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基于生物信息学分析探究食管鳞状细胞癌的

关键通路、基因及免疫细胞浸润
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[摘要] 　 食管鳞状细胞癌是常见的恶性肿瘤之一ꎬ本研究利用生物信息学方法系统全面地探索食管癌中的差

异表达基因以及免疫细胞特征. 本文从 ＧＥＯ 数据库中获取 ４ 个食管癌数据集ꎬ进行差异和基因富集分析ꎬ并对

筛选出的核心基因进一步探索. 研究共筛选出 ２４４ 个差异表达基因(ＤＥＧｓ)ꎬ其中上调基因 １６４ 个ꎬ下调基因 ８０ 个.
基因富集分析发现ꎬＤＥＧｓ 主要富集在胞外区和细胞外间隙ꎬ与肿瘤侵袭转移相关ꎬ并且与 ＰＩ３Ｋ￣Ａｋｔ 信号通路和

细胞外基质(ＥＣＭ)受体相互作用信号通路相关. 进一步研究发现 ３ 个核心基因(ＣＸＣＬ８、ＭＭＰ９ 和 ＭＭＰ１３)在
ＥＳＣＣ 中高表达且能促进巨噬细胞和静息树突状细胞ꎬ并抑制肥大细胞和单核细胞. 本研究筛选出的 ＥＳＣＣ 核心

基因在肿瘤免疫浸润细胞中起着重要作用ꎬ有望成为 ＥＳＣＣ 潜在的肿瘤标志物且用于 ＥＳＣＣ 的诊断和治疗.
[关键词] 　 食管癌ꎬ肿瘤标志物ꎬ免疫浸润ꎬ生物信息学分析
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食管癌(ＥＳＣＡ)是世界范围内最常见的恶性肿瘤之一ꎬ在 ２０２０ 年发布的全球癌症统计数据[１] 中ꎬ食
管癌病发率位列第七ꎬ食管鳞状细胞癌(ｅｓｏｐｈａｇｅａｌ ｓｑｕａｍｏｕｓ ｃｅｌｌ ｃａｒｃｉｎｏｍａꎬＥＳＣＣ)约占食管癌的 ９０％. 由

于早期临床症状不典型ꎬ同时缺乏简易有效的早期临床诊断方法ꎬ多数食管鳞状细胞癌患者被诊断时已经

是中晚期. 目前临床上主要采用手术等方法治疗ꎬ但是 ５ 年临床生存率仍不理想[２] . 将放化疗和免疫疗
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法[３]添加到肿瘤基本治疗方法中已被证明对食管鳞状细胞癌有治疗作用ꎬ其中免疫治疗法开启了癌症治

疗的新时代ꎬ对某些癌症患者具有非凡的治疗效果[４] . 有学者认为ꎬ肿瘤微环境中的免疫细胞浸润程度有

助于分析肿瘤的免疫状态ꎬ评估免疫治疗的效果[５] . 随着基因芯片技术和高通量测序技术的发展ꎬ利用生

物信息学技术对大数据挖掘ꎬ可以识别出有价值的生物分子[６－８] . 因此ꎬ筛选 ＥＳＣＣ 潜在肿瘤标志物对其

早期诊断、治疗以及预后具有重要意义.
在本研究中ꎬ从基因表达数据集(ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｍｎｉｂｕｓꎬＧＥＯ)中筛选出差异表达基因(ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ

ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｇｅｎｅｓꎬＤＥＧｓ)ꎬ然后对这些基因进行富集和蛋白质相互作用分析ꎬ找到其中重要的核心基因. 最后进

行免疫浸润分析ꎬ探究各种免疫细胞在 ＥＳＣＣ 中的浸润情况ꎬ为 ＥＳＣＣ 的预后诊断和治疗提供新的思路.

