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［摘要］ 目的 通过挖掘基因表达汇编（GEO）数据库中肾癌干细胞芯片数据，寻找肾癌细胞干性标志物，并

联合癌症基因组图谱（TCGA）数据库中的肾癌临床及转录组数据构建一种评估肾癌预后的模型。方法 从 GEO 数

据库 GSE48550 数据集中下载芯片数据，筛选肾癌干细胞和正常肾小管上皮细胞之间的差异表达基因，通过基因本体

（GO）和基因集富集分析进行功能及通路分析，通过蛋白质 -蛋白质相互作用（PPI）网络构建确定肾癌干细胞核心

基因。从 TCGA 数据库下载肾癌患者年龄、临床分期、预后情况及相关基因的表达水平，通过单因素及多因素 Cox

回归分析筛选肾癌预后的独立危险因素，构建预测肾癌患者总生存期的列线图模型。结果 通过分析肾癌干细胞和

正常肾小管上皮细胞的芯片数据，发现差异表达基因富集在细胞趋化、细胞外基质形成及受体配体活性等模块，炎症

反应通路、P53 通路及 TNF-α/NF-κB 通路在肾癌干细胞中显著激活。单因素及多因素 Cox 回归分析结果表明，年龄、

临床分期为肾癌预后的独立危险因素，趋化因子家族中的 C-X3-C 基序趋化因子配体 1（CX3CL1）是肾癌预后的独

立保护因素。通过评估模型区分度，发现基于年龄、临床分期及 CX3CL1 表达水平的风险模型可准确预测肾癌患者

总体生存率，其中 C 指数为达到 0.803。结论 通过 GEO 和 TCGA 数据库联合分析筛选肾癌干性相关基因，构建了

一种联合患者年龄、临床分期及 CX3CL1 表达水平的新模型，新模型可用于评估肾癌患者预后。
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［ Abstract ］ Objective To mine stemness-related biomarkers of renal cancer based on the renal cancer stem cell 
microarray data from Gene Expression Omnibus (GEO) database, and to construct a new model for the prognosis of renal 
cancer with the clinical and transcriptome data of renal cancer in the Cancer Genome Atlas (TCGA) database. Methods The 
microarray data were downloaded from the GSE48550 dataset of GEO database to screen the differentially expressed genes 
between renal cancer stem cells and normal renal tubular epithelium cells. Gene function and pathway were identified by 
Gene Ontology (GO) and Gene Set Enrichment Analysis (GSEA). The hub genes of renal cancer stem cells were identified 
by protein-protein interaction (PPI) network construction. Age, clinical stage, prognosis and expression levels of related 
genes of patients with renal cancer were downloaded from the TCGA database. The independent risk factors of prognosis of 
renal cancer were screened by univariate and multivariate Cox regression analyses, and a nomogram model for predicting the 
overall survival of patients with renal cancer was constructed. Results By analyzing the microarray data of renal cancer stem 
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cells and normal renal tubular epithelial cells, we found that the differentially expressed genes were enriched in the biological 
processes such as cell chemotaxis, extracellular matrix formation and receptor ligand activity; and inflammatory response, P53 
and tumor necrosis factor α (TNF-α)/nuclear factor κB (NF-κB) pathways were significantly activated in renal cancer stem cells. 
Univariate and multivariate Cox regression analyses showed that age and clinical stage were independent risk factors for the 
prognosis of renal cancer, and C-X3-C motif chemokine ligand 1 (CX3CL1) in chemokine family was an independent protective 
factor for the prognosis of renal cancer. The risk model based on age, clinical stage, and CX3CL1 expression level could 
accurately predict the overall survival rate of patients with renal cancer, with a C-index of 0.803. Conclusion Stemness-related 
genes of renal cancer is screened through the joint analysis of GEO and TCGA. A new model combining patient age, clinical 
stage and CX3CL1 expression level is constructed to evaluate the prognosis of renal cancer patients.

［ Key words ］ kidney neoplasms; neoplastic stem cells; database; chemokine CX3CL1; prognosis
［Acad J Sec Mil Med Univ, 2021, 42(11): 1231-1237］

