
胰腺癌（pancreatic cancer，PC）是一种恶性程度

极高的消化道恶性肿瘤，发病率和病死率不断上

升，已成为我国第六大致死原因。胰腺癌起病隐

匿，易复发和转移，由于缺乏有效的预测和治疗策

略，预后往往较差，即使是经过根治性手术治疗的

胰腺癌患者仍会在 5年内出现肿瘤复发［1］。因此，

迫切需要开发新的预后评估方法来预测患者的临

床预后。

研究发现，不同生物体的RNA中存在超过160种
转录后RNA修饰，其中包括非编码RNA（如核糖体

RNA、转运RNA和核内小RNA等）和mRNA［2］。这
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［摘 要］ 目的：基于m1A相关基因在多个数据库中差异表达情况与临床参数建立新的胰腺癌风险评估模型，为胰腺癌治

疗和预后分析提供理论依据。方法：通过分析m1A相关基因在TCGA⁃GTEx数据库中的差异表达，利用Cox分析与LASSO回

归构建胰腺癌预后风险模型，搭配GEO数据库和本中心胰腺癌病例的基因表达和临床数据验证该模型的准确性与敏感性。

结果：筛选出CRLS1与C7orf50两个基因共同构成风险模型，本研究系统验证了该模型有预测胰腺癌预后的显著效能，该模型

联合肿瘤突变负荷（tumor mutation burden，TMB）具有更强的预后预测能力。结论：该模型是预测胰腺癌患者预后的新工具。
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［Abstract］ Objective：To establish a new pancreatic cancer risk assessment model based on the differential expression of m1A⁃related
genes in multiple databases and clinical parameters，and provide theoretical basis for pancreatic cancer treatment and prognosis
analysis. Methods：Differential analysis of m1A⁃related genes was performed in the TCGA⁃GTEx database. Cox analysis and LASSO
regression were used to construct a pancreatic cancer prognosis risk model，and the accuracy and sensitivity of the model were verified
by gene expression and clinical data from the GEO database and pancreatic cancer cases in our center. Results：CRLS1 and C7orf50
were selected to form the risk model. The study systematically verified that the model had significant efficacy in indicating the
prognosis of pancreatic cancer，and the model combined with tumor mutation burden（TMB）had a stronger prognostic indication
ability. Conclusion：A new risk model is constructed to indicate the prognosis of pancreatic cancer patients.
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些修饰包括但不限于N6⁃甲基腺嘌呤（m6A）、N1⁃甲
基腺嘌呤（m1A）和5⁃甲基胞嘧啶（m5C）等。m1A是

一种动态可逆修饰过程，类似于m6A修饰，由甲基

转移酶、脱甲基酶和结合蛋白调控［3］。最新研究报

道，m6A、m5C、m1A的RNA修饰有助于癌症的发生

和发展，m6A/m5C/m1A调控基因的聚类亚组和风险

模型与肝细胞癌的不良预后和免疫微环境相关，有

望成为评估肝细胞癌患者预后的新工具［4］。但是迄

今未见m1A相关分子标志物来预测胰腺癌的预后，

限制了m1A相关基因在指导胰腺癌诊断和治疗中

的应用。

本研究找到了 2 个 m1A 相关基因（CRLS1 与

C7orf50）有独立预测胰腺癌预后的能力，并建立

了预测胰腺癌预后的风险评分模型，命名为

PC⁃m1AScore。本研究系统验证了 PC⁃m1AScore、
PC ⁃m1AScore 联合肿瘤突变负荷（tumor mutation
burden，TMB）预测胰腺癌预后的效能，初步分析了

