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摘 要：目的　构建细胞外基质（ECM）相关基因预后模型，评价其预测胶质瘤患者预后的能力，探索基于该模型的胶质瘤免疫微

环境特征。方法　基于肿瘤基因组图谱（TCGA）和基因型-组织表达（GTEx）数据库中胶质瘤以及正常脑组织数据，筛选获得差异基

因（DEGs）；基于基因本体论（GO）数据库获取 ECM 相关基因，基于单因素 Cox 回归分析获取胶质瘤预后基因。将上述三部分取交

集获得重叠候选基因，再经由 Lasso 分析获取最佳的 4 基因预后模型，并于 TCGA 以及中国脑胶质瘤图谱数据库（CGGA）中胶质瘤

队列中进行生存分析和 Cox 回归分析。基于 4 基因预后模型以及 TCGA 患者预后数据构建预后列线图，并在 CGGA 胶质瘤队列中

进行验证。最后，基于富集分析、免疫检查点分析以及免疫浸润分析探索 4 基因预后模型相关的免疫微环境特征。结果　22 个重

叠候选基因经由 Lasso 分析后获得最佳 4 基因预后模型，该模型的风险评分能够较好地预测 TCGA 以及 CGGA 胶质瘤患者的预后，

并且是危险因素。细胞系验证实验中提示 U251 细胞系（人源胶质瘤细胞）最佳 4 基因表达均高于 HA1800（人源星形胶质细胞），

符合 TCGA 以及 CGGA 数据库分析结果。基于 4 基因预后模型构建的预后列线图同样具有较好地预测患者预后的能力。高风险

组患者肿瘤组织内具有较高水平的 M2 型巨噬细胞浸润且免疫检查点相关分子（PD-L1，B7-H3，CTLA4，PD1，TIM3 以及 LAG3）高

于低风险组。结论　ECM 相关基因模型以及预后列线图均能够较好地预测胶质瘤患者的预后，高风险组患者具有抑制性免疫微

环境特征，免疫检查点抑制剂可能是该类患者的潜在治疗方式。                   [国际神经病学神经外科学杂志, 2024, 51(2): 35-47]
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Abstract：  Objective　 To construct a prognostic model based on extracellular matrix （ECM）-associated genes， to 
evaluate its ability in predicting the prognosis of glioma patients， and to investigate the characteristics of the immune 
microenvironment of glioma based on this model. Methods　The TCGA and GTEx databases were used to obtain the data of 
glioma and normal brain tissue， and then differentially expressed genes were obtained. The Gene Ontology （GO） database 
was used to obtain ECM-related genes， and a univariate Cox regression analysis was used to obtain the genes associated 
with the prognosis of glioma. The above three groups of genes were intersected to obtain overlapping candidate genes， and a 
LASSO analysis was used to obtain the optimal four-gene prognostic model. The glioma cohorts in the TCGA and CGGA 
databases were used for survival analysis and the Cox regression analysis. A prognostic nomogram was constructed based on 
the four-gene prognostic model and the prognostic data of patients in TCGA， which was validated in the glioma cohort in 
CGGA. Finally， enrichment analysis， immune checkpoint analysis， and immune infiltration analysis were used to 
investigate the characteristics of immune microenvironment associated with the four-gene prognostic model. Results　The 
LASSO analysis was performed for the 22 overlapping candidate genes to obtain the optimal four-gene prognostic model， 
and the risk score of this model could better predict the prognosis of glioma patients in TCGA and CGGA and was a risk 
factor for the poor prognosis of patients. Cell line validation experiments showed that the U251 cell line （human-derived 
glioma cells） had higher expression levels of all four optimal genes than the HA1800 cell line （human-derived astrocytes 
cells）， which was consistent with the results of data analysis for TCGA and CGGA databases. The prognostic nomogram 
constructed based on the four-gene prognostic model also had a good ability to predict patient prognosis. Compared with the 
low-risk group， the high-risk group had higher levels of M2 macrophage infiltration and immune checkpoint-related 
molecules （PD-L1， B7-H3， CTLA4， PD1， TIM3， and LAG3） in tumor tissue. Conclusion　Both the model based on 
ECM-associated genes and the prognostic nomogram can well predict the prognosis of glioma patients. Patients in the high-
risk group have the characteristics of suppressive immune microenvironment， and immune checkpoint inhibitors may be a 
potential treatment modality for such patients.

