
头颈部鳞状细胞癌（head and neck squamous
cell carcinoma，HNSCC）是世界上第6大常见的恶性

肿瘤，是引起死亡的主要癌症类型之一［1］。吸烟、饮

酒、咀嚼槟榔和人乳头瘤病毒感染等被认为是导致

HNSCC发生的重要原因。目前HNSCC综合序列治

疗包括手术切除、放疗和化疗，然而患者5年生存率

并没有明显提高［2］。肿瘤临床分期、浸润深度、手术
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［Abstract］ Objective：This study aims to analyze the correlation between the expression of integrin α5（ITGA5）and prognosis of
head and neck squamous cell carcinoma（HNSCC）. Methods：The RNA⁃seq data and relevant clinical follow⁃up information of HNSCC
in TCGA database were used to establish mRNA spectrum for variation analysis，further verification was conducted in GEO databases.
Results：The mRNA expression of ITGA5 was found significantly higher in tumor tissues compared to normal tissues，and the overall
survival of patients by Kaplan⁃Meier analyses in ITGA5 high⁃expression group was notably shortened（P < 0.05）. The expression level
of ITGA5 could be treated as an independent prognostic indicator since it was verified in GEO databases to be sensitive and specific for
patient survival and prognosis. Conclusion：ITGA5 is closely related to the survival and prognosis of HNSCC patients and may serve as
a novel prognostic biomarker.
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切缘和累及颈部淋巴结等临床病理参数已被确定