肾癌是泌尿系统常见的恶性肿瘤之一，在成年

人中其发病率为 2%～3%，近 10 年来肾癌发病率

和死亡率不断升高［1］。大多数肾癌发病隐匿，常因

健康体检发现肾脏肿块经复查后确诊，约 17% 的肾

癌患者在确诊时即发生转移［2］。肾癌对放射和化学

治疗不敏感，治疗手段主要为手术和药物治疗，患

者一旦出现肿瘤复发或耐药等情况，预后较差［3］。

肿瘤干细胞指肿瘤团块中具有自我更新能力、可通

过不对称分裂产生异质性肿瘤细胞亚群的一类特殊

肿瘤细胞，多处于静息状态，参与肿瘤的发生、转

移及耐药［4］。CD133、CD24、铜转运蛋白 2（copper 
transport protein 2，CTR2）是肾癌干细胞的表面标

志物，CD133＋/CD24＋/CTR2＋肾癌干细胞参与了肾

癌的多种生物学活动［5］。随着测序技术的发展及单

细胞测序的兴起，肿瘤研究逐步从组织水平转向细

胞及分子水平，基于细胞水平的预后模型能更精准

地指导临床诊疗［6］。本研究通过生物信息学方法

筛选肾癌干细胞相关基因，对干性基因进行功能注

释、通路分析及蛋白质 -蛋白质相互作用（protein-
protein interaction，PPI）网络构建，发现趋化因子

蛋白家族为蛋白网络的核心模块，同时进行单因素

及多因素分析，确定 C-X3-C 基序趋化因子配体 1
（C-X3-C motif chemokine ligand 1，CX3CL1） 可

作为肾癌患者预后的独立保护因素，最后基于该分

子构建肾癌预后模型。

1 资料和方法

1.1 数据获取与预处理 芯片数据来源于美国

Illumina 公司的 HumanHT-12 V4.0 平台。肾透明细

胞癌患者的临床信息及转录组数据均从癌症基因

组图谱（The Cancer Genome Atlas，TCGA）数据

库下载，TCGA 中肾癌转录组数据均为标准数值

矩阵，在排除预后信息缺失的患者后得到 537 例肾

癌患者的基因表达矩阵及临床信息［7］。从基因表

达汇编（Gene Expression Omnibus，GEO）数据库

GSE48550 数据集下载肾癌芯片数据（包含 12 个

正常肾小管上皮细胞样本和 6 个 CD133＋/CD24＋/ 
CTR2＋的肾癌干细胞样本，https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc＝GSE48550），使 用

R 3.6.3 软件 limma 包对数据进行背景校正，数据经

过以 2 为底的对数转化后用于后续分析。

1.2 差异表达基因分析 使用 R 3.6.3 软件 limma
包分析肾癌干细胞和肾小管上皮细胞之间的差异表

达基因。以校正P＜0.05 ［P值采用错误发现率（false 
discovery rate，FDR）进行校正］且 |log2FC|＞0.8 ［FC
为差异倍数（fold change）］为差异表达基因的筛

选标准。

1.3 基因功能和通路富集分析 使用 R 3.6.3 软件

clusterProfiler 包对差异基因进行基因本体（Gene 
Ontology，GO）富集分析及基因集富集分析（Gene 
Set Enrichment Analysis，GSEA）［8］。

1.4 PPI 网 络 构 建 利 用 在 线 数 据 库 STRING
（http://string-db.org/）分析差异表达基因的 PPI 网
络，设置最低关联度为 0.8，获取关联度较高的差

异表达基因。将结果导入 Cytoscape 软件，利用其

中的 cytoHubba 插件确定核心蛋白网络［9］。

1.5 预后模型构建 以 TCGA 数据库下载的肾癌

患者年龄、临床分期及相关基因的表达水平为自

变量，总生存情况为因变量，通过单因素及多因素

Cox 回归分析筛选肾癌预后的独立危险因素，并使

用 R 3.6.3 软件 rms 包绘制列线图。使用 Bootstrap
法对列线图的预测效能进行检验。
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1.6 基因差异表达验证及临床预后关联分析 利用