［Journal of International Neurology and Neurosurgery, 2024, 51(2): 35-47］
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细胞外基质（extracellular matrix， ECM）主要由 5 类物

质组成，包括胶原蛋白、非胶原蛋白、弹性蛋白、蛋白聚糖

和氨基聚糖。ECM 各组分均积极参与并调节细胞生长，

形态、迁移和代谢等活动，其中纤粘蛋白是细胞外基质重

要组成部分，它促进细胞与细胞之间的黏附，与正常细胞

相比，肿瘤细胞表面纤维蛋白明显减少，细胞形态变圆，

细胞呈现细胞密集和重叠生长的生长特征，导致其侵袭

性增强［1］。如今，越来越多的研究提示 ECM 与肿瘤细胞

生物功能具有相关性，例如：ECM 重塑可影响胶质瘤的增

殖、血管生成和侵袭等［2-5］。其次 ECM 有助于发现与癌症

相关的疾病以及新的诊断工具和治疗靶点［6］。

胶质瘤是最常见的原发性颅内恶性肿瘤，发病率每

年约 5~8/100 000 人，占颅内恶性肿瘤 81%［7-8］，胶质瘤根

据其生长模式和组织学可分为两种。一种是非弥漫性胶

质瘤，如毛细胞型星形细胞瘤和室管膜瘤，通常表现为缓

慢且更局限的生长模式。另一种为弥漫性胶质瘤，代表

了大部分无法治愈的胶质瘤，其特征是在中枢神经系统

实质内高度浸润性生长，弥漫性胶质瘤代表了绝大多数

胶质瘤，可进一步细分为少突胶质瘤、星形细胞瘤和胶质

母细胞瘤（Glioblastoma， GBM），后者是弥漫性胶质瘤中

最具侵袭性的亚型［9］。弥漫性胶质瘤的侵袭特征主要为

沿白质束以及神经元周围和血管周围间隙的途径浸润脑

实质，这导致肿瘤和周围脑实质之间通常没有明确界限，

无法完整手术切除肿瘤，即使手术切除配合放化疗，但肿

瘤复发率近 100%［10］，5 年生存率低于 5%［11-12］。近期研究

表明，肿瘤相关的 ECM 被认为是胶质瘤侵袭功能的关键

因素［13］，并且 ECM 的组成成分影响了胶质瘤细胞侵袭功

能，其中糖苷酶和蛋白酶不仅调节肿瘤细胞黏附而且还

影响其细胞骨架释放各种生长因子和趋化因子，进而激

活胶质瘤细胞生成与 ECM 相关结合蛋白，例如透明质酸

（hyaluronic acid， HA）受体：CD44 和 RHAMM（透明质酸

介导的运动受体），整合素：a3b1、avb2、avb3 和 avb5 等，以

及黏合素［3］。这些 ECM 相关结合蛋白可能是胶质瘤侵袭

功能的必要因素。

2020 年世界卫生组织（WHO）首次将分子生物标志

物纳入胶质瘤亚型分类重要因素，其中包括：异柠檬酸脱

氢酶（isocitrate dehydrogenase， IDH）突变状态、染色体臂

1p/19q 编码共同缺失、染色体重塑蛋白 ATRX 的编码状态
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和抑癌基因 p53 的突变等［14］。然而，IDH 突变和 1p/19q 编

码缺失可以作为预测胶质瘤预后和发展的重要生物标志

物，但大部分患者均不适用于这些生物标志物［15］。所以，

可预测胶质瘤预后和发展的生物标志物研究在很大程度

上是一个未被充分开发的领域。

目前，浸润性胶质瘤的标准治疗包括最大限度的手

术切除、放射治疗和替莫唑胺疗法，然而由于血脑屏障、

肿瘤微环境（tumor microenvironment， TME）和手术切除

不完全等因素的存在阻碍了化疗药物的转运，导致总体

预后仍很差［16］。除标准治疗外免疫治疗是治疗胶质瘤的

研究热点。免疫治疗主要是抑制肿瘤免疫抑制功能，重

新激活 T 细胞功能［17］。其次是通过向 T 细胞呈递肿瘤相

关抗原激活抗肿瘤免疫反应［18］，然而它的肿瘤治疗效果

不如预期。随着研究的不断深入，发现在胶质瘤进展过

程中，肿瘤周围由星形细胞、内皮细胞、趋化因子和细胞

外蛋白组成，这些物质能够促进肿瘤免疫逃逸［19-20］。长

期以来，ECM 被认为是一种惰性构架而被忽视，并且其状

态已被鉴定可随免疫系统一同动态变化。尽管目前胶质

瘤免疫治疗的结果令人失望，但联合 ECM 或逆转肿瘤免

疫抑制微环境疗法仍值得深入治疗，未来 ECM 研究可能

成为推动肿瘤免疫细胞疗法的助力器。

1　材料和方法

1. 1　获得细胞外基质相关的基因及胶质瘤和正常大脑

的数据收集

为 了 获 得 来 自 基 因 本 体 数 据 库（Gene Ontology，

http：//geneontology. org/）细 胞 外 基 质 相 关 基 因 列 表

（extracellular matrix-related gene， ECMRG），检索词设定

为“Extracellular matrix”，其 余 过 滤 参 数 设 定 为“Human 
sapiens”和“genes and genes products”。最终，共获得 951
组人源 ECMRG 数据。

