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【摘 要】 目的 旨在构建免疫相关基因( IＲGs) 的风险预测模型，以预测口腔鳞状细胞癌( OSCC) 患者的预后。
方法 应用生物信息学技术分析 OSCC的转录组测序数据，鉴定出差异表达的 IＲGs( DEIＲGs) 。通过 Cox回归分析构
建 DEIＲGs的风险预测模型，并对其预测能力进行评估。分析该模型与临床病理和免疫细胞浸润的相关性。结果
通过比较 OSCC和正常样本共鉴定出 3 634 个差异表达基因，其中包括 330 个 DEIＲGs( FDＲ ＜ 0． 05，| logFC | ＞ 1) 。单
因素 Cox回归分析筛选出与预后相关的 20 个 DEIＲGs( P ＜ 0． 05) ，多因素 Cox 回归分析筛选出其中 15 个 DEIＲGs 用
于构建风险预测模型。该模型可作为 OSCC患者的独立预后因素( P ＜ 0． 001) ，预测患者预后的能力具有较高的准确
性( AUC = 0． 732) ，并与临床分期( t = － 3． 484，P ＜ 0． 001) 、B 细胞( Cor = － 0． 180，P = 0． 002) 和 CD4 + T 细胞( Cor =
－ 0． 127，P = 0． 026) 密切相关。结论 基于 15 个预后相关 DEIＲGs构建的风险预测模型能够有效地预测 OSCC患者
的预后，可帮助临床医生为不同风险的 OSCC患者选择个性化的治疗策略。
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口腔鳞状细胞癌 ( oral squamous cell carcinoma， OSCC) 是头颈部最常见的恶性肿瘤。尽管临床诊断和
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治疗不断改进，但过去 10 年间 OSCC 患者的病死率并
未显著改善［1-2］。目前临床中用于风险分层或预后监
测的传统指标在评估 OSCC患者的预后中仍存在许多
不足，因此有必要挖掘潜在的生物标志物来更准确地
实现对 OSCC患者预后的评估，从而帮助临床医生为
不同风险的 OSCC患者选择个性化的治疗策略。

免疫细胞广泛分布于肿瘤免疫微环境( tumor im-
mune microenvironment，TIME) 中，并与肿瘤的发生和
进展密切相关［3］。免疫逃逸可通过表达免疫监视位
点配体或分泌免疫抑制因子来抑制免疫系统对肿瘤的
有效识别和杀伤，被认为是肿瘤的特征之一［4-5］。既
往学者的研究已证实了单个或多个免疫相关基因( im-
mune-related genes，IＲGs) 在 OSCC 中的表达失调，但
缺乏结合数据库分析 IＲGs与 TIME或 OSCC患者预后
间关系的研究。因此，本研究利用癌症基因组图谱
( the cancer genome atlas，TCGA) -OSCC 数据库和免疫
基因数据库等，构建了一个由 15 个预后相关且差异表
达的免疫相关基因( differentially expressed immune-re-
lated genes，DEIＲGs) 组成的 OSCC 风险预测模型，并
探讨了该模型在 OSCC患者预后和临床中的价值。此
外，本研究还分析了 DEIＲGs 的转录调控机制以及模
型对临床病理和 TIME的影响，报道如下。
1 资料与方法
1． 1 数据的获取和处理 本研究使用 Ｒ 软件( v3． 5．
2) 进行统计分析和绘图。从 TCGA 数据库下载截至
2021 年 7 月 HTSeq-FPKM 类型的 OSCC ＲNA-seq 数
据，包括 330 个 OSCC和 32 个正常样本。数据中的基
因名称通过 Ensembl数据库提供的文件“homo_sapiens．
grch38． 104． chr． gtf． gz”进行注释和转换。最后通过 Ｒ
“limma”包对数据进行预处理。OSCC 患者的预后和
临床病理数据同样从 TCGA 数据库下载，其中包括性
别、年龄、总生存期( overall survival，OS) 、生存状态、肿
瘤分化程度、肿瘤分期和 T 分期。由于数据中大多数
OSCC患者的 M和 N分期数据缺失，因此本研究未包
括这些数据的分析。IＲGs 目录从 ImmPort 数据库下
载，包含 2 483 个已通过研究验证的 IＲGs。与癌症相
关的 318 个转录因子( transcription factors，TFs) 目录从
Cistrome癌症项目下载。
1． 2 DEIＲGs的鉴定和富集分析 对预处理后的数据
进行 Wilcoxon秩和检验，以 FDＲ ＜ 0． 05 和 | logFC | ＞ 1
作为阈值来鉴定 OSCC 和正常样本间的差异表达基
因。将差异表达基因与 IＲGs 间的重叠基因选定为
DEIＲGs。通过 Ｒ 包 ( clusterProfiler、org． hs． eg． db、en-
richplot、ggplot2) 、Gene Ontology( GO) 和 Kyoto Encyclo-

