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【摘 要】 目的 利用癌症基因组图谱( TCGA) 数据库构建口腔鳞状细胞癌( OSCC) 的自噬相关基因( AＲG) 风
险预测模型。方法 基于 TCGA数据库筛选 OSCC中差异表达 AＲG。依次行单因素 Cox分析、Lasso回归分析和多因
素 Cox分析构建 AＲG风险预测模型，并根据模型风险评分( ＲS) 的中位数将患者分为高、低风险组，组间生存差异通
过 Kaplan-Meier进行评估。单因素和多因素 Cox分析检验模型在预测预后中的作用，受试者工作特征曲线( ＲOC) 评
估模型的准确性，最后分析模型与临床病理特征的相关性。Western-blot 验证模型中基因 BAK1 在 OSCC 中的表达。

结果 OSCC中共筛选出 37 个差异表达 AＲG( FDＲ ＜ 0． 05，| logFC | ＞ 1) 。行单因素 Cox分析、Lasso回归分析及多因
素 Cox分析筛选出 FADD、NKX2-3、BAK1 作为预后相关差异表达 AＲG，用于风险预测模型的构建，即 ＲS = ( 1． 558 5 ×
FADD) + ( － 0． 557 8 × NKX2-3) + ( 1． 547 1 × BAK1) 。Kaplan-Meier生存分析表明，高风险组的 5 年生存率低于低风
险组( P ＜ 0． 001) 。单因素和多因素 Cox分析表明，预测模型有效且独立于其他临床因素( P ＜ 0． 001 ) 。ＲOC 曲线结
果显示，该模型诊断 OSCC预后的曲线下面积为 0． 614。在较高 T分期和较大年龄患者中可发现模型的 ＲS增高( P ＜
0． 05) 。Western-blot结果表明，在 OSCC癌组织中 BAK1 蛋白表达高于癌旁组织( t = 3． 197，P = 0． 033 ) 。结论 基于
FADD、NKX2-3、BAK1 等 3 个 AＲG构建的风险预测模型可作为 OSCC 患者预测预后的生物标志物，从而有助于对不
同风险的患者进行个体化诊疗。
【关键词】 口腔鳞状细胞癌;自噬相关基因;风险预测模型; 预后
【中图分类号】 Ｒ739． 85 【文献标识码】 A

Construction and validation of risk prediction model for autophagy related genes in oral squamous cell carcinoma
based on TCGA Wang Jinhang* ，Peng Shixiong，Zhao Jianguang，Chen Yanping，Cui Zifeng． * Department of Stomatolo-
gy，Second Hospital of Shijiazhuang City，Hebei Province，Shijiazhuang 050000，China
Corresponding author: Cui Zifeng，E-mail: cuizifeng358@ foxmail． com
Funding program: Science and Technology Project of Hebei Province ( 22377779D) ; Youth Science and Technology Project of
Hebei Provincial Health Department ( 20211145)
【Abstract】 Objective To construct an autophagy related gene (ARG) risk prediction model for oral squamous cell

carcinoma (OSCC) using the cancer genome atlas (TCGA) database. Methods Screening ARG differentially expressed in OS-

CC based on TCGA database. The single factor Cox analysis, Lasso regression analysis and multi factor Cox analysis were con-

ducted to construct the ARG risk prediction model. The ARG risk prediction model was divided into high and low risk groups
according to the median of the model risk score (RS). The survival difference between groups was evaluated by Kaplan Meier.
Univariate and multivariate Cox analysis examined the role of the model in predicting prognosis, the accuracy of the model was
evaluated by the receiver operating characteristic curve (ROC), and finally the correlation between the model and clinical patho-

logical characteristics was analyzed. Western blot was used to verify the expression of gene BAK1 in OSCC. Ｒesults A total
of 37 differentially expressed ARGs were screened by OSCC (FDR <0.05, | logFC | >1). Single factor Cox analysis, Lasso re-

