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基于癌症基因组图谱肺鳞状细胞癌免疫细胞浸润图景及预后分析
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［摘要］ 目的 探讨肺鳞状细胞癌组织免疫细胞浸润全景，构建预后风险评估模型，分析并评估患者的预后。 
方法 利用癌症基因组图谱（TCGA）数据库肺鳞状细胞癌全转录组数据，通过 R 4.0.3 软件利用 CIBERSORT 反卷积

算法计算不同免疫细胞浸润相对含量，用单因素和多因素 Cox 回归分析建立预后风险评估模型，并用 ROC 曲线评估

模型效能，结合临床变量绘制预测患者 3、5、10 年生存率列线图。结果 共涉及 22 种免疫细胞类型。正常组织中的 
8 种免疫细胞亚群（初始 B 细胞、浆细胞、激活记忆 CD4 T 细胞、滤泡辅助性 T 细胞、调节性 T 细胞、M0 型巨噬细

胞、 M1 型巨噬细胞、休眠树突状细胞）浸润相对含量均低于肺鳞状细胞癌组织（P＜0.05 或 P＜0.01），正常组织中

的另外 8 种免疫细胞亚群［休眠记忆 CD4 T 细胞、休眠自然杀伤（NK）细胞、单核细胞、M2 型巨噬细胞、激活树突

状细胞、休眠肥大细胞、嗜酸性粒细胞、中性粒细胞］浸润相对含量均高于肺鳞状细胞癌组织（P＜0.01 或P＜0.05），

其余免疫细胞亚群（记忆性 B 细胞、CD8 T 细胞、初始 CD4 T 细胞、γ/δ T 细胞，激活 NK 细胞、激活肥大细胞）在

两组间差异均无统计学意义（P 均＞0.05）。初始 CD4 T 细胞、休眠记忆 CD4 T 细胞对肺鳞状细胞癌患者是危险因素 
（HR＞1），而激活记忆 CD4 T 细胞、滤泡辅助性 T 细胞、休眠树突状细胞则是保护因素（HR＜1）。激活记忆 CD4 
T 细胞、休眠树突状细胞浸润相对含量高的肺鳞状细胞癌患者预后较相对含量低的患者好（P＜0.05）。用激活记忆

CD4 T 细胞、滤泡辅助性 T 细胞、休眠树突状细胞构建的肺鳞状细胞癌患者预后风险评估模型的效能良好，ROC 曲线

的 AUC 为 0.678。结论 休眠树突状细胞、激活记忆 CD4 T 细胞与肺鳞状细胞癌的发生、预后有关，并且可以作为独

立的预后因子。预后相关免疫细胞亚群构建的预后风险评估模型效能良好。 
［关键词］ 肺肿瘤；鳞状细胞癌；免疫细胞；预后；癌症基因组图谱
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［ Abstract ］　Objective　To explore the proportion of immune cell infiltration in lung squamous cell carcinoma and  
to establish a prognostic risk assessment model for the patients. Methods　Based on the whole transcriptome data of lung 
squamous cell carcinoma from The Cancer Genome Atlas (TCGA) database, R 4.0.3 software and CIBERSORT deconvolution 
algorithm were used to calculate the proportion of different immune cell infiltrations. The prognostic risk assessment model 
was established by univariate and multivariate Cox regression analysis, and the effectiveness of the model was evaluated 
by receiver operating characteristic (ROC) curve. The nomogram for predicting 3-, 5-, and 10-year survival rates of patients 
was plotted with clinical variables. Results　A total of 22 types of immune cells were involved. The relative infiltration 
rates of 8 types of immune cell subsets (naive B cells, plasma cells, CD4 memory activated T cells, follicular helper T cells, 
regulatory T cells, M0 macrophage, M1 macrophage, and resting dendritic cells) were significantly lower than those in lung 
squamous carcinoma tissue (P＜0.05 or P＜0.01), while the infiltration rates of other 8 types (CD4 memory resting T cells, 
resting natural killer (NK) cells, monocytes, M2 macrophages, activated dendritic cells, resting mast cells, eosinophils, and 
neutrophils) were significantly higher (P＜0.01 or P＜0.05); and there were no significant differences in the rest of immune 
cell subsets (memory B cells, CD8 T cells, CD4 naive T cells, γ/δ T cells, activated NK cells, or activated mast cells) (all  
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P＞0.05). CD4 naive T cells and CD4 memory resting T cells were risk factors in patients with lung squamous cell carcinoma 

