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[摘  要]  目的：筛选影响胃癌患者预后及治疗的关键基因，分析关键基因微纤维相关蛋白2（MFAP2）在提示胃癌患者预后及免

疫治疗敏感性中的价值。方法：从TCGA数据库下载胃癌患者的癌和癌旁组织的表达谱数据及临床资料。综合加权基因共表达

网络分析（WGCNA）和单因素Cox回归分析筛选与胃癌预后显著相关的基因。使用多个患者队列评估关键基因MFAP2的预后价

值，分析其效能和临床病理指标的相关性。使用多个在线数据库数据及算法分析MFAP2与肿瘤免疫微环境的关联，免疫表型评分

（IPS）联合免疫治疗患者队列分析MFAP2在预测免疫治疗响应性中的价值。采用多数据集验证 MFAP2在胃癌及癌旁组织中

的表达差异。结果：蓝色模块与胃癌患者的生存结局相关性最高（R=0.17，P<0.001）；进一步与预后相关基因取交集，共筛选到20个

关键基因。关键基因MFAP2的高表达提示胃癌的不良预后和病理进展（HR>1，P<0.05）。MFAP2与肿瘤相关成纤维细胞密切相关，

高表达MFAP2的胃癌患者对免疫治疗更不敏感。多数据集验证结果显示，MFAP2 mRNA在胃癌组织中高表达（P<0.05或P<0.01）。

结论：MFAP2的高表达是胃癌预后不良和免疫治疗响应不佳的提示因子，有望作为胃癌的新型治疗靶点和预后标志物。
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[Abstract]  Objective: To screen the key genes affecting the prognosis and treatment of gastric cancer (GC) patients and to analyze the value 

of the key gene microfibrillar-associated protein 2 (MFAP2) in suggesting the prognosis and the sensitivity of immunotherapy of GC patients. 

Methods: The expression profile data and clinical information of gastric cancer and paracancerous tissues were downloaded from the TCGA 

database. Genes significantly associated with the prognosis of gastric cancer were screened by weighted gene co-expression network analysis 

(WGCNA) and univariate Cox regression analysis. Multiple patient cohorts were used to assess the prognostic value of the key gene MFAP2 

and analyze its efficacy and clinicopathological correlation. Multiple online databases and algorithms were used to analyze the correlation 

between MFAP2 and the tumor immune microenvironment. Immunophenotyping score (IPS) combined with immunotherapy patient cohort 

was used to analyze the value of MFAP2 in predicting the responsiveness of immunotherapy. Differential expression of MFAP2 in gastric 

cancer and adjacent tissues was verified with multiple datasets. Results: The blue module showed the highest correlation with survival 

outcomes of GC patients (R=0.17, P<0.001). Further intersections were taken with prognosis-related  genes, and a total of 20 key genes were 

screened. High expression of the key gene MFAP2 suggested poor prognosis and pathological progression of GC (HR>1, P<0.05). MFAP2 

was closely associated with cancer-associated fibroblasts, and GC patients with high expression of MFAP2 were more insensitive to 

immunotherapy. The high expression of MFAP2 mRNA in GC was verified by multiple datasets (P<0.05 or P<0.01). Conclusion: High 

expression of MFAP2 is a predictive factor for poor prognosis and response to immunotherapy in GC patients. MFAP2 is expected to serve 

as a novel therapeutic target and prognostic indicator for gastric cancer.
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胃癌是最常见的消化道恶性肿瘤之一。全球癌

