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  摘 要:目的 探讨食管癌淋巴结转移相关基因,并分析其与免疫浸润的关系。方法 基于癌症基因组图

谱(TCGA)数据库分析与食管癌淋巴结转移相关的差异表达基因,构建蛋白质-蛋白质相互作用(PPI)网络以筛

选关键基因;根据鉴定的中枢(Hub)基因,分析在有无淋巴结转移的食管癌中的表达情况,并进行功能富集分

析;探讨鉴定基因与免疫细胞浸润的相关性;采用LASSO
 

Logistic回归分析以确定最相关的基因构建体的风

险评分,并基于风险评分公式中的基因进行多因素Cox回归分析。结果 共有227个基因在淋巴结转移的食

管癌中差异表达,包括70个上调基因和157个下调基因。PPI网络鉴定了31个Hub基因,筛选淋巴结转移组

中有7个基因[甲状旁腺激素样激素(PTHLH)、C型凝集素域7家族成员A(CLEC7A)、胰高血糖素(GCG)、
瞬时受体电位离子通道香草素亚型3(TRPV3)、松弛素家族肽受体4(RXFP4)、血小板因子4(PF4)、生长抑素

受体(SSTR)5]的表达异常。免疫浸润分析结果显示,PTHLH、CLEC7A、TRPV3与Tcm中央记忆型T细胞

呈正相关,与Th17细胞、NK
 

CD56明亮细胞、嗜酸性粒细胞呈负相关;PF4、SSTR5、PXFP4与Tcm中央记忆

型T细胞呈负相关,与Th17细胞、NK
 

CD56明亮细胞、嗜酸性粒细胞呈正相关。LASSO
 

Logistic回归分析确

定了最相关的3个基因(GCG、TRPV3、SSTR5)。多因素Cox回归分析结果显示,SSTR5是独立的预后因素。
结论 PTHLH、CLEC7A、GCG、TRPV3、RXFP4、PF4、SSTR5与食管癌的淋巴结转移和肿瘤免疫细胞浸润

有关。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

genes
 

associated
 

with
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

in
 

esophageal
 

cancer
 

and
 

analyze
 

their
 

relationship
 

with
 

immune
 

infiltration.Methods The
 

differentially
 

expressed
 

genes
 

associat-
ed

 

with
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

of
 

esophageal
 

cancer
 

were
 

analyzed
 

based
 

on
 

the
 

Cancer
 

Genome
 

Atlas
 

(TC-
GA)

 

database.Protein-protein
 

interaction
 

(PPI)
 

networks
 

were
 

constructed
 

to
 

screen
 

key
 

genes.According
 

to
 

the
 

identified
 

Hub
 

genes,the
 

expression
 

of
 

hub
 

genes
 

in
 

esophageal
 

cancer
 

with
 

or
 

without
 

lymph
 

node
 

metas-
tasis

 

was
 

analyzed,and
 

functional
 

enrichment
 

analysis
 

was
 

performed.The
 

correlation
 

between
 

identified
 

genes
 

and
 

immune
 

cell
 

infiltration
 

was
 

investigated.LASSO
 

Logistic
 

regression
 

analysis
 

was
 

used
 

to
 

determine
 

the
 

risk
 

score
 

of
 

the
 

most
 

relevant
 

gene
 

construct,and
 

multivariate
 

Cox
 

regression
 

analysis
 

was
 

performed
 

based
 

on
 

the
 

genes
 

in
 

the
 

risk
 

score
 

formula.Results A
 

total
 

of
 

227
 

genes
 

were
 

differentially
 

expressed
 

in
 

oe-
sophageal

 

cancer
 

with
 

lymph
 

node
 

metastasis,including
 

70
 

up-regulated
 

and
 

157
 

down-regulated
 

genes.A
 

total
 

of
 

31
 

central
 

genes
 

were
 

identified
 

by
 

the
 

PPI
 

network,and
 

seven
 

genes
 

in
 

the
 

screening
 

lymph
 

node
 

metasta-
sis

 

