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利用焦亡相关基因的特征预测神经母细胞瘤免疫
微环境及其预后价值

高伟靖，李龙

（天津医科大学基 础医学院免 疫 学系，天津 300070）

摘要 目的：研究焦亡相关基因的特征与神经母细胞瘤的肿瘤免疫微环境（TME）的关系以及神经母细胞瘤患者的预后。

方法：基因表达数据来自于 TCGA、NCBI-GEO 和 TARGET 数据库。ESTIMATE 和 ssGSEA 用于分析 TME。LASSO-COX 方法用

于建立预后模型以量化神经母细胞瘤中焦亡的水平。同时构建了一种名为 Risk 的新评分方法，并全面地评价 Risk 评分的有

效性。结果：焦亡相关基因在神经母细胞瘤中突变负荷较低（3.35%突变率）。同时，焦亡相关基因的高表达与患者良好的预后相

关（HR=0.403 6；95%CI：0.291 5~0.558 7；Log-rank test，P<0.001）。免疫细胞的浸润程度在焦亡相关基因高表达的患者中更为丰

富。多因素 Cox 分析表明，Risk 评分是一种独立的预后因素，可以提高临床预测模型的准确性（曲线下面积均大于 0.8）。结合常

见的患者临床特征构建的诺模图具有很好的临床预测价值（P<0.001）。低风险患者的免疫细胞浸润也更为丰富，与预后良好相

关。结论：焦亡相关基因的特征可以预测神经母细胞瘤患者的免疫微环境，基于焦亡相关基因的表达特征构建的预后模型可很

好的预测患者的预后情况。
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Pyroptosis-related gene signature predicts the tumor microenvironment and prognosis in neuroblastoma
GAO Wei-jing，LI Long
（Department of Immunology，School of Basic Medical Sciences，Tianjin Medical University，Tianjin 300070，China）
Abstract Objective：The relationship between pyroptosis-related gene signature and the tumor microenvironment（ TME） and the
prognosis of patients withneuroblastoma.Methods：Gene expression data were obtained from TCGA，NCBI-GEO and TARGET databases.
ESTIMATE and ssGSEA were used to analyze TME. The LASSO-COX method was used to develop a prognostic model to quantify the level
of pyroptosis in neuroblastoma. At the same time，a new scoring method called Risk was constructed and the effectiveness of Risk scoring
was comprehensively evaluated. Results：Pyroptosis-related genes had low mutational burden in neuroblastoma（ 3.35% mutation rate）.
High expression of pyroptosis-related genes indicated good prognosis of patients（HR=0.403 6；95%CI：0.291 5-0.558 7；Log-rank test，
P<0.001）. The infiltration of immune cells was more abundant in patients with high expression of pyroptosis-related genes. Multivariate
Cox analysis showed that Risk scoring was an independent prognostic factor that could improve the accuracy of clinical prediction models
（area under curve>0.8）.The Nomograms constructed by combining common clinical characteristics of patients have good clinical predictive
value（ P<0.001）. Immune cell infiltration was also more abundant in low-risk patients，which correlated with favorable prognosis.
Conclusion：The immune microenvironment of patients with neuroblastoma can be predicted according to the characteristics of pyroptosis-
related genes，and the prognostic model constructed based on the expression characteristics of pyroptosis-related genes has good accuracy
in predicting the prognosis of patients.
Key words pyroptosis；neuroblastoma；tumor microenvironment；prognosis

神经母细 胞 瘤 是儿童最常 见的颅外实体肿 瘤 。

这种实体瘤 起源于交感神经系统，具有异质 性。患

儿发病的中位年龄为 23 个月，死亡人数约占所有

儿童肿 瘤 死亡的 15%[1-3]。尽管目前采用了包括手

术 、化疗 、放疗 、免 疫 治 疗 等多种模 式的治 疗 ，但高

危神经母细 胞 瘤 患儿的 5 年生存率仍低 于 50%[2]。

神经母细 胞 瘤 免 疫 原性差，具有复杂的免 疫 抑制微

环境，多项研究表明，肿 瘤 免 疫 微环境与患儿预后

之间存在潜在的关联[4-6]。因此，为了准确预测神经

母细 胞 瘤 患儿预后以及改善预后，仍需要开发新的

方法和新的治 疗 策略。然而焦亡是细 胞 死亡的一种

形式，对 免 疫 至关重要。细 胞 可以通过经典和非经

典途径裂解 gasdermin 家族蛋白，从而使 gasdermin
蛋白的活性形式在细 胞 膜上打孔并导致细 胞 因子

释放[7]。Gasdermin 家族是细 胞 焦亡过程的核心蛋
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白，GSDMB 可被颗粒酶 A 切割，GSDMC 可被 cas－
pase 8 切割，GSDMD 可被 caspase 1、caspase 4、cas－
pase 5、caspase 11 切割，GSDME 可被 caspase 3 切