(HR＞1), while CD4 memory activated T cells, follicular helper T cells, and resting dendritic cells were protective factors  

(HR＜1). The prognosis of patients with high infiltration rates of CD4 memory activated T cells and resting dendritic cells was 

better than those of patients with low rates (P＜0.05). The prognostic risk assessment model of patients with lung squamous 

cell carcinoma constructed by CD4 memory activated T cells, follicular helper T cells and resting dendritic cells was effective, 

with the area under curve value of (ROC) curve being 0.678. Conclusion　Resting dendritic cells and CD4 memory activated 

T cells are associated with the occurrence and prognosis of lung squamous cell carcinoma, and can be used as independent 

prognostic factors. The prognostic risk assessment model constructed by prognosis related immune cell subsets is effective.

［ Key words ］　lung neoplasms; squamous cell carcinoma; immune cells; prognosis; The Cancer Genome Atlas

［Acad J Sec Mil Med Univ, 2021, 42(4): 391-398］

2020 年统计数据显示，肺癌是全球发病率居

第 2 位的恶性肿瘤，死亡率居世界首位［1-2］。肺鳞状

细胞癌是原发性支气管肺癌的一种常见类型，其对

放射治疗、化学治疗均不敏感［3］。肺鳞状细胞癌的

病理特征、生物学行为及诊治过程与其他类型肺癌

有着明显区别，既往多作为单独分类进行研究。肺

鳞状细胞癌常发生于老年患者，多表现为中央型肿

瘤，确诊时多为晚期，呼吸道及心血管系统并发症

多，靶向治疗获益不佳［4］。近年来，免疫治疗进展

迅速，被应用于多种恶性肿瘤的治疗并获得认可，

已成为个体化治疗的主要驱动力［5-7］。针对免疫检查

点的治疗如抗程序性死亡因子 1（programmed death 
1，PD-1）/ 程序性死亡因子配体 1（programmed 
death-ligand 1，PD-L1）与抗细胞毒性 T 淋巴细

胞 相 关 抗 原 4（cytotoxic T lymphocyte-associated 
antigen 4，CTLA-4）被认为具有广阔的应用前

景［7-9］。除此之外的免疫治疗靶点仍在不断探索 
中［10-12］。因此，探讨免疫细胞募集的机制、免疫细

胞浸润的全景及相关标志物的识别具有重要意义。

免疫细胞浸润与肿瘤的发生、进展、转移、

预后及治疗策略选择有关［13-17］，但在肺鳞状细胞

癌中相关研究较少。为了更好地了解肺鳞状细胞癌

免疫细胞浸润全景、识别预后相关免疫细胞亚群、

评估患者预后、探索免疫细胞招募机制，本研究

利用癌症基因组图谱（The Cancer Genome Atlas，
TCGA）数据库数据进行分析。

1 材料和方法

1.1 数据收集 从TCGA数据库（https://cancergenome. 
nih.gov/）下载肺鳞状细胞癌全转录组数据（n＝
551），并将其合并为同一矩阵，其中正常组织 49
例、肺鳞状细胞癌组织 502 例。同时下载相应的肺