症统计数据[1]显示，在所有癌症类型中，胃癌的发病

率居第六位，病死率居第四位。中国胃癌发病率和

病死率均显著高于其他国家，全球近一半的胃癌新

发及死亡病例均在中国[2]。然而，由于早期无特异性

改变，不易被发现，所以大多胃癌患者确诊时已经处

于疾病的中晚期，这严重显著制约了胃癌治疗的效

果[3]。虽然手术、放疗及化疗的进步在一定程度上延

长了胃癌患者的生存期，但由于其耐药性、转移等原

因，胃癌患者的 5 年生存率仍不理想（5%~15%）[4]。

最新临床试验结果显示，免疫检查点阻断疗法在晚

期胃癌治疗中展现出良好的效果[5] ；但肿瘤免疫治疗

的响应率不足仍是限制其进一步应用的重要原因[6]。

因此，亟需发掘新的胃癌诊断、预后评估及治疗响应

性预测的生物标志物。本研究利用公共数据库数

据，采用多种方法筛选影响胃癌患者预后的关键基

因，综合多维度分析关键基因微纤维相关蛋白 2

（microfibrillar-associated protein 2, MFAP2）在提示胃

癌患者预后及免疫治疗敏感性中的价值，为将

MFAP2作为胃癌诊治的潜在新靶点和预后标志物提

供理论依据和应用参考。

1  材料与方法

1.1  胃癌数据的收集

从TCGA数据库（https://www.cancer.gov/tcga）下载

胃癌（TCGA-STAD）及癌旁组织样本的RNA-seq数据，

共纳入415例胃癌及35例癌旁组织样本。在进行生存

及临床相关性分析时，去除重复及随访时间不足30 d的

样本。外部胃癌患者队列 GSE62254、GSE15459、

GSE29272 、GSE51105 、GSE19826 及 GSE79973 从

GEO数据库（ https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/）获取。

1.2  胃癌差异表达基因分析

使用 R 语言 edgeR 包分析胃癌及癌旁组织中

mRNA表达差异，将差异倍数|log2（fold change, FC）|>2

且 P<0.05 的基因作为差异表达基因。基于 R 语言

pheatmap包和 ggplot2包，使用热图和火山图进行差

异可视化。

1.3  加权基因共表达网络分析（weighted correlation 

network analysis, WGCNA）鉴定与胃癌患者生存预

后相关的基因模块

WGCNA用于筛选与患者的生存预后最相关的

模块和基因。在对样本进行聚类并剔除异常值后，

确定软阈值（soft threshold）用于后续分析。在确保每

个模块中不少于 50个基因的情况下，将基因划分到

不同的模块中，进行相关性筛选以获取生存结局相

关模块与基因。

1.4  关键基因筛选及功能富集分析

合并 TCGA-STAD 的基因表达谱与临床随访

信息，使用单因素 Cox 回归分析以筛选预后基因

（P<0.05）。使用R语言ClusterProfiler包进行功能富

集分析，获取与胃癌预后相关的生物过程或通路。

将差异表达基因、WGCNA鉴定的生存结局相关模块

基因以及预后基因取交集，获得关键预后基因，并绘

制维恩（Venn）图。

1.5  生存分析

使用R语言 survival包绘制Kaplan-Meier（K-M）

曲线，以显示TCGA-STAD队列中MFAP2高表达组

与低表达组的生存差异。使用外部队列GSE62254、

GSE15459、GSE29272、GSE51105及合并队列验证不

同MFAP2表达组的生存差异。

1.6  基因预后效能及临床病理相关性分析

绘制 ROC 曲线以其曲线下面积（area under 

curve, AUC）评估MFAP2诊断胃癌及预测胃癌患者

生存结局的准确性，基于R语言 survivalROC包完成。

根据不同临床亚组分析 MFAP2 的表达趋势，评估

MFAP2与胃癌患者的临床病理指标的相关性。

1.7  基因与肿瘤微环境及免疫治疗的相关性分析

利用TIMER数据库（http://timer.cistrome.org/）和

ESTIMATE算法评估MFAP2表达与多种肿瘤浸润免

疫细胞以及肿瘤微环境评分的相关性[7-8]。在TISCH

数据库（http://tisch.comp-genomics.org）上分析胃癌单

细胞测序数据集，探究MFAP2在不同细胞中的表达

趋势[9]。从TCIA数据库（https://tcia.at/home）下载胃

癌患者的免疫表型评分（immunophenoscore, IPS），用

于预测患者对免疫治疗的敏感性[10]。从 Kaplan-

Meier Plotter 数据库（https://kmplot.com/analysis/） 引

入接受免疫治疗的肿瘤患者队列，分析治疗前

MFAP2表达与患者生存预后的关系[11]。

1.8  MFAP2表达趋势的验证

为进一步确认 MFAP2 在肿瘤组织中的表达状

态，引入GTEx数据库中的正常胃组织表达数据，基

于GEPIA数据库分析MFAP2在肿瘤组织、癌旁组织

及正常组织中的表达趋势[12]。使用CEPIA数据库数

据及 GSE19826 和 GSE79973 数据集进一步验证

MFAP2 mRNA在胃癌及癌旁组织中的表达差异。

1.9  统计学处理

使用R软件（版本4.2.2）相关功能包及在线数据

库进行数据的处理、分析和可视化。使用Wilcoxon

秩和检验进行表达差异的统计分析，Cox回归分析用

于预后基因筛选，Spearman法用于相关性分析，使用

配对 t检验分析微阵列实验中MFAP2的表达水平。

以P<0.05或P<0.01表示差异具有统计学意义。
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2  结  果

