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[摘要] 目的　利用生物信息学技术分析并验证衰老基因在成骨型骨肉瘤患者治疗、预后及肿瘤微环境(TME)中的

作用。方法　从中国国家基因组科学数据库(https://ngdc.cncb.ac.cn/aging/index)中获取衰老相关基因，从TARGET数据库

(https://ocg.cancer.gov/programs/target)中获取骨肉瘤患者的基因表达谱和临床信息，并从基因表达数据库(GEO)中获取骨

肉瘤的单细胞数据集GSE162454用于下游分析。通过单细胞数据集对骨肉瘤细胞进行分型，寻找成骨细胞/成软骨细胞与

其他细胞亚型的差异化表达基因(DEGs)，并与衰老相关基因进行比对。采用单因素、多因素Cox回归分析确定预后相关

衰老DEGs基因，构建骨肉瘤衰老相关模型(OSRM)并计算风险评分，分析OSRM在骨肉瘤治疗、预后及TME中的特征。

结果　GSE162454共包含 6个骨肉瘤样本，经过滤质控后共有 19 933个细胞。经统一流形逼近与投影(UMAP)聚类后确定

17 个细胞亚群。成骨细胞/成软骨细胞与其他亚群间共有 4821 个 DEGs，与衰老基因集比对后共获取 132 个衰老相关

DEGs。在TARGET数据库中，单因素、多因素Cox分析获取了4个预后基因：ADH5(醇脱氢酶5)、ARHGAP1(Rho GTPase

激活蛋白1)、APOE(载脂蛋白E)、ATF4(激活转录因子4)用于构建OSRM。依据风险评分将84例成骨型骨肉瘤患者分为高

风险组(n=42)与低风险组(n=42)，低风险组预后较好(HR=0.13，95%CI 0.06~0.28，P<0.001)，且对免疫检查点抑制剂有较

强的应答敏感性。qRT-PCR 和 Western blotting 证实 PD-1 过表达的 K7M2 细胞中 ADH5(P<0.01)、APOE(P<0.001)、ATF4

(P<0.05)呈持续高表达，可预测抗PD-1对骨肉瘤的免疫治疗效果。结论　ADH5、ARHGAP1、APOE、ATF4是成骨型骨肉

瘤中潜在的衰老相关促癌或抑癌基因，基于这些基因构建的OSRM可判断骨肉瘤的治疗应答、预后和TME特征。OSRM

关键基因促进了骨肉瘤的分子病理诊断，并可作为预测抗PD-1免疫治疗应答的潜在生物标志物。
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[Abstract] Objective　 To analyze and verify the role of senescent genes in the treatment, prognosis, and tumor 

microenvironment (TME) characteristics of osteoblastic osteosarcoma, bioinformatic methods were employed. Methods　

Senescent genes were obtained from the China National Genome Science database (https://ngdc.cncb.ac.cn/aging/index). The gene 

expression profile and clinical information of osteosarcoma patients were sourced from the TARGET database (https://ocg. cancer.

gov/programs/target), while single-cell RNA-sequencing (scRNA-seq) data was collected from GSE162454 on the Gene Expression 

Omnibus (GEO) for downstream analysis. Osteosarcoma cells were classified based on scRNA-seq, and differential expression 

analysis between osteoblasts/chondroblasts and other cell types was conducted to identify differently expressed genes (DEGs). After 

matching with the senescent genes, prognostic senescent DEGs were identified through univariable and multivariable Cox regression 
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analysis. Subsequently, the osteosarcoma senescent-related model (OSRM) was constructed, and the risk score was calculated. The 

role of OSRM in treatment, prognosis, and TME of osteosarcoma was further investigated. Results　 The analysis revealed that 

GSE162454 contained 6 osteosarcoma samples, with 19 933 cells identified after filtering, quality control, and normalization. 