^ gression analysis and multivariate Cox analysis screened FADD, NKX2-3, and BAK1 as prognostic related differences to ex-

press ARG for the construction of risk prediction model, that is, RS = (1.558 5 × FADD) + ( － 0.557 8 × NKX2-3) + ( 1.547
1 × BAK1) . Kaplan-Meier survival analysis showed that the 5-year survival rate of high-risk group was lower than that of
low-risk group (P <0.001). Cox analysis of single factor and multiple factors showed that the predictive model was effective
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^ and independent of other clinical factors (P <0.001). The ROC curve results showed that the area under the curve for diagno-
^ sing the prognosis of OSCC was 0.614. The RS of the model was increased in higher T stage and older age (P <0.05). Western

blot results showed that the expression of BAK1 protein in OSCC cancer tissues was higher than that in adjacent tissues (t =3.
197, P =0.033). Conclusion The risk prediction model based on FADD, NKX2-3, BAK1 and other three ARGs can be used
as a biomarker to predict the prognosis of OSCC patients, which is helpful for individualized diagnosis and treatment of pa-
tients with different risks.
【Key words】 Oral squamous cell carcinoma; Autophagy-related genes; Risk prediction model; Prognosis

口腔鳞状细胞癌 ( oral squamous cell carcinoma，
OSCC) 约占头颈癌的 90%［1］。目前临床中多应用肿
瘤分期或组织学分级等指标来评估 OSCC 患者的预
后，存在导致部分低危患者接受过度治疗的可能或导
致部分高危患者因治疗不足而面临复发和转移的风
险，造成患者的预后差异较大［2］，可见，临床上仍需挖
掘 OSCC中潜在的生物标志物用于评估患者的预后。

自噬是维持内稳态的关键，然而研究中逐渐发现
自噬也可有助于肿瘤的发生或发展，如可使癌细胞发
生免疫逃逸从而导致细胞的增殖［3-4］。目前已有学者
尝试通过自噬相关机制为 OSCC 寻找新的治疗策略，
但研究主要集中于自噬相关基因 ( autophagy related
gene，AＲG) 在 OSCC 发展或治疗中的作用，缺乏通过
大数据来筛选和鉴定 AＲG 中可用于预测 OSCC 患者
预后的生物标志物。本研究将癌症基因组图谱 ( the
cancer genome atlas，TCGA) 数据库中 OSCC 相关 AＲG
表达数据与临床病理特征及预后数据相结合，探究
AＲG风险预测模型在 OSCC 预后中潜在的临床应用
价值，报道如下。
1 资料与方法
1． 1 数据获取与处理 本研究应用 Ｒ 软件行数据处
理和统计分析。从 TCGA 数据库中共获取 501 例
OSCC样本和 44 例癌旁样本的 ＲNA-seq 数据。在
OSCC样本中 498 例具有完整的预后数据，432 例具有
完整的性别、年龄、肿瘤分化程度、肿瘤分期和 T 分期
数据。通过 Ensembl 提供的“Homo_sapiens． GＲCh38．
104． chr． gtf． gz”文件行基因名称注释。
1． 2 差异表达 AＲG的筛选 从 HADb数据库中获取
人 AＲG基因共 232 个，limma包以 FDＲ ＜ 0． 05 和 | log-
FC | ＞ 1 为条件筛选出 ＲNA-seq 数据中差异表达的
AＲG。ClusterProfiler、Org． Hs． eg． db、Enrichplot 和 Gg-
plot2 包行基因本体论( gene ontology，GO) 和京都基因
与基因组百科全书( Kyoto encyclopedia of genes and ge-
nomes，KEGG) 富集分析，以 p． adjust 和 qvalue 均 ＜
0． 05为条件发现差异表达 AＲG的主要生物学特征。
1． 3 预后相关差异表达 AＲG的筛选 结合 OSCC 中

差异表达 AＲG 和预后数据，Survival 包行单因素 Cox
分析后将 P ＜ 0． 05 的数据进一步应用 Glmnet 包纳入
Lasso回归分析，以达到简化模型参数的目的。后再次
通过 Survival包对以上结果行多因素 Cox 分析筛选出
预后相关的差异表达 AＲG。
1． 4 风险预测模型的构建与分析 基于预后相关差
异表达 AＲG 的表达参数构建风险预测模型的评分