PC⁃m1AScore和免疫细胞浸润之间的关系，旨在找

到预测胰腺癌患者预后的新工具，有利于医生选择

更合理的、个性化的手术范围，制定术后随访策略，

实现基于肿瘤生物学行为的个体化治疗，有望改善

患者的预后。

1 资料和方法

1.1 建模数据的来源

178例胰腺癌患者的癌组织、4例患者的癌旁组

织的组织转录组测序数据信息、患者临床病理参数

信息（包括性别、年龄、存活时间、TNM分期等）来源

于公共癌症基因组图谱数据库（TCGA，https：//por⁃
tal.gdc.cancer.gov/）。165例正常胰腺组织的转录组

测序数据来源于基因型组织表达数据库（GTEx，
https：//www.gtexportal.org/home/index.html）。m1A相

关基因集来自Gao等［2］的研究。

1.2 方法

1.2.1 胰腺癌差异表达的m1A相关基因的筛选

通过“limma”包，以 P < 0.05 和 |log2 差异倍数

（fold change，FC）|>1为条件筛选胰腺癌和正常组

织之间的差异基因。基因GO 和KEGG通路分析在

R 包“clusterProfiler”上完成。接着使用 Pearson检

验计算差异表达基因之间的关联，并使用 R 包

“corrplot”显示。

1.2.2 针对m1A相关基因所构建新的胰腺癌预后

模型的建立与系统验证

①通过单因素Cox分析筛选与胰腺癌患者生存

相关的胰腺癌差异表达的m1A相关基因，并使用一

致性指标（C⁃指数）来验证准确性。②将与预后相关

的 m1A 相关基因纳入最小绝对收缩和选择算子

（LASSO）分析。通过多因素Cox分析确定与预后相

关的独立风险m1A相关基因。③通过线性组合Cox
回归系数乘以基因表达的方法，建立新的胰腺癌预

后模型：风险评分（score）=β1×基因 1表达+β2×基因

2表达+...+βn×基因n表达。本文将新建的胰腺癌预

后模型命名为PC⁃m1AScore。④根据PC⁃m1AScore
的中位数将胰腺癌患者分为高风险组和低风险组。

为了评估两组的生存率，使用 R软件包“survival”
来绘制Kaplan⁃Meier曲线。基于受试者工作特征

（receiver operating characteristic，ROC）曲线和随时

间变化的曲线下面积（area under curve，AUC），进行

为期 5年的生存预测实验，以评估 PC⁃m1AScore的
预测效能。⑤运用单因素和多因素Cox分析，代入

PC⁃m1AScore、性别、年龄、病理分化程度和TNM分

期等多个变量指标，找到能定义公共数据库中胰腺

癌病例预后风险的独立因素。结合ROC分析、临床

亚组分析等验证手段，证明所建立的 PC⁃m1AScore
预测胰腺癌预后的效能。⑥在 R软件包“rms”和

“survival”上构建了列线图，以可视化Cox回归模型

和评估预后预测的准确性。通过校准图校准了柱

线图。⑦运用主成分分析（principal components
analysis，PCA）方法，证明所建立的 PC⁃m1AScore预
测胰腺癌预后的效能。

1.2.3 PC⁃m1AScore联合TMB预测胰腺癌预后的效能

R包“survival”用于绘制Kaplan⁃Meier曲线，旨

在评估TMB对患者预后的影响。然后将TMB数据

与风险评分结合起来评估两者对预后的综合影

响。使用R包“maftools”分析 TCGA 体细胞变异数

据并可视化前10个突变基因。

1.2.4 PC⁃m1AScore及其组成基因的免疫相关分析

根据 PC⁃m1AScore的中位数将胰腺癌患者分

为高风险组和低风险组，在R包“Cibersort”上比较

两组之间 22种免疫相关细胞类型的浸润差异。通

过 Pearson 检验分析免疫检查点（LMTK3、TIGIT、
CD274、CTLA4、PDCD1）的 基 因 表 达 量 与 组 成

PC⁃m1AScore的m1A相关基因表达量之间的关系。

1.2.5 具有完整临床信息数据的验证样本集的获取

除了公共数据库中的胰腺癌病例的测序与临

床数据外，本研究还向经 ISO90012015质量认证的

南京医科大学第一附属医院胰腺中心胰腺专病生

物样本库申请了 60例胰腺癌患者手术切除的胰腺
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癌组织和配对的癌旁非肿瘤组织。本研究获得医

