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摘　要：目的 通过构建宫颈癌预后模型，筛选预后表达差异基因，并进行肿瘤微环境相关免疫分析，寻找宫颈癌预后相关

标志物。方法 利用 TCGA 及 GEO 公共数据库进行宫颈癌预后基因的筛选、建立模型并进行验证，通过免疫浸润分析研究

预后表达差异基因与肿瘤免疫微环境的相互关系。结果 SPP1 作为宫颈癌预后表达基因之一，其高表达与较差的宫颈癌预

后相关，在肿瘤免疫微环境中，与 M0 型巨噬细胞的浸润相关；IL3RA 的表达则提示了较好的宫颈癌预后，其在肿瘤免疫

微环境中的表达与 CD8+T 细胞的浸润相关。结论 寻找宫颈癌预后相关标志物，并研究其在宫颈癌发生发展中的作用，对

个体化精准治疗宫颈癌意义重大。
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宫颈癌是常见的女性恶性肿瘤之一，2018 年新发宫颈

癌超过 50 万例，致死超 30 万例 [1]。目前手术和放化疗仍然

是主要治疗方式，对于晚期及复发转移宫颈癌的治疗效果并

不理想。免疫和靶向治疗为晚期及复发转移患者带来了的希

望，如何筛选获益人群、制定最优的治疗策略等问题仍需不

断探索 [2]。寻找宫颈癌预后分子标志物，对制定临床决策及

改善预后意义重大。本研究利用 TCGA 数据库，通过生物信

息学方法建立宫颈癌预后模型，并在基因层面探讨其对肿瘤

微环境中免疫细胞浸润的影响，为宫颈癌个体化诊治方向提

供研究思路。

1. 材料与方法

1.1 宫颈癌预后模型及差异表达基因分析

从 TCGA 数据库获取宫颈癌的基因表达谱数据，使用

单因素 cox 回归分析识别宫颈癌预后相关的基因，使用 lasso

分析和多因素 cox 回归分析构建预后模型，并验证模型与

宫颈癌预后相关程度。从 GEO 数据库下载宫颈癌的基因表

达谱数据 GSE7803 以及 GSE63514，物种为人类，平台为

GPL96。将其分成肿瘤组织正常组织。使用 R 包 limma 进行

差异分析。分析模型中差异表达基因的 ROC 曲线，以及在

临床分析Ⅲ和Ⅳ期分组情况下的亚组 KM 曲线，使用 Log-

rank 检验进行统计学分析。使用 TCGA 数据库中宫颈癌患

者的生存数据和临床分期等数据进行危险因素评分，并绘制

KM 曲线和 nomogram 列线图评价危险评分效能。使用 HPA

（Human Protein Atlas）数据库分析模型中基因在宫颈癌患

者组织中的表达情况。

1.2 宫颈癌相关预后基因的免疫浸润分析

通过 estimate 包对 TCGA- 宫颈癌预后模型数据集的表

达数据计算免疫及机制评分，进而评估肿瘤的纯度，并探

究模型风险高低分组下的免疫评分，基质评分，ESTIMA 评

分的差异。通过 GSVA 包中单样本基因集富集分析（single 

sample gene set enrichment analysis，ssGSEA）样本中每个免

疫细胞类型的浸润水平。

通过 CIBERSORT（https://cibersort.stanford.edu/）算法对

TCGA- 宫颈癌数据集的免疫细胞浸润状态进行评价；我们

通过Spearman分析预后相关基因与免疫浸润细胞的相关性，

并使用 R 包“ggplot2”绘制热图和棒棒糖图进行可视化。

1.3 统计学分析

所有数据计算和统计均使用 R 编程 (4.0.2 版本 ) 进行。

两组连续变量的比较，通过独立 Student t 检验统计显著性，

并通过 Mann-Whitney U 检验（即 Wilcoxon 秩和检验）分析
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非正态分布变量间的差异。使用 R 的 pROC 包绘制工作特

征（ROC）曲线，计算曲线下的面积（AUC）以评估风险

评分估计预后的准确性。所有的统计 P 值均为双侧，以 P 

<0.05 为有统计学意义。

2. 结果

2.1 构建宫颈癌预后模型及获取差异表达基因

对 清 洗 好 的 TCGA 数 据 集 进 行 LASSO 回 归（ 图 1A-

C），并使用 cox 多因素分析筛选宫颈癌相关预后标志物。

将结果绘制了森林图进行展示（图 1D），结果显示大多数

基因的预后效能较高。分别选取了 HR>1 和 HR<1 的基因绘

制了生存曲线（图 2）。检测模型基因结果以箱式图的形式

展示（图 3A-D），SPP1 作为宫颈癌患者预后的风险因素，

在肿瘤组织中高表达；而 DES 作为宫颈癌患者预后的保护

因素，在肿瘤组织中低表达。

使用“ConsensusClusterPlus”R 包利用上述预后模型进

行一致性聚类，预后亚型进行分组绘制热图（图 3E），结

果显示出来基因表达差异趋势。使用 limma 包差异分析得到

两组数据的差异表达基因，筛选表达差异的基因。

图 1  构建宫颈癌预后模型

A-C：对 TCGA 数据集进行 lasso 回归 +cox 多因素回归

分析，lasso 回归（A），最佳 λ 值（B）以及风险曲线（C）。

D：森林图展示得到的预后模型基因。

图 2  预后相关基因的生存分析

A：SPP1 的 KM 生存曲线。B：CPE 的 KM 生存曲线。

C：PTPRB 的 KM 生存曲线。D：DES 的 KM 生存曲线。E：

IL3RA 的 KM 生存曲线。F：SDS 的 KM 生存曲线。

图 3  宫颈癌亚型构建

A-D：BAIAP2L1(A)、SPP1(B)、DES(C) 和 EFCAB1(D)