( risk score，ＲS) : ＲS =∑
n
i = 1
［( expGene) i × coefi］，coef

代表基因在多因素 Cox 回归分析中的回归系数，exp-
Gene为基因表达量，n为模型中基因的数量。取 ＲS的
中位数将 OSCC 患者分为高、低风险组，Survival 和
Survminer 包行 Kaplan-Meier 生存分析评估组间的预
后差异。Survival包行单因素和多因素 Cox 分析评估
模型的独立性。SurvivalＲOC 包绘制模型的受试者工
作特征曲线 ( receiver operating characteristic curve，
ＲOC) ，并计算曲线下面积( area under curve，AUC) 评
估与传统临床病理特征相比模型的诊断优势。进一步
应用 Beeswarm包分析模型与临床病理特征间的相关
性。P ＜ 0． 05 为差异具有统计学意义。
1． 5 Western-blot验证模型中基因在 OSCC 中的表达
因既往研究尚未阐明模型中 BAK1 在 OSCC 中的表

达情况，故应用 Western-blot 检测 BAK1 蛋白在 OSCC
中的表达。收集 2021 年 7 月—2022 年 1 月河北医科
大学第四医院口腔颌面外科行手术治疗的 OSCC 患者
17 例的癌组织及相应癌旁组织样本 ( 距肿瘤边
缘 ＞ 2． 0 cm) ，且术后病理证实为 OSCC 和正常组织。
所有患者术前均未接受任何肿瘤相关治疗。本研究已
通过医院伦理委员会审批( 2020KY283 ) ，患者及家属
均知情同意并签署知情同意书。

ＲIPA裂解液 ( 碧云天公司) 提取组织蛋白，BCA
蛋白浓度测定试剂盒 ( 碧云天公司) 测定蛋白浓度。
10% SDS-PAGE 分离蛋白，将蛋白电转至 PVDF 膜。
用含 5% 脱脂奶粉的封闭液浸泡 PVDF 膜，室温摇床
封闭 2 h。PVDF 膜浸泡于一抗 ( BAK1，1 ∶ 2 000; β-
actin，1∶ 5 000，Affinity 公司) 孵育液中，4℃ 孵育过夜。
洗去多余一抗，PVDF 膜浸泡于 HＲP 标记二抗
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( 1∶ 50 000，武汉博士德生物工程有限公司) 孵育液中，
37℃摇床孵育 2 h。洗去多余二抗，显色曝光。使用
BandScan分析胶片灰度值，根据目标蛋白和内参条带
的灰度值之比计算相对表达量。结果应用 Graph
Prism软件行 t检验分析，以 P ＜ 0． 05 为差异具有统计
学意义。
2 结 果
2． 1 OSCC 中差异表达 AＲG 的筛选 在 ＲNA-seq 数
据中筛选出 EIF4EBP1、BAK1、ＲGS19、HIF1A、CTSL、
VMP1、SPNS1、TNFSF10、TP63、BID、VEGFA、SPHK1、
EGFＲ、SEＲPINA1、DDIT3、EIF2AK2、ITGB4、ITGA3、
APOL1、IＲGM、BIＲC5、FADD、ITGA6、IFNG、NＲG1、
IL24、CDKN2A 等 27 个上调 AＲG 和 NＲG2、NＲG3、
MAP1LC3C、PＲKN、HSPB8、CCL2、FOS、TP53INP2、
PTK6、NKX2-3 等 10 个下调 AＲG( FDＲ ＜ 0． 05，| logFC
| ＞ 1) ( 图 1A、B) 。箱线图可视化了上述基因在 OSCC

