
书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报　　  2021 年 5 月第 42 卷第 5 期　　  http：//www.ajsmmu.cn
Academic Journal of Second Military Medical University, May 2021, Vol. 42, No. 5 · 503 ·

· 论 　著 ·DOI：10.16781/j.0258-879x.2021.05.0503

基于生物信息学分析肾透明细胞肉瘤核心基因及免疫细胞浸润

江爱民△，王安邦△，顾 迪，董 凯，富智斌，刘 冰，王林辉*

海军军医大学（第二军医大学）长征医院泌尿外科，上海 200003

［摘要］  目的 基于基因表达汇编（GEO）数据库挖掘肾透明细胞肉瘤（CCSK）的核心基因并分析肿瘤和正

常组织间免疫细胞浸润情况，为 CCSK 的诊疗提供新方向。方法 对 GEO 数据库中 GSE49972 及 GSE2712 数据集

进行联合分析，筛选 CCSK 和正常胚肾组织间的差异表达基因，并对差异表达基因进行基因本体（GO）功能和京

都基因与基因组百科全书（KEGG）信号通路富集分析。构建蛋白质 -蛋白质相互作用网络，鉴定 CCSK 的核心基

因，同时对 CCSK 及正常胚肾组织进行免疫细胞浸润分析。结果 共筛选出 740 个差异表达基因，GO 功能富集分

析结果显示这些差异表达基因集中在细胞外结构组织、细胞外胶原基质、细胞黏附分子结合等功能模块。KEGG 信

号通路分析结果显示差异表达基因参与的主要信号通路富集于 PI3K/Akt 信号通路、肿瘤转录失调、黏着斑、钙离

子信号通路及肿瘤蛋白多糖等。蛋白质 -蛋白质相互作用网络分析发现核心模块中密封蛋白家族和钙黏着蛋白家

族权重较大。免疫细胞浸润分析发现大多数免疫细胞在 CCSK 组织中浸润程度低，但 CD4 T 细胞浸润程度较高。 

结论 密封蛋白和钙黏着蛋白等相关通路及核心基因在 CCSK 中发挥重要作用，可作为潜在的治疗靶点。免疫检查

点与特定激酶抑制剂的联合应用可能提高对 CCSK 的免疫治疗效果。
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Core genes and immune cell infiltration of clear cell sarcoma of the kidney: a bioinformatics analysis

JIANG Ai-min△, WANG An-bang△, GU Di, DONG Kai, FU Zhi-bin, LIU Bing, WANG Lin-hui*

Department of Urology, Changzheng Hospital, Naval Medical University (Second Military Medical University), Shanghai 200003, China

［ Abstract ］ Objective To identify the core genes of clear cell sarcoma of the kidney (CCSK) based on the Gene 
Expression Omnibus (GEO) database, and to analyze the immune cell infiltration between tumor and normal tissues, so as to 
provide a new direction for the diagnosis and treatment of CCSK. Methods Combined analysis of GSE49972 and GSE2712 
datasets from GEO database was performed to screen the differentially expressed genes between CCSK and normal embryonic 
kidney tissues. The Gene Ontology (GO) function and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) signaling 
pathway enrichment analyses of the differentially expressed genes were performed and the protein-protein interaction network 
was constructed to identify the core genes of CCSK. Meanwhile, the immune cell infiltration of CCSK and normal embryonic 
kidney tissues was analyzed. Results A total of 740 differentially expressed genes were screened out, and the GO function 
analysis showed that these genes were enriched in the extracellular structure organization, collagen-containing extracellular 
matrix, cell adhesion molecule binding and so on. The KEGG signaling pathway analysis showed that the major signaling 
pathways involved in differentially expressed genes mainly included in phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase B  
(PI3K/Akt) signaling pathway, trancriptional misregulation in cancer, focal adhesion, calcium signaling pathway and 
proteoglycans in cancer. The protein-protein interaction network analysis showed that claudin family and cadherin family had 
large weighted values in the core modules. The immunity cell infiltration analysis showed that the infiltration of most immune 
cells was low in CCSK tissues, but the infiltration of CD4 T cells was relatively high. Conclusion Claudin and cadherin 
pathways and core genes play an important role in CCSK and can be potential therapeutic targets. The combination of immune 
checkpoints and specific kinase inhibitors may improve the immunotherapeutic effect of CCSK.
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肾透明细胞肉瘤（clear cell sarcoma of the kidney，
CCSK）多在 3 岁以下儿童中发病，是儿童肾癌中第