院伦理委员会的批准（伦理号 2020⁃SRFA⁃364），所

用组织样本都有对应来源患者的书面知情同意

书。所用组织样本的患者术前均未接受化疗或放

疗，均在 2019—2022年接受了胰十二指肠切除术，

经病理证实为胰腺癌。总生存期（overall survival，
OS）定义为手术至死亡或末次随访日期之间的时

间。对手术切除标本的取材是规范统一的，将取材

组织一分为二，一半组织使用液氮速冻，另一半组

织甲醛固定后制作石蜡块和HE切片，组织形态由

两位病理医生确认。

1.3 统计学方法

所有统计分析均在 R4.3、SPSS 20.0和GraphPad
Prism 5中进行，所有统计检验均进行双尾检验。

Student’s t检验、Wilcoxon rank⁃sum检验用于检测肿

瘤组织与正常胰腺组织基因表达差异，Fisher 精确

检验用于确定不同模式之间变量的差异，Benjamini⁃
Hochberg（BH⁃FDR）用于调整多个变量多重比较的

P值［5］。对于预后分析，采用 log⁃rank 检验和Cox 回

归分析检验特殊变量的预后价值。P < 0.05为差异

有统计学意义。

2 结 果

2.1 特征性的胰腺癌差异表达m1A相关基因的筛

选与鉴定

将TCGA数据库中 178例胰腺癌患者表达情况

和GTEx数据库中169个正常胰腺样本的数据整合，

得到一个肿瘤与正常组织数据量基本接近的联合

表达数据库。通过分析发现其中参与m1A修饰的

10种修饰蛋白在肿瘤与正常组织中均存在明显表

达差异，除 ALKBH3 与 YTHDC1 在胰腺癌中表达

明显降低外，其余均明显升高（图 1A）。71个m1A
相关基因来自于 Gao等［2］的研究，使用 STRING6、
BioGrid7、OmniPath8、InWeb_IM9 数据库进行蛋白

质⁃蛋白质相互作用（PPI）富集分析，PPI结果提示其

主要富集在DNA合成、RNA修饰、囊泡货物装载及

嘧啶代谢领域（图1B）。
在GO富集分析中得到了同样的结果，生物过

程中，m1A相关基因主要富集在：①“货物装载到

COPⅡ包被覆盖的囊泡中”，此过程是细胞内物质转

运和分泌的重要步骤之一；②“核酸磷酸二酯键水

解”，它是一种重要的生物化学反应，指的是通过水

解反应将核酸分子中的磷酸二酯键断裂，从而释放

出相应的核苷酸单元或碎片。这种反应在许多生

物过程中都具有重要的生物学功能，如 DNA 复制、

RNA 转录、RNA 降解等。在细胞组分中，m1A相关

基因主要富集在“COPⅡ囊泡包被”，COPⅡ囊泡包

被是细胞内转运和分泌蛋白质的一种膜运输体系，

它由多种蛋白质复合物组成，其中包括COPⅡ囊泡

包被蛋白，它们的聚合可以促进细胞膜上的货物进

入囊泡内。COPⅡ囊泡包被在细胞内转运和分泌过

程中扮演着重要角色，其调控异常可能导致一些疾

病的发生［6］。

KEGG通路富集分析结果进一步提示，m1A相

关基因主要富集在“错配修复”通路（图1C），它是细

胞DNA复制过程中的一个重要机制，负责纠正在复

制过程中可能出现的 DNA 序列不一致的错误。

这种修复机制在维护基因组稳定性和避免突变方

面具有重要作用，对于细胞的生存和繁殖都至关

重要［7］。

考虑到如果将 71个基因的表达量都纳入预测

模型，基因数量过大会限制临床转化应用，本研究

尝试对基因集进行降维：通过对71个m1A相关基因

在胰腺癌与正常胰腺组织中的表达分析，筛选出显

著上调与下调基因各 7个（图 1D），并发现除CD200
外，其余基因之间的相关性极高，Pearson相关系数

绝对值普遍超过0.7（图1E）。
2.2 新的胰腺癌预后风险模型 PC⁃m1AScore的构

建和验证

通过单因素Cox回归分析筛选队列中胰腺癌患

者的生存数据和14个差异基因表达谱，其中8个基

因与总生存期相关，之前已报道多数基因与肿瘤发

生发展密切相关（图 2A）。随后利用 LASSO回归

分析和多因素Cox分析，最终找到了 2个m1A相关

基因（CRLS1 与 C7orf50）有独立预测预后的能力

（P < 0.05，图 2B），用于构建预后风险模型。通过

线性组合 Cox回归系数乘以基因表达的方法，建

立新的胰腺癌预后模型并命名为 PC⁃m1AScore：风
险评分 =（1.798 5×CRLS1）+（-1.718 6×C7orf50）
（图 2B~D）。C⁃指数用于评估预后模型的预测准

