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预测结直肠癌预后免疫相关基因对标志模型的构建及验证

徐文迪，田那科·沙帕尔，刘奎杰，韩同，赵华

（中南大学湘雅二医院 胃肠外科，湖南 长沙 410011）  

                                                                                                                                                                                                                                                                                 

摘   要 背景与目的：结直肠癌（CRC）是一种诊断较晚、预后较差的侵袭性疾病。越来越多的证据表明 CRC

与免疫标志之间存在密切的相关性。本研究旨在建立用以预测 CRC 患者预后的免疫相关基因对（IRGP）

标志。

方 法： 从 TCGA 和 GEO 数 据 库 下 载 CRC 患 者 的 基 因 表 达 谱 及 临 床 信 息， 分 为 一 个 训 练 数 据 集

（TCGA-COAD）和一个验证数据集（GSE39582）。从 ImmPort 数据库中下载免疫相关基因（IRG），

用于训练数据集及验证数据集中 IRG 的筛选。对每一个样本中 IRG 的表达值进行成对的比较，运用

Lasso-Cox 比例风险模型迭代 1 000 次来构建最终 IRGP 标志 [ 免疫基因对指数（IRGPI）]。利用 IRGP

标志的 ROC 曲线将 CRC 患者分为高风险和低风险组，并且使用 Kaplan-Meier 法及 Log-Rank 检验分析

两组患者的生存状态。同时，使用单因素及多因素的 Cox 比例风险回归模型分析评估了此标志的预测

能力。随后，应用 CIBERSORT 对肿瘤样品进行去卷积算法，明确 CRC 患者的免疫细胞浸润情况。最后，

对模型进行了功能注释及分析，用以进一步了解模型的相关生物学功能。

结 果： 成 功 构 建 了 20 个 由 28 个 不 同 的 IRG 组 成 的 IRGPI（CXCL14|BST2，RBP1|STC2，

R B P 7 | P T G S 2 ， R B P 7 | A R G 2 ， R B P 7 | I L 7 ， A P O D | I L 1 7 R B ， G N A I 1 | G R P ， C C L 4 | I N H B B ，

CCL28|INHBB，ABCC4|GRP，ARG2|GRP，CCR7|INHBB，CD86|IL7，OLR1|IL7，C5AR1|NR3C2，

INHBB|PDGFC，STC2|HNF4G，IL10RA|TNFRSF11A，RORC|PRKCQ，TNFRSF11A|LCK）， 这 些 标

志与 CRC 患者的预后明显相关。在训练数据集中，高风险组的 CRC 患者总生存率明显差于低风险

组 的 CRC 患 者（P=1.295×10-11，HR=6.51，95% CI=3.79~11.21）， 在 验 证 数 据 集 中 得 到 的 验 证 结

果 与 之 相 同（P=0.000 1，HR=1.82，95% CI=1.36~2.44）。 单 因 素 和 多 因 素 Cox 分 析 显 示，IRGPI 是

CRC 的独立预后因素（训练数据集：HR=3.270，95% CI=2.555~4.186，P<0.001、HR=3.008，95% CI= 

2.295~3.941，P<0.001；验证数据集：HR=1.278，95% CI=1.107~1.474，P<0.001、HR=1.189，95% CI= 

1.024~1.380，P=0.023）。根据免 疫细胞浸润分析显示，相比较低风险组而言，高风险组中 调节性

T 细胞（P=0.007），巨噬细胞（P=0.024）含量明显更高，而静息树突状细胞（P=0.006），静息 CD4+

记忆 T 细胞（P=1.784×10e-05）在低风险组中的含量更为显著。功能注释结果显示，IRG 与一些生物

过程有关，包括白细胞迁徙，细胞趋化性，细胞因子 - 细胞因子 - 受体相互作用等。而在高 - 低风险

组间存在显著差异的相关通路有：角化细胞分化、角化、表皮细胞分化、皮肤发育等过程。

结论：本研究成功构建了可以预测 CRC 患者预后的 IRGP 标志，从而为 CRC 的诊断及相关治疗提供了

新的思路。
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Development and validation of immune-related gene pairs 
signature for prognostic prediction of colorectal cancer

XU Wendi, TIANNAKE·Shapaer, LIU Kuijie, HAN Tong, ZHAO Hua

(Department of Gastrointestinal Surgery, the Second Xiangya Hospital, Central South University, Changsha 410011, China) 

Abstract	 Background and Aims: Colorectal cancer (CRC) is an aggressive disease with late diagnosis and poor prognosis. 

There is growing evidence suggesting a prominent correlation between immune signature and CRC. This study 

was aimed to establish an immune-related gene pairs (IRGP) signature for predicting the outcomes of CRC 

patients. 

Methods: The gene expression profiles and clinical information of CRC patients were extracted from TCGA 

and GEO databases, and were then divided into a training dataset (TCGA-COAD) and a validation dataset 

(GSE39582). Immune-related genes (IRGs) were downloaded from the ImmPort database for screening of the 

IRGs in the training dataset and the validation dataset. Paired comparison of the expression values of IRGs in 

each sample was performed, and the final immune-related gene pairs (IRGP) signature [immune-related gene 

pair index (IRGPI)] was constructed by Lasso-Cox proportional hazard model with an iteration number of  

1 000. Then, the ROC curve of the IRGP signature was applied to split CRC patients into high and low-risk groups, 

followed by analysis of the survival states of the two groups of patients using Kaplan-Meier curves and Log-rank 

test. Simultaneously, the predictive ability of the signature was evaluated using univariate and multivariate Cox 

proportional hazards regression models. Subsequently, the infiltration conditions of immune cells in CRC patients 

were identified on the tumor samples using CIBERSORT through deconvolution algorithms. Finally, functional 

annotation and analyses of the model were performed to further understand its biological functions.