二大常见肿瘤［1-2］。单纯的 CCSK 在成人肾癌中

所占比例较低，部分成人典型肾癌如肾透明细胞

癌、乳头状肾细胞癌及嫌色细胞癌也可发生肉瘤样 
变［3］。尽管 CCSK 发病率较肾母细胞瘤低，但起

病隐匿，鉴别诊断困难，患者常在诊断初期已发生

局部进展或远处转移［4-6］。CCSK 的临床典型表现

与肾母细胞瘤类似，以腹胀、腹痛、腹部肿块及血

尿多见，呕吐、摄食量骤减、发热、便秘及高血压

等症状少见［7］。CCSK 的治疗方案以手术联合放

化疗为主，多数患者预后较差［1,3］，目前缺乏针对

CCSK 的特异性诊疗标志物。此外，CCSK 的治疗

方式较为单一，缺乏特异性药物，发生肿瘤局部进

展或转移的患者预后极差，因此临床亟待探索新的

治疗手段。近年来免疫治疗的兴起为肿瘤治疗提供

了新方向，该治疗方案在多数肿瘤中发挥了显著疗

效，但对 CCSK 的疗效尚未见报道。本研究通过对

基因表达汇编（Gene Expression Omnibus，GEO）

数据库中 GSE49972 及 GSE2712 数据集的联合分

析，鉴定 CCSK 特异性标志物及信号通路，以期

为 CCSK 的早期诊断提供线索；并进一步通过对

CCSK 中免疫细胞浸润程度的评估，分析 CCSK 肿

瘤微环境组成，为 CCSK 治疗提供新思路。

1 材料和方法

1.1 数 据 来 源 及 处 理 从 GEO 数据库中下载

GSE49972数据集（Illumina HumanHT-12 V4.0芯片，

由 Jenny 等提供，包括 22 个 CCSK 组织样本和 4 个

正常胚肾组织样本）和GSE2712 数据集（Affymetrix 
Human Genome U133A 芯片，由 Elizabeth 等提供，包

括 18个CCSK组织样本及 3个正常胚肾组织样本），

通过 R 3.6.3 软件 limma 包对数据进行背景校正，数

据经过 log2 转化［8-9］后用于后续分析。

1.2 差异表达基因分析 利用 limma包对GSE49972
及 GSE2712 数据集进行分析，采用秩和检验分析

CCSK 组织和正常胚肾组织之间的基因水平差异

（|log2 差异倍数 |＞1 且P＜0.01），获取 2 个数据集

的差异表达基因，然后对差异表达基因取交集，用于

后续的功能富集分析及蛋白质 -蛋白质相互作用网

络构建。

1.3 功 能 与 通 路 分 析 利 用 R 3.6.3 软 件

clusterProfiler 包对差异表达基因进行基因本体

（Gene Ontology，GO）功能分析，基于京都基因与

基因组百科全书（Kyoto Encyclopedia of Genes and 
Genomes，KEGG）对CCSK相关通路进行分析［10-11］。

1.4 蛋白质 -蛋白质相互作用网络构建 将得到

的差异表达基因导入 STRING 蛋白数据库，调整关

联度（＞0.8）获取关联度较高的差异表达基因，

再通过 Cytoscape 软件中 CytoHubba 插件的加权算

法鉴定核心蛋白网络［12］。

1.5 免疫细胞浸润分析 利用 R 3.6.3 软件 GSVA
包对 GSE49972 及 GSE2712 数据集中的 CCSK 组

织和正常胚肾组织进行免疫细胞浸润分析。用 
R 3.6.3 软件 pheatmap 包绘制免疫细胞浸润热图，

用 ggplot2 包分析两组间免疫浸润细胞差异，用

corplot 包绘制免疫细胞的关联图。

1.6 统计学处理 应用 SPSS 22.0 软件进行统计学

分析，两组间差异分析采用独立样本 t 检验，免疫

浸润细胞之间的关系采用 Spearman 秩相关分析。

检验水准（α）为 0.05。

2 结 果

2.1 差异表达基因分析结果 CCSK 组织和正常

胚肾组织之间的差异表达基因由 GSE49972 数据

集分析可得 1 793 个，由 GSE2712 数据集分析可得 
1 565 个。对这 2 个数据集差异表达基因取交集，

共获得 740 个共同差异表达基因（300 个上调基因、

440 个下调基因）进行后续分析。

2.2 差异表达基因 GO 功能及 KEGG 通路富集 
分析 通过 clusterProfiler 包对 740 个差异表达基因

进行 GO 功能分析，分别注释到生物学过程、细胞

成分及分子功能 3 个模块，发现差异表达基因集中

在细胞外结构组织、细胞外胶原基质、细胞黏附分

子结合等功能模块上。KEGG 通路分析结果显示，

差异表达基因参与的主要信号通路富集于 PI3K/
Akt 信号通路、肿瘤转录失调、黏着斑、钙离子信

号通路及肿瘤蛋白多糖等（图 1）。

2.3 差异表达基因蛋白质 -蛋白质相互作用网络

分析 将差异表达基因导入 string 蛋白数据库，选

择关联度＞0.8 的互作蛋白，将筛选后的蛋白导入

Cytoscape 软件中进行重注释，得到蛋白质 -蛋白

［ Key words ］ kidney neoplasms; clear cell sarcoma; claudin; cadherins; immune cell infiltration