和癌旁样本中的表达( 图 1C) 。
2． 2 差异表达 AＲG 的富集分析 差异表达 AＲG 的
GO 富集分析表明，主要涉及自噬相关机制的生物学
过程( 图 2A) 。KEGG富集分析表明，主要涉及细胞凋
亡及人巨细胞病毒( human cytomegalovirus，HCMV) 和
人乳头状瘤病毒 ( human papillomavirus，HPV) 感染等
途径( 图 2B) 。
2． 3 预后相关差异表达 AＲG的筛选与风险预测模型
的构建 合并 OSCC 中差异表达 AＲG 和预后数据后
行单因素 Cox分析获得 6 个符合 P ＜ 0． 05 的 AＲG，包
括 FADD、NKX2-3、ITGA6、CTSL、BAK1、ITGA3 ( 图
3A) 。进一步通过 Lasso 回归分析( 图 3B、C) 及多因
素 Cox分析( 图 3D) 筛选出 FADD、NKX2-3、BAK1 作
为预后相关差异表达 AＲG，用于风险预测模型的构
建。即 ＲS = ( 1． 558 5 × FADD ) + ( － 0． 557 8 ×
NKX2-3) + ( 1． 547 1 × BAK1) 。

注: A、C． 37 个差异表达 AＲG的表达情况; B．差异表达 AＲG的筛选，红色为上调，绿色为下调，黑色为无差异

图 1 差异表达 AＲG的筛选
Fig． 1 Screening of AＲG for difference expression
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注: A． GO富集分析前 5 位; B． KEGG富集分析前 10 位

图 2 差异表达 AＲG的富集分析
Fig． 2 Enrichment analysis of differential expression AＲG

注: A．单因素 Cox分析确定 6 个 P ＜ 0． 05 的 AＲG; B、C． Lasso回归分析选择最佳参数; D．多因素 Cox分析确定 3 个预后相关差异表达的 AＲG

图 3 预后相关差异表达 AＲG的筛选
Fig． 3 Prognostic related differences express the risk prediction model of AＲG

2． 4 风险预测模型的分析 基于 TCGA 的相关数据
显示，以 ＲS中位数分布的高、低风险组，见图 4A，组内
患者的生存状况及模型内 3 个预后相关差异表达
AＲG的表达情况，见图 4B、D。Kaplan-Meier 生存分析
表明，高风险组的 5 年生存率低于低风险组 ( P ＜
0． 001) ( 图 4C) 。单因素 Cox 分析表明，ＲS 与患者的

预后显著相关( P ＜ 0． 001) ( 图 4E) ; 多因素 Cox 分析
表明，ＲS 可作为 OSCC 患者的独立预后指标 ( P ＜
0． 001) ( 图 4F) ; ＲOC曲线表明，与包括性别、年龄、肿
瘤分化程度、肿瘤分期和 T 分期在内的传统临床病理
特征相比，该预测模型具有较高的诊断优势 ( AUC =
0． 614) ( 图 4G) 。
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注: A．基于 ＲS中位数的高、低风险分组; B．组内患者的生存状况; C．高、低风险组的 Kaplan-Meier生存分析; D．模型内 AＲG表达情况; E．模型的

单因素 Cox分析; F．模型的多因素 Cox分析; G．模型的 ＲOC曲线分析

图 4 风险预测模型的分析
Fig． 4 Analysis of risk prediction model

2． 5 风险预测模型的临床效用 模型与临床病理特
征间的相关性分析表明，仅在较高 T 分期( 图 5A) 和
较大年龄( 图 5B) 患者中可发现模型的 ＲS 显著增高
( P ＜ 0． 05) 。
2． 6 Western-blot 验证 OSCC 中 BAK1 蛋白的表达
Western-blot检测结果显示，在 OSCC 癌组织中 BAK1
蛋白的表达高于癌旁组织 ( t = 3． 197，P = 0． 033 ) ，见
图 6。
3 讨 论

自噬在肿瘤形成和癌症治疗中起着复杂且矛盾的
作用，在肿瘤发生的早期自噬可通过促进肿瘤坏死以
抑制肿瘤生长，而随着肿瘤继续发展自噬却可通过促
进血管形成或远处转移等加速肿瘤进展［5-6］。尽管目
前已发现部分 AＲG与 OSCC的进展相关，但仍缺乏对
AＲG中潜在预后或临床意义的阐明。本研究将 TCGA
数据库中的 OSCC转录信息和人 AＲG 列表进行分析，
获得了在 OSCC中差异表达的 AＲG共 37 个。既往研
究表明，自噬抑制后增加的 FOXO3a 可刺激促凋亡基
因 BBC3 /PUMA 的转录［7］; HCMV 可通过调控细胞周