与肿瘤局部复发、远处转移以及患者生存密切相

关［3］。然而，上述预测参数的有效性和特异性相对

较低，并不能满足临床需要［3-4］。所以，寻找准确、可

靠的生物标志物对HNSCC患者的早期发现、优化分

层、治疗方案选择以及预后预测尤为重要。

整合素是一种存在于细胞表面的细胞黏附分

子，是由 1个α亚基和 1个β亚基组成的异二聚体。

目前已发现的24种整合素由18种α亚基和8种β亚
基以不同的形式组合而成。作为一种跨膜蛋白，整

合素在不同的细胞或细胞与细胞外基质之间的通

讯中起到纽带作用从而调节细胞增殖和迁移［5］。研

究证实整合素参与了多种恶性肿瘤的生长、侵袭和

转移［6］。整合素α5（integrin α5，ITGA5）是整合素蛋

白家族的一员，与整合素结合β1的亚基形成α5β1
异质二聚体，识别其特定的配体纤维连接蛋白［7］。

研究证实 ITGA5在胃癌、乳腺癌、卵巢癌中呈现高

表达，可作为肿瘤预后标志物，且与患者的不良预

后密切相关［8-10］。但是 ITGA5在HNSCC患者中的表

达和对预后的影响尚不清楚。

本研究通过公开的在线数据库癌症基因组图谱

（the cancer genome atlas，TCGA），对HNSCC患者中

ITGA5的表达与预后的相关性进行全面综合的分

析，并从 GEO（Gene Expression Omnibus）数据库中

选择相关数据进行验证，为进一步研究 ITGA5在

HNSCC发生发展的作用机制、诊断及预后提供了新

的线索和思路。

1 材料和方法

1.1 材料

公 共 的 在 线 数 据 库 TCGA（https：//cancerge⁃
nome.nih.gov/）包含 30多种癌症数千个肿瘤样本的

多种模式的基因组数据。利用TCGA 数据库的GDC
下载软件下载HNSCC的RNA表达（RNA⁃seq）数据

集和相应的临床随访信息，共546例样本数据，包括

502例肿瘤组织样本，44例正常组织样本，其中499例
患者有完整的随访时间数据。其流行病学、临床病理

和随访信息包括年龄、性别、吸烟史、饮酒史、肿瘤大

小、病理分级、颈淋巴结转移及临床分期（表1）。
1.2 方法

从RNA⁃seq数据集中提取出共20 024个mRNA
的表达谱。通过R语言软件的Limma R package 在

样本内部和样本之间进行数据的标准化和归一化，

最终定义每个mRNA的表达水平为原始表达值的

log2（x+1）。考虑到一些mRNA表达水平相对较低，

在RNA测序过程中，丰度可能没有被描述出来。因

此，这里定义1个mRNA的丰度筛选条件：≥25%的样

本mRNA表达水平大于 0。利用R语言软件 edgeR
R package进行差异分析。此外，从另一个公共的在

线数据库GEO（https：//www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/）下

载了 2个口腔鳞状细胞癌的独立数据集GSE41613
（97例样本）和GSE42743（74例样本）做进一步的提

取和联合分析［11］。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 22.0和R 3.5.3软件进行统计分析和

生成数据图像。肿瘤组织与正常组织间mRNA表

表1 TCGA数据库中HNSCC患者的临床病理特征

Table 1 The clinicopathological characteristics of patients
with HNSCC from TCGA

临床病理指标

年龄

<60岁
≥60岁

性别

男

女

吸烟史

<3年
≥3年
未知

饮酒史

无

有

未知

肿瘤大小

T1~T2
T3~T4
NA

病理分级

Ⅰ~Ⅱ
Ⅲ~Ⅳ
NA

颈淋巴结转移

N0
N+
NA

临床分期

Ⅰ~Ⅱ
Ⅲ~Ⅳ
NA

例数

220
279

366
133

279
209
011

156
331
012

155
332
012

094
337
068

186
298
015

110
364
025

比例（%）

44.09
55.91

73.35
26.65

55.91
41.88
02.21

31.26
66.33
02.41

31.06
66.53
02.41

18.84
67.54
13.62

37.27
59.72
03.01

22.04
72.95
05.01

（N=499）

NA：不确定。
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达差异采用配对 t检验。采用Cox比例风险回归模

型进行单因素和多因素预后分析。绘制受试者工

作特征（receiver operating characteristic，ROC）曲线

计算曲线下面积（area under the curves，AUC）大小。

基于ROC曲线、患者的生存状态和随访时间计算得

出的最佳分界值（cutoff value），将患者分成低表达

和高表达两组，并绘制Kaplan⁃Meier曲线，通过 log⁃
rank test进行检验分析。计算 95%置信区间（CI）的

风险比（hazard rate，HR）用来评估相关性。P＜0.05
表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 确定 ITGA5为研究分析的目的基因

TCGA 数据库下载的 546 例 HNSCC 20 024 个

mRNA表达数据，通过R语言软件的Limma R pack⁃
age进行数据的标准化处理后的表达水平见图 1A。

通过R语言软件的 edgeR R package对mRNA表达

谱进行肿瘤组织和正常组织之间的差异分析，得到

4 536个表达水平有明显差异的mRNA（P < 0.05，图
1B），相对于正常组织，其中 2 352个mRNA在肿瘤

组织中表达水平上调，2 184个mRNA表达水平下

调。选取表达水平上调的 2 352个mRNA进行单因

素Cox回归预后分析，发现 191个mRNA的高表达

不利于HNSCC患者的生存预后（HR>1，P < 0.05）。

接下来，在 2 个口腔鳞状细胞癌的独立数据集

GSE41613和GSE42743对这 191个mRNA做进一步

的提取和单因素Cox回归预后分析后取交集（HR>1，
P < 0.05，图 1C）。有 36个mRNA在两个数据集中

均为高表达，不利于患者的生存预后。ITGA5在其

他类型癌症中已有了相关研究，而在HNSCC中尚未

见研究报道。对 TCGA的HNSCC数据分析显示：

ITGA5在肿瘤组织与正常组织之间的差异较明显

［log2（Fold change）=2.342，P < 0.001）］。因此，选

择 ITGA5作为研究对象进行后续分析。

GSE41613 GSE42743

21
（25.6%）

36
（43.9%）

25
（30.5%）

差异倍数
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误
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现
率
（
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A：TCGA数据库中HNSCC差异基因表达的热图（P < 0.05）；B：TCGA数据库中HNSCC组织与正常组织比较，基因表达差异变化分布的火