［Acad J Sec Mil Med Univ, 2021, 42(5): 503-511］
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图 1 740 个差异表达基因的 GO 功能及 KEGG 通路富集分析

Fig 1 GO and KEGG pathway enrichment analysis of 740 differentially expressed genes
A: GO enrichment analysis; B: KEGG pathway enrichment analysis. GO: Gene Ontology; KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and 

Genomes; PI3K/Akt: Phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase B.

2.4 免疫细胞浸润分析 利用GSVA包对GSE49972
数据集中的组织样本进行免疫细胞浸润评估，共涉

及 28 种免疫细胞（活化 B 细胞、活化 CD4 T 细

胞、活化 CD8 T 细胞、活化树突状细胞、CD56bright
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质相互作用网络图（图 2A）。使用 CytoHubba 插件

对蛋白质 -蛋白质相互作用网络进行子网络提取，

获得核心模块（图 2B），其中密封蛋白家族［claudin
（CLDN）10、CLDN3、CLDN8、CLDN11］和钙黏

着蛋白家族［cadherin（CDH）1、CDH2，CDH4］
在 CCSK 组织中权重较大，红色到黄色代表蛋白在

相互作用网络中的权重排序（红色权重值最大，黄

色权重值最小）。
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自然杀伤细胞、CD56dim 自然杀伤细胞、中心记

忆 CD4 T 细胞、中心记忆 CD8 T 细胞、效应记忆

CD4 T 细胞、效应记忆 CD8 T 细胞、嗜酸性粒细

胞、γδ T 细胞、幼稚 B 细胞、未成熟树突状细胞、

巨噬细胞、肥大细胞、骨髓来源抑制性细胞、记忆

B 细胞、单核细胞、自然杀伤细胞、自然杀伤 T 细

胞、中性粒细胞、浆细胞样树突状细胞、调节性

T 细胞、滤泡辅助性 T 细胞、1 型辅助性 T 细胞、

17 型辅助性 T 细胞、2 型辅助性 T 细胞）。结果

发现多数免疫细胞在 CCSK 组织中浸润程度较低

（图 3A），其中活化 B 细胞、活化树突状细胞、

CD56dim 自然杀伤细胞、中心记忆 CD8 T 细胞、效

应记忆CD8 T 细胞、γδ T 细胞、未成熟树突状细胞、

巨噬细胞、肥大细胞、骨髓来源抑制性细胞、自然

杀伤细胞、自然杀伤 T 细胞、中性粒细胞、调节性

T 细胞、滤泡辅助性 T 细胞、1 型辅助性 T 细胞、

17 型辅助性T 细胞在CCSK 组织中下调（P＜0.05，
P＜0.01），而活化 CD4 T 细胞和效应记忆 CD4 T 细

胞在 CCSK 组织中上调（P＜0.05，P＜0.01），见

图 3B。

对免疫浸润细胞进行相关性分析，结果发现在

CCSK 组织中活化CD4 T细胞、效应记忆CD4 T细

胞及 2 型辅助性T细胞与多数免疫浸润细胞呈负相

关关系（P均＜0.01）。见图 4。

图 2 蛋白质 -蛋白质相互作用网络图及核心模块

Fig 2 Protein-protein interaction network diagram and core modules
A: Protein-protein interaction network diagram of differentially expressed genes. Circles represent genes and lines represent 

associations between genes. Red represents up-regulated genes and blue represents down-regulated genes. B: In the core modules of 

protein-protein interaction network, claudin family and cadherin family have large weighted values, and the order of weighted values 

is shown on the right (the red weighted value is the largest, and the yellow weighted value is the smallest).
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图 3 CCSK 组织与正常胚肾组织间免疫细胞浸润热图及浸润差异（基于 GSE49972 数据集）