１　 材料与方法

１.１　 基因芯片数据
表 １　 数据集基本信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｅｔａｉｌｓ ｏｆ ＧＥＯ ＥＳＣＣ ｄａｔａ

ＧＳＥ ＩＤ Ｐｌａｔｆｏｒｍ ＩＤ Ｔｕｍｏｒ Ｎｏｒｍａｌ Ｔｏｔａｌ
ＧＳＥ７０４０９ ＧＰＬ１３２８７ １７ １７ ３４
ＧＳＥ２６８８６ ＧＰＬ５７０ １４ １４ ２８
ＧＳＥ１６１５３３ ＧＰＬ５７０ ２８ ２８ ５６
ＧＳＥ１７３５１ ＧＰＬ５７０ ５ ５ １０

　 　 从 ＧＥＯ 数据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ /
ｇｅｏ / )中下载编号为 ＧＳＥ７０４０９、ＧＳＥ２６８８６、ＧＳＥ１６１５３３、
ＧＳＥ１７３５１ 的数据集. 共有 １２８ 例样本ꎬ其中 ６４ 例

ＥＳＣＣ 组织和 ６４ 例癌旁组织(表 １) .
１.２　 差异表达基因筛选

使用 Ｒ 软件的 Ｌｉｍｍａ 软件包(版本:３.４０.２)研究

ｍＲＮＡ 的差异表达. 在 ＧＥＯ 中分析了调整后的 Ｐ 值以纠正假阳性结果. 以 Ａｄｊｕｓｔｅｄ Ｐ<０.０５ 且 ｌｏｇ２(倍数

变化)> １ 或 ｌｏｇ２(倍数变化) < － １ 为分析阈值进行差异表达筛选. 使用 Ｓａｎｇｅｒｂｏｘ 在线工具( ｈｔｔｐ: / /
ｓａｎｇｅｒｂｏｘ.ｃｏｍ / Ｔｏｏｌ)对这 ４ 个数据集的上调和下调 ＤＧＥｓ 分别绘制韦恩图.
１.３　 ＧＯ 富集分析和 ＫＥＧＧ 通路分析

使用 ＤＡＶＩＤ 数据库 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｄａｖｉｄ. ｎｃｉｆｃｒｆ. ｇｏｖ / ) 对 ＤＥＧｓ 进行功能富集分析ꎬ得到生物学过程

(ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓꎬＢＰ)、细胞成分(ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔꎬＣＣ)、分子功能(ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎꎬＭＦ)和 ＫＥＧＧ 信

号通路富集结果. 富集条件以 Ｐ<０.０５ 为阈值.
１.４　 蛋白相互作用(ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎꎬＰＰＩ)网络构建和模块分析

使用在线数据库 ＳＴＲＩＮＧ[９](ｈｔｔｐｓ: / / ｓｔｒｉｎｇ－ｄｂ.ｏｒｇ / )构建 ＤＥＧｓ 相应 ＰＰＩ 网络ꎬ选取可信度>０.７ 的蛋

白质. 在 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ(３.８.２)中构建并可视化 ＰＰＩ 网络. 用分子复杂检测插件(ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｃｏｍｐｌｅｘ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎꎬ
ＭＣＯＤＥ)来识别重要的 ＰＰＩ 网络模块. 此外ꎬ还使用 ＣｙｔｏＨｕｂｂａ 插件中的 ６ 种算法来筛选核心基因[１０] .
１.５　 核心基因多数据库验证

在 ＧＥＰＩＡ２ 数据库(ｈｔｔｐ: / / ｇｅｐｉａ.ｃａｎｃｅｒ－ｐｋｕ.ｃｎ / )和 ＥＮＣＯＲＩ 数据库(ｈｔｔｐ: / / ｓｔａｒｂａｓｅ.ｓｙｓｕ.ｅｄｕ.ｃｎ / )中
验证核心基因在 ＥＳＣＣ 组和正常组中的差异表达ꎬ参数设定为 ｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜ ＝ １.０ 和 Ｐ ＝ ０.０１. 同时ꎬ在 ＧＥＰＩＡ２
数据库中分析了 ＥＳＣＣ 不同阶段中的核心基因表达情况.
１.６　 核心基因相关性与生存分析

使用 ＧＥＰＩＡ２ 数据库执行核心基因之间的相关性. 使用 ＧＥＰＩＡ２ 数据库分析核心基因表达水平的生

存曲线ꎬ发现基因表达与 ＥＳＣＣ 患者预后的相关性ꎬ高表达组和低表达组的百分位数设置为 ７０％和 ３０％.
１.７　 免疫浸润分析

在 Ｔｉｍｅｒ２.０ 数据库(ｈｔｔｐ: / / ｔｉｍｅｒ.ｃｉｓｔｒｏｍｅ.ｏｒｇ / )中估计了 ＥＳＣＣ 核心基因表达与免疫细胞群(Ｂ 细胞、
ＣＤ８＋Ｔ 细胞、ＣＤ４＋Ｔ 细胞、中性粒细胞、巨噬细胞和 ＤＣ 细胞)之间的关系. Ｐ 值<０.０１ 被认为具有统计学

意义. 同时再通过 ＣＩＢＥＲＳＯＲＴ 反卷积算法对 ＥＳＣＣ 组和正常组进行可靠的免疫评分评估.

