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［摘要］目的·基于单细胞 RNA 测序（single cell RNA sequence，scRNA-seq）技术构建结直肠癌预后预测模型。方法·利用 GEO

（Gene Expression Omnibus）数据库获取结直肠癌样本的 scRNA-seq数据集，筛选与结直肠癌转移相关的差异基因作为预测模型的候选

基因，运用套索回归算法 （LASSO）、Logistic 回归和 Kaplan-Meier 生存分析进一步在癌症基因组图谱 （The Cancer Genome Atlas，

TCGA）数据库中筛选及验证与结直肠癌预后相关的基因集，并建立结直肠癌预后预测模型。通过决策曲线分析和受试者工作特征

（receiver operating characteristic，ROC）曲线评估预测模型在临床应用中的价值。结果·利用GEO数据库获取的 scRNA-seq数据筛选

出 30个差异表达基因，进一步在 TCGA数据库中利用 LASSO回归得到 9个关键基因，并以此对每例患者的关键基因表达进行评分。

分别在训练集和验证集中对复发和未复发患者的评分进行比较，差异均有统计学意义（P<0.05）。采用 Logistic回归分析将肿瘤原发灶

分级（T stage）和是否发生远处转移（M stage） 2个独立的临床变量纳入评分-临床变量整合模型。对评分-临床变量整合模型的实际

预测价值进行评估，ROC曲线在训练集和验证集的曲线下面积分别为 0.775和 0.705。结论·基于 scRNA-seq结果，构建了较为稳定的

结直肠癌预后预测模型，可供临床评估患者预后参考。
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[Abstract] Objective·To establish a model for predicting the prognosis in patients with colorectal cancer (CRC) using single cell RNA sequencing

(scRNA-seq). Methods·scRNA-seq data of patients with CRC from Gene Expression Omnibus (GEO) database was used to filter out candidate genes,

which were related to metastatic CRC. The least absolute shrinkage and selection operator (LASSO) regression, Logistic regression and Kaplan-Meier

analysis were used to select and evaluate the significance of the hub gene filtered out in The Cancer Genome Atlas (TCGA) database, and to develop the

prognostic prediction model of CRC. Decision curve analysis and receiver operating characteristic (ROC) curve were used to assess the clinical use of the

prediction model. Results·Thirty candidate genes were filtered out from the scRNA-seq data which was downloaded in GEO database, and then 9 hub

genes were selected by LASSO regression in the TCGA database. The hub-gene expression was scored for each patient. The scores had significant

difference between the groups with and without recurrence both in the training set and the validation set (P<0.05). In addition, Logistic regression analysis

was carried out to incorporate the two independent clinical variables of primary tumor grade (T stage) and metastasis status (M stage) into the score-

clinical variable integration model. Area under curve of the ROC curve in the training set and validation set were 0.775 and 0.705, respectively.

Conclusion·A relatively stable model for predicting prognosis in CRC was constructed based on the results of scRNA-seq, which has certain guiding

significance for treatment decision and prognostic prediction.
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目前，结直肠癌（colorectal cancer，CRC）是世界上

第三大常见的癌症，高居癌症相关死因第二位［1］。约

25% 的 CRC患者存在转移，而约 20% 的患者在患病期间

就出现远处转移［2-3］。转移性CRC的治疗对临床来说仍是

一个挑战，实际治愈率较低［4］。因此，越来越多的研究

开始尝试建立各种模型来完善 CRC的临床分级和预后判

断，为临床决策提供参考［5-7］。

RNA 测序 （RNA sequence，RNA-seq） 技术已广泛

应用于转录组分析，用以研究转录结构、剪接模式、基

因表达差异等［8-9］。然而，普通RNA-seq方法忽视了组织
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内存在的异质性，无法识别不同细胞群的内部特征。近

