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［摘 要］ 目的 利用机器学习法筛选鼻咽癌( NPC) 关键特征基因并分析其与免疫细胞相关性。方法 从基因表达数据集

( GEO) 下载 NPC 训练集数据 GSE12452 与 GSE13597 以及验证训练集数据 GSE53819。首先，对训练集数据进行合并，并筛选差

异表达基因( DEG) ; 其次，对 DEG 进行基因本体论( GO) 、京都基因与基因组百科全书( KEGG) 、基因集富集分析( GSEA) 以及

免疫细胞浸润分析; 再次，采用最小绝对收缩选择( LASSO) 算法和支持向量机( SVM) 算法对训练集数据中 NPC 相关特征基因

进行识别并在验证集中检验，同时利用受试者工作特征( ＲOC) 曲线下面积( AUC) 确定关键特征基因; 最后，分析关键特征基因

与免疫细胞的相关性。结果 共得到 55 个 DEG，43 个下调基因，12 个上调基因; 其 GO 功能主要富集在体液免疫反应、细胞

分化、中性粒细胞激活以及趋化因子受体结合等方面; 而 KEGG 主要富集在细胞介素 17( IL-17) 信号通路上; GSEA 富集在细胞

周期、细胞外基质受体相互作用、癌症通路以及 DNA 复制。免疫细胞浸润分析显示，初始 B 细胞、记忆 B 细胞以及 CD4 + 静息

记忆细胞在 NPC 显著降低，而 CD8+ T 细胞、CD4+ 初始 T 细胞、活化 CD4+ 记忆 T 细胞、滤泡辅助 T 细胞、M0 和 M1 巨噬细胞在

NPC 显著增加。通过 LASSO 和 SVM 筛选的特征基因中，仅卷曲螺旋结构域 19( CCDC19) 、层连蛋白 β1 亚基( LAMB1) 、精子相

关抗原 6( SPAG6) 和 ＲAD51 相关蛋白 1( ＲAD51AP1) 四个关键特征基因 ＲOC 的 AUC 在训练集与验证集均大于 0． 9，且与免疫

细胞浸润密切相关。结论 通过机器学习算法筛选出 NPC 发生过程中的关 键 特 征 基 因 CCDC19、LAMB1、SPAG6 以 及

ＲAD51AP1，并与免疫细胞浸润密切相关。
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Screen of key characteristic genes of nasopharyngeal carcinoma ( NPC) base on
machine learning and analysis of their correlation with immune cells
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［Abstract］ Objective Machine learning was used to screen the key characteristic genes of nasopharyngeal carcinoma
( NPC) and analyze their correlation with immune cells． Methods Download the NPC training datasets ( GSE12452 and
GSE13597) and the validation dataset ( GSE53819) from the Gene Expression Omnibus ( GEO) ． Firstly，the training data
sets were merged and screened for differentially expressed genes ( DEGs) ; Secondly，the DEGs were analyzed by gene
ontology ( GO) ，Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes ( KEGG) ，gene set enrichment analysis ( GSEA) ，and immune cell
infiltration analysis． Next，the least absolute shrinkage and selection operator ( LASSO) and support vector machine ( SVM)

algorithms were used to identify NPC-related genes in the training datasets and examined in the validation dataset，to further
identify key genes using the area under curve ( AUC) of receiver operating characteristic curve ( ＲOC) ; Finally，the correlation
between the key genes and immune cells was analyzed． Ｒesults A total of 55 DEGs were obtained，including 43 down-regulated
genes and 12 up-regulated genes． The GO functions were enriched in humoral immune response，cell differentiation，neutrophil
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activation and chemokine receptor binding． The KEGG were mainly enriched in the IL-17 signaling pathway． The GSEA was
enriched in cell cycle，extracellular matrix receptor interactions，cancer pathways and DNA replication． Immune infiltration
analysis showed that the expression of naive B cells，memory B cells，and resting memory CD4+ T cells was significantly
lower in NPC，while CD8+ T cells，naive CD4+ T cells，activated memory CD4+ T cells，follicular helper T cells，M0 macrophages
and M1 macrophages were highly expressed in NPC． Among the feature genes screened by LASSO and SVM，only CCDC19，