pedia of Genes and Genomes( KEGG) 数据库对 DEIＲGs
行富集分析，以明确 DEIＲGs可能参与的生物学机制，
P ＜ 0． 05 为差异具有统计学意义。
1． 3 风险预测模型的构建 将 DEIＲGs 的表达数据
和预后数据结合后，使用 Ｒ“survival”包对超过 3 个月
随访时间的 OS数据( 310 例) 进行单因素 Cox 回归分
析以减少采样偏差，P ＜ 0． 05 为 DEIＲGs 和预后间存
在相关性。然后使用 Ｒ“step”函数对上述结果进行简
化以避免过度拟合，经过简化的数据被整合到多因素
Cox回归分析中，用于构建风险预测模型。模型计算公
式为 ＲiskScore =∑n

i =1［( expGene) i × coefi］，其中 coef 是
多因素 Cox回归分析中某个基因的回归系数，expGene
是该基因的表达值，n是预后相关 DEIＲGs的数量［6］。
1． 4 预后相关 DEIＲGs 和差异表达转录因子 ( diffe-
rentially expressed TFs，DETFs) 间调控网络的构建 选
择在 TFs和差异表达基因间重叠的基因作为 DETFs。
以 P ＜ 0． 05 和 | COＲ | ＞ 0． 3 作为阈值，利用 Pearson 检
验分析预后相关 DEIＲGs 和 DETFs 间的关系。Cyto-
scape软件( v3． 8． 2) 可视化两者间的调控网络。
1． 5 风险预测模型的能力和相关性分析 依据模型公
式计算每个 OSCC患者的 ＲiskScore，并以中位数作为截
断值将其分为低风险组和高风险组。使用 Ｒ“survivor”包
对低、高风险组行 Kaplan-Meier 生存曲线分析。使用 Ｒ
“survivalＲOC”包绘制时间相关的受试者工作特征( ＲOC)
曲线，并计算曲线下面积( AUC) 来评估模型预测预后的
准确性。AUC 值的范围: 0． 5 ～ 0． 7 表示中等准确性，
＞0． 7 ～0． 9表示较高准确性，＞0． 9表示高准确性［7］。使
用 Ｒ“survivalＲOC”包评估模型相较于传统临床病理特征
的预测准确性优势。使用 Ｒ“survivor”包对模型和 OSCC
患者的临床病理特征进行单因素和多因素 Cox 分析，以
验证模型的独立预后价值。使用 Ｒ“beeswarm”包对模型
和 OSCC患者的临床病理特征进行相关性分析。利用
TIMEＲ数据库和 Pearson 检验分析模型分别与 B 细胞、
CD4 + T细胞、CD8 + T细胞、巨噬细胞、中性粒细胞和树突
状细胞间浸润的关系。P ＜0． 05为差异具有统计学意义。
2 结 果
2． 1 差异表达基因、DEIＲGs 和 DETFs 的鉴定 在
OSCC和正常样本的 39 740 个 mＲNA 中共鉴定出
3 634个差异表达基因( FDＲ ＜0． 05 和 | logFC | ＞ 1) ，其
中上调基因 2 404 个，下调基因 1 230 个( 图 1A) 。差
异表达基因和 IＲGs 的交集鉴定出 330 个 DEIＲGs，其
中上调基因 215 个，下调基因 115 个( 图 1B) 。差异表
达基因与 TFs的交集鉴定出 61 个 DETFs，其中上调基
因 42 个，下调基因 19 个( 图 1C) 。
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注: A． 差异表达基因的鉴定; B． DEIＲGs的鉴定; C． DETFs的鉴定。红色为上调基因，绿色为下调基因，黑色为无差异基因。

