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　　[摘要]　目的:筛选肾透明细胞癌(clearcellrenalcellcarcinoma,ccRCC)微环境中的关键基因,并建立预后

预测模型。方法:从TCGA数据库中下载ccRCCRNA-seqFPKM 数据及临床数据。基于ESTIMATE算法对肿

瘤微环境中免疫细胞、基质细胞进行评分,以免疫细胞,基质细胞评分中位值为界把样品各自分组,组间进行差异

表达基因(DEGs)分析,并用 wilcoxon检验进行验证,对得到的 DEGs取交集获得肿瘤微环境中的关键基因。对

获得的关键基因进行功能富集。把样品按照1：1的比例分为训练组和验证组。利用 Cox-LASSO 法从训练组

中的关键基因中筛选出建模基因。多因素Cox回归建立风险评估模型,将风险评估模型与临床指标进行单因素

和多因素Cox回归筛选患者预后的独立影响因素。联合各项患者预后独立相关的因素绘制列线图。结果:免疫

细胞评分组共获得 DEGs658个,而利用基质细胞评分共获得 DEGs411个,取交集后共得到95个关键基因。随

机分组后,训练组与验证组性别、年龄、肿瘤分期及分级的构成比较均差异无统计学意义。训练组中34个基因与

患者预后相关,进而通过 LASSO 回归获得15个特征基因。经多因素 Cox分析得到由9个基因(HMGCS2、

FREM1、CASP5、SLN、SPIC、SPIB、RORB、CPN1、F7)构成的最优模型。生存分析表明训练组与验证组高低

风险组间生存率的差异有统计学意义(P<0.001),且各组对于1、3、5年生存率的评估有着较高的灵敏度与特异

度。经单因素和多因素Cox回归分析发现患者年龄、肿瘤分期、分级、风险评分为患者预后的独立影响因素(均
P<0.001)。联合患者临床因素如年龄、肿瘤分级和肿瘤分期及风险评分构建了预后评估的列线图模型。结论:
由9个基因构成的风险评分模型可对ccRCC风险做出准确判断;风险评分、年龄、肿瘤分期、肿瘤分级为ccRCC
独立预后影响因素,由其构成的列线图模型可精准预测患者生存率。
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Abstract　Objective:Toconstructariskprediction modelforpatientswithclearcellrenalcellcarcinoma
(ccRCC)andcreateanomogramforsurvivalprediction.Methods:RNA-seqFPKM dataandclinicaldataof
ccRCCweredownloadedfromTCGAdatabase.BasedontheESTIMATEalgorithm,immunecellsandstromal
cellsinthetumormicroenvironmentwerescored;Thesamplesweregroupedbythemedianvalueofimmunecells
andstromalcells,andthedifferentiallyexpressedgenes(DEGs)wereanalyzedbetweengroupsandvalidatedby
wilcoxontest.Functionalenrichmentwasperformedontheobtainedkeygenes.Thesamplesweredividedintoa
traininggroupandavalidationgroupina1∶1ratio.Modelinggeneswerescreenedfromthekeygenesinthe
traininggroupusingtheCox-LASSO method.Multi-factorCoxregressionwasusedtoestablishriskassessment
models,andunivariateandmulti-factorCoxregressionswereperformedtoscreenindependentinfluencesonpa-
tientprognosiswithclinicalindicators.Thefactorsindependentlyassociatedwitheachpatientprognosiswere
combinedtodrawanomogram.Results:Atotalof658DEGswereobtainedaccordingtotheimmunecellscoring
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group,whileatotalof411DEGswereobtainedusingstromalcellscoring,andatotalof95keygeneswereob-
tainedaftertakingtheintersection.Afterrandomization,therewerenosignificantdifferencesinthecomposition
ofgender,age,tumorstageorgradebetweenthetrainingandvalidationgroups.Ofthese,34geneswereassoci-
atedwithpatientprognosis,andthen15signaturegeneswereobtainedbyLASSOregression.Theoptimalmodel
consistingof9genes(HMGCS2,FREM1,CASP5,SLN,SPIC,SPIB,RORB,CPN1,F7)wasobtainedby
multifactorialCoxanalysis.Survivalanalysisshowedsignificantdifferencesinsurvivalbetweenthehighandlow
riskgroupsinthetrainingandvalidationgroups(P<0.001),andthegroupshadhighsensitivityandspecificity
fortheassessmentofsurvivalat1,3and5years.UnivariateandmultifactorialCoxregressionanalysisrevealed
patients'age,tumorstage,gradeandriskscoreasindependentinfluencesonpatients'prognosis(allP<0.001).
Nomogram modelswereconstructedbycombiningpatientclinicalfactorssuchasage,tumorgradeandtumor
stageandriskscore.Conclusion:Theriskscoremodelcomposedby9genescanaccuratelyevaluatetheriskof
ccRCC;theriskscore,age,tumorstage,andtumorgradeareindependentprognosticfactorsforccRCC,andthe
nomogramcomposedbythemcanaccuratelypredictthesurvivalrateofthepatients.

