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  [摘 要] 目的 探讨胃癌肿瘤微环境中差异表达基因与胃癌预后的关系。方法 基于TCGA数据库中

胃癌基因数据,筛选与基质细胞和免疫细胞相关的差异表达基因,对差异表达基因进行基因本体论富集分析和

蛋白质-蛋白质相互作用网络分析,分析差异表达基因与胃癌预后的关系。结果 不同病理分级胃癌患者基质

评分、免疫评分及综合评分比较,差异有统计学意义(P<0.05)。G3级患者免疫评分最高,G1级患者略高,G2
级患者最低,其中G1级患者与G2级患者免疫评分比较,差异无统计学意义(P>0.05)。基质评分随着肿瘤级

别的增高而增高。分化良好的G1级患者综合评分最低,分化较低的G2级患者次之,恶性程度最高的G3级患

者最高,其中G1级患者与G2级患者综合评分比较,差异无统计学意义(P>0.05)。上调表达基因分别与基质

评分、免疫评分具有显著相关性(P<0.05)。CXCR4(P=0.002)、NPY1R(P=0.002)、BPI(P=0.019)、

MCEMP1(P=0.009)、OLR1(P=0.041)、RETN(P=0.045)表 达 水 平 越 高,胃 癌 患 者 生 存 时 间 越 短。
结论 差异表达基因在胃癌肿瘤免疫中发挥着不可或缺的重要作用,其中BPI、CXCR4、MCEMP1、NPY1R、

OLR1、RETN基因高表达是胃癌预后的不良因素。
[关键词] 胃癌; 肿瘤微环境; 预后; TCGA数据库
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[Abstract] Objective To

 

explore
 

the
 

relationship
 

between
 

differentially
 

expressed
 

genes
 

in
 

tumor
 

mi-
croenvironment

 

and
 

prognosis
 

of
 

gastric
 

cancer.Methods Based
 

on
 

the
 

gastric
 

cancer
 

gene
 

data
 

in
 

the
 

TCGA
 

database,the
 

differentially
 

expressed
 

genes
 

related
 

to
 

stromal
 

cells
 

and
 

immune
 

cells
 

were
 

screened.The
 

dif-
ferentially

 

expressed
 

genes
 

were
 

analyzed
 

by
 

Gene
 

Ontology
 

enrichment
 

analysis
 

and
 

protein-protein
 

interac-
tion

 

network
 

analysis,and
 

the
 

relationship
 

between
 

differentially
 

expressed
 

genes
 

and
 

the
 

prognosis
 

of
 

gastric
 

cancer
 

was
 

analyzed.Results There
 

were
 

statistically
 

significant
 

differences
 

in
 

the
 

stromal
 

score,immune
 

score,and
 

comprehensive
 

score
 

among
 

gastric
 

cancer
 

patients
 

with
 

different
 

pathological
 

grades(P<0.05).G3
 

grade
 

patients
 

had
 

the
 

highest
 

immune
 

score,G1
 

grade
 

patients
 

had
 

a
 

slightly
 

higher
 

score,and
 

G2
 

grade
 

pa-
tients

 

had
 

the
 

lowest
 

score.There
 

was
 

no
 

statistically
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

immune
 

scores
 

between
 

G1
 

grade
 

patients
 

and
 

G2
 

grade
 

patients(P>0.05).The
 

stromal
 

score
 

increased
 

with
 

the
 

increase
 

of
 

tumor
 

grade.G1
 

grade
 

patients
 

with
 

good
 

differentiation
 

had
 

the
 

lowest
 

comprehensive
 

score,followed
 

by
 

G2
 

grade
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patients
 

with
 

lower
 

differentiation,and
 

G3
 

grade
 

patients
 

with
 

the
 

highest
 

degree
 

of
 

malignancy
 

had
 

the
 

high-
est

 

comprehensive
 

score.There
 

was
 

no
 

statistically
 

significant
 

difference
 

in
 

the
 

comprehensive
 

score
 

between
 

G1
 

grade
 

patients
 

and
 

G2
 

grade
 

patients(P>0.05).The
 

upregulated
 

expression
 

of
 

genes
 

was
 

significantly
 

cor-
related

 

with
 

the
 

stromal
 

score
 

and
 

immune
 

score,respectively(P<0.05).The
 

expression
 

level
 

of
 

CXCR4
 

(P=0.002),NPY1R(P=0.002),BPI(P=0.019),MCEMP1(P=0.009),OLR1(P=0.041),RETN(P=
0.045)

