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　　[摘要]　目的:筛选肾透明细胞癌(clearcellrenalcellcarcinoma,ccRCC)预后免疫相关基因(immune-related
genes,IRGs),并建立与免疫基因预后风险相关的评分模型。方法:通过 TCGA数据库下载与ccRCC有关的转录

测序信息,应用生物信息学方法筛选出在ccRCC组织中的差异表达基因,并通过共表达分析方法获取IRGs,进
一步在IRGs中筛选出与患者总生存期相关的基因,通过Cox回归构建预后风险评分模型,评估该模型在临床上

的综合预测能力。结果:在ccRCC及其附近组织中共发现1791个差异表达基因,在这些基因中,筛选出IRGs
220个,利用单因素Cox分析方法,我们发现了30个和患者预后密切相关的免疫基因,接着10个IRGs(PDIA2、

HAMP、CXCL5、KLRK1、LTB4R、CRP、IL11、UCN、AVPR1B、LAT)通过多因素 Cox分析被筛选出来,基于

这10个IRGs构建预后模型,预后评分模型ROC曲线下面积(AUC)为0.758。根据风险评分中位数将患者分为

高危组合低危组,生存曲线显示2组患者预后差异有统计学意义(P<0.05),多因素分析显示该模型的风险评分

为ccRCC预后的独立预测因子。结论:ccRCC中IRGs和患者的预后密切相关,基于其构建的风险评分模型不仅

可有效预测ccRCC的预后,而且可用来作为ccRCC患者的预后生物标志物。
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Abstract　Objective:Inordertofindreliableprognosticindicatorsandbiomarkersforclearcellrenalcellcar-
cinoma(ccRCC)patients,ccRCCimmune-relatedgenes(IRGs)werescreenedbybioinformatics,aimstoestablish
ascoringmodelrelatedtotheprognosticriskofimmunegenes.Methods:Firstly,thetranscriptionandsequencing
informationrelatedtoccRCCwasdownloadedthroughTCGAdatabase,andthedifferentiallyexpressedgenesin
ccRCCtissueswerescreenedbybioinformaticsmethod.Then,IRGswereobtainedbyco-expressionanalysis,and
thegenesrelatedtotheoverallsurvival(OS)ofpatientswerefurtherscreenedoutamongtheseIRGs.Lastly,a
prognosticriskscoringmodelwasconstructedbyCoxregressiontoevaluatethecomprehensivepredictiveabilityof
themodelinclinicalpractice.Results:Atotalof1791differentiallyexpressedgeneswerefoundinccRCCandits
nearbytissues,amongwhich220IRGswerescreened.Thirtyimmunegenescloselyrelatedtopatientprognosis
werefoundusingunivariateCoxanalysis,then10IRGs(PDIA2,HAMP,CXCL5,KLRK1,LTB4R,CRP,

IL11,UCN,AVPR1B,LAT)werescreenedbymultivariateCoxanalysis.Aprognosticmodelwasconstructed
basedonthese10IRGs,andtheprognosisscoremodelAUCundertheROCcurvewas0.758.Thesurvivalcurve
showedthattheprognosisofthehighriskgroupandlowriskgroupwhichbasedonthemedianriskscorewassta-
tisticallysignificant(P<0.05),andthemultivariateanalysisshowedthattheriskscoreofthemodelwasaninde-
pendentpredictoroftheprognosisofccRCC.Conclusion:IRGsinccRCCarecloselyrelatedtotheprognosisofpa-
tients,andtheriskscoringmodelconstructedbasedonthemcannotonlyeffectivelypredicttheprognosisof
ccRCC,butalsobeusedasaprognosticbiomarkerforccRCCpatients.
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　　在成人恶性肿瘤中,肾细胞癌(renalcellcarci-
noma,RCC)占其总数的2%~3%。但是在泌尿系

统的恶性肿瘤中,RCC是极为常见的,其发病率仅

低于膀胱癌,且在近几年来,其发病率日益上升[1]。
其中肾透明细胞癌(clearcellrenalcellcarcinoma,
ccRCC)作为 RCC 中最多见的一种病理亚型,占
RCC总数的70%~80%[2]。ccRCC早期诊断较为