LAMB1，SPAG6 and ＲAD51AP1 genes’AUC were greater than 0． 9 in both the training and validation datasets and were
closely associated with immune cell infiltration． Conclusion The key genes CCDC19，LAMB1，SPAG6 and ＲAD51AP1 in NPC
development are screened by machine learning algorithms，and are closely associated with immune cell infiltration．
［Key words］ nasopharyngeal carcinoma( NPC) ; machine learning; immune cell infiltration; support vector machine( SVM)

鼻咽癌( nasopharyngeal carcinoma，NPC) 是常见

的头颈部恶性肿瘤，好发于鼻咽顶与侧壁，发病率位

居耳鼻咽喉部恶性肿瘤的首位［1］。中国是 NPC 发病

率最高的国家，年发病率占全球的 60%以上，且以

华南地区为主［2］。目前，NPC 早期临床症状不典型，

约 10%的患者首次诊断已发生远处转移，导致其治

疗失败［3］。然而，随着医学诊疗技术的进步，NPC

患者的 5 年生存率在逐步提高，但由于肿瘤细胞的

增殖与扩散，导致部分患者预后不良［4］。NPC 患者

死亡的主要原因是肿瘤细胞复发和转移，且局部肿

瘤组织切除术移除的 NPC 患者仍然具有较高的转移

和复发风险，并对放化疗不敏感［5-6］。因此，研究

NPC 发生发展过程的关键基因有助于其早期诊断与

治疗。

目前，基于生物信息学与机器学习算法的疾病

风险预测成为研究热点［7-8］。生物信息学的快速发展

有助于利用公共数据筛选疾病发生发展的特征基因，

而机器学习方法在医学大数据领域的深入应用，使

得疾病风险预测能力得到大幅提高。然而，目前尚

没有研 究 同 时 使 用 最 小 绝 对 收 缩 选 择 算 法 ( least
absolute shrinkage and selection operator，LASSO) 和支

持向量机( support vector machine，SVM) 识别 NPC 的

生物标志 物。因 此，通 过 两 种 机 器 学 习 算 法 识 别

NPC 诊断性生物标志物，对 NPC 患者的早期预防、
早期诊断和早期治疗以及提高生存率具有重要临床

意义。

1 材料和方法

1． 1 材料

从基 因 表 达 数 据 集 ( Gene Expression Omnibus，
GEO) ( https: / /www． ncbi． nlm． nih． gov /geo / ) 下 载

3 个 NPC 相关芯片数据，其中 GSE12452 和 GSE13597
用作训练集，GSE53819 用作验证集( 表 1) 。

表 1 NPC 芯片数据信息

芯片名称 正常样本 肿瘤样本 平台信息

GSE12452 10 31
GPL570 HG-U133_Plus_2］Affymetrix Human Genome U133 Plus 2． 0 Array
GSE13597 3 25 GPL96［HG-U133A］Affymetrix Human Genome U133A Array
GSE53819 18 18 GPL6480 Agilent-014850 Whole Human Genome Microarray 4x44K G4112F

1． 2 方法

1． 2． 1 数据分析方法 对 3 个 NPC 相关芯片数据

集进行深入分析。首先，对数据进行合并处理，进行

基因集富集分析( gene set enrichment analysis，GSEA)

以及免疫细胞浸润分析; 其次，筛选差异表达基因

( differentially expressed genes，DEG) ，对 DEG 进行基

因本体论( gene ontology，GO) 、京都基因与基因组百

科 全 书 ( Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes，
KEGG) 分析; 再次，采用LASSO 和 SVM 算法对训练集