鳞状细胞癌患者临床资料。

1.2 免疫细胞浸润相对含量全景 通过 R 4.0.3 软

件和利用 CIBERSORT 反卷积算法［18］，随机运算 
1 000 次，以 P＜0.05 为样本筛选标准。剔除部分

不符合筛选标准的样本后，最后保留样本 495 例，

其中正常组织 49 例、肺鳞状细胞癌组织 446 例。

利用肺鳞状细胞癌全转录组测序结果，推算每个样

本中不同免疫细胞浸润相对比例并绘图；使用聚类

分析区分正常组织和肺鳞状细胞癌组织，绘制不同

免疫细胞浸润相对含量的热图；采用 Wilcoxon 检

验比较正常组织与肺鳞状细胞癌组织中免疫细胞浸

润相对含量的差异；用 R 4.0.3 软件 corrplot 工具包

分析不同免疫细胞浸润相对含量之间的相关性；对

免疫细胞浸润相对含量进行主成分分析。

1.3 免疫细胞亚群与预后分析 结合从临床数据

资料中提取的变量，首先整合免疫细胞含量矩阵和

生存时间，采用 log-rank 检验对不同免疫细胞浸润

相对含量进行生存分析，并绘制 Kaplan-Meier 曲
线。同时，进一步分析不同免疫细胞浸润相对含量

与肿瘤分期、分级的关系。通过单因素 Cox 分析，

研究不同免疫细胞浸润相对含量与患者生存时间及

状态之间的关系，通过多因素 Cox 分析构建预后风

险评估模型。根据构建的预后风险评估模型，计算

每例肺鳞状细胞癌患者的风险值并分为高、低风险

两组，对两组患者进行生存分析。绘制ROC 曲线，

评价预后风险评估模型的效能。为进一步提高模

型评估患者预后的能力，结合临床变量，绘制列线

图，预测 3、5、10年生存率。检验水准（α）为 0.05。

2 结 果

2.1 免疫细胞浸润相对含量全景 本研究共涉

及 22 种免疫细胞的类型，包括初始B细胞、记忆
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性 B 细胞、浆细胞、CD8 T 细胞、初始 CD4 T 细

胞、休眠记忆CD4 T细胞、激活记忆CD4 T细胞、

滤泡辅助性T细胞、调节性T细胞、γ/δ T细胞、休

眠自然杀伤（natural killer，NK）细胞、激活NK细

胞、单核细胞、M0 型巨噬细胞、M1 型巨噬细胞、

M2 型巨噬细胞、休眠树突状细胞、激活树突状细

胞、休眠肥大细胞、激活肥大细胞、嗜酸性粒细

胞、中性粒细胞。采用CIBERSORT反卷积算法估

计每个样本中 22 种免疫细胞浸润相对含量，结果

（图 1）显示 495 例样本之间 22 种免疫细胞浸润含

量不同。22 种免疫细胞在正常组织和肺鳞状细胞

癌组织中浸润相对含量差异分析小提琴图（图 2）
显示，初始B细胞、浆细胞、激活记忆CD4 T细

胞、滤泡辅助性T细胞、调节性T细胞、M0 型巨

图 2 22 种免疫细胞在正常组织和肺鳞状细胞癌组织中浸润相对含量差异分析

Fig 2 Comparative analysis of relative infiltration rates of 22 types of immune cells in normal tissues and lung 
squamous cell carcinoma tissues

Blue indicates normal tissues (n＝49) and red indicates lung squamous cell carcinoma tissues (n＝446). NK: Natural killer.
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图 1 495 例样本中 22 种免疫细胞浸润相对含量

Fig 1 Relative infiltration rates of 22 types of immune cells in 495 samples
The abscissa is the tissue sample and the ordinate is the relative infiltration rate of immune cells. n＝49 in normal tissues and n＝446 
in lung squamous cell carcinoma tissues. NK: Natural killer. 
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噬细胞、 M1 型巨噬细胞、休眠树突状细胞在正常

组织中的浸润相对含量均低于肺鳞状细胞癌组织 
（P＜0.05 或P＜0.01）；休眠记忆CD4 T细胞、休眠

NK细胞、单核细胞、M2 型巨噬细胞、激活树突状

细胞、休眠肥大细胞、嗜酸性粒细胞、中性粒细胞在

正常组织中的浸润相对含量均高于肺鳞状细胞癌组织 
（P＜0.01 或P＜0.05）；记忆B细胞、CD8 T细胞、

初始CD4 T细胞、γ/δ T细胞、激活NK细胞、激活肥

大细胞在正常组织和肺鳞状细胞癌组织中的差异均无

统计学意义（P均＞0.05）。相关性分析结果（图 3）
表明，22 种免疫细胞浸润相对含量之间存在相关性。

主成分分析结果（图 4）表明，免疫细胞浸润相对含

量可以区分正常组织和肺鳞状细胞癌组织。
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图 3 22 种免疫细胞浸润相对含量的相关性分析

Fig 3 Correlation analysis of relative infiltration rates of 22 types of immune cells
A: Normal tissues (n＝49); B: Lung squamous cell carcinoma tissues (n＝446). NK: Natural killer.