期、凋亡、迁移及肿瘤侵袭性和血管生成等参与疾病发
展［8］;而 HPV与头颈部鳞癌 ( HNSCC) 之间存在明显
的联系，约有 26% 的 HNSCC 对 HPV 呈阳性，其中
HPV16 为最常检测到的类型［9］。这与本研究对 37 个
差异表达 AＲG的富集分析结果相类似，在 OSCC 中差
异表达的 AＲG多涉及自噬相关机制，以及多与细胞凋
亡、HCMV感染和 HPV感染等途径相关。进一步将上
述 AＲG 表达数据与预后数据相结合，构建出包含
FADD、NKX2-3、BAK1 的风险预测模型。Kaplan-Meier
生存分析、单因素和多因素 Cox分析及 ＲOC 曲线结果
表明，该模型具有较准确的生存预测性，与传统临床特
征相比该模型还具有较高的预测优势，以及在 T 分期
和年龄中可表现出临床效用。可见该模型内的
FADD、NKX2-3、BAK1 可能成为 OSCC 患者潜在的预
后生物标志物或治疗靶标。

BAK1 可诱导线粒体外膜通透化以释放凋亡因子
从而使细胞发生凋亡，这是细胞凋亡中的关键步
骤［10］。但查阅既往文献尚未发现 OSCC 中 BAK1 的
相关研究，因此本研究通过 Western-blot检测了 BAK1
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注: A．模型与 T分期的相关性; B．模型与年龄的相关性

图 5 风险预测模型的临床病理相关性分析
Fig． 5 Clinicopathological correlation analysis of risk

prediction model

图 6 Western-blot 检测 BAK1 蛋白在 OSCC中的表达
Fig． 6 Western blot to detect the expression of BAK1 protein

in OSCC

蛋白在 OSCC中的表达，试验结果同数据分析结果一
致，验证了 BAK1 在 OSCC中呈高表达。FADD位于人
11q13． 3 号染色体，而 11q13． 3 染色体常被发现在多
种癌症中扩增［11-12］。本研究的数据分析推测表达上
调的 FADD可能是 OSCC 的促进因素，这种推测在以
往的研究中均得到了证实［12-14］，其表明了 FADD 在
OSCC中呈高表达，特别是在免疫组化蛋白中过表达，
并且与较高的临床分期及淋巴结转移相关，或可作为
有效的预后指标之一。NKX2-3 作为模型中唯一的保
护因素，可激活负责细胞分化、迁移和成熟等信号传导
途径［15］。NKX2-3 在口腔、咽腔、鳃弓外胚层和下颌骨

的牙源性上皮中表达，其主要作用是在内皮细胞中表
达 MAdCAM-1，而 MAdCAM-1 可通过结合整合素 47
和 L-选择素在淋巴细胞归巢至黏膜组织中起关键作
用［16］。有研究表明，NKX2-3 可抑制 MAPK 通路来抑
制人结肠癌细胞和肝癌细胞的生长［17］。本研究的数
据分析推测高表达的 NKX2-3 可能是 OSCC 进展的抑
制因素，但目前仅有研究通过 qＲT-PCＲ 和免疫组化验
证了其在 OSCC中呈低表达［18］，具体作用机制尚待进
一步阐明。

综上所述，本研究通过对 TCGA 数据库中 OSCC
相关的 AＲG转录信息及临床病理特征和预后数据进
行分析，筛选出 FADD、NKX2-3、BAK1 等 3 个与预后
相关差异表达 AＲG，构建的风险预测模型可有效评估
OSCC患者的预后。虽研究尚存在如模型需在其他队
列中进行验证及需实验阐明具体调控机制等局限性，
但本研究的数据可为未来临床中对不同风险的 OSCC
患者实现个体化诊疗提供新的思路。
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