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肾细胞癌 （renal cell carcinoma，RCC） 是泌尿生 殖系统常见的恶性肿瘤之一，占成人肾脏肿瘤的 

85% 以上［1］。2020年RCC新发病例达43万，死亡

患者约18万例［2］。肾透明细胞癌 （kidney renal clear 

cell carcinoma，KIRC） 是RCC的主要组织学亚型，约

占80%［3］。目前，对于早期KIRC患者，手术切除仍

然是主要和最有效的治疗方法，但发生远处转移的 
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摘要  目的  探讨拓扑异构酶Ⅱα （TOP2A） 与肾透明细胞癌 （KIRC） 免疫浸润的关系及相关基因分析。方法  采用GEPIA和

HPA数据库研究TOP2A基因在KIRC的表达和预后；通过单细胞测序数据和TIMER2.0数据库分析TOP2A基因与免疫浸润的关

系；利用STRING、GEPIA2和Sangerbox等数据库分析TOP2A的相关基因；通过Aclibi对TOP2A及其相关基因进行预后风险模型构

建与验证。结果  TOP2A mRNA和蛋白质在KIRC中表达上调，并与患者的临床分期及不良预后有关，且其在CD8+T细胞、调节T

细胞和巨噬细胞等免疫细胞中均表达并与多种免疫细胞的浸润水平呈正相关；此外，TOP2A及其相关基因主要富集在细胞周

期、不匹配修复和微管结合等途径；预后风险模型显示，TOP2A高风险组患者的生存率显著降低且与其不良预后密切相

关。结论  TOP2A与KIRC的发生密切相关，不利于患者生存预后，且与多种免疫细胞浸润有关，可作为KIRC诊断与预后的生物

标志物。
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Abstract  Objective  To explore  the  immune infiltration and its association with  topoisomeraseⅡα （TOP2A） and related genes  in 

kidney renal clear cell carcinoma （KIRC） . Methods  First，the expression and prognosis of TOP2A in KIRC were researched using the 

GEPIA and HPA databases. Second，the relationship between TOP2A and immune infiltration was analyzed using single-cell sequencing 
data and the TIMER2.0 database. Third，genes related to TOP2A were selected by String，GEPIA2 and Sangbox databases. Finally，the 

prognostic risk model constructed of TOP2A and its related genes was validated by Aclibi. Results  The mRNA and protein expression 

of TOP2A were up-regulated in KIRC，which was related to the clinical stage and poorer prognosis of patients with KIRC. This gene was 

expressed in many immune cells，such as CD8 + T cells，regulatory T cells，and macrophages，and was positively correlated with the infil-
tration level of various immune cells. In addition，TOP2A and its related genes were mainly enriched in the cell cycle，mismatch repair，

and microtubule-binding pathways. The prognostic risk model showed that patients with KIRC in the high-risk group significantly had 
significantly reduced rates of poor prognosis. Conclusion  The TOP2A gene is closely associated with the occurrence of KIRC，and is 

related to a variety of immune cell infiltrations. Therefore，it is expected to become a biomarker for the diagnosis and prognosis of patients 

with KIRC.
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KIRC患者手术和放化疗效果不明显，5年生存率< 