Keywords　clearcellrenalcellcarcinoma;tumormicroenvironment;nomogram

　　肾细胞癌是泌尿系统中常见的肿瘤之一,其中

肾透 明 细 胞 癌 (clearcellrenalcellcarcinoma,
ccRCC)是 其 主 要 亚 型,约 占 所 有 肾 细 胞 癌 的

70%[1]。尽管近年来分子靶向药物在晚期肾细胞

癌治疗中取得一定进展,但提高患者总体生存率仍

面临挑战[2],因此提高对疾病预测能力就变得尤为

重要。现存的临床预后模型,如美国癌症联合会

(AmericanJointCommitteeoncancer,AJCC)分

期系统、梅奥临床分期有着一定的预后预测能力,
但由于ccRCC的复杂发病机制及异质性[3],以上

模型往往不足以预测患者预后。
肿瘤微环境(tumormicroenvironment,TME)

是肿瘤细胞所处的细胞环境,其组成包括细胞外基

质、可溶性分子和肿瘤基质细胞,其中免疫细胞及

基质细胞是其主要的非肿瘤成分[4]。免疫细胞与

TME趋化作用有关,而基质细胞已被证明与肿瘤

血管生成以及细胞外基质重塑有关[5]。免疫微环

境在肿瘤的发生、侵袭、免疫治疗、免疫逃逸中扮演

重要角色[6]。
本研究应用生物信息学方法寻找ccRCCTME

中的关键基因,由此建立评估患者风险的模型函

数,并联合临床指标构建预测患者生存率的列线图。
1　资料与方法

1.1　数据及软件准备

从 TCGA 数 据 库 下 载 ccRCC 的 RNA-seq
FPKM 数据,整理得到539例肿瘤样品;同时下载

相应的临床数据,去除缺失值后共获得526例患者

临床信息,其中包括患者年龄、性别、肿瘤分级和分

期等资料。本研究所应用的 R包均基于 R4.1.0
平台。
1.2　肿瘤微环境中的关键基因鉴定

基于“ESTIMATE”算法对ccRCC 肿瘤样品

进行免疫细胞、基质细胞评分。根据免疫细胞评分

的中位值,把样品分为免疫细胞高水平组和低水平

组,利用“limma”包对分组后的样品行差异表达基

因(differentiallyexpressedgenes,DEGs)分析,并

用 wilcoxon检验进行验证,我们对 DEGs的定义

为:差异倍数(foldchange,FC)>2且校正 P<
0.05。以同 样 的 方 法 对 基 质 细 胞 评 分,并 获 得

DEGs。最后把两者获得的DEGs用“venn”包取交

集得到ccRCC微环境中的关键基因。
1.3　关键基因的富集分析

应用“clusterProfiler”包,对ccRCC微环境中

的关键基因分别行基因本体论 (geneontology,
GO),京都基因与基因组百科全书(Kyotoencyclo-
pediaofgenesandgenomes,KEGG),疾病富集

(diseaseontology,DO)分析,当富集结果为q 值<
0.05时富集结果有统计学意义。
1.4　筛选风险评估模型基因

将所有样品按照1∶1的比例随机分为训练组

和验证组。利用χ2 检验分别统计2组患者性别、
年龄、肿瘤分级及分期构成是否差异有统计学意

义。将训练组患者生存数据和关键基因表达量数

据合并,载入“survival”包对关键基因逐一进行单

因素Cox回归运算,筛选出预后相关基因(P<
0.05)。采用“glmnet”包利用套索算法(LASSO)
进一步从中选择特征基因,采用10倍交叉验证法,
获取误差最小点时的基因。
1.5　风险评估模型建立与验证

