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  [摘 要] 目的 通过分析肿瘤突变负荷(TMB)相关基因,开发并验证TMB相关的预后模型,寻找预测

胃癌预后和免疫治疗反应的生物标志物。方法 使用limma包筛选胃癌和正常组织中的差异表达基因,结合

LASSO回归和多因素Cox回归方法构建胃癌的预后模型,使用CIBERSORT算法分析肿瘤免疫浸润的情况,
以评估免疫治疗的反应性。结果 所构建的TMB相关预后模型表现出较好的预测准确性,在TCGA总队列

中1、3、5年的曲线下面积分别为0.641、0.665和0.720。低风险组患者的总体生存率要优于高风险组,且与免

疫激活细胞的较高浸润程度相关。结论 该研究构建的预后模型具有良好的预测准确性,并能够评估免疫治

疗反应性,为胃癌的临床诊治与免疫治疗提供有效支持。
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[Abstract] Objective To

 

develop
 

and
 

validate
 

a
 

tumor
 

mutational
 

burden
 

(TMB)
 

related
 

prognostic
 

model
 

and
 

identify
 

biomarkers
 

for
 

predicting
 

gastric
 

cancer
 

prognosis
 

and
 

immunotherapy
 

response
 

by
 

analy-
zing

 

genes
 

associated
 

with
 

tumor
 

mutation
 

burden.Methods Limma
 

package
 

was
 

used
 

to
 

screen
 

differentially
 

expressed
 

genes
 

in
 

gastric
 

cancer
 

and
 

normal
 

tissues,and
 

the
 

prognostic
 

model
 

of
 

gastric
 

cancer
 

was
 

construc-
ted

 

by
 

LASSO
 

regression
 

and
 

multivariate
 

Cox
 

regression.The
 

CIBERSORT
 

algorithm
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

immune
 

invasion
 

of
 

the
 

tumor
 

to
 

assess
 

the
 

response
 

to
 

immunotherapy.Results The
 

established
 

tumor
 

mutation
 

load-related
 

prognostic
 

model
 

showed
 

good
 

prediction
 

accuracy,and
 

the
 

AUC
 

values
 

of
 

1,3
 

and
 

5
 

years
 

in
 

the
 

TCGA
 

fleet
 

were
 

0.641,0.665
 

and
 

0.720,respectively.Overall
 

survival
 

was
 

better
 

in
 

the
 

low-risk
 

group
 

than
 

in
 

the
 

high-risk
 

group
 

and
 

was
 

associated
 

with
 

a
 

higher
 

degree
 

of
 

infiltration
 

of
 

immune-activated
 

cells.
Conclusion The

 

prognostic
 

model
 

constructed
 

in
 

this
 

study
 

has
 

good
 

prediction
 

accuracy
 

and
 

can
 

evaluate
 

immuno-
therapy

 

reactivity,providing
 

effective
 

support
 

for
 

clinical
 

diagnosis,treatment
 

and
 

immunotherapy
 

of
 

gastric
 

cancer.
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  胃癌是消化系统中常见的恶性肿瘤之一,2020年

国际癌症研究机构(IARC)公布的数据显示,胃癌已

成为全球第五大致死癌症,死亡率高达7.7%[1]。尽

管医学水平的不断提高和胃镜的广泛应用促进了胃

癌的早期筛查,但其高转移性和复发性仍然是临床治

疗过程中面临的重大挑战[2]。免疫检查抑制剂(ICIs)
等免疫治疗的出现,为胃癌等实体肿瘤的治疗带来了

新的希望,目前已广泛应用于临床[3]。然而,胃癌是

一种高度异质性的恶性肿瘤,部分患者对免疫治疗没

有反应,甚至出现治疗相关的不良事件[4]。因此,寻
找可以准确预测免疫检查点治疗效果的生物标志物,
将成为胃癌免疫治疗的主要挑战之一。

肿瘤突变负荷(TMB)是基于核苷酸突变数据评

估肿瘤细胞中发生的突变情况,作为免疫治疗的生物

标志物已在临床应用中取得良好进展[5-6]。但是,鉴
于单一维度的生物标志物在临床应用过程中的预测

效果并不佳,本研究尝试利用TMB相关基因等多维

度的数据构建胃癌的预后模型,以提高免疫治疗预后

的准确性。
首先,作者筛选出了在胃癌和正常组织中差异表

达的TMB相关基因,并且对参与的生物学过程进行了

初步的探索。随后,使用最小绝对收缩和选择算子
(LASSO)回归和多因素Cox回归构建胃癌的预后模

型。基于预后模型中风险基因的表达量和回归系数,计
算每个样本的风险评分。通过整合风险评分与临床变

量构建的列线图,将用于提高预测的准确性。同时,作
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者进一步探讨了风险评分与肿瘤免疫浸润之间的关系。
1 资料与方法

