LncRNA MALAT1、外周血炎症复合指标与T1期非小细胞肺癌纵隔淋巴结转移的相关性研究
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摘要 目的：探究长链非编码核糖核酸（Long noncoding RNA，LncRNA)转移相关肺腺癌转录本1（Metastasis associated lung adenocarcinoma transcript 1，MALAT1)与外周血炎症复合指标在非小细胞肺癌（Non-small cell lung cancer，NSCLC）发生淋巴结转移之间的相关性。方法：选取2022年3月至2025年2月期间在我院心胸外科就诊的120例T1期NSCLC患者作为研究对象，按照患者是N1期还是N0期将其分为转移组（n=26）和非转移组（n=94）。对比两组患者在LncRNA MALAT1以及外周血炎症复合指标方面的差异，检测各个指标在诊断NSCLC发生纵隔淋巴结转移方面的效能，同时检测LncRNA MALAT1与外周血炎症复合指标之间的相关性。结果：转移组患者术前的血清LncRNA MALAT1水平、中性粒细胞与淋巴细胞比率（Neutrophil-to-lymphocyte，NLR）、血小板与淋巴细胞比率（Platelet-to-lymphocyte，PLR）均明显高于非转移组（P＜0.05），转移组患者术前的淋巴细胞与单核细胞比率（Lymphocyte-to-monocyte，LMR）明显低于非转移组（P＜0.05）。在受试者工作特征曲线（Receiver operating characteristic curve，ROC）中，LncRNA MALAT1的曲线下面积（Area under the curve，AUC）为0.9124（95%置信区间（Confidence interval，CI）=0.8593～0.9656），NLR的AUC为0.9358（95%CI=0.8905~0.9810），LMR的AUC为0.8601（95%CI=0.7801~0.9400），PLR的AUC为0.8187（95%CI=0.7116~0.9258），对NSCLC淋巴结转移均具有较高诊断效能。转移组患者术前血清 LncRNA MALAT1水平与NLR、LMR以及PLR水平均呈正相关（P＜0.05）。结论：LncRNA MALAT1与外周血炎症复合指标在预测T1期NSCLC发生淋巴结转移方面具备良好的诊断效能，同时LncRNA MALAT1与外周血炎症复合指标之间呈正相关。
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Correlation study of LncRNA MALAT1 and peripheral blood inflammatory composite indicators with mediastinal lymph node metastasis in stage T1 non - small cell lung cancer
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Abstract Objective: To explore the correlation between long noncoding RNA(LncRNA) metastasis associated lung adenocarcinoma transcript 1(MALAT1) and peripheral blood inflammatory composite indicators in lymph node metastasis of non-small cell lung cancer (NSCLC). Methods: A total of 120 patients with stage T1 NSCLC who visited the Department of Cardiothoracic Surgery in our hospital from March 2022 to February 2025 were selected as the research subjects. They were divided into the metastasis group (n = 26) and the non - metastasis group (n = 94) according to whether they were in stage N1 or N0. The differences in LncRNA MALAT1 and peripheral blood inflammatory composite indicators between the two groups were compared. The efficacy of each indicator in diagnosing mediastinal lymph node metastasis of NSCLC was detected. Meanwhile, the correlation between LncRNA MALAT1 and peripheral blood inflammatory composite indicators was detected. Results: The preoperative