 

was
 

the
 

higher,the
 

survival
 

time
 

of
 

gastric
 

cancer
 

patients
 

was
 

the
 

shorter.Conclusion Differentially
 

expressed
 

genes
 

play
 

an
 

indispensable
 

and
 

important
 

role
 

in
 

the
 

immune
 

response
 

of
 

gastric
 

cancer
 

tumors,

with
 

high
 

expression
 

of
 

BPI,CXCR4,MCEMP1,NPY1R,OLR1,and
 

RETN
 

genes
 

being
 

adverse
 

factors
 

for
 

the
 

prognosis
 

of
 

gastric
 

cancer.
[Key

 

words] Gastric
 

cancer; Tumor
 

microenvironment; Prognosis; TCGA
 

database

  胃癌是消化系统最常见的恶性肿瘤。在我国,胃
癌新发病例数或总体死亡数均高居恶性肿瘤的第2
位[1],其发病率高、预后差,造成了严重的疾病负担。
肿瘤细胞所处的细胞环境和细胞外基质环境统称作

肿瘤微环境,是一个包含边界、血管、淋巴管等复杂结

构的生理环境。肿瘤微环境既可发挥促瘤作用,也可

产生抑瘤作用,其中的免疫细胞包括T淋巴细胞、自
然杀伤T细胞、肿瘤相关巨噬细胞等[2-3],可从外周循

环中聚集到肿瘤微环境并浸润到瘤体中,并通过旁分

泌作用参与细胞外基质环境的改造,从而为原发肿瘤

创造更好的生长环境,促进肿瘤发生、发展[4]。基质

成分包括血管内皮细胞、成纤维细胞、各种细胞分泌

的细胞因子、各类大分子物质及相关复合物,其不仅

是实体肿瘤的重要病理特征,同时也是恶性肿瘤发

生、发展的重要驱动力量[5]。因此,探讨肿瘤微环境

成分在胃癌发生、发展及转归中的作用对于胃癌的治

疗至关重要。本文采用生物信息学方法在癌症基因

组图谱(TCGA)数据库中收集数据并分析了胃癌肿

瘤微环境中差异表达基因与胃癌预后的关系,旨在为

胃癌的临床治疗及预后提供参考。

1 材料与方法

1.1 数据来源 收集 TCGA数据库(https://can-
cergenome.nih.gov/)中胃癌相关表达谱Counts数

据及相关临床数据,共纳入268例胃癌患者,获得268
份胃癌与癌旁组织样本,其中胃癌旁样本15份,胃癌

组织样本253份。

1.2 方法

1.2.1 评分预测 使用ESTIMATE预测软件,通过

免疫评分和基质评分来预测和评价肿瘤纯度,从而预

测基质细胞和免疫细胞水平,根据基质细胞和免疫细

胞含量与肿瘤纯度关系进行分析。预测所用数据是

基因表达数据,通过ESTIMATE软件预测,可得到基

质评分(Stromal
 

score)、免疫评分(Immune
 

score)、
综合评分(Estimate

 