为了收集胶质瘤和正常大脑的数据从基因型-组织

表达（genotype-tissue expression project， GTEx）数据库中

下载 1 152 个正常脑组织数据。利用 UCSC Xena 数据库

（http：//xena.ucsc.edu/），下载来自 TCGA 中 694 个胶质瘤

样本的临床信息和相应基因表达数据。下载来自 CGGA
中 693 个中国胶质瘤患者相对信息作为验证集。搜集的

所有数据中缺乏临床病理或预后信息的样本被排除，最

终共获得来自 TCGA 数据库的 616 名患者信息作为发现

集和来自 CGGA 数据库的 542 名患者信息作为验证集，除

了差异基因获取使用 counts 数据格式外，其余分析中转录

组原始数据被标准化为TPM格式，并进行Log2（TPM+1）转换，

以用于后续分析。

1. 2　获得差异表达的基因及筛选重叠的候选基因

使用“limma” R 包（3.6.3），分析了胶质瘤（TCGA 数据

库）和 正 常 脑 组 织 之 间 的 差 异 表 达 基 因（differentially 
expressed genes， DEGs）。差异基因的筛选标准为：P.adj

< 0.05，|log2 （Fold change）|>2。

基于发现集使用“survival” R 包通过单因素 Cox 回归

分析获取预后基因，风险比（hazard ratio， HR）≠1 且 P＜

0.05 条件的基因被选做进一步分析。基于韦恩图（Veen）
分析，将 ECM 相关基因，预后基因和 DEGs 三部分取交

集，满足 HR>1 且上调 DEGs 以及 HR＜1 且下调 DEGs 的

ECM 相关基因作为重叠候选基因，以备后续分析。

1. 3　建立细胞外基质相关的风险评分

使用“glmnet”和“survival” R 包，应用 Lasso 算法、重

叠候选基因以及 TCGA 胶质瘤数据库构建 ECM 相关风险

评分。其中选取十倍交叉验证以确定最佳 λ 值，以提高

风险评分的可靠性和客观性。同时，考虑到在临床工作

中的实用性，风险评分中的变量数越少，临床上实用性就

越大。最终，我们选择了 4 个预后基因：基质金属蛋白酶

14（matrix metallopeptidase 14， MMP14）、丝氨酸蛋白酶抑

制剂 3（serpin family a member 3， SERPINA3）、分泌型磷蛋

白 1（secreted phosphoprotein-1， SPP1）、基质金属蛋白酶

2（matrix metallopeptidase 2 ， MMP2）构建风险评分，最终

获 得 风 险 评 分（Risk Score）公 式 ：Risk Score = ∑i = 1
n βi*

Expi + α

其中 Exp 为基因表达量，β 为基因所对应的回归系

数，α 为常数项。

1. 4　风险评分评价

利用人来源蛋白图谱（human protein altas， HPA）数

据库评估这 4 个基因的蛋白质表达水平。基于 TCGA 和

GTEx 数据库的数据评估 4 个基因在胶质瘤中的相对表达

水平。此外，Kaplan-Meier（KM）生存曲线和时间依赖性

受试者工作特征曲线（time-dependent receiver operating 
characteristic curve， tROC）被用于评估这些基因的预后价

值。根据风险评分的中位数将胶质瘤患者分为低风险组

（low risk）和高风险组（high risk）。

其次，使用生存分析来评估低风险和高风险组之间

的差异。通过 tROC 曲线评估风险评分的预测准确性。

此外，使用“ggplot2” R 包对风险图进行了说明。单因素

Cox 比例风险回归分析用于评估临床参数（年龄、性别、肿

瘤的 WHO 分级、IDH 基因状态以及 1p/19q 共缺失状态）

和风险评分的预测胶质瘤患者预后的能力，多因素 Cox 比

例风险回归分析被用于评估风险评分是否能作为预后危

险因素。

1. 5　建立列线图（Nomogram）

基于在发现集中分析所构建的风险评分以及经多因

素 Cox 比例风险回归分析所得的预后因素（年龄、性别、

WHO 分级、IDH 状态、1p/19q 编码状态和风险评分）使用

“rms”和“survival” R 包，构建一个包含相关临床信息和预

后因素的 Nomogram，用来预测确诊胶质瘤超过 1、3 及 5
年患者生存概率。此外采用 tROC 评估模型预测胶质瘤
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患 者 预 后 的 准 确 性 。 tROC 的 曲 线 下 面 积（area under 
curve， AUC）被用于不同模型或预后因素间的比较，并采

用校准曲线（calibration curve）评估 Nomogram 的精准度。

1. 6　在 CGGA 数据库中对基因签名的验证

使用 CGGA 数据库对细胞外基质相关的风险评分进

行了验证。根据在 TCGA 数据库中构建的公式，CGGA 数

据库的患者根据风险评分的中位数被分为低、高风险组，

KM 生存曲线被用来检测组间的差异，并使用 tROC 评估

预后基因的预测预后性能。选择校准曲线和 tROC 来评

估 Nomogram 的预测预后性能及精准度。

1. 7　基因集富集分析及免疫微环境分析

使用“cluster Profiler” R 软件包，进行基因集富集分

析（gene set enrichment analysis， GSEA），以进行来自发现

集（TCGA）的 DEGs 功能注释，并探索高风险组与低风险

组 相 比 的 特 征 。 评 估 时 相 关 参 数 ：错 误 发 现 率（false 
discovery rate， FDR）<0.25 和 P.adj<0.05。