在肿瘤组与对照组的表达差异箱式图。E：根据宫颈癌亚型

分组绘制的热图。热图中红色表示激活，蓝色表示抑制。

2.2 宫颈癌预后模型的临床相关性

进一步评估了预后模型对于宫颈癌的区分识别程度，

绘制了 ROC 曲线（图 4A-C），绘制了亚组生存曲线，选择

临床分期Ⅲ期或者Ⅳ期进行亚组分析（图 4D-F），结果表

明保护性因素的 IL3RA 在亚组分析中仍然作为宫颈癌的保

护性因素，高表达 IL3RA 患者明显比低表达该基因的患者

总体生存时间更长。而危险性因素 SPP1 也显示出了高表达

该基因的患者总体生存时间明显较短。
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图 4  预后模型的临床相关性

A-C：IL3RA(A)、SPP1(B) 和 EFCAB1(C) 的 ROC 曲线。

D-F：IL3RA(D)、SPP1(E) 和 EFCAB1(F) 的 亚 组 KM 总 体 生

存曲线。

2.3 预后危险评分的预后相关分析

接下来纳入了总体生存时间、年龄、临床分期等临床

因素进行危险评分分析，使用 lasso+cox 回归分析计算危险

评分，并根据危险评分绘制 KM 生存曲线（图 5A），结果

显示该危险评分能够很好地区分宫颈癌患者的预后情况。对

该风险评分绘制了 nomogram（列线图，图 5B），发现风险

评分能够很好地对患者预后情况进行判断，并且效能远远超

过临床分期的作用。calibration 图（图 5C-E）显示 1 年、3 年、

5 年的预测情况都与真实值十分贴近。

图 5  预后危险评分的预后相关分析

A：危险评分的总体生存曲线。B：危险评分相关的列

线图。C-E：1 年 (C)、3 年 (D)、5 年 (E) 的 calibration 图。

2.4 预后相关基因的免疫组化结果

在 HPA 数据库中分别分析了 SPP1 和 IL3RA 在正常宫

颈组织和宫颈癌组织中的免疫组化结果（图 6）。SPP1 在

宫颈癌组织中的表达明显多于正常组织，而 IL3RA 在宫颈

癌和正常组织中均有较高程度的表达。

图 6  预后相关基因的免疫组化结果

A：SPP1 在正常宫颈组织与宫颈癌组织中免疫组化结果。

B：IL3RA 在正常宫颈组织与宫颈癌组织中免疫组化结果。

2.4.1 TCGA- 宫颈癌预后模型数据集的免疫评分

结合 TCGA 宫颈癌预后模型数据集高低风险的分组，

我们将 Stromal Score，Immune Score，ESTIMATE Score 评分

结果通过分组比较图展示出来（图 7A-C），结果显示，

TCGA- 宫 颈 癌 数 据 集 的 Immune Score 评 分（ 图 7B） 与

TCGA- 宫颈癌数据集样本的不同分组间存在统计学显著意

义（P < 0.05）。

图 7  免疫评分及免疫浸润分析

A.low 组、high 组 的 ESTIMATE Score 评 分（A），

Immune Score 评分（B），Stromal Score 评分（C）分组比较图。

D. 免疫细胞在 low 组，high 组的分组比较图。E. 免疫细胞

与 hub genes 的相关性热图。
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2.4.2 免疫浸润分析

