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摘 要:目的 研究食管癌中浸润免疫细胞的表达情况,探讨肿瘤浸润免疫细胞与食管癌患者临床病理特征及预后的关

系。方法 运用CIBERSORT运算法则在R语言及Perl软件中运算出22种免疫细胞在食管癌组织及正常组织中的表

达,运用R语言及Perl软件运算出22种免疫细胞与食管癌的临床数据的相关性及与食管癌预后的关系。结果 差异

表达分析发现,与正常组织相比,浆细胞在食管癌中呈低表达(P =0.038),单核细胞在食管癌中呈低表达(P =
0.024),M0巨噬细胞在食管癌中呈高表达(P=0.032),静息肥大细胞呈低表达(P=0.016);临床病理特征分析发现,
静息NK细胞在食管癌中与临床分期有关(P=0.027),单核细胞与食管癌临床分期有关(P=0.045),M2巨噬细胞与

食管癌T分级有关(P=0.021);生存分析发现,22种免疫细胞中的激活肥大细胞与食管癌的预后有关(P=0.017)。
结论 免疫细胞与食管癌临床分期及预后有关,有可能成为评估食管癌分期及预后的指标及治疗靶点。
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  Abstract: Objective Tostudytheexpressionofinfiltratedimmunecellsinesophagealcancer,andtoex-
ploretherelationshipbetweentumorinfiltratingimmunecellsandclinicallypathologicalfeaturesandprognosis
ofpatientswithesophagealcancer. Methods Theexpressionsof22kindsofimmunecellsinesophagealcanc-
ertissuesandnormaltissueswerecalculatedbyCIBERSORTalgorithminRlanguageandPerlsoftware.The
correlationbetween22kindsofimmunecellsandclinicaldataofesophagealcancerandtheirrelationshipwith
theprognosisofesophagealcancerwerecalculatedbyRlanguageandPerlsoftware. Results Thedifferential
expressionanalysisshowedthattheplasmacellswerelowlyexpressedinesophagealcancer(P=0.038),mon-
ocyteswerelowlyexpressedinesophagealcancer(P=0.024),M0macrophageswerehighlyexpressedine-
sophagealcancer(P=0.032),andrestingmastcellswerelowlyexpressed(P=0.016)bycomparingwith
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thenormaltissues.TheclinicallypathologicalfeaturesanalysisshowedthatrestingNKcellsinesophageal
cancerwererelatedtoclinicalstaging(P =0.027),andmonocyteswereassociatedwithclinicalstageofe-
sophagealcancer(P=0.045),andM2macrophageswereassociatedwithTgradingofesophagealcancer(P
=0.021).Thesurvivalanalysisshowedthattheactivatedmastcellsin22kindsofimmunecellswereassociat-
edwithprognosisofesophagealcancer(P=0.017). Conclusion Immunocyteiscorrelatedtoclinicalstage
andprognosisofesophagealcancer.Itmaybeanindicatorandtherapeutictargetforevaluatingthestageand
prognosisofesophagealcancer.
  Keywords: esophagealneoplasms;immunecells;prognosis