Seventeen cellular subtypes were identified using uniform manifold approximation and projection (UMAP) methods. A total of 4821 

DEGs were found between osteoblasts/chondroblasts and other subtypes, with 132 senescent DEGs obtained after matching with the 

senescent gene set. In the TARGET database, 4 prognostic senescent DEGs [ADH5 (alcohol dehydrogenase 5), ARHGAP1 (Rho 

GTPase activating protein 1), APOE (apolipoprotein E), and ATF4 (activating transcription factor 4)] were identified through 

univariable and multivariable Cox analyses to construct OSRM. Based on risk score, patients were stratified into high- and low-risk 

groups, with the latter showing better prognosis (HR=0.13, 95%CI 0.06-0.28, P<0.001) and higher sensitivity to immune checkpoint 

inhibitors. qRT-PCR and Western blotting confirmed the high expression of senescent genes ADH5 (P<0.01), APOE (P<0.01), and 

ATF4 (P<0.05) in the K7M2 osteosarcoma cell line, suggesting the potential for predicting the response to anti-PD-1 immunotherapy 

for osteosarcoma. Conclusions　scRNA-seq facilitated the division of osteosarcoma into 17 cell subtypes. ADH5, ARHGAP1, APOE, 

and ATF4 emerged as potential cancer-promoting or suppressing senescent genes in osteosarcoma. OSRM was found to be associated 

with treatment response, prognosis, and TME characteristics, thereby promoting the molecular pathological diagnosis of osteoblastic 

osteosarcoma and prediction for anti-PD-1 immunotherapy.

[Key words] osteosarcoma; immune microenvironment; risk model; bioinformatic analysis

骨肉瘤是最常见的骨原发性恶性肿瘤，具有高

度侵袭性，且病死率高，预后极差[1-2]。长骨干骺端

为骨肉瘤主要发病部位，以股骨和胫骨最为常见[3]。

据报道，晚期及转移性骨肉瘤患者 5 年生存率为

20%[4]。既往虽有包括靶向治疗在内的各种系统性治

疗方案可供选择，但骨肉瘤的治疗效果并未得到显

著改善[4-6]。因此，进一步探究骨肉瘤的发病机制，

寻找理想的肿瘤生物学标志物和治疗靶点有助于延

长患者生存期[7]。如何延缓衰老并延长预期寿命是

一项长期挑战[8]。目前的研究热点正从衰老表型逐

渐延伸至胰岛素样信号通路[9]、雷帕霉素(target of 
rapamycin，TOR)靶向通路[10]、NAD+信号通路[11]、

昼夜节律机制[12]、线粒体与氧化应激信号通路[13]、

细胞老化通路[14]、慢性炎症通路[15]和蛋白质稳态机

制[16]等。衰老细胞的特性之一是衰老相关的分泌表

型 (senescence associated secretory phenotype， SASP)，
可分泌多种生物活性物质如炎性介质、趋化因子、

生长因子和蛋白酶等[17-18]。在骨关节炎中，衰老细

胞可分泌基质金属蛋白酶 3(matrix metalloproteinase，
MMP3)和白细胞介素 6，两者均与骨关节炎的病程

相关[19]。近年来研究表明，衰老基因广泛参与成骨

与破骨过程，同时可调节成骨细胞和破骨细胞的功

能，且与骨质疏松、成骨不全、骨肿瘤等多种骨骼

相关疾病有关[8,20]。蛋白质精氨酸酶甲基转移酶 5
(protein arginine methyltransferase 5，PRMT5)为表观遗

传酶，可通过调控DNA修复酶的表达和DNA损伤信

号通路诱导细胞衰老。在成骨型骨肉瘤中硫氧还蛋

白互作蛋白(thioredoxin interacting protein，TXNIP)参
与PRMT5对细胞衰老及 p21蛋白的表达调控，抗E3

泛素蛋白连接酶 TRIM21(tripartite motif-containing 21)
可作为分子伴侣协同PRMT5调控TXNIP/p21轴进而

干预骨肉瘤衰老进程[21]。本研究基于 TARGET 数据

库和基因表达数据库(gene expression omnibus，GEO)
的 mRNA 测序数据、临床数据和单细胞测序(single-
cell RNA sequencing，scRNA-seq)数据，构建成骨型骨

