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摘  要 

背景：三级淋巴样结构(Tertiary lymphoid structure, TLS)是影响肝癌患者预后和免疫治疗的异位淋巴

样聚集体，是肿瘤免疫治疗的新方向。长链非编码RNA (Long non-coding RNA, lncRNA)通过影响细胞

生物学功能，在肝细胞癌的发生发展中起决定性作用。然而，TLS相关lncRNA在肝细胞癌调控中的作用

尚不清楚。方法：本研究分析了该模型在肝癌预后中的作用，首先从癌症基因组图谱(TCGA)下载测序数

据、突变数据和临床相关数据。然后，将数据随机分为训练组和验证组，使用训练组训练模型，使用验

证组和TCGA全队列进行验证。接着，本研究采用生物信息学方法构建HCC患者TLS相关预后模型。最后，

对该预后模型进行免疫相关分析、GSEA富集分析、肿瘤突变负担、TIDE预测和化疗药物预测。结果：

本研究建立了HCC患者的TLS相关预后特征(PSMB8-AS1、AL365361.1、LINC01011、AC026356.1)，
分析了高风险评分组、低风险评分组间的差异，并证实其影响患者预后。结论：在HCC中，TLS相关的

lncRNA预后模型可以预测HCC患者的临床结局，指导后续治疗。 
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Abstract 
Background: Tertiary lymphoid structure (TLS) is an ectopic lymphoid aggregate that affects the 
prognosis and immunotherapy of patients with liver cancer, and is a new direction of tumor im-
munotherapy. Long non-coding RNA (lncRNA) plays a decisive role in the occurrence and devel-
opment of hepatocellular carcinoma by influencing cell biological functions. However, the role of 
TLS-associated lncRNA in the regulation of hepatocellular carcinoma remains unclear. Methods: 
This study analyzed the role of this model in liver cancer prognosis by first downloading sequenc-
ing, mutation, and clinically relevant data from the Cancer Genome Atlas (TCGA). Then, the data 
was randomly divided into a training group and a validation group, the training group was used to 
train the model, and the validation group and the TCGA full cohort were used for validation. Then, 
bioinformatics was used to construct TLS-related prognostic models for HCC patients. Finally, 
immune correlation analysis, GSEA enrichment analysis, tumor mutation burden, TIDE prediction 
and chemotherapy drug prediction were performed for the prognostic model. Results: In this 
study, TLS-related prognostic characteristics of HCC patients (PSMB8-AS1, AL365361.1, LINC01011, 
AC026356.1) were established, and the differences between high-risk and low-risk groups were 
analyzed, and the influence of TLS on patient prognosis was confirmed. Conclusion: In HCC, 
TLS-related lncRNA prognostic model can predict the clinical outcome of HCC patients and guide 
subsequent treatment. 
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1. 介绍 

肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, HCC)是原发性肝脏肿瘤的主要病因，占总数的 90%以上，其发病

率居世界第六位，死亡率居世界第三位[1] [2]。HCC 具有病死率高、恶性程度高、早期诊断率低、转移

复发率高的特点[3]。近年来，从单药靶向治疗(索拉非尼或乐伐替尼)，到免疫检查点抑制剂(immune 
checkpoint inhibitor, ICI)联合靶向治疗(阿替利珠单抗 + 贝伐珠单抗)，再到包括分子靶向单药治疗(如多

纳非尼)，包括免疫肿瘤单药治疗(如德瓦鲁单抗)和联合治疗(如德瓦鲁单抗 + 曲美木单抗)在内的新的全

身疗法，靶向治疗和 ICI 治疗在 HCC 的治疗中取得了重大进展[4] [5]。然而，由于 HCC 的高度异质性，

仍有相当比例的 HCC 患者生存率较低且缺乏有效的治疗[6]。因此，探索新的预后标志物从而提高 HCC
预后的预测的准确性具有重要意义。 

三级淋巴样结构(tertiary lymphoid structures, TLS)是存在于慢性炎症(包括肿瘤)部位的异位淋巴样聚

集体，主要由 B 细胞、T 细胞和树突状细胞组成。TLS 的存在与肿瘤患者生存率的提高和肿瘤免疫治疗
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的临床效果密切相关，是一种潜在的预后分子标志物[7] [8] [9]。在 HCC 中，TLS 的作用是有争议的。肿

