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基于蛋白激酶的喉癌预后预测模型的构建与评估
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［摘　要］　目的　基于蛋白激酶的生物信息学分析构建喉癌预后预测模型，并评价其对喉癌患者预后的预测能力。方法
从美国癌症基因组图谱（ＴＣＧＡ）数据库获取９６例喉癌患者的样本转录组数据及相关临床数据。利用 Ｒ语言筛选喉癌预后相关基
因，并与蛋白激酶基因取交集，获得与喉癌预后相关的蛋白激酶基因。通过最小绝对收缩与选择算子（ＬＡＳＳＯ）回归分析构建喉癌
预后预测模型并进行风险评分。根据风险评分的中位值将总样本分为高危组和低危组，绘制生存分析曲线及受试者工作特征

（ＲＯＣ）曲线，并通过 ｒｉｓｋＳｃｏｒｅ和 ｓｕｒｖＳｔａｔ分析评估该模型的预测能力。利用 ＧＯ功能分析模型中蛋白激酶基因的功能。结果
２５个蛋白激酶基因与喉癌患者的预后生存时间显著相关（Ｐ＜０．０５）。基于１６个蛋白激酶基因构建的喉癌预后预测模型的风险评
分能够将喉癌样本分成高危组和低危组，高危组的生存率显著低于低危组（Ｐ＜０．０５）。ＲＯＣ曲线、ｒｉｓｋＳｃｏｒｅ和ｓｕｒｖＳｔａｔ分析结果显
示，该模型具有较高的预测喉癌预后的能力。功能分析结果显示，喉癌预后相关蛋白激酶的功能主要富集在细胞黏附、细胞迁移正

性调控、ＮＦｋａｐｐａＢ及ＪＵＮＫ等信号通路的调控等（Ｐ＜０．０５）。结论　本研究成功构建了基于蛋白激酶的喉癌预后预测模型，该模
型对喉癌患者预后的预测能力较好。
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　　喉癌是头颈部最常见的恶性肿瘤之一，发病率呈
逐年上升趋势［１］。喉癌发病隐匿，确诊时多为晚期，

预后不佳［２］。以手术为核心的综合治疗仍是喉癌的

主要治疗方式，但声音嘶哑、吞咽困难等并发症较为常

见［３］，患者在承受手术创伤的同时，还要承受失声等

并发症带来的心理打击。有研究发现，蛋白激酶在调

控肿瘤生长转移等方面发挥重要作用［４］。近年来，针

对蛋白激酶进行的分子靶向治疗逐渐成为临床肿瘤治

疗的热点，并取得了良好效果［５］，但蛋白激酶在喉癌

中作为诊疗靶点的潜力仍有待进一步挖掘。本研究利

用生物信息学方法筛选与喉癌预后相关的蛋白激酶，

并建立喉癌预后预测模型，通过功能分析明确预后相

关蛋白激酶的作用，以期为喉癌的诊疗和预后评估提

供新的靶点。

１　材料与方法

１．１　喉癌样本获取
从美国癌症基因组图谱（ＴｈｅＣａｎｃｅｒＧｅｎｏｍｅ

Ａｔｌａｓ，ＴＣＧＡ）数据库获取９６例喉鳞状细胞癌患者的样
本转录组测序ＲＮＡｓｅｑ数据及对应的临床数据。９６例
喉癌患者中，男８２例，女１４例；年龄 ＜６５岁者６５例，
＞６５岁者３１例；原发肿瘤浸润Ｔ１～Ｔ２者１７例，Ｔ３～
Ｔ４者 ７９例；淋巴结转移 Ｎ０者 ４１例，Ｎ１～Ｎ３者
５５例；６０例仍存活，３６例已死亡。
１．２　喉癌预后相关蛋白激酶的筛选

利用Ｒ语言（版本４．０．３）ｌｉｍｍａ包提取 ＴＣＧＡ数
据库喉癌样本的生存时间及生存状态数据，再利用 Ｒ
语言ｓｕｒｖｉｖａｌ包对蛋白激酶基因与喉癌预后生存时间
的关系进行Ｃｏｘ单因素回归分析，从而筛选与预后相
关的基因。将蛋白激酶库中的５１２个蛋白激酶基因和
预后相关基因取交集后，获得与喉癌预后相关的蛋白