割[8-12]。通过诱发细 胞 焦亡，可导致炎症因子和免 疫

刺激分 子（包括白细 胞 介素-1β、白细 胞 介素-18、
ATP、高 迁移率族蛋白 1）的释放以及各种免 疫 细 胞

的浸润，将免 疫 冷肿 瘤 转化为免 疫 热肿 瘤 ，从而抑

制肿 瘤 的进展[10，13-15]。本研究旨在揭示细 胞 焦亡与肿

瘤 免 疫 微环境之间的关系，并根据焦亡相关基 因表

达对 神经母细 胞 瘤 患者进行分 类，建立预后模 型 。

1 材料与方法

1.1 神经母细胞瘤数据来源和预处理 从 TCGA
（The Cancer Genome Atlas）数据库获取神经母细 胞

瘤 患者的基 因突变数据。从 TARGET（Therapeuti
cally Applicable Research To Generate Effective
Treatments）数据库获取神经母细 胞 瘤 患者的基 因拷

贝数数据。从 TCGA-NBL 和 GSE62564 两个公共数

据库中收集神经母细 胞 瘤 患者的基 因表达数据和

临床数据。TCGA-NBL来自 TCGA数据库，GSE62564
来自 GEO（Gene Expression Omnibus）数据库。排除

没有生存信息的患者数据。共收集了 650 例具有标

准化基 因表达数据和临床信息的神经母细 胞 瘤 样

本进行下一步分 析。为了使 TCGA 数据与 GEO 数据

集更加一致，将 TCGA- NBL数据集中的 FPKM（Frag－
ments Per Kilobase of exon model per Million mapped
fragments）值转换为 TPM（ Transcripts Per Million）
值。使用“SVA”R 包中的“ComBat”算法对 非生物技

术 偏差的批量 效应进行校正 。“MafTools”包中的瀑

布函数用于制作突变瀑布图。

1.2 细胞焦亡相关基因的确定及其一致性聚类 首

先，根据相关研究定义 了 13 个焦亡相关基 因[16-17]。

这些基 因包括 caspase家族（caspase 1、caspase 3、cas－
pase 4、caspase 6、caspase 8）；gasdermin 家族（GS－
DMB、GSDMD、GSDME）；炎症小体（NLRP1、NLRP3）
和细 胞 因子（ IL1β、IL18、TNF）。然后采用共识聚类