瘤内 TLS (intratumoral TLS, iTLS)多与患者预后良好相关，而肿瘤周围 TLS (peritumoral TLS, pTLS)多与

患者预后不良相关[10] [11] [12]。 
长链非编码 RNA (long non-coding RNA, lncRNA)是一种长度超过 200 个核苷酸的自转录非编码 RNA，

可以影响细胞的生物学功能[13]。研究表明，不同的 lncRNA 在细胞代谢中发挥着不同的作用，常见的有

促进肿瘤生长、抑制肿瘤生长、调节免疫反应、增强肿瘤浸润淋巴细胞等[14]。在 HCC 中，lncRNA 在

肿瘤免疫微环境(tumor immune microenvironment, TME)、血管生成、上皮–间质转化(epithelial-mesenchymal 
transformation, EMT)、侵袭、转移、代谢等肿瘤发展和治疗的重要因素中发挥着不可或缺的作用[15]。然

而，TLS 相关 lncRNA 与 HCC 患者预后的相关性尚不充分。 
本研究在 HCC 患者中建立了与 TLS 相关的 lncRNA 预后特征，并将其纳入现有的临床病理特征和分

期体系中。同时探讨该预后模型与肿瘤免疫侵袭、肿瘤突变、药物敏感性的关系。综上所述，本研究探

索的预后模型对 HCC 患者具有潜在的预后价值，可以指导其个体化治疗。 

2. 材料和方法 

2.1. 数据收集和 TLS 相关 lncRNA 鉴定 

本研究中涉及 HCC 患者的转录组、临床和突变数据皆来自癌症基因组图谱(TCGA,  
https://www.cancer.gov/)。将临床病理类型定义为肝细胞癌(hepatocellular carcinoma, NOS)，排除生存期小

于 3 天或生存期不确定的 HCC 患者后，共纳入 348 例 TCGA-LIHC 患者进行后续分析。由于本研究使用

的 TCGA 数据均为公开数据，故不需要伦理委员会的批准。 
本研究根据已发表的文献，鉴定出 12 个与 TLS 相关的趋化因子[16]。然后，基于 RNA 表达水平，

采用斯皮尔曼等级相关系数进行共表达分析，本研究设置绝对值 > 0.3，P 值 < 0.001，鉴定出 12 种趋化

因子相关的 lncRNA。 

2.2. TLS 相关预后模型的构建与验证 

本研究采用 R 包“caret”，将 348 例来自 TCGA 网站的 HCC 患者按 5:5 的比例随机分为训练组(n = 
174)和验证组(n = 174)，同时将所有 348 例 HCC 患者均视为 TCGA 全队列。本研究采用训练组构建预后

模型，并采用验证组和 TCGA 全队列验证模型的稳定性。 
本研究首先采用单变量 COX 回归分析筛选与 HCC 患者总生存期(overall survival, OS)相关的

lncRNA，并进一步采用最小绝对收缩和选择算子(least absolute shrinkage and selection operator, LASSO)进
行降维。最后，采用多变量 COX 法获取与 HCC 患者独立预后相关的 lncRNA，并根据其表达谱构建模

型。得到 HCC 患者 TLS 相关预后模型的风险评分公式如下： 

1
*

n

i icoef x=∑风险评分  

在本列式中， iCoef 和 ix 分别表示多变量 COX 回归分析的估计系数和对应的 lncRNA 表达水平。然

后使用训练组的中位风险评分将所有患者分为高风险评分组和低风险评分组。 
本研究将采用以下方法对训练组、验证组和TCGA全队列进行验证。采用卡普兰–迈耶(Kaplan-Meier, 

KM)曲线比较两组患者的生存时间，采用多指标受试者工作特征(receiver operating characteristic, ROC)曲
线验证模型预测预后的能力。最后，研究通过风险曲线、生存状态分布图和风险基因表达谱热图进一步