困难,因此约30%的患者在确诊时就有远处转移

灶的出现,由于ccRCC复杂的生物学特征,使得其

对放化疗均不敏感,因此目前治疗ccRCC的主要

方法为根治性或部分肾切除术[3]。虽然手术效果

确切,但仍有20%~40%患者在术后复查中发现

有局部复发或者出现远处转移[4]。
近年来的研究发现,肿瘤微环境的免疫治疗可

明显提高ccRCC患者的总生存期[5]。目前免疫治

疗的热门靶点通常为某些特定的免疫检查点分子

(如程序性死亡-1即 PD-1),研究显示免疫检查点

抑制剂(immunecheckpointinhibitors,ICIs)可使

免疫细胞丧失识别异常细胞的功能,从而使机体不

能产生有效的抗肿瘤免疫应答,形成免疫逃逸,肿
瘤细胞的生长发育不受机体调节[6]。然而,一些患

者对ICIs并不敏感[7]。因此,确定某些特定的生

物标志物,用来预测患者对免疫治疗敏感性的高

低,对于ccRCC患者的个体化治疗具有重要的临

床意义。
研究 显 示,免 疫 相 关 基 因 (immune-related

genes,IRGs)不但可用来作为免疫治疗的相关靶

点,同 时 还 会 影 响 ccRCC 患 者 的 总 生 存 期[8]。
Chen等[9]发现相对于在正常组织中的表达量,
HHLA2在ccRCC组织中的表达量明显升高,可
见ccRCC的发生发展与其密切相关,HHLA2还

可作 为 预 测 ccRCC 患 者 预 后 的 标 志 物。Nolè
等[10]研究发现 PD-L1可作为ccRCC患者预后的

标志物,PD-L1表达活跃的患者较无表达的患者,
其预后明显较差。目前几项研究都表明了IRGs
与ccRCC患者预后相关,但这些研究大部分集中

在某些单个基因的功能上,尚无高通量测序表达的

数据来评估多个免疫基因与ccRCC的预后关系。
本研究首先从癌症基因组图谱(thecancergenome
atlas,TCGA)数据库下载与ccRCC相关的转录组

测序数据和临床预后信息,然后应用统计学方法分

析出ccRCC中IRGs的表达量与患者预后之间的

关联,最终构建出一个预测评分模型用以预测患者

的预后。
1　资料与方法

1.1　数据资料

本研究应用 GDCDataTransferTool从 TC-
GA 数据库(https://cancergenome.nih.gov/)下

载开 放 的 ccRCC 和 癌 旁 正 常 组 织 的 转 录 组 数

据[11],其中ccRCC样本539例和癌旁正常组织样

本72例。再通过 Ensembl(http://asia.ensembl.
org)下载的 GTF文件,对转录组数据的 mRNA和

lncRNA进行注释和区分[12]。

1.2　提取IRGs
从 GSEA 数据库(https://www.gsea-msig-

db.org/gsea/index.jsp)下载免疫相关基因集(Im-
munesystem process M13664,Immuneresponse
M19817),分析获取IRGs,在共表达策略的基础

上,通过 Pearson相关性分析,筛选出与免疫相关

的基因,筛选标准为:共表达相关系数>0.7且P
<0.001[13]。接下来,利用R语言软件的limma包

对得到的IRGs进行差异表达分析[14],筛选标准

为:|logFoldChange|>1.5且falsediscoveryrate
(FDR)<0.05。
1.3　获取预后相关免疫基因构建预测评分模型

使用R软件中的survival包,选择单因素和多

因素Cox回归分析方法,依次筛选出与预后相关的

的免疫基因,以这些基因为基础,根据 AkaikeIn-
formationCriterion(AIC)建立预后评分模型。通

过构建Cox单因素和多因素分析模型,得到每个与

预后相关免疫基因的风险系数,并决定每例患者肿

瘤样本的风险评分,风险评分等于免疫预后相关基

因的表达量乘以多因素Cox回归系数之和,以风险

评分中位数值为界,将ccRCC患者分为低危组和

高危组。
1.4　统计学方法

利用 R 语言软件的survival及survminer包

比较高低风险组的生存差异,P<0.001则说明差

异有统计学意义,并对数据进行可视化,构建 Kap-
lan-Meier曲线。使用 R语言软件的survivalROC
包构建该风险模型的 ROC曲线,并计算曲线下面

积(AUC)值,最后通过单因素和多因素 Cox回归

分析绘制出ccRCC患者临床病理参数的森林图。
以P<0.05为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　IRGs与ccRCC患者预后关系

从 GSEA 数据库下载免疫相关基因集(Im-
munesystem process M13664,Immuneresponse
M19817),提取1791个差异表达基因,其中220个