1.1 数据来源及预处理 胃癌患者的转录数据、体
细胞突变数据及临床表型数据均来自UCSC

 

Genome
 

Browser 数 据 库 (https://xenabrowser.net/datapa-
ges/)[7]。剔除正常组织样本和同一患者的样本后,
最终获得32例正常组织和375例胃癌患者的转录组

数据。使用R语言中caret包的createDataPartition
函数,将具有完整生存信息的350例胃癌患者按7∶3
的比例随机分为训练组(n=246)和测试组(n=104)。
从 GeneCards 数 据 库 (https://www.genecards.
org/)中收集TMB相关基因,并保留相关性评分大于

10分的基因进行后续分析。
1.2 方法

1.2.1 TMB相关差异基因的筛选和富集分析 使

用limma包筛选上述TMB相关基因在正常组织和

肿瘤组织中的差异基因,过滤条件设定为logFC>1
及p-value

 

<
 

0.05,利用pheatmap和ggplot2包对差

异基因进行可视化[8]。随后,使用org.Hs.eg.db软

件包及clusterProfiler软件包进行基因本体(GO)、京
都基因与基因组百科全书(KEGG)和疾病本体论(DO)
富集分析,为了筛选富集的类别或通路,将p-value<
0.05和q-value<0.05设定为显著性阈值[9-10]。
1.2.2 胃癌预后模型的构建与验证 使用survival
包对上述差异基因进行单因素Cox分析,保留P<
0.05的基因。随后,应用LASSO算法进一步筛选与

生存相关的预后特征基因[11]。在 TCGA 训练队列

(n=246)中,通过多因素Cox回归分析构建胃癌的预

后模型。根据模型公式中基因的表达量及其对应的

回归系数,利用survival包中的predict函数计算每个样

本的风险评分。根据中位风险评分将所有患者划分到

高风险组和低风险组中,并通过timeROC包绘制受试

者工作特征(ROC)曲线,计算曲线下面积(AUC),以评

估预后模型的准确性[12]。使用pheatmap包绘制所有

队列的风险曲线和患者的生存状态散点图。采用

Kaplan-Meier方法来比较不同风险组之间的生存差

异,并使用survminer包进行分析和可视化。
1.2.3 预后模型的优化 使用单因素和多因素Cox
回归分析评估风险评分和临床变量是否可以作为乳

腺癌的独立预后因素,然后使用rms包构建一个整合

风险评分和临床变量的列线图(nomogram),用以提

高预后模型的准确性,列线图中包括了患者年龄、性
别、TNM 分期和风险评分等变量[13]。最后,分别使

用timeROC和ggDCA包进行ROC和决策曲线分析

(DCA),比较列线图与其他临床变量的预测准确性。
1.2.4 预后模型准确性的比较 利用 maftools软件

包分析不同风险亚组的突变景观[14],并通过C指数、
AUC、DCA、限制平均生存(RMS)等指标,比较风险评

分、列线图评分和TMB评分在预测准确性中的表现。
1.2.5 免疫浸润分析 为了进一步揭示胃癌的肿瘤

微环境特征,作者使用CIBERSORT算法量化每个样

本中免疫细胞的表达,并分析不同风险亚组的免疫浸

润丰度。同时,进行Pearson相关性分析,以探讨免疫

细胞浸润与风险评分之间的关系[15-16]。
1.3 统计学处理 应用R软件(4.0.3和4.1.3版本)
进行数据分析。组间比较采用 Wilcoxon检验,相关性

分析采用Pearson检验。生存曲线采用 Kaplan-Meier
方法绘制,并通过log-rank检验进行比较。截断值均设

定为中位数。P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 TMB差异基因的识别和生物学功能探究 在