图 1 差异表达基因、DEIＲGs和 DETFs的鉴定
Fig． 1 Identification of differentially expressed genes，DEIＲGs，and DETFs

2． 2 DEIＲGs 的富集分析 GO 富集分析显示，
DEIＲGs主要涉及“GO: 0048018 受体配体活性”“GO:
0005126 细胞因子受体结合”和“GO: 0005125 细胞因
子活性”等( P ＜ 0． 05) 。KEGG富集分析显示，DEIＲGs
主要参与“hsa04060 细胞因子—细胞因子受体相互作
用”“hsa04151 PI3K-Akt信号通路”和“hsa04630 JAK-
STAT信号通路”等( P ＜ 0． 05) ，见表 1。

表 1 DEIＲGs的富集分析
Tab． 1 Enrichment analysis of DEIＲGs

项目 条目编号 具体描述 P值 差异基
因数目

MF GO: 0048018受体配体活性 7． 72E-99 117
MF GO: 0005126细胞因子受体结合 4． 47E-57 70
MF GO: 0005125细胞因子活性 7． 66E-63 68
CC GO: 0009897质膜外侧 3． 42E-29 52
CC GO: 0062023含胶原的细胞外基质 5． 37E-06 24
CC GO: 0031983囊泡腔 4． 64E-06 22
BP GO: 0050900白细胞迁移 4． 78E-30 60
BP GO: 0060326细胞趋化作用 3． 72E-36 55
BP GO: 0001819细胞因子产生的正调控 3． 67E-26 54
KEGG hsa04060 细胞因子-细胞因子受体相互作用 8． 24E-58 85
KEGG hsa04151 PI3K-Akt信号通路 1． 68E-06 32
KEGG hsa04630 JAK-STAT信号通路 3． 71E-14 31

注: GO富集分析中 BP、CC、MF 富集度最高的前 3 名; KEGG 富集

分析中富集度最高的前 3 名。BP 为生物过程; CC 为细胞成分; MF 为

分子功能; KEGG为信号通路。

2． 3 预后相关 DEIＲGs 和 DETFs 间的调控网络 通
过对 DEIＲGs 和 OSCC 患者的 OS 行单因素 Cox 回归
分析筛选出 20 个与预后相关的 DEIＲGs ( P ＜ 0． 05 )
( 图 2A ) ，分别为 VEGFD、SFTPA2、SEMA3A、GAST、
BIＲC5、STC1、DKK1、CCL26、IL1A、PLAU、CXCL8、