肉 瘤 衰 老 相 关 模 型 (osteosarcoma senescent related 
model，OSRM)，探究衰老基因在骨肉瘤预后、治疗

和肿瘤微环境(tumor microenvironment，TME)中的作

用，并进行验证。

1　材料与方法

1.1　数据获取及预处理　从中国国家基因组科学数

据库(https://ngdc.cncb.ac.cn/aging/index)中获取500个

衰老相关基因[22]。从 GEO 数据库中获取 scRNA-seq
数据集GSE162454，主要基于R软件的 Seurat平台进

行分析。GSE162454数据集包含6个成骨型骨肉瘤样

本 (GSM4952363、 GSM4952364、 GSM4952365、
GSM5155198、 GSM5155199、 GSM5155200)， 基 于

Illumina NovaSeq 6000 平台完成测序[23]。6 个样本共

19 933个细胞通过Harmony法进行合并、质控和过滤

(feature 值>300；count 值<100 000；线粒体基因含量

<10%)。数据校正后，对排名前 2000 位的高变基因

(highly variable genes， HVGs) 进 行 主 成 分 分 析

(principal component analysis，PCA)，批次效应采用

Harmony 法去除。统一流形逼近与投影 (uniform 
manifold approximation and projection，UMAP)法可聚

类出 17个细胞亚群，在各细胞亚群间完成差异化表

达分析 [log2|FC| >2，错误发现率(false discover rate，
FDR)<0.05]，并对各亚群最显著的 10 个差异化表达

基因(differently expressed genes，DEGs)可视化。通过

SingleR 软件进行细胞亚群的初步注释，参考其结果

进一步行手工注释。挑选成骨细胞/成软骨细胞与其
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他细胞亚群间的DEGs进行下游分析。

从 TARGET 数 据 库 (https://ocg. cancer. gov/
programs/target)中获取 88 例成骨型骨肉瘤患者的临

床信息，包含完整的 mRNA 测序信息和临床数据。

将 mRNA 表达矩阵进行 TPM 转化，对表达值进行

log2处理。对于多个相同基因，表达量取平均值，并

去除表达量非常低的基因。临床数据的结局指标主

要为总生存期(overall survival，OS)。剔除基因表达

或临床信息缺失的患者，最终纳入84例。

1.2　单细胞数据处理　由 limma包完成 scRNA-seq数

据集的差异化表达。对骨肉瘤及相关细胞亚群的手

工注释参考文献[24]，细胞亚群的标志物总结见

表1。因成骨细胞/成软骨细胞与细胞衰老密切相关，

故主要选取成骨细胞和成软骨细胞与其他细胞亚群

的DEGs用于下游分析。

1.3　OSRM模型构建　将成骨细胞/成软骨细胞与其

他细胞亚群的DEGs和衰老相关基因进行比对，获取

衰老相关DEGs。在TARGET数据库中采用单因素和

多因素Cox回归分析确定预后相关衰老DEGs，根据

以下公式计算风险评分：Risk score=∑i = 1
n  βixi，其中

βi是每个纳入OSRM模型的基因经Cox回归计算出的

系数，xi是每个纳入OSRM模型的基因相对表达量，

具体方法参照文献[25]。由 4 个预后相关衰老 DEGs
构建 OSRM，根据风险评分的中位值将骨肉瘤患者

分为高风险组(n=42)与低风险组(n=42)。
1.4　OSRM 模型的预测价值分析　采用生存曲线对

两组患者进行生存分析，受试者工作特征曲线

(receiver operating curve，ROC)评估 OSRM 模型的预

测准确性。由heatmap包绘制热图展示构建OSRM模

型的基因在两组中的表达情况，同时绘制风险曲线

和点图进一步展示两组患者的生存情况。由

CIBERSORT 算法评估骨肉瘤 TME 中的免疫细胞浸

润情况。CIBERSORT是一种去卷积的工具，基于已

知的参考数据集，能够提供 22种免疫细胞的表达情

况[26]。采用 TIDE(the tumor immune dysfunction and 

exclusion，http://tide.dfci.harvard.edu/)算法和 Submap

算法(https://cloud.genepattern.org/gp)评估两组患者对

免疫检查点抑制剂的应答情况[27]。

1.5　免疫组化　选取 2018 年 3 月－2021 年 9 月解放

军联勤保障部队第 903 医院收治的病理诊断为成骨

表1　单细胞亚群注释及其标志物

Tab.1　scRNA-seq annotation results and markers for each subtype

细胞亚群(中文)

髓样细胞亚群

T细胞亚群

软骨细胞亚群

巨噬细胞亚群

DC细胞亚群

NKT细胞亚群

成纤维细胞亚群

单核细胞亚群

B细胞亚群

成软骨细胞亚群

未知细胞亚群

增殖细胞亚群

NK细胞亚群

破骨细胞亚群

内皮细胞亚群

成骨细胞亚群

上皮细胞亚群

细胞亚群(英文)