10%，且复发风险较高［4］。因此，挖掘KIRC的新型生

物标志物对于患者的诊断与治疗具有积极作用。

拓扑异构酶 Ⅱα （topoisomerase Ⅱα，TOP2A） 属

于DNA 解链因子，在细胞增殖、DNA 复制以及染色

体浓缩和分离等多种生物学过程 （biological process，

BP） 中发挥关键作用，其表达具有明显的细胞周期

依赖性［5］。TOP2A表达或结构异常时可导致染色

体不稳定以及肿瘤的发生，如在卵巢癌和肺癌中

TOP2A表达异常导致患者不良预后［6-7］，但其在KIRC

中的作用目前仍待商榷。因此，本研究旨在通过生

物信息学方法分析TOP2A在KIRC中的表达、预后和

免疫学等有关分子机制，为KIRC的诊断和治疗探索

新的生物分子标志物。

1 材料与方法

1.1  数据来源

KIRC单细胞测序数据来自基因表达综合数据

库 （Gene Expression Omnibus，GEO） GSE111360队

列的GSM3029087 （p87）、GSM3029088 （p88） 和GSM

3029091 （p91） 3个样本，根据以下标准过滤样本中

的细胞和基因：（1） 基因表达量200~50 000；（2） 线粒

体基因百分比<15%；（3） 表达基因数量200~5 000；

（4） ≥3个细胞中表达的基因。其余分析所使用的数

据均为各数据库默认来源。

1.2  TOP2A差异表达与预后分析

TOP2A基因差异表达、临床分期及总生存期 

（overall survival，OS） 的Kaplan-Meier （K-M） 曲线通过

GEPIA （http：//gepia.cancer-pku.cn/） 在线工具分析；

TOP2A在正常肾组织和KIRC组织中的免疫组化结

果应用HPA数据库进行获取。

1.3  TOP2A单细胞分析

单细胞测序数据通过R包“Seurat”进行分析，

首先通过NormalizeData函数对数据进行标准化，再

通过FindIntegrationAnchors函数对3个患者样本识别

锚点进行整合，然后通过RunPCA函数计算数据的

主成分，选取前20个主成分通过K-最邻近分布进行

聚类分析，细胞类型根据标记基因通过CellMarker数

据库 （http：//bio-bigdata.hrbmu.edu.cn/CellMarker/） 和

文献收集进行注释。

1.4  TOP2A免疫分析

TOP2A基因表达与KIRC免疫细胞浸润水平之

间的相关性通过TIMER2.0 （http：//timer.cistrome.org/） 

分析；利用Sangerbox探究TOP2A基因表达与免疫和

基质评分的关系，利用GEPIA2021的EPIC算法分析

CD8+T细胞 （cut-off=80%）、CD4+T细胞 （cut-off=60%）、

B细胞 （cut-off=84%）、NK细胞 （cut-off=85%）、巨噬细

胞 （cut-off=70%） 和调节T （Tregs） 细胞 （cut-off=50%） 

的浸润水平与KIRC患者OS的关系。

1.5  TOP2A列线图

将TOP2A基因和患者的临床特征纳入Aclbi进

行单因素Cox回归分析，将P < 0.05的因素纳入模型

进行列线图的构建，并通过校准曲线和受试者操作

特征 （receiver operating characteristic，ROC） 曲线下面

积 （area under the curve，AUC） 进行验证。

1.6  TOP2A相关基因筛选

通过STRING数据库检索TOP2A基因的200个相

关表达基因。然后，通过GEPIA2.0筛选 TCGA-KIRC

数据集中表达上调的基因 （logFC≥1且q<0.05） 和

TOP2A相关基因，共得到586个表达上调基因 （以q值

由小到大排序） 和1 000个TOP2A相关基因 （按相关

性由大到小排序）；最后，各取前200个基因进行韦

恩图绘制，得到11个与TOP2A相关的基因。

1.7  TOP2A相关基因富集分析 

将获得的TOP2A及相关基因导入Aclbi分析其

相关性；然后，通过 Sangerbox探究TOP2A及相关基

因的基因本体论 （Gene Ontology，GO） 和京都基因与基

因组数据库 （Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes，

KEGG） 通路富集；最后，通过Sangerbox以KEGG通路

基因集为参考，根据TOP2A基因表达中位值分为高、

低表达组，对不同表达组进行基因集富集分析 （gene 

set enrichment analysis，GSEA）。

1.8  TOP2A相关基因预后风险模型构建

将TOP2A及相关基因导入Aclbi在线分析工具

进行LASSO回归分析，将筛选出的基因进行风险评

分 （风险评分=基因表达量×系数） 计算，根据风险

评分的中位值将患者分为高、低风险组进行下游分

析。

1.9  统计学分析

单细胞数据通过R4.2.1软件进行分析，其余分

析为各数据库默认软件。采用单向方差分析检验

TOP2A基因在KIRC和正常组织差异表达，不同肿
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瘤分期表达采用F检验比较差异，免疫细胞和上皮

细胞差异表达采用Wilcoxon检验，采用K-M法和log-

rank检测进行生存分析，采用Spearman相关性分析

基因表达与免疫细胞浸润的水平相关性；P < 0.05为

差异有统计学意义。

2 结果

2.1  TOP2A差异表达

TOP2A在KIRC组织中表达上调，且TOP2A基

因的表达水平随患者临床分期的增高而增加 （P < 

0.05，图1A、1B）。TOP2A基因的高表达水平不利

于患者的OS （图1C）；GSEA分析结果显示，高表达

的TOP2A主要富集在细胞周期、不匹配修复和孕酮

介导的卵母细胞成熟等与细胞增殖相关通路 （图

1D）。同样，HPA数据库结果显示，TOP2A在肾癌组

织中的蛋白质表达上调 （图1E）。

A，differential expression of TOP2A in KIRC and normal tissues （*P < 0.05）；B，relationship between TOP2A expression and clinical stages of patients；

C，relationship between TOP2A expression and prognosis of KIRC patients；D，GSEA analysis of TOP2A；E，protein expression of TOP2A （left，normal 

tissue；right，KIRC tissue） .