Results: Twenty IRGPI containing 28 IRGs were successfully constructed (CXCL14|BST2, RBP1|STC2, 

RBP7|PTGS2, RBP7|ARG2, RBP7|IL7, APOD|IL17RB, GNAI1|GRP, CCL4|INHBB, CCL28|INHBB, 

ABCC4|GRP, ARG2|GRP, CCR7|INHBB, CD86|IL7, OLR1|IL7, C5AR1|NR3C2, INHBB|PDGFC, 

STC2|HNF4G, IL10RA|TNFRSF11A, RORC|PRKCQ, TNFRSF11A|LCK), which were significantly associated 

with the prognosis of CRC patients. In the training dataset, the overall survival of CRC patients in high-risk group 

was shorter than that of CRC patients in the low-risk group (P=1.295×10–11, HR=6.51, 95% CI=3.79–11.21), and 

the similar result was obtained in the validation dataset (P=0.000 1, HR=1.82, 95% CI=1.36–2.44). Univariate 

and multivariate Cox analysis verified IRGPI as an independent prognostic factor for CRC (training dataset: 

HR=3.270, 95% CI=2.555–4.186, P<0.001 and HR=3.008, 95% CI=2.295–3.941, P<0.001; validation dataset: 

HR=1.278, 95% CI=1.10–1.474, P<0.001 and HR=1.189, 95% CI=1.024–1.380, P=0.023). According to the 

analysis of tumor-infiltrating immune cells, the regulatory T cells (P=0.007) and macrophages (P=0.024) in high-

risk group were significantly higher than those in low-risk group, while the resting dendritic cells (P=0.006), 

resting memory CD4+T cells (P=0.006), and resting macrophages (P=1.784×10e–05) were significantly increased 

in low-risk group. The results of functional annotation indicated that IRGs correlate with certain biological 

processes, which included the leukocyte migration, cell chemotaxis, cytokine-cytokine-receptor interaction, 

etc. Further, the related pathways with significant differences between high and low-risk groups included the 

keratinocyte differentiation, keratinization, epidermal cell differentiation, and skin development, etc.

Conclusion: A IRGP signature for evaluating the prognosis of CRC patients is successfully constructed, which 

may provide novel insights into the diagnosis and treatment of CRC.
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结直肠癌（colorectal cancer，CRC）是一种全