2.1  蓝色模块与胃癌患者生存结局相关性最高

基于WGCNA流程对TGCA-STAD的样本进行

聚类分析显示，10个样本被鉴定为离群样本被剔除

（图 1A）；后续分析中，选取 4作为软阈值，所有基因

被划分为19个不同模块（图1B~1D）。WGCNA分析

这些模块与患者生存结局的相关性，结果显示，蓝色

模块与患者生存结局关系最密切（R=0.17，P<0.001），

其中包括1 686个基因（图1E）。

A：鉴定离群样本；B：选取WGCNA合适的软阈值；C：WGCNA将基因分成不同模块；D：基因在各模块中的分布情况；

E：不同基因模块与患者生存结局的相关性。

图1  WGCNA鉴定与胃癌患者生存结局关联最显著的基因模块

2.2  筛选到20个影响胃癌预后的关键基因

通过比较TCGA-STAD表达谱中胃癌与癌旁组

织中的表达差异，鉴定出 1 538个差异基因（图 2A、

2B）。结合TCGA-STAD队列中患者的生存信息，使

用单因素Cox回归鉴定出 1 541个胃癌预后相关基

因。进行功能富集分析，发现这些基因主要富集于

细胞外基质（extracellular matrix, ECM）调控、凝血调

控、细胞-基质黏附、生长因子等生物学过程或通路

（图2C），提示ECM成分及相关通路对胃癌预后有重

要影响。将差异表达基因、单因素Cox回归鉴定的预

后基因、WGCNA 鉴定的蓝色模块基因三者取交

集，共获得 20 个影响胃癌患者预后的关键基因

（图 2D）。关键基因的风险比（hazard ratio, HR）及

95%CI如图2E所示。

2.3  关键基因MFAP2高表达提示胃癌不良预后

MFAP2作为预后效果最显著的基质相关蛋白之一，

成为本研究关注的关键分子。依据MFAP2表达的中位

值（5.655）将TCGA-STAD队列中的胃癌患者分成MFAP2

高表达组和MFAP2低表达组。生存分析发现，MFAP2

高表达组胃癌患者总生存期更短（HR>1，P=0.006；图

3A）。为验证该结论的可靠性，进一步在GSE62254、

GSE15459等多个独立的胃癌患者队列及合并队列中

进行生存分析，得到了一致的结果（均HR>1，P<0.05；

图3B~3F）。以上结果表明，MFAP2的高表达能够提示

胃癌患者的不良预后。

2.4  关键基因MFAP2具有良好的诊断和预后效能

及临床病理相关性

诊断 ROC 曲线显示，MFAP2 表达所呈现的

AUC为0.892，显示了其良好的诊断效果（图4A）。通

过时间依赖性ROC曲线评估MFAP2预测胃癌患者

总体生存结局及疾病特异性生存结局的准确性，结

果显示，MFAP2对长期生存的预测效果更优（AUC=

0.7~0.8；图 4B、4C）。由此可见，MFAP2在作为胃癌

的诊断及预后指标方面具有良好的效能。

关键基因与患者临床病理指标的良好相关性也

是其预后价值的重要体现。进一步评估MFAP2表达

与胃癌患者的TNM分期等临床指标之间的关联，结

果显示，MFAP2在T分期更高的患者亚组中表达更

高（P<0.001，图4D），而与N分期、M分期的关联不明

显（图 4E、4F）。与Ⅰ期组患者相比，MFAP2在Ⅱ期

组患者中表达更高（P<0.05，图 4G）；Ⅲ-Ⅳ期组患者

MFAP2 也较Ⅰ期组高，但差异无统计学意义（图

4G）。MFAP2在死亡结局的患者组中的表达也较存

活组更高（P<0.01，图 4H）。MFAP2的表达与幽门螺

旋杆菌感染之间未见明显关联（图4I）。结果表明，关

键基因MFAP2与胃癌患者的临床病理指标尤其是T
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分期具有良好的相关性。