算法确定队列 中 13 个焦亡相关基 因的聚类数量 ，

通过模 糊聚类（PAC）的算法确定最优聚类数量 。聚类

过程由“ConsensuClusterPlus”R 包完成，迭代 1 000
次以确保稳定的结果。

1.3 预后网络图的分析方法 通过对 13 个焦亡相

关基 因两两之间进行相关性分 析，得出相关系数及

P 值，粉线代表正 相关，蓝线代表负相关。焦亡相关

基 因预后分 析的风险比率（HR）＜1 为低 风险基 因，

用绿色半球表示；HR＞1 为高 风险基 因，用紫色半球

表示。最后，采用“igraph”包绘制预后网络图。

1.4 基因集变异分析 通过“GSVA”R 包在热图中

进行 GSVA（Gene Set Variation Analysis）富集分 析。

从 MSigDB 数据库下载“c2.cp.kegg.V6.2”和“c5.go.
v2022 . 1”用于 GSVA 分 析。在“Limma”R 包中，

P＜0.05 被认为在不同亚组 之间具有统计学意义 。

1.5 差异基因 使用“Limma”R 包中的经验贝叶斯

方法获得差异基 因。选择差异基 因的显著性标准设

定为调整后的 P 值小于 0.05 和 LogFC 的绝对 值大

于 1。
1.6 肿瘤微环境细胞浸润分析 ssGSEA 评 分 反映

了浸润免 疫 基 因在样本中增加或减少的程度 。通过

“ESTIMATE”R 包估 算肿 瘤 纯 度 评 分 。

1.7 预后模型的构建 通过 LASSO-COX 分 析建立

有效的预后模 型 。预后评 分 =
n

i = 1
移CiEi，其中 n、Ci、Ei

分 别代表特征基 因数量 、系数指数、基 因表达水平。

临界值使用“survminer”R 包确定。采用 Kaplan-
Meier 生存曲线确定模 型 区分 不同患者亚型 的能力，

采用受试者工作特征（ROC）曲线确定模 型 的有效性。

1.8 预后模型的外部验证 为了进一步验证该评

分 模 型 的可行性，收集了 GSE16476 和 E-MTAB-
8248 两个神经母细 胞 瘤 数据集作为外部验证。

GSE16476 的表达矩阵及其匹配的临床信息可从

GEO 数据库下载（ https：//www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
query/acc.cgi?acc=GSE16476），E-MTAB-8248 的表

达矩阵及其匹配的临床信息可从 Biostudies 网站下

载（https：//www.ebi.ac.uk/biostudies/arrayexpress/stud－
ies/E-MTAB-8248）。在对 表达矩阵进行标准化处理

后，提取了评 分 模 型 中 10 个基 因的表达量 数据，并

根据每个基 因的既定系数进行综合评 分 ，获得每个

病人样本的风险评 分（Risk score），并进行 Kaplan-
Meier 生存分 析。

1.9 统计学处理 所有统计学方法均在 R 软件

（ v4.0.2）上执行。当比较两个或更多的连续变量 时，

对 正 态资料使用 unpaired Student′s t-test，对 非正 常

数据使用 Wilcoxon 或 Kruskal-Wallis 检验。组 间比

较采用 Fisher′s exact 检验。生存分 析由生存包进

行。两组 患者的生存时间比较采用 Log-rank 检验；

在Survminer 程序 包中，应用 Cox 回归模 型 进行独立

预后因素的计算，并用 ggForest 软件包进行可视化

处理。当双尾 P＜0.05 时，两组 间比较有统计学意义 。

2 结果

2.1 焦亡相关基因的突变和拷贝分析 TCGA 数

据库收集了 209 例患者的基 因突变数据结果显示

3.35%的患者存在焦亡相关基 因突变，同时，仅有 4
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注：A：TCGA-NB（n=152）和 GSE62564（n=498）的主成分 分 析；B：队列 中 k=2~3 时所有样本的共识评 分 矩阵；C：对 650 例患者的细 胞 焦亡
相关基 因表达进行主成分 分 析，以区分 A 组（n=447）和 B 组（n=203）；D：13 个焦亡相关基 因的无 监督聚类热图分 析
图 2 焦亡相关基因表达分析

Fig 2 Analysis of expression of pyroptosis-related genes

种焦亡相关基 因出现突变，炎症小体（NLRP 家族）

似乎更容易出现基 因突变（图 1A）。UCSC 数据库

510 例患者的基 因拷贝数据结果显示 9 种焦亡相关

基 因表现为基 因拷贝数增多（图 1B）。
2.2 焦亡相关基因在神经母细胞瘤中的表达情况 从

TCGA-NB、GSE62564 两个数据集收集了 650 例患

者的 RNA-Seq 和临床数据，并进行了合并。经过

PCA（主成分 分 析）显示数据合并效果良好（图 2A）。
基 于 13 个焦亡相关基 因的表达，采用无 监督聚类

分 析的方法将患者分 为两群，可见分 群内部相关性

较高 ，而分 群之间相关性低（图 2B）。PCA 分 析也显

示根据焦亡相关基 因的表达可很好的将 A、B 群患

者分 开（图 2C）。热图显示分 群 A 较分 群 B 高 表达

焦亡相关基 因。临床数据显示分 群 B 患者易出现

MYCN 基 因扩增，而两群患者在年龄、性别、INSS 分

期上没有明显差别（图 2D）。
2.3 焦亡相关基因与神经母细胞瘤患者生存之间

的关系 高 表达焦亡相关基 因的 A 群患者具有良

好的预后（图 3A）。预后网络图显示焦亡相关基 因

多为低 风险基 因，且存在明显共表达关系（图 3B）。
焦亡相关基 因生存分 析显示除 CASP6 外其余的焦

亡相关基 因与患者生存相关，其中 NLRP3 和 GS－

注：A：来自 TCGA-NBL 数据的 209 例患者的突变级联图；B：TARGET 数据中 510 例患者细 胞 焦亡相关基 因的拷贝数目变异频率
图 1 焦亡相关基因在神经母细胞瘤中的突变情况