２　 结果与讨论

２.１　 差异基因选取

分别从 ＧＳＥ７０４０９、 ＧＳＥ２６８８６、 ＧＳＥ１６１５３３、ＧＳＥ１７３５ 数据集中发现了 １ ６９４、３ ２０９、５８３、１ ８８９ 个差异

基因. 上调基因分别为 ９４１、１ ６１４、３２８ 和 ８７３ 个ꎻ下调基因分别为 ７５３、１ ５９５、２５５ 和 １ ０１６ 个. 通过筛选分

析 ４ 个数据集中共有上调基因 １６４ 个ꎬ下调基因 ８０ 个(图 １Ａ－１Ｂ) .
—８７—
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图 １　 ４ 个数据集共表达 ＤＥＧｓ
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＤＥＧｓ ｉｎ ４ ＧＥＯ ｄａｔａｓｅｔｓ

２.２　 ＧＯ 富集分析和 ＫＥＧＧ 通路分析

ＧＯ 分析结果显示ꎬＤＥＧｓ 生物学功能主要包括蛋白水解、细胞外基质、参与氧化还原、细胞黏附和正

向调控细胞增殖ꎻ细胞组成主要与细胞外泌体、胞外区、细胞外间隙和内质网及内质网膜有关ꎻ分子功能主

要与钙离子和肌动蛋白结合ꎬ影响丝氨酸型内肽酶、氧化还原酶和金属内肽酶活性. 同时ꎬＫＥＧＧ 通路分析

显示基因集主要富集在 ＰＩ３Ｋ￣Ａｋｔ 信号通路ꎬ细胞外基质(ＥＣＭ)受体相互作用的信号通路上(表 ２) . 这些

结果表明ꎬ导致食管癌发生的差异基因在多条通路上协同发挥作用ꎬ其中主要影响食管癌的迁移和侵袭.
表 ２　 ＤＥＧｓ富集分析和 ＫＥＧＧ 通路分析

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｅｎｒｉｃｈｅｄ ＧＯ ｔｅｒｍｓ ａｎｄ ＫＥＧＧ ｐａｔｈｗａｙｓ ｏｆ ＤＥＧｓ

Ｃａｔｅｇｏｒｙ ｎ Ｐ Ｔｅｒｍ

ＧＯ＿ＢＰ ２１ ７.０２Ｅ－０６ ＧＯ:０００６５０８ ｐｒｏｔｅｏｌｙｓｉｓ
１７ ４.０５Ｅ－０３ ＧＯ:００５５１１４ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ￣ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ
１６ ３.４８Ｅ－０８ ＧＯ:００３０１９８ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ
１６ ８.７０Ｅ－０４ ＧＯ:０００７１５５ ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ
１３ １.７４Ｅ－０２ ＧＯ:０００８２８４ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ

ＧＯ＿ＣＣ ７８ １.０７Ｅ－１１ ＧＯ:００７００６２ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｅｘｏｓｏｍｅ
４８ ５.３１Ｅ－０８ ＧＯ:０００５５７６ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｇｉｏｎ
４４ １.７６Ｅ－０８ ＧＯ:０００５６１５ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｐａｃｅ
１９ １.９０Ｅ－０２ ＧＯ:０００５７８３ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ
１８ ４.９５Ｅ－０２ ＧＯ:０００５７８９ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ｍｅｍｂｒａｎｅ

ＧＯ＿ＭＦ １８ ９.９８Ｅ－０３ ＧＯ:０００５５０９ ｃａｌｃｉｕｍ ｉｏｎ ｂｉｎｄｉｎｇ
１６ ９.３２Ｅ－０７ ＧＯ:０００４２５２ ｓｅｒｉｎｅ￣ｔｙｐｅ ｅｎｄｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ
１０ １.０４Ｅ－０３ ＧＯ:００１６４９１ ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ
９ ２.５７Ｅ－０２ ＧＯ:０００３７７９ ａｃｔｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ
８ ５.９２Ｅ－０４ ＧＯ:０００４２２２ ｍｅｔａｌｌｏｅｎｄｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