  食管癌是我国消化道常见的恶性肿瘤之一。食管

癌具有恶性程度高、预后差的特点,患者5年的生存率

约为15%,严重威胁人们的生命健康[1-2]。因此,对食

管癌的早期诊断、早期治疗及延长食管癌患者生存时

间是临床上需探究的问题之一。食管癌主要是以进行

性吞咽困难为首要症状,大部分确诊食管癌患者已进

入中晚期,食管癌的治疗主要以手术为主,放疗、化疗

等多种治疗方式联合治疗。目前评估食管癌的生物学

行为及预后的方法主要有临床分期、病理分级、影像

学、术后病理结果等,而食管癌的评估及治疗手段并不

能完全反应食管癌的生物学行为及不能较理想地延长

患者的生存时间。因此,在食管癌中寻找新的评估指

标对评估食管癌生物学行为并延长患者生存时间具有

重要的意义。
肿瘤免疫细胞浸润是指免疫细胞从血液中移向肿

瘤组织中,并发挥免疫细胞作用,在肿瘤发生、发展过

程中可能发挥重要的作用。经过多年研究及探索,肿
瘤组织中浸润的免疫细胞可以通过直接杀伤肿瘤细胞

来抑制肿瘤组织的生长[3]。大量的临床研究发现,肿
瘤组织中的免疫细胞浸润与临床特点具有相关性,因
此,肿瘤组织中的免疫细胞有可能成为肿瘤诊断或者

治疗中的新靶点。目前研究免疫细胞浸润的实验方法

大多是免疫组化、流式细胞技术和免疫荧光技术,现阶

段运用这些实验技术进行大规模浸润免疫细胞检测,
其结果并不能全面阐述不同亚群的免疫细胞,并且实

验成本高,消耗大量的人力和时间。因此,运用生物信

息学技术可为研究者们提供很多有价值的信息,同时

也能为后续的研究指明方向。TCGA 数 据 库(ht-
tps://www.cancer.gov/about-cancer)是美国国家癌

症研究所(NationalCancerInstitute)和美国人类基因

组研 究 所 (NationalHumanGenomeReseachIns-
tisute)共同监督的一个项目,旨在应用高通量的基因

组分析技术,以帮助人们对癌症有个更好的认知,从而

提高对于癌症的预防、诊断和治疗能力,每年都会有大

量的数据源自 TCGA 数据库的文章发表[4]。例如:

2018年,WuH 等[5]分析 TCGA 数据库数据发现,

TFAP2B在子宫内膜癌呈低表达,并且与子宫内膜癌

预后有关。2018年,ZhuXF等[6]利用TCGA数据库

挖掘了肺腺癌中的 DNA 甲基化生物标志物。2019
年,KurbatovV等[7]利用 TCGA数据库在早期肺腺

癌中分析免疫细胞,推测早期肺腺癌中富含静息肥大

细胞及巨噬细胞的患者临床风险较低。因此,运用生

物信息学技术分析TCGA数据库中与肿瘤相关数据,
为研究的起步及实验方向起到了很好的引导作用。

CIBERSORT是2015年由BindeaG等开发的反卷积

算法,可以基于标准化的基因表达数据来估算复杂组

织的细胞组成,该方法能量化特定细胞类型的丰度,通
过流式细胞学技术很好地验证并成功地评估了乳腺癌

及肝癌组织中免疫细胞的组成[8-10]。CIBERSORT可

被运用并计算组织中22种免疫细胞所占总免疫细胞

的比例,这22种免疫细胞包括:7种T细胞(CD8+T
细胞、CD4+ 幼稚 T 细胞、CD4+ 静息记忆 T 细胞、

CD4+激活记忆T细胞、滤泡辅助T细胞、调节T细

胞、YST细胞),3种B细胞(幼稚B细胞、记忆B细

胞、浆细胞),NK细胞(静息NK细胞、激活NK细胞)
及多种髓系细胞(单核细胞、MO巨噬细胞、M1巨噬

细胞、M2巨噬细胞、静息树突状细胞、激活树突状细

胞、静息肥大细胞、激活肥大细胞、嗜酸性粒细胞、中性

粒细胞[8])。目前在对乳腺癌[10]、胃癌[11]、直肠癌[12]、
肾细胞癌[13]、前列腺癌[14]等的基因表达谱数据的研

究中,已有运用CIBERSORT方法基因表达谱数据运

算出肿瘤组织中免疫细胞浸润,而在食管癌组织的研

究中,相关的研究报道较少。因此,本研究通过登录

TCGA数据库,运用CIBERSORT计算方法探讨食管

癌中浸润免疫细胞表达,为免疫细胞在食管癌中的研

究提供一定的理论依据,同时也为课题研究指明方向。

1 数据来源及方法

1.1 数据来源 本研究通过登录 TCGA官方网站

(https://portal.gdc.cancer.gov/)筛选并下载与食管

癌相关基因表达谱数据矩阵及相关临床数据,同时下

载相关临床数据。所有数据均通过TCGA官方网站

下载或TCGA官方软件下载。

1.2 方法 通过运用Perl软件将所下载食管癌基因

表达谱数据提取并进行整理及基因名转换,最终得到
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行名是基因名,列名为组织的基因表达谱数据。登录