球性的常见病，是已知癌症中第三大最常见类型，

占全世界癌症死亡主要原因的第二位[1]。据统计，

在2018年，我国CRC新发病例数为521 590，占所

有癌症新发病例的12.2%。因罹患CRC而死亡的病

例数为247 563，占所有癌症病死率的8.6% [2]。而

最新的统计学数据表明，预计到2021年，仅美国

就将有104 270例新增CRC癌症病例及52 980例癌

症死亡病例[3]。

中 国 大 多 数 C R C 是 结 肠 腺 癌 （ c o l o n -
adenocarcinoma，COAD）是发生于腺上皮细胞的

恶 性 肿 瘤 ， 是 结 肠 癌 最 主 要 的 病 理 类 型 之 一 。 其

他 罕 见 类 型 包 括 鳞 状 细 胞 癌 、 腺 鳞 癌 、 梭 形 细 胞

癌 和未分化癌 [4-5]。CRC是一种异质性疾病，大约

60%~65%的病例是偶发的，是通过获得性体细胞遗

传和表观遗传变异引起的，这些变异主要归因于可

改变的潜在风险因素[6]。CRC患者的预后取决于癌

症的TNM分期和是否接受治愈性手术干预，但这仅

限于原发早期的CRC患者。此外，CRC患者的临床

表现，治疗效果和预后还受到例如表观遗传状态和

导致CRC异质性的微环境等许多因素的影响[7]。

诸 多 研 究 表 明 ， 确 定 能 够 早 期 进 行 诊 断 ， 准

确 监 测 患 者 病 情 发 展 及 其 对 治 疗 的 反 应 的 生 物 标

志 物 ， 对 C R C 患 者 进 行 早 期 诊 断 或 切 除 是 治 愈 大

多数CRC患者的关键[8-9]。对于CRC的不良预后和高

复发率，尽管最近的研究中发现的生物标志物对改

善CRC的诊断和治疗做出了巨大贡献[10-14]。但由于

各种原因，诸如对小型发现数据集的过度拟合和缺

乏足够的临床验证之类的问题，将便捷精确的筛选

生物标志物的方法纳入常规临床实践仍未实现。

近 年 来 ， 由 于 飞 速 发 展 的 微 阵 列 技 术 和 高 通

量 测 序 技 术 ， 为 寻 找 与 癌 症 相 关 诊 断 、 治 疗 和 预

后的关键的生物 标志物提供了数据平台 [ 15]。但由

于 数 据 的 多 样 性 及 数 据 集 之 间 潜 在 的 生 物 学 异 质

性 和 跨 测 量 平 台 的 技 术 偏 见 ， 以 及 研 究 基 因 表 达

水 平 所 使 用 的 传 统 方 法 需 要 适 当 的 归 一 化 ， 这 些

困 难 的 任 务 为 高 效 地 利 用 生 物 信 息 带 来 了 艰 巨 的

挑战 [ 1 6 ]。为了应 对消除数据预处理（例如缩放和

归 一 化 ） 局 限 性 的 问 题 ， 研 究 人 员 提 出 了 一 种 基

于 基 因 表 达 水 平 相 对 排 名 的 方 法 ， 已 在 包 括 癌 症

分类在内的各种应用中均可得到可靠结果[17-19]。

研究 [2 0 -2 1 ]表明，免疫逃逸、能量异常、基因

突 变 、 促 瘤 炎 症 成 为 了 新 的 肿 瘤 标 志 。 肿 瘤 的 发

生 和 发 展 过 程 中 所 涉 及 的 免 疫 系 统 的 各 种 成 分 已

被证明是癌症的关键性因素[22-23]。

本 研 究 探 讨 一 种 由 免 疫 相 关 基 因 （ i m m u n e -
re la ted  gene，IRG）组成的免疫相关基因对指数

（immune-related gene pair index，IRGPI）为预

后 标 志 模 型 的 构 建 ， 并 且 在 癌 症 基 因 组 图 谱 计 划

（The Cancer Genome Atlas，TCGA）数据集和基

因表达综合数据库（Gene Expression Omnibus，

GEO）数据集中与CRC患者的临床信息相关联后

对 其 进 行 了 一 系 列 的 研 究 ， 从 而 证 明 免 疫 相 关 基

因对（IRGP）与CRC患者预后的关联。

1　资料与方法

1.1  数据来源

通 过 公 开 数 据 进 行 了 回 顾 性 研 究 。 本 研 究 选

择了2个独立数据集，包括TCGA -COAD（临床数

据集452例，转录组数据集449例）以及GSE39582

（585例）[24]，数据收集的时间为2020年4月25日— 

6 月 2 0 日 。 其 中 T C G A - C O A D 数 据 集 因 其 高 质 量

的 临 床 记 录 及 完 善 的 长 期 随 访 而 被 用 作 训 练 数

据 集 ， 其 临 床 信 息 、 基 因 表 达 矩 阵 从 T C G A 门 户

（https: / /portal .gdc.cancer.gov）下载。为了验证

TCGA数据集中的研究结果，从GEO（https://www.

ncbi.nlm.nih.gov/geo）下载了验证数据集GSE39582

中的基因表达矩阵和临床数据作为外部验证。

对于TCGA-COAD及GEO数据集，基于每组注

释 文 件 将 表 达 谱 从 探 针 水 平 转 换 为 相 应 的 基 因 符

号 ， 而 没 有 进 一 步 的 标 准 化 。 对 于 同 一 个 基 因 符

号 对 应 不 同 的 表 达 值 ， 将 表 达 值 其 取 均 数 。 本 研

究 通 过 对 数 据 进 行 检 查 ， 仅 将 具 有 完 整 临 床 生 存

信息的患者用于后续分析。

1.2  CRC 特异性 IRGP 的构建

进 行 T C G A 数 据 集 预 后 I R G P 的 构 建 [ 2 5 ] 。

于 2 0 2 0 年 3 月 2 8 日 从 I m m P o r t 数 据 库 （ h t t p s : / /

immport.niaid.nih.gov）下载了2 498个IRG用于构建

IRGP。IRG包含17类，其中包括肿瘤坏死因子家族

成员、转化生长因子β家族成员、趋化因子及细胞

因子受体、细胞因子、白细胞介素、干扰素等。

对本研究所涉及的TCGA及GEO平台上进行了

变化相对较大（绝对偏差中值（median  abso lu te 

deviation，MAD）>0.5）的IRG的测量。对每个样

品中的IRG的表达值之间进行成对比较，以获得每

个IRGP的得分。如果在特定IRGP中第1个IRG的

表达水平高于第2个IRG，则该IRGP的得分为1。

否则，分数为0。去除变异相对较小的IRGP（80%

以上的数据集样本中IRGP的分数为0或1，这意味
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着样本之间变化很微小）后，剩下的IRGP被保留

下来作为初始候选IRGP用于进行后续分析。

这 种 基 于 基 因 成 对 比 较 的 方 法 具 有 显 著 优

势 ， 因 为 该 方 法 是 完 全 基 于 肿 瘤 样 本 的 基 因 表 达

谱 来 计 算 的 得 分 ， 可 以 不 需 要 标 准 化 而 以 个 性 化

的方式使用[22]。

1.3  IRGPI 的构建

为得到最稳定的基因对模型来构建预后标志，

将TCGA-COAD数据集以及GEO数据集中的临床数

据 整 理 ， 得 到 C R C 患 者 样 本 中 的 生 存 时 间 及 生 存

状态，将其与初始IRGP相合并，运用C ox回归及

Kaplan -Meier法选择与CRC预后显著相关的IRGP

（P<0.001）。为了避免数据过度拟合的风险，选

择预后显著相关的IRGP，使用R软件包“glmnet”

（版本：3.0-2）应用Lasso-Cox回归（迭代1 000

次），并最终选择了20个IRGP定义为最终IRGPI。

使 用 R 语 言 包 “ s u r v i v a l R O C ” （ 版 本 ：

1.0 .3）、“surv i va l ”（版本：3.1-11）构建时

间 依 赖 性 受 试 者 工 作 特 征 （ r e c e i v e r  o p e r a t i n g 

characteristic，ROC）曲线，用以确定IRGPI的最

佳截止（cut-off）值，从而将CRC患者分为低风险

组和高风险组。

1.4  IRGPI 的验证

为 了 评 估 I R G P I 标 志 的 价 值 ， 首 先 通 过

Kaplan-Meier法及Log-rank检验对CRC患者绘制了

生存曲线。随后选择了高-低风险组的相关临床因

素，通过单变量和多变量Cox比例风险分析来评估

IRGPI。在单变量分析中，针对每个数据集中的临

床 因 素 、 病 理 因 素 及 I R G P I 进 行 了 风 险 评 分 。 随

后，在多变量Cox分析中将IRGPI与可用的临床和

病理变量相结合，年龄、性别及T、N分期被视为

连续变量，从而进一步对IRGPI进行评估。

1.5  浸润免疫细胞的分析

采 用 一 种 可 预 测 新 鲜 ， 冷 冻 及 固 定 组 织

（ 包 括 实 体 瘤 ） 免 疫 细 胞 浸 润 的 流 行 算 法 ，

CIBERSORT[26]，以便用于了解不同风险人群的免

疫细胞浸润。CIBERSORT是一种从复杂组织的基

因 表 达 谱 中 表 征 其 细 胞 组 成 的 方 法 ， 对 于 紧 密 相

关 的 细 胞 类 型 方 面 优 于 其 他 方 法 。 C I B E R S O R T

对 肿 瘤 样 品 进 行 去 卷 积 算 法 ， 对 于 每 种 细 胞 类

型 都 使 用 了 支 持 向 量 回 归 [ 2 7 ] 。 对 于 每 个 样 品 ，

CIBERSORT能够推断出22种浸润免疫细胞的相对

比例。使用R软件包“CIBERSORT R script”（版

本：1.03）对每一个样本进行了浸润免疫细胞的相

对比例的计算。

1.6  功能注释和分析

为 了 在 转 录 和 翻 译 水 平 上 了 解 构 成 I R G P I 的

IRG的真实表达，使用了人类蛋白质图谱（Human 

Pro te in  At las，HPA，ht tps : / /www.pro te ina t l a s .