ＫＥＧＧ １０ ７.２３Ｅ－０６ ｈｓａ０５１４６ Ａｍｏｅｂｉａｓｉｓ
１０ ３.１５Ｅ－０２ ｈｓａ０４１５１ ＰＩ３Ｋ￣Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ
８ １.１２Ｅ－０４ ｈｓａ０４５１２ ＥＣＭ￣ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ
８ １.６０Ｅ－０２ ｈｓａ０４５１０ Ｆｏｃａｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ
７ ８.６４Ｅ－０４ ｈｓａ０５３２３ Ｒｈｅｕｍａｔｏｉｄ ａｒｔｈｒｉｔｉｓ

　 　 注:ＢＰ:ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐｒｏｃｅｓｓꎻＣＣ:ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔꎻＭＦ:ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｆｕｎｃｔｉｏｎ

２.３　 差异基因的蛋白相互作用分析和关键基因模块提取

ＤＥＧｓ 的蛋白相互作用通过 ＳＴＲＩＮＧ 数据库构建ꎬ形成包含 １０３ 个节点和 １７５ 条边的 ＰＰＩ 网络ꎬ综合

得分大于 ０.７ꎬＰ<０.００１(图 ２Ａ) . 此外ꎬ利用 ＣｙｔｏＨｕｂｂａ 插件中的 ６ 种算法对 ＰＰＩ 网络进行计算与统计ꎬ选
取各个算法的前 １０ 位基因(表 ３) . 取 ６ 种算法结果交集ꎬ最终筛选出 ＣＸＣＬ８、ＭＭＰ９ 和 ＭＭＰ１３ 这 ３ 个核

心基因. 同时ꎬ发现 ３ 个核心基因出现在 ＭＣＯＤＥ 分析中的同一模块(图 ２Ｂ) .
２.４　 关键基因的表达和临床样本验证

为了验证生物信息学分析结果的可靠性ꎬ在 ＧＥＰＩＡ２ 数据库中确定了 ３ 个核心基因的表达水平以及

与肿瘤临床分期的相关性ꎬ结果表明ꎬ与正常组相比ꎬＣＸＣＬ８、ＭＭＰ９ 和 ＭＭＰ１３ 在 ＥＳＣＣ 组织中显著高表

达(图 ３Ａ－３Ｃ)ꎬ但是只有 ＭＭＰ９ 和 ＭＭＰ１３ 的表达与肿瘤的分期有关(图 ４Ａ－４Ｃ) . 在线数据库 ＥＮＣＯＲＩ
也被用来确认 ＥＳＣＣ 中 ３ 种核心基因的显著高表达(表 ４) . ３ 项结果表明ꎬＣＸＣＬ８、ＭＭＰ９ 和 ＭＭＰ１３ 的表

达水平高于正常食管组织ꎬ具有潜在的致癌效应.
—９７—
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图 ２　 ＤＥＧｓ的 ＰＰＩ
Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＰＰＩ ｏｆ ＤＥＧｓ

表 ３　 ６ 种算法获得的排名前 １０ 的核心基因

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｔｏｐ １０ ｈｕｂ ｇｅｎｅｓ ｆｒｏｍ ６ ｃｅｎｔｒａｌｉｔｙ ｍｅｔｈｏｄｓ

ＮＯ. ＢｏｔｔｌｅＮｅｃｋ Ｓｔｒｅｓｓ ＭＮＣ Ｒａｄｉａｌｉｔｙ Ｂｅｔｗｅｅｎｎｅｓｓ Ｄｅｇｒｅｅ

１ ＣＸＣＬ８ ＣＸＣＬ８ ＭＭＰ９ ＭＭＰ９ ＣＸＣＬ８ ＭＭＰ９
２ ＭＭＰ９ ＭＭＰ９ ＭＭＰ３ ＣＸＣＬ８ ＵＢＥ２Ｃ ＣＸＣＬ８
３ ＴＬＲ２ ＵＢＥ２Ｃ ＣＸＣＬ８ ＭＭＰ３ ＭＭＰ９ ＭＭＰ３
４ ＵＢＥ２Ｃ ＡＰＯＥ ＴＰＸ２ ＭＭＰ１３ ＡＰＯＥ ＭＭＰ１３
５ ＣＯＬ１Ａ１ ＭＭＰ１３ ＤＴＬ ＴＬＲ２ ＴＬＲ２ ＵＢＥ２Ｃ
６ ＭＭＰ１３ ＴＬＲ２ ＭＭＰ１３ ＳＥＲＰＩＮＥ１ ＣＯＬ１Ａ１ ＣＯＬ１Ａ１
７ ＡＰＯＥ ＭＭＰ３ ＵＢＥ２Ｃ ＭＭＰ１ ＭＭＰ１３ ＴＰＸ２
８ ＢＧＮ ＣＯＬ１Ａ１ ＣＤＫＮ３ ＩＬ１８ ＰＬＡ２Ｇ７ ＤＴＬ
９ ＰＬＡ２Ｇ７ ＰＬＡ２Ｇ７ ＣＯＬ３Ａ１ ＡＰＯＥ ＭＭＰ３ ＣＤＫＮ３
１０ ＣＹＰ２Ｊ２ ＢＧＮ ＣＯＬ１Ａ１ ＩＬ１ＲＮ ＬＰＣＡＴ１ ＣＯＬ３Ａ１