年 来 ， 单 细 胞 RNA 测 序 （single cell RNA sequence，

scRNA-seq）技术的发展为根据肿瘤内基因表达活性分析

细胞类型和状态提供了新思路［10-11］，有助于肿瘤细胞的

进一步分类。该技术已经成功应用于胰腺导管腺癌、乳

腺癌和肺癌等［12-13］。此外，scRNA-seq在难治性肿瘤的研

究中具有一定的应用价值，在监测循环肿瘤细胞、分析

瘤内异质性和利用其敏感性评估复发性肿瘤预后等方面

具有一定的优势［14］。Zhang等［15］利用 scRNA-seq对患者

来源的 CRC样本进行了分析，发现发生和未发生肝转移

的肿瘤组织在肿瘤微环境的信号转导、代谢、免疫调节

等多个方面的基因表达上存在差异。

本研究利用 GEO数据库的 CRC患者 scRNA-seq数据

筛选在转移组织中差异表达的候选基因，并对候选基因

进行大样本分析，以验证其在预测 CRC 预后中的意义，

为进一步的个体化治疗提供参考。

1 材料与方法

1.1 数据获取

从美国国家生物技术信息中心的 Gene Expression

Omnnibus （GEO） 数据库 （https：//www.ncbi.nlm.nih.gov/

geo/）下载CRC scRNA-seq数据集GSE97693。原数据集对

12例 CRC患者的肿瘤原发灶、淋巴结转移灶和远处转移

灶样本进行了单细胞测序，共 190个单细胞数据通过了质

量控制。本研究提取了其中淋巴结转移灶和相应的肿瘤原

发灶数据以供后续分析。从癌症基因组图谱（The Cancer

Genome Atlas，TCGA）数据库下载588例CRC样本转录组

表达谱以及对应的临床信息，包括年龄、性别、肿瘤原发

灶分级（T stage）、是否有淋巴结转移（N stage）、是否发

生远处转移 （M stage）、无进展生存期 （progression free

survival，PFS）和无进展生存状态共7个指标。

1.2 数据处理

提取下载的 scRNA-seq 数据，通过 Scanpy 包进行数

据分析［16］，参考基因组为 GRCh38。利用统一流形逼近

与投影 （uniform manifold approximation and projection，

UMAP） 算法对 scRNA-seq 数据进行降维分析，采用

Louvain 算法进行聚类分析。以标准化 P=0.05 为截止标

准，再根据基因表达比值对数的绝对值 （|log fold

change|，|log FC|）由高到低排序，分别筛选出转移组和

未转移组前 15个差异表达基因，组成候选基因集，结果

以热图的形式展现。

1.3 CRC患者中标记基因的筛选和鉴定

将来自 TCGA 数据库的 588 例 CRC 患者表达谱随机

分为训练集和验证集 （49.8%∶50.2%）。提取训练集中

293例患者标记基因的转录组图谱。在 scRNA-seq获得的

候选基因集中，使用 glmnet包选取其中 9个与预后相关的

关键基因，以是否复发为因变量，通过Logistic回归分析

的方法建立套索回归算法 （the least absolute shrinkage

and selection operator，LASSO） 回归模型。根据建立的

回归模型对每例患者的关键基因表达进行评分，评分=

－log10 ［－Ʃ（βi×Expi）］；其中 βi为系数，代表赋予的

每个关键基因表达的加权。随后，分别在训练集和验证

集中对复发和未复发患者的关键基因评分利用 Wilcoxon

检验进行比较；并通过 Kaplan-Meier 分析评估训练集、

验证集和总TCGA集预后结局的差异。

1.4 预后预测模型的建立和评估

合并总 TCGA 集的评分和其他临床变量。采用

Logistic回归分析对重要的临床变量进行评估。排除无统