Fig 1 Mutations of pyroptosis-related genes in neuroblastoma
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DME 基 因的高 表达与患者的良好预后之间相关性

更为明显（图 3C、3D）。
2.4 GSVA和 ssGSEA评估 GSVA 分 析结果显示

分 群 A 主要富集在免 疫 激活通路，包括抗原加工和

递呈、T 和 B 细 胞 受体信号通路、自然杀伤细 胞 介

导的细 胞 毒性、白细 胞 跨内皮迁移、趋化因子信号

通路、TOLL、NOD 和 RIG -I 样受体信号通路、

JAK-STAT 信号通路。而分 群 B 多富集在肿 瘤 增殖

通路，包括 DNA 复制、细 胞 周期、RNA 聚合酶、核

糖体、氨基 酸生物合成（图 4A）。同样，基 于 GO 基 因

集的 GSVA 富集分 析显示分 群 A 主要富集在免 疫

相关通路，包括Ⅱ型 免 疫 反应相关通路、自然杀伤

细 胞 的激活及其介导的免 疫 通路、T 细 胞 激活通路

和白细 胞 介导的免 疫 相关通路等（图 4B）。ssGSEA 分

析结果显示分 群 A 中激活的免 疫 细 胞 浸润丰富，

包括活化的 B 细 胞 、活化的 CD8+ T 细 胞 、Th1 细 胞 、

γδT 细 胞 、自然杀伤细 胞 、自然杀伤 T 细 胞 、活化

的树突状细 胞 、单核细 胞 、巨噬细 胞 ，与其预后良

好相关（图 4C）。
2.5 预后模型的构建及免疫微环境评估

2.5.1 预后模 型 的构建 用 LogFC＞1 和 P＜0.05 的

标准在两个分 群间确定了 922 个差异基 因（图 5A）。
然后使用单因素 Cox 分 析确定了 843 个与预后相

关的基 因。最后，通过 LASSO-COX 回归模 型 建立了

一个能够量 化每个患者的预后模 型（图 5B、5C）。以

风险得分 的中位值 0.93 为分 界将患者分 为高 低 风

险两组 。可见低 风险组 较高 风险组 高 表达 12种焦亡

相关基 因（图 5D）。
2.5.2 预后模 型 对 预测患者预后的价值 通过分

析发现低 风险组 有明显的生存优势（图 6A）。风险曲

线也显示随着患者风险得分 的增高 ，死亡的患者数

逐渐增多（图 6B、6C）。ROC 曲线显示通过预后模 型

来预测神经母细 胞 瘤 患者 1 年、3 年和 5 年生存期

的准确性较高（图 6D）。使用预后模 型 结合 4 个常 见

的患者临床特征构建了诺模 图（多因素 Cox 回归分

析），用来预测患者 1、3、5 年生存率（图 6E）。对 两个

外部神经母细 胞 瘤 患者的数据集（GSE16476 和 E-
MTAB-8248）进行风险评 分 ，结果显示高 风险评 分

的患者预后要明显差于低 风险评 分 患者（图 6F、6G），
差异有统计学意义 。

2.5.3 免 疫 微环境评 估 CIBERSORT 分 析高 低 风

险组 间免 疫 细 胞 浸润的区别，结果显示低 风险组 肿

瘤 组 织 中富含多种激活的免 疫 细 胞 ，包括活化的 B
细 胞 、活化的 CD8+ T 细 胞 、自然杀伤细 胞 、巨噬细 胞

等（图 7A）。ESTIMATE 分 析的结果也显示低 风险组

具有更高 的免 疫 评 分（图 7B）。

注：A：两群焦亡相关基 因簇的生存曲线（HR=0.403 6；95%CI：
0.291 5~0.558 7；Log-rank test，P<0.001）；B：细 胞 焦亡相关基 因的预后
网络图；C：13 个细 胞 焦亡相关基 因预后分 析的 HR、HR-95L、HR-95H
和 P值；D：NLRP3（Log-rank test，P=4.63E-18）和 GSDME（Log-rank test，
P=1.07E-13）的生存曲线分 析
图 3 焦亡相关基因在神经母细胞瘤中的生存分析