山图（红色代表上调基因，绿色代表下调基因，黑色代表无变化基因）；C：GSE41613和GSE42743中与预后相关的基因交集（P < 0.05）。
图1 筛选TCGA和GEO数据库中差异及与预后相关的基因

Figure 1 Identification of prognostic genes in HNSCC from TCGA and GEO databases

2.2 ITGA5 mRNA 在肿瘤组织与正常组织中的表

达差异

TCGA的HNSCC数据库中，ITGA5 mRNA在肿

瘤组织中的表达明显高于正常组织，差异有统计学

意义（P < 0.001，图 2A）。对数据库中 44例HNSCC
肿瘤组织与其配对的正常组织中的 ITGA5 mRNA表

达水平进行配对 t检验，显示相对于正常组织，肿瘤

组织中 ITGA5呈现出显著高表达（图2B），且差异具

有统计学意义（P < 0.001）。使用了GEPIA（http：//
gepia2.cancer⁃pku.cn/）对 TCGA收录的 33种癌症数

据进行分析，发现 ITGA5不是特异性地在HNSCC患

者中呈现高表达（图 2C）。ITGA5在多形成性胶质

细胞瘤（glioblastoma multiforme，GBM）、肾透明细胞

癌（kidney renal clear cell carcinoma，KIRC）、胰腺癌

··834



（pancreatic adenocarcinoma，PAAD）、睾丸癌（testicu⁃
lar germ cell tumor，TGCT）和HNSCC这 5种癌症的

肿瘤组织中显著高表达。在膀胱尿路上皮癌（blad⁃
der urothelial carcinoma，BLCA）、宫颈鳞癌和腺癌

（cervical squamous cell carcinoma and endocervical
adenocarcinoma，CESC）、结肠癌（colon adenocarci ⁃
noma，COAD）、弥漫性大 B 细胞淋巴瘤（lymphoid
neoplasm diffuse large B⁃cell lymphoma，DLBC）等 14
种癌症的肿瘤组织中呈显著低表达（P < 0.05），进一

步说明了 ITGA5与癌症的密切关系。

2.3 ITGA5 mRNA 表达与HNSCC患者生存预后的

关系

本研究中下载的TCGA数据中，499例患者有完

整的临床随访信息，利用R语言软件的ROC package
绘制ROC曲线图来评价 ITGA5 mRNA表达水平预

测患者生存预后的敏感性和特异性。ROC曲线下

面积AUC为 0.615（图 3A）。根据ROC曲线计算在

最大敏感性和特异性下得出的 ITGA5 mRNA表达水

平的最佳分界值（23.435），将患者划分为低表达组

（n=263）和高表达组（n=236），用于患者的总体生存

率分析。经Kaplan⁃Meier 生存分析和Log⁃rank 检验

表明，相对于低表达组患者，ITGA5 mRNA高表达组

患者总体生存率明显降低（图3B，P < 0.001）。
2.4 HNSCC中 ITGA5 mRNA 表达水平和临床病理

参数的单因素和多因素预后分析

接下来对 ITGA5 mRNA 表达水平和一些临床

病理参数进行Cox回归分析。单因素Cox回归分析

表明 ITGA5 mRNA 表达水平与患者的总体生存率显

著相关（HR=1.572，95%CI=1.200~2.060，P=0.001，表
2）。此外，几个目前临床上已经确认的预后因素，

如肿瘤大小、病理分期、颈部淋巴结转移在该数据

库中也表现为与患者的总体生存率相关。为了进

一步表现 ITGA5 mRNA 表达水平的预后价值，去除

了其他混杂因素后进行多因素Cox回归分析，结果

表明 ITGA5 mRNA 表达水平是1个独立的预后指标

（HR=1.396，95% CI=1.017~1.916，P=0.039，表2）。

100
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正常组织 肿瘤组织
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ITG
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mR
NA