serum levels of LncRNA MALAT1, neutrophil - to - lymphocyte ratio (NLR), and platelet - to - lymphocyte ratio (PLR) in the metastasis group were significantly higher than those in the non - metastasis group (P<0.05), and the preoperative lymphocyte - to - monocyte ratio (LMR) in the metastasis group was significantly lower than that in the non - metastasis group (P<0.05). In the receiver operating characteristic curve (ROC), the area under the curve (AUC) of LncRNA MALAT1 was 0.9124 (95% confidence interval (CI) = 0.8593 - 0.9656), the AUC of NLR was 0.9358 (95%CI = 0.8905 - 0.9810), the AUC of LMR was 0.8601 (95%CI = 0.7801 - 0.9400), and the AUC of PLR was 0.8187 (95%CI = 0.7116 - 0.9258), all of which had high diagnostic efficacy for NSCLC lymph node metastasis. The preoperative serum level of LncRNA MALAT1 in the metastasis group was positively correlated with the levels of NLR, LMR, and PLR (P<0.05). Conclusion: LncRNA MALAT1 and peripheral blood inflammatory composite indicators have good diagnostic efficacy in predicting lymph node metastasis of stage T1 NSCLC, and there is a positive correlation between LncRNA MALAT1 and peripheral blood inflammatory composite indicators.
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恶性肿瘤的发生率在逐年攀升，严重威胁人们的生命安全。目前，原发性肺癌已成为我国发生率最高的癌症，据相关数据统计，2022年我国肺癌总发病人口为106万，死亡73.3万，占所有癌症相关死亡人口的28.5%，位居所有恶性肿瘤死亡人数的第一位[1]。肺癌依据细胞病理形态主要分为小细胞肺癌和非小细胞肺癌（Non-small cell lung cancer, NSCLC），其中NSCLC是肺癌的主要类型，占所有肺癌病例的80%～85%，主要包括鳞癌、腺癌等病理类型[2]。肺癌的分型和分期直接影响肺癌患者的预后，肿瘤-淋巴结-转移（Tumor-node-metastasis, TNM）分期是国际通用的恶性肿瘤分期方法，其中T表示原发灶情况，N表示区域淋巴结受累情况，M表示是否存在远处转移，最终综合TNM分期将肺癌分为I～IV期，依据分期制定治疗方案是治疗肺癌的基本原则[3]。对纵隔淋巴结转移情况尽早进行评估对制定NSCLC治疗方案以及改善患者预后至关重要，目前判断纵隔淋巴结是否转移主要基于胸部计算机断层扫描（Computed tomography, CT）的影像结果以及支气管镜下穿刺淋巴结的病理结果，但穿刺操作的风险和创伤较大，所以亟需探索一种更为安全可靠的检测手段。长链非编码核糖核酸（Long noncoding RNA, LncRNA)是真核生物细胞内核苷酸数目超过200的非编码RNA，通过多种分子机制发挥基因表达的调控作用。其中，LncRNA转移相关肺腺癌转录本1（Metastasis associated lung adenocarcinoma transcript 1, MALAT1)是发现最早，研究最广泛的LncRNA之一，最早在NSCLC中被发现与肿瘤转移密切相关，能够调节肿瘤细胞的细胞周期与凋亡[4]。炎症反应与肿瘤的发生进展息息相关，肿瘤微环境的慢性炎症可以促进细胞突变同时促进心血管的生成，从而进一步加快肿瘤生长和转移。临床通常使用外周血炎症复合指标来评估患者体内的炎症水平，包括中性粒细胞与淋巴细胞比率（Neutrophil-to-lymphocyte, NLR）、淋巴细胞与单核细胞比率（Lymphocyte-to-monocyte, LMR）以及血小板与淋巴细胞比率（Platelet-to-lymphocyte, PLR）等，有相关研究发现炎症复合指标与恶性肿瘤的区域淋巴结转移密切相关[5]。本研究探讨了LncRNA MALAT1联合外周血炎症复合指标与NSCLC纵隔淋巴结转移的相关性，旨在为评估NSCLC纵隔淋巴结转移情况提供新的参考依据。