人类蛋白质图谱（Human Protein Atlas，HPA）数

据库验证 CX3CL1 在癌组织及癌旁组织中的表达

差异。使用 TCGA 数据库中的预后信息和基因表

达情况，利用 R 3.6.3 软件 survival 包和 survminer
包对 CX3CL1 高表达和低表达（以中位数为界）

的患者进行生存分析。

1.7 统计学处理 采用 SPSS 22.0 软件进行统计学

分析。通过 R 3.6.3 软件 rms 包计算 C 指数，评价

模型对肾癌患者总体生存率的区分度。生存分析采

用Kaplan-Meier 法和 log-rank 检验。检验水准（α）
为 0.05。

2 结 果

2.1 肾癌干细胞差异表达基因分析结果 通过阈

值（校正 P＜0.05 且 |log2FC|＞0.8）共筛选出 125
个差异表达基因，包括 102 个上调基因和 23 个下

调基因，绘制热图及火山图，并对差异最显著的前

6 个基因进行了标注（图 1）。

2.2 肾癌干细胞差异表达基因功能富集分析 GO富

集分析结果（图 2A）显示，生物过程（biological 

process，BP）、细胞组分（cellular component，CC） 

及分子功能（molecular function，MF）分别富集到

2 959、244 和 341 个条目，集中在细胞趋化、细胞

外基质形成及受体配体活性等模块。GSEA 分析结

果（图 2B）显示，炎症反应通路、肿瘤蛋白 P53 通

路及 TNF-α/NF-κB 通路在肾癌干细胞中显著激活。

2.3 PPI 网 络 分 析 将 筛 选 后 蛋 白 质 导 入

Cytoscape 软件中进行重注释，得到的 PPI 网络图

如图 3A 所示。使用 cytoHubba 插件对 PPI 网络进

行子网络提取，得到的核心模型如图 3B 所示，

可见趋化因子家族蛋白 C-X-C 基序趋化因子配

体（C-X-C motif chemokine ligand，CXCL）2、

CX3CL1、CXCL8、C-C 基序趋化因子配体（C-C 

motif chemokine ligand，CCL）20、CXCL6、

CXCL1 在肾癌干细胞中富集。

2.4 肾癌预后的列线图模型 以肾癌患者年龄、

临床分期及趋化因子家族蛋白为自变量，以患者生

存情况为因变量进行单因素及多因素 Cox 回归分

析，发现年龄及临床分期为肾癌预后的独立危险因

素，趋化因子家族蛋白中的 CX3CL1 是肾癌预后

图 1 基于 GEO 数据库 GSE48550 数据集的肾癌 CSC 差异表达基因热图及火山图

Fig 1 Heatmap and volcano map of differentially expressed genes of renal CSCs  

based on GSE48550 dataset of GEO database
A: Heatmap of differentially expressed genes; B: Volcano map of differentially expressed genes (top 6 differentially expressed 

genes are marked). GEO: Gene Expression Omnibus; CSC: Cancer stem cell; FPKM: Reads per kilobase of exon model per million 

mapped reads; FC: Fold change; CDC25B: Cell division cycle 25B; ID2: Inhibitors of DNA binding/differentiation 2; TRMT5: 

Transfer RNA methyltransferase 5; SLC25A24: Solute carrier family 25 member 24; EDN1: Endothelin 1; CXCL8: C-X-C motif 

chemokine ligand 8.
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的独立保护因素（表 1）。基于上述独立危险及保

护因素，通过 R 3.6.3 软件 rms 包构建预测肾癌 3、
5 及 10 年总体生存率的列线图（图 4），并使用

Bootstrap 法对列线图的预测效能进行检验，结果提

示列线图对肾癌患者总体生存率的评估效能较好，

C 指数为 0.803。

图 2 肾癌干细胞差异表达基因的 GO 富集分析（A）及 GSEA（B）结果

Fig 2 GO enrichment analysis (A) and GSEA (B) of differentially expressed genes of renal cancer stem cells
GO: Gene Ontology; GSEA: Gene Set Enrichment Analysis; TNF-α: Tumor necrosis factor α; NF-κB: Nuclear factor κB.
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表 1 肾癌患者预后影响因素的单因素和多因素 Cox 回归分析

Tab 1 Univariate and multivariate Cox regression analyses of influencing factors of prognosis of patients with renal cancer

Variable
Univariate analysis Multivariate analysis

HR (95% CI) P value HR （95% CI） P value
Age 1.02 (1.01, 1.03) ＜0.01 1.04 (1.02, 1.05) ＜0.01
Clinical stage 1.91 (1.74, 2.21) ＜0.01 1.82 (1.58, 2.10) ＜0.01
CXCL2 1.24 (1.13, 1.32) ＜0.01 1.12 (0.98, 1.27) 0.09
CX3CL1 0.72 (0.64, 0.81) ＜0.01 0.75 (0.65, 0.86) ＜0.01
CXCL8 1.26 (1.16, 1.35) ＜0.01 1.01 (0.90, 1.13) 0.85
CCL20 1.04 (0.96, 1.15) 0.54
CXCL6 1.11 (1.02, 1.15) ＜0.01 1.02 (0.96, 1.10) 0.39
CXCL1 1.22 (1.15, 1.31) ＜0.01 1.02 (0.90, 1.14) 0.81

CXCL: C-X-C motif chemokine ligand; CX3CL1: C-X3-C motif chemokine ligand 1; CCL20: C-C motif chemokine ligand 20; 

HR: Hazard ratio; CI: Confidence interval.