计学意义的变量后，利用广义线性模型 （generalized

linear model，GLM）建立完整的模型。采用具有曲线下

面 积 （area under curve， AUC） 的 受 试 者 工 作 特 征

（receiver operating characteristic，ROC） 曲线评估列线图

的实际预测价值。为了评估模型的临床使用价值，通过

对总TCGA集中不同阈值概率下患者的净获益进行量化，

采用决策曲线分析（decision curve analysis，DCA）确定

列线图的临床有效性。

1.5 生物信息学分析和统计学分析

采用 glmnet 和 survival 包进行 LASSO 回归、Logistic

回归和Kaplan-Meier分析。GLM和列线图用 rms包建立。

使用 Wilcoxon 秩和检验判断评分在复发和未复发患者中

的差异是否具有统计学意义。所有统计分析均在R studio

（3.6.1版）软件中进行，P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 在单细胞水平筛选CRC预后相关基因

为从单细胞水平筛选CRC预后相关基因，从GEO数

据库获取CRC样本 scRNA-seq数据集，通过UMAP算法，

对 scRNA-seq 数据进行降维分析，结果显示淋巴结转移

灶与肿瘤原发病灶来源的细胞群分布具有较大差异（图

1A）。进一步采用Louvain算法进行聚类分析，将 scRNA-

seq数据分为2个亚群，其中肿瘤转移相关基因钙黏蛋白1
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（cadherin 1，CDH1）的表达在细胞群 0和细胞群 1中具有

显著差异（图1B、C）。研究［17］表明，CDH1突变与细胞

黏附减少而增殖、侵袭、转移增加相关；因此，本研究

将细胞群 0和 1分别定义为未转移组和转移组，以进一步

分析 CRC 转移相关基因（图 1D）。分别在转移组和未转

移组选择具有统计学意义（P<0.05）的前 15 个差异表达

基因作为后续研究的候选基因（图1E）。

Note：A. The distribution of cell population in primary tumor and lymph node metastasis of CRC patients was analyzed by the UMAP algorithm. B/C. The distribution of

CDH1 in the cell population (B), and based on this, the cells were divided in to 0 and 1 groups (C). D. Based on the function of CDH1, the cells were divided into metastatic

and non-metastatic groups. E. The heat map shows significant differences between the metastasis group and the non-metastasis group (P<0.05), and the darker the color is, the

greater the difference is.

图1 单细胞水平筛选CRC预后相关基因

Fig 1 Screening genes associated with prognosis of CRC from single-cell level
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2.2 对关键基因的评分和验证