score,即前二者评分的综合),分
析各评分与胃癌预后及分级之间的相关性。

1.2.2 差异表达基因筛选 将数据进行合并后,依
据免疫评分或基质评分将肿瘤样本按照基因表达情

况分组,然后进行肿瘤内部分析。根据免疫评分、基
质评分分组后使用R语言Limma包[6]进行差异表达

基因筛选,以错误发现率小于0.05、P<0.05作为差

异表达基因的阈值,并对其表达进行分析,再分别把

各组结果做交集以便得到可靠性更强的结果,并通过

Venn
 

Diagram包绘制 Venn图。同时,采用 R语言

pheatmap制作差异表达基因的差异表达图谱,分析

基质评分和免疫评分与差异表达基因之间的相关性。

1.2.3 相关基因选择 基因本体论(GO)富集分析

是目前最常用的大规模基因注解分析方式。利用

DAVID数据库(http://david.ncifcrf.gov/)通过GO
富集分析(P<0.05)对差异表达基因注解并分析其细

胞组成、生物学过程及分子功能。利用String数据库

(http://string-db.org/)进行蛋白质-蛋白质相互作

用(PPI)网络分析,当置信度得分大于0.7时,提取得

到差异蛋白互作关系,将差异表达基因导入到Cyto-
scape软件中,使用networkD3工具计算度值,进行可

视化分析得出PPI网络中的关键基因。

1.2.4 相关基因与胃癌预后的相关性分析 采用

Kaplan-Meier
 

plotter在线生存分析数据库对胃癌肿

瘤微环境及相关基因进行分析,分析胃癌预后与相关

基因表达之间的相关性。

1.3 统计学处理 采用SPSS25.0软件进行统计学

分析,计数资料以率或百分比表示;GO富集分析以鉴

定到的蛋白为背景通过费歇尔精确双端检验方法检

验差异表达蛋白;使用对数秩检验分析绘制 Kaplan-
Meier生存曲线。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 胃癌患者临床特征 268例胃癌患者临床特征

见表1。

2.2 不同病理分级胃癌患者基质评分、免疫评分及

综合评分比较 不同病理分级胃癌患者基质评分、免
疫评分及综合评分比较,差异有统计学意义(P<
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0.05)。G3级患者免疫评分最高,G1级患者略高,G2
级患者最低,其中G1级患者与G2级患者免疫评分

比较,差异无统计学意义(P>0.05)。基质评分随着

肿瘤级别的增高而增高。分化良好的G1级患者综合

评分最低,分化较低的G2级患者次之,恶性程度最高

的G3级患者最高,其中G1级患者与G2级患者综合

评分比较,差异无统计学意义(P>0.05)。见图1。
表1  胃癌患者临床特征(n=253,%)

项目 n 占比 有效率

年龄(岁)

 ≤50 18 7.1 7.5

 >50 223 88.1 92.5

 未知 12 4.7 -

性别

 男 93 36.8 38.0

 女 152 60.1 62.0

 未知 8 3.2 -

病理分期

 Ⅰ期 25 9.9 11.2

 Ⅱ期 77 30.4 34.5

 Ⅲ期 100 39.5 44.9

 Ⅳ期 21 8.3 9.4

 未知 30 11.9 -

病理分级

 G1 6 2.4 2.6

 G2 67 26.5 28.5

 G3 162 64.0 68.9

 未知 18 7.1 -

T分期

 T1 5 2.0 2.1

 T2 55 21.7 23.3

 T3 110 43.5 46.6

 T4 66 26.1 28.0

 未知 17 6.7 -

放射治疗

 有 23 9.1 20.9

 无 87 34.4 79.1

 未知 143 56.5 -

靶向分子治疗

 有 51 20.2 45.9

 无 60 23.7 54.1

 未知 142 56.1 -

  注:-表示无此项;有效率指胃癌患者数占总患者数(剔除“未知”