为了说明风险分数与胶质瘤免疫微环境之间的关

系，使用一种用于评估复杂混合组织样本中不同细胞类

型 相 对 丰 度 的 计 算 方 法（cell-type identification by 
estimating relative subsets of RNA transcripts， 
CIBERSORT）和肿瘤浸润免疫细胞定量分析法 quanTIseq
来评估 TCGA 数据库中高风险组和低风险组的免疫浸润

水平。通过相关性分析来说明风险评分和免疫浸润状态

之间的关系。此外，为了探索 TCGA 和 CGGA 数据库中

ECMRGs 特征和免疫疗法之间的关系，测量风险评分和

免疫检查点之间的相关性。

1. 8　胶质母细胞瘤细胞系培养

U251、HA1800 细胞系均购自中国科学院上海细胞生

物学研究所，在含有 10% 胎牛血清（fetal bovine serum， 
FBS）的 高 糖 型 杜 氏 改 良 Eagle 培 养 基（high-glucose 
Dulbecco’s modified Eagle’s， DMEM-HG）中 、并 置 于

37 ℃和 5% 二氧化碳 CO2的培养箱中。

1. 9　实时定量 PCR
实时定量 PCR 分析使用 CFX96 实时 PCR 检测系统

（Bio-Rad）。GAPDH 的表达被用于标准化。本研究中使

用的引物序列列于表 1。采用 2-ΔΔCt法检测相对定量。

1. 10　统计学方法

本工作中的所有统计分析均使用 R 软件（3.6.3）进

行。两组的统计学差异由 Wilcoxon 秩和检验确定，多组

比较时采用 Kruskal-Wallis 检验。分类变量的比较采用

χ2 检验。生存分析采用对数秩检验来评价两组之间的差

异。P<0.05 为差异有统计学意义。

2　结果

2. 1　重叠基因的获取

本 部 分 整 个 分 析 为 收 集 正 常 脑 组 织 和 胶 质 瘤 中

RNA-seq 数据样本，从 GTEx 数据库中下载 1 152 个样本，

TCGA 数据库中下载 694 个样本（图 1A）。为筛选出与

ECM 相关的候选差异基因。我们在差异基因（377 个）中

结合相应的临床信息，将预后基因（HR>1）与上调的 DEGs
相交，获得 16个候选基因。同样地，预后基因（HR<1）与下

调的 DEGs 相交，获得 6 个候选基因。共有 22 个候选基因

用于后续分析，通过对作为训练数据库的 TCGA 数据库使

用 Cox 回归模型来进行单因素生存分析。在 22 个与预后

相关的基因，其中 MMP14、SERPINA3、SPP1 等基因为风

险 因 素（HR>1），HAPLN2、ADAM11、CARML2、RELN、

PRKCZ、SPTBN4 在胶质瘤中起保护作用（HR<1）（图 1B， 
1C）。为了提高 22 个候选基因的鲁棒性，使用这些基因

在 TCGA、GTEx 数据库中通过 Lasso 算法进行额外分析

（图 1D），之后在构建风险评分特征分析中，筛选出 4 个预

后基因（MMP14、SERPINA3、SPP1 和 MMP2），结果提示 4
个预后基因均为促癌基因（图 1E）。

为了评估 4 个基因对构建风险评分特征的重要意义，

从 TCGA数据库中分析 4个候选基因表达，结果提示 4个基

因在肿瘤组织中表达与正常脑组织相比较表达增高（图

2A）。为验证 TCGA 数据库中差异基因筛选候选基因的准

确性，对比 4 个预后基因在胶质瘤细胞系（U251）和正常星

形胶质细胞（HA1800）中表达差异，实时定量 PCR 实验提

示：MMP14、SERPINA3、SPP1 和 MMP2 均在 U251 中表达

增 高 ，表 达 量 具 有 统 计 学 差 异（tMMP14=15.520， PMMP14=
0.0001； tSERPINA3=2.990， PSERPINA3=0.0403； tSPP1=4.609， PSPP1=
0.010； tMPP2=26.390， PMPP2=0.000）（图 2B）。HPA 网站获得