中 NPC 相关特征基因进行识别并在验证集中检验; 最

后，分析关键特征基因与免疫细胞的相关性( 图 1)。 图 1 数据分析流程图

98911 期 张浩轩，等． 基于机器学习鼻咽癌关键特征基因筛选及其与免疫细胞相关性分析



1． 2． 2 数据合并 利用 Ｒ 语言( “limma”包和“sva”
包) 与 Perl 语言对 GSE12452 与 GSE13597 数据进行

合并 处 理，同 时 对 合 并 后 的 数 据 进 行 DEG 分 析

( | logFC | ＞ 2 且 P ＜ 0． 05) 以及热图与火山图绘制。
1． 2． 3 GO、KEGG 与 GSEA 分析 利用 Ｒ 语言相关

数据分析包，对 DEG 进行 GO 和 KEGG 分析，并对

合并后的数据进行 GSEA 分析( “limma”包、“DOSE”
包、“clusterProfiler”包和“enrichplot”包) 。
1． 2． 4 免疫细胞浸润分析 运用 Ｒ 语言免疫相关软

件包( “CIBEＲSOＲT”、“corrplot”包、“vioplot”包) 分

析 GSE12452 与 GSE13597 合并后数据中正常鼻咽组

织与 NPC 组织中的免疫细胞浸润情况及其相关性。
1． 2． 5 机器学习算法筛选特征基因 运用 Ｒ 语言相

关软件包，通过 LASSO(“glmnet”包) 和 SVM(“caret”
包) 算法从 DEG 表达谱筛选特征基因，并进行韦恩图绘

制，得到两者共同的特征基因并进行深入分析。
1． 2． 6 特征基因分析 运用 Ｒ 语言相关软件包，对

筛选得到的特征基因在训练集中进行受试者工作特

征( receiver operating characteristic，ＲOC) 曲线分析，

且利用测试集数据对特征基因的 ＲOC 曲线( “pＲOC”
包) 验证并进行表达水平分析( “ggpubr”包) ，选择曲

线下面积( area under curve，AUC) 值大于 0． 9 的基因

作为 NPC 的关键基因。同时，对关键特征基因在

NPC 中与免疫细胞的相关性进行分析( “reshape2”
包、“ggpubr”包以及“ggExtra”包) 。
1． 2． 7 统计学分析 利用 Ｒ4． 1． 1 版本对所下载的

数据进行分析处理，P ＜ 0． 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 DEG 的筛选与分析

通过 GSE12452 与 GSE13597 数据合并及 DEG
分析，绘制 DEG 热图( 图 2A) 与火山图( 图 2B) ，共

得到 55 个差异基因，其中 43 个下调基因，12 个上调

基因。富集分析显示，DEG 的 GO 功能中生物过程

( biological process，BP) 主要富集在体液反应、细胞

分化以及参与免疫反应的中性粒细胞激活等; 细胞

组分( cellular component，CC) 主要位于分泌颗粒内

腔、胞质囊腔、特定颗粒内腔以及微绒毛膜; 分子功

能( molecular function，MF) 主要富集在视黄醇脱氢酶

活性、肽 链 内 切 酶 抑 制 剂 活 性、醇 脱 氢 酶［NAD
( P) +］活性、酶抑制剂的活动、趋化因子受体结合以

及铁离子结合等( 图 2C) ; 而 DEG 的 KEGG 主要富

集在白细胞介素 17 ( interleukin 17，IL-17 ) 信号通路

( 图 2D ) 。GSEA 富 集 在 细 胞 周 期、细 胞 外 基 质

( extracellular matrix，ECM) 受体相互作用、癌症通路

以及 DNA 复制上( 图 2E、F) 。

A: DEG 的热图; B: DEG 的火山图; C: DEG 的 GO 功能分析条形图; D: DEG 的 KEGG 分析条形图; E、F: GSEA 富集分析．

图 2 DEG 的筛选与生物信息学分析
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2． 3 免疫细胞浸润分析