验证预后模型的可靠性。 
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2.3. TLS 相关预后模型的临床病理参数分析 

本研究通过单因素 COX 和多因素 COX 回归分析，结合年龄、性别、肿瘤组织学分级、病理分期、

甲胎蛋白(AFP)等临床病理因素，探讨 TLS 相关预后模型是否为 HCC 的独立预后指标。采用 R 包“rms”、
“replot”绘制与 TLS 相关预后模型的临床病理图，并绘制校正曲线，验证图预测与识别结果的相关性[17]。 

2.4. TLS 相关预后模型的富集分析 

本研究通过对高风险评分组和低风险评分组进行差异分析，并利用 R 包“clusterprofiler”对差异表

达基因进行富集分析，探讨了高风险评分组和低风险评分组之间的信号通路及其生物学作用[18]。 

2.5. TLS 相关预后模型的突变分析及生存分析 

本研究采用 R 包“maftools”评价和比较高风险评分组和低风险评分组 HCC 患者的肿瘤突变负担

(tumor mutation burden, TMB)评分，采用 R 包“ggpubr”和“limma”分析和比较两组患者的预后和肿瘤

突变[19]。 

2.6. TLS 相关预后模型的免疫浸润分析 

本研究探讨了 TLS 相关的 lncRNA 预后模型对 TME 的影响。首先，使用 ESTIMATE 算法计算 HCC
患者的基质评分、免疫评分和 ESTIMATE 评分[20]。计算高风险评分组与低风险评分组之间的差异，并

采用 CIBERSORT 算法研究高风险评分组与低风险评分组之间 22 种肿瘤浸润免疫细胞的浸润差异[21]。 

2.7. TLS 相关预后模型的 TIDE 预测及化疗 

本研究使用肿瘤免疫功能障碍和排斥(TIDE, http://tide.dfci.harvard.edu)应用来预测对治疗的免疫反应

[22]，并利用肿瘤药物敏感性基因组学(GDSC, https://www.cancerrxgene.org/)数据预测化疗 HCC 患者，并

采用半最大抑制浓度指数(IC50)反应评价[23] [24]。 

2.8. 统计分析 

本研究所有数据均使用 R 软件(V.4.2.2, http://www.R-project.org)获取。做一个分析。KM 曲线用于比

较不同组间的生存差异，曼–惠特尼 U 检验用于比较得分差异。所有 P 值均为双尾。在本研究中，无特

殊解释，默认 P < 0.05 具有统计学意义。 

3. 结果 

3.1. HCC 患者中 TLS 相关 lncRNA 的鉴定 

本研究从已发表的文献中获得了 12 个与 TLS 相关的趋化因子。使用 STRING 数据库

(http://cn.string-db.org)中的蛋白质–蛋白质相互作用(protein-protein interaction, PPI)网络分析探索了 12 种

趋化因子之间的关联(图 1(a))。通过共表达分析，本研究共获得了 128 个与 12 个趋化因子相关的 lncRNA 
(图 1(b))。 

3.2. TLS 相关 lncRNA 预后模型的构建与验证 

首先，将 348 例患者随机分为训练集(n = 174)和测试集(n = 174)。然后，通过单因素 COX 回归分析，

获得 11 个与 HCC 患者 OS 相关的 lncRNA，通过 LASSO 分析进行降维，纳入 4 个与 TLS 相关的 lncRNA 
(图 2(a)，图 2(b))。最后通过多变量 COX 回归分析，获得 4 个与独立预后相关的 lncRNA，并根据其表达

谱构建 HCC 患者预后模型。模型公式如下： 

https://doi.org/10.12677/acm.2023.13102169
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( ) ( )PSMB8 AS1* 0.6454 AL365361.1* 1.2503

LINC01011*0.9100 AC026356.1*1.7499

= − − + −

+ +

风险评分
 

 

 
(a) 与 TLS 相关的 12 种趋化因子之间的蛋白相互作用；(b) TLS 相关 lncRNA 共表达分析。 

Figure 1. The 12 chemokines and related lncRNA associated with TLS were obtained 
图 1. 获取 TLS 相关的 12 种趋化因子及相关 lncRNA 
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(a) 通过十倍交叉验证选择最优车削参数(log λ)。(b) 在十倍交叉验证选择的值处绘制 OS 相关 lncRNA 的 Lasso 系数