GeneCards数据库中,作者筛选得到1
 

967个与TMB
相关的基因,其中230个基因在正常组织和肿瘤组织

中的表达差异有统计学意义(P<0.05),且13个基因

(即 EZH2、COL1A2、PVT1、SPARC、FAP、CD36、
PDGFRB、SERPINE1、VCAN、LOX、AGT、FNI及

CAV1)与生存密切相关。为了进一步探究这些预后

基因的生物学功能,分别进行了GO、KEGG和DO富

集分析。GO富集分析结果显示,上述基因参与伤口

愈合、凝血调节、成纤维细胞增殖调控和细胞外基质

等过程。KEGG分析表明,上述基因在 AGE-RAGE
信号通路、黏着斑的形成、ECM-受体相互作用和癌症中

的蛋白聚糖等信号通路中显著富集。而DO富集分析

结果提示,上述基因可能与家族性动脉硬化主动脉高脂

血症、尿血管病性膀胱癌、骨癌等疾病密切相关。
2.2 胃癌预后模型的构建与验证 TCGA队列中

350例具有完整生存状态和生存时间的胃癌患者以

7∶3的比例随机分为训练队列和验证队列。在训练

队列中,通过LASSO回归分析进一步筛选出5个与

生存相关的基因,随后通过多变量Cox回归建模确定

了3个特征基因。风险评分的计算公式为:风险评

分=(-0.269×PVT1)+ (0.201×CD36)+
(0.191×SERPINE1)。根据风险评分的中位数将所

有患者分为高风险组和低风险组。在所有队列中,低
风险组的总生存率均显著高于高风险组。在TCGA
训练队列中,1、3、5年的时间依赖性 ROC曲线的

AUC分别为0.606、0.682和0.699;在TCGA验证

队列中,AUC分别为0.730、0.651和0.728;在TC-
GA总队列中,AUC分别为0.641、0.665和0.720。
2.3 风险模型的优化及列线图的构建 单因素Cox
回归分析显示,风险评分、年龄、临床分期和TNM 分

期与胃癌预后显著相关(P<0.001),见图1A。多因

素Cox回归分析结果显示,风险评分和年龄是胃癌的

独立预后因素(P<0.001),见图1B。为提高预后模

型的预测准确性,将风险评分与临床变量整合,构建

了列线图,以预测胃癌患者1、3、5年的生存概率(图
1C)。校准曲线显示该列线图具有出色的预测准确

性,接近理想曲线并展现出较高的稳定性(图1D)。
ROC曲线分析结果显示,列线图在1、3、5年的AUC
均高于其他特征,表明该列线图具有更高的预测准确
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性(图1E)。此外,DCA进一步证实,列线图的净效益 超过了任何单一临床特征和风险评分(图1F)。

  注:A.单因素Cox回归筛选胃癌预后的特征;B.多因素Cox回归筛选胃癌的独立预后因素;C.临床特征和风险评分整合的列线图;D.列线图

的校准曲线;E.1、3、5年列线图和各临床特征的ROC曲线;F.1、3、5年列线图和各临床特征的DCA曲线。

图1  列线图的构建

2.4 突变分析与模型预测效能综合评估分析 突变

分析结果显示,低风险组的TMB值和基因突变频率均

显著高于高风险组,且TTN、TP53、SYNE1和 MUC16
是突变最为频繁的基因(图2A、B)。本研究通过ROC、
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C指数、DCA和RMS评估各模型和指标在胃癌预后预

测中的准确性。结果显示,列线图的AUC(图2C~E)
和C指数(图2F)显著高于其他指标,其次为风险评分,
表明所建立的模型具有较高的预测性能,尤其是整合临

床变量后的列线图进一步提升了准确性。DCA和

RMS分析结果进一步支持了列线图和风险评分较好的

临床预后能力(图2G、H)。
2.5 风险评分与肿瘤免疫浸润分析 免疫浸润结果

显示,不同风险组间免疫细胞的浸润特征呈现差异,
低风险组中滤泡辅助性T细胞、激活自然杀伤(NK)

细胞、M1巨噬细胞和嗜酸性粒细胞的浸润丰度较高,
而CD8+T淋巴细胞、单核细胞、M2巨噬细胞和静息

肥大细胞的丰度较低。相关性分析进一步表明,滤泡

辅助性T细胞、激活NK细胞、M1巨噬细胞、嗜酸性

粒细胞的浸润丰度与风险评分呈负相关[相关系数

(R)=-0.26、-0.18、-0.15、-0.21,P<0.05],而
CD8+T淋巴细胞的丰度则与风险评分呈正相关(R=
0.13,P<0.05)。提示免疫细胞的浸润特征可能与肿

瘤风险分层密切相关。

  注:A.高、低风险组间的TMB分析比较;B.基因突变瀑布图分析高、低风险组中基因的突变情况;C~E.风险评分、列线图和TMB的ROC曲

线;F.不同指标和模型(P/T/T、CD36、SERPINE1、风险评分、列线图和TMB)的C指数比较;G.不同预测模型在DCA中的净收益比较;H.各指标

的RMS曲线与风险百分位数的关系。
图2  突变分析与预测模型效能综合分析
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3 讨  论