IRGs以共表达方法被筛选出(相关系数 Cor>
0.7,P<0.001),然后使用 R 软件中的survival
包,通过其中的单因素 Cox回归分析方法筛选出

30个IRGs与ccRCC患者的预后相关,见图1。
2.2　IRGs与ccRCC患者预后关系

对上一步分析出来的30个预后相关基因进行

多因素Cox回归分析,最终确定了10个IRGs和

ccRCC的预后相关,见表1。
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图1　单因素Cox回归分析筛选ccRCC免疫预后相

关基因

表1　多因素Cox回归分析筛选ccRCC构建预测评

分模型的IRGs
基因 β HR 95%CI P 值

PDIA2 0.200 1.227 1.10~1.37 <0.001　
HAMP 0.200 1.216 1.08~1.37 <0.001
CXCL5 0.010 1.008 1.00~1.02 0.015
KLRK1 0.530 1.704 1.16~2.50 <0.001
LTB4R 0.080 1.088 1.01~1.18 0.030
CRP 0.003 1.003 1.00~1.01 <0.001
IL11 0.320 1.378 1.22~1.55 <0.001
UCN 0.220 1.243 1.11~1.40 <0.001
AVPR1B -0.120 0.884 0.79~0.98 0.020
LAT -0.570 0.566 0.31~1.03 0.006

2.3　预测评分模型的构建和评价

首先应用单因素 Cox回归分析方法筛选出与

预后相关的30个基因,在此基础上进行多因素

Cox回归分析,最终获得10个最佳预后相关基因。
以这10个IRGs为基础,根据最佳的 AIC值建立

预测评分模型。免疫预后相关基因表达量乘以多

因素Cox回归系数之和即为每例患者的风险评分,
以风险评分中位数值为界,将ccRCC患者分为低

危组和高危组。见图2。使用 Log-rank检验对2
组患者进行生存预后分析,并绘制 Kaplan-Meier
生存曲线,结果显示2组患者之间生存预后差异有

统计学意义(P<0.05),见图3。以ROC曲线下面

积(AUC)检测该评分模型的实际效果,结果显示

AUC为0.758,表明该预测评分模型能够比较准确

地预测ccRCC患者的预后。
2.4　预测评分模型的临床应用

为了充分证明该评分预测模型在临床应用中

的科学性,我们通过多因素Cox回归分析患者的临

床病理信息和患者的风险评分,得出结论患者的肿

瘤分级、风险评分和年龄为ccRCC患者预后的独

立危险因素(P<0.05)。见图4。

a:纳入患者低分险组和高风险组的风险评分;b:随访

终点低分险组和高风险组患者生存状态;c:纳入评分

模型中的10个IRGs热图。
图2　预测评分模型

图3　ccRCC预测评分模型Kaplan-Meier生存曲线

a:单因素Cox分析;b:多因素Cox分析。
图4　ccRCC临床病理参数Cox回归森林图
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3　讨论

在成人所有的恶性肿瘤中,RCC占其中2%~
3%,是一种极为常见的泌尿系统肿瘤[15],原发性

RCC最常见的病理类型为ccRCC,其余还有乳头

状RCC和嫌色细胞癌。根治性手术切除患侧肾脏

是目前临床上治疗 RCC的最主要手段,然而由于

早期RCC缺乏典型的“肾癌三联征”,所以有20%
~30%的患者在初次就诊时就发现已有转移灶,在
患者的随访中发现,即使经过积极有效的手术根治

治疗,仍会有40%的患者发生转移[16]。目前临床

上新兴的靶向治疗为 RCC的主要治疗方案,通过

对RCC发生机制的研究,发现经过免疫治疗后的

患者,其总生存周期可以得到明显延长[17]。免疫

系统可以发现并消灭体内存在的异常细胞(包括肿

瘤细胞),因此人体如果缺失正常的免疫功能,那么

极有可能会导致肿瘤的发生[18]。通过研究免疫基

因在人 体 的 作 用 机 制 及 功 能 可 能 会 促 进 治 疗

ccRCC手段或者方式的发展[19]。随着高通量测序

技术的发展,使得微阵列数据和生物信息学的结合

能够有效地找出与肿瘤预后密切相关的免疫基因,
因此我们使用生物信息学技术找出与ccRCC免疫

相关的基因,然后基于其建立的风险评分模型可以

用来有效预测RCC患者的预后。我们从GSEA数

据 库 下 载 免 疫 相 关 基 因 集 (Immunesystem
processM13664,ImmuneresponseM19817),提取

出1791个差异表达基因,以共表达方法筛选出

220个IRGs,然后使用 R软件中的survival包,通
过其中的单因素Cox回归分析和多因素Cox回归

分析 方 法 最 终 确 定 出 了 10 个 IRGs(PDIA2、
HAMP、CXCL5、KLRK1、LTB4R、CRP、IL11、
UCN、AVPR1B、LAT)与ccRCC 患者的预后相