免疫组化病理标本数据。4 个候选基因蛋白在正常脑组

织、低级别和高级别胶质瘤组织中表达有统计学差异（图

2C）。此外，我们利用 Kaplan-Meier 曲线和 ROC 曲线探讨

了 这 些 基 因 的 预 后 价 值 ，MMP14、SERPINA3、SPP1 和

MMP2 为风险因素（HR＞1）（图 2D），在 ROC 曲线中，该 4
个基因对于胶质瘤患者 1、3 及 5 年预后均具有一定的预测

价值（图 2E）。

2. 2　ECM 相关基因风险评分标记的预后价值

为了获得风险评分特征对胶质瘤患者临床结果的预

测 效 力 ，以 所 有 患 者 风 险 评 分 的 中 位 数 作 为 标 准 ，在

TCGA 和 CGGA 数据库中将样本分为高风险组和低风险

组。生存分析表明高风险组胶质瘤患者与低风险组差异

具有统计学意义（图 3A，4A），然后对 1、3 和 5 年的预后时

间进行 ROC 曲线分析，以检验风险特征的预测效力。结

果 表 明 ，风 险 评 分 在 识 别 胶 质 瘤 总 生 存 期（overall 
survival， OS）上具有较高的准确性（图 3B， 4B）。最后，分

析表明随着风险评分增加，死亡患者的数量显著增加，患

者生存期呈越来越短的趋势（图 3C， 4C）。为了评估风险

评分是否能成为预测预后的因素，使用 CGGA 数据库进

行单变量和多变量 Cox 回归分析，通过单因素分析，观察

到风险评分、年龄、WHO 级别、IDH 状态、1p/19q 表达情况
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A：重叠基因分析流程图； B：韦恩图筛选重叠基因（筛选条件为 Log2（Fold change）>2且 HR>1以及 Log2（Fold change）<-2且 HR
<1 的基因，绿圈中即为满足条件的重叠基因）； C：森林图展示 22 个重叠基因基因预后相关指标； D：LASSO 回归系数筛选图； 
E：LASSO回归变量轨迹图。

图 1　预后模型重叠基因的筛选及候选基因鉴定

A：TCGA 数据库中分析 4 个候选基因转录水平表达规律；B：PCR 实时定量实验提示 U251 中 4 个候选基因表达水平均高于

HA1800的表达水平(均 P＜0.05)；C：基于 HPA数据验证 4个候选基因在低级别以及高级别胶质瘤组织中的表达情况；D：TCGA
数据库胶质瘤患者生存分析，4 个候选基因表达高的胶质瘤患者预后不佳，HRMMP14（95%CI）=4.55（3.56~5.80），Log-rank P<
0.001；HRSERPINA3 （95%CI）=4.51（3.53~5.75），Log-rank， P<0.001；HRSPP1（95%CI）= 4.55（3.56~5.80），Log-rank P<0.001；HRMMP2

（95%CI）=3.19（2.51~4.05），Log-rank P<0.001；E：TCGA 数据库中 4 个候选基因表达增高的胶质瘤患者时间依赖 ROC 曲线；

***：组间比较，差异有统计学意义（P<0.05）。

图 2　预后模型中候选基因的验证
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与预后相关（图 3D）。基于上述因素进行多因素分析，风

险 评 分 仍 然 与 OS 密 切 相 关（图 3E）。 在 验 证 数 据 库

（TCGA）中也得到了相似的结果，在多因素分析中包含了

相同的因素；风险评分也与 OS 密切相关（图 4D， 4E）。一

致的结果表明，通过与 ECM 相关基因构建的风险评分是

胶质瘤的一个强有力的预后因素。

A：TCGA 数据库胶质瘤患者生存分析，风险评分高的胶质瘤患者预后不佳，HR（95%CI）=5.65（4.36~7.31），Log-rank P<0.001； 
B：TCGA 数据库胶质瘤患者时间依赖 ROC 曲线，风险评分是较好的预后指标，1 年 AUC=0.881，3 年 AUC=0.869，5 年 AUC=
0.792；C：基于风险评分绘制 TCGA数据库胶质瘤风险因子图； D：森林图展示 TCGA数据库胶质瘤患者单因素风险回归分析结

果，风险评分是预后不佳指标；E：森林图展示TCGA数据库胶质瘤患者多因素风险回归分析结果，风险评分是预后不佳指标。

图 3　风险评分是TCGA胶质瘤患者的预后指标

A：CGGA 数据库胶质瘤患者生存分析，风险评分高的胶质瘤患者预后不佳，HR（95%CI）=3.12（2.50~3.89），Log-rank P<0.001； 
B：CGGA 数据库胶质瘤患者时间依赖 ROC 曲线，风险评分是较好的预后指标，1 年 AUC=0.740，3 年 AUC= 0.772，5 年 AUC= 
0.770； C：基于风险评分绘制 CGGA 数据库胶质瘤风险因子图； D：森林图展示 CGGA 数据库胶质瘤患者单因素风险回归分析

结果，风险评分是预后不佳指标；E：森林图展示CGGA数据库胶质瘤患者多因素风险回归分析结果，风险评分是预后不佳指标。

图 4　风险评分是CGGA胶质瘤患者的预后指标
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2. 3　ECM相关基因风险评分与胶质瘤临床病理特征的关联