在训练集人群中，采用LASSO回归从候选基因集选

择了9个与预后相关的关键基因（图2），分别是膜联蛋白

A13 （annexin A13，ANXA13）、凋亡蛋白酶 1 （caspase 1，

CASP1）、卵黄样羧肽酶 （carboxypeptidase vitellogenic

like，CPVL）、胱抑素 7 （cystatin-7，CST7）、长链非编码

RNA H19、嗅觉受体家族 7 亚家族 C 成员 2 （olfactory

receptor family 7 subfamily C member 2，OR7C2）、信号序

列受体 3 （signal sequence receptor subunit 3，SSR3）、WD

重 复 结 构 域 26 （WD repeat domain 26， WDR26） 和

WDR62。并根据建立的回归模型对每例患者的关键基因表

达情况进行评分。CRC患者的年龄、性别、肿瘤原发灶分

级、是否有淋巴结转移、是否发生远处转移、关键基因评

分 （score） 在训练集和验证集中的差异均无统计学意

义（表1）。

分别在训练集和验证集中对复发和未复发患者的评

分进行比较，差异均有统计学意义（图 3A、B，P值分别

为 0.000 和 0.002）。根据评分的中位数，分别在训练集、

验证集和总 TCGA 集中将患者分为高分组和低分组，再

进行 Kaplan-Meier 分析。结果表明，训练集中评分高的

患者 PFS 结局明显较差（图 3C，P=0.002），并在随访时

间>1个月的验证集和总 TCGA 集中得到了一致验证（图

3D、E，P值分别为0.017和0.000）。

2.3 构建预后预测模型

将评分与其他临床变量相结合，构建完整的预测

CRC患者预后的模型。排除单因素Logistic回归分析中无

统计学意义的年龄和性别变量 （表 2，P 值分别为 0.406

和 0.779） 以及在多变量 Logistic 回归模型中无统计学意

义的淋巴结转移分级变量 （N stage）。选择是否发生转

移、肿瘤原发灶分级和关键基因评分 3个独立变量作为最

终的模型变量。利用 GLM 回归算法建立了包含这 3个变

量的列线图（图 4A）。列线图预测预后结局的 AUC分别

达到0.775和0.705（图4B、C）。

2.4 模型的临床应用价值

评分和评分-临床变量整合模型的DCA曲线如图 5所

Note： The adjustment parameter selection in the LASSO model passes the

minimum standard using 5-fold cross validation. The solid gray line represents the

local likelihood. A dashed vertical line is drawn with the best value by using the

minimum criteria and the 1 standard error of the minimum criteria (the 1-SE

criteria). The optimal λ value of 0.029 06 with log (λ)=-3.538 4 was selected.

图2 采用LASSO回归选择关键基因

Fig 2 Texture feature selection using LASSO binary Logistic regression model

表1 CRC患者的临床特征

Tab 1 Clinical characteristics of patients with CRC

Item

Gender/n（%）

Male

Female

Age/year

T stage/n（%）

T1

T2

T3

T4

N stage/n（%）

N0②

N1③

NA④

M stage/n（%）

M0

M1

NA④

Score

Training set

（n=293）

160（54.61）

133（45.39）

66.86±12.77

9（3.07）

56（19.11）

198（67.58）

30（10.24）

173（59.05）

119（40.61）

1（0.34）

220（75.09）

36（12.29）

37（12.62）

-0.02±0.16

Validation set

（n=295）

145（49.20）

150（50.80）

65.43±12.96

13（4.41）

45（15.25）

201（68.14）

36（12.20）

165（44.93）

129（43.73）

1（0.34）

217（73.56）

46（15.59）

32（10.85）

0.04±0.17

P value①

0.406

0.178

0.478

0.592

0.342

0.222

Note: ①The P value is obtained from univariate analysis between the training

set and the validation set. ②N0 means no lymph node metastasis. ③N1 means

lymph node metastasis. ④NA means missing data.

表2 训练集中评分和临床候选预测变量的单因素Logistic回归分析

Tab 2 Univariate Logistic regression analysis of scores and clinical

candidate predictors in training set

Variable

Age

Gender

T stage

N stage

M stage

Score

OR（95%CI）

1.01（0.99‒1.03）

0.93（0.54‒1.57）

2.82（1.73‒4.82）

2.15（1.55‒3.00）

6.47（3.09‒13.95）

35.35（6.27‒241.99）

P value

0.406

0.779

0.000

0.000

0.000

0.000
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示。该曲线表明，如果复发风险阈值在4%~60%，使用评

分-临床变量整合模型预测预后比治疗所有患者的方案或

无治疗方案更有益；且在此范围内，使用整合模型预测

的效果优于单纯使用评分。

Note：A/B. Violin plot of the score for prognosis in the training (A) and validation (B) set, respectively. C‒E. Kaplan-Meier analysis shows that patients with high score have

significantly poorer prognosis in the training set (C, P=0.002), validation set (D, P=0.017) and total TCGA set (E, P=0.000), respectively.