group
 

[parathyroid
 

hormone-like
 

hormone
 

(PTHLH),C-type
 

lectin
 

domain
 

7
 

family
 

member
 

A
 

(CLEC7A),glucagon
 

(GCG),transient
 

receptor
 

potential
 

ion
 

channel
 

vanilloid
 

subtype
 

3
 

(TRPV3),relaxin
 

family
 

peptide
 

receptor
 

4
 

(RXFP4),platelet
 

factor
 

4
 

(PF4),and
 

growth
 

inhibitory
 

receptor
 

(SSTR5)]
 

were
 

expressed
 

abnormally.Immuno-infiltration
 

analysis
 

showed
 

that
 

PTHLH,CLEC7A,and
 

TRPV3
 

were
 

positively
 

correlated
 

with
 

Tcm
 

central
 

memory
 

T
 

cells
 

and
 

negatively
 

correlated
 

with
 

Th17
 

cells,NK
 

CD56
 

bright
 

cells,and
 

eosinophils;
 

PF4,
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SSTR5,and
 

PXFP4
 

were
 

negatively
 

correlated
 

with
 

Tcm
 

central
 

memory
 

T
 

cells
 

and
 

positively
 

correlated
 

with
 

Th17
 

cells,NK
 

CD56
 

bright
 

cells,and
 

eosinophils.LASSO
 

Logistic
 

regression
 

analysis
 

identified
 

the
 

three
 

most
 

relevant
 

genes
 

(GCG,TRPV3,SSTR5).Multivariate
 

Cox
 

regression
 

analysis
 

showed
 

that
 

SSTR5
 

to
 

be
 

an
 

independent
 

prog-
nostic

 

factor.Conclusion PTHLH,CLEC7A,GCG,TRPV3,RXFP4,PF4,and
 

SSTR5
 

are
 

associated
 

with
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

and
 

tumour
 

immune
 

cell
 

infiltration
 

in
 

oesophageal
 

cancer.
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  食管癌是世界上最常见和最致命的消化系统肿