org/）。HPA是一个可公开获得的数据库，包含近

20种常见癌症的基于免疫组织化学的表达数据，

并 且 可 提 供 一 张 基 于 组 织 和 器 官 及 微 阵 列 的 免 疫

组 化 的 人 类 组 织 蛋 白 质 组 图 谱 。 从 而 显 示 了 不 同

正常组织和癌症组织中蛋白质的空间分布[28-29]。

为 了 能 够 了 解 I R G P I 的 相 关 生 物 学 功 能 ， 本

研 究 通 过 R 语 言 包 “ c l u s t e r P r o f i l e r ” （ 版 本 ：

3 . 1 4 . 3 ） 对 构 成 I R G P I 的 I R G 进 行 了 基 因 本 体 论

（gene ontology，GO）及京都基因与基因组百科

全书（Kyoto encyclopedia of genes and genomes，

K E G G ） 富 集 分 析 。 为 了 明 确 高 风 险 和 低 风 险

组 之 间 显 着 改 变 的 G O 途 径 ， 在 两 基 因 组 间 使 用

Bioconductor软件包“FGSEA”（版本，1.12.0）

进 行 基 因 集 富 集 分 析 （ G e n e  S e t  E n r i c h m e n t 

A n a l y s i s ， G S E A ） [ 3 0 ]。 本 研 究 中 涉 及 的 生 物 学

过 程 是 使 用 了 M S i g D B （ M o l e c u l a r  S i g n a t u r e s 

Database）标记基因集，选择P<0.05的数据作为有

统计学意义的基因集。

1.7  统计学处理

所 有 统 计 检 验 均 使 用 R 语 言 软 件 （ 版 本

3.6 .1，ht tps / /www. r -pro je  c t . o rg /）及SPSS软件

（SPSS version 22）进行。对于所有测试，P<0.05

被认为有统计学意义。

2　结　果

2.1  IRGPI 的构建及定义

整个工作流程如图1所示。本研究共纳入有完

整临床数据的1 018个样本（表1）。TCGA-COAD

队列作为训练数据集，GSE39582队列作为验证数

据集。从ImmPort数据库获得的2 498个IRG来构建

IRGP。在所有数据集中均进行了测量，并满足训

练集上的相关标准（中位绝对偏差MAD>0.5）后，

共挑选出有473个IRG，并且构建了个111 392个

IRGP。在训练数据集中删除相对变异较小的IRGP

之后，得到12 275个IRGPs。随即合并样本临床信

息，选择有统计学意义（ P < 0 .001）的28个IRGP

作 为 初 始 候 选 I R G P 。 对 于 初 始 候 选 I R G P 使 用 了

Lasso Cox比例风险回归并且经过了1 000次的随机

循环，最终选择了20个IRGP构成IRGPI。IRGPI由

28个唯一的IRG组成（表2）。
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表 1　TCGA-COAD 和 GSE39582 数据集患者的临床特征
Table 1　Patient demographics and clinical characteristics in TCGA-COAD and GSE39582 datasets

　参数 TCGA-COAD（n=452） GSE39582（n=566） 　参数 TCGA-COAD（n=452） GSE39582（n=566）
年龄（岁，x±s） 67.09±13.02 66.83±13.44 M 分级 [n（%）]
性别 [n（%）] 　M0 334（73.9） 482（85.2）
　女性 214（47.3） 256（45.2） 　M1 62（13.7） 61（10.8）
　男性 238（52.7） 310（54.8） 　未知 56（12.4） 23（4.0）
T 分级 [n（%）] ACJJ 分级 [n（%）]
　T1 11（2.4） 15（2.7） 　I 76（16.8） 37（6.5）
　T2 77（17.0） 45（8） 　II 178（39.4） 264（46.7）
　T3 308（68.2） 367（64.8） 　III 125（27.7） 205（36.2）
　T4 56（12.4） 119（21） 　IV 62（13.7） 60（10.6）
　未知 — 20（3.5） 　未知 11（2.4） 0（0.0）
N 分级 [n（%）] 生存状态 [n（%）]
　N0 269（59.5） 302（53.4） 　生存 364（80.5） 371（65.6）
　N1 103（22.8） 134（23.7） 　死亡 88（19.5） 191（33.7）
　N2 80（17.7） 104（18.3） 　未知 — 4（0.7）
　未知 — 26（4.6）

表 2　IRGPI 的相关信息
Table 2　Information on the IRGPI

　IRG 1 免疫过程 IRG 2 免疫过程 系数
CXCL14 Antimicrobials BST2 Antimicrobials -0.453 230 288
RBP1 Cytokines STC2 Cytokines -0.724 631 712
RBP7 Cytokines PTGS2 Cytokines 0.319 523 645
RBP7 Cytokines ARG2 Antimicrobials 0.245 945 733
RBP7 Cytokines IL7 Cytokines 0.065 615 055
APOD Antimicrobials IL17RB Antimicrobials 0.076 208 315
GNAI1 Antimicrobials GRP Antimicrobials -0.307 142 838
CCL4 Antimicrobials INHBB Cytokines -0.281 713 6
CCL28 Antigen_Processing_and_Presentation INHBB Cytokines 0.140 858 009
ABCC4 Antimicrobials GRP Antimicrobials -0.293 948 494
ARG2 Antimicrobials GRP Antimicrobials -0.481 842 585
CCR7 Antimicrobials INHBB Cytokines -0.518 241 85
CD86 Antimicrobials IL7 Cytokines 0.504 095 889
OLR1 Cytokines IL7 Cytokines -0.403 401 443
C5AR1 Antimicrobials NR3C2 Cytokines 0.312 442 524
INHBB Cytokines PDGFC Cytokines 0.536 856 666
STC2 Cytokines HNF4G Antimicrobials 0.349 610 74
IL10RA Antimicrobials TNFRSF11A Cytokines 0.220 491 253
RORC Cytokines PRKCQ Cytokines -0.429 464 037
TNFRSF11A Cytokines LCK Cytokines -0.366 351 252