患者数)的百分比。

  注:A.综合评分比较;B.免疫评分比较;C.基质评分比较。

图1  不同病理分级胃癌患者基质评分、免疫评分及

综合评分比较

2.3 差异表达基因筛选情况及其与各评分的关

系 差异表达基因筛选结果显示,基质评分组中有

983个上调表达基因,免疫评分组中有234个上调表

达基因,二者综合后有605个上调表达基因;基质评

分组中有92个下调表达基因,免疫评分组中有173
个下调表达基因,二者综合后有142个下调表达基

因。通过免疫评分、基质评分与差异表达基因的热图

分析差异表达基因的表达趋向性与评分之间的关系,
结果显示,上调表达基因分别与基质评分、免疫评分

具有显著相关性(P<0.05)。

2.4 差异表达基因在胃癌中的作用 GO富集分析

结果显示,在胃癌肿瘤微环境中,差异表达基因在T
细胞激活、白细胞迁移、调节淋巴细胞活化、免疫应答

调节细胞表面受体信号通路等生物学功能方面富集

更多,其在胃癌肿瘤免疫中发挥重要作用;在细胞成

分中,质膜外侧成分所占比例较大,其余成分所占比
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例均较小;在分子功能方面,碳水化合物结合、糖胺聚

糖结合、趋化因子结合等功能富集差异表达基因较

多。上述成分多为胃癌肿瘤微环境中基质组成成分,
说明差异表达基因与胃癌肿瘤微环境中基质形成有

较大联系,即这些差异表达基因可能参与了胃癌的侵

袭转移过程。见图2。

2.5 关键基因分析 PPI网络分析显示,333个基因

间可能存在相互关系,其中 CXCR4(P=0.002)、

NPY1R(P=0.002)、BPI(P=0.019)、MCEMP1
(P=0.009)、OLR1(P=0.041)、RETN(P=0.045)
表达水平越高,胃癌患者生存时间越短。见图3、4。
推测基质细胞与免疫细胞水平与胃癌预后存在一定

关系。因此,上述基因可用于评价胃癌预后。

  注:A.差异表达基因分级数量;B.差异表达基因富集比率。

图2  差异表达基因富集情况

图3  差异表达基因与胃癌的相关性
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图4  关键差异表达基因与胃癌患者生存关系