Fig 3 Survival analysis of pyroptosis related genes in neuroblastoma
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注：A：基 于 KEGG 基 因集的 GSVA 富集分 析热图；B：基 于 GO 基 因集的 GSVA 富集分 析热图；C：通过 ssGSEA 对 两组 焦亡相关基 因簇的各

种类型 的免 疫 细 胞 浸润进行比较（Wilcoxon test，***P<0.001）
图 4 神经母细胞瘤的焦亡相关基因的免疫特性

Fig 4 Immune characteristics of pyroptosis-related genes in neuroblastoma
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注：A：通过 CIBERSORT 来分 析高 低 风险组 间免 疫 细 胞 浸润（*P<0.05；**P<0.01；***P<0.001；****P<0.000 1；ns，无 统计学意义）；B：高 风险
组 和低 风险组 的 ESTIMATE 评 分 值（Kruskal-Wallis test，***P<0.001）
图 7 风险评分的免疫微环境分析

Fig 7 Immune microenvironment assessment of risk scoring

注：A：以 LogFC＞1和 P＜0.05的标准在两个分 群间确定了 922个差异基 因；B：通过最小标准选择 λ的最优值的 10倍交叉验证图。在最小标准
和最小标准的 1个标准误差的值处画虚线垂直线；C：系数分 布图。每条曲线代表一个基 因，基 因的末尾指向一个纵坐标，这个纵坐标就是系数，通
过 LASSO回归为每一个基 因算一个系数；D：焦亡相关基 因在高 和低 风险评 分 分 组 之间的箱线图（Kruskal-Wallis test，**P<0.01；***P<0.001）
图 5 细胞焦亡相关预后模型的构建

Fig 5 Construction of the pyroptosis-related prognostic model

注：A：队列 中神经母细 胞 瘤 样本的风险评 分 的 OS（ 总生存期）曲线，其中高 风险和低 风险的临界值为 0.93（HR=0.068 28；95%CI：
0.051 10~0.091 22；Log-rank test，P<0.001）；B：650 例神经母细 胞 瘤 患者的风险评 分 分 析；C：650 例神经母细 胞 瘤 患者生存状况分 布情况；D：用
于预测神经母细 胞 瘤 患者 1、3 和 5 年总生存期的 ROC 曲线图；E：多因素回归分 析的结果（**P<0.01；***P<0.001）；F：GSE16476 数据集中高 风
险评 分 组 和低 风险评 分 组 患者的 Kaplan-Meier 生存曲线（n=88；HR=4.92；95%CI：2.49~9.75；Log-rank test，P<0.000 1）；G：E-MTAB-8248 数据
集中高 风险评 分 组 和低 风险评 分 组 患者的 Kaplan-Meier 生存曲线（n=223；HR=9.16；95%CI：4.86-17.24；Log-rank test，P<0.000 1）
图 6 细胞焦亡相关预后模型的特征

Fig 6 Characteristics of the pyroptosis-related prognostic model
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3 讨论