CIBERSORT官 网 下 载22种 免 疫 细 胞 的 CIBER-
SPRT.R代码,运用R语言中e1071及parallel数据

包运算并滤过表达谱数据免疫细胞浸润表达准确性较

差的样品,最终得到22种免疫细胞在例子中的表达

量,以百分比表示。运用R语言分析并绘制出22种

免疫细胞在每例样品中的表达量;运用 R 语言中

pheatmap包绘制出免疫细胞相关热图;在R语言中

下载vioplot包,计算并绘制出免疫细胞在食管癌及正

常组织中差异表达;在生存分析中,运用R语言中的

survival数据包计算22种免疫细胞是否与患者生存

时间有关;将入组食管癌患者的临床资料导入R语言

中,并计算出22种免疫细胞与食管癌临床数据的相关

性,绘制相关箱线图。

1.3 统计学方法 本研究运用R语言(3.4.1)内的

多个统计数据包将数据导入R软件并进行统计学分

析及结果图片绘制。计量资料运用t检验,计数资料

运用χ2 检验,生存分析采用 Kaplan-Meier法 Log-
rank检验,对于所有统计学计算,最终结果以 P <
0.05确定为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 76例食管癌的临床信息 在TCGA数据库所

下载处理的食管癌组织及正常组织,依据 CIBER-
SORT运算法则,首先需计算并剔除准确性较差的样

品,最终得到76例食管癌组织和2例正常组织,而相

关临床数据包括性别、临床分期、病理分期等(见表

1)。

表1 76例食管癌患者临床资料

临床资料 n 百分比(%)

性别

 男 61 80.26
 女 15 19.74
临床分期

 Ⅰ&Ⅱ 42 55.26
 Ⅲ&Ⅳ 34 44.74
病理分期

 T1&T2 29 38.16
 T3&T4 47 61.84

2.2 免疫细胞在食管癌中的表达 依据 CIBER-
SORT运算法则剔除不符合用于分析免疫细胞浸润的

样品后,最终得到76例食管癌组织,进一步运算得到

22种免疫细胞在每个样品里的表达百分比,并绘制出

百分比图及热图。例如:样品 TCGA-L5-A4OS-01A-
11R-A28J-31中22种浸润免疫细胞占比分别为:幼稚

B细胞:9%;记忆B细胞:0%;浆细胞:10%;CD8+T
细胞:0%;CD4+ 幼稚T细胞:0%;CD4+ 静息记忆T
细胞:10%;CD4+ 激活记忆T细胞:2%;滤泡辅助T
细胞:2%;调节T细胞:1%;YST细胞:1%;激活NK
细胞:2%;静息 NK细胞:9%;单核细胞:0%;M0巨

噬细胞:0%;M1巨噬细胞:23%;M2巨噬细胞:5%;
静息树突状细胞:15%;激活树突状细胞:0%;静息肥

大细胞:1%;激活肥大细胞:5%;嗜酸性粒细胞:5%;
中性粒细胞:0%,免疫细胞表达结果运用R语言绘制

出百分比图及热图(见图1、图2)。

图1 免疫细胞在食管癌中所占的百分比

2.3 免疫细胞在食管癌与正常组织中的表达差异 
通过对比食管癌中免疫细胞与正常组织表达差异,研

究发现22种免疫细胞中,浆细胞在食管癌中呈低表

达,差异具有统计学意义(P =0.038);食管癌组织
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中,与正常组织相比单核细胞在食管癌中低表达(P
=0.024);M0巨噬细胞在食管癌中高表达(P =
0.032);与正常组织相比,食管癌中静息肥大细胞呈低

表达(P=0.016),上述结果均运用R语言绘制出小

提琴图(见图3)。

图2 免疫细胞在食管癌中表达的热图

图3 22种免疫细胞在食管癌与正常组织中表达差异

2.4 免疫细胞与食管癌临床资料对比 得到免疫细

胞在食管癌中的表达之后,运用R语言分析22种免疫

细胞与食管癌临床资料的关系,结果得到:食管癌中静

息NK细胞在食管癌中与临床分期有关,差异具有统

计学意义(P =0.027);单核细胞与食管癌临床分期

有关,差异具有统计学意义(P=0.045);在免疫细胞

与食管癌临床T分级的研究中,发现 M2巨噬细胞与

食管癌T分级有关(P =0.021),其余免疫细胞与食

管癌临床数据差异均无统计学意义(P >0.05)。以

上相关结果数据运用R语言绘制箱型图(见图4)。

2.5 22种免疫细胞与食管癌预后的关系 运用R语

言中的survival生存分析包,分析22种免疫细胞与食

管癌预后的关系。结果发现22种免疫细胞中,激活肥

大细胞与食管癌的预后有关(P =0.017),其余免疫

细胞与食管癌预后无关系(P>0.05)(见图5)。
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图4 免疫细胞与食管癌临床资料的关系