分布图和虚垂直线。(c)~(e) 采用风险评分对训练组、验证组和 TCGA全队列患者OS 的KM 生存曲线进行排序。(f)~(h) 
训练组、验证组和 TCGA 全队列 1、3、5 年生存率预测的曲线下面积(Area Under Curve, AUC)。(i)~(k) 高、低风险

评分组在训练组、验证组及 TCGA 全队列中 4 种 lncRNA 的风险评分、生存状况及热图。 

Figure 2. Prognostic characteristics of four TLS-associated lncRNA in TCGA training group, validation group, and TCGA 
full cohort 
图 2. TCGA 训练组、验证组和 TCGA 全队列中 4 个 TLS 相关 lncRNA 风险评分分析的预后特征 

 
根据训练组的中位风险评分将患者分为高风险评分组和低风险评分组。KM 生存曲线结果显示，低

风险评分组总生存时间更长(图 2(c)~(e))。风险评分和生存时间分布由风险曲线、生存状态分布图和风险

基因表达谱热图表示(图 2(f)~(h))。此外，在时间 ROC 中，1 年(AUC = 0.718)、3 年(AUC = 0.774)和 5 年

(AUC = 0.777)特征是更强的生存预测因子(图 2(i)~(k))。验证组和 TCGA 全队列的结果验证了我们的模型

具有较高的应用价值和可靠性。 

3.3. TLS 相关预后模型的临床病理参数分析 

在本研究中，单因素和多因素 COX 回归分析显示，无论在训练组、验证组还是 TCGA 全队列中，

TLS 风险评分和分期都是 HCC 患者的独立预后因素(图 3(a)~(f))。在 TCGA 全队列中，高风险评分组和

低风险评分组在早期和晚期的生存时间不同(图 3(g)，图 3(h))，进而实现 HCC 患者预后的个性化预测。

通过对标定图的生存描述，结果表明所构建的列线图具有较好的预测效果(图 3(i)，图 3(j))。 

3.4. TLS 相关预后模型的富集分析 

本研究中，GSEA 富集分析结果显示，GO 中“染色体组织”、“消化”、“外包结构”、“微管_
细胞骨架组织”、“细胞器裂变”显著富集(图 4(a))，KEGG 中“细胞 ECM 受体相互作用、神经活性配

体受体相互作用”、“癌症途径”和“核糖体”显著富集(图 4(b))。综上所述，肿瘤免疫微环境对 HCC
至关重要，TLS 相关风险评分可能与肿瘤免疫微环境密切相关。 

3.5. TLS 相关预后模型的突变分析及生存分析 

本研究对 TCGA 全队列进行了探讨。瀑布图显示，高风险评分组 TP53 和 CRNNB1 突变数量高于低

风险评分组(图 5(a)，图 5(b))。然后，高风险评分组和低风险评分组 TMB 评价结果显示，高风险评分组

与低风险评分组的 TMB 无显著差异(P = 0.84) (图 5(c))。相反，高突变负荷组与低突变负荷组患者生存率

差异有统计学意义(P = 0.043)。低突变载量组预后较好(图 5(d))。接下来，将肿瘤突变负担和样本风险分 
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(a)~(f) 森林图对应的单因素 COX 回归分析和多因素 COX 回归分析在训练、测试和 TCGA 全集中的 P 值；(g)~(h) 早
期和晚期患者生存曲线；(j) 预测 1 年、2 年和 3 年 OS 的列线图；(i) 标定图。 

Figure 3. Independent prognostic value of TCGA whole-cohort risk model and nomogram construction 
图 3. TCGA 全队列风险模型及列线图构建的独立预后价值 
 

 
Figure 4. TCGA enrichment analysis. Significantly enriched GSEA terms 
图 4. TCGA 富集分析。显著富集的 GSEA 项 
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(a) 瀑布图显示了高危评分组中突变频率最高的前 15 个基因。(b) 瀑布图显示了低风险评分组中突变频率最高的前