图1  TOP2A差异表达、预后和GSEA分析

Fig.1  TOP2A differential expression，prognosis and GSEA analysis

2.2  TOP2A基因单细胞表达分析

根据各聚类的标记基因可将各细胞分为上皮

细胞和免疫细胞2种类型 （图2A、2B），且TOP2A基因

在免疫细胞中的表达量高于上皮细胞 （图2C）。

由于TOP2A基因主要在免疫细胞中表达，进一

步对免疫细胞亚型进行聚类。根据各亚型的标记基

因，共得到6种细胞类型 NK细胞、CD8+T细胞、常规T

细胞、Tregs、B细胞和肥大细胞 （图2D、2E）。 TOP2A

在多种免疫细胞中均有表达 （图2F）。

2.3  TOP2A免疫相关分析
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A，scatterplot of immune and epithelial cell clusters；B，expression ratio and expression level of marker genes in epithelial and immune cells；C，expres-

sion levels of TOP2A in epithelial and immune cells （* P < 0.001）；D，scatterplot of the clustering of each immune cell；E，expression ratio and expression 

level of marker genes for each immune cell cluster；F，expression level of TOP2A in each immune cell. 

图2  TOP2A在不同细胞内的表达

Fig.2  Expression of TOP2A in different cells

TIMER2.0数据库对TOP2A基因表达与各免疫

细胞浸润水平的相关性分析结果显示，TOP2A与大

多数免疫细胞浸润呈正相关 （图3A）。GEPIA2021

数据库结果显示，CD8+T细胞和CD4+T细胞的高浸润

水平与KIRC患者较好的预后相关，而B细胞、巨噬

细胞、NK细胞及Tregs细胞在KIRC高浸润水平均为

KIRC患者预后的危险因素 （图3B）。

2.4  TOP2A预后列线图

将TOP2A及患者的临床特征纳入单因素Cox

回归分析，结果显示，TOP2A基因可做为KIRC患者

预后影响因素 （图4A），TOP2A基因及患者临床特征

所构建的列线图可预测KIRC患者的1、3和5年的生

存状况，且随着列线图得分的增高，患者的生存率

降低 （图4B）。校准曲线显示其具有较好的预测准

确性 （图4C），且1年AUC 为0.86、3年AUC为0.80、5年

AUC为0.75，表明列线图可良好地预测患者的生存

状况 （图4D）。

2.5  TOP2A相关基因分析

TOP2A基因的相关基因进行韦恩图分析，共筛

选出12个基因，且TOP2A基因及其相关基因的相关

性较高 （图5A）。对包括TOP2A在内的12个基因进行

GO功能注释和KEGG富集分析，结果显示，其KEGG

通路主要富集在细胞周期、p53信号通路和细胞衰

老等 （图5B）；分子功能 （molecular function，MF） 主要

包括腺苷酸结合、蛋白激酶活性和微管结合等；细

胞构成 （cellular component，CC） 主要包括微管细胞

骨架、染色体和微管组织中心等；BP主要包括细胞

周期相变的调节、微管细胞骨架组织和细胞器调节

等 （图5C）。

2.6  TOP2A及其相关基因的风险评分模型

将TOP2A及其相关基因导入LASSO回归模型进

行10倍交叉验证，得到最小λ值为0.013 8，筛选出包

括TOP2A在内的 9个特征基因，再根据基因表达量

及相关系数构建风险评分 （图6A）。根据风险评分
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A，relationship between TOP2A gene expression and the level of immune cell infiltration；B，relationship between the level of immune cell infiltration and 

patient prognosis.

图3  免疫细胞浸润水平与TOP2A基因表达及患者预后的关系

Fig.3  Relationship between immune cell infiltration level and TOP2A gene expression and patient prognosis

中位值将患者分为高、低风险组，结果显示，随着风

险评分的增高患者的死亡率增高 （图6B），与低风险

组相比，高风险组的OS显著缩短 （图6C）。且该模型

预测患者OS ROC的AUC值1年为0.685、3年为0.655

以及5年为0.659，具有较好的预测能力 （图6D）。 

3 讨论

KIRC是目前肾脏恶性肿瘤中最常见的组织学

亚型，由于肿瘤的高度异质性，KIRC在不同患者中

呈现多样化的临床表现，且晚期患者对于常见的化
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A，forest plot of TOP2A gene and clinical characteristics of patients；B，nomogram of TOP2A gene and clinical characteristics of patients；C，calibration 

curves for nomogram for 1-，3-，and 5-year survival rates；D，ROC curves for nomogram for 1-，3-，and 5-year survival rates.

图4  TOP2A风险预后列线图

Fig.4  Risk and prognostic factor nomogram for TOP2A

A，correlation heatmap of TOP2A and its related genes；B，KEGG enrichment analysis；C，GO enrichment analysis.

