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  摘 要:目的 对胃腺癌的免疫浸润细胞进行分析,以期寻找胃腺癌的免疫治疗靶点。方法 在公共数据

库TCGA中进行检索,采用Perl脚本对数据进行整理,共纳入348例患者,包含343份肿瘤样本和30份正常样

本,采用CIBERSORT反卷积算法估计肿瘤组织中不同免疫细胞占比,最后利用R软件进行差异免疫细胞分

析、生存分析、临床相关性分析。结果 肿瘤样本中未活化CD4记忆T细胞、CD8
 

T细胞、M2巨噬细胞和 M0
巨噬细胞的免疫浸润最明显,其占比分别为15.90%、12.67%、11.81%和12.05%。而差异分析表明浆细胞、
单核细胞、活化CD4记忆T细胞、M0巨噬细胞、M1巨噬细胞和 M2巨噬细胞占比在正常样本和肿瘤样本中差

异有统计学意义(P<0.05)。生存分析发现,免疫浸润中低表达的未活化CD4记忆T细胞可有效提高生存率

(P=0.029),而高表达的CD8
 

T细胞可有效提高生存率(P=0.002)。从免疫细胞的临床相关性发现,未活化

树突细胞和CD8
 

T细胞随着胃腺癌分级的增加,浸润会逐渐增加,差异有统计学意义(P<0.05)。而T细胞、

M0巨噬细胞、活化肥大细胞和中性粒细胞随着分级的增加,浸润会逐渐减轻,差异有统计学意义(P<0.05)。
结论 利用CIBERSORT方法可有效地筛选出胃腺癌免疫细胞占比,未活化CD4记忆T细胞、CD8

 

T细胞、

M2巨噬细胞和 M0巨噬细胞在胃腺癌肿瘤浸润和预后过程中发挥了重要作用,有望将免疫浸润较多的免疫细

胞作为药物靶标来提高患者的生存率。
关键词:胃腺癌; 免疫浸润; CIBERSORT; 反卷积算法; 免疫细胞

DOI:10.3969/j.issn.1673-4130.2020.13.001 中图法分类号:R735.2
文章编号:1673-4130(2020)13-1537-05 文献标识码:A

Calculation
 

of
 

immune
 

infiltration
 

of
 

gastric
 

adenocarcinoma
 

by
 

CIBERSORT
 

deconvolution
 

algorithme*

AN
 

Tanjing1,2,LIANG
 

Chengtong1,2#,LI
 

Yuwu1,2,LI
 

Sisi2,3,HAN
 

Chongxu1,2,3△

(1.School
 

of
 

Postgraduate,Dalian
 

Medical
 

University,Dalian,Liaoning
 

116044,China;

2.Clinical
 

Medical
 

Examination
 

Center,Northern
 

Jiangsu
 

People's
 

Hospital/Clinical
 

Medical
 

School
 

of
 

Yangzhou
 

University,Yangzhou,Jiangsu
 

225001,China;3.School
 

of
 

Postgraduate,

Yangzhou
 

University
 

Medical
 

Academy,Yangzhou,Jiangsu
 

225001,China)

Abstract:Objective To
 

analyze
 

immune
 

infiltrating
 

cells
 

of
 

gastric
 

adenocarcinoma
 

in
 

order
 

to
 

find
 

im-
munotherapy

 

targets
 

for
 

gastric
 

adenocarcinoma.Methods The
 

search
 

was
 

performed
 

in
 

the
 

public
 

database
 

TCGA,and
 

the
 

data
 

was
 

sorted
 

using
 

Perl
 

script.This
 

study
 

included
 

348
 

patients,including
 

343
 

cancer
 

sam-
ples

 

and
 

30
 

normal
 

samples.The
 

CIBERSORT
 

deconvolution
 

algorithm
 

was
 

used
 

to
 

estimate
 

the
 

different
 

im-
mune

 

cells
 

in
 

the
 

tumor
 

tissue.In
 

the
 

end,the
 

R
 

software
 

was
 

used
 

for
 

differential
 

immune
 

cell
 

analysis,sur-
vival

 

analysis,and
 

clinical
 

correlation
 

analysis.Results In
 

the
 

tumor
 

samples,the
 

immune
 

infiltration
 

of
 

the
 

inactive
 

CD4
 

memory
 

T
 

cells,CD8
 

T
 

cells,M2
 

macrophages
 

and
 

M0
 

macrophages
 

was
 

the
 

most
 

obvious,ac-
counting

 