15 个基因。(c) 条形图显示了高风险评分组和低风险评分组之间的 TMB。(d) Kaplan-Meier 曲线分析显示根据 TMB
和危险组分类的患者的生存差异。(e) TMB 与患者风险的联合生存分析；每一列代表单个患者，上面的条形图显示

TMB，右边的数字表示每个基因的突变频率，右边的柱状图表示每种变异类型的比例。 

Figure 5. Somatic mutations and TMB risk characteristics in a full cohort of TCGA patients 
图 5. TCGA 全队列患者的体细胞突变和 TMB 风险特征 

 
组进行联合生存分析，结果显示四组患者的生存差异(P < 001) (图 5(e))。 

3.6. 与 TLS 相关的预后模型相关的免疫分析 

本研究探讨了 TLS 相关风险模型的免疫方面。ESTIMATE 算法分析显示，免疫评分、基质评分和

ESTIMATE 评分与风险评分呈负相关(图 6(a))。CIBERSORT 算法分析显示，在幼稚 B 细胞、浆细胞、

CD8T 细胞、T 滤泡辅助细胞和单核细胞中，低风险评分组丰度高于高风险评分组，相反，在 M0 和 M2
巨噬细胞中，高风险评分组丰度高于低风险评分组(图 6(b)，图 6(c))。 

3.7. 风险特征与药物敏感性的关系 

TIDE 网站在本研究中用于预测 HCC 患者的治疗结果。结果显示，高风险评分组与低风险评分组差

异有统计学意义，高风险评分患者免疫逃避潜力高，免疫治疗效果差(图 7(a))。其次，药敏结果显示，5-
氟尿嘧啶、吉非替尼、索拉非尼、雷帕霉素、吉西他滨等 HCC 常用化疗药物在高危组和低危组间差异有
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统计学意义。索拉非尼、雷帕霉素和吉西他滨对高危 HCC 患者更有效，5-氟尿嘧啶和吉非替尼对低风险

评分组 HCC 患者更有效(图 7(b)~(f))。 
 

 

 
(a) ESTIMATE 算法显示免疫浸润在高风险评分组和低风险评分组的差异。(b) CIBERSORT 算法显示免疫浸润在高

风险评分组和低风险评分组的差异。(c) CIBERSORT 直方图显示了不同免疫细胞在高风险评分组和低风险评分组中

的比例。 

Figure 6. Immune exploration of the whole TCGA cohort 
图 6. TCGA 全队列的免疫探索 
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(a) TCGA 数据集的 TIDE 评价相关性分析。筛选 HCC 的潜在药物。两组药物敏感性差异较大的 5 种药物：5-氟尿嘧

啶(b)、吉非替尼(c)、索拉非尼(d)、雷帕霉素(e)、吉西他滨(f)。 

Figure 7. Drug sensitivity analysis of the whole TCGA cohort 
图 7. TCGA 全队列的药物敏感性分析 

4. 讨论 

HCC 是最常见的原发性肝脏肿瘤类型[1]。由于肝脏位于右上腹部深部，早期 HCC 患者多无明显症

状，多在入院后才发现，出现晚期症状。然而，手术切除、肝移植、射频消融等治疗方法大多不适用于

晚期 HCC 患者[25] [26]。近年来，免疫疗法在癌症的治疗中逐渐兴起，在肝癌的治疗中也取得了新的发

展和突破。然而，HCC 患者的生存时间并没有明显改善，现有的研究对控制免疫反应和免疫逃避的分子

基础仍缺乏了解[27]。目前，在临床上常见的 HCC 生物标志物，如甲胎蛋白，大多用于诊断，而不是用

于治疗或预后[28]。因此，在临床实践中仍然缺乏一种能够同时用于诊断、治疗和预后的有效生物标志物。

文献表明，与单一生物标志物相比，将多个生物标志物组合成一个共同的模型可以显著提高其准确性[29]。 
TME 是肿瘤存在的细胞环境，由内皮细胞、免疫细胞和与肿瘤细胞相互作用的基质细胞组成。TME