图5  TOP2A及其相关基因的富集分析

Fig.5  Enrichment analysis of TOP2A and its related genes 
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疗药物敏感性不高［8-9］。因此，迫切需要新的分子标

志物评估患者临床的治疗和预后。目前，TOP2A已被

证实与多种恶性肿瘤的进展和不良预后有关 ［10-11］。

但其在KIRC中的相关研究甚少。

TOP2A基因在KIRC组织中的表达显著上调，并

且与患者的不良预后和临床分期增高有关。此外，

高表达的TOP2A主要富集在细胞周期和错配修复等

过程，SMITH等［12］研究发现在肿瘤细胞由静止期进

入细胞周期时，TOP2A的合成激活促进肿瘤细胞的

增殖，这可能是其促进肿瘤发生发展的原因之一。

差异分析和富集分析结果显示，TOP2A的表达可能

与KIRC的发生、发展和转移关系密切。

对KIRC患者的单细胞测序数据分析发现，

TOP2A基因在多种免疫细胞中表达，且与多种免疫

细胞浸润水平呈正相关，与XU等［13］在肾乳头状细

胞癌中的研究结果一致。不同的是在KIRC中，各免

疫细胞的浸润水平长期增高反而不利于患者的预

后。研究［14］显示，正常人体中CD4/CD8细胞比例处

于特定的范围，二者的比例失调可导致机体免疫功

能的异常。此外，巨噬细胞和B细胞也可能由于其在

肿瘤中被诱导产生不同分化表型导致肿瘤细胞的

增殖或肿瘤免疫逃避的产生［15-16］。TOP2A的表达

不仅有利于KIRC的发生与转移，还可激活机体的

免疫系统。肿瘤微环境是由肿瘤细胞与肿瘤间质细

A，LASSO regression model for TOP2A and its related genes；B，scatterplot of risk score versus patient overall survival and gene expression heatmap；C，

K-M curves for patients in different risk groups；D，ROC curves for risk scores at 1，3，and 5 years.

图6  预后风险评分构建及验证

Fig.6  Construction and validation of prognostic risk scores

0.4

0.0

-0.4

2

1

0

12

8

4

0

13.2

13.0

12.8

12.6C
oe
ffi
ci
en

ts
R
is
k 
sc
or
e

Ti
m
e

Pa
rt
ia
l l
ik
el
ih
oo
d 
de

vi
an

ce0        4         7         9         9        11       12      12 12  12  12  12 12  11  10   9  9  7   5  4  3   3  2  2   1

0                    1                   2                    3
L1 norm

-7           -6            -5           -4           -3            -2
log2 （λ）

0          2.5         5.0        7.5        10.0      12.5
Time/year

Risk type

Status

High_risk
Low_risk

Alive
Dead

CKS2
CENPU
CDKN3
TOP2A
ASF1B
CCNB2
FOXM1
BIRC5
CCNB1

Z score of expression
-2 -1 0   1   2

1.00

0.75

0.50

0.25

0.00

1.00

0.75

0.50

0.25

0.00

O
ve
ra
ll 
su

rv
iv
al
 p
ro
ba

bi
lit
y

Tr
ue

 p
os
iti
ve
 fr
ac
tio

n

High group
Low group

Type
1-year，AUC=0.685，95%CI （0.616-0.755）
3-year，AUC=0.655，95%CI （0.603-0.707）
5-year，AUC=0.659，95%CI （0.607-0.711）

High group
Low group

266
266

149
175

64
88

17
38

3
10

0
0

Log-rank P = 1.38e-05
HR （High groups） = 1.972
95%CI （1.452，2.677）

Median time：5.4

0.00              0.25              0.50               0.75             1.00
False positive fraction

A

B
D

C

第10期  马俊杰等.  肾透明细胞癌中拓扑异构酶Ⅱα与免疫浸润的关系及相关基因分析



·878·

胞、免疫细胞、细胞外基质、血管组织和信号分子等

相互作用形成的动态系统，各成分的相对比例改变

也可能导致肿瘤侵袭性增高及患者的不良预后［17-18］，

这可能是TOP2A基因诱导KIRC患者不良预后的原

因之一。

总之，本研究基于生物信息学方法探究了

TOP2A基因在KIRC的表达和免疫浸润等有关分子

机制，建立了预后风险模型，并应用列线图预测了

TOP2A基因在KIRC中的有关预后作用，表明TOP2A

可作为KIRC的预后分子标志物，对临床治疗和预后

提供参考。本研究还需要相关的基础和临床实验进

行验证，以便更加准确地探究有关分子机制及预后

意义。
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