为了进一步评估风险评分的预后价值，对 TCGA 数据

库的胶质瘤患者进行了亚组分析，包括等级、IDH 状态和

1p/19q 编码状态，根据相应的病理特征，使用箱式图分析

确定了风险评分和病理特征之间具有统计学差异（tG2-3=
4.808， PG2-3=0.000； tG2-4=16.762， PG2-4=0.000； tG3-4=
12.740， PG3-4=0.000）（PIDH1突变型-野生型=0.000，数据不符合正

态分布采用 U 检验验证，P1p19q联合缺失-非联合缺失=0.000，数据不

符合正态分布采用 U 检验验证）（图 5A），并且在 CGGA 数

据库中进行验证，除 Grade2-3 之间无统计学差异，其余都

得到了相同的结果（tG2-3=2.075， PG2-3=0.114；tG2-4=10.010， 
PG2-4=0.000；tG3-4=8.752， PG3-4=0.000）（PIDH1突变型-野生型=0.000，

数据不符合正态分布采用 U 检验验证，P1p19q联合缺失-非联合缺失=
0.000，数据不符合正态分布采用 U 检验验证）（图 5D）。此

外，利用 Kaplan-Meier 曲线和 tROC 曲线来评估风险评分

在胶质瘤亚组中的预后价值，分析提示风险评估在不同胶

质瘤亚组中均为风险因素（HR＞1）（图 5B， 5C），在 CGGA
数据库验证中也得出相同结论（图 5E， 5F）。

A：TCGA 数据库中风险评分在不同类型胶质瘤中的分布，风险评分随肿瘤级别、IDH 野生型和 1p/19q共缺失，呈正相关性； B：

TCGA 数据库中 IDH 突变型胶质瘤生存分析，HR（95%CI）=2.22（1.63~3.03），Log-rank P＜0.001；IDH 野生型胶质瘤生存分析，

HR（95%CI）=1.47（0.94~2.32），Log-rank P=0.092；1p/19q 共缺失型，HR（95%CI）=1.03（0.44~2.39），Log-rank P=0.943；非 1p/19q
共缺失型，HR（95%CI）=5.63（4.28~7.42），Log-rank P＜0.001； C：TCGA 数据库中 WHO2 级胶质瘤生存分析，HR（95%CI）=2.00

（1.02~3.93），Log-rank P＜0.042；WHO3级胶质瘤生存分析 HR（95%CI）=2.24（1.45~3.48），Log-rank P＜0.001；WHO4级胶质瘤

生存分析 HR（95%CI）=1.49（1.05~2.13），Log-rank P＜0.02； D：CGGA 数据库中风险评分在不同类型胶质瘤中的分布，风险评

分随肿瘤级别、IDH 野生型和 1p/19q 共缺失，呈正相关性； E：CGGA 数据库中 IDH 突变型胶质瘤生存分析，HR（95%CI）=1.43
（1.07~1.91），Log-rank P=0.014；IDH 野生型胶质瘤生存分析，HR（95%CI）=2.92（2.10~4.04），Log-rank P＜0.001；1p/19q 共缺失

型，HR（95%CI）=2.02（1.07~3.83），Log-rank P=0.031；非 1p/19q共缺失型，HR（95%CI）=2.47（1.95~3.12），Log-rank P＜0.001； F：

CGGA 数据库中 WHO2 级胶质瘤生存分析，HR（95%CI）=3.42（1.86~6.29），Log-rank P＜0.001；WHO3 级胶质瘤生存分析 HR
（95%CI）=2.83（1.97~4.06），Log-rank P＜0.001；WHO4 级胶质瘤生存分析 HR（95%CI）=1.37（1.01~1.85），Log-rank P=0.042；

***：组间比较，差异有统计学意义（P<0.05）。

图 5　TCGA和CGGA数据库中风险评分与胶质瘤临床病理特征的关联
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2. 4　ECM 相关基因风险评分构建 Nomogram 的预后