1. 材料与方法

1.1一般材料

选取2022年3月至2025年2月期间在我院心胸外科就诊的120例T1期NSCLC患者作为研究对象，按照患者是N1期还是N0期将其分为转移组（n=26）和非转移组（n=94）。转移组患者中男17人，女9人；年龄为40~72岁，平均年龄为52.3±4.6岁；其中腺癌16人，鳞癌10人。非转移组患者中男59人，女35人；年龄为42~73岁，平均年龄为52.9±4.3岁；其中腺癌50人，鳞癌44人。两组的年龄、性别、病理类型、TNM分期等一般资料差异无统计学意义（P＞0.05），具有可比性。本研究已通过医院伦理委员会审核，患者同意参与此次研究，并签署知情同意书。纳入标准：影像学检查和病理学检验均确诊为原发性NSCLC患者[6]；均接受病灶切除手术治疗，术中采样淋巴结送检，进行术后病理学检测；影像学和检验学指标完整可用；患者依从性良好，积极配合研究的各项要求。排除标准：患有其他脏器恶性肿瘤、血液系统恶性肿瘤以及贫血；严重的感染性疾病，脏器功能失代偿；患有其他肺部疾病，如肺部感染、肺不张、肺气肿等；术前接受过其他抗肿瘤治疗如放化疗、免疫治疗等；既往接受过肺部手术患者。
1.2方法

1.2.1收集资料
收集患者电子病历中的年龄、性别、肿瘤病理类型、肿瘤直径、肿瘤部位以及TNM分期等信息。收集患者术前血常规化验结果，保留其中中性粒细胞计数（Neutrophil，N）、淋巴细胞计数（Lymphocyte，L）、血小板计数（Platelet，P）、单核细胞计数（Monocyte，M）,计算NLR、LMR以及PLR；NLR=N/L, LMR=L/M, PLR=P/L。
1.2.2 RNA提取和逆转录
取500 μL患者血清，加入1500 μL Trizol试剂，以涡旋方式充分混匀15秒后在室温条件下静置5分钟。向上述混合液中加入0.2 mL氯仿，涡旋震荡直至溶液呈乳浊状。静置5分钟后，于4℃、12,000 rpm条件下离心15分钟。待分层后，收集上层含有RNA的水相400 μL，并转移至新的EP管中。随后，加入600μL异丙醇，充分混匀，室温静置10分钟后，再次于4℃、12,000 rpm条件下离心10分钟，获得RNA沉淀。使用1 mL 75%乙醇对RNA沉淀进行两次洗涤，每次均在4℃、7,500 rpm条件下离心5分钟。短暂离心以移除残留乙醇，在室温下干燥5分钟后，加入30 μL无RNase溶液溶解沉淀。测定RNA浓度（达到500 ~ 1000 ng·μL-1）及OD260/280值（在1.8 - 2.1之间），随后进行逆转录操作。

依次加入总RNA（1000 ng）、4μL的5x基因组DNA去除试剂，用无酶蒸馏水补足至总体积12 μL。将反应体系置于42℃孵育2分钟，以去除残留的DNA。在完成DNA去除后，直接加入4 μL HiScript II® QRT Super Mix II，充分混匀。设置反应条件为55℃反应15分钟（逆转录延伸反应），然后85℃反应50秒（酶失活），然后进行qPCR实验。

1.2.3实时荧光定量聚合酶链式反应（RT - qPCR）

运用RT - qPCR检测NSCLC患者血清中LncRNA MALAT1水平按照如下配比配制反应体系：2x SYBR Green Mix 10 μL、上游引物0.8 μL、下游引物0.8 μL、cDNA 2 μL以及无酶蒸馏水6.4 μL。上机反应条件设置：95℃预变性15分钟；进行45个循环，每个循环包括94℃变性15秒、55℃退火30秒、70℃延伸30秒；采用2−ΔΔCT法进行相对定量分析。引物序列信息如下：LncRNA MALAT1（上游引物为5′- ATCTCCGGAGCTGAGTCAGT - 3′，下游引物为5′ - CTATCTGGTACATCGGTAGG - 3′），内参GAPDH（上游引物为5′- GTACTTGCGTACACTGACAG - 3′，下游引物为5′ - AGTGTACGTCTAGACCCATG - 3′）。 