for
 

15.90%,12.67%,11.81%
 

and
 

12.05%.The
 

difference
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

proportion
 

of
 

plasma
 

cells,monocytes,activated
 

CD4
 

memory
 

T
 

cells,M0
 

macrophages,M1
 

macrophages
 

and
 

M2
 

macropha-
ges

 

in
 

normal
 

and
 

tumor
 

samples
 

were
 

significantly
 

different
 

(P<0.05).Survival
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

low
 

expression
 

of
 

inactive
 

CD4
 

memory
 

T
 

cells
 

in
 

immune
 

infiltration
 

could
 

effectively
 

improve
 

the
 

survival
 

·7351·国际检验医学杂志2020年7月第41卷第13期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,July
 

2020,Vol.41,No.13

* 基金项目:国家重点基础研究发展计划(973计划)(2015CB755400);江苏省苏北人民医院院级扶持技术项目(fcjs201748)。

  作者简介:安覃景,女,医师,主要从事临床检验诊断学研究。 # 共同第一作者:梁成通,男,医师,主要从事临床检验诊断学研究。

 △ 通信作者,E-mail:hanchongxu@126.com。

  本文引用格式:安覃景,梁成通,李玉武,等.CIBERSORT反卷积算法计算胃腺癌免疫浸润的研究[J].国际检验医学杂志,2020,41(13):

1537-1541.



rate
 

(P=0.029),while
 

the
 

high
 

expression
 

of
 

CD8
 

T
 

cells
 

could
 

effectively
 

improve
 

the
 

survival
 

rate
 

(P=
0.002).From

 

the
 

clinical
 

correlation
 

of
 

immune
 

cells,it
 

was
 

found
 

that
 

the
 

infiltration
 

fraction
 

of
 

unactivated
 

dendritic
 

cells
 

and
 

CD8
 

T
 

cells
 

increased
 

with
 

the
 

increase
 

of
 

gastric
 

adenocarcinoma
 

grade
 

(P<0.05).With
 

the
 

increase
 

of
 

T
 

cells,M0
 

macrophages,active
 

mast
 

cells
 

and
 

neutrophils,the
 

infiltration
 

fraction
 

would
 

grad-
ually

 

decrease
 

(P<0.05).Conclusion The
 

CIBERSORT
 

method
 

can
 

effectively
 

screen
 

out
 

the
 

proportion
 

of
 

immune
 

cells
 

in
 

gastric
 

adenocarcinoma.Unactivated
 

CD4
 

memory
 

T
 

cells,CD8
 

T
 

cells,macrophages
 

M2
 

and
 

macrophages
 

M0
 

play
 

an
 

important
 

role
 

in
 

tumor
 

invasion
 

and
 

prognosis
 

of
 

gastric
 

adenocarcinoma.It
 

is
 

ex-
pected

 

that
 

immune
 

cells
 

with
 

more
 

immune
 

infiltration
 

will
 

be
 

used
 

as
 

drug
 

targets
 

to
 

improve
 

the
 

survival
 

rate
 

of
 

patients.
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  胃腺癌由于其隐匿性强且症状不明显,被发现时

大多处于晚期阶段,是导致患者病死率高、存活率低

的常见癌症之一[1],其对人类寿命和工作损失均有较

大的影响[2]。免疫治疗作为新型的癌症治疗方式,其
将药物作用于浸润较高的免疫细胞可最大程度地提

高患者的临床生存率[3]。由于技术限制,免疫浸润的

研究局限于非常狭窄的免疫应答领域,通常仅包括一

种或两种细胞类型。CIBERSORT是一种利用反卷

积算法来预测细胞占比的工具,它可基于标准化的基

因表达数据来计算复杂免疫组织的细胞构成,且能量

化特定细胞类型的丰度。流式细胞分选术和免疫组

织化学技术很好地验证了其可成功评估乳腺癌组织

和肝癌组织免疫细胞的组成,且有研究运用该方法对

肾癌、前列腺癌等疾病的免疫细胞进行了计算,发现

了癌症免疫治疗发展的潜在靶点和生物标志物,可有

助于开发新的免疫疗法[3-6]。本研究运用 CIBER-
SORT工具对胃腺癌样本中的免疫细胞进行分析,以
期为胃腺癌的免疫精准治疗提供新思路。

1 资料与方法

1.1 一般资料 本研究中所有RNA相关数据及临

床资料均来源于 TCGA 数 据 库(http://cancerge-
nome.nih.gov),且完全符合其出版指南。共纳入

348例患者,包含343份癌症样本和30份正常样本。
研究人群临床特征如下:男218例(62.64%),女130
例(37.36%);生存状态中存活207例(59.48%),死
亡140例(40.22%),未注明状态1例(0.30%);年
龄≤60岁108例(31.03%),>60岁236例(67.82%),
未注 明 的 4 例 (1.15%);种 族 中 白 种 人 218 例