图 ４　 来自 ＧＥＰＩＡ２ 的 ＥＳＣＣ 患者中核心基因与肿瘤阶段之间的相关性

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｈｕｂ ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｔｕｍｏｒ ｓｔａｇｅ ｉｎ ＥＳＣＣ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｆｒｏｍ ＧＥＰＩＡ２

图 ３　 来自 ＧＥＰＩＡ２ 的 ＥＳＣＣ 和正常组织中核心基因的表达水平

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ３ ｈｕｂ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ＥＳＣＣ ｔｉｓｓｕｅｓ ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｕｓｉｎｇ ＧＥＰＩＡ２

—０８—
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表 ４　 ＥＮＣＯＲＩ数据库中 ３ 个核心基因的表达

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ３ ｈｕｂ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ＥＮＣＯＲＩ ｄａｔａｂａｓｅ

Ｇｅｎｅ ｓｙｍｂｏｌ Ｃａｎｃｅｒ ｎｕｍｂｅｒ Ｎｏｒｍａｌ ｎｕｍｂｅｒ Ｃａｎｃｅｒ ｅｘｐ Ｎｏｒｍａｌ ｅｘｐ Ｆｏｌｄ ｃｈａｎｇｅ Ｐ ｖａｌｕｅ ＦＤＲ

ＣＸＣＬ８ １６２ １１ ３９.９７ １.８３ ２１.８６ ３.９ｅ－１２ ６.６ｅ－１０
ＭＭＰ９ １６２ １１ ２２.８６ １.７６ １２.９５ １.８ｅ－７ ７.１ｅ－６
ＭＭＰ１３ １６２ １１ １３.７３ ０.１９ ７２.０７ １.５ｅ－５ ０.０００ ２９

２.５　 核心基因对 ＥＳＣＣ 患者预后的影响

利用 ＧＥＰＩＡ２ 数据库对 ＥＳＣＣ 进行核心基因的总生存分析时ꎬ结果显示ꎬＣＸＣＬ８ 高表达(Ｐ ＝ ０.０２６)与
患者总生存期存在显著相关性ꎬ但是 ＭＭＰ９ 和 ＭＭＰ１３ 与患者的预后没有显著相关性(图 ５Ａ－５Ｃ)ꎬ并且发

现 ３ 个核心基因在 ＥＳＣＣ 中的表达具有一定的相关性ꎬ均 Ｐ<０.０５(图 ５Ｄ－５Ｆ) .

图 ５　 核心基因的生存分析和相关性

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ３ ｈｕｂ ｇｅｎｅｓ

２.６　 核心基因的免疫细胞浸润

ＴＩＭＥＲ ２.０ 数据库分析结果表明ꎬ３ 个核心基因都与肿瘤纯度相关. ＣＸＣＬ８ 与肿瘤微环境中 ５ 种免疫

细胞浸润水平呈一定相关性. 其中 ＣＸＣＬ８ 表达与中性粒细胞、ＣＤ８＋Ｔ 细胞和树突状细胞浸润呈正相关ꎬ
与 ＣＤ４＋Ｔ 细胞和巨噬细胞浸润呈负相关. 而 ＭＭＰ９ 和 ＭＭＰ１３ 都与中性粒细胞、巨噬细胞和树突状细胞

有关(图 ６Ａ－６Ｃ) . ＣＩＢＥＲＳＯＲＴ 得分显示ꎬＭ０ 巨噬细胞、Ｍ１ 巨噬细胞、静息树突状细胞和滤泡性辅助性 Ｔ
细胞在肿瘤组中显著增加. 而 Ｂ 细胞、单核细胞、ＣＤ８＋Ｔ 细胞和激活性肥大细胞在肿瘤组中显著降低.
(图 ７Ａ－７Ｂ) .