1.3 统计学方法

数据使用 SPSS 27.0 软件进行统计学分析。满足正态分布的计量资料以均数±标准差（(X±SD）表示，组间比较采用t检验；绘制ROC曲线来评估LncRNA MALAT1以及外周血炎症复合指标与非小细胞肺癌淋巴结转移的预测能力。使用Pearson相关分析方法分析LncRNA MALAT1和外周血炎症复合指标之间的相关性。P＜0.05 表示差异具有统计学意义。

2. 结果

2.1 两组患者血清LncRNA MALAT1水平比较

转移组患者术前的血清LncRNA MALAT1水平明显高于非转移组（P＜0.05），见表1。

	表 1 两组患者血清LncRNA MALAT1水平比较（(X±SD）

	组别
	例
	LncRNA MALAT1水平

	非转移组
	94
	10.43±3.99

	转移组
	26
	17.18±2.77*


注：与非转移组比较，*P＜0.05。

2.2 两组患者外周血炎症复合指标结果比较
    对比两组患者术前外周血炎症复合指标，转移组患者的NLR、PLR明显高于非转移组（P＜0.05）；转移组的LMR明显低于非转移组（P＜0.05），见表2。
	表 2 两组患者外周血炎症复合指标比较（(X±SD）

	组别
	例
	NLR
	LMR
	PLR

	非转移组
	94
	1.89±0.84
	7.34±2.39
	118.42±30.14

	转移组
	26
	3.59±0.92*
	4.11±1.83*
	165.59±42.24*


注：与非转移组比较，*P＜0.05。

2.3 LncRNA MALAT1以及外周血炎症复合指标对非小细胞肺癌纵隔淋巴结转移的预测价值
ROC曲线（见图1）中，LncRNA MALAT1的AUC为0.9124（95%CI=0.8593～0.9656），NLR的AUC为0.9358（95%CI=0.8905~0.9810），LMR的AUC为0.8601（95%CI=0.7801~0.9400），PLR的AUC为0.8187（95%CI=0.7116~0.9258），联合指标的AUC为0.9378（95%CI=0.8849～0.9907）。与单指标相比，联合指标对NSCLC淋巴结转移具有更高的预测效能。
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图1. ROC曲线
2.4转移组患者的LncRNA MALAT1以及外周血炎症复合指标的相关性

   相关性分析结果显示，转移组患者血清 LncRNA MALAT1水平与NLR、LMR以及PLR水平均呈正相关（P＜0.05），见表3。
	表3.   转移组患者血清LncRNA MALAT1与NLR、LMR以及PLR的相关性

	组别
	 LncRNA MALAT1

	
	r值
	p值

	NLR
	0.712
	0.006

	LMR
	0.628
	0.036

	PLR
	0.587
	0.044


3. 讨论

淋巴转移作为NSCLC转移的主要途径之一，是影响患者预后的重要因素.目前，临床用于评估NSCLC患者纵隔淋巴结转移情况的手段主要是胸部CT影像学检查[7]以及病理学检测，包括支气管镜下穿刺活检和肺癌根治术后的淋巴结病理检测[8,9]。随着分子诊断技术的发展，有望开发出更敏感、更特异、更安全的分子标记物，用于NSCLC纵隔淋巴结转移的早期诊断。

本研究发现NSCLC发生纵隔淋巴结转移患者的血清LncRNA MALAT1水平显著高于非转移组患者，基因MALAT1广泛表达于人体各组织中。其通过转录因子或表观遗传来调控基因的表达，主要影响细胞增殖和凋亡过程[10]。孔德光等研究发现LncRNA MALAT1在NSCLC患者体内过表达与肿瘤的生长、侵袭以及远处转移密切相关[4]。MALAT1可以通过赖氨酸特异性去甲基化酶2（Lysine-specific demethylase 2，LSD2）结合，抑制谷胱甘肽过氧化物酶3（Glutathione peroxidase 3，GPx3）的表达，从而促进肿瘤的转移。俞岑明等研究发现LncRNA MALAT1是NSCLC发生脑转移的高危因素[11]。