Myeloid cells

T cells

Chondrocytes

Macrophage

DC cells

NKT cells

Fibroblasts

Monocyte

B cells

Chondroblastic cells

Unknown

Proliferating cells

NK cells

Osteoclasts

Endothelial cells

Osteoblastic cells

Epithelial cell

细胞亚群标志物

CD74、CD14、FCGR3A

CD3、IL7R、CD8A、CD4、NKG7

TNFAIP6、GAS1、SLC7A2、TNC

CD163、ARG1、CCL2、CD14、CD68

CD1D、FCER1A、CLEC9A、CCR7、CD14、CD163

NKG7、GNLY、CD3、IL7R、CD8A

DCN、COL1A1

CD14、CX3CR1

MYLPF、CD19、JCHAIN

SOX9、ACAN、PTH1R

Unknown

MKI67、TOP2A、PCNA

NKG7、GNLY

ACP5、CTSK、MMP9

PECAM1、VWF

RUNX2、COL1A1、CDH11、IBSP

CD14、CD45、EpCAM

单细胞亚群对应编号

0

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

DC. 树突细胞；NKT 细胞 . 自然杀伤性 T 细胞；NK 细胞 . 自然杀伤细胞；FCGR3A. IgG 受体ⅢaFc 片段；IL7R. 白细胞介素 7 受体；

NKG7. 天然杀伤细胞颗粒蛋白7；TNFAIP6. 肿瘤坏死因子A诱导蛋白6；GAS1. 生长停滞特异蛋白1；SLC7A2. 溶质载体家族7；TNC. 腱生

蛋白C；ARG1. 精氨酸酶；FCER1A. IgE的Fc组分高亲和性受体Ⅰa；CLEC9A. 含有 9A的C型凝集素结构域；CCR7. 趋化因子C-C受体 7；

GNLY. 粒溶蛋白；DCN. 核心蛋白聚糖；COL1A1. α1-1 型胶原基因；CX3CR1. 趋化因子 CX3C 受体 1；MYLPF. 快骨骼肌球蛋白轻链 2；

SOX9. SRY框转录因子 9；ACAN. 人软骨蛋白聚糖；PTH1R. 甲状旁腺激素受体；MKI67. 增殖性Ki-67标志；ACP5. 酸性磷酸酶 5；CTSK. 

组织蛋白酶K；MMP9. 基质金属蛋白酶 9；PECAM1. 血小板内皮细胞黏附分子；VWF. 血管性血友病因子；RUNX2. 矮小相关转录因子；

CDH11. 钙黏着蛋白11；IBSP. 整联蛋白结合涎蛋白；TOP2A. DNA拓扑异构酶Ⅱα；PCNA. 增殖细胞核抗原；EpCAM. 上皮细胞黏附分子
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型骨肉瘤患者 12 例，其中男 6 例，女 6 例，平均年

龄17.2岁。本研究获解放军联勤保障部队第903医院

伦理委员会审批(IEC-FOC-024-2.0)，所有患者及家

属均签署知情同意书。

根据阳性细胞率和染色强度分别对 12例病理样

本进行评分。阳性细胞率评分：无阳性染色细胞为

0 分，阳性细胞率≤10% 为 1 分，10%~25% 为 2 分，

25%~50%为3分，50%~75%为4分，>75%为5分。染

色强度评分：细胞无染色为 0 分，出现黄色染色为

1分，棕色染色为 2分，褐色染色为 3分。阳性细胞

率评分与染色强度评分之和作为最终评分。0~1 分

为阴性，2~4 分为弱阳性，5~6 分为阳性，7~8 分为

强阳性。阴性和弱阳性代表低表达，阳性和强阳性

代表高表达。根据最终评分将 12例患者分为低表达

组(n=4)与高表达组(n=8)，采用免疫组化验证OSRM
关键基因在两组患者中的表达情况。

1.6　质粒构建和转染　将来自HEK293细胞系(ATCC-
CRL-1573) 的转录激活因子 4(activating transcription 
factor 4，ATF4)序列(ATF4-NT)克隆到巨细胞病毒质