食管鳞状细胞癌是常见的恶性肿瘤之一ꎬ经常诊断为中晚期. 到目前为止ꎬＥＳＣＣ 的发生和发展的分

子机制尚未得到充分澄清ꎬ迫切需要发现更多潜在的肿瘤标志物来进行有效的诊预后评估.
众所周知ꎬ侵袭和转移是恶性肿瘤的主要生物学特征之一ꎬ是人类癌症的一个标志[１１] . 其发生主要步

骤包括细胞外基质降解、细胞黏附等. 本研究通过对 ４ 个数据集进行综合分析确定了 ＤＥＧｓꎬ结果显示

ＤＥＧｓ 主要在胞外区、细胞外间隙ꎬ功能主要富集在与肿瘤侵袭转移相关的细胞黏附和蛋白水解中. ＫＥＧＧ
信号通路分析结果也显示在肿瘤侵袭和转移的功能通路中ꎬＰＩ３Ｋ￣Ａｋｔ 信号通路和 ＥＣＭ 受体相作通路改

变在多种肿瘤中参与肿瘤侵袭转移[１２－１３] .
—１８—
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图 ６　 核心基因表达与 ６ 种免疫细胞之间的相关性

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｈｕｂ ｇｅｎｅｓ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ６ ｉｍｍｕｎｅ ｃｅｌｌ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ

∗Ｐ<０.０５ꎬ∗∗Ｐ<０.０１ꎬ∗∗∗Ｐ<０.００１
图 ７　 ＥＳＣＣ 组和正常组织中 ２２ 种免疫细胞浸润变化

Ｆｉｇ􀆰 ７　 Ｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ２２ ｉｍｍｕｎｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ＥＳＣＣ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｎｏｒｍａｌ ｇｒｏｕｐ

本研究基于 ６ 种算法筛选出 ３ 个核心基因ꎬ其中趋化因子 ＣＸＣＬ８ 又称白细胞介素－８ꎬ能诱导并刺激中

性粒细胞颗粒释放和产生超氧化物和过氧化氢[１４] . ＣＸＣＬ８ 及其受体 ＣＸＣＲ１ / ２ 可以通过与免疫细胞、癌症干

细胞和肿瘤微环境相互作用[１５]ꎬ使其在肿瘤进展和侵袭转移中发挥重要作用ꎬ例如ꎬ田倩等[１６]发现 ＣＸＣＬ８
同家族成员 ＣＸＣＬ１３ 能激活下游 Ｓｎａｉｌ 等转移分子促进前列腺癌细胞增殖和转移. 另外趋化因子是肿瘤微

环境的重要组成部分ꎬ在肿瘤微环境中介导免疫细胞募集和促进淋巴组织发育调节肿瘤的发生和发

展. ＣＸＣＬ８ 被报道在胃癌、黑色素瘤、结直肠癌等多种肿瘤中可能作为免疫治疗有效靶点[１７－１９] . 另外有研

究发现ꎬＰＩ３Ｋ￣Ａｋｔ 信号通路能通过激活 ＩＫＫ 和 ＮＦ￣κＢ 蛋白诱导人肺上皮细胞中 ＣＸＣＬ８ 的表达[２０] . 基质

金属蛋白酶 ＭＭＰｓꎬ属于甲锌蛋白酶超家族ꎬ能够降解和修饰细胞外基质(ＥＣＭ)和基底膜(ＢＭ)的大多数

成分ꎬ不仅在胚胎发育和组织重塑等正常生理过程起作用ꎬ同时在肿瘤转移和细胞外基质分解的疾病过程

中起关键作用[２１] . 并且研究结果发现ꎬＣＸＣＬ８、ＭＭＰ９ 和 ＭＭＰ１３ 可能通过相互作用在 ＥＳＣＣ 中发挥作用ꎬ
—２８—
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ＣＸＣＬ８ 和 ＭＭＰ９ 之间呈现正相关. ＣＸＣＬ８ 和 ＭＭＰ９ 的过表达与膀胱癌的不良预后相关ꎬ且二者表达水平