确性，其与患者预后的相关性优于其他临床参数

（图 2E）。在TCGA数据中，模型基因的表达在高风

险组和低风险组中都显著不同（图 2F），在计算出

TCGA数据库中每个患者的PC⁃m1AScore风险评分

后，根据中位数将他们分为高风险组和低风险组

（图 2G）。Kaplan⁃Meier 分析表明，高风险组患者

的预后明显比低风险组患者的预后更差（P < 0.05，
图 2H、I）。在 TCGA⁃GTEx 数据集中，1年、3年和
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A：10个m1A修饰基因在TCGA⁃GTEx数据库中胰腺癌与正常组织的表达差异；B：71个m1A相关基因蛋白质相互作用富集分析；C：71个
m1A相关基因GO和KEGG通路富集分析；D：14个m1A相关基因在TCGA⁃GTEx数据库中胰腺癌与正常组织中的差异表达热图；E：14个m1A
相关基因之间相关性分析。

图1 胰腺癌差异表达m1A相关基因的筛选与鉴定

Figure 1 Screening and identification of differential expression of m1A⁃related genes in pancreatic cancer
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P < 0.001 P < 0.001 P < 0.001 P < 0.001 P < 0.001 P < 0.001 P < 0.001 P < 0.001 P < 0.001
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5年的生存期预测风险评分的AUC值分别为0.586、
0.664和 0.755（图 2J），而由于本胰腺中心 60例患

者取样时间较晚，缺少 5 年生存期预测风险评

分，其 1年、3年评分分别为 0.735和 0.580（图 2K），

A：单因素Cox分析提示 14个差异基因中有 8个基因有预测预后的能力（P < 0.05）；B：多因素Cox分析提示 2个m1A相关基因有独立预

测预后的能力（P < 0.05）；C、D：LASSO回归验证多因素分析结果准确性；E：C⁃指数评估胰腺癌预后风险模型PC⁃m1AScore的准确性；F：根
据PC⁃m1AScore的中位数将胰腺癌患者分为高风险组和低风险组，PC⁃m1AScore中2个权重基因表达的热图；G：将患者以PC⁃m1AScore大小排

序，以中位数为分组标准进行分组；H：不同分险组患者生存期；I：不同风险组生存期Kaplan⁃Meier曲线；J：PC⁃m1AScore评估TCGA⁃GTEx数据

库中胰腺癌患者生存期1、3、5年预后的AUC值；K：PC⁃m1AScore评估本胰腺中心胰腺癌患者生存期1年和3年预后的AUC值。

图2 胰腺癌预后风险模型PC⁃m1AScore的构建和验证

Figure 2 Construction and validation of a prognostic risk model（PC⁃m1AScore）for pancreatic cancer
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A：单因素Cox分析结果；B：多因素Cox分析结果；C：ROC分析结果；D~G：高、低风险组患者在不同临床亚组（D：T1~2；E：G1~2；F：年龄

≤65岁；G：女性）间的预后差异表现（P < 0.05）；H：预后列线图；I~K：PCA主成分分析，从左至右依次是以71个m1A相关基因集（I）、在胰腺癌

显著差异表达的14个m1A相关基因集（J）、PC⁃m1AScore为权重（K）对患者进行分群。

图3 胰腺癌预后风险模型PC⁃m1AScore效能的验证

Figure 3 Validation of effectiveness of the prognostic risk model（PC⁃m1AScore）for pancreatic cancer

综合提示PC⁃m1AScore模型有预测胰腺癌患者预后

的效能。

2.3 新的胰腺癌预后风险模型 PC⁃m1AScore效能

的证明

运用单因素和多因素 Cox分析，代入年龄、性

别、病理分级、TNM分期和PC⁃m1AScore风险评分多

个变量指标，如图 3A、B所示，多因素Cox分析结果

显示年龄：HR=1.025，95%CI：1.003~1.048，P=0.026，
性别：HR=0.789，95%CI：0.508~1.224，P=0.290，病理

分级：HR=1.243，95%CI：0.911~1.697，P=0.170，TNM
分期：HR=0.460，95%CI：0.118~1.791，P=0.263，T分