粒(pCMV)载体中，构建重组质粒 pCMV-ATF4-NT。

将人 T 淋巴细胞系(ATCC-TIB-161)的程序性细胞死

亡因子 1(programmed cell death ligand 1，PD-1)序列克

隆到pCMV载体中，构建重组质粒pCMV-PD-1。
取小鼠骨肉瘤成骨细胞系 K7M2(Procell，中国

武汉)，设置 pCMV组(转染 pCMV)、ATF4过表达组

( 转染重组质粒 pCMV-ATF4-NT) 与对照组 ( 转染

pCMV)、PD-1过表达组(转染重组质粒pCMV-PD-1)，
使用脂质体3000(美国 Invitrogen公司)进行转染。

1.6.1　RT-qPCR　K7M2 细胞系于含 10% 小牛血清

(FBS，美国 Gibco 公司) 和 1% 青霉素 - 链霉素的

DMEM 培养基中，置于 37 ℃、5% CO2环境中培养。

应用Trizol试剂提取总RNA。经NanoDrop 2000(美国

Thermo Fisher Scientific公司)定量后，通过PrimeScript
反转录合成 cDNA™；使用 SYBR 预混物 ExTaq Ⅱ(日
本TaKaRa公司)采用Light Cycler 480仪器(美国Roche
公司)进行RT-qPCR检测，共40个循环，实验重复3
次。以β-actin为内参，采用2−ΔΔCT法计算目的基因相

对表达量，引物序列见表2。
1.6.2　Western blotting　用PBS 缓冲液洗涤细胞，并

用蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂的放射免疫沉淀测

定缓冲液(RIPA)裂解细胞；离心收集上清液用于蛋

白定量。将提取的蛋白质行 SDS-PAGE 凝胶电泳分

离并转移至PVDF膜上，室温下 5%脱脂奶粉或牛血

清白蛋白 (BSA) 中封闭；加入抗 - 乙醇脱氢酶 -5
(alcohol dehydrogenase 5，ADH5；1: 1500； ab177932)、
抗 - 载 脂 蛋 白 E(apolipoprotein E， APOE； 1: 1500；
ab108813)、抗 -转录激活因子 4(activating transcription 

factor 4，ATF4；1:1000；ab184909)、抗-程序性细胞

死 亡 受 体 1(programmed cell death ligand 1， PD-1；
1:100；ab52587)和抗-GAPDH(1:500；ab8245)一抗(武
汉Abcam公司)4 ℃下孵育过夜；加入与HRP连接的

二抗共孵育，在 Bio-Rad XRS 检测系统(Hercules，美

国)中，通过增强化学发光(ECL)法检测目的蛋白相

对表达量。

1.7　统计学处理　采用 R 软件(v4.2.1)进行统计分

析。计量资料以 x̄±s表示，两组间比较采用Wilcoxon
检验。生存分析采用 Cox 比例风险回归分析，并绘

制 Kaplan-Meier 生存曲线，组间比较采用 Log-rank 检

验。ROC 曲线由 pROC 包进行绘制。P<0.05 为差异

有统计学意义。

2　结　　果

2.1　单细胞测序数据结果　GSE162454 数据集中共

含有6个骨肉瘤样本，质控和过滤后共有19 933个细

胞。经UMAP降维后确定 17个细胞亚群(图 1A)，其

中免疫细胞相关亚群与非免疫细胞相关亚群的比例

接近 1∶1(图 1B)。通过 SingleR 软件自动注释，共获

得8个细胞亚群，即B细胞亚群、内皮细胞亚群、单

核细胞亚群、T 细胞亚群、软骨细胞亚群、巨噬细

胞亚群、神经元亚群、组织干细胞亚群(图 1C)；结

合骨肉瘤细胞亚群标志物，手动完成 17个细胞亚群

的注释，分别为 B 细胞亚群、树突细胞(dendritic 
cells，DC)亚群、自然杀伤性 T 细胞(natural killer T 
cells，NKT 细胞)亚群、自然杀伤细胞(natural killer T 
cells，NK 细胞)亚群、T 细胞亚群、成骨细胞亚群、

成软骨细胞亚群、成纤维细胞亚群、单核细胞亚群、

巨噬细胞亚群、内皮细胞亚群、破骨细胞亚群、软

骨细胞亚群、上皮细胞亚群、髓样细胞亚群、增殖

细胞亚群和未知细胞亚群(图1D)。

表2　RT-qPCR引物序列

Tab.2　Primer sequences for RT-qPCR

基因

PD-1

ADH5

APOE

ATF4

β-actin

引物序列(5'-3')