随着肿瘤侵袭性的增加而增加[２２] . 同样的研究结果在前列腺癌[２３]中也得到验证ꎬ在 ＰＣ￣３Ｍ￣ＬＮ４ 细胞中

敲除 ＣＸＣＬ８ 后细胞会降低 ＭＭＰ９ 的表达ꎬ同时上调 ＣＸＣＬ８ 后会增强 ＭＭＰ９ 的表达. 在对胃癌微阵列数据

进行分析的一项研究表明ꎬＣＸＣＬ８ 和 ＭＭＰ９ 的共表达可能是胃癌神经周围浸润的早期检测标志物[２４] . 综

上可知ꎬ这 ３ 个核心基因作为 ＥＳＣＣ 肿瘤标志物和预后指标很有挖掘的价值和意义.
本研究采用 ＣＩＢＥＲＳＯＲＴ 对 ＥＳＣＣ 免疫细胞浸润进行了分析评价ꎬ发现与正常组织相比ꎬＥＳＣＣ 组中巨

噬细胞、静息性树突状细胞和滤泡性辅助性 Ｔ 细胞水平较高ꎻＢ 细胞、单核细胞、ＣＤ８＋Ｔ 细胞和激活性肥

大细胞水平较低. Ｃｈｅｎ 等[２５]的研究发现ꎬＭ０ 和 Ｍ１ 型巨噬细胞在 ＥＳＣＣ 中显著增高ꎬ且 Ｍ１ 型巨噬细胞参

与抑制 ＥＳＣＣ 细胞的侵袭迁移. 一般来说ꎬＭ１ 型巨噬细胞能产生 ＩＬ１、ＩＬ￣１２ 和 ＴＮＦ￣α 等细胞因子ꎬ产生抗

肿瘤效应[２６] . 然而随着肿瘤进展ꎬＭ１ 可以通过 ＰＩ３Ｋ￣Ａｋｔ、ＳＴＡＴ６ 等[２７]向 Ｍ２ 型巨噬细胞极化导致肿瘤增

殖转移. 树突状细胞与 ＥＳＣＣ 进展密切相关ꎬ肿瘤中免疫抑制环境可能是导致树突状细胞功能障碍的原

因ꎬ并且使用靶向树突状细胞疫苗是肿瘤治疗的重要方法之一. Ｃｈｅｎ 等[２８]研究发现ꎬ食管癌组织和外周

血中的树突状细胞明显低于对照组. Ｋｏｃｉａｎ[２９]对结直肠癌的研究发现ꎬ静息性树突状细胞的高浸润与复

发密切相关ꎬ宋政文等[３０]通过成功构建靶向树突状细胞的结直肠癌肿瘤疫苗ꎬ为肿瘤免疫治疗结直肠癌

奠定基础. 肥大细胞能分泌 ＩＬ￣１０ 和 ＴＧＦ￣β１ꎬ诱导 ＩＬ￣１７ 产生ꎬ影响肿瘤进展. 值得注意的是ꎬ肥大细胞能

通过产生相关细胞因子诱导 ＣＸＣＬ８ 和 ＭＭＰ９ 产生促肿瘤作用[３１] . 单核细胞同样在癌症发展中起着重要

作用ꎬＨａｎ 等的一项回顾性研究发现ꎬ术前较高的单核细胞数可视为接受食管切除术的患者的有用预后指

标[３２] . ＣＤ８＋Ｔ 细胞在 ＥＳＣＣ 中减少ꎬ可能与巨噬细胞抑制作用有关. 同时ꎬＳｉｍｏｎｉ 等[３３] 报告说ꎬ浸润的大

部分 ＣＤ８＋Ｔ 细胞不具识别表位功能. 另外ꎬ在 ＴＩＭＥＲ２.０ 数据库的结果发现ꎬ３ 个核心基因都与中性粒细

胞、树突状细胞呈正相关. 总之ꎬ免疫浸润分析给 ＥＳＣＣ 免疫治疗提供了一定的指向性.

３　 结论

综上所述ꎬ本研究采用多种生物信息学方法对 ＥＳＣＣ 的 ＤＥＧｓ 进行系统性分析ꎬ为探索 ＥＳＣＣ 的机理

提供了线索ꎬ研究结果显示ꎬＣＸＣＬ８、ＭＭＰ９、ＭＭＰ１３ 与食管癌发生发展紧密相关ꎬ其可能存在相互作用并

与肿瘤免疫细胞浸润相关. 然而ꎬ本研究仅对信息数据进行分析ꎬ未来还需要进一步的实验研究证实上述

结果.
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