本研究还发现NSCLC发生纵隔淋巴结转移患者的外周血炎症复合指标水平显著异于非转移组患者,其中转移组患者的NLR和PLR水平显著高于非转移组，LMR水平低于非转移组。NLR是中性粒细胞和淋巴细胞的比值，相关研究表明，高NLR是肺癌患者不良预后的风险因素[12]。高NLR提示患者体内的中性粒细胞大量增殖，淋巴细胞数量处于相对劣势。中性粒细胞在肿瘤微环境中具有促癌和抑癌的“双向作用”，可以在转化生长因子-β（Transforming growth factor-β，TGF-β）信号通路激活状态下，通过活性氧破坏DNA结构，导致正常细胞向恶性肿瘤细胞的转化，并且释放大量弹性蛋白酶和基质金属蛋白酶，加速肿瘤细胞的远处转移。免疫细胞和炎症因子的大量浸润是肿瘤慢性炎症的基础，与肿瘤的发生转移息息相关，触发炎症反应的炎性细胞包括中性粒细胞、淋巴细胞、巨噬细胞以及单核细胞等。淋巴细胞是机体对抗肿瘤细胞进行免疫应答的重要免疫细胞，尤其是CD8+T细胞，可以通过细胞毒效应直接作用于肿瘤细胞，诱导靶细胞发生凋亡。单核细胞可以通过炎症因子的募集作用到达肿瘤组织附近，并分化成肿瘤相关巨噬细胞（Tumor associated macrophages，TAMs），其通过激活信号转导与转录激活蛋白3可以抑制抗肿瘤免疫反应，促进肿瘤生长和转移[13]。本研究中转移组患者的LMR低于非转移组，LMR是淋巴细胞与单核细胞的比值，此研究结果可以说明在NSCLC患者发生纵隔淋巴结转移的过程中，单核细胞增殖显著。朱小玄等发现M2型TAMs可以产生血管内皮生成因子来促进淋巴管生成，内皮生长因子与淋巴管上的受体结合可以破坏肿瘤周围的淋巴管内皮屏障，从而促使肿瘤发生淋巴转移[14]。PLR是血小板与淋巴细胞的比值，本研究转移组患者的PLR高于非转移组，证明血小板在NSCLC在淋巴结转移过程中起到一定作用，杨茹发现血小板可以推动肿瘤微环境的重塑，推动TAMs向M2型转化，而M2型TAMs可以通过内皮生长因子来促进淋巴管生成，破坏肿瘤的淋巴管内皮屏障，促使肿瘤发生淋巴转移，同时血小板可以抑制T淋巴细胞被招募到肿瘤微环境，并表达程序性死亡受体1（Programmed death receptor 1,PDL1）以诱导消耗细胞毒性CD8+T淋巴细胞，抑制其发挥抗肿瘤功能[15]，这些可能是导致转移组患者PLR增大的原因。本研究还发现LncRNA MALAT1、NLR、LMR以及PLR对NSCLC淋巴结转移均具有良好的诊断效能，同时，转移组患者血清 LncRNA MALAT1水平与NLR、LMR以及PLR水平呈正相关。不过目前针对LncRNA MALAT1与肿瘤微环境中的免疫细胞相互作用的研究比较少，所以针对LncRNA MALAT1在NSCLC发生淋巴转移过程中，如何影响免疫细胞的机制还有待进一步研究。

综上所述，本研究初步证实NSCLC患者血清LncRNA MALAT1水平以及外周血炎症复合指标对淋巴结转移的诊断具有一定预测价值，以及在NSCLC淋巴转移过程中，LncRNA MALAT1对肿瘤微环境中的免疫细胞起到一定的调节作用，为监测和治疗NSCLC发生纵隔淋巴结提供了新方向。
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