正义：CCAGGATGGTTCTTAGACTCCC

反义：TTTAGCACGAAGCTCTCCGAT

正义：ATGGCGAACGAGGTTATCAAG

反义：CATGTCCCAAGATCACTGGAAAA

正义：GTTGCTGGTCACATTCCTGG

反义：GCAGGTAATCCCAAAAGCGAC

正义：ATGACCGAAATGAGCTTCCTG

反义：GCTGGAGAACCCATGAGGT

正义：GTGGGGCGCCCCAGGCACCA

反义：CTCCTTAATGTCACGCACGATTTC

PD-1. 程序性死亡因子 1；ADH5. 乙醇脱氢酶-5；APOE. 载脂

蛋白E；ATF4. 转录激活因子4
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细胞亚群标志物在各细胞亚群中的表达情况如

图 2A－D所示，可见第 15亚群为成骨细胞亚群，第

9 亚群为成软骨细胞亚群，第 13 亚群为破骨细胞亚

群。从中国国家基因组科学数据库中共获取 500 个

衰老相关基因，成骨细胞和成软骨细胞具有骨干细

胞的分化潜能，并与衰老相关，因此选取成骨细胞/
成软骨细胞和剩余细胞亚群间的 4821个DEGs与 500
个衰老相关基因进行比对，共获取 132 个衰老相关

DEGs。
成 骨 细 胞 亚 群 标 志 物 RUNX2、 COL1A1、

CDH11、IBSP 在成骨细胞亚群中呈高表达(图 3A)，

成软骨细胞亚群标志物 SOX9、ACAN、PTH1R 在成

软骨细胞亚群中呈高表达(图3B)。
2.2　OSRM模型构建及预测价值　热图展示了 17个

细胞亚群间差异最显著的 10个基因(图 4A)，热图的

颜色越接近于黄色表明DEGs在该细胞亚群中处于高

表达，越接近紫色表明DEGs在该细胞亚群中处于低

表达。在 TARGET 数据库中构建 OSRM，单因素和

多因素Cox回归分析显示，ADH5(HR=0.288，95%CI 
0.138~0.600， P=0.001)、 APOE(HR=0.618， 95%CI 
0.438~0.873，P=0.006)、ARHGAP1(HR=0.264， 95%CI 
0.113~0.618， P=0.002)、 ATF4(HR=2.716， 95%CI 

DC. 树突细胞；NK细胞 . 自然杀伤细胞；NKT. 自然杀伤性T细胞；A. GSE162454可由UMAP划分为17个细胞亚群；B. 所有细胞亚群

中免疫细胞相关亚群与非免疫细胞相关亚群的构成情况；C. 利用SingleR软件将所有细胞注释成8个细胞亚群；D. 手动完成17个细胞亚

群的注释结果

图1　单细胞测序数据的降维与聚类结果

Fig.1　Results of scRNA-seq dimensionality reduction and clustering
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1.176~6.273，P=0.019)等 4 个衰老 DEGs 与预后相关

(图4B、C)。
生存分析显示，低风险组生存期明显长于高风

险组(HR=0.13，95%CI 0.06~0.28，P<0.001；图 5A)；
ROC 曲线分析显示， OSRM 模型预测效能较高

(AUC=0.786，图 5B)。风险曲线分析显示，低风险

RUNX2. 矮小相关转录因子；COL1A1. α1-1型胶原基因；CDH11. 钙黏着蛋白11；IBSP. 整联蛋白结合涎蛋白；SOX9. SRY框转录因子

9；ACAN. 人软骨蛋白聚糖；PTH1R. 甲状旁腺激素受体；A. 成骨细胞亚群标志物(RUNX2、COL1A1、CDH11、IBSP)的表达分布；B. 成软

骨细胞亚群标志物(SOX9、ACAN、PTH1R)的表达分布

图3　成骨细胞/成软骨细胞标志物的表达分布

Fig.3　Feature plots for biomarkers of osteoblasts/chondroblasts
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OSAM. 骨肉瘤衰老相关模型；DEGs. 差异化表达基因；ADH5. 醇脱氢酶 5；APOE. 载脂蛋白 E；ARHGAP1. RhoGTP 酶激活蛋白 1；
ATF4. 转录激活因子4；A. 各细胞亚群间最显著的10个DEGs的热图；B. 单因素Cox分析鉴定出5个骨肉瘤预后相关的衰老DEGs；C. 多因
素Cox分析鉴定出4个骨肉瘤预后相关的衰老DEGs