关。我们根据这些基因的表达量建立了一个预后

模型,将其与临床病理参数相结合,使其可以更加

有效地预测患者的预后,有助于临床医生对患者进

行个性化的治疗,提高患者的生存周期。同时应用

ROC曲线和 Kaplan-Meier分析证明了该模型能

够准确预测ccRCC的预后。结合患者的临床病理

信息和患者的风险评分进行相关性分析,显示患者

年龄、肿瘤分级和患者的风险评分为ccRCC预后

的独立危险因素。
通过对于该模型中的10个IRGs进行深入的

挖掘,我们发现只有7个基因与免疫密切相关,其
余基因尚未有相关文献报道。Wang等[20]研究表

明,通过PDIA2 调节特异性 T细胞破坏肿瘤组织

可成为ccRCC免疫治疗的一种新思路,PDIA2 可

以成为ccRCC的一种新的生物标志物,对于其预

后和治疗具有重要的指导作用。细胞的增殖与

LAT、LTB4R、HAMP 的 表 达 量 有 关,其 中

HAMP 可抑制巨噬细胞的活化,从而使得ccRCC

的进展不受控制[21]。研究报道证明LTB4R 可用

作ccRCC患者的生物标志物,有助于ccRCC的诊

断和预后[22]。还有研究表明,UCN 作为一种40-
氨基酸肽,在>60岁的ccRCC患者中的表达量明

显高于<60岁的患者,可作为ccRCC患者的一种

预后指标及生物标志物[23]。CXCL5 与肿瘤的发

育(如肿瘤内血管的生成和肿瘤细胞的转移)密切

相关,因 此,针 对 CXCL5 的 研 究 可 为 未 来 对

ccRCC的免疫治疗提供一种新的方向[24]。在 Bai
等[25]及 Hua等[26]构建的预测模型中,我们发现

CXCL5 对患者的预后具有不利影响,其可作为危

险因素用来预测患者的预后。IL11 可通过自分泌

诱导并触发STAT3信号传导来促进ccRCC的转

移[27]。至于KLRK1、CRP 和AVPR1B 基因与免

疫的相关性,目前暂未见相关文献报道。
本研究可能为ccRCC患者的免疫治疗提供新

的方向或者为患者的预后提供新的预测标志物。
同时目前研究报道了其他几个有关ccRCC预后相

关的模型。其中Zhan等[28]通过多变量 Cox回归

分析和基因集富集分析构建了1个 microRNA 模

型,该模型的局限性在于只适合对于信号传导通路

有调控作用的 microRNA。Shen等[29]采用 LAS-
SO分析和单因素Cox回归分析,构建了基于内质

网(ER)应激相关差异表达基因(DEGs)的新型

ccRCC预后模型及免疫特征预测的内质网应激相

关基 因 模 型。探 讨 了 ER 应 激 相 关 DEGs 在

ccRCC肿瘤中的作用机制及预后价值。但是该预

后模型的ROC曲线下面积(AUC)为0.710,低于

我们所构建模型的0.758。Lu等[30]通过 LASSO
回归分析和多因素Cox回归分析,设计了基于衰老

相关基因的模型,表明衰老细胞可能是导致癌症发

展的重要因素,该模型的不足之处在于仅限于细胞

衰老相关的基因。本研究构建的ccRCC预后风险

评分模型的优点之一是它的精准性。ROC曲线提

示该模型能够比较准确地预测出ccRCC患者的总

生存期。该模型可以帮助临床医生为ccRCC患者

选择新的治疗方向或者提供个性化的免疫治疗,用
以提高患者的生存周期。

本研究也有一定的局限性。首先,由于其他公

共数据库中没有具有完整生存期的ccRCC基因表

达谱,本研究无法通过外部验证来评估IRGs预后

风险模型的性能。因此,在我们未来的研究中,应
该利用更多独立的ccRCC队列来验证风险模型。
我们后期也在着手收集更多的临床数据来充分验

证该模型,但是基因测序所需的经费和时间,尚无

法一时完成。其次,对于这10个IRGs的具体作用

机制及功能我们尚未了解,需要进行更加深入的

研究。
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