(62.64%),亚洲人68例(19.54%),未注明的51例

(14.66%),黑人或非裔美国人10例(2.87%),土著夏

威夷人或其他太平洋岛民1例(10.29%)。

1.2 研究方法 本研究采用Perl脚本对RNA相关

数据和临床资料进行统计分析,得到矩阵文件,应用

R软件(版本3.5.2)中的“limma”包对其进行矫正。

采用CIBERSORT反卷积算法估计癌症组织中不同

免疫细胞占比,并分析胃腺癌组织和正常癌旁组织中

免疫细胞的差异性。运用R软件(版本3.5.2)中的

“survival”包对免疫细胞进行生存分析和临床相关性

分析。

1.3 统计学处理 本研究使用CIBERSORT反卷积

算法对肿瘤组织中不同免疫细胞占比进行分析。所

有的数据均采用R软件(版本3.5.2)进行统计学分

析,P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 CIBERSORT反卷积算法计算不同免疫细胞占

比 本研究共涉及22种免疫细胞的类型,包括初始B
细胞、记忆性B细胞、浆细胞、CD8

 

T细胞、初始CD4
 

T细胞、未活化CD4记忆T细胞、活化CD4记忆 T
细胞、滤泡辅助性T细胞、调节性T细胞、T细胞、未
活化NK细胞、活化 NK细胞、单核细胞、M0巨噬细

胞、M1巨噬细胞、M2巨噬细胞、未活化树突状细胞、
活化树突状细胞、未活化肥大细胞、活化肥大细胞、嗜
酸性粒细胞、中性粒细胞等。

本研究采用CIBERSORT反卷积算法对数据库

中胃腺癌的肿瘤样本及正常样本进行分析发现,肿瘤

样本中未活化CD4记忆T细胞、CD8
 

T细胞、M2巨

噬细胞和 M0巨噬细胞的平均占比最高,即免疫浸润

最明显,其占比分别为15.90%、12.67%、11.81%和

12.05%。同时笔者对这两种不同类型的样本中的免

疫细胞进行差异分析,结果表明浆细胞、单核细胞、活
化CD4记忆T细胞、M0巨噬细胞、M1巨噬细胞和

M2巨噬细胞在正常样本和肿瘤样本中的占比比较,
差异有统计学意义(P<0.05),见图1。此外,本研究

通过分析全部样本中免疫细胞间的相关性发现,CD8
 

T细胞和未活化CD4记忆T细胞之间呈负相关(r=
-0.53,P<0.05),而中性粒细胞和活化肥大细胞之

间呈正相关(r=0.45,P<0.05)。
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图1  免疫细胞差异分析的小提琴图