相
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表
达

水
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0
正常组织 肿瘤组织

P＜0.001A B

A：所有癌组织与正常组织中 ITGA5 mRNA的表达差异；B：44对配HNSCC对癌组织与正常组织中 ITGA5 mRNA的表达差异；C：TCGA数

据库收录的所有癌症中，ITGA5 mRNA的表达差异。N：正常组织；T肿瘤组织。

图2 TCGA数据库中 ITGA5 mRNA在HNSCC组织与配对正常组织样本之间的表达差异

Figure 2 The difference of the relative mRNA expression of ITGA5 between HNSCC and normal paired samples in TCGA
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A：ITGA5 mRNA表达与患者总体生存率关系的敏感性和特异

性的ROC曲线分析，及确认最优分界值（蓝色标记代表最优分界

值），AUC=0.615；B：基于最优分界值划分的 ITGA5 mRNA的表达高

低与患者总体生存率的Kaplan⁃Meier曲线分析。

图 3 TCGA数据库中 ITGA5 mRNA表达与HNSCC患者

总体生存率的关系

Figure 3 The correlation between the ITGA5 mRNA
expression level and the overall survival rate of
HNSCC patients in TCGA

2.5 在GEO数据库中验证 ITGA5的预后意义

Kaplan⁃Meier 生存分析和Log⁃rank检验显示在

GSE41613和GSE42743中，相对于 ITGA5 mRNA低

表达组的患者，高表达组的患者总体生存率也显著

降低（P < 0.001，P=0.020，图4A、B）。两组GEO数据

ROC曲线的AUC分别为 0.718和 0.644（图 4C、D），

表明 ITGA5 mRNA表达水平对预测患者生存具有较

好的敏感性和特异性。

3 讨 论

HNSCC是由基因变异、表观遗传以及环境等因

素引起的鳞状细胞癌［12］。HNSCC患者的预后不佳，

寻找有效预测能力的生物标志物和药物治疗靶标

为当下的迫切需求。随着微阵列和RNA测序等高

通量技术的巨大进步，基因图谱已经成为了解癌症

进展、治疗选择和寻找预测患者结局的分子生物标

志物的有力手段［13］。通过对口腔鳞癌数据库进行

提取和分析，发现了36个mRNA高表达不利于患者

的生存预后，由于 ITGA5在HNSCC中尚未有研究报

道，且其在肿瘤组织与正常组织之间的差异较明显

［log2（Fold change）=2.342，P < 0.001］，因此，选取

ITGA5作为研究对象。本研究从 TCGA数据库中

挖掘了HNSCC患者原始的RNA⁃seq数据，从而确

认 ITGA5独立于传统的预后因素而与患者的生存

密切相关，并进一步在GEO数据库的原始数据中

进行了验证。

最近研究结果表明，整合素参与干细胞和癌症

生物学的调控，是癌症发展和肿瘤细胞耐药所必需

的。整合素通过依赖黏附和非黏附途径促进癌症

进展，特异性的整合素不仅是干细胞标志物，同时

决定干细胞的行为，并且整合素通过典型和非典型

机制调控治疗的耐药性［14］。其中以 ITGA5的异常表

达与癌症的发生发展更为密切相关。ITGA5基因是

整合素家族的重要一员，位于染色体上12q11~q13，

表2 ITGA5 mRNA表达水平与临床病理参数的单因素及多因素Cox回归分析

Table 2 Univariate and multivaricate Cox⁃regression analyses of ITGA5 and clinicopathological parameters in HNSCC