利用多因素Cox回归构建风险评估模型,采用

“step”算法对模型优化,并获得最优模型各变量系

数。基于训练组构建的模型对所有样品进行风险

评分,以风险评分中位值为界限,把样品分为高风

险组和低风险组。载入“survival”包绘制高低风险

组的 Kaplan-Meier生存曲线,采用 Log-Rank检

验。模型的灵敏度与特异度通过SurvivalROC”包
绘制的时间受试者工作曲线(time-dependentre-
ceiveroperatingcharacteristiccurve,timeROC)进
行验证。为验证模型效果,对验证组数据同样绘制

生存曲线及timeROC图形。
1.6　列线图模型建立

将风险评分、年龄、性别、肿瘤的分级和分期分
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别进行单因素和多因素Cox回归,当指标在单因素

和多因素回归中均满足P<0.05时被认为是患者

预后独立影响因素。联合各个独立预后影响因素

通过“regplot”包绘制出列线图,用于评估患者的

1、3、5年生存率。
2　结果

2.1　鉴定关键基因

根据免疫细胞评分组共获得 DEGs658个,其
中上调基因512个,下调基因146个,而利用基质

细胞评分共获得 DEGs411个,其中上调基因259
个,下调基因152个。对他们取交集后共得到95
个交集基因。
2.2　关键基因的富集分析

GO 富 集 分 析 的 生 物 学 过 程 (biological
process,BP)模块提示关键基因在白细胞、淋巴细

胞、单核细胞增殖,B细胞激活及单核细胞、淋巴细

胞分化等生物学过程中明显富集;在细胞学组分

(cellularcomponents,CC)模块中关键基因主要富

集于浆膜外侧的相关的细胞学组分;而关键基因在

分子生物学功能(molecularfunction,MF)中主要

富集在受体配体活性、信号受体激活剂的活性、细
胞因子活性、细胞因子受体结合等分子生物学功能

上,见图1a。KEGG 富集分析发现大多数关键基

因和病毒蛋白与细胞因子和细胞因子受体的相互

作用、细胞因子-细胞因子受体的相互作用、造血细

胞谱系、原发性免疫缺陷等相关的信号通路相关。
DO分析发现交集基因主要在肾脏疾病、泌尿系统

疾病、营养性疾病、内分泌系统疾病、淋巴细胞白血

病等疾病中富集显著,见图1b。

a:GO富集分析结果;b:KEGG及 DO富集结果。
图1　关键基因的富集分析

2.3　模型基因的筛选

对样品随机分组后,训练组及验证组均获得

263例数据。统计分析发现2组年龄、性别、肿瘤

分级及肿瘤分期构成比较均差异无统计学意义,见
表1。训练组数据经单因素 Cox回归分析发现34
个与总生存期(overallsurvival,OS)有关的基因,
经LASSO回归分析筛选得到15个特征基因,见
图2。
2.4　风险模型建立

经多 因 素 Cox 分 析 得 到 了 由 9 个 基 因

(HMGCS2、FREM1、CASP5、SLN、SPIC、
SPIB、RORB、CPN1、F7)变量构成的最优模型,
并获得了相关系数。由此我们得到的风险模型为:
风险评分=(-0.11)×HMGCS2+(-0.88)×
FREM1+(0.66)×CASP5+(0.16)×SLN+(-
1.49)×SPIC + (0.52)×RORB + (0.46)×
CPN1+ (1.92)×F7+ (0.44)×SPIB。其 中

FREM1(P=0.008)、RORB(P=0.04)、CASP5
(P=0.03)、SLN(P=0.03)、CPN1(P=0.05)、

SPIC(P=0.02)、F7(P<0.001)基因是患者预后

的独立影响因素。同时我们获取了模型 C-指数:
0.71。生存分析发现训练组中高低风险组间生存

率差异有统计学意义(P<0.001),timeROC可见

1、3、5年曲线下面积(AUC)分别为0.740、0.733、
0.783,表明该风险模型的预测能力较强,见图3。
同样我们在验证组及全部数据中得到相同的结论,
即模型函数评估出的高低风险组之间生存率差异