使用 ssGSEA 算法计算 28 种免疫细胞与数据集里高低

风险的分组表达谱数据之间的相关性。根据免疫细胞的浸润

程度差异绘制分组比较图（图 7D），分析免疫细胞与预后

基因间的相关性。结果显示，共有 11 种免疫细胞存在显著

浸润差异。

绘制免疫细胞在样本中的浸润丰度堆积柱状图（图

8A）。然后根据免疫细胞的浸润丰度分析免疫细胞在 high

和 low 组的差异（图 8B），其中免疫细胞 T cells CD8，T 

cells CD4 naive，T cells CD4 memory activated，Monocytes，

Macrophages M0，Dendritic cells resting，Dendritic cells 

activated，Mast cells resting，Mast cells activated，Neutrophils

存在显著浸润差异。我们绘制这 10 个免疫细胞的相关性热

图（图 8C）以及预后基因（SPP1，IL3RA）与 10 个免疫细

胞的相关性热图（图 8D）。结果显示，SPP1 与 Macrophages 

M0 存在最高的正相关性，IL3RA 与 T cells CD8 存在最高的

正相关性。

图 8  CIBERSORT 分析

A. 堆积柱状图。B. 不同分组比较图。C. 相关性热图。D. 

棒棒糖图。

3. 讨论

肿瘤浸润免疫细胞（tumor infiltrates immune cells, TICs）

是肿瘤微环境的重要组成部分 [3]。肿瘤细胞和 TICs 之间的

相互作用最终导致可能加速肿瘤生长和侵袭的过程，如免疫

逃逸、抗凋亡和异常增殖 [4]。免疫相关基因的异常表达及免

疫细胞浸润在肿瘤免疫逃逸过程中的作用成为肿瘤免疫治

疗的热点。

巨噬细胞是肿瘤微环境中的一种代表性细胞类型，浸

润肿瘤微环境的巨噬细胞被称为肿瘤相关巨噬细胞（TAMs）。

高 TAMs 浸润通常与多种肿瘤的不良预后相关，会使放疗、

化疗和靶向治疗等标准治疗的疗效变差。操纵细胞形态影响

巨噬细胞极化，从而诱导抗肿瘤反应，可能是一个潜在的治

疗方向 [5]。磷蛋白 1（SPP1）又称骨化蛋白 (Osteopontin,OPN)，

由 SPP1 基因编码的一种多功能分泌型磷酸化糖蛋白，其生

物功能多种多样且具有特异性。SPP1 基因表达的上调通常

与炎症事件有关，在不同类型免疫细胞的免疫反应中发挥着

重要作用 [6，7]。SPP1 也在癌细胞中表达，以往的研究表明，

循环中 SPP1 的水平和 / 或肿瘤细胞中 SPP1 表达的增加与多

种癌症的不良预后以及化疗耐药之间存在相关性 [8]；与宫颈

癌也关系密切，SPP1 mRNA 和蛋白在宫颈癌中的表达量明

显较高，这可能会导致癌细胞对顺铂产生耐药性 8]。我们的

研究结果显示，相比正常的宫颈组织，宫颈癌组织中 SPP1

的表达明显升高；生存分析试验显示晚期宫颈癌的亚组分型

中，SPP1 基因表达高的患者总生存期相对较低；宫颈癌肿

瘤微环境中 SPP1 的表达与 M0 型巨噬细胞的浸润密切相关，

推测该基因表达可能在肿瘤的发展过程中，分子调控功能发

生了改变，并且可能影响 TAMs 的功能变化从而影响宫颈癌

患者的预后。因此认为，SPP1 可能作为预测总生存率和免

疫检查点抑制剂治疗宫颈癌的一种有希望的生物标记物 [9]。

在应对感染的过程中，CD8+ T 细胞的新陈代谢与细胞

外代谢物和免疫信号驱动的转录、翻译和表观遗传变化相

关联；在疾病情况下，细胞内在和细胞外在代谢线索都会导

致 CD8+ T 细胞功能障碍。T 细胞衰竭（T cell exhaustion，

Tex），最早是在慢性病毒感染描述的，即这些细胞持续存

在，但无法成功清除致病威胁 [10]。研究表明，阻断 CD8+ 

Tex 表达的程序性死亡 1 (PD-1) 等表面协同抑制受体，可重

振细胞溶解性细胞介导的免疫反应，从而根除某些持久性

病毒 [11]。在癌症中发现，在肿瘤微环境（TME）中的表达
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高水平 PD-1 的功能障碍 CD8+Tex，对抗肿瘤免疫疗法同样

反应低下；表达 PD-1 的细胞被认为可以通过简单的单向逆

转从无反应的衰竭状态被免疫检查点抑制剂治疗（Immune 

checkpoint inhibitor therapy，ICB） 拯 救 [12]。IL3RA, 又 称

CD123，由染色体 Xp22.3 和 Yp11.3 编码 [13]，被认为是白血

病的潜在治疗靶点 [14]，其在宫颈癌中的作用报道的很少。

一项研究显示，宫颈癌患者外周血中 CD123 阳性树突状细

胞的比例低于宫颈上皮内瘤变和健康对照组，循环树突状细

胞的减少可能会导致细胞因子、抗原递呈和幼稚 T 细胞等

免疫功能的改变，从而引起疾病的进展 [15]。本研究显示，

相比正常的宫颈组织，宫颈癌组织中 IL3R 的表达明显降低；

生存分析试验显示晚期宫颈癌的亚组分型中，IL3R 基因表

达高的患者总生存期相对较长；宫颈癌肿瘤微环境中 IL3R

的表达与 CD8+ T 细胞的浸润密切相关。因此，我们推测，

在宫颈癌发生发展以及 HPV 感染致病过程中，表达 IL3R 较

高的患者可能会诱导更多杀伤性 CD8+ T 细胞的浸润，从而

起到抗病毒以及抗肿瘤进展的作用，或可能成为预测 HPV

感染进展以及宫颈癌的总生存率预测一种有希望的生物标

记物。
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