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

· 395 ·

2.2 免疫细胞亚群与患者预后之间的关系 单因

素 Cox 分析结果（表 1）显示，初始 CD4 T 细胞、

休眠记忆 CD4 T 细胞、激活记忆 CD4 T 细胞、滤

泡辅助性 T 细胞、休眠树突状细胞与肺鳞状细胞

癌患者总生存期有关（P＜0.05），其中初始 CD4 

T 细胞、休眠记忆 CD4 T 细胞是危险因素（HR＞

1），而激活记忆 CD4 T 细胞、滤泡辅助性 T 细胞、

休眠树突状细胞是保护因素（HR＜1）。Kaplan-

Meier 生存分析结果（图 5）显示，激活记忆 CD4 

T 细胞、休眠树突状细胞浸润含量高的肺鳞状细胞

癌患者预后较含量低的患者好（P＜0.05）。

2.3 预后风险评估模型建立 在单因素 Cox 分

析基础上，利用多因素 Cox 分析建立肺鳞状细

胞癌患者预后风险评估模型：风险值＝0.070×

激 活 记 忆 CD4 T 细 胞 浸 润 相 对 含 量＋0.019×

滤 泡 辅 助 性 T 细 胞 浸 润 相 对 含 量＋0.029×休

眠树突状细胞浸润相对含量。根据患者的风

险值将其分为高、低风险两组，生存分析结果

（图 6）表明，低风险患者预后好于高风险患者 

（P＜0.05）。为进一步评估模型效能，绘制了

ROC 曲线（图 7），AUC 为 0.678，表明预后风险

评估模型效能良好。将风险值和临床因素结合，进

行单因素和多因素 Cox 分析，结果（表 2）表明预

后风险评估模型的风险值可以作为肺鳞状细胞癌患

者的独立预后因子。结合风险评分和临床相关变

量，肺鳞状细胞癌患者 3、5、10 年生存率列线图

如图 8 所示。

图 5 激活记忆 CD4 T 细胞（A）、休眠树突状细胞（B）浸润与肺鳞状细胞癌患者

总生存期的 Kaplan-Meier 分析

Fig 5 Kaplan-Meier surival analysis of overall survival of patients with lung squamous cell carcinoma and infiltration 

of CD4 memory activated T cells (A) or resting dendritic cells (B) 

图 4 免疫细胞浸润相对含量主成分分析（PCA）

Fig 4 Principal component analysis (PCA) of relative 

infiltration rates of the immune cells
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表 1 肺鳞状细胞癌患者总生存率单因素 Cox 分析

Tab 1 Univariate Cox analysis of overall survival in 

patients with lung squamous cell carcinoma
Subset of immune cell HR (95% CI) P value

CD4 naive T cell 2.71 (2.11, 3.46) 0.02 

CD4 memory resting T cell 8.67 (1.26, 9.48) 0.03 

CD4 memory activated T cell 0.02 (0.00, 0.82) 0.04 

Follicular helper T cell 0.00 (0.00, 0.83) 0.04 

Resting dendritic cell 0.00 (0.00, 0.51) 0.02 

HR: Hazard ratio; CI: Confidence interval.
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图 6 高风险组与低风险组肺鳞状细胞癌患者 

总生存期分析

Fig 6 Analysis of overall survival of patients with lung 

squamous cell carcinoma in high-risk and low-risk groups

图 7 ROC 曲线验证预后风险评估模型的预后价值

Fig 7 ROC curve verification of the prognostic value of 

the prognostic risk assessment model
ROC: Receiver operating characteristic; AUC: Area under curve.
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表 2 临床因素与风险值评估预后的单因素和多因素 Cox 回归分析

Tab 2 Univariate and multivariate Cox regression analyses of clinical factors and risk score for assessing prognosis

Item
Univariate analysis Multivariate analysis

HR (95% CI) P value HR (95% CI) P value
Age 1.02 (1.00, 1.04) 0.05 1.02 (1.00, 1.04) 0.03
Gender 1.13 (0.80, 1.60) 0.49 1.06 (0.75, 1.51) 0.73
Stage 1.32 (1.11, 1.58) ＜0.01 0.91 (0.60, 1.36) 0.64
 T 1.43 (1.17, 1.73) ＜0.01 1.45 (1.09, 1.94) 0.01
 N 1.25 (1.01, 1.54) 0.04 1.35 (0.93, 1.98) 0.12
 M 2.28 (0.84, 6.18) 0.10 1.91 (0.56, 6.58) 0.30
Risk score 2.81 (1.64, 4.83) ＜0.01 2.70 (1.57, 4.65) ＜0.01

HR: Hazard ratio; CI: Confidence interval.