图 1　构建及验证与 CRC 患者 IRGP 标志的工作流程
Figure 1　 The workflow of constructing and verifying the IRGP signature in CRC patients 

验证数据集（GSE39582，n=585）

去除变异小于 20% 的 IRGPs（n=12 275）

将最终 20 个 IRGPs，定义为：IRGPI

运用 COX 及 KM 分析，选择 P<0.001 的 IRGP 作为初始候选 IRGR（n=28）

运用 LASSO-COX 回归（迭代 1 000 次）构建最终 IRGPs（n=20）

训练数据集（TCGA-COAD，n=452）

筛选免疫相关基因（IRG）（n=473）

生存分析 独立预后分析 免疫相关性分析 蛋白表达分析 GO，KEGG 分析 GSEA 分析

将 MAD>0.05 的免疫相关基因构建初始 IRGP（n=111 392）
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2.2  IRGPI 的验证和评估

时 间 相 关 的 R O C 曲 线 I R G P I 最 佳 截 止 值

为 - 1 . 2 3 9 （ 图 2 ） 。 根 据 C R C 患 者 总 生 存 率

（overall  survival，OS），使用IRGPI的最佳截止

值 将 训 练 数 据 集 中 的 患 者 分 为 低 风 险 和 高 风 险 组

（ 表 1 ） 。 根 据 分 析 可 知 高 风 险 组 的 O S 明 显 低 于

低风险组（P =1.295×10-11，H R =6.51，95% C I = 

3.79~11.21）（图3A）。

对训练数据集进行单变量和多变量Cox回归分

析，以便于进一步了解IRGPI是否可以作为CRC患

者的独立预后因素。在单变量Cox分析中，患者的

年龄及肿瘤的T、N分期以及IRGPI对预后的影响

具 有 统 计 学 意 义 。 在 多 变 量 分 析 中 ， I R G P I 标 记

仍旧是一个独立的预后相关因素（图4A-B）。为

了明确在不同人群中IRGPI是否具有与训练数据集

类 似 的 预 后 价 值 ， 将 相 同 的 公 式 应 用 于 验 证 数 据

集（GSE39582）作为外部验证。按照与训练数据

集 同 样 的 分 组 标 准 ， 将 验 证 数 据 集 的 患 者 分 为 高

风 险 和 低 风 险 组 ， 然 后 进 行 相 关 生 存 分 析 后 可 得

到与训练数据集类似的结果。高风险组的OS明显

低于低风险组（P =0.000 1，H R =1.82，95% C I = 

1.36~2.44）（图3B）。在验证数据集中，仍旧采

用单变量和多变量Cox回归分析。最终分析结果表

示：无论在单变量以及多变量Cox回归分析当中，

IRGPI均有统计学意义。因此，IRGPI标记为影响

CRC患者生存预后的独立因素（图4C-D）。

2.3  高、低风险组中的免疫细胞浸润

前 期 研 究 [ 2 3 ,  3 1 ] 显 示 ， C R C 细 胞 凋 亡 与 其

微 环 境 中 免 疫 细 胞 凋 亡 和 浸 润 程 度 密 切 相 关 。

CIBERSORT已经用于癌症微环境的相关研究中，

其 可 以 对 实 体 肿 瘤 样 品 进 行 去 卷 积 从 而 估 计 免 疫

细胞亚群[32-33]。本研究使用CIBERSORT来评估不

同风险组中每位患者的22种不同免疫细胞的相对

比例。图5A描绘了高-低风险组使用CIBERSORT

输 出 的 免 疫 细 胞 丰 度 的 汇 总 ， 不 同 的 风 险 组 所 浸

润 的 免 疫 细 胞 表 达 量 有 所 不 同 。 本 研 究 发 现 调 节

性T细胞（Tr  egs）（ P = 0 .007）巨噬细胞（M0）

（P=0.024）在高风险组中显着高表达，而在低风

险组中静息树突状细胞（dendritic cells resting，

P =0.006），静息CD4 +记忆T细胞（P =1.784 e-05）

的百分比明显升高（图5B）。
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图 2　训练数据集中 IRGPI 的 ROC 曲线  
Figure 2　ROC curve of IRGPI in training dataset 
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图 4　CRC 患者预后的单因素和多因素 Cox 回归分析的森林图　　A：基于单因素分析评价 IRGPI 对 TCGA-COAD 中 CRC 患

者预后的价值；B：基于多因素分析评价 IRGPI 对 TCGA-COAD 中 CRC 患者预后的价值；C：基于单因素分析 IRGPI 对

GSE39582 中 CRC 患者预后的价值；D：基于多因素分析 IRGPI 对 GSE39582 中 CRC 患者预后的价值
Figure 4　Forest plot of univariate and multivariate Cox regression analysis for the prognosis of CRC patients　　A: Prognostic value of 

IRGPI in CRC patients in TCGA-COAD based on univariate analysis; B: Prognostic value of IRGPI in CRC patients in TCGA-COAD 
based on multivariate analysis; C: Prognostic value of IRGPI in CRC patients in GSE39582 based on univariate analysis; D: Prognostic 
value of IRGPI in CRC patients in TGSE39582 based on multivariate analysis

0.10

0.08

0.06

0.04

0.02

0.00

T 细胞

高风险 低风险

P=0.007

0.06

0.04

0.02

0.00

巨噬细胞

高风险 低风险

P=0.024 0.08

0.06

0.04

0.02

0.00

静息树突状细胞

高风险 低风险

P=0.006
0.4

0.3

0.2

0.1

0.0

静息 CD4 + 记忆 T 细胞

高风险 低风险

P=1.784e-05

图 5　CRC 患者高、低风险组中的免疫细胞浸润分析　　A：CIBERSORT 评估了高、低风险组中 22 种免疫细胞丰度；B：特

定免疫细胞在高、低风险组中的丰度分布
Figure 5　Analysis of immunocyte infi ltration in high and low risk groups of CRC patients　　A: CIBERSORT evaluation of the abundance 

of 22 immune cells in high and low risk groups; B: Abundance distribution of specifi c immune cells in high and low risk groups
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2.4  IRGPI 的功能注释