瘤之一。在美国,每年有超过18
 

000人被诊断为食管

癌,有超过15
 

000人死于食管癌,大多数患者在诊断

后1年内死亡[1]。超过90%的食管癌患者病理类型

是食管鳞状细胞癌(ESCC)[1-2]。尽管近年来中国食

管癌的发病率有所下降,但由于人口众多,食管癌患

者的绝对数量仍然很高。食管癌的主要治疗方法是

手术、化疗和放疗。完整的手术切除和根治性淋巴结

清扫可以提供准确的分期,目前食管癌患者的分类标

准包括组织学分级、原发肿瘤、淋巴结转移等[3],对预

测预后和确定术后治疗方案具有重要的指导意义。
一个有效合理的食管癌分期系统对于治疗方案的选

择和长期生存的预测具有重要意义[4-5]。
淋巴结转移是食管癌最关键的预后因素,淋巴结

的数量与疾病的进展有关[4-5]。原发肿瘤和淋巴结扩

散的程度决定了食管癌的预后,已有研究发现淋巴结

状态是预测复发疾病及5年生存率的一个因素[5]。在

食管癌中,需要一种预测生物标志物来确定疾病的进展

和预后。本研究基于综合生物信息学分析,探索可能影

响食管癌淋巴结转移的基因,并探讨其与免疫浸润的关

系,以期为临床治疗食管癌淋巴结转移提供新的思路。
1 资料与方法

1.1 一般资料 本研究使用了来自癌症基因组图谱

(TCGA,https://portal.gdc.cancer.gov/)数据库中

食管癌的 RNAseq数据集level
 

3
 

HTSeq-FPKM 格

式的 RNAseq 数 据 和 临 床 数 据,FPKM 格 式 的

RNAseq数据转换成了TPM 格式并进行log2 转化,
截止时间2021年3月31日。首先确定了食管癌患

者,本研究共包括144个标本,包括66个无淋巴结转

移的标本和78个有淋巴结转移的标本。
1.2 淋巴结转移基因表达的差异 将来自TCGA数

据库的食管癌标本数据分为两组,有淋巴结转移和无

淋巴结转移。然后,使用R软件的Limma软件包研

究mRNA的差异表达。当“调整的P<0.05和log2
(倍数变化)>1.5或log2(倍数变化)<-1.5”被定义

为阈值mRNA差异表达筛选。
1.3 蛋白质-蛋白质相互作用(PPI)网络结构 PPI
淋巴结转移相关基因网络基于

 

metascape在线数据

库(https://metascape.org/gp/#/main/step1)进行

分析,采用mcode算法确定中心基因。
1.4 免疫浸润评估 用于分析基因与免疫细胞浸润

之间的关系。横坐标代表基因,纵坐标代表免疫细

胞,相关系数范围为-1~1,负值代表呈负相关,正值

代表呈正相关。
1.5 基因本体(GO)富集分析和京都基因和基因组

百科全书(KEGG)分析 采用GO富集分析生物过

程(BP)、细胞成分(CC)、分子功能(MF),采用rpack-
age簇图谱对筛选出的淋巴结转移相关基因进行

KEGG分析。
1.6 预后模型 对与淋巴结转移密切相关的基因进

行预后模拟,采用LASSO
 

Logistic回归分析获得最

佳相关基因,确定与预后相关的基因,构建基因特征,
并根据每例患者签名中基因的回归系数和相应的表

达值计算风险评分。
1.7 统计学处理 从TCGA中获得的统计数据采用

R3.6.3软件包进行处理。灵敏度和准确性通过受试者

工作特征(ROC)曲线来验证。以P<0.05为差异有统

计学意义。
2 结  果

2.1 分析淋巴结转移差异表达的基因 利用TCGA
数据库研究发现,在有无淋巴结转移的食管癌中存在

227个差异表达的基因,其中70个为上调基因,157
个为下调基因。
2.2 食管癌中表达的中枢(Hub)基因的PPI网络构

建 通过分析食管癌有无淋巴结转移的差异表达基

因,构建了70个上调和157个下调基因的PPI网络,
并确定了31个Hub基因。另外,将基于TCGA数据

集的食管癌标本按有无淋巴结转移分为两组,发现其

中7个基因[甲状旁腺激素样激素(PTHLH)、C型凝

集素 域 7 家 族 成 员 A(CLEC7A)、胰 高 血 糖 素

(GCG)、瞬 时 受 体 电 位 离 子 通 道 香 草 素 亚 型 3
(TRPV3)、松弛素家族肽受体4(RXFP4)、血小板因

子4(PF4)、生长抑素受体(SSTR)5]的表达差异有统

计学意义(P<0.05)。见图1、2。

  注:图中为前31个Hub基因,其高度较高的节点以红色、蓝色显示。

图1  PPI网络建设图
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2.3 GO富集分析和KEGG分析 结果表明,这些

