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肿瘤突变负荷与肿瘤浸润性免疫细胞在结直肠癌	

预后及进展中的作用

时姗姗，李霄，丁颖，宋国新，张智弘

(南京医科大学第一附属医院病理科，南京 210029)

[摘　要]	 目的：本文旨在通过分析结直肠癌(colorecta l  cancer，CRC)中肿瘤突变负荷(tumor mutat ional 

burden，TMB)、肿瘤浸润性免疫细胞(tumor-infiltrating immune cells，TICs)及临床病理特征三者

之间的相互关系，探讨TMB及TICs在CRC进展中的相互作用及临床意义。方法：下载癌症基因

组(The Cancer Genome Atlas，TCGA)数据库中CRC患者的相关数据，包括肿瘤突变、基因表达

及相关临床信息等。利用R语言分别计算每个肿瘤样本的TMB值及TICs百分比，并分析TMB值及

TICs百分比与临床病理参数和5年总生存率的相关性。根据TMB中位值将肿瘤样本分成高TMB组

(n=224)和低TMB组(n=246)，比较2组5年总生存率。筛选出差异表达基因和差异表达TICs，通过

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)及基因集富集分析(Gene Set Enrichment Analysis，GSEA)寻找其潜在相关的免

疫机制和功能。结果：根据TCGA数据，>65岁CRC患者的TMB值更高，发生血管及淋巴结转移的

肿瘤TMB值较低(P<0.001)。与低TMB组相比，高TMB组CRC患者的5年总生存率更低(P<0.05)。

116个差异表达基因主要涉及药物代谢及白细胞跨内皮迁移信号通路；4种差异表达的TICs为CD4+ 

T细胞、滤泡辅助性T细胞、M0及M1巨噬细胞。结论：TMB是一个重要的评价CRC预后和免疫治

疗的指标，可以通过与TICs相互作用调节免疫微环境，从而影响CRC预后及免疫治疗的效果。
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Abstract Objective: This study aimed to investigate the association between tumor mutational burden (TMB), tumor-

infiltrating immune cells (TICs) and clinicopathological features, and their clinical implications in the progression 

and prognosis of colorectal cancer (CRC). Methods: Data relating to CRC were downloaded from The Cancer 

Genome Atlas (TCGA) database, including genetic mutation files, RNA-seq data, and clinical information. TMB 
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肿 瘤 突 变 负 荷 ( t u m o r  m u t a t i o n a l  b u r d e n ，