2.5  MFAP2与胃癌微环境中的基质成分高度相关

基于TIMER数据库的胃癌微环境相关性分析结

果显示，MFAP2与巨噬细胞的相关性最高（R=0.294，

P<0.001），与B细胞、CD4+ T细胞及DC具有一定的

相关性（P<0.05，图 5A）。MFAP2表达与微环境评分

中的基质评分相关性最强（R=0.437，P<0.001；图5B）。

单细胞转录组维度分析MFAP2与肿瘤微环境各种细

胞成分的相关性，结果显示，MFAP2在成纤维细胞中

表达最强（图5C~5E）。癌症相关成纤维细胞（cancer-

associated fibroblast, CAF）是微环境中最重要的基质

细胞种类之一，因此MFAP2与胃癌微环境中的CAF

等基质成分具有高度相关性。

A：差异分析热图；B：差异分析火山图；C：预后基因的功能富集分析；D：多策略筛选基因的交集Venn图；

E：20个关键预后基因的风险值。

图2    多策略筛选对胃癌患者预后影响最显著的关键基因

A：基于TCGA队列的生存分析；B-F：基于GSE62254（B）、 GSE15459（C）、GSE29272（D）、

GSE51105（E）及合并外部队列（F）的生存分析。

图3    多队列生存分析揭示关键基因MFAP2在胃癌中的预后价值
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A：基于MFAP2的胃癌诊断ROC曲线；B：基于MFAP2的时间依赖性ROC曲线（总生存期）；C：基于MFAP2的时间依赖性ROC曲线

（疾病特异性生存期）；D-I：MFAP2在不同临床病理亚组中的表达趋势分析。*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001。

图4    关键基因MFAP2与胃癌临床指标的相关性

2.6  MFAP2高表达提示肿瘤对免疫治疗不敏感

通过比较不同MFAP2表达水平的患者亚组的 IPS

评分，发现不论PD-1及CTLA-4的状态如何，MFAP2低

表达组的 IPS评分均显著高于MFAP2高表达组，提示

MFAP2低表达的患者可能对肿瘤免疫治疗的响应性更

高（P<0.001，图5F）。此外，MFAP2高表达组也具有更

高的CAF评分，而CAF对肿瘤免疫治疗的效果具有显

著消极影响，因此MFAP2高表达可能提示接受免疫治

疗的肿瘤患者的不良预后（P<0.001，图5G）。为了进一

步验证上述结果，本研究在两个接受免疫治疗的肿瘤

患者队列中评估了MFAP2表达水平与患者预后的关系，

结果显示，MFAP2高表达的患者组均具有更短的总生

存期（HR>1，P<0.01；图5H、5I）。分析结果表明，MFAP2

高表达能够提示接受免疫检查点阻断疗法的肿瘤患者

的不良预后。

2.7  多数据集验证MFAP2 mRNA在胃癌组织中呈

高表达

除了癌旁组织，本研究还引入了 GTEx 数据库

中的正常胃黏膜组织表达谱数据进行表达趋势分

析，充分验证了 MFAP2 mRNA 在胃癌组织高表达

的特征（P<0.05，图 6A）。在 GSE19826 和 GSE79973

胃癌及癌旁组织的表达谱数据集中验证MFAP2 mRNA

的高表达，得到了一致的结果（P<0.001，图 6B、

6C）。结果表明，MFAP2 mRNA在胃癌组织中显著高

表达。

3  讨  论

胃癌作为一种侵袭性消化道恶性肿瘤，是世界

范围内癌症相关死亡的主要原因之一。手术切除是

早期胃癌的理想治疗手段，但是当出现淋巴结转移

或远处转移时，常需要进行化疗、靶向药物治疗或免

疫疗法等全身性治疗手段，且患者的长期预后仍然

不够理想[13]。因此，以患者预后作为出发点，发掘有

利于胃癌早期诊断和预后评估的新型分子标志物尤

为重要，对于深入理解胃癌进展机制和筛选药物靶

点也具有重要意义。
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A：基于TIMER数据库分析MFAP2与肿瘤免疫微环境的相关性；B：MFAP2与微环境评分的相关性；C-E：胃癌单细胞测序分析显

示MFAP2优势表达的细胞群；F：MFAP2高表达组与低表达组的 IPS评分差异；G：MFAP2高表达与低表达组的CAF评分差异；

H、I：MFAP2高表达与低表达的患者接受免疫治疗的生存曲线分析。

图5  关键基因MFAP2与胃癌微环境及免疫治疗的相关性分析

A：GEPIA数据库分析MFAP2 mRNA在胃癌组织中的高表达；B、C：两个独立数据集GSE19826（B）

与GSE79973（C）验证MFAP2 mRNA在胃癌组织中高表达。*P<0.05, **P<0.01。

图6  关键基因MFAP2在胃癌及癌旁组织中的表达特征验证

本研究综合了WGCNA性状-模块分析、Cox回

归分析、差异表达分析三种策略，筛选出20个与胃癌

生存预后密切相关的关键基因。功能富集分析提示

预后基因显著富集在ECM相关的功能和通路，因此

有必要对关键基因中的ECM相关基因进行重点探

究。经文献调研，这 20个关键基因中的确有包括成

纤维细胞活化蛋白 α（fibroblast activation protein 

alpha, FAP-α）、纤维蛋白原样蛋白 1（fibrinogen like 

1, FGL1）、丝氨酸蛋白酶抑制剂分支E成员 1（serpin 

family E member 1, SERPINE1）、Ⅰ型胶原蛋白α1链
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（collagen type Ⅰ alpha 1 chain, COL1A1）、MFAP2、