有统计学意义,且对患者1、3、5年生存率评估的灵

敏度及特异度均处于较高水平。
2.5　列线图模型建立

经单因素和多因素Cox分析发现患者年龄、肿
瘤分期、分级、风险评分为患者预后的独立影响因

素(均P<0.001),再次表明该模型对患者风险评

估的效果良好,见图4a、b。联合患者临床因素如

年龄、肿瘤分级、肿瘤分期及风险评分构建列线图

模型,用于对患者预后进行评估。抽取第200例患

者进行研究,该患者总评分为157分,其1、3、5年生

存率分别为96.9%、91.3%、85.3%,见图4c、d。
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表1　训练组及验证组数据分布 例(%)

变量 总计(526例) 训练组(263例) 验证组(263例) P 值

年龄/岁 0.462
　≤65 347(65.97) 178(67.68) 169(64.26)

　>65 179(34.03) 85(32.32) 94(35.74)

性别 1.000
　女 183(34.79) 92(34.98) 91(34.60)

　男 343(65.21) 171(65.02) 172(65.40)

肿瘤分级 0.476
　G1 13(2.47) 7(2.66) 6(2.28)

　G2 226(42.97) 113(42.97) 113(42.97)

　G3 205(38.97) 95(36.12) 110(41.83)

　G4 74(14.07) 42(15.97) 32(12.17)

　未知 8(1.52) 6(2.28) 2(0.76)

肿瘤分期 0.336
　Ⅰ 261(49.62) 141(53.61) 120(45.63)

　Ⅱ 57(10.84) 25(9.51) 32(12.17)

　Ⅲ 123(23.38) 58(22.05) 65(24.71)

　Ⅳ 82(15.59) 38(14.45) 44(16.73)

　未知 3(0.57) 1(0.38) 2(0.76)

a:与患者预后相关基因;b、c:应用LASSO回归筛选建模基因过程。
图2　建模基因的筛选
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a~c:训练组、验证组及全部数据的生存曲线;d~f:训练组、验证组及全部数据中各个样本风险评分对应的生存时间和

生存状态散点图分布,其中风险评分超过虚线部分为高风险,反之为低风险;g~i:训练组、验证组及全部数据的timeR-
OC曲线,其中 AUC值越高,说明该模型预测能力越强。

图3　模型预测效能验证

a、b:分别为单因素和多因素Cox回归;c:评估患者预后的列线图模型;d:该模型的校准曲线,横坐标为预测的事件发生

率,纵坐标为观察到的实际事件发生率。
图4　列线图模型建立
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3　讨论

肾癌是全球死亡率最高的前十位肿瘤之一,其
发病率占全球所有肿瘤的2%,且发病率逐年升

高[7]。肾癌发病机制复杂,其中VHL 基因的突变

最为常见,VHL 通过调节缺氧诱导因子(HIF)1α
和2α的稳定性来促进血管内皮生长因子(VEGF)
对血 管 生 成 和 肿 瘤 增 殖 的 作 用[8]。而 PI3K/
mTOR 通 路 相 关 基 因 如 MTOR、PTEN 和

PIK3C 也 与 肾 癌 发 生 相 关[9]。 因 此,一 些 以

VEGF或 mTOR为靶点的小分子靶向药物被开发

出来用于ccRCC的治疗,如舒尼替尼、阿西替尼、
依维莫司和西罗莫司等。本研究共筛选出95个

TME中关键基因,其表达量在肿瘤与正常组织中

差异有统计学意义,进行功能及通路富集分析发

现,这些基因在免疫细胞激活、分化和细胞因子活

性等方面富集明显;疾病富集发现关键基因在肾脏

疾病、泌尿系统疾病及淋巴细胞白血病等疾病富集

明显。本研究推测关键基因可能在ccRCC的发生

发展中也发挥重要作用。
如之前所述,TME不仅与肿瘤增殖转移有关,

还与治疗效果密切相关[10-11]。尽管免疫药物在各

种癌症中取得了前所未有的良好效果,但由于原发

性、适应性或获得性耐药,大多数接受免疫治疗方

案的患者仍然不能获得长期的阳性反应率[12]。研

究发现,免疫治疗耐药的肿瘤细胞外在机制与免疫

抑制性 TME内的各种免疫细胞密切相关,这些免

疫细胞可能向循环中释放抑制抗肿瘤免疫的因子,
以刺 激 免 疫 检 查 点 和 耗 尽 细 胞 毒 性 T 细 胞

(CTLs)[10]。且ccRCC具有高度异质性,不同的患

者 TME内肿瘤细胞和其他细胞组成方面表现出

显著差异,从而影响肿瘤治疗效果和预后[11]。本

研究从关键基因中发现了34个与患者 OS有关的

基因,其中14个基因对患者预后(HR<1)起保护

性作用,其余20个基因为患者预后的危险因素。
而在多因素Cox回归分析建立的风险评估模型基

因中,SPIC(HR=0.22)、FREM1(HR=0.41)被
证实为良好预后的独立影响因素,而CASP5(HR
=1.93)、SLN(HR=1.18)、RORB(HR=1.69)、
CPN1(HR=1.59)、F7(HR=6.82)是患者不良