T M B)定义为肿瘤中每1  0 0 0  0 0 0个体细胞碱基突

变 的 总 数 ， 一 般 认 为 T M B 可 刺 激 产 生 肿 瘤 特 异

性及高免疫原抗体 [ 1 ]。研究 [ 2 ]表明：在多种肿瘤

中 ， 高 T M B 提 示 患 者 的 预 后 较 差 ， 但 其 在 结 直

肠癌(colorectal  cancer，CRC)中的预后作用目前

仍 不 明 确 。 研 究 [ 3 - 4 ]证 实 ， 在 肿 瘤 中 T M B 值 与 细

胞程序性死亡配体1(programmed death l igand 1， 
PD -L1)表达无相关性，却与检查点抑制剂免疫治

疗的疗效显著相关。因此，2020年美国食品和药

物管理局(Food and Drug Administration，FDA)批

准pembrolizumab用于高TMB的实体瘤患者[5]。

CRC的肿瘤微环境(tumor microenv ironment，
T M E) 在近年来引起了广泛关注。 T M E 包含多种

不同类型的细胞，如肿瘤细胞、免疫细胞等，他

们 可 以 通 过 细 胞 间 接 触 、 细 胞 因 子 、 趋 化 因 子

等相互影响，并受遗传、表观遗传及环境等多种

因素的调控 [ 6 ]。研究表明：肿瘤浸润性免疫细胞

(tumor-infiltrating immune cells，TICs)与CRC的预

后相关 [7]；在原发性CRC中，调节性T细胞及自然

杀伤(natural kil ler，NK)细胞增加提示肿瘤预后较

好 [ 8 ]；某些T I Cs还与CRC肿瘤免疫治疗的疗效相

关 [9]，如细胞毒性T细胞及辅助性T细胞1在免疫检

查点抑制剂的治疗中起关键作用[10]，肠道的NK细

胞减少可导致P D -L 1表达上调 [ 1 1 ]。但是，目前对

TMB和TICs之间的关系及其作用机制仍不明确。

通 过 分 析 癌 症 基 因 组 ( T h e  C a n c e r  G e n o m e 
Atlas，TCG A)数据库中的相关数据发现：年长的

CRC患者的TMB值较高，发生血管及淋巴结转移的

肿瘤TMB值较低。并且高TMB肿瘤的预后较差。通

过筛选差异表达基因(differentially expressed genes，

D EG s)及T I Cs发现这部分患者的特殊信号通路异

常，提示TMB可能通过干扰浸润性免疫细胞的细胞

间通讯，改变免疫耐受和免疫活性之间的平衡，影响

CRC的TME，进而影响患者的生存及免疫治疗反应。

1  资料与方法

1.1  CRC 数据下载 
所有CRC数据下载于TCGA数据库中的TCGA内

部项目，包括基因突变、转录组数据及相关的临床资

料(https://portal.gdc.cancer.gov/)。共获得551个肿瘤样

本(重复样本81例)及48个正常对照样本的相关数据。

1.2  TMB 及相关 DEGs 的确定

T M B 的 定 义 为 基 因 组 中 每 1  0 0 0  0 0 0 个 体 细

胞碱基突变的总数，包括碱基替换、插入和缺失

突变 [12]。采用软件R (Vienna，New Zealand)中的

“ m a f t o o l s ”包分析肿瘤样本中的基因组突变，

包含非同义和移码突变，检测下限为> 5 %。根据

TM B中位值(重复样本求平均值)将肿瘤样本分成

高TMB组(n=224)和低TMB组(n=246)。 
采用软件R中的“ l imma”包处理RNA表达数

据，通过“edgeR”包筛选出2个TMB组间的DEGs 
{log错误发现率(false discovery rate，FDR) <0.05及

log|倍数变化(fold change，FC)| >1}。

value and percentage of TICs of each tumor sample were calculated separately using R language; then correlation 

analysis was performed between these indices, clinicopathological parameters, and the 5-year overall survival rate. 

Based on the median TMB values, tumors samples were divided into a high TMB group (n=224) and a low TMB 

group (n=246). Five-year overall survival rates were compared between the 2 groups. Differentially expressed 

genes (DEGs) and TICs between high-TMB and low-TMB groups were screened and the potential immune 

mechanism and functions were identified by Gene Ontology (GO), Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 

(KEGG) and Gene Set Enrichment Analysis (GSEA). Results: Based on TCGA data, CRC patients >65 years 

had higher TMB values; but tumors with lymph node invasion and vascular invasion had a lower TMB values 

(P<0.001). Compared with the low-TMB group, CRC patients in the high-TMB group had shorter 5-year overall 

survival rate (P<0.05). A total of 116 DEGs involved in signaling pathway of drug metabolism and leukocyte 

transendothelial migration, and four special types of TICs, including CD4+ T cells, follicular helper T cells, M0 

and M1 macrophages, were identified. Conclusion: TMB is an important prognostic and immunotherapeutic 

index in CRC, which can interact with TICs to modulate the tumor microenvironment of CRC and therefore 

impact the prognosis of CRC and the efficacy of immunotherapy. 

Keywords tumor mutational burden; tumor-infiltrating immune cells; tumor microenvironment; colorectal cancer
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1.3  TMB 的临床特征相关性分析

使用软件 R 中的 W i l c o x o n 秩和检验分析不同

T M B 值与临床病理参数之间的相关性。 K a p l a n -
Meier生存曲线及log-rank检验用于比较不同TMB组

间的5年总生存率。 

1.4  TMB 相关的 TICs 鉴别

采用软件R中的“CI BER SORT”包评估肿瘤

样 本 的 2 2 种 免 疫 细 胞 的 比 例 ， 包 括 7 种 T 细 胞 、 
3种B细胞、NK细胞及髓样细胞(https://cibersort.
stanford.edu/)，保存结果并进行后续分析[13]。

采用软件 R 中的 W i l c o x o n 秩和检验鉴别不同

TMB组间的差异表达TICs (P<0.05)，并分析TICs
百分比与TMB值之间的相关性。

1.5 GO、KEGG 及 GSEA 
采用软件R的clusterProfiler、enrichplot及ggplot2

包进行DEGs的基因本体论(Gene Ontology，GO)及

京都基因与基因组百科全书(Kyoto Encyclopedia of 
Genes and Genomes，KEGG)富集分析。P值及q值定

义为<0.05，FDR定义为<0.01。从Molecular Signature
数据库下载C7基因集(version 6)，从Broad Institution 
(http://www.gsea-msigdb.org/)下载基因集富集分析