变量

年龄（≥60岁，<60岁）

性别（男，女）

吸烟史（≥3年，<3年）

饮酒史（有，无）

肿瘤大小（T3~T4，T1~T2）
病理分级（Ⅲ~Ⅳ，Ⅰ~Ⅱ）

颈淋巴结转移（N+，N0）
临床分期（Ⅲ~Ⅳ，Ⅰ~Ⅱ）

ITGA5（高，低）

HR（95% CI）
1.291（0.981~1.700）
0.754（0.566~1.004）
0.802（0.606~1.062）
0.978（0.734~1.304）
1.569（1.143~2.153）
1.743（1.177~2.580）
1.383（1.039~1.842）
1.257（0.901~1.753）
1.572（1.200~2.060）

P值

0.069
0.054
0.123
0.880
0.005
0.006
0.026
0.178
0.001

HR（95% CI）
1.313（0.945~1.825）
0.791（0.555~1.128）
0.831（0.607~1.138）
1.022（0.726~1.437）
1.665（0.898~3.085）
1.568（0.853~2.881）
1.314（0.890~1.939）
0.637（0.358~1.134）
1.396（1.017~1.916）

P值

0.105
0.195
0.248
0.902
0.106
0.147
0.169
0.125
0.039

单因素分析 多因素分析
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A、B：ITGA5 mRNA的表达高低与患者总体生存率的Kaplan⁃Meier曲线分析。A：在GSE41613中；B：在GSE42743中。C、D：ITGA5 mRNA
表达与患者总体生存率关系的敏感性和特异性的ROC曲线分析。C：在GSE41613中，AUC=0.718；D：在GSE42743中，AUC=0.644。

图4 在GSE41613和GSE42743中验证 ITGA5 mRNA的表达与患者总体生存率的关系

Figure 4 The correlation between the ITGA5 mRNA expression level and the overall survival rate in GSE41613 and
GSE42743

编码纤维连接受体蛋白 ITGA5，具有组织和功能特

异性，其主要是通过细胞外结构与细胞外基质蛋白

结合，调节细胞黏附、增殖、凋亡和运动等生物学功

能［15-16］。ITGA5在胃癌中呈现高表达，且 ITGA5高

表达的患者生存预后更差［8］。ITGA5糖基化修饰还

会促进结直肠癌的发生和发展［17］。ITGA5还可作为

非小细胞肺癌的独立预后因子［18］。此外，ITGA5在
不同癌症中还发挥不同的生物学功能。人类间充

质干细胞可通过靶向调控 ITGA5促进肝癌细胞的

迁移和侵袭［19］。ITGA5 在乳腺癌中可促进癌细胞

向骨黏附，与乳腺癌的骨转移有关［20］。在胃癌中，靶

向抑制 ITGA5会导致胃癌细胞的侵袭、迁移能力明

显下降［21］。值得注意的是，有研究表明ITGA5通过调

控 PI3K/AKT信号通路的激活，促进口腔鳞状细胞

癌细胞的增殖、迁移和侵袭从而促进口腔鳞状细胞

癌的恶性进展［22］。口腔是HNSCC最主要的发病部

位［23-24］。虽然 ITGA5已被证实是口腔癌的促癌基因

之一，但是其在人类HNSCC中的表达情况及与癌症

发生、发展及预后的关系尚未被证实。且 ITGA5并

非在所有肿瘤中呈高表达，在部分肿瘤组织呈显著

低表达（图 2C）。因此本研究首先利用 TCGA数据

集进行差异表达、单因素回归分析并结合GEO数据

库，最终确认ITGA5在HNSCC患者中明显高表达，说

明其在HNSCC中是促癌基因。然后进行生存预后分

析，并采用ROC曲线评价其预测能力，发现 ITGA5与
HNSCC患者的生存预后密切相关。Cox因素回归分

析进一步说明了ITGA5是1个独立的预后因素。

综上所述，本研究采用生物信息学的方法利用

TCGA与GEO的肿瘤大样本数据库进行分析，发现

ITGA5可能有预测HNSCC的作用，可作为HNSCC发

生、发展及预后的生物标志物，为HNSCC提供了潜在

的治疗靶点。未来需进一步探索 ITGA5在HNSCC中

的生物学功能及其作用机制，为临床治疗提供新的

手段和思路。
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