的存在对肿瘤的发生发展有着巨大的影响，肿瘤的发展和治疗也会引起TME的变化[30]。TLS存在于TME
中，是 TME 的重要组成部分，在肿瘤的诊断和治疗中起着举足轻重的作用[31] [32]。在 HCC 中，TLS
的存在具有不同的作用。对于 iTLS，Calderaro 等人发现 iTLS 与肝细胞癌手术切除后早期复发的风险相

关[10]。同时，Finkin 等研究表明 pTLS 与晚期 HCC 复发风险相关，与 HCC 患者肝切除术后预后呈负相

关[33]。目前，关于 TLS 对 HCC 作用的研究多局限于细胞水平，缺乏基因水平的相关探索。文献表明

lncRNA 在 TME 中起着非常重要的作用。如 Huang 等人发现 lncRNA 可作为生物标志物刺激 T 调节性细

胞分化，从而促进 HCC 细胞的免疫逃逸[34]。就现有研究来讲，lncRNA 在 TLS 中的研究还比较缺乏。 
本研究通过分析与 HCC 预后相关的 TLS 相关的 12 种趋化因子的表达，获得了 TLS 相关的 lncRNA，

并在此基础上构建了 HCC 预后模型。多因素 Cox 分析显示，TLS 相关的 lncRNA 预后模型是 HCC 的独

立预后因素。然后，为了提高预后模型的临床应用，本研究将预后模型分组并结合临床因素构建列线图。

结果表明，该模型具有较好的预测能力。 
癌症在遗传上是不稳定的，基因突变导致癌症的发生和发展[35]。在本研究中，我们发现两个基因

TP53 和 CTNNB1 在高危评分样本中有更多的突变。TP53 是 HCC 中最常见的突变基因之一，影响细胞

凋亡和细胞周期[36]。文献显示，TP53 突变是导致肿瘤进展的主要基因之一，TP53 突变与 HCC 患者较

差的生存率相关[37]。CTNNB1 也是一种致癌基因，其突变激活致癌 Wnt/β-catenin 通路，因此在 HCC 的

代谢调节中起关键作用[38]。 
本研究对 TLS 相关 lncRNA 预后模型的免疫学方面进行了探讨，结果显示，与高风险评分组相比，

低风险评分组 TME 评分较高，肿瘤纯度较低，同时低风险评分组在大多数免疫细胞中丰度较高，提示该
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预后模型在肿瘤免疫治疗中的潜力。然后，本研究采用 TIDE 算法探讨 TLS 相关 lncRNA 预后模型与免

疫治疗反应的相关性。TIDE 评分越高，T 细胞功能障碍越严重，免疫治疗反应越低[39]。 
在这项研究中，低风险评分组比高风险评分组有更多潜在的免疫治疗应答。结果显示，与高风险评

分组相比，低风险评分组有更多潜在的免疫治疗应答者。在化疗药物方面，索拉非尼、雷帕霉素、吉西

他滨在低风险评分组的抑制浓度(IC50)较低，说明这些药物对高风险评分组患者更敏感。5-氟尿嘧啶和吉

非替尼的抑制浓度(IC50)较低，说明这些药物对低风险评分组患者更敏感。总体而言，TLS 相关 lncRNA
标记物具有预测免疫治疗反应和靶向药物敏感性的潜力。 

本研究有一定的局限性。由于只使用了 TCGA 数据，因此缺乏另一个具有匹配 lncRNA 的外部公共

数据集进行验证。同时，本研究也证明了生物信息学中预后模型对免疫治疗反应的潜在预测能力，需要

进一步的临床试验来验证其性能。 

5. 结论 

综上所述，本研究建立了一种针对 HCC 有效的 TLS 相关 lncRNA 预后模型，具有良好的敏感性和特

异性，可以预测 HCC 患者的生存状态。同时，本研究揭示了该模型在分子水平上的功能。结果表明，与

TLS 相关的预后模型可以为 HCC 患者的个性化治疗提供指导，并有助于评估 HCC 患者靶向治疗和免疫

治疗的有效性。 
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