(Gene Set Enrichment Analysis，GSEA)软件(4.1.0版

本)。对所有肿瘤样本的转录组进行GSEA分析，P值

及FDR均<0.05。

1.6  统计学处理

数 据 分 析 采 用 R 软 件 4 . 0 . 3 。 均 值 比 较 采 用 t

检 验 ， 其 他 比 较 采 用 W i l c o x o n 秩 和 检 验 。 采 用

K aplan-Meier生存曲线及 log-rank检验进行生存分

析。P<0.05为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  CRC 中的基因突变

图1示CRC基因突变图谱。瀑布图为肿瘤样本

中基因突变的情况(图1A)，突变率排名前10的基因

分别为WNT信号通路的APC调节剂(APC regulator 
of WNT signaling pathway，APC) (77%)、p53肿瘤

蛋白(tumor protein p53，TP53) (59%)、肌联蛋白

(titin，TTN) (52%)、KRAS原癌基因(KRAS proto-
oncogene，KRAS) (40%)、含有核膜蛋白1的血影蛋

白重复序列(spectrin repeat containing nuclear envelope 
protein 1，SY NE1) (29%)、黏蛋白16(mucin 16，
MUC16) (28%)、磷脂酰肌醇4,5二磷酸3激酶催化

亚单位(phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase 
catalytic subunit alpha，PIK3CA) (25%)、脂肪非典型

钙黏蛋白1(FAT atypical cadherin 4，FAT4) (24%)、

兰尼碱受体2(r yanodine receptor 2，RY R2) (22%)
及OB SC N (o b s c u r i n ,  c y to s kel e ta l  c a l m o d u l i n  an d 
t i t in- interact ing R hoGEF) (20%)。最常见的突变

类型是错译突变，最常见的单核苷酸变异方式为

C > T (图1 B)。突变率排名前2 0的基因之间的相关

性见图1C。

2.2  TMB 与临床参数的相关性

图 2 示 T M B 值 与 临 床 参 数 之 间 的 相 关 性 。 
6 5 岁 以 上 C R C 患 者 的 T M B 值 更 高 ， 发 生 血 管 及

淋巴结转移的肿瘤TMB值更低(P<0.001；图2A、

2 D、2 E)。TM B值在不同CRC肿瘤分期中的差异

也具有统计学意义 ( P < 0 . 0 0 1 ，图 2 F ) 。但其在性

别、肿瘤大小方面的差异无统计学意义(P>0.05， 
图2B、2C)。Kaplan-Meier生存曲线显示：高TMB
的CRC患者5年总生存率更低(P<0.05，图2G)。

2.3  TMB DEGs 及其功能分析

不 同 T M B 组 之 间 筛 选 出 1 1 6 个 D E G s 。 在 高

TMB组中，共有79个上调基因和37个下调基因。

热图按差异程度列出40个DEGs(图3A)。G O分析

表明：这些基因富集于上皮细胞内，涉及细胞分

化、角质化及代谢过程的酶的调节； K EG G分析

显示：这些基因富集在药物代谢及白细胞跨内皮

迁移信号通路上 ( 图 3 B) 。 G S E A 分析显示：在高

TMB组中，CD4+和CD8+ T细胞数目显著降低；而

在低T M B组中，N K和CD 8 + T细胞数目显著升高

(P<0.05，图3C)。

2.4  TICs 与临床参数的相关性

图4示CRC的TICs图谱。柱状图显示22种TICs
在 肿 瘤 样 本 中 所 占 的 百 分 比 。 根 据 不 同 的 T I C s
中位值分组， 2 2 种 T I C s 的高低两组的 5 年总生存

率差异无统计学意义( P > 0 . 0 5 )，这与肿瘤免疫在

线研究数据库肿瘤免疫评估资源(Tumor  Immune 
Est imation R esource，TIMER)的分析结果相一致

(https://cistrome.shinyapps.io/timer/)。

2.5  TMB 与 TICs 的关联性分析

图 5 示 T M B 与 T I C s 的关联性分析。小提琴图

显示2个TMB组之间22种TICs的百分比(图5A)。高

TMB组中，活化的记忆性CD4 + T细胞、滤泡辅助

性T细胞和M1巨噬细胞所占百分比较高，而M0巨

https://cibersort.stanford.edu/
https://cibersort.stanford.edu/
http://www.gsea-msigdb.org/
http://www.gsea-msigdb.org/
https://cistrome.shinyapps.io/timer/
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噬细胞所占百分比较低(P<0.05)。散点图显示TMB
值与TICs百分比的相关性(图5B)；TMB值与调节