激酶基因。同时绘制森林图，风险比（ｈａｚａｒｄｒａｔｉｏ，
ＨＲ）＞１代表高风险基因，ＨＲ＜１代表保护基因。高
风险基因表示蛋白激酶基因表达量与喉癌预后存在负

相关，保护基因表示蛋白激酶基因表达量与喉癌预后

存在正相关。

１．３　蛋白激酶基因相关喉癌预后预测模型的构建
利用最小绝对收缩与选择算子（ｌｅａｓｔａｂｓｏｌｕｔｅ

ｓｈｒｉｎｋａｇｅａｎｄｓｅｌｅｃｔｉｏｎｏｐｅｒａｔｏｒ，ＬＡＳＳＯ）回归分析对
ＴＣＧＡ数据库中的喉癌样本进行风险评分，并构建预
后预测模型。ＬＡＳＳＯ模型通过惩罚机制筛选出与患
者生存相关的关键基因。根据风险评分的中位值将总

样本分成高危组（高风险评分）和低危组（低风险评

分）。基于Ｒ语言ｓｕｒｖｉｖａｌ包比较２组患者生存差异。

１．４　喉癌预后相关蛋白激酶的ＧＯ功能分析
利用注释、可视化和集成发现数据库（ＴｈｅＤａｔａ

ｂａｓｅｆｏｒＡｎｎｏｔａｔｉｏｎ，ＶｉｓｕａｌｉｚａｔｉｏｎａｎｄＩｎｔｅｇｒａｔｅｄＤｉｓｃｏ
ｖｅｒｙ，ＤＡＶＩＤ）ｖ６．８分析喉癌中与预后相关的蛋白激酶
基因，分别在生物学过程（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ，ＢＰ）、分子
功能（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＦ）和细胞成分（ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＣＣ）层面分析预后相关蛋白激酶在喉癌中
的作用。

１．５　统计学分析
采用Ｒ语言及其相应程序包进行生物信息学分

析。采用ｌｉｍｍａ包进行数据标准化和差异表达分析。
使用ｓｕｒｖｉｖａｌ包、ｇｌｍｅｎｔ包、ｓｕｒｖｍｉｎｅｒ包构建Ｃｏｘ回归
模型，Ｐ＜０．０５为基因与预后具有显著相关性。利用
Ｒ语言 ｐＲＯＣ包绘制受试者工作特征（ｒｅｃｅｉｖｅｒｏｐｅｒａ
ｔｉｎｇｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ，ＲＯＣ）曲线，获得该模型预测喉癌患
者预后的敏感度和特异度。利用 ｒｉｓｋＳｃｏｒｅ、ＰＣＡ、
ｓｕｒｖＳｔａｔ和ｔＳＮＥ的 Ｒ包验证模型预测的准确度。利
用ＤＡＶＩＤ数据库对基因进行功能分析，经 Ｆｉｓｈｅｒ精确
检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　喉癌预后相关蛋白激酶的筛选
基于ＴＣＧＡ数据库喉癌数据及Ｃｏｘ单因素回归分

析结果显示，共有２５个蛋白激酶基因与喉癌患者的预
后生存时间显著相关（Ｐ＜０．０５）。其中 ＭＡＰ３Ｋ５、
ＩＬ２０ＲＡ、ＮＰＭ１、ＰＬＡＵ、ＬＡＭＢ３、ＬＡＭＣ２、ＩＬ１ＲＡＰ、ＣＤＫ１
和ＣＤＨ３等９个蛋白激酶基因是喉癌预后的高风险基
因（ＨＲ＞１，Ｐ＜０．０５）。ＧＮＧ７、ＰＲＬＲ、ＥＬＭＯ１、ＸＰＡ、
ＭＡＰ３Ｋ１４、ＯＡＺ１、ＣＤ３６、ＲＧＭＢ、ＮＯＴＣＨ１、ＴＨＥＭ４、
ＭＡＶＳ、ＴＮＦ、ＬＡＭＰ１、ＭＳＲＢ２、ＥＮＴＰＤ１和 ＧＭＩＰ等１６个
蛋白激酶基因是喉癌预后的保护基因（ＨＲ＜１，Ｐ＜０．０５），
见图１。