为 了 验 证 此 模 型 中 的 I R G 在 组 织 蛋 白 中 的 表

达 ， 使 用 H P A 数 据 库 中 免 疫 组 织 化 学 法 分 析 了

正 常 人 组 织 和 C R C 组 织 中 的 蛋 白 质 表 达 模 式 。

结 果 表 明 ， 与 正 常 组 织 比 较 ， C R C 组 织 中 的

APOD、ARG2、BST2、CCL28、CCL4、CD86、

LCK、NR3C2、PTGS2、RBP1、RBP7、STC2、

TNFRSF11A的表达上调（图6）。为了解IRGPI标

志所涉及的相关生物学过程，对构成IRGPI的28个

I R G 进 行 了 K E G G 及 G O 富 集 分 析 。 从 K E G G 的 分

析 结 果 显 示 ， 2 8 个 I R G 所 涉 及 的 主 要 通 路 有 ： 细

胞因子-细胞因子-受体相互作用、病毒蛋白与细

胞 因 子 及 细 胞 因 子 受 体 的 相 互 作 用 、 趋 化 因 子 信

号通路等（图7A-B）（表2）。而GO分析表明，

I R G P I 中 的 相 关 I R G 涉 及 的 分 子 功 能 （ M F ） 有 ：

受 体 配 体 活 性 、 细 胞 因 子 活 性 、 趋 化 因 子 活 性 、

细 胞 因 子 受 体 结 合 等 功 能 。 所 涉 及 的 生 物 过 程

（BP）有：白细胞迁移、细胞趋化性、白细胞-细

胞黏附的调节等过程。而涉及的细胞组成（CC）

大 致 包 括 ： 膜 区 、 分 泌 颗 粒 膜 、 免 疫 突 触 等 成 分

（ 图 7 C ） 。 对 训 练 数 据 集 的 高 、 低 风 险 组 之 间

进 行 了 G S E A 分 析 ， 以 研 究 显 著 改 变 的 G O 过 程 。

基 于 G S E A 的 分 析 表 明 ， 训 练 数 据 集 中 高 - 低 风

险 组 之 间 显 著 改 变 的 生 物 学 过 程 主 要 有 ： 角 化 细

胞 分 化 、 角 化 、 表 皮 细 胞 分 化 、 皮 肤 发 育 等 过 程

（ 图 7 D - E ） 。 与 肿 瘤 相 关 的 功 能 注 释 提 供 了

IRGPI标记影响分子机制的证据，从而可用于准确

预测CRC患者的预后。
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图 6　CRC 组织中的蛋白质免疫组织化学法的表达（×100）
Figure 6　Expression of protein in CRC tissue by immunohistochemical method (×100)
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图 7　IRGPI 的功能富集分析　　A-B：28 个免疫特征基因的 KEGG 富集分析结果；C：28 个免疫特征基因的 GO 富集分析结果； 

D：高、低风险组之间显著改变途径（角化，角质形成细胞分化，表皮细胞分化，皮肤发育）的 GSEA 分析结果； 

E：28 个免疫特征基因的基因集富集分析（GSEA）结果
Figure 7　Functional enrichment Analysis of IRGPI　　A–B: Results of KEGG enrichment analysis of 28 immune characteristic genes;  

C: Results of GO enrichment analysis of 28 immune characteristic genes; D: GSEA analysis for significantly changed pathways between 
high and low risk groups (keratinization, epidermal cell differentiation, and skin development); E: Enrichment analysis (GSEA)  
28 immune characteristic genes