2.2 生存分析 本研究采用R软件中的“survival”
包对存在生存数据的163份肿瘤样本和13份正常样

本进行生存分析后发现,未活化CD4记忆T细胞高

表达的有96份样本,低表达的80份样本,免疫浸润

中低表达的未活化CD4记忆T细胞可有效提高生存

率(P=0.029),而CD8
 

T细胞高表达的有90份样

本,低表达的86份样本,免疫浸润中高表达的CD8
 

T

细胞可有效提高生存率(P=0.002)。见图2。

2.3 临床相关性分析 通过研究分析不同免疫细胞

与肿瘤临床分级的关系发现,未活化树突细胞和

CD8
 

T细胞随着胃腺癌分级的增加浸润会逐渐增加,
差异有统计学意义(P<0.05)。而T细胞、M0巨噬

细胞、活化肥大细胞和中性粒细胞随着分级的增加浸

润会逐渐减少,差异有统计学意义(P<0.05),见
图3。

  注:A为未活化CD4记忆T细胞与生存率的关系;B为CD8T细

胞与生存率的关系。

图2  免疫细胞的生存分析

  注:A为免疫浸润的未活化树突细胞分数与临床分级的关系;B为免疫浸润的 M0巨噬细胞分数与临床分级的关系;C为免疫浸润的活化肥大

细胞分数与临床分级的关系;D为免疫浸润的中性粒细胞分数与临床分级的关系;E为免疫浸润的CD8
 

T细胞分数与临床分级的关系;F为免疫

浸润的T细胞分数与临床分级的关系。

图3  胃腺癌免疫浸润细胞分数与临床分级的关系

3 讨  论

  临床上缺乏诊断胃腺癌的特异性肿瘤标志物是

导致胃腺癌患者病死率高、存活率低的主要原因[7]。
此外,胃腺癌的治疗方式以手术切除和放化疗为主,
但这会对正常组织产生不良反应,且预后效果不甚理

想[8]。近年来,肿瘤免疫成为癌症治疗的新方向,其
与临床特征密切相关,且可预估肿瘤的免疫浸润作为

抗癌药物使用的标准[9]。免疫应答的特征在于拥有

许多以高度协调的方式相互作用的特化细胞类型。

CIBERSORT是一种计算机方法,用于识别来自大量

组织样本的高维基因组数据中感兴趣的细胞亚群的

表面特征,它可通过组织细胞混合物中的基因表达数

据重建原始细胞的类型和数量,其对细胞和组织无损

伤性,准确性较高,逐步在临床上得到应用[10-11]。
近年来,多项对胃癌的研究表明,T细胞和巨噬

细胞在胃癌的发展进程中发挥着重要作用[12-14]。目

前研究中CD4
 

T细胞以抗肿瘤效应为主,而CD8
 

T
细胞对肿瘤的效应的研究结果不一致。LI等[15]的研

究表明,肿瘤浸润的CD4
 

T细胞能够识别癌症相关抗

原,通过白细胞介素-12或干扰素-γ的产生,生成Th1
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细胞并刺激 M1巨噬细胞,且肿瘤体积越小,外周血

中活化CD4
 

T细胞(P=0.003)和CD8
 

T细胞(P=
0.002)的表达水平越高[15]。OKITA等[12]指出活化

CD4
 

T细胞在抗肿瘤免疫反应中发挥显著作用,所以

其会在肿瘤组织中明显增加。WEI等[13]指出CD8
 

T
细胞可溶解并杀死肿瘤细胞,但THOMPSON等[16]

认为CD8
 

T细胞是与肿瘤中PD-L1表达相关的适应

性免疫的核心,且肿瘤免疫基质内CD8
 

T细胞密度的

增加可能与肿瘤百分比的增加有关(P=0.027)。而

本研究结果表明,未活化CD4记忆T细胞、CD8
 

T细

胞在肿瘤组织中的平均占比高,这两种细胞之间存在

明显负相关,最重要的是低表达的未活化CD4记忆T
细胞与高表达CD8

 

T细胞可有效地提高患者的生存

率。由此可以得出,未活化CD4记忆T细胞、CD8
 

T
细胞在胃腺癌组织中呈现高表达,但其表达程度不

一,甚至可能存在相互抑制的现象。未活化CD4记忆

T细胞在肿瘤组织中转化为活化CD4
 

T细胞不足,是
其不能发挥明显抗肿瘤效应的主要原因;而CD8

 

T细

胞则可能具有较高的抑癌潜能,其可能作为免疫治疗

的靶标以期应用于临床,但尚需更深入的研究以

证实。
巨噬细胞分为 M0、M1和 M2

 