图１　与喉癌预后相关的蛋白激酶基因
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２．２　喉癌预后预测模型的生存分析
基于蛋白激酶基因构建的喉癌预后预测模型显

示，通过计算 ＭＡＰ３Ｋ５、ＰＲＬＲ、ＯＡＺ１、ＣＤ３６、ＲＧＭＢ、
ＮＯＴＣＨ１、ＴＨＥＭ４、ＭＡＶＳ、ＩＬ２０ＲＡ、ＮＰＭ１、ＰＬＡＵ、
ＭＳＲＢ２、ＥＮＴＰＤ１、ＬＡＭＣ２、ＣＤＫ１和ＧＭＩＰ等１６个蛋白
激酶基因的表达量所得出的风险评分能够将喉癌样本

分成高危组和低危组。生存分析显示，高危组的生存

率显著低于低危组（Ｐ＜０．０５），见图２。
２．３　喉癌预后预测模型的ＲＯＣ曲线分析

ＲＯＣ曲线分析结果显示，风险评分的曲线下面积
（ａｒｅａｕｎｄｅｒｔｈｅｃｕｒｖｅ，ＡＵＣ）在生存曲线的第１～３年

图２　喉癌预后预测模型的生存率分析

分别为 ０．７７８、０．７８２和 ０．８１５。随着生存时间的延
长，风险评分的 ＡＵＣ逐渐增大，提示该模型具有较高
的预测喉癌预后的能力（图３）。
２．４　喉癌预后预测模型评分与患者生存验证

基于蛋白激酶构建的喉癌预后预测模型的 ｒｉｓｋ
Ｓｃｏｒｅ和ｓｕｒｖＳｔａｔ分析结果显示，随着患者风险评分的增
加，高危组的病死率明显高于低危组（Ｐ＜０．０５）；ＰＣＡ
和ｔＳＮＥ分析结果显示，高危组和低危组的喉癌样本分
布差异显著（Ｐ＜０．０５），见图４。证实该模型预测喉癌
预后的准确度较高。

图３　喉癌预后预测模型的ＲＯＣ曲线

ａ：ｒｉｓｋＳｃｏｒｅ分析；ｂ：ＰＣＡ分析；ｃ：ｓｕｒｖＳｔａｔ分析；ｄ：ｔＳＮＥ分析
图４　喉癌预后预测模型的风险评分与生存时间分析
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２．５　喉癌预后相关蛋白激酶的ＧＯ功能分析
喉癌预后相关蛋白激酶的主要 ＢＰ功能包括细胞

黏附、细胞迁移正性调控、ＮＦｋａｐｐａＢ及 ＪＵＮＫ等信号
通路的调控等（Ｐ＜０．０５）；ＭＦ功能为蛋白激酶结合
（Ｐ＜０．０５）；ＣＣ功能提示这些蛋白激酶主要通过细胞
膜发挥作用（Ｐ＜０．０５），见图５。