图 8 预测肺鳞状细胞癌患者 3、5、10 年生存率列线图

Fig 8 Nomograph for predicting 3-, 5-, and 10-year survival rates in patients with lung squamous cell carcinoma
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3 讨 论

近年来，以免疫检查点为靶点的免疫疗法被应

用于多种恶性肿瘤的治疗，如肺癌、膀胱癌、乳腺

癌、胆管癌等［19-24］。研究表明，免疫细胞浸润与肿

瘤分期、分级、预后等临床特征有关，而基于免疫

细胞浸润的聚类分析有利于治疗策略的选择［5,25-26］。

既往研究多采用免疫组织化学染色和流式细

胞术研究肿瘤组织中免疫细胞浸润情况，但这 2 种

方法均存在局限性［27-28］。免疫组织化学染色依赖

细胞蛋白标记来识别免疫细胞亚群，该方法只能识

别少数免疫细胞亚群，由于此类蛋白标记也存在于

其他细胞中，因此研究结果会存在一定程度的偏

倚。而流式细胞术依赖多种蛋白标记物分析免疫细

胞类型，但会受到荧光通道的限制。CIBERSORT
是一种基于基因表达数据的复杂的反卷积算法，

其以高分辨率而闻名。该算法经流式细胞术验证，

已应用于多种肿瘤组织中免疫细胞浸润图景的 
研究［5,18,25,28］。

我们从 TCGA 数据库中获得了肺鳞状细胞

癌全转录组数据和相应患者的临床信息，并通过

CIBERSORT 反卷积算法计算出每个样本中 22 种免

疫细胞的含量，经过 1 000 次运算模拟剔除了差异

无统计学意义的数据。我们发现每个样本中 22 种

免疫细胞浸润相对含量均不同。22 种免疫细胞中，

有 8 种免疫细胞（初始 B 细胞、浆细胞、激活记忆

CD4 T 细胞、滤泡辅助性 T 细胞、调节性 T 细胞、

M0 型巨噬细胞、 M1 型巨噬细胞、休眠树突状细

胞）在肺鳞状细胞癌组织中浸润相对含量均高于

正常组织（P＜0.05 或 P＜0.01），另有 8 种免疫细

胞（休眠记忆 CD4 T 细胞、休眠 NK 细胞、单核细

胞、M2 型巨噬细胞、激活树突状细胞、休眠肥大

细胞、嗜酸性粒细胞、中性粒细胞）在正常组织中

的浸润相对含量均高于肺鳞状细胞癌组织（P＜0.01
或 P＜0.05），其余免疫细胞在正常组织与肺鳞状细

胞癌组织中的差异无统计学意义（P 均＞0.05）。

因此，可以认为免疫细胞与肿瘤的发生有关。

相关性分析和主成分分析结果表明，免疫细胞

浸润相对含量存在聚类偏倚和个体差异。我们认为

免疫细胞浸润相对含量是样本的本质特征，表征个

体差异性。这与之前其他肿瘤中的研究结果［29-32］相 
符。通过单因素 Cox 分析和生存分析，探索了 22

种免疫细胞浸润相对含量与肺鳞状细胞癌患者总生

存率的关系。许多研究均表明，免疫细胞浸润相对

含量与患者预后相关。本研究发现初始 CD4 T 细

胞、休眠记忆 CD4 T 细胞为预后危险因素（HR＞
1），而激活记忆 CD4 T 细胞、滤泡辅助性 T 细胞、

休眠树突状细胞为预后保护因素（HR＜1），认为

免疫细胞浸润与患者预后有关。在此基础上，通过

多因素 Cox 回归分析建立了肺鳞状细胞癌患者预

后风险评估模型，ROC 曲线分析结果显示 AUC 为

0.678，表明该风险评估模型效能良好。

本研究也存在一些局限性。第一，肺鳞状细胞

癌患者预后生存风险评估模型缺少外部验证；第

二，研究结果需要进一步在肺癌患者临床病理样本

中验证各个免疫细胞侵润对肺磷状细胞癌患者预后

的影响；第三，受限于 TCGA 数据库的临床资料，

本研究结合风险值与相关临床因素绘制列线图存在

一定偏倚。

综上所述，免疫细胞浸润相对含量是肿瘤组织

的本质特征，表征个体差异性，与肿瘤的发生、预

后密切相关；激活记忆 CD4 T 细胞、休眠树突状

细胞可以作为肺鳞状细胞癌的独立预后因子。该结

果有助于评估患者预后，进一步探索免疫细胞浸润

的驱动力，发现新的治疗靶点。
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