性T细胞、CD8 + T细胞、活化的记忆性CD4 + T细

胞、滤泡辅助T细胞、M1巨噬细胞和活化NK细胞

的百分比呈正相关；而与M0巨噬细胞的百分比呈

负相关(P<0.05)。

图1 CRC全基因组突变谱分析

Figure 1 Genome-wide mutation profiling in colorectal cancer

(A)CRC突变概况；(B)突变汇总、变异类型、变异方式、核苷酸转换类型、单样本突变总数、突变率前10基因；(C) 突变

率前20基因之间的相关性。

(A) Landscape of mutation profiles in colorectal cancer samples; (B) Summary of variants, variant classification, type and single nucleotide 

variant class, total number of mutations in a single sample, top 10 mutation rate genes; (C) Association between top 20 mutation rate genes.

图2 TMB与临床参数之间的相关性 

Figure 2 Correlation between TMB and clinical parameters  

(A) 65岁以上CRC患者的TMB值更高(P<0.001)；(B、C)在性别、肿瘤大小方面TMB值的差异没有统计学意义(P>0.05)；

(D、E)血管及淋巴结转移的肿瘤TMB值更低(P<0.001)；(F) TMB值在不同CRC肿瘤分期中的差异具有统计学意义

(P<0.001)；(G) Kaplan-Meier生存曲线显示TMB高的CRC患者5年总生存率更低(P<0.05)。

(A) CRC patients >65 years old had higher TMB values (P<0.001); (B, C) There was no significant difference in TMB value in gender and 

tumor size (P>0.05); (D, E) Tumors with vascular and lymph node invasion had lower TMB values (P<0.001); (F) TMB values between 

different tumor stages have statistically significant difference (P<0.001); (G) Kaplan-Meier survival curve analysis showed that CRC patients 

with higher TMB values had a lower 5-year overall survival rate (P<0.05).
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图3 TMB相关的DEGs及其功能性分析 

Figure 3 TMB-associated DEGs and functional analyses

(A)热图显示排名前40的DEGs；(B) GO分析显示这些基因富集在上皮细胞，主要参与细胞分化、角质化以及对代谢过程的

酶的抑制及活化调节，KEGG分析显示这些基因集中在药物代谢及白细胞内皮迁移信号通路；(C) GSEA分析显示高TMB组

中CD4+、CD8+ T细胞数目显著降低，而在低TMB组中，NK、CD8+ T细胞数目显著升高(P<0.05)。

(A) The top 40 DEGs in heat map; (B) GO analysis identified that these DEGs showed enrichment in epidermal cells and are mainly 

involved in cell differentiation, keratinization, and the inhibition and activation of enzymes in metabolism; KEGG analysis identified 

enrichment in pathways of drug metabolism and leukocyte trans-endothelial migration; (C) According to GSEA, the numbers of CD4+ and 

CD8+ were significantly decreased in the high-TMB group, while the numbers of NK and CD8+ T cells were significantly increased in the 

low-TMB group (P<0.05).
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图4 CRC中的TICs概况 

Figure 4 The profile of TICs in CRC

(A) 柱状图显示22种TICs在肿瘤样本中的百分比；(B)根据不同TICs的中位值分组，22种TICs的高低两组的5年总生存率差

异无统计学意义(P>0.05)。

(A) Bar-plot shows the proportions of the 22 types of TICs; (B) There was no statistically significant difference in 5-year OS rates between 

high and low TIC median values in any of the 22 TICs (P>0.05).
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图5 TMB与TICs的关联性分析

Figure 5 Association analysis of TICs with TICs

(A)小提琴图显示2个TMB组之间TICs的百分比。高TMB组中，活化的记忆性CD4+ T细胞、滤泡辅助性T细胞、M1巨噬细

胞比例较高，而M0巨噬细胞比例较低(P<0.05)；(B)散点图显示TMB值与TICs百分比的相关性。TMB值与调节性T细胞、

CD8+T细胞、活化记忆CD4+T细胞、滤泡辅助T细胞、M1巨噬细胞和活化NK细胞的百分比呈正相关，而与M0巨噬细胞百

分比呈负相关(P<0.05)。

(A) Violin figure shows the distribution of TICs between the 2 TMB groups. Activated memory CD4+ T cells, follicle-assisted T cells, and 

M1 macrophages showed higher levels of infiltration in the high-TMB group, while M0 macrophages showed lower levels (P<0.05); (B) 

Scatter diagrams further showed the association of TMB values and percentages of TICs. Regulatory T cells, CD8+ T cells, activated memory 

CD4+ T cells, follicle-assisted T cells, and M1 macrophages were positively correlated, while M0 macrophages were negatively correlated 

with TMB (P<0.05).