SLUＲP1、PDGFＲB、PGLYＲP4、IL36A、TNFＲSF19、CT-
LA4、SEMA3G、IL17ＲD、AVPＲ2。Pearson 检验发现 16
个预后相关的 DEIＲGs 和 28 个 DETFs 间存在相关性
( P ＜ 0． 05，| COＲ | ＞ 0． 3 ) ，其中仅 SLUＲP1 与 BＲCA1
或 CDK2 之间以及 BIＲC5 与 KAT2B之间呈负相关，其
余均为正相关。并且 BIＲC5、SEMA3G、IL17ＲD 和 CT-
LA4 在该调控网络中可能扮演核心角色( 图 2B) 。
2． 4 风险预测模型的构建 通过对 20 个预后相关
DEIＲGs行 Ｒ“step”函数和多因素 Cox 回归分析，筛选
出其中 15 个用于构建风险预测模型。在该模型中，
VEGFD、SFTPA2、SEMA3A、GAST、STC1、CCL26、CX-
CL8 为高风险基因 ( HＲ ＞ 1 ) ，SLUＲP1、IL36A、PDG-
FＲB、BIＲC5、PGLYＲP4、TNFＲSF19、IL17ＲD、AVPＲ2 为
低风险基因( HＲ ＜ 1 ) 。模型计算公式为 ＲiskScore =
( 0． 530859772 × VEGFD) + ( 0． 208685511 × SFTPA2) +
( 0． 087666745 × SEMA3A) + ( 0． 012001686 × GAST) +
( 0． 009443492 × STC1 ) + ( 0． 007784836 × CCL26 ) +
( 0． 001318513 × CXCL8) + ( － 0． 001600693 × SLUＲP1) +
( －0． 014374813 × IL36A) + ( － 0． 016585009 × PDGFＲB) +
( －0．020523714 ×BIＲC5) + ( －0． 024620582 × PGLYＲP4) +
( －0．1003187 × TNFＲSF19) + ( －0． 475553967 × IL17ＲD) +
( －1．032424 ×AVPＲ2) ，见表2。

OSCC患者根据 ＲiskScore的中位数分为高风险组
( n = 154) 和低风险组( n = 155) 。Kaplan-Meier分析得
出，高风险组和低风险组的 5 年生存率分别为 0． 271
( 95%CI 0． 173 ～ 0． 426 ) 和 0． 649 ( 95% CI 0． 539 ～
0． 783) ，高风险组的预后明显差于低风险组 ( P ＜
0． 001) ( 图 3A) 。ＲOC 曲线发现该模型的 AUC 值为
0． 732，表明其预测能力具有较高的准确性( 图 3B) 。
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注: A． 预后相关 DEIＲGs的森林图。红色为高风险;绿色为低风险。B． 预后相关 DEIＲGs和 DETFs间的调控网络。红圈为高危 DEIＲGs，绿圈

为低危 DEIＲGs ，蓝三角为 DETFs;红线为正相关，绿线为负相关。

图 2 预后相关 DEIＲGs和 DETFs间的调控网络
Fig． 2 Ｒegulatory network between prognosis related DEIＲGs and DETFs

表 2 OSCC风险预测模型中 15 个预后相关 DEIＲGs的多因素 Cox回归分析
Tab． 2 Multivariate Cox regression analysis of 15 prognostic related DEIＲGs in the OSCC risk prediction model

基因名称 Coef HＲ HＲ． 95L HＲ． 95H
VEGFD 0． 530859772 1． 700393631 1． 278594478 2． 261341301
SFTPA2 0． 208685511 1． 232057469 0． 986450716 1． 538815453
SEMA3A 0． 087666745 1． 091624272 1． 006626636 1． 183798946
GAST 0． 012001686 1． 012073995 1． 000748557 1． 023527602
STC1 0． 009443492 1． 009488222 0． 999100821 1． 019983619
CCL26 0． 007784836 1． 007815217 1． 001880289 1． 013785302
CXCL8 0． 001318513 1． 001319383 1． 000068969 1． 002571360
SLUＲP1 － 0． 001600693 0． 998400587 0． 996994408 0． 999808750
IL36A － 0． 014374813 0． 985728011 0． 967595741 1． 004200071
PDGFＲB － 0． 016585009 0． 983551765 0． 965824023 1． 001604900
BIＲC5 － 0． 020523714 0． 979685464 0． 961009842 0． 998724015
PGLYＲP4 － 0． 024620582 0． 975680032 0． 954881850 0． 996931218
TNFＲSF19 － 0． 100318700 0． 904549092 0． 809254954 1． 011064630
IL17ＲD － 0． 475553967 0． 621540648 0． 401100973 0． 963130990
AVPＲ2 － 1． 032424000 0． 356142624 0． 116736590 1． 086527958