基因在G蛋白偶联受体信号通路、腺苷酸环化酶激活

G蛋白偶联受体(GPCR)信号通路、钙离子输入的正

向调节、宿主细胞细胞质及神经活性配体-受体相互作

用中发挥着重要的作用,见图3。
2.4 食管癌中7个 Hub基因与免疫浸润的关系 
经过GO富集分析发现,GPCR家族在涉及信号转导

的细胞膜受体中占据重要地位,参与调节免疫应答和

炎症反应,并且在食管癌的免疫浸润中扮演着重要的

角色。进一步分析食管癌基因与免疫浸润的关系发

现,这7个基因与多种免疫细胞有关,其中PTHLH、
CLEC7A、TRPV3与Tcm中央记忆型T细胞呈正相

关,与Th17细胞、NK
 

CD56
 

明亮细胞、嗜酸性粒细胞

呈负相关;PF4、SSTR5、RXFP4与 Tcm 中央记忆型

T细胞呈负相关,与Th17细胞、NK
 

CD56明亮细胞、
嗜酸性粒细胞呈正相关。见图4。

  注:*P<0.05;**P<0.01;***P<0.001。

图2  食管癌中淋巴结转移的7个 Hub基因的表达

  注:A为BP分析的圆图;B为CC分析的圆图;C为 MF分析的圆图;D为KEGG分析图。

图3  7个 Hub基因的GO分析和KEGG分析

2.5 预后建模 对来自食管癌队列的6个基因表达

矩阵进行了LASSO
 

Logistic回归分析,使用有无淋

巴结转移来最终确定3个最相关的基因(GCG、TR-
PV3、SSTR5)构建体的风险评分,λ值最小目标参量

均值=0.041,风险评分=0.064
 

7×GCG+0.082
 

2×
TRPV3+0.092

 

9×SSTR5。见图5。

2.6 多因素Cox回归分析 进一步分析TCGA数

据集中的风险模型,显示高危患者的生存状态低于低

危患者,风险比(HR)为1.64,P=0.056。同时,该模

型在1、3、5年的 ROC曲线下面积(AUC)分别为

0.580、0.631和0.950。另外,对基于风险的评分公

式中 的 基 因 进 行 了 多 因 素 Cox 回 归 分 析,表 明
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SSTR5是独立的预后因素。见表1。

  注:*P<0.05;**P<0.01。

图4  食管癌中7个 Hub基因与免疫浸润的关系

  注:A为风险评分从低到高的散点图;B为不同标本风险评分对应的生存时间和生存状态的散点图分布及预后模型中基因表达的热图;C为高

风险患者和低风险患者的Kaplan-Meier曲线;D为该风险模型的1、3、5年的ROC曲线。

图5  预后风险模型的构建

表1  多因素Cox回归分析

基因 HR 95%CI P

SSTR5 1.724 1.021~2.910 0.042

PTHLH 0.745 0.372~1.493 0.407

CLEC17A 0.916 0.555~1.514 0.733

续表1  多因素Cox回归分析

基因 HR 95%CI P

TRPV3 1.542 0.891~2.668 0.122

RXFP4 0.715 0.353~1.446 0.350

PF4 1.227 0.648~2.325 0.530
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3 讨  论

  食管癌是一种常见的恶性肿瘤,预后差,长期生

存率低。对于局部晚期可切除的食管癌,新辅助化疗

目前是治疗的标准[6-8]。然而,无论进行何种根治性

切除和扩大淋巴结清扫,大多数ESCC患者仍然死于

局部区域复发和(或)远处转移。因此,食管癌的5年

生存率仅在13%~18%[9],区域淋巴结转移是ESCC
患者术后失败的主要标志[10]。有研究报道了 miR-
NAs和长非编码RNA与ESCC转移的关系[11],表明

淋巴结转移与特定生物标志物的异常表达之间存在

直接联系。因此,有可能在术后通过检测特定的生物

标志物来识别高危的淋巴结转移患者,从而精确地进

行术后辅助治疗,提高生存率。
肿瘤细胞可通过系统循环迁移到区域淋巴结。

几乎所有类型的癌症都涉及循环肿瘤细胞。淋巴结

转移是乳腺癌、头颈部癌症、结直肠癌和前列腺癌的

一个公认的预后因素。然而,在不同的癌症中,血管

侵犯(淋巴侵犯、血源性传播等)的方法是不同的。
HOSCH等[12]将食管癌归为免疫性肿瘤。WU等[13]