3 讨  论

胃癌是常见的消化道恶性肿瘤之一,主要起源于

胃黏膜上皮,其早期无明显症状、检出率较低、转移迅

速、预后相对较差。目前,胃癌主要的治疗手段为手

术、放疗及化疗,但效果并不理想。肿瘤微环境的发

现说明肿瘤并不是孤立的单个肿块,而是一个由肿瘤

细胞、基质细胞、免疫细胞、细胞因子等共同组成的复

杂系统,具有组织缺氧、酸中毒、间质高压等一系列特

点[7-8]。在胃癌进展的不同阶段,其肿瘤微环境中的

基质细胞行为模式在受到肿瘤细胞的影响和修饰的

同时,激活的基质细胞通过产生趋化因子、生长因子

和基质降解酶以促进血管生成和基底膜破坏,使肿瘤

的侵袭能力增强,从而促进肿瘤细胞的转移和扩散。
如肿瘤相关成纤维细胞可通过产生和分泌各种趋化

因子促进上皮间充质转化,增强肿瘤生成、增殖、侵袭

和转移能力[9-10]。
本研究基于TCGA数据库对胃癌肿瘤微环境进

行分析时发现,基质评分越高,即基质细胞水平越高

时,胃癌的分化越差、恶性程度越高,预后也越差。其

中,基质评分占主导地位,可以说明基质细胞在肿瘤

发生、发展中发挥着重要作用。GO富集分析结果显

示,质膜外侧成分所占比例较大,且碳水化合物结合、
糖胺聚糖结合、趋化因子结合等功能富集差异表达基

因较多。上述成分多为胃癌肿瘤微环境中基质组成

成分,说明差异表达基因与胃癌肿瘤微环境中基质形

成有很大联系,即这些差异表达基因可能参与胃癌的

侵袭转移过程。近年来,学者提出了“癌症免疫编辑”
的概念,其包括3个动态阶段:清除、平衡和逃逸。肿

瘤免疫逃逸是肿瘤侵袭与转移过程中的一个重要环

节,是引起胃癌难以治愈和复发的关键原因[11]。PEI-
NADO等[12]的研究发现,机体的免疫监视功能若发

生异常,胃癌的免疫逃逸和恶变速度会大大加快。

GO富集分析结果表明,在胃癌肿瘤微环境中,差异表

达基因在T细胞激活、白细胞迁移、调节淋巴细胞活

化表面受体信号通路等生物学功能方面富集更多,说
明其在胃癌肿瘤免疫中发挥着不可或缺的重要作用。

PPI网络分析可从生物化学、信号转导和遗传网

络的角度研究蛋白质分子之间的相关性[13]。本研究

对筛选的差异表达基因进行PPI网络分析时发现了

CXCR4、NPY1R、MCEMP1、OLR1、RETN等多个基

因。这些基因在胃癌的发生、发展中起到了一定作

用。CXCR亚家族成员CXCR4可通过CXCR4/CX-
CL12信号通路促进肿瘤细胞的生长[14]。一项 meta
分析显示,CXCR4可作为胃肠道癌的生物标志物,可
及时有效地判断胃肠道癌患者预后[15]。NPY1R在肝

癌细胞中通过参与抑制细胞增殖的蛋白激酶信号通

路从而抑制细胞增殖,而Janus激酶/信号转导和转录

激活子信号通路是近年来发现的一条由细胞因子刺

激的信号转导通路[16],其参与细胞的增殖、分化、凋亡

及免疫调节等许多重要的生物学过程。本研究结果

显示,NPY1R在胃癌中可能也存在相类似的作用。
有研究报道,NPY1R基因对胃泌素或胃酸的分泌起
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抑制作用,然而由于胃泌素和胃酸在胃肠道细胞分化

和癌变中起重要作用,NPY1R基因启动子的甲基化

会导致胃肠激素受体功能丧失,进而可能导致胃癌的

发生,因此NPY1R可作为潜在的诊断或预后的生物

标志物[17]。MCEMP1在胃癌组织中的表达水平较

高,并与胃癌预后不良之间存在密切关系。MCEMP1
参与了免疫、炎症和代谢的相关途径,且 MCEMP1

 

mRNA的表达与多种免疫细胞的免疫浸润有关;

MCEMP1可通过调节上皮-间质转化相关蛋白的表达

进而影响胃癌细胞的增殖、迁移和侵袭[18]。以上研究

为 MCEMP1成为胃癌预后的潜在标志物提供了有力

依据。OLR1基因编码的 OLR1是凝集素样氧化型

低密度脂蛋白受体,属于c型凝集素超家族,通过与

循环腺苷酸信号通路调控编码的蛋白质结合,内化和

降解氧化的低密度脂蛋白,该蛋白可能参与了Fas诱

导的细胞凋亡的调控,发挥清道夫受体的作用[19]。此

外有相关研究表明,OLR1基因可作为胃腺癌独立的

预后标志物和新的治疗靶点,其提示了功能失调性炎

性反 应 的 OLR1基 因 表 达 谱 可 能 与 不 良 预 后 相

关[20]。RETN已被确定为炎性反应中的重要参与

者,并在炎症相关癌症中成为中介,其可以激活胃癌

细胞的Toll样受体4、p38丝裂原活化蛋白激酶和核

转录因子-κB信号通路并诱导基质细胞衍生因子-1
(SDF-1)的上调,而SDF-1参与了胃癌的发生、发展,
会刺激血管生成并促进肿瘤细胞向远处器官转移,因
此RETN可能在胃癌的进展中发挥着新的作用[21]。
另有研究报道,RETN和内脂素可协同增加胃癌细胞

的增殖并增强端粒酶基因的表达,胃癌组织中的这2
种激素可通过增强端粒酶作为癌基因的表达来协同

加速癌细胞的生长[22],这也进一步证实了RETN在

胃癌中具有不可忽视的作用。但是以上基因在胃癌

肿瘤微环境中的具体作用机制暂不明确,这可能也是

目前免疫检查点抑制剂在胃癌患者中的效果尚未达

到理想预期的原因之一,未来还需要进一步深入研究

探讨。
综上所述,差异表达基因在胃癌肿瘤免疫中发挥

着 不 可 或 缺 的 重 要 作 用,其 中 BPI、CXCR4、

MCEMP1、NPY1R、OLR1、RETN基因高表达是胃癌

预后的不良因素。
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