预后的独立危险因素。
SPIC是一种红细胞特异度转化(erythroblast

transformation-specific,ETS)转录因子,其家族成

员已被证明与基因表达、染色质重塑、细胞周期调

控和分化有关[13]。据报道SPIC在 B淋巴细胞发

育过程中表达,并作为B淋巴细胞分化的正向和负

向转录 调 节 因 子[13]。也 有 研 究 发 现 NF-κB 和

STAT信号传导对SPIC的反调节可控制巨噬细胞

的炎症反应和铁代谢[14]。然而其在肾癌方面的作

用机制鲜有研究。SPIB作为ETS家族成员之一,

在肺癌中可通过抑制CLDN2 核转录来增强早期

间充质侵袭和上皮细胞转移,并与结直肠肿瘤的发

病风险相关[15],但有关其在肾癌中的作用相关报

道较少。
半胱 天 冬 酶 5(CASP5)与 半 胱 天 冬 酶 1

(CASP1)、半胱天冬酶4(CASP4)一起在细胞焦

亡中发挥作用并显著促进免疫反应[16]。CASP5
基因突变与多种癌症有关,如白血病、子宫内膜癌、
肺癌、胃肠道癌和结直肠癌[17],一项经过实验验证

的生物信息研究报道了CASP5、AIM2、NOD2、
GZMB 等细胞焦亡相关基因与ccRCC较差预后相

关[18],本研究中得出了相似的结论,即CASP5 基

因是患者预后的危险因素(HR=1.93,P=0.03)。
HMGCS2 即3-羟基-3-甲基戊二酰辅酶 A 合成酶

2,是 调 节 酮 体 生 成 的 关 键 酶,在 ccRCC 中

HMGCS2 基因启动子区域的高度甲基化导致其转

录水平下降,肿瘤组织中的表达量低于正常组织,
进一步研究发现 HMGCS2 可作为ccRCC患者诊

断及预后的分子标志物[19]。本研究中 MGCS2 为

TME中 的 关 键 基 因,生 存 分 析 发 现 HMGCS2
(HR=0.82,P=0.001)与患者预后相关。

Fras 相 关 细 胞 外 基 质 1(FREM1)属 于

FRAS1/FREM 细胞外基质蛋白家族,FREM1 及

其剪接变体 TILRR在以往的研究中被证实与人类

免疫缺陷病毒1(HIV-1)的感染相关,且 FREM1
mRNA 在与黏膜 HIV-1感染相关的组织中高表

达,包 括 宫 颈 上 皮 组 织[20]。 而 在 ccRCC 中

FRAS1、FREM 和FREM2 基因和蛋白表达水平

在肿瘤组织中比在正常组织中显著降低,其表达降

低的患者表现出高转移倾向和不良预后[21]。SLN
为肌脂蛋白基因,可能与小鼠体温维持有关,有关

其在人类癌症方面的研究较少。RORB、CPN1、
F7 基因在文献报道中相对较少,在我们的研究中

均为不良预后的独立危险因素。
本研究主要根据公共数据库中的数据进行分

析的,缺少实验验证,且免疫治疗在晚期ccRCC治

疗中发挥着越来越重要的作用,本文并未进一步探

索。在今后的研究中,我们会对得到的结论进行实

验验证并且深入探讨不同风险组间免疫检查点相

关基因差异水平及他们对患者预后的影响。
综上所述,本研究应用生物信息学方法筛选到

ccRCC微环境的关键基因,其主要在免疫细胞激活

分化、细胞因子活性等方面富集明显。建立的风险

评估函数,能准确评估患者风险水平,同时结合患

者年龄、肿瘤分期、肿瘤分级等相关临床指标绘出

的生存率预后列线图模型准确度较高,可应用于

ccRCC患者风险及预后评估。
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