Fig 3 Heatmap and infiltration difference of immune cells between CCSK and normal embryonic  

kidney tissues (based on GSE49972 dataset)
*P＜0.05, **P＜0.01. A: Heatmap of immune cells between CCSK and normal embryonic kidney tissues (control); B: Difference 

of immune cell infiltration between CCSK (n＝22) and normal embryonic kidney tissues (n＝4). CCSK: Clear cell sarcoma of the 

kidney; MDSC: Myeloid-derived suppressor cell; NES: Normalized enrichment score.
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图 4 CCSK 和正常胚肾组织中 28 种免疫细胞的相关性（基于 GSE49972 数据集）

Fig 4 Correlation of 28 immune cells in CCSK or normal embryonic kidney tissues (based on GSE49972 dataset)
A: Correlation matrix of immune cells in CCSK tissues; B: Correlation matrix of immune cells in normal embryonic kidney 

tissues. Red represents negative correlation and blue represents positive correlation. The darker the color is, the more significant the 

correlation is. CCSK: Clear cell sarcoma of the kidney; MDSC: Myeloid-derived suppressor cell.
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3 讨 论

目前 CCSK 的治疗以手术联合放化疗为主，但

疗效欠佳，且毒副作用明显［1,4］。发生肿瘤转移的

患者 5 年生存率极低，常见的转移部位包括颅脑、

骨及肺，因此临床亟待 CCSK 特异性治疗方案［7,13］。

过去 10 年，免疫治疗在肾癌治疗研究中取得重大

进展，免疫检查点抑制剂作为晚期肾癌的二线治疗

方案于 2015 年获得批准，自此肾癌治疗迈入免疫

治疗时代［14-16］。有研究发现免疫治疗联合靶向药

物可显著提升晚期肾癌患者的总体生存期，抗血管

生成药物（如阿昔替尼、舒尼替尼）和免疫检查

点抑制剂联用可促进两类药物各自的疗效［17-18］。

CCSK 缺乏特异性标志物及治疗靶标，免疫治疗或

许有望成为该类患者的治疗手段。

随着测序技术及生物信息学的进步，对既往

芯片数据进行整合挖掘成为探究 CCSK 的发病

机制、推测可能的诊疗标志物的重要手段。本研

究对 GEO 数据库中数量较多的两组 CCSK 芯片

数据集 GSE49972 及 GSE2712 进行整合分析，共

筛选出 740 个差异表达基因。GO 功能分析发现

差异表达基因集中富集在细胞外结构组织、细胞

外胶原基质、细胞黏附分子结合等功能模块上，

可见细胞外成分参与了 CCSK 的疾病进程，提示

破坏细胞外基质成分可能有助于提高 CCSK 疗

效。KEGG 通路分析表明差异表达基因参与的主

要信号通路富集于 PI3K/Akt 信号通路、肿瘤转

录失调、黏着斑、钙离子信号通路及肿瘤蛋白多

糖等，其中 PI3K/Akt- 哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

（mammalian target of rapamycin，mTOR）信号通

路参与调控恶性肿瘤细胞的增殖、存活、代谢及

相关基因的转录、翻译等过程，靶向该通路的经典

药物（如西罗莫司、依维莫司）已在肾透明细胞

癌的治疗中取得一定效果，但存在一定毒副作用

且收益人群特征有限［19-21］。PI3K/Akt-mTOR 信号