价值

为了进一步加强该模型的临床应用，我们构建了一

个包括相关临床特征和预后因素的 Nomogram，以预测确

诊胶质瘤超过 3 及 5 年患者的生存概率（图 6A）。为评估

Nomogram 的预测性能，时间相关的 ROC 和校准曲线的

AUC 被用来评估 Nomogram 的性能。在 TCGA 和 CGGA 数

据库中，对胶质瘤患者 1，3 和 5 年预后 ROC 曲线分析提示

Nomogram 在识别胶质瘤患者 OS 中均具有较高的准确性

（图 6B、6C），通过 TCGA 和 CGGA 数据进行校准曲线分

析，结果表明 Nomogram 在预测 1、3 和 5 年患者生存期中，

实际曲线接近理想曲线，提示该 Nomogram 模型预测效果

尚佳（图 6D、6E）。

2. 5　富集分析

为了进一步明确两组间所具有的不同生物学功能及

通路活性，将两组所有表达基因采用 GSEA 分析，分析结

果提示：JAK-STAT 信号通路、趋化因子信号通路、T 细胞

抗原受体信号通路、白细胞外周迁移、细胞外基质受体作

用和细胞黏附分子功能中富集（图 7）。

2. 6　风险评分与免疫相关性

为了说明风险评分与胶质瘤免疫微环境之间的关

系，使用 CIBERSORT 和 QUANTISEQ 数据库分析免疫浸

润水平。在 22 种免疫细胞亚型的基因表达特征集与风险

评分的相关性（图 8A）。此外，为评估风险评分和免疫浸

润状态的关系，将高风险组与低风险分别进行免疫细胞

亚型基因表达相关性分析，结果提示低风险组免疫细胞

浸润性更高，高风险组巨噬细胞 M2 型分化比例更高（图

8B），同时在 QUANTISEQ 数据库中进行了验证，结果一致

（图 8C）。此外，在 TCGA 和 CGGA 中分析了风险评分与

免 疫 检 查 点 的 相 关 性 ，结 果 提 示 CD163、CD204、IL10、

IL4R 等免疫检查点具有高正相关性（Speaman R＞0.6）
IL12A、TNF、NOS2 正 相 关 性 较 弱（Speaman R≤0.3）

（图 8D）。

A：基于 TCGA 胶质瘤数据库构建风险评分相关的预后列线图； B：基于 TCGA 胶质瘤数据库构建校准曲线评价预后列线图；   
C：基于 CGGA胶质瘤数据库构建校准曲线验证预后列线图； D：基于 TCGA胶质瘤患者数据构建时间依赖 ROC曲线，评价预后

相关指标； E：基于CGGA胶质瘤患者数据构建时间依赖ROC曲线，评价预后相关指标。

图 6　构建并验证ECM相关基因风险评分的预后列线图
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富集分析展示KEGG前6名词条。

图 7　高、低风险组胶质瘤患者间富集分析结果

A：基于 CIBERSORT 评分评估高、低风险组胶质瘤患者间相关性分析； B：基于 CIBERSORT 评分评估高、低风险组胶质瘤患者

间免疫浸润； C：基于 QUANTISEQ 评分评估高、低风险组胶质瘤患者间免疫浸润； D：基于 TCGA 和 CGGA 数据库评估高、低风

险组胶质瘤患者间免疫检查点的相关性； ***：组间比较，差异有统计学意义（P<0.05）。

图 8　高、低风险组胶质瘤患者间肿瘤免疫微环境分析
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为讨论风险评分与免疫治疗结合的可能性，分别在