图 3 蛋白质 -蛋白质相互作用网络图（A）及核心蛋白模块（B）

Fig 3 Protein-protein interaction network diagram (A) and hub protein module (B)
CXCL: C-X-C motif chemokine ligand; CX3CL1: C-X3-C motif chemokine ligand 1; CCL20: C-C motif chemokine ligand 20.
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图 4 预测肾癌患者 3、5、10 年总体生存率的列线图模型

Fig 4 Nomogram model for predicting 3-, 5- and 10-year overall survival rates of renal cancer patients
CX3CL1: C-X3-C motif chemokine ligand 1; FPKM: Reads per kilobase of exon model per million mapped reads.
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2.5 肾癌患者 CX3CL1 蛋白表达水平验证及其与

预后的关系 通过 HPA 数据库发现 CX3CL1 在肾

癌中的表达量低于正常肾脏组织（图 5A）。根据

CX3CL1 的表达水平将患者分为低表达组和高表达

组，生存分析结果显示，CX3CL1 高表达组患者总

生存期长于低表达组（P＜0.000 1，图 5B）。

图 5 肾癌组织中 CX3CL1 的表达及其与患者生存的关系

Fig 5 Expression of CX3CL1 in renal cancer tissues and its relationship with patient survival
A: CX3CL1 expression in renal cancer and normal renal tissues. T1-T3 represent renal cancer tissues, and N1-N3 represent normal 

renal tissues. B: Overall survival analysis of renal cancer patients with high or low expression of CX3CL1. CX3CL1: C-X3-C motif 

chemokine ligand 1.

3 讨 论

肾癌是一种异质性显著、发病机制复杂的恶

性肿瘤，多种基因参与了肾癌的发病，生物信息学

的发展及大型测序队列数据的公布为肾癌发病机制

研究及模型构建提供了基础。肿瘤干细胞具有器官

特异性，通过损伤修复、代谢调整、突变累积等机

制在肿瘤进程中发挥作用。采用单细胞测序技术结

合时序分析鉴定出了大量的肿瘤起始细胞，后者是

肿瘤诊疗的新靶标。本研究通过 GEO 及 TCGA 两

大数据库筛选肾癌干细胞相关基因，发现 CX3CL1
表达是肾癌预后的独立保护因素，并将该蛋白与其

他临床指标结合构建了一种新的肾癌预后模型。

CX3CL1 属于趋化因子蛋白家族成员，该蛋白

家族参与了肿瘤细胞增殖、迁移和侵袭。Conley-
Lacomb 等［10-11］发现 CXCL12/C-X-C 基序趋化因子

受 体（C-X-C motif chemokine receptor，CXCR）4 
轴促进前列腺癌转移；CCL2 作用于血管内皮细胞，

通过 Janus 激酶 2（Janus kinase 2，JAK2）- 信号转 
导与转录激活因子 5（signal transducer and activator 
of transcription 5，STAT5）和 MAPK 通路促进肿

瘤的血管生成和转移。Zhu 等［12］和 Biswas 等［13］

发现 CXCL13/CXCR5 轴参与乳腺癌、结肠癌和

淋巴瘤的进展。趋化因子蛋白可作用于免疫系

统，影响肿瘤进程。Qian 等［14］发现 CCL2 通过招

募炎性单核细胞促进乳腺癌转移。研究发现肿瘤

相关巨噬细胞通过分泌 CCL18 促进卵巢癌、乳

腺癌和胰腺导管腺癌转移［15-16］。Gao 等［17］发现

CXCL5 作用于 CXCR5 促进膀胱癌细胞分泌基质

金 属 蛋 白 酶（matrix metalloproteinase，MMP）2 
和 MMP9，后者促进肿瘤转移和侵袭。Maxwell
等［18］发现 CXCL8 可促进前列腺癌细胞在缺氧环

境中存活。CX3CL1 蛋白通过转录后修饰形成多

种变体，均通过结合 C-X3-C 基序趋化因子受体 1
（C-X3-C motif chemokine receptor 1，CX3CR1）
发挥生物学功能［19］。CX3CL1 是一种跨膜糖蛋白，

在人体中以膜结合型和可溶型 2 种方式存在，其

中膜结合型 CX3CL1 可发挥黏附功能，促进内皮

细胞与 CX3CR1＋细胞黏附；可溶型 CX3CL1 是膜

结合型被去整合素和金属蛋白酶（a disintegrin and 
metalloproteinase，ADAM）10 和 ADAM17 酶切而

成，介导白细胞趋化等［20］。目前对 CX3CL1 在肿

瘤中的具体机制观点不一，有研究发现 CX3CL1 发

挥抗肿瘤作用，也有研究证实 CX3CL1 促进肿瘤进

展［21］。本研究发现该分子是肾癌患者预后的保护

因素。
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本研究也存在一些局限性：首先，缺乏CX3CL1
在肾癌中的机制研究；其次，没有考虑 CX3CL1 在

其他组学，如体细胞突变、结构变异及甲基化修饰

方面的变异；最后，本研究没有在中国肾癌队列中

验证 CX3CL1 是否为肾癌患者的预后保护因素。上

述分析将在后续研究中完成。总而言之，本研究通

过数据挖掘发现 CX3CL 是肾癌患者预后的独立保

护因素，为肾癌干细胞研究提供了新的方向。
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