胃癌是一种常见的消化系统恶性肿瘤,其高度异

质性导致耐药的发生,使传统的治疗面临巨大挑

战[17]。免疫治疗的应用为包括胃癌在内的实体瘤提

供了新的治疗途径,尤其是免疫检查点抑制剂,在突

变率高、进展迅速的胃癌中展现出显著的治疗潜

力[18-19]。然而,临床发现不同胃癌患者对免疫治疗的

反应差异显著,因此,在治疗前预测患者的反应性至

关重要。目前,临床上使用的生物标志物,如TMB和

微卫星不稳定性,在预测胃癌的免疫治疗效果中存在

显著差异,表明单一标志物难以满足临床需求[20]。因

此,本研究基于TMB差异表达基因构建了一个多维

度的胃癌预后模型,并设计了适用于临床的列线图,
以预测胃癌患者的预后及其对免疫治疗的反应。

本研究结果显示,在TCGA训练队列和测试队列

中,低 风 险 组 的 总 生 存 期 均 显 著 高 于 高 风 险 组。
TCGA训练队列、测试队列和全队列的ROC曲线分

析表明,预后模型具有较高预测准确性。单因素和多

因素Cox回归分析显示,风险评分、TNM分期和年龄

均与胃癌生存密切相关,其中风险评分和年龄可作为

独立预后因素。为提高预测准确性,本研究整合了临

床变量和特征,构建了列线图。ROC曲线和DCA结

果表明,整合临床特征和风险评分的列线图显著提高

了预测精度,说明在模型构建中纳入多维度变量有助

于增强预后模型的准确性。此外,预后模型、列线图

和TMB的预测准确性对比显示,列线图在 AUC、C
指数、DCA和RMS分析中均优于TMB,具有更高的

预测准确性。这些结果表明,本研究构建的列线图具

有良好的预测能力,对胃癌的临床诊治具有重要意

义,可帮助临床医生在治疗决策中更精确地评估患者

风险。
TMB用于衡量样本中的突变情况,TMB值越

高,肿瘤细胞与正常细胞的差异越大,因此更容易被

免疫系统识别,从而提高免疫治疗反应性[21]。TMB
值反映肿瘤的突变负荷,较高的TMB值通常意味着

肿瘤具有更多的突变和新抗原,这些新抗原能够更容

易被免疫系统识别和攻击[21]。因此,高TMB值通常

与免疫治疗的更好反应性相关。作者进一步分析了

高风险组和低风险组的肿瘤免疫浸润情况,以评估免

疫治疗的反应性。结果显示,风险评分与免疫激活细

胞(滤泡辅助性T细胞、NK细胞、M1巨噬细胞、嗜酸

性粒细胞)呈显著负相关。滤泡辅助性T细胞则通过

促进B细胞分化和浆细胞的成熟,增强体液免疫反

应,进而提高免疫治疗的效果[22]。巨噬细胞是人体免

疫系统的重要组成部分,广泛分布于各个组织和器官

中,负责吞噬病原体、死细胞和异物,维持体内稳态。
同时,其通过分泌细胞因子调节免疫反应,协同其他

免疫细胞防御感染。然而,在肿瘤微环境中,巨噬细

胞可表现出双重作用。M1型巨噬细胞可以直接吞噬

和杀伤肿瘤细胞,在抗肿瘤免疫反应中发挥重要作

用。反之,M2型巨噬细胞则通过诱导PD-L1上调,

帮助肿瘤逃避T细胞介导的免疫监视[23-24]。NK细

胞是先天免疫系统的重要组成部分,在抵御病毒感染

和癌症方面发挥关键作用。当NK细胞被激活时,通
过释放细胞毒性分子诱导程序性细胞死亡,并通过分

泌γ干扰素等细胞因子激活其他免疫细胞[25]。在高

风险组中,单核细胞、M2型巨噬细胞和静息肥大细胞

等免疫抑制细胞的表达较高,其免疫浸润丰度与风险

评分呈正相关。在肿瘤微环境中,单核细胞可分化为

M2型巨噬细胞,后者通过分泌促进肿瘤细胞增殖和

血管生成的因子,抑制抗肿瘤免疫反应,促进肿瘤生

长与免疫逃逸[26-27]。肥大细胞不仅能激活T细胞和

NK细胞启动抗肿瘤免疫反应,还能通过呈递抗原和

招募免疫细胞增强免疫应答[28]。这些结果表明,低风

险组具有更高的免疫活性,可能在免疫治疗中获得更

好的反应。本研究构建的预后模型不仅能有效预测

胃癌的预后,还可用于评估患者对免疫治疗的反应,
帮助医生在临床中做出更准确的决策。然而,该模型

在临床应用中的价值仍需进一步验证和优化,以确保

其在实际治疗中的可行性和准确性。
综上所述,本研究构建的TMB相关预后模型可

能成为预测胃癌预后和免疫治疗反应的有效生物标

志物。然而,该模型仅在公共数据库中表现出较好的

预测准确性,尚需通过收集更多临床数据进行验证和

优化。
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