期：HR=1.533，95%CI：0.629~3.736，P=0.347，N 分

期：HR=2.169，95%CI：1.172~4.013，P=0.014，M 分

期：HR=4.590，95%CI：0.210~100.398，P=0.333，风险

评分：HR=2.022，95%CI：1.306~3.129，P=0.002，其
中年龄、淋巴结转移（N）分期、风险评分是3个独立

的胰腺癌风险因素。如图 3C的 ROC分析结果显

示，8 个因素 AUC 值从小到大依次为：TNM 分期

（0.459）、M分期（0.467）、T分期（0.504）、N分期（0.518）、
年龄（0.534）、性别（0.597）、病理分级（0.607）、风险评

分（0.723），证明所建立的PC⁃m1AScore有预测胰腺

癌预后的显著效能。此外，亚组分析结果显示，在

T1~2期、G1~2期、≤65岁患者或性别为女性的细分

亚组下，PC⁃m1AScore风险评分能准确预测患者的

生存期（P < 0.05，图3D~G）。
为了更准确预测胰腺癌患者的生存风险，本

研究构建了结合 PC⁃m1AScore模型和临床病理学

特征的预后列线图，3~5年存活率列线图的校准

曲线可视化地显示预测值和实际值之间具有一致

性（图 3H）。
在预后分析中，多个变量通常相互关联，运用

PCA主成分分析的方法在研究个体变量之间相关
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性的基础上，通过将数据投影到低维主成分，能降