神经母细 胞 瘤 是一种发生在周围交感神经系

统神经节内的恶性肿 瘤 ，这些神经元来自腹外侧神

经嵴细 胞 [18]。神经母细 胞 瘤 的发生与多种转录因子

（ SOX10、FOXD3）和癌基 因（ c-MYC，MYCN，MYCL、
ALK）的异常 表达有关[19]。获得与神经母细 胞 瘤 发病

机制有关的分 子特征和遗传变异对 于开发更安全和

有效的治 疗 方法是必要的。神经母细 胞 瘤 具有冷肿

瘤 的特点，免 疫 原性较差，表现为 HLA Ⅰ类分 子的

低 表达，抗原加工机制缺陷，下调激活 T 细 胞 和自然

杀伤（NK）细 胞 的分 子（如 PD-1L、NKG2DL、MIC-A、
MIC-B、ULBP-1、ULBP-2、ULBP-3），释放含有免 疫

抑制分 子（B7-H3）的外泌体，分 泌免 疫 调节细 胞 因

子（ IL-10、TGF-β1）[20]。同时，神经母细 胞 瘤 具有复杂

的免 疫 抑制微环境[21-23]。因此，有必要探索神经母细

胞 瘤 免 疫 微环境的特点及其与患者预后的关系。

焦亡一词源于希腊语词根 pyro（火/热）和 ptosis
（坠落），用于描述促炎性程序 性细 胞 死亡[24]。迄今为

止，存在两种重要的程序 性细 胞 死亡（PCD）途径，包

括凋亡和焦亡。焦亡是一种新发现的促炎 PCD 途

径，细 胞 发生焦亡后释放细 胞 内容物，进而引发炎症。

Caspase 切割 GSDMD、GSDME 产生 N 端结构域，它

通过穿孔质 膜来驱动焦亡。焦亡在肿 瘤 免 疫 中发挥

重要作用，但在不同情况下，细 胞 焦亡是一把双刃

剑。一方面，中度 细 胞 焦亡有助于细 胞 维持稳态，提

高 免 疫 活性，有效清除损伤和病原体，保护宿主，有

利于抗肿 瘤 免 疫 治 疗 和纳米药物研究[13，17，25-26]。另一方

面，细 胞 焦亡引起的过度 炎症对 宿主不利，可能会加

剧疾病发展，尤其是肿 瘤 进展，释放各种炎症因子，

形成炎症免 疫 微环境[27]。

目前，细 胞 焦亡在神经母细 胞 瘤 中的作用仍不清

晰。分 析神经母细 胞 瘤 中细 胞 焦亡相关基 因的表达

特征，及其对 肿 瘤 微环境的影响，可发现其与患者预

后的潜在联系。很多研究显示细 胞 焦亡在抗肿 瘤 治 疗

方面可发挥重要作用。

通过分 析 13 个焦亡相关基 因在神经母细 胞 瘤

中的表达及变异情况，发现大部分 焦亡相关基 因在

神经母细 胞 瘤 中高 表达，且很少发生基 因变异。生

存分 析显示：患者较好的生存与 GSDMB、GSDMD、

GSDME、CASP1、CASP3 等 13 个基 因高 表达相关。

预后网络图也显示焦亡相关基 因多为有利的基 因，

且存在丰富的共表达关系。这与之前的研究一致，

焦亡相关基 因的高 表达与患者的预后良好相关[28]。

根据预定义 的基 因表达特征对 样本进行分 类

是一种有效的方法[29]。所采用的分 型 策略则借鉴了

该方法，根据焦亡相关基 因的表达对 神经母细 胞 瘤

患者进行分 型 ，发现在不同的分 型 之间焦亡相关基

因的表达是完全不同的，且焦亡相关基 因与患者的

预后、免 疫 细 胞 浸润存在明显的相关性。相关研究

也表明细 胞 焦亡与免 疫 微环境之间存在密切的联

系，细 胞 焦亡的急性激活导致各种免 疫 细 胞 的浸

润，从而抑制肿 瘤 的发展[30]。在肿 瘤 内诱导细 胞 焦亡

被认为是治 疗 各种癌症的潜在策略[13]。

为了将焦亡相关基 因特征应用于临床，本研究

开发了一个用来量 化患者预后风险的预后模 型 ，为神

经母细 胞 瘤 患者的临床管理提供了有力的证据。首

先，预后模 型 将细 胞 焦亡与患者生存联系起来；第

二，预后模 型 可以预测患者的预后；第三，预后模 型 可

以代表患者之间不同的免 疫 特征，对 肿 瘤 微环境免 疫

特征的评 估 具有重要价值。本研究侧重于肿 瘤 细 胞 死

亡和肿 瘤 免 疫 微环境的变化，低 风险组 具有丰富的免

疫 细 胞 激活及浸润，且有较长的生存期。因此，该模 型

对 于预测患者预后及促进新治 疗 的开发更有价值。

综上所述，本研究证明了焦亡相关基 因的表达

在神经母细 胞 瘤 中的重要作用及与患者预后、免 疫

微环境之间的联系。
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