图５　喉癌预后相关蛋白激酶的ＧＯ功能分析

３　讨论

作为信号传导途径中的重要分子，蛋白激酶可通

过磷酸化目标蛋白使信号逐级传递并放大，从而调节

细胞的多种生物学行为，如细胞增殖、细胞凋亡、细胞

周期、细胞移行等［６］。因此，蛋白激酶已成为抗癌治

疗的重要靶点，但蛋白激酶在癌症预后预测方面的潜

力还有待挖掘［７］。

本研究结果显示，２５个蛋白激酶基因与喉癌的预
后密切相关，基于其中１６个蛋白激酶基因表达量而算
出的风险评分能够将喉癌样本分成高危组与低危组，

且高危组生存率显著低于低危组。提示由多种蛋白激

酶所组成的基因集能够识别喉癌患者的预后风险，可

能是预测喉癌预后的重要标志物。这个基因集中的多

个基因对肿瘤的发生发展具有重要的调控作用。如

Ｔａｋａｄａ等［８］通过 ＲＴＰＣＲ发现 ＭＡＰ３Ｋ５在喉癌中高
表达，但其在喉癌中的作用还不清楚；Ｐｒｅｓｓｉｎｏｔｔｉ等［９］

研究发现，ＭＡＰ３Ｋ５在前列腺癌中高表达并能将患者
分成高危组和低危组，是前列腺癌的潜在治疗靶点。

本研究结果显示，ＭＡＰ３Ｋ５是喉癌预后的高危因素之
一，与上述研究一致，提示 ＭＡＰ３Ｋ５是喉癌诊疗的重
要潜在靶点。Ｂｅｄｎａｒｅｋ等［１０］发现 ＣＤＫ１在喉癌中高

表达；Ｌｉａｎ等［１１］发现ＣＤＫ１能够促进喉癌细胞发生淋
巴转移。本研究结果显示，ＣＤＫ１是喉癌预后的高危
因素，ＣＤＫ１的表达量与喉癌患者生存时间呈反比，与
上述研究结果一致，提示 ＣＤＫ１是预测喉癌预后的重
要靶点。Ｄａｓｇｕｐｔａ等［１２］发现 ＣＤＨ３在头颈部鳞癌中
高表达，但作用尚不清楚。Ｚｈｏｕ等［１３］发现在敲减

ＣＤＨ３后甲状腺癌细胞增殖、侵袭被显著抑制。Ｗａｎｇ
等［１４］发现ＮＰＭ１在喉癌中高表达，敲减 ＮＰＭ１后喉癌
细胞的凋亡率显著增加。有研究表明，ＬＡＭＢ３在多种
癌细胞中高表达并可促进癌症进展，如胰腺癌、结肠癌

等［１５１６］，但在喉癌中的表达情况尚不清楚。ＧＭＩＰ是
一个肿瘤抑制因子，在肺癌和膀胱癌中发挥重要抑癌

作用［１７１８］；ＯＡＺ１是一个新型抑癌因子，过表达后能够
抑制非小细胞肺癌、口腔鳞癌等恶性肿瘤细胞增殖转

移［１９２０］。本研究结果显示，以上蛋白激酶在喉癌中低

表达，并与喉癌患者的预后呈正相关，提示这些蛋白激

酶具有作为喉癌诊疗新靶点的潜力。

有研究发现，细胞黏附与肿瘤转移密切相关，黏附

分子能提高癌细胞间的黏附性，使癌细胞之间保持密

切接触，不易脱离原发癌灶而发生远处转移［２１］。此

外，癌细胞可与血管内皮细胞黏附，使内皮基底膜充分

暴露，进而促使更多癌细胞与基底膜黏附［２２］。蛋白激

酶在这一过程中发挥重要作用，如 ＣＤＫ１能够通过调
节细胞周期使细胞黏着斑发生变化，进而促进细胞发

生远处转移［２３］。蛋白激酶与细胞迁移也密切相关，如

Ｙａｎｇ等［２４］研究发现ＮＰＭ１能够促进白血病细胞侵袭
迁移。本研究功能分析结果显示，喉癌预后相关蛋白

激酶主要参与细胞黏附及细胞迁移正性调控等细胞生

物学行为，提示喉癌预后相关蛋白激酶可能通过调控

细胞黏附及迁移能力影响喉癌患者的预后。

目前，ＴＮＭ分期是临床上预测喉癌患者预后最主
要的方法，但仍存在较大预测差异［２５］。本研究基于预

后相关蛋白激酶，利用ＬＡＳＳＯ回归等方法建立了喉癌
预后预测模型，其ＲＯＣ曲线在确诊后３年的预后预测
能力持续升高，在第３年的预后预测ＡＵＣ超过０．８，提
示这一模型具有很强的预后预测特异度和敏感度，未

来可为喉癌的临床诊疗及预后预测提供新的切入点。
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