TCGA 和 CGGA 数据库中，将高低风险组与免疫治疗靶点

基因（PD-L1、B7-H3、PD1 等）表达进行相关性分析，结果

提示高风险组免疫治疗靶点基因表达增加（图 9A 和 9B），

随后分别在 TCGA 和 CGGA 数据库中进行 Spearman 相关

性评分分析，结果提示风险评分与 PD-L1、B7-H3、PD1 和

TIM3 具 有 强 正 相 关 性（Speaman R＞0 且 ＞0.6），与

CTLA4、LAG3 表达具有较弱正相关性（Spaeman R R＞0
且≤0.3）（图 9C 和 9D）。

A：TCGA数据库中，风险评分与胶质瘤患者免疫检查点标志物表达均为正相关； B：CGGA数据库中，风险评分与胶质瘤患者免

疫检查点标志物表达均为正相关； C：基于 TCGA 数据评估高、低风险组胶质瘤患者间免疫检查点标志物表达的相关性； D：基

于CGGA数据评估高、低风险组胶质瘤患者间免疫检查点标志物表达的相关性。***：组间比较，差异有统计学意义（P<0.05）。

图 9　风险评分与肿瘤免疫检查点相关性分析
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3　讨论

本研究基于开源数据库（TCGA、CGGA 和 GTEx）构建

了 ECM 相关基因预后模型，并对该模型进行了验证。此

外，基于该模型，笔者对胶质瘤患者相关特征进行了深入

地探索，并基于该特征鉴定了潜在的治疗靶点和药物。

笔者同时兼顾了准确性和易用性，尤其针对模型的易用

性，通过重叠基因，核心基因和候选基因的逐步筛选流

程，缩减了模型中变量的数量，使得其临床应用更加简便

易 行 。 与 此 同 时 ，基 于 MMP14、SERPINA3、SPP1 和

MMP2 的 4 个 ECM 相关基因风险评分能较好地预测患者

预后，在 TCGA 和 CGGA 数据库中高风险组患者预后差于

低风险组，且风险评分是患者预后的预后危险因素，tROC
表明该评分预测患者预后效能良好，在 2 个数据库中 1、3
和 5 年的 AUC 值均大于 0.7。

在筛选变量的过程中，本研究创新地引入了 HPA 数

据库蛋白表达验证步骤。HPA 数据库内置了多瘤种的转

录水平以及蛋白水平的数据集。尤其针对蛋白水平，针

对同一蛋白该数据库至少选择两种独立抗体进行免疫组

化染色，以确保获得准确的染色结果。因此，笔者针对

MMP14、SERPINA3、SPP1 和 MMP2 等变量进行了转录水

平和蛋白水平的验证，以确保其在胶质瘤中表达的准确

性 。 基 于 CGGA 数 据 库 转 录 水 平 验 证 发 现 ，MMP14、

SERPINA3、SPP1 和 MMP2 在胶质瘤中 4 个基因均表达增

高。因此转录水平的验证基本符合预期（图 2A）。在蛋

白水平的验证中，笔者发现 MMP14、SERPINA3、SPP1 和

MMP2 在 HGG 中均表达增高（图 2B）。因此蛋白水平的

验证基本符合预期。

笔者根据 4 个候选基因计算的风险评分，经分析表明

风险评分导致胶质瘤预后不良的一个因素。研究表明，

肿瘤微环境中特有的表达 SPP1 的巨噬细胞，该类细胞具

有独特的代谢特征、泡沫细胞（foam cell）样特征［21］以及活

跃的细胞外基质重塑功能［22］。SPP1 的过度表达可能诱

导巨噬细胞介导 MES 样细胞活化，从而达到肿瘤免疫豁

免［23-24］。胶质瘤中 MMP14 表达下降后体内荷瘤小鼠降

低了肿瘤异种移植概率，并提高了小鼠的存活率，同时在

体外实验中提示 MMP14 过度表达将诱导胶质瘤细胞更

强的耐药性和耐放射性［25］。MMP2 的表达降低影响了胶

质瘤细胞的增殖能力，同时入侵及迁徙能力也受到了影

响［26］，这些选定的 ECM 相关基因作为胶质瘤治疗的靶点

值得进一步研究。

KEGG 分析发现，DEGs 主要富集在 JAK-STAT 信号

通 路［27］、趋 化 因 子 信 号 通 路 、T 细 胞 抗 原 受 体 信 号 通

路［28］、白细胞外周迁移［29］、细胞外基质受体作用和细胞黏

附等词条中（图 7A），高、低风险组间差异主要富集于免

疫相关生物活动有关。CIBERSORT 的结果表明，免疫细

胞浸润水平与风险评分相关。分析指出风险评分与巨噬

细胞 M2 分型呈正相关性，众所周知巨噬细胞 M2 型主要

功能为抑制炎症，从而在肿瘤微环境中起到抑制肿瘤的

免疫作用，同时巨噬细胞的 M1/M2 比例失调也是肿瘤发

生发展［30］，免疫逃逸及耐药重要原因［31-32］，风险评分与所

有 M2 型标志物呈正相关，进一步佐证了多重免疫浸润分

析的结果。上述结果表明，M2 型巨噬细胞在高风险组中

增多，可能是其抑制性免疫微环境的重要构成因素。

近年来对肿瘤细胞 ECM 在实体肿瘤中的研究和认识

呈指数增长，认为肿瘤周围细胞外基质在生物化学、生物

力学、结构组成和分布上发生改变，从而影响肿瘤细胞迁

移、增殖、分化等重要生物学功能［33］。近期研究指出，

ECM 在实体肿瘤的侵袭性中起到重要影响作用［34］，并且

ECM 中的信号传导可以驱动肿瘤细胞的增殖、分化和免

疫逃避［4， 35］。

胶质瘤作为高发原发性颅脑恶性肿瘤，具有较高的

发病率和死亡率，患者确诊罹患脑胶质瘤 5 年生存率不足

10%。近年来，在胶质瘤治疗方案研究中，未见十分有效

改善患者生存质量的方案［36］。肿瘤免疫治疗的发展，特

别是免疫检查点阻断疗法在癌症治疗方面取得了一定进

展，然而仅有少部分患者能够通过肿瘤免疫治疗手段获

得显著治疗效果。近十年内，越来越多研究表明，ECM 作

为肿瘤微环境的重要一员在肿瘤免疫抑制和免疫逃逸中

起主要作用［37-38］，肿瘤相关 ECM 相关研究将会是提升肿

瘤免疫治疗效果的金钥匙。ECM 长期以来一直被定义为

一种惰性结构而被忽略，但如今已被认为免疫系统高动

态合作伙伴。ECM 不仅可以为细胞的正常生理活动提供

结构支撑，其丰富的蛋白成分以及免疫活性分子在机体

稳态和病理状态下，均发挥着不可或缺的免疫调节作用。

反之，免疫系统又可维持基质微环境稳态、修复损伤后

ECM 的完整性［37， 39-41］。

综上所述，肿瘤 ECM 的状态与肿瘤发生发展和免疫

活动息息相关，这对我们更加深入了解肿瘤机制具有很

大的帮助。此外风险评分与免疫检查点的表达呈正相

关，这说明高风险组患者具有更高优先级免疫治疗的临

床意义，极大地增加了笔者所构建的风险评分的临床意

义，在今后的研究中，笔者会在此基础上深入探索风险评

分与免疫功能关系，拓宽临床应用范围。随着对肿瘤

ECM 研究深入，笔者相信 ECM 相关基因将成为胶质瘤治

疗的推进器。
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