通路抑制剂对 CCSK 的疗效尚未见报道，本研究

发现该通路参与 CCSK 疾病进展，提示靶向该通

路可能使 CCSK 患者获益。通过蛋白质 -蛋白质

相互作用网络分析，本研究鉴定出在众多差异表

达基因中起关键作用的核心基因，即 CLDN 蛋白

家 族（CLDN10、CLDN3、CLDN8、CLDN11） 和

CDH 蛋 白 家 族（CDH1、CDH2、CDH4） 基 因，

这些基因可能在 CCSK 的发生、发展中发挥重要

作用。CLDN 蛋白家族参与多种肿瘤进程，尤其是

肿瘤转移［22］。细胞间黏附结构及功能改变与肿瘤

远处转移密切相关，同时细胞间黏附结构及细胞极

性的破坏将促进肿瘤上皮细胞发生上皮 -间质转 
化［23-25］。有研究表明 CLDN 蛋白家族在消化道肿

瘤及乳腺癌中低表达，破坏组织渗透屏障，使细胞

间黏附力降低，导致肿瘤转移［26-28］。本研究发现

CLDN 蛋白家族在 CCSK 组织中显著下调，符合该

肿瘤易发生远处转移的临床特征；同时分析结果显

示该蛋白家族是蛋白质 -蛋白质相互作用网络的核

心模块，可推测 CLDN 蛋白家族参与了 CCSK 的发

生、发展及远处转移，该蛋白家族有望成为 CCSK
术前诊断及术后监测的新型分子标志物。CDH 蛋

白家族可发挥功能性钙离子依赖性黏附分子作用，

通过连接邻近细胞在疾病中发挥作用，该家族蛋

白功能的紊乱可促进肿瘤细胞局部浸润及远处转 
移［29-30］。有研究发现 CDH17 可作为消化系统肿瘤

（包括胃癌、肝癌及结直肠癌等）的诊断及预后标

志物［31-33］。本研究发现 CDH 蛋白家族在 CCSK 和

正常胚肾组织间存在差异表达，推测该蛋白家族成

员可能参与了 CCSK 的进展及转移。

鉴于 CCSK 治疗的靶向药物较少，尤其是对局

部进展或发生转移的 CCSK 患者，当前的治疗手段

效果不佳，患者预后较差，新兴的免疫治疗方法可

能有助于 CCSK 的治疗，因此本研究对 CCSK 免疫

细胞浸润情况进行了分析。本研究共涉及 28 种免

疫细胞，其中活化 CD4 T 细胞和效应记忆 CD4 T 
细胞在 CCSK 组织中上调，活化 B 细胞、活化树突

状细胞、CD56dim 自然杀伤细胞、中心记忆 CD8 T 
细胞、效应记忆 CD8 T 细胞、γδ T 细胞、未成熟

树突状细胞、巨噬细胞、肥大细胞、骨髓来源抑制

性细胞、自然杀伤细胞、自然杀伤 T 细胞、中性

粒细胞、调节性 T 细胞、滤泡辅助性 T 细胞、1 型

辅助性 T 细胞、17 型辅助性 T 细胞在 CCSK 组织

中下调，提示 CCSK 属于“冷肿瘤”，即免疫细胞

浸润程度较低，符合既往认为肾癌属于低负荷突变

类肿瘤的发现。这一结果提示单一的免疫治疗对该

类患者的效果可能并不显著。针对低负荷突变的

“冷肿瘤”，有研究证实靶向激活特定激酶，可使

“冷肿瘤”转为“热肿瘤”，从而增强免疫检查点

抑制剂抗体的疗效［34-35］。Noman 等［36］通过在“冷

第 5 期．江爱民，等．基于生物信息学分析肾透明细胞肉瘤核心基因及免疫细胞浸润
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肿瘤”中抑制磷脂酰肌醇 3- 激酶催化亚基 3 型

（phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit type 3，

PIK3C3）激酶活性，促进多种免疫细胞在肿瘤组

织中的浸润和肿瘤炎性环境的形成，使免疫检查点

抑制剂对多种“冷肿瘤”发挥杀伤效果。

综上所述，本研究通过 GEO 数据挖掘，鉴定

CCSK 中核心基因及特异信号通路，发现 CLDN 蛋

白家族及 CDH 蛋白家族显著下调，结合 KEGG 通

路富集分析结果推测黏着斑及钙离子依赖通路在

CCSK 疾病进程中发挥作用，上述基因及信号通路

可作为 CCSK 的潜在治疗靶点。通过分析 CCSK

组织中免疫细胞浸润情况，发现多数免疫细胞在

CCSK 组织中的浸润程度极低（包括 CD8 T 细胞、

自然杀伤 T 细胞等抗肿瘤免疫细胞），但 CD4 T 细

胞浸润程度较高，提示 CCSK 免疫微环境中免疫起

始阶段正常，但缺乏有效的肿瘤抗原递呈，未能募

集相关效应 T 细胞。免疫检查点与特定激酶抑制剂

的联合应用可能会提高效应 T 细胞的浸润程度，进

而提高免疫治疗疗效。
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