通过对训练集数据进行免疫细胞浸润分析发现，

初始 B 细胞、记忆 B 细胞以及 CD4+ 静息记忆细胞浸

润水平在 NPC 显著降低( P ＜ 0． 05 ) ，而 CD8+ T 细

胞、CD4+ 初始 T 细胞、活化 CD4+ 记忆 T 细胞、滤泡辅

助 T 细胞、M0 和 M1 巨噬细胞在 NPC 的浸润水平显

著增加( P ＜ 0． 05 或 P ＜ 0． 01，图 3A、B) 。免疫细胞

相关性分析发现，CD4+ 静息记忆细胞与 CD8+ T 细胞

呈负相关( r = －0． 44) ，活化 CD4+ 记忆 T 细胞与调节

性 T 细 胞 ( T cells regulatory， Treg ) 负 相 关

( r = － 0． 4) ; 而中性粒细胞与活化肥大细胞正相关

性最强( r = 0． 52，图 3C) 。
2． 4 特征基因筛选和验证

通过 LASSO 算 法 筛 选 得 到 9 个 特 征 基 因

( 图 4A) ，而 SVM 算法筛选共得到 34 个特征基因

( 图 4B) 。通过绘制韦恩图，最后得到两者共同的特

征基因 8 个，分别为非胃型 H+ /K+ ATP 酶 α2 亚基

( ATPase H+ /K+ non-gastric alpha2 subunit，
ATP12A) 、精子相关抗原 6( sperm associated antigen 6，

SPAG6 ) 、ＲAD51 相 关 蛋 白 1 ( ＲAD51 associated
protein 1， ＲAD51AP1 ) 、 卷 曲 螺 旋 结 构 域 19
( coiled-coil domain containing 19，CCDC19 ) 、层连蛋

白 β1 亚基( laminin subunit beta 1，LAMB1) 、脂质运

载蛋白 2( lipocalin 2，LCN2) 、前列腺素内过氧化物

合 成 酶 2 ( prostaglandin-endoperoxide synthase 2，

PTGS2) 和 同 源 盒 C6 ( homeobox C6，HOXC6 ) 基 因

( 图 4C) 。利用测试集数据分析特征基因在 NPC 的表

达水平，结果显示 ATP12A、CCDC19 和 SPAG6 在

NPC 表达显著降低，差异有统计学意义( P ＜ 0． 05 ) ，

而 LCN2 在 NPC 虽然表达降低，但差异无统计学意

义 ( P ＞ 0． 05 ) ; ＲAD51AP1、 LAMB1、 PTGS2 和

HOXC6 在 NPC 显著高表达( P ＜ 0． 05 或 P ＜ 0． 01，

图 4D) 。特征基因在在训练集的 ＲOC 曲线分析显

示，AUC 均大于 0． 9 ( 图 4E) ，而在测试集中，结果

显示仅有 CCDC19、LAMB1、SPAG6 和 ＲAD51AP1 基

因的 AUC 大于 0． 9( 图 4F) 。

A: 免疫细胞浸润比例直方图; B: 免疫细胞浸润比例小提琴图; C: 免

疫细胞浸润相关性分析． 1: 初始 B 细胞; 2: 记忆 B 细胞; 3: 浆细胞;

4: CD8 + T 细胞; 5: 初始 CD4 + T 细胞; 6: 静息记忆 CD4 + T 细胞;

7: 激活的记忆 CD4+ T 细胞; 8: 滤泡辅助性 T 细胞; 9: 调节 T 细胞;

10: γδT 细胞; 11: 静息 NK 细胞; 12: 激活的 NK 细胞; 13: 单核细

胞; 14: M0 巨噬细胞; 15: M1 巨噬细胞; 16: M2 巨噬细胞; 17: 静息

树突状细胞; 18: 激活的树突状细胞; 19: 静息肥大细胞; 20: 激活的

肥大细胞; 21: 嗜酸性粒细胞; 22: 中性粒细胞． aP ＜0． 05，bP ＜0． 01 vs

正常组织．

图 3 免疫细胞浸润和免疫细胞相关性分析

19911 期 张浩轩，等． 基于机器学习鼻咽癌关键特征基因筛选及其与免疫细胞相关性分析



A: LASSO; B: SVM; C: 韦恩图; D: 特征基因在 NPC 组织的表达水平; E: 训练集; F: 验证集． bP ＜ 0． 01 vs 正常组织．