图5 激活肥大细胞与食管癌预后的关系

3 讨论

TCGA数据库是目前用于生物信息学分析数据来

源最大的数据库之一,TCGA数据库中不仅包含大量

的肿瘤相关的芯片数据,同时还包含有患者的临床相

关信息、生存时间及生存状态等。目前每年都有大量

基于TCGA数据库数据的研究发表,研究涉及基因、
蛋白、miRNA、lncRNA等,给临床工作者的研究开拓

了新的领域[15]。
本研究基于TCGA数据库中的基因表达谱数据,

结合CIBERSORT计算方法利用R语言及Perl软件

描述了免疫细胞在食管癌中的表达情况及与食管癌患

者预后的关系。本研究结果展示了22种免疫细胞在

食管癌中的分布情况,同时发现了与正常组织相比,浆
细胞、单核细胞、静息肥大细胞在食管癌中呈低表达,
而 M0巨噬细胞在食管癌中高表达。目前已有多个研

究证实,免疫细胞在癌症组织中表达具有差异性。例

如:2019年LuoMS等[16]在鼻咽癌研究中发现 M1巨

噬细胞在鼻咽癌中高表达,而记忆B细胞及CD4+ 静

息记忆T细胞在鼻咽癌中低表达。2019年 MengJ
等[14]研究发现,CD4+ 激活记忆T细胞及 M0巨噬细

胞在前列腺癌组织中比例较高,而中性粒细胞和单核

细胞在前列腺癌组织中表达较低,该研究结果中 M0
巨噬细胞、单核细胞与本研究结果类似。有研究通过

同时分析TCGA数据库及GEO数据库关于结直肠癌

的数据发现,M0巨噬细胞、M1巨噬细胞和CD4+激活

记忆T细胞在结直肠癌中的表达量高于正常组织[12]。
最近研究肝癌与正常肝脏组织的研究中发现,活化肥

大细胞、单核细胞、浆细胞在肝癌组织中表达减少,而
静息肥大细胞、静息CD4+ 记忆细胞、幼稚B细胞和

CD8+T细胞在肝癌组织中高表达,该研究结果中的单

核细胞与浆细胞结果与本研究结果相似[9]。在免疫细

胞与食管癌临床数据的分析中,本研究发现了静息

NK细胞、单核细胞与食管癌的临床分期有关,并且静

息NK细胞在低分期的表达相对较高,而单核细胞在

高分期的表达较高,M2巨噬细胞与食管癌的T分级

有关,M2巨噬细胞在T3&4分级的食管癌中分布较

高。目前已有研究证实,免疫细胞与肿瘤临床资料有

关,例如:2019年MengJ等[14]研究发现,浆细胞、静息

肥大细胞与前列腺癌患者分期有关。2019年 GeP
等[12]研究发现,在结直肠癌中,CD4+ 激活记忆T细

胞与癌症的分期有关,M0巨噬细胞与结直肠癌淋巴结

转移有关。在肝癌研究中发现,M1巨噬细胞与肝癌的

临床分期有关,并且与肝癌的预后有关[9]。这些结果

证实了免疫细胞浸润在癌症的发生及进展有可能扮演

着重要的角色。而在免疫细胞与食管癌生存关系分析

中,本研究结果揭示了激活肥大细胞与食管癌预后相

关,高分布激活肥大细胞预后相对较差。目前多个研

究也已证实,免疫细胞与癌症患者的预后有关。例如:

2019年,WangJ等[17]研究发现,CD4+ 激活记忆T细

胞与激活肥大细胞是宫颈癌的独立预后因子,高表达

CD4+激活记忆T细胞患者生存时间较长,而高表达

激活肥大细胞的宫颈癌患者预后较差,激活肥大细胞

结果与本研究结果相似。在前列腺癌患者的研究中,

M2巨噬细胞的表达与前列腺癌患者的预后有关[14]。
而在另一项关于免疫细胞在前列腺癌患者生存分析中

发现,高比例的 M2巨噬细胞患者的生存率明显低于

低表达患者,并且 M2巨噬细胞被认为是前列腺癌患
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者的独立预后因子[18]。2019年ChenF等[19]研究发

现,通过运用CIBERSORT运算最终得出免疫细胞中

的浆细胞及调节T细胞与非小细胞肺癌患者的预后

有关。
综上所述,本研究展示了免疫细胞与食管癌之间

的关系,并发现浸润性免疫细胞与食管癌临床资料及

预后的关系。本研究结果将有助于推动免疫细胞在食

管癌中的研究进展。
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