞侵袭迁移有关[13-14]；LINC01829 和 LINC01842 分别参与结肠腺癌免疫微环境浸润

及肺腺癌发生调控[15-16]；AC144548.1 与椎间盘退变及纤维化炎症相关[17]；C3orf36 则涉及胃癌缺氧应激、

免疫微环境重塑及血管生成[18]。上述 8 个 LncRNA 均与肿瘤微环境及炎症反应密切相关，既验证了本研究

结果与 NETosis 这一细胞死亡方式在机制上的关联，也进一步表明其在癌症预后评估中的重要价值。生存

分析基于 NETosis 相关 LncRNA 的风险评分，在训练集与测试集中能够显著区分高低风险患者，验证了模

型的广泛适用性。ROC 曲线和 C-index 的结果表明，本研究风险评分模型在预测的准确性上优于传统的临

床指标，包括肿瘤分期指标，具有重要临床意义。传统 TNM 分期是治疗决策和预后评估的重要标准，但

是 TMN 分期无法精准反映肿瘤的生物学异质性，通过风险评分模型补充分子信息，能够为胃癌患者提供

更加个体化的风险评估方法。基因集富集分析揭示了，高风险组主要富集于钙信号通路、焦点黏附通路相

关基因集，这些信号通路的激活与肿瘤细胞侵袭性增强相关；而低风险组则富集于细胞周期、DNA 修复相

关基因集，能够反映出其具有较为完整的细胞功能，解释了这一分组较好的生存结局。RT-qPCR 实验，选

择验证了风险系数大和 p 值低的关键 LncRNA（AC104758.1 和 TTC3-AS1），发现它们在胃癌组织中高表

达，验证了模型的生物学合理性。CCLE 数据库的分析，显示 LncRNA 在不同胃癌细胞系中的差异性表达，

提示其具备作为胃癌亚型分型的潜力，同时也可能作为潜在的治疗靶点。 

NETosis 机制与胃癌预后密切相关。基于 NETosis 相关 LncRNA 表达谱的胃癌亚型分型，未来有望辅



助传统 TNM 分期，提升预后判断和治疗反应预测的准确性。该分型可反映不同患者免疫微环境特征及对

化疗、免疫疗法的敏感性差异，为个体化治疗提供依据。此外，部分 NETosis 相关 LncRNA 不仅可作为预

后生物标志物，也具有治疗靶点潜力。通过干预肿瘤相关中性粒细胞胞外诱捕网（NETs）的形成，或许能

够逆转免疫抑制微环境，增强抗肿瘤免疫效应，从而改善患者生存结局。目前，本研究已经在训练集和测

试集中验证了模型的有效性，但 LncRNA 和 NETosis 通路模型还缺乏外部验证，尤其是来自独立数据集的

验证；不同实验条件、平台和数据处理方法可能会影响模型的稳定性。因此，后续研究应当在外部数据集

上进一步验证模型的预后价值，确保风险预后模型的广泛适应性。同时考虑到肿瘤免疫微环境的复杂性，

未来可以通过免疫组学方法[19]，进一步探讨不同 LncRNA 调控下免疫微环境的变化，揭示免疫逃逸和免疫

抑制的机制。 
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