图 4 特征基因筛选及在 NPC 组织的表达及关键基因的 ＲOC 曲线
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2． 5 关键特征基因与免疫细胞相关性分析

对在训练集与验证集中 AUC 均大于 0． 9 的特征

基因作为关键特征基因进行深入分析，研究其与免

疫细胞相关性。结果显示，仅有 4 个关键特征基因，

分别是 CCDC19、LAMB1、ＲAD51AP1 以及 SPAG6。
CCDC19 与初始 B 细胞、CD4+ 静息记忆 T 细胞、记忆

B 细胞以及初始 CD4+ T 细胞浸润水平显著正相关

( P ＜ 0． 05) ，而与中性粒细胞、M0 和 M1 巨噬细胞、
活化 的 CD4+ 记 忆 T 细 胞 以 及 活 化 的 自 然 杀 伤

( natural killer，NK ) 细 胞 浸 润 水 平 显 著 负 相 关

( P ＜ 0． 05) ; LAMB1 与嗜酸性粒细胞、活化的 CD4+

记忆 T 细胞、M1 巨噬细胞以及中性粒细胞浸润水平

显著正相关( P ＜ 0． 05) ，而与滤泡辅助 T 细胞、CD4+

静息记忆 T 细胞以及记忆 B 细胞等浸润水平显著负

相关( P ＜ 0． 05) ; ＲAD51AP1 与嗜酸性粒细胞、活化

的 CD4+ 记忆 T 细胞以及中性粒细胞等浸润水平显著

正相关( P ＜ 0． 05) ，而与初始 CD4+ T 细胞、CD4+ 静

息记忆 T 细胞以及初始 B 细胞等浸润水平显著负相

关( P ＜ 0． 05) ; SPAG6 与初始 B 细胞、CD4+ 静息记

忆T 细胞以及记忆 B 细 胞 等 浸 润 水 平 显 著 正 相 关

( P ＜0． 05) ，而与活化NK 细胞、M0 巨噬细胞以及CD8+

T 细胞等浸润水平显著负相关( P ＜ 0． 05)。CCDC19 与

SPAG6 具有相似的免疫细胞浸润情况，而 LAMB1 与

ＲAD51AP1 具有相似的免疫细胞浸润情况( 图 5)。

A: CCDC19; B: LAMB1; C: ＲAD51AP1; D: SPAG6．

图 5 关键特征基因与免疫细胞相关性

3 讨论

由于鼻咽部的解剖位置较为隐匿，NPC 患者早

期临床症状不典型［9-10］。因此，早期的针对性预防与

治疗，对提高 NPC 患者的总体生存率具有重要意义。
虽然人类 EB( Epstein-Barr) 病毒在早期诊断 NPC 方

面发挥重要作用，但缺乏特异性，且检测方法较为复

杂，而晚期 NPC 易发生转移，且对抗肿瘤药物和放

化疗不敏感［11-12］。有研究发现，NPC 发展过程中常

伴有癌基因的异常表达［13］。因此探索 NPC 发展过程

中的关键基因具有重要的现实意义。
机器学习正在医学领域得到快速发展，且主要

应用于影像组学与病理学图像分割［14-15］，以预测疾

病发病风险为目的。LASSO 和 SVM 目前是在预测疾

病发生风险领域应用最为广泛的两种机器学习算法。
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LASSO 算法与传统回归分析方法相比，可通过参数