基质蛋白 3（matrilin 3, MATN3）、双糖链蛋白多糖

（biglycan, BGN）、白细胞分化抗原 36（cluster of 

differentiation 36, CD36）等多个基因与ECM相关，其

中部分基因调控胃癌预后的作用已经有所报道。例

如，KUMAR等[14]通过大规模基于单细胞测序的胃癌

微环境分析揭示了 INHBA-FAP高表达的CAF亚群

是胃癌的不良预后因子。BGN/FAP/STAT3可在胃癌

细胞与CAF样细胞之间形成正反馈环路，进而促进

胃癌的腹膜转移[15]。CAF来源的MATN3的相分离能

够促进胃癌的侵袭[16]。JIANG等[17]提出CD36是一个

与 CD4+ T 细胞活化相关的重要因子，且 CD36-

BATF2/MYB轴能够作为预测胃癌患者免疫检查点

阻断疗法响应性的指标。因此，上述研究从侧面反

映了本研究的可靠性，为后续进一步揭示这些关键基

因的功能提供了有力支持。

MFAP2是本研究筛选出的预后作用最显著的关

键基因之一。据报道，MFAP2在参与ECM的构成、

生长因子信号转导、产热调控等方面起着重要作用，

但MFAP2在胃癌患者的预后、临床病理特征及免疫

治疗等方面的角色意义尚未得到充分明确[18-21]。因

此，本研究重点关注了MFAP2，从生存预后、疾病诊

断、临床病理相关性、肿瘤免疫等方面对MFAP2的生

物学意义进行了综合探究。多个胃癌患者队列的生

存分析均说明了MFAP2是胃癌的风险预后因子，且

MFAP2的表达与肿瘤的T分期尤为相关，也从侧面

说明了MFAP2与胃癌进展的相关性。研究结果[22-25]

表明，MFAP2在结肠癌、卵巢癌、口腔鳞癌等肿瘤中

高表达，且能够通过m1A甲基化、糖酵解、致癌自噬

等不同机制促进肿瘤的侵袭、转移和进展。此外，

ROC曲线分析也说明MFAP2对胃癌诊断和预后评

估的准确性良好。

肿瘤微环境由肿瘤中的浸润性免疫细胞、基质

细胞及分泌性非细胞组分等组成[26]。近年来，肿瘤微

环境在调控肿瘤进展、患者预后及药物治疗敏感性

中的作用受到了广泛关注[26-27]。例如，对多数肿瘤而

言，肿瘤内浸润性细胞毒性CD8+ T细胞是保护性的

预后因子[28-29]。杨珺涵等[30]发现，NFKBIA在黑色素

瘤中低表达，其表达水平与多种CD8+ T细胞亚群的

浸润水平呈正相关。基质细胞方面，CAF作为肿瘤

基质的关键组成部分，可通过调控ECM重塑、血管生

成、肿瘤-免疫细胞相互作用等机制影响肿瘤的进

展[27]。LIU等[31]利用空间多组学的方法鉴定了一种由

SPP1+巨噬细胞和CAF相互作用所形成的肿瘤-免疫

屏障结构，这种结构通过限制效应性免疫细胞的瘤

内浸润来制约肿瘤免疫治疗的疗效。在本研究中，

关键基因MFAP2的高表达也能够提示接受免疫治疗

的肿瘤患者的不良预后；进一步分析结果显示，

MFAP2主要表达于微环境中的CAF，提示MFAP2可

能是通过CAF与肿瘤细胞的相互作用促进免疫抑制

和肿瘤进展，但具体机制还需未来更多基于二代测序

和空间多组学技术的研究以明确MFAP2、CAF及肿瘤细

胞之间的分子和细胞作用关系。

综上所述，本研究通过综合的生物信息学筛选

鉴定了影响胃癌患者生存预后和免疫治疗响应性的

关键基因MFAP2；从表达特征、生存预后、疾病诊断、

临床病理相关性、肿瘤微环境、免疫治疗等方面对

MFAP2在胃癌中的生物学意义进行了综合的表征，

揭示了CAF相关基因MFAP2的高表达提示胃癌患

者预后不良、疾病进展及免疫治疗低响应性的作用，

为胃癌免疫治疗新靶点和预后标志物的研究提供了

新思路。
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