注: Coef为回归系数; HＲ为风险比; HＲ ＞1 为高风险基因; HＲ ＜1 为低风险基因。

2． 5 风险预测模型的能力分析 结合临床病理特征
后行单因素 Cox 回归分析，结果显示年龄 ( P =
0． 008) 、肿瘤分期( P ＜ 0． 001) 、T 分期( P = 0． 002 ) 和
ＲiskScore( P ＜ 0． 001) 与预后相关( 图 4A) 。进一步行
多因素 Cox 回归分析，结果表明年龄( P = 0． 001 ) 和
ＲiskScore( P ＜ 0． 001) 与预后独立相关( 图 4B) 。ＲOC
曲线分析显示，相比于传统的临床病理特征，该模型具
有更好的准确性优势( AUC = 0． 717) ( 图 4C) 。
2． 6 风险预测模型的相关性分析 相关性分析结果
表明，男性患者中 PDGFＲB 和 BIＲC5 的表达水平较
高; G1 和 G2 时 PGLYＲP4 和 IL36A 的表达水平较高，
G3 和 G4 时 AVPＲ2 和 IL17ＲD的表达水平较高;Ⅲ期

和Ⅳ期时 CXCL8、BIＲC5、SEMA3A、GAST、STC1 和
ＲiskScore的水平较高; T3 和 T4 期时 STC1 的表达水
平较高，AVPＲ2 的表达水平较低 ( P ＜ 0． 05 ) ( 图 5 ) 。
这些结果表明，DEIＲGs基因的异常调节与 OSCC 的发
展密切相关。

为了确定模型是否与 OSCC 患者的 TIME 相关，
利用 TIMEＲ 数据库分析了 ＲiskScore 与 TIME 中免疫
细胞浸润间的关系。Pearson 检验结果发现，ＲiskScore
与 B细胞( Cor = － 0． 180，P = 0． 002 ) 和 CD4 + T 细胞
( Cor = － 0． 127，P = 0． 026 ) 呈负相关，与 CD8 + T 细
胞、树突状细胞、巨噬细胞和中性粒细胞无相关性
( P ＞ 0． 05) ( 图 6) 。
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注: A． Kaplan-Meier生存分析; B． ＲOC曲线分析。

图 3 OSCC患者的风险预测模型
Fig． 3 Ｒisk prediction model for OSCC patients

注: A: 单因素 Cox回归分析; B:多因素 Cox回归分析。红色为高危因素;绿色为低危因素。C: ＲOC曲线评估模型的准确性优势。

图 4 风险预测模型的能力分析
Fig． 4 Analysis of the Capability of Ｒisk Prediction Models

3 讨 论
风险分层对于预测恶性肿瘤患者的预后和治疗决

策至关重要。目前，对于 OSCC 患者预后的预测和治
疗的选择主要基于美国癌症分期联合委员会( AJCC)
发布的 TNM 分期以及美国国立综合癌症网络
( NCCN) 发布的肿瘤临床实践指南，但临床工作中发
现即使在具有相同或相似 TNM 分期和治疗方式的患
者中，预后也存在显著差异［8-9］。肿瘤免疫靶点治疗
药物的出现改善了部分晚期 OSCC 患者的生存率，并
且通过增强免疫应答、刺激肿瘤特异性免疫、打破免疫
耐受或重新激活免疫细胞等方式识别并杀死肿瘤细
胞［10-11］，这种治疗方式涉及代谢、炎性反应和 TIME 等
多种复杂机制的改变。考虑到肿瘤细胞异型性甚至癌
变往往发生于炎性细胞密集浸润的 TIME 中［12］，因此
本研究期望通过探讨 OSCC 中免疫相关基因组和
TIME的变化，提供关于预测患者预后和发现免疫治疗