3种状态,在宿主

防御和促进炎性反应方面均发挥重要作用。ZHANG
等[14]指出,巨噬细胞可激活间充质干细胞获得肿瘤相

关的成纤维细胞样特征,从而导致胃上皮细胞损伤及

恶性转化。CHEN等[17]认为活化的间充质-上皮转换

因子可通过外泌体转移到巨噬细胞中,并由其内化,
而幽门螺杆菌感染可通过此种方式在巨噬细胞和胃

癌细胞 之 间 建 立 反 馈 环,可 能 导 致 癌 症 的 发 生。

MUKHTAR等[18]研究表明巨噬细胞的M1与M2状

态具有显著差异,M1巨噬细胞通过激活适应性免疫

系统来促进抗肿瘤反应,而肿瘤细胞可吸引 M2巨噬

细胞,从而促进肿瘤细胞生长和扩散,巨噬细胞亚型

之间的相互转换可能会成为肿瘤治疗的关键。本研

究结果表明,M2巨噬细胞和 M0巨噬细胞在肿瘤组

织中平均占比较高,且3种巨噬细胞在肿瘤组织中的

表达量均明显高于正常组织,即免疫浸润均明显。同

时随着分级的增加,M0巨噬细胞的表达量逐渐降低。
因此,可以得出巨噬细胞的表达量与胃腺癌密切相

关,其可能会导致正常细胞获得肿瘤的特性,且随着

分级的增加,M0巨噬细胞在癌症组织中被大量激活

为 M2巨噬细胞,少部分被激活为 M1巨噬细胞,导致

具有肿瘤免疫抑制功能的 M2巨噬细胞表达量较高,
而具有抗肿瘤反应的 M1巨噬细胞表达量相对较低,
这种状况会加剧癌症的扩散和转移,使患者病情逐渐

加重。此外有研究表明,白细胞介素-17培养的巨噬

细胞可通过B7-H1来抑制肝细胞癌患者的CD8
 

T细

胞功能[19]。由此说明,巨噬细胞在肿瘤免疫浸润发挥

着重要作用,其甚至可能会对体液免疫和细胞免疫均

产生影响,M2巨噬细胞和 M0巨噬细胞可能可以作

为胃腺癌免疫治疗的靶标,为免疫精准 治 疗 提 供

依据。
浆细胞、单核细胞、树突状细胞、活化肥大细胞、

中性粒细胞也是肿瘤免疫中的重要组成部分,对胃腺

癌的发展和预后具有显著影响[20]。浆细胞是由B淋

巴细胞分化而来,可分泌IgG类抗体。SAITO等[21]

的研究表明血清IgG水平的降低与胃癌患者预后不

良密切相关,并且其与淋巴结转移有关,甚至可作为

胃癌进展到晚期的标志。本研究结果表明,浆细胞在

正常样本中的表达量明显高于肿瘤样本,其可能与肿

瘤的发展进程有关,抗体介导的免疫反应可能会在胃

癌患者中受损,由此导致浆细胞在肿瘤组织中的表达

量降低,并会导致患者预后不良。单核细胞为巨噬细

胞前体,在肿瘤细胞发挥炎症效应作用,进而造成在

肿瘤组织中表达量的下降。活化肥大细胞在炎性反

应中发挥着重要作用,但活化肥大细胞在肿瘤发展过

程中的作用目前尚不清楚。一方面,它通过引起急性

免疫应答,可能有助于限制肿瘤的发展[22],另一方面,
其可通过释放蛋白酶及与其他免疫效应物的相互作

用来参与细胞间基质的降解,并且在异常免疫应答

中,还可有效抑制适应性抗肿瘤免疫[23]。本研究的结

果表明,中性粒细胞和活化肥大细胞之间呈正相关,
且随着分级的增加,这两种细胞的表达量均呈降低趋

势,这说明它们可随着肿瘤微环境的改变来调节自身

表达量,但仍需深入研究以阐述其具体机制。中性粒

细胞和树突细胞都在炎性反应时发挥重要作用,WEI
等[13]认为树突状细胞可以作为抗原呈递细胞参与抗

肿瘤免疫反应。SCHUSTER等[24]指出中性粒细胞

在感染过程中对树突状细胞活化的影响不明,且其可

能会延迟免疫反应的开始;OKITA等[12]的研究结果

表明,胃癌细胞诱导的N2型中性粒细胞也可促进免

疫抑制树突细胞的形成。中性粒细胞在胃腺癌的进

展过程中逐渐被消耗,而树突状细胞不再受到中性粒

细胞的免疫抑制,其表达量逐渐增加。因此,浆细胞、
单核细胞、树突状细胞、活化肥大细胞、中性粒细胞均

在胃腺癌肿瘤免疫中发挥着重要作用。

4 结  论

  免疫细胞浸润在胃腺癌的发展过程中起着重要

作用,笔者通过CIBERSORT分析免疫细胞占比发

现,未活化CD4记忆T细胞、CD8
 

T细胞、M2巨噬细

胞和 M0巨噬细胞在肿瘤浸润和预后过程中发挥了

重要作用,从而更好地为临床免疫精准治疗提供有效
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的依据。
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