低数据的复杂性，最大限度地保留信息。结果显

示：与71个m1A相关基因集和在胰腺癌显著差异表

达的14个m1A相关基因集相比，应用本研究构建的

胰腺癌预后风险模型 PC⁃m1AScore，即（1.798 5×
CRLS1）+（-1.718 6×C7orf50），能够显著区分患者亚

群（图3I~K）。
2.4 PC⁃m1AScore联合TMB预测胰腺癌预后的效能

TMB 定义为肿瘤基因组每个编码区的突变

总数，对多种肿瘤的免疫治疗具有良好的预测价

值［8］。根据 178例胰腺癌患者的 TMB评分对其进

行分组，log⁃rank检验结果显示 TMB水平与患者生

存时间密切相关（图 4A），相比于低 TMB 组，高

TMB组具有更差的预后。Kaplan⁃Meier曲线也显示

PC⁃m1AScore与TMB的联合分析具有比两者单独分

析更强的预测胰腺癌预后的效能（图4B）。图4C、D
显示患者的PC⁃m1AScore风险评分值与基因突变频

率没有相关性，PC⁃m1AScore的高、低风险组基因突

变的前 10 名都是 KRAS>TP53>SMAD4>CDKN2A>
TTN>MUC16>RNF43>HECW2>TNXB>RYR1，其 中

PC⁃m1AScore高风险组的突变频率更高（90%）。

SCNA模块提供了对给定基因具有不同体细胞

拷贝数改变肿瘤之间的免疫细胞浸润水平比较。

SCNA由GISTIC2.0定义，包括深度缺失（deep dele⁃
tion）（-2）、臂级缺失（arm⁃level deletion）（-1）、二倍

体/正常（0）、臂级增益（arm⁃level gain）（1）和高扩增

（high amplication）（2）。以箱形图显示所选癌症类

型中每个拷贝数状态下每个免疫子集的分布。使

用双侧 Wilcoxon 秩和检验将每个SCNA类别的渗透

水平与正常水平进行比较。结果显示CRLS1的臂

级缺失与增益均会带来不同程度的B细胞、T细胞

以及巨噬细胞浸润程度的改变（P < 0.05，图 4E、
F）。C7orf50的体细胞拷贝数还存在高扩增改变，其

臂级缺失会带来不同程度的B细胞、CD4+T细胞浸

润的改变（P < 0.05）。
2.5 PC⁃m1AScore高、低风险组之间免疫细胞浸润

的差异及模型基因与免疫检查点基因表达量的相

关性

根据PC⁃m1AScore风险评分的中位数将胰腺癌

患者分为高风险组和低风险组，使用 R包“Ciber⁃
sort”统计分析两组之间 22种免疫相关细胞类型的

浸润差异，显示 4种免疫细胞在两组之间存在差异

（P < 0.05，图 5A），其中，中性粒细胞和CD4+记忆静

息T细胞浸润在高风险组患者胰腺癌组织的比例更

高，而滤泡辅助T细胞与活化的NK细胞浸润在低风

险组患者胰腺癌组织的比例更高。纳入PC⁃m1AS⁃
core预后模型的两个基因中，CRLS1的表达量与免

疫检查点 PDCD1的表达量呈负相关（P < 0.05），同

时与 LMTK3的表达量呈正相关（P < 0.05，图 5B），

而C7orf50的表达量分别与LMTK3的表达量呈正相

关（P < 0.05），与 CD274和 TIGIT的表达量呈负相

关，（P < 0.05，图5C）。
2.6 使用GEO和本中心的数据集验证PC⁃m1AScore

预后模型的效能

除了前述来源于 TCGA和GTEx的测序和临床

数据以外，本研究还整理了基因表达数据库（GEO）
中 65 例 胰 腺 癌 患 者 的 测 序 和 临 床 数 据 集

GSE62452，使用q⁃PCR技术建立了本中心60例胰腺

癌患者胰腺癌与癌旁非瘤组织的基因表达数据和

患者生存期在内的临床数据集。使用 GEO 和本

中心的验证数据集，根据每例患者的 PC⁃m1AScore
风险评分将患者分为高风险组和低风险组，采用

log⁃rank 检验，结果显示与低风险组相比，高风险组

生存期显著缩短（P=0.020，P < 0.001，图 6A、B），

和前述在 TCGA 数据库中的分析结果趋势一致，

再次证明 PC⁃m1AScore模型预测胰腺癌预后的显

著效能。

采用 log⁃rank 检验，使用TCGA的数据集，组成

PC⁃m1AScore模型的两个权重基因的表达量也都有

预测胰腺癌预后的效能（P < 0.01，图6C、D），其中高

表达 C7orf50基因的胰腺癌患者生存期显著延长

（P < 0.001），而高表达CRLS1基因的胰腺癌患者生

存期显著缩短（P=0.007）。60例癌与癌旁非瘤的配

对组织检测结果显示CRLS1与C7orf50在胰腺癌组

织中高表达（图 6E、F）。根据随访的统一截止时间

点，将本中心来源的患者分为生存组与死亡组，分

别统计两个模型基因表达情况，结果显示，CRLS1
在死亡组中的表达量显著升高，C7orf50在死亡组

中的表达量显著降低（P < 0.05，图 6G）。综合图

6C~G的结果，均和PC⁃m1AScore预测胰腺癌预后的

趋势吻合，不仅再次证明PC⁃m1AScore模型预测胰

腺癌预后的显著效能，而且提示组成 PC⁃m1AScore
模型的两个权重基因可能与胰腺癌的恶性进展有

关系。

3 讨 论

本研究通过TCGA⁃GTEx数据库分析胰腺癌组

织中差异表达的m1A相关基因，利用 Cox分析与
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A：胰腺癌患者 TMB水平与生存时间的关系（log⁃rank 检验）；B：PC⁃m1AScore联合 TMB预测胰腺癌预后的效能；C：PC⁃m1AScore低风

险组的基因突变情况；D：PC⁃m1AScore高风险组的基因突变情况；E：CRLS1基因拷贝数状态与免疫子集细胞浸润水平的关系；F：C7orf50基因

拷贝数状态与免疫子集细胞浸润水平的关系；两组比较，*P < 0.05，**P < 0.01。
图4 PC⁃m1AScore模型及其权重基因与基因突变和免疫细胞浸润水平的关系

Figure 4 The relation of PC⁃m1AScore model and the levels of gene mutation and immune cell infiltration
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A：22种免疫细胞在PC⁃m1AScore高、低风险组胰腺癌组织中的浸润差异；带下划线为高、低风险组间差异有统计学意义的4种免疫细胞；

B、C：CRLS1（B）、C7orf50（B）表达量与免疫检查点基因表达量的相关性分析。

图5 PC⁃m1AScore高低风险组的免疫细胞浸润差异以及模型基因与免疫检查点基因表达量的相关性

Figure 5 Differences in immune infiltration between high and low risk groups and correlations between model genes and
immune checkpoints