A

B

High TMB
Low TMB
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3  讨论

目前，免疫治疗已经广泛用于多种恶性肿瘤

的治疗，但仅有部分患者产生应答并从中获益[5]。

因此，寻找潜在标志物已成为免疫疗法的关键。

有研究[4]发现：体细胞突变总指数TMB可作为CRC
患者免疫检查点抑制剂治疗效果的评价指标。

本研究首先分析了CRC患者TMB值与临床参

数之间的相关性，结果显示高TMB组CRC患者预后

较差。近期针对微卫星稳定的CRC的研究[14]指出：

高TMB患者具有更长的中位生存时间。目前，对

TMB的定义缺乏相应的共识，比如检测方式、突变

的范围、阈值的判定等[15]，这些都可能造成相冲突

的实验结果。此外，TMB的预后价值还可能取决于

肿瘤个体及TME之间的相互作用[16]。

在此基础上，本研究继续分析了CRC中TMB
相关的基因表达谱，并筛选出D EG s。G O分析显

示：DEGs富集于上皮细胞，涉及细胞分化、角质

化及代谢过程的酶的调节。 K EG G进一步分析显

示 ： D E G s 富 集 在 药 物 代 谢 及 白 细 胞 跨 内 皮 迁 移

信号通路。而 G S E A 富集分析发现：在高 T M B 组

中，CD4+、CD8+ T细胞数量显著降低；在低TMB
组中，N K、CD 8 + T细胞数量显著升高。CD 4 +及

C D 8 +  T 细 胞 是 淋 巴 细 胞 中 最 具 有 杀 伤 活 性 的 亚

群。有研究 [17]证实：预后较好的CRC患者肿瘤样

本中常伴随CD4+和CD8+ T细胞浸润，这些细胞可

以增强对肿瘤细胞的杀伤性。此外，CD4+和CD8+ 
T 细胞还可以产生一种协同免疫检查点抑制剂作

用的蛋白质干扰素γ(inter feron γ，IFN-γ) [18]。而

NK细胞也具有杀伤功能，在细胞程序性死亡蛋白

1(programmed cell death protein 1，PD-1)表达上调

的CRC肿瘤中易出现NK细胞衰竭 [11]。因此推测高

TMB的CRC肿瘤可以通过TICs诱导免疫反应，从

而影响肿瘤的进展及治疗反应。

此 外 ， 本 研 究 还 分 析 了 C R C 中 2 2 种 T I C s 。

TICs作为TME的重要组成部分，参与调节肿瘤的

发生及发展 [19]。研究 [9]表明TICs是CRC的潜在预

后及免疫治疗的重要标志物。但本研究并未发现

这22种TICs的百分比与CRC患者的预后具有相关

性，该结果与肿瘤免疫在线研究数据库TI MER的

分析结果相一致。但在不同的TMB组，某些TICs
的百分比表现出差异表达，且还与TMB值具有线性

关系。其中包括巨噬细胞M0和M1。在多种免疫相

关的疾病中，巨噬细胞M0和M1的比例失衡[20]。随

着肿瘤的进展，巨噬细胞浸润程度增加，其中涉

及多种生长因子，如免疫抑制分子相关的蛋白水

解酶及运动相关蛋白 [21-22]。滤泡辅助性T细胞作为

CD4+ T细胞的特殊亚型，在促进B细胞分化及诱导

免疫反应中发挥重要的作用 [23]。这些差异表达的

TICs的特殊性均提示高TMB的肿瘤可以通过直接

或者间接的方式调节免疫细胞的浸润程度来影响

TME的免疫特性[24-25]。

综 上 所 述 ， T M B 与 C R C 的 临 床 指 标 息 息 相

关，是一个重要的预后标志物。同时TMB和TICs
之 间 相 互 作 用 导 致 T M E 改 变 ， 进 而 影 响 肿 瘤 进

展 ， 干 预 免 疫 治 疗 的 效 果 。 然 而 ， 目 前 临 床 中

TMB的使用仍然存在一些限制，TMB的阈值及检

测方法、检测范围 [26]等均有待在今后的临床研究

中一一解决。
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