B C

D E
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3　讨　论

随 着 高 速 发 展 的 微 阵 列 技 术 和 高 通 量 测 序 技

术 ， 生 物 信 息 学 技 术 成 为 了 可 以 用 于 筛 选 生 物 标

志 物 的 强 有 力 工 具 。 并 且 在 多 种 类 癌 症 中 得 到 了

相关的应用及验证[34-36]。针对于高发病率的CRC，

我 国 目 前 的 采 取 以 手 术 治 疗 为 主 ， 多 学 科 综 合 治

疗 的 原 则 。 而 就 包 括 了 目 前 正 处 于 高 速 发 展 阶 段

的免疫治疗 [ 3 7 ]。 在之前有关免疫治疗的研究中所

提及的：在转移性CRC患者错配修复缺陷治疗中取

得明显疗效的抗程序性细胞死亡蛋白1（PD-1）药

物，使得CRC的免疫治疗得到了进一步的重视[38]。

为 了 达 到 增 加 患 者 生 存 ， 延 缓 肿 瘤 进 展 的 目 的 ，

免 疫 治 疗 可 通 过 增 强 机 体 免 疫 反 应 ， 激 发 肿 瘤 特

异 性 免 疫 ， 打 破 免 疫 耐 受 ， 重 新 激 活 免 疫 细 胞 等

途径从而识别并 杀伤肿瘤细胞 [ 39]。目前，比较热

门 的 免 疫 治 疗 方 式 有 肿 瘤 疫 苗 、 免 疫 检 查 点 抑 制

剂以及小分子治疗等，免疫治疗在一定程度上改善

了CRC 患者的预后，是一种有前景的治疗选择[40]。

对 于 C R C 的 不 良 预 后 和 高 复 发 率 ， 尽 管 最 近

的 国 内 外 研 究 中 发 现 的 生 物 标 志 物 对 改 善 C R C 的

诊断和治疗做出了巨大贡献[41-43]，但是从生物的复

杂 性 ， 个 体 差 异 ， 以 及 免 疫 因 素 的 考 虑 ， 迫 切 需

要 找 到 强 有 力 的 预 后 生 物 标 志 物 来 预 测 C R C 患 者

的 生 存 情 况 ， 从 而 对 C R C 患 者 采 取 相 应 的 治 疗 措

施。本研究成功构建了一种由28个IRG组成的20个

IRGP作为预后标志，并且在TCGA和GEO数据集中

均得到了其准确性的验证，从而充分证明了IRGPI

是与CRC患者预后相关的重要因素。

本 研 究 详 细 分 析 了 这 些 构 成 I R G P I 的 I R G ，

参 与 构 建 2 0 对 I R G P 的 大 多 数 基 因 是 细 胞 因 子 、

抗 菌 剂 家 族 成 员 ， 它 们 对 于 免 疫 微 环 境 的 构 成 中

扮演者重要角色。通过HPA数据库的分析可知，

C R C 组 织 中 的 A P O D 、 A R G 2 、 B S T 2 、 C C L 2 8 、

CCL4、CD86、LCK、NR3C2、PTGS2、RBP1、

RBP7、STC2、TNFRSF11A基因在蛋白表达水平

上 较 正 常 组 织 上 调 ， 表 明 这 些 基 因 在 C R C 组 织 中

更为活跃。而在以前的研究中，提出APOD作为多

种癌症类型（包括CRC）的预后标志物[44]；血清中

AGR2参与了卵巢交界性肿瘤病情的发生、发展[45]； 

BTS-2的表达增强肾细胞癌的细胞生长和侵袭性[46]；

胃 癌 组 织 中 B S T 2  m R N A 高 表 达 ， 与 肿 瘤 恶 性 程

度 有 关 ， 有 望 成 为 诊 断 胃 癌 新 的 生 物 标 志 物 。

BST -2  参与了人巨细胞病毒感染导致的恶性胶质

瘤细胞增殖和迁移 [ 47]；骨髓来源的间充质干细胞

通 过 C C R 5 促 进 C R C 的 进 展 [ 4 8 ]； I N H B B 在 C R C 中

过 表 达 ， 并 与 浸 润 深 度 ， 淋 巴 结 转 移 ， 远 处 转 移

和TNM分期有关，与CRC的不良OS和DFS正相关
[ 4 9 ]； 肝 硬 化 患 者 血 清 中 炎 性 趋 化 因 子 如 C C L 4 和

CCL5的高水平表明存在肝细胞癌[50]；CCR7在结肠

癌 组 织 中 高 表 达 ， 其 表 达 水 平 与 结 肠 癌 侵 袭 转 移

密切相关 [51]；PTGS2表达与大肠癌患者的肿瘤复

发风险增加和大肠癌特异性生存率降低有关 [ 52]；

CCL28作为趋化因子，大量研究表明其在不同肿瘤

中的表达异于正常组织，研究CCL28在肿瘤生成中

的 调 控 的 具 体 作 用 机 制 有 助 于 明 确 肿 瘤 的 发 生 发

展过程，为肿瘤的诊疗提供理论依据 [53]；CRBP-1

过 表 达 与 舌 鳞 状 细 胞 癌 预 后 不 良 有 关 [ 5 4 ]； R B P 7

的异位表达增加了结肠癌细胞的迁移和侵袭 [ 55]；

S T C 2 是 C R C 患 者 O S 的 独 立 预 后 因 素 ， S T C 2 高 表

达 与 淋 巴 结 转 移 ， 远 处 转 移 ， 晚 期 临 床 阶 段 和 较

差的临床结局密切相关 [ 56]；根据前人的研究可知

上 述 的 基 因 参 与 了 肿 瘤 发 展 和 预 后 的 过 程 ， 从 而

有助于合理的认为本研究中构建的IRGPI中的其他

IRG也与CRC患者的预后相关，但仍需要进一步的

实验进行相关的验证。

对于对IRG的功能注释的结果可知IRGPI中一

些基因在白细胞迁移、细胞趋化性、细胞因子-细

胞因子-受体相互作用等过程中起关键作用。据相

关 研 究 表 明 ， 这 些 标 志 所 涉 及 的 生 物 功 能 和 途 径

与肿瘤的进展和预后相关[57-61]。通过GSEA指出高

风 险 组 中 主 要 腹 肌 的 过 程 有 ： 角 化 细 胞 分 化 、 角

化 、 表 皮 细 胞 分 化 、 皮 肤 发 育 等 ， 以 上 途 径 在 之

前的研究中亦可证明与肿瘤的发生发展相关[62-64]。

根据对高-低风险组的免疫分析，本研究发现

调 节 性 T 细 胞 ， 巨 噬 细 胞 M 0 在 高 危 组 中 显 着 高 表

达。在过去的研究中，可知调节性T细胞，巨噬细

胞M0增多，对肿瘤免疫产生负面影响，并与不良

预后相关[65-68]。而对于低风险组高表达的静息树突

状 细 胞 ， 肿 瘤 浸 润 性 树 突 状 细 胞 在 直 肠 癌 组 织 中

低表达，不成熟细胞比例增加，与TNM分期和肿

瘤直径有关[22]。静息CD4+记忆T细胞与肿瘤更好的

预后相关[69]。以上这些研究结果表明，IRGPI标记

可作为CRC患者可靠的预后生物标记物。
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本 研 究 采 用 了 一 种 新 的 方 法 用 于 不 同 平 台 数