LASSO回归构建胰腺癌预后风险模型，并通过GEO
数据库和本中心胰腺癌病例的基因表达和临床数

据进行系统验证，找到了能预测胰腺癌患者预后的

新工具，期待能转化应用于临床，助力于对胰腺癌

患者的个性化监测、治疗和预后改善。

越来越多的证据表明RNA化学修饰在基本细

胞过程中具有重要功能，如细胞分化、蛋白质产生、

细胞信号转导和昼夜节律的维持等［9］。已经证实，

m1A失调影响多种细胞过程，包括RNA结构稳定

性、折叠、与蛋白质的相互作用、细胞活力、自我更

新能力受损、细胞增殖和细胞死亡［10］。最近研究表

明，m1A修饰广泛参与许多疾病的发生和进展，例

如去甲基化修饰酶ALKBH3在许多人类癌症中高

度表达，与癌细胞中 tRNA的m1A修饰和蛋白质合

成密切相关［11-12］，甲基转移酶TRMT6重复序列中的

移码突变已在结肠癌中得到证实。Gao等［2］提出了

由71个m1A相关基因组成的集群，在该集群基础上

建立的m1AScore 算法能预测结肠癌的预后。本研

究也通过GO功能富集分析发现，这71个m1A相关

基因主要富集在细胞内物质转运和分泌、DNA复

制、RNA转录、RNA降解等功能上，这些通路在许多

生物过程中都至关重要，稍有调控异常便可能导致
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疾病的发生。KEGG通路富集提示m1A相关基因主

要富集在错配修复通路，是维持基因组稳定和避免

突变的重要组成部分。

考虑到如果将 71个基因的表达量都纳入风险

预测模型，基因数量过大会限制临床转化应用，本

研究尝试对基因集进行降维：通过对 71个m1A相

关基因在胰腺癌与正常胰腺组织中的表达分析，

筛选出显著上调与下调的基因各 7个，本研究结果

也显示所筛选的14个基因彼此间相关性极高，提示

14个基因很可能彼此协同配合发挥功能。在此基

础上，通过单因素、LASSO、多因素Cox回归分析，找

到了 2个m1A相关基因（CRLS1与C7orf50）有独立

预测胰腺癌预后的能力，并用两个基因的表达水平

与其权重的乘积后求和建模，构建了新的胰腺癌预

后风险模型，命名为 PC⁃m1AScore。PCA主成分分

析显示，该风险模型可以精准区分患者人群为高、

低风险两个亚群，明显优于全面审视所有71个m1A
相关基因。本研究通过包括 log⁃rank检验、Cox回归

分析、ROC曲线、AUC面积、列线图等在内的多种统

计方法，使用TCGA、GTEx、GEO、本中心多种来源的

胰腺癌病例的基因表达数据和对应的临床数据，系

统证明了 PC⁃m1AScore模型预测胰腺癌预后的效

能。值得注意的是，本研究证明了PC⁃m1AScore与
TMB联合分析具有比两者单独分析更强的区分胰

腺癌预后的效能。

此外，本研究在用PC⁃m1AScore进行生物信息

学层面的免疫相关分析时发现：中性粒细胞和CD4+

记忆静息T细胞浸润在PC⁃m1AScore高风险组患者

胰腺癌组织中的比例更高，而滤泡辅助T细胞与活

化的NK细胞浸润在低风险组患者胰腺癌组织中的

比例更高。第一，众所周知，中性粒细胞的主要效

应机制是构成抵御外来入侵者的第一道防线：吞噬

作用、脱粒和中性粒细胞胞外陷阱形成。值得注意

的是，最新的文献综述表明，中性粒细胞被募集到

肿瘤微环境中并发挥炎症和肿瘤促进作用［13-15］。作

为肿瘤微环境的重要组成部分，中性粒细胞在胰腺

癌中发挥着多种作用，如促进血管生成、恶性进展、

转移和免疫抑制。据此，结合本研究的结果，我们

推测胰腺癌细胞招募更多的中性粒细胞，可能是

PC⁃m1AScore高风险组患者预后更差的原因之一。

第二，本研究通过关键词 CD4 +记忆静息 T 细胞

（CD4+ memory resting T cells）检索文献，迄今，国内

外未见CD4+记忆静息 T细胞在胰腺癌中的功能研

究报道，其在肿瘤中的研究报道也很少，主要集中

A：利用GSE62452数据集验证PC⁃m1AScore的效能；B：利用本中心数据集验证PC⁃m1AScore的效能；C：利用TCGA数据集验证C7orf50预
测胰腺癌预后的效能；D：利用TCGA数据集验证CRLS1预测胰腺癌预后的效能；E、F：CRLS1和C7orf50在本中心60例患者癌组织与癌旁组织