图3 关键基因评分验证

Fig 3 Hub gene score validation
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3 讨论

本研究通过 GEO 数据库获取 CRC 的 scRNA-seq 数

据，从单细胞水平探究 CRC预后相关的基因组特征。既

往研究表明，CDH1基因编码产物钙黏蛋白（E-cadherin）

是一种钙依赖的细胞间黏附分子和抑癌蛋白，通过细胞

间黏附复合物在上皮细胞形成和分化中起关键作用［17-18］。

CDH1的突变与肿瘤的浸润和转移能力相关，黏附复合物

的破坏使细胞间黏附丧失，细胞活性增加［18］。基于此，

本研究根据 CDH1 的表达将细胞群分为转移和未转

移 2个群。分别在转移组和未转移组选择具有统计学意义

（P<0.05）的前 15个差异表达基因作为后续研究的候选基

因，利用 LASSO 回归算法进行筛选，确认了 9个关键基

因，其中部分基因在恶性肿瘤的进展中起重要作用。与

未发生转移的CRC患者相比，SSR3在发生转移的CRC患

者中显著升高，提示其可能与 CRC 的疾病进展相关［19］。

在急性淋巴细胞白血病中，CASP1 的过表达导致糖皮质

激素受体分裂，糖皮质激素诱导的转录反应减弱，糖皮

质激素耐药性增强［20］。H19是一个长链非编码RNA，其

可以通过H19/S-腺苷高半胱氨酸水解酶/DNA甲基转移酶

3B （H19/SAHH/DNMT3B） 轴导致细胞自噬激活，从而

引起乳腺癌患者对他莫昔芬治疗产生耐药［21］。CST7则在

肿瘤逃逸和耐受、肝癌晚期复发、肝癌进展和某些肝癌

亚类中显著富集［22］。这为后续的研究提供了一个方向。

根据建立的回归模型对每例患者的关键基因表达进

行评分后，利用随机分成的验证集检验评分在临床的应

用价值，发现复发组评分显著高于未复发组，这与生存

分析结果是一致的。至于其是否具有潜在的治疗预测价

值尚不清楚，这将是另一个有意义的研究方向。随后采

用Logistic回归分析，排除无统计学意义的年龄、性别和

淋巴结转移分级变量，选择是否发生转移、肿瘤原发灶

分级和关键基因评分 3个独立的变量作为最终的整合模型

变量。ROC曲线显示整合模型对CRC患者的预后具有较

高的预测价值，且临床也可以据此对患者的个体化治疗

方案进行及时调整和完善。

本研究将 GEO 数据库获得的 scRNA-seq 数据分析与

TCGA 数据库中的大样本人群数据验证相结合。与 CRC

传统转录组测序分析相比［23-24］，传统 RNA-seq 可能会覆

盖潜在的重要标记基因，而 scRNA-seq 在这方面具有一

Note：A. Nomogram for predicting prognosis. B/C. The ROC curves of the training set (B) and the validation set (C) are shown respectively.

图4 基于评分和部分临床数据预测复发的列线图

Fig 4 Nomogram for predicting prognosis based on the score and some clinical variables

Note：The Y-axis is the standardized net benefit, and the X-axis is the ratio of high-

risk threshold probability and risk benefit. The net benefit is the proportion of

patients who were true positive minus the proportion of patients who were false

positive and then weighted according to the relative harm of continuing treatment

versus the adverse consequences of unnecessary treatment. The figure shows a

prognostic model of hub gene scores with (blue line) and without (red line) clinical

variables, the solid gray line represents progression in all patients and the solid

black line represents progression in none.

图5 列线图和关键基因评分的DCA

Fig 5 DCA of the nomogram and the hub gene scores
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定的优势。本研究仍存在以下局限性：首先，下载的

TCGA数据大多来自美国或欧洲人群，而这是否适用于亚

洲人种尚不清楚，因此，该研究结论需在中国人群中进

一步验证；其次，虽然该整合模型在大量 CRC人群中得

到了很好的验证，但仍需补充基础实验来揭示其促进肿

瘤发展的具体机制。

综上所述，本研究基于 scRNA-seq 技术筛选标记基

因，并对标记基因进行大样本分析，对预测临床 CRC患

者预后、优化治疗方案具有一定的指导意义。
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