据 的 处 理 ， 相 较 于 传 统 的 生 物 标 志 的 研 究 是 基 于

全 基 因 组 水 平 进 行 的 ， 本 研 究 中 所 构 建 的 生 物 标

志 是 基 于 免 疫 相 关 基 因 而 进 行 的 ， 并 且 采 取 了 专

门 设 计 的 分 析 流 程 及 方 法 。 传 统 的 生 物 信 息 学 方

法 一 般 是 根 据 正 常 或 癌 旁 组 织 与 肿 瘤 组 织 的 基 因

表 达 差 异 来 进 行 后 续 的 研 究 ， 需 要 将 数 据 进 行 归

一 化 及 克 服 跨 平 台 的 偏 见 ， 而 本 研 究 基 于 同 一 样

本 基 因 表 达 谱 内 每 一 个 基 因 表 达 值 的 相 对 排 名 而

进行的成对比较后得到的一组分值来构建IRGP。

不 仅 可 以 避 免 不 同 数 据 库 及 平 台 产 生 的 技 术 偏 见

以 及 因 生 物 学 异 质 性 而 带 来 的 不 同 肿 瘤 个 体 间 的

偏 差 [ 7 0 - 7 1 ]， 而 且 也 可 以 克 服 传 统 数 据 分 析 需 要 预

处 理 数 据 的 难 点 。 从 而 得 到 与 其 他 研 究 相 比 重 复

率 较 低 且 稳 健 的 生 物 标 志 。 本 研 究 所 使 用 的 新 方

法 在 包 括 癌 症 在 内 的 许 多 研 究 中 均 具 有 可 靠 的 结

果[17-19, 25, 72]。因此本研究所构建的生物标志可以实

现 单 样 本 、 精 准 化 、 高 效 率 地 评 估 C R C 患 者 的 预

后，这是本研究所具有的优势之一。

在 本 研 究 中 ， I R G P I 标 志 物 的 构 建 是 使 用 与

传统研究不同的Lasso回归经过了1 000次的迭代

构 建 的 ， 它 可 以 避 免 过 度 拟 合 从 而 确 定 最 佳 的 变

量。利用CRC患者ROC 曲线分析确定的最佳截止

值 ， 将 训 练 数 据 集 中 的 患 者 分 为 高 风 险 组 和 低 风

险 组 。 经 过 相 关 分 析 ， 两 组 预 后 有 显 著 统 计 学 差

异。Lasso回归以及ROC曲线的最佳截止值的相关

应 用 还 可 适 用 于 其 他 不 同 的 数 据 集 和 临 床 队 列 ，

这也是本研究所具有的重要优势。

本 研 究 依 旧 具 有 局 限 性 。 首 先 ， 本 研 究 采 取

的 是 回 顾 性 分 析 ， 本 研 究 所 涉 及 的 训 练 数 据 集 及

验 证 数 据 集 均 使 用 公 开 数 据 库 中 的 样 本 。 虽 然 两

个 大 型 公 开 数 据 库 拥 有 公 认 的 稳 定 性 及 可 靠 性 ，

但 是 对 于 数 据 库 中 石 蜡 切 片 样 品 的 稳 定 性 和 有 效

性 仍 有 待 进 一 步 考 证 。 如 需 进 一 步 验 证 研 究 结

果 ， 则 需 要 进 行 前 瞻 性 队 列 研 究 。 其 次 ， 本 研 究

中 所 涉 及 的 基 因 表 达 特 征 会 受 到 由 肿 瘤 内 生 物 学

异 质 性 及 统 计 学 偏 差 所 带 来 的 影 响 。 尽 管 使 用 了

样本量较大的TCGA及GEO两个数据集，但仍旧需

要 包 含 具 有 不 同 样 本 属 性 的 更 多 数 据 集 ， 以 进 行

更 广 泛 的 验 证 。 最 后 ， 本 研 究 所 使 用 的 基 因 表 达

矩阵是基于RNA-seq或微阵列平台产生的，由于其

价 格 高 ， 转 化 周 期 长 以 及 对 生 物 信 息 学 专 业 知 识

有 较 高 要 求 而 使 其 在 日 常 临 床 应 用 中 受 到 了 一 定

的限制[73]。

综上所述，本研究成功构建了由20个IRGPI标

志 。 并 且 了 解 它 们 作 为 一 种 生 物 标 志 所 拥 有 的 预

后价值。本研究中所构建的IRGPI标志是CRC患者

的 生 存 的 独 立 预 后 因 素 。 通 过 进 一 步 生 物 学 功 能

分析，可以了解这些IRGPI在CRC的发生发展中的

功 能 ， 从 而 为 C R C 的 治 疗 方 式 提 供 了 一 种 新 的 思

路 。 该 标 记 或 将 成 为 一 种 评 价 C R C 患 者 是 否 能 够

获益于相关免疫治疗的新型精准化预测工具。
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本刊对来稿中统计学处理的有关要求

1. 统计研究设计：应交代统计研究设计的名称和主要做法。如调查设计（分为前瞻性、回顾性或横断面调查研究）；实

验设计（应交代具体的设计类型，如自身配对设计、成组设计、交叉设计、正交设计等）；临床试验设计（应交代属于第几

期临床试验，采用了何种盲法措施等）。主要做法应围绕 4 个基本原则（随机、对照、重复、均衡）概要说明，尤其要交代

如何控制重要非试验因素的干扰和影响。

2. 资料的表达与描述：用 x-   ± s 表达近似服从正态分布的定量资料，用 M（QR）表达呈偏态分布的定量资料；用统计表时，

要合理安排纵横标目，并将数据的含义表达清楚；用统计图时，所用统计图的类型应与资料性质相匹配，并使数轴上刻度值

的标法符合数学原则；用相对数时，分母不宜小于 20，要注意区分百分率与百分比。

3. 统计分析方法的选择：对于定量资料，应根据所采用的设计类型、资料所具备的条件和分析目的，选用合适的统计分

析方法，不应盲目套用 t 检验和单因素方差分析；对于定性资料，应根据所采用的设计类型、定性变量的性质和频数所具备条

件以分析目的，选用合适的统计分析方法，不应盲目套用 χ2 检验。对于回归分析，应结合专业知识和散布图，选用合适的回

归类型，不应盲目套用简单直线回归分析，对具有重复实验数据的回归分析资料，不应简单化处理；对于多因素、多指标资

料，要在一元分析的基础上，尽可能运用多元统计分析方法，以便对因素之间的交互作用和多指标之间的内在联系进行全面、

合理的解释和评价。

4. 统计结果的解释和表达：当 P<0.05（或 P<0.01）时，应说明对比组之间的差异有统计学意义，而不应说对比组之间具

有显著性（或非常显著性）的差别；应写明所用统计分析方法的具体名称（如：成组设计资料的 t 检验、两因素析因设计资料

的方差分析、多个均数之间两两比较的 q 检验等），统计量的具体值（如 t=3.45, χ2=4.68, F=6.79 等）应可能给出具体的 P 值（如

P=0.023 8）；当涉及到总体参数（如总体均数、总体率等）时，在给出显著性检验结果的同时，再给出 95% 置信区间。
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