的表达差异情况；G：CRLS1与C7orf50在本中心患者以是否存活状态为分组下的差异表达情况。

图6 使用GEO和本中心的数据集验证PC⁃m1AScore预后模型的效能

Figure 6 The efficacy of the PC⁃m1AScore prognostic model was validated using GEO and our data set
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在人类免疫缺陷病毒感染方面。虽然学术界认为

由CD4+T细胞介导的长期免疫记忆针对先前遇到的

病原体或抗原提供了快速保护，但是，记忆CD4+T细

胞是如何产生和维持的仍然存在争议［16］，本研究利

用生物信息学发现PC⁃m1AScore高风险组患者的胰

腺癌组织中有更多的CD4+记忆静息T细胞，也需要

进一步设计生物学实验，验证和阐明观察到的现

象。第三，最新研究表明，滤泡辅助 T（Tfh）细胞为

B 细胞提供帮助，支持生发中心的形成，从而使抗体

反应的亲和力成熟［17］。Tfh尽管通常位于次级淋巴

器官中，但具有Tfh细胞特征的 T 细胞也可以存在

人体血液中，并且它们的频率和表型在自身免疫性

疾病患者中经常发生改变，该群体可能是免疫失调

的核心哨兵。已有文献证实，Tfh细胞的高浸润预

示着胰腺癌患者的预后较好［18］。Tfh细胞通过分泌

CXCL13和 IL⁃21减轻胰腺癌的肿瘤生长并增强肿

瘤微环境中 CD8+ T细胞、B细胞浸润和 B细胞成

熟。据此，结合本研究的结果，我们推测 Tfh浸润

更多，可能是PC⁃m1AScore低风险组患者预后较好

的原因之一。第四，NK细胞是肿瘤免疫中重要的

效应细胞，在机体内对肿瘤细胞起着免疫监视作

用。已有研究证实，NK 浸润不仅是预后较好的标

志，NK也是对抗转移的效应群体［19］，而且NK细胞

治疗可协助吉西他滨化疗抑制胰腺癌手术治疗后

的局部复发，在 PD⁃1阻断剂和吉西他滨均不能抑

制远处转移的情况下，通过系统激活NK细胞可有

效抑制包括肝转移在内的胰腺癌的远端转移［20］。

因此，结合本研究结果，推测NK细胞浸润更多，可

能是 PC⁃m1AScore低风险组患者预后较好的原因

之一。

PC⁃m1AScore模型中包含两个权重基因，分别

是与风险正相关的 CRLS1 和与风险负相关的

C7orf50。CRLS1编码CDP⁃酒精磷脂酰转移酶Ⅰ类

蛋白质家族的成员。编码的酶催化心磷脂的合成，

心磷脂是线粒体膜的磷脂成分，对线粒体功能至关

重要［21］。此外，CRLS1基因在癌症、心血管疾病等

多种疾病中也扮演着重要角色，因此，CRLS1可能

成为一种重要的治疗靶点或生物标志物［22］。已有

研究探讨了CRLS1在三阴性乳腺癌中的作用，发现

CRLS1高表达促进了肿瘤进展，并赋予细胞对顺铂

的耐药性［23］。另有研究发现，CRLS1基因中的一些

有害变异导致心磷脂严重缺乏，进而引起一种名为

自身隐性多系统线粒体病的疾病［24］，患者表现出多

个系统的症状，包括肌肉无力、眼肌麻痹、心脏问题

和神经系统障碍等［25］。C7orf50 基因产物也称为

PARK16（因其与帕金森病的关联而命名），目前的

研究较为有限，对其功能了解不多。C7orf50在大脑

组织中高度表达，尤其是在帕金森病患者的脑组织

中［26］。C7orf50的功能尚不完全清楚，有研究报道它

可能与细胞凋亡、线粒体功能和氧化应激有关［27］。

C7orf50蛋白可能与线粒体外膜上的磷脂酰肌醇磷

酸相互作用，这可能与线粒体膜上的离子通道或其

他蛋白质的功能调节有关［28］。本研究结果提示

CRLS1与C7orf50的功能可能与胰腺癌的恶性进展

有关，需要开展系统的体外、体内实验与深入的机

制研究来进一步证实。
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