报道的机制包括由于主要组织相容性复合体Ⅰ类表

型食管癌的DNA甲基化对细胞毒性T淋巴细胞的

功能性抑制而导致的免疫规避和高凝血。
因此,有必要寻找能够预测早期转移现象的生物

标志物。在本研究中,在两组有无淋巴结转移的标本

中检测到227个基因表达差异,70个上调基因和157
个下调基因。然后,构建了这些基因的PPI网络,并
筛选了总共7个Hub基因,包括PTHLH、CLEC7A、
GCG、TRPV3、RXFP4、PF4、SSTR5。

研究发现,在ESCC的一个亚群中溴结构域睾丸

特异性蛋白与鳞状细胞表型相关的关键ΔNp63靶基

因PTHLH环路有关[14]。有研究发现,
 

CLEC7A在

胰腺导管腺癌(PDA)的巨噬细胞上高表达,靶向

CLEC7A信号传导是开发PDA 免疫疗法的潜在策

略[15]。GCG是林奇综合征发展成结直肠癌的生物标

志物[16]。在结肠癌中发现具有高预后价值的 GCG
异常表达。肿瘤进展相关的途径和肿瘤免疫调节细

胞与GCG的表达有关。因此,GCG可被视为治疗结

直肠癌的一个潜在治疗靶点。但是在食管癌的研究

中相关报道较少[17]。有研究表明,SSTR在多肿瘤中

过度表达,在食管腺癌患者中,大多数人表达少量的

SSTR[18]。
淋巴结也是肿瘤转移的常见部位,淋巴结中的癌

细胞可以通过控制免疫细胞的浸润和反应性来塑造

它们与宿主免疫系统的相互作用。这可能表明淋巴

结转移可能与免疫细胞的浸润密切相关。GO富集分

析结果也显示了7个 Hub基因和免疫之间的可能联

系。本研究还分析了这些基因与食管癌免疫细胞浸

润水平的相关性。免疫浸润分析结果显示,PTHLH、
CLEC7A、TRPV3与Tcm中央记忆型T细胞呈正相

关,与Th17细胞、NK
 

CD56明亮细胞、嗜酸性粒细胞

呈负相关;PF4、SSTR5、PXFP4与 Tcm 中央记忆型

T细胞呈负相关,与Th17细胞、NK
 

CD56明亮细胞、
嗜酸性粒细胞呈正相关。
CLEC7A通过修饰肠道菌群来调控Treg细胞的

分化,从 而 调 节 肠 道 免 疫 稳 态[19]。SSTR5 诱 导

SW480结肠癌细胞凋亡,促进β-catenin质膜积累,T
细胞因子依赖的转录失活,下调 Wnt靶基因cyclin

 

D1和c-Myc[20]。这进一步证明免疫细胞浸润可以促

进食管癌的淋巴结转移。结合这项研究可以看出,这
一过程与这7个关键基因密切相关,但具体机制还有

待研究。
最后,本研究对TCGA数据库中7个基因表达矩

阵进行了LASSO
 

Logistic回归分析,通过有无淋巴

结转移来最终确定为3个最相关基因(GCG、TR-
PV3、SSTR5)构建的风险评分。此外,基于风险评分

公式中变量Cox回归分析显示,SSTR5是独立的预

后因素。这可以解释 GCG、TRPV3、SSTR5与食管

癌淋巴结转移的预后密切相关。
但本研究存在一定局限性:(1)TCGA是一个定

期更新的公共数据库,但样本量和数据量有限,临床

病理信息不全面,这可能会导致一些潜在的错误或偏

见,未来应该包括更多的数据来改进模型;(2)缺乏体

内和体外实验的验证。本课题组还将继续进行基因

对相应免疫细胞调节机制的研究。
综上所述,食管癌中有7个基因与淋巴结转移有

关。此外,GCG、TRPV3、SSTR5与食管癌淋巴结转

移的预后密切相关。上述7个基因可能通过免疫细

胞浸润促进食管癌的淋巴结转移,但其具体机制仍有

待研究,这也为免疫疗法阻止食管癌的进展提供了潜

在的方向。
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