潜在靶点的重要依据。
本研究在 OSCC 的差异表达基因中共发现了 330

个 DEIＲGs。富集分析表明，其中涉及的主要生物学特
征为细胞因子、JAK-STAT 信号通路以及 PI3K-Akt 信
号通路。细胞因子可以引起人体 TIME 或免疫系统的
变化，并且在 OSCC 中激活的免疫细胞已被证实可通
过分泌炎性细胞因子促进肿瘤细胞的免疫逃逸［13-14］。
JAK-STAT信号通路参与调节免疫系统，影响肿瘤细
胞的分化、增殖、凋亡［15-16］。PI3K /Akt 信号通路中关
键因子的异常活化可促进 OSCC 细胞的侵袭和转移，
并与患者的肿瘤分化程度、肿瘤分期和淋巴结转移密
切相关［17］。此外，本研究在 DETFs和 DEIＲGs 的调控
网络中发现了 28 个 DETFs 和 16 个预后相关的
DEIＲGs 之间存在调控关系，其中 BIＲC5、SEMA3G、
IL17ＲD和 CTLA4 可能是该网络中的核心基因。因
此，DEIＲGs及其所涉及的生物学特征在 OSCC和免疫
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注: A ～ B．性别; C ～ F．分化程度; G ～ L．肿瘤分期; M ～ N． T分期。

图 5 风险预测模型与临床病理特征的相关性
Fig． 5 Correlation between risk prediction model and clinical pathological features
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注: A． B细胞; B． CD4 + T细胞; C． CD8 + T细胞; D． 树突状细胞; E． 巨噬细胞; F． 中性粒细胞。

图 6 风险预测模型与肿瘤免疫细胞浸润的相关性
Fig． 6 Correlation between risk prediction model and tumor immune cell infiltration

调节中发挥着重要功能，对于分析肿瘤的发展或制定
治疗措施具有参考价值。

尽管近期的研究已经确定了一些可以改善 OSCC
诊断或治疗的生物标志物，但由于 OSCC 的高复发率
和不良预后，研究仍需要探索潜在的生物标志物以便
精准地明确 OSCC 患者的预后情况，这将有助于根据
每位 OSCC患者的不同预后风险采取个性化的治疗措
施。因此，本研究构建了一个包含 15 个预后相关
DEIＲGs的风险预测模型，该模型中的部分 DEIＲGs 如
SEMA3A、CXCL8 和 BIＲC5 等基因已经被研究证明与
OSCC密切相关［18-20］，这些 DEIＲGs具有成为免疫治疗
靶点或预后生物标志物的潜力。本研究同时评估了该
模型的准确性和临床价值。与低危组相比，模型中高
危组患者的预后明显较差，且高危组的肿瘤分期更晚，
表明该模型不仅能预测患者的预后情况，还能预测
OSCC 的进展。ＲOC曲线显示模型的 AUC 为 0． 732，
证明该模型具有较高的诊断准确性。Cox 回归分析证
实该模型为 OSCC患者的独立预后因素，ＲOC 曲线进
一步明确了该模型与传统的临床病理特征相比具有更
好的准确性优势。

本研究还分析了模型与免疫细胞浸润的相关性，
以反映 OSCC中 TIME的状态。研究发现 ＲiskScore与

B细胞和 CD4 + T 细胞呈负相关，可以看出随着 Ｒisk-
Score的增加机体的免疫功能逐渐受损，这可能导致
TIME的失衡。以上结论证实了该模型具有较高的风
险分层能力，对治疗决策具有较高的指导价值。但本
研究仍存在一些局限性。首先，该研究使用了来自多
个数据库的大样本量数据集，但仍需进行更广泛的验
证。其次，还需要进行体内和体外实验研究，以阐明模
型中 15 个预后相关 DEIＲGs的具体分子调控机制。

综上所述，本研究基于 DEIＲGs 构建了一个较为
精确的风险预测模型，其中 15 个预后相关的 DEIＲGs
充当重要角色。这些发现为理解 OSCC 的免疫机制提
供了新的视角，也为临床医生选择个性化治疗策略提
供帮助，以提高 OSCC患者的生存率。
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