估计，消除数据之间的共线性影响，从而明确不同特

征变量之间的相关性，并且在处理具有高纬度数据

的生物信息学方面有显著优势［16］。SVM 算法可根据

不同维度的数据实现最佳分类，消除数据过度拟合

现象，达到最佳折衷［17］。因此，综合利用两种机器

学习算法的优势，可有效筛选 NPC 发生过程的关键

特征基因。
研究发现，DEG 的 GO 功能主要富集在体液免

疫反应、角化与细胞分化、中性粒细胞激活以及趋化

因子受体结合等上。体液免疫反应在抗肿瘤过程中

发挥关键性作用，且由 B 细胞介导［18］; 而 B 细胞可

通过转化成为浆细胞，进而产生抗肿瘤细胞的免疫

球蛋白，从而进一步发挥抗肿瘤作用［19］。通过分析

NPC 免疫微环境发现，幼稚 B 细胞和记忆 B 细胞在

免疫微环境中的表达显著下降，而浆细胞的表达有

所上升。这可能是由于 B 细胞在抗肿瘤细胞增殖过

程中耗竭所致，且有学者通过研究肾细胞癌发现，肿

瘤三级淋巴结构 ( tertiary lymphoid structures，TLS )

在维持 B 细胞成熟和抗体生成过程中发挥重要作用，

可起到直接抗肿瘤作用［20］。此外，有研究发现肿瘤

组织的中性粒细胞的标志物 CD54 表达增高［21］，而

且局部浸润的中性粒细胞可抑制人体的细胞免疫力

并导致肿瘤细胞免疫逃逸［22］。另有文献报道，在

实 体 瘤 的 中 性 粒 细 胞 胞 外 诱 捕 网 ( neutrophil
extracellular traps，NET) 不利于患者的预后［23］; 而本

研究通过免疫相关分析发现 NPC 免疫微环境中性粒

细胞表达有所增高。趋化因子及其受体与 NPC 的复

发转移也密切相关［24］，而细胞分化与 NPC 分类密切

相关，并影响患者的放化疗及预后［25-26］。因此，DEG
的功能与肿瘤细胞增殖、转移、分化及患者预后密切

相关。而 KEEG 通路分析 发 现，DEG 主 要 富 集 在

IL-17 信号通路上，而该信号通路在 NPC 的发生发展

过程中发挥重要作用［27］。此外，GSEA 富集分析结

果显示，其与肿瘤的发生发展以及 NPC 的进展密切

相关。因此，无论是 DEG 的 GO、KEGG 还是 GSEA
富集分析，结果均显示与肿瘤以及 NPC 的发生发展、
转移、复发及预后密切相关。

免疫微环境的改变与肿瘤的发生及患者预后密

切相关。有研究发现在 EB 病毒感染的 NPC 组织中，

以 B 细胞受累为主，而且 EB 病毒可长期潜伏于记忆

B 细胞［28］。在机体处于免疫系统受抑制状态下，潜

伏于记忆 B 细胞的 EB 病毒得到激活，从而导致 NPC
的发生。此外，有研究者通过分析 NPC 患者静息状

态下 CD4+ T 细胞发现，其表达水平显著降低，并认

为其可作为评估 NPC 患者免疫状态的依据［29］; 而另

有学者研究发现，CD4+ T 细胞 /CD8+ T 细胞比值下降

与 NPC 的局部复发和远处转移密切相关，并认为其

可用来预测 NPC 患者的生存预后［30］。针对 M0 和

M1 巨噬细胞在 NPC 免疫微环境中著高表达，有学者

研究发现其在 NPC 发生发展过程中发挥重要作者，

并与肿瘤细胞侵袭力密切相关，并且影响患者生存

预后［31］。
总之，通过机器学习算法筛选 NPC 关键特征基

因，并分析其与免疫细胞的相关性，在利用医疗大数

据的基础上，初步实现了生物信息学与医学的有机

融合，实现了学科交叉研究，可为其他研究领域的学

者提供一种创新的研究方法。但由于研究所涉及的

NPC 样本量不够庞大，且缺乏相关的实验验证，故关

键特征基因在 NPC 发生过程中的作用机制研究尚不

够深入。因此，后续还需搜集 NPC 大样本数据，进

行相关基础与临床研究，以明确关键基因在 NPC 发

生过程中的作用机制。
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