图4　OSRM模型的构建
Fig.4　Construction of the OSRM model
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组患者风险评分低于高风险组(图 5C)；低风险评分

患者的存活率高于高风险评分患者(图 5D)。基因表

达的热图显示，ADH5 和 ARHGAP1 在骨肉瘤中呈低

表达，APOE和ATF4在骨肉瘤中呈高表达(图5E)。

通过 CIBERSORT 算法定量 TME 的免疫细胞浸

润情况，高、低风险组无明显差异(图6A)，而M1型

巨噬细胞(HR=0.86，95%CI 0.74~0.92，P=0.044)和活

化态 CD4+ 记忆 T 细胞 (HR=0.47，95%CI 0.30~0.64，
P=0.003)与肿瘤预后相关(图6B、C)。

TIDE 和 Submap 算法证实，低风险组患者对免

疫检查点抑制剂有更好的应答效果(P<0.001，图7)。

2.3　免疫组化验证关键基因与骨肉瘤的关系　免疫

组化检测结果显示，OSRM 中ADH5和ARHGAP1在

高、低表达组均呈低表达，而 APOE 和 ATF4 在高、

低表达组均呈高表达(图8)。
2.4　OSRM 衰老基因与免疫应答的相关性　为证实

OSRM 衰老基因与骨肉瘤免疫反应的相关性，在

K7M2 细胞系中过表达 ATF4 来诱发细胞衰老。

OSAM. 骨肉瘤衰老相关模型；ROC. 受试者工作特征曲线；ADH5. 醇脱氢酶5；APOE. 载脂蛋白E；ARHGAP1. RhoGTP酶激活蛋白1；

ATF4. 转录激活因子4；A. 高、低风险组的生存曲线；B. OSAM的ROC曲线；C. 高、低风险组的风险曲线，黄色点表示低OSRM风险患

者，绿色点表示高OSRM风险患者；D. 骨肉瘤患者生存状态与风险评分的关系；E. ADH5、ARHGAP1、APOE、ATF4在高、低风险组的

表达热图

图5　OSRM模型的预测价值分析

Fig.5　Analysis of the predictive value of OSRM model
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RT-qPCR检测结果显示，与 pCMV组比较，ATF4过

表达组代表性免疫炎性因子 IL23A(P<0.05)、TNFA
(P<0.01)、 IL12A(P<0.05)、 TGFBI(P<0.05)、 IL6
(P<0.001)、IL1B(P<0.001)、IL18(P<0.05)，以及免疫

检 查 点 分 子 PDL1(P<0.001)、 IDO1(P<0.001)、

TNFRSF8(P<0.001)、PDL2(P<0.001) mRNA 相对表达

量均明显升高(图9)。
在 K7M2 细胞系中过表达 PD-1，建立 PD-1 免疫

治疗敏感的骨肉瘤细胞系。Western blotting 和 RT-
qPCR 检测结果显示，PD-1 过表达的 K7M2 细胞中

ADH5(P<0.01)、APOE(P<0.01)、ATF4(P<0.05)呈持续

高表达(图10)。

3　讨　　论

骨肉瘤是儿童与青少年常见的骨肿瘤，多发生

于长骨干骺端，以特征性的骨样沉积改变和高转移

率为特征[28]。骨肉瘤具有典型的瘤内异质性，存在

多种病理亚型，其中成骨型骨肉瘤约占 60%，相当

于成纤维细胞型和成软骨细胞型的总和[29]。既往研

究表明，成骨细胞具有肿瘤干细胞的潜能，通常被

认为是骨肉瘤细胞的起源[30-31]。目前骨肉瘤患者的

标准治疗策略仍是术前新辅助化疗+手术切除肿瘤

(截肢或保肢手术)+术后辅助化疗，然而在现有治疗

方案下，转移性骨肉瘤患者的 10 年生存率仍低于

20%[32]。本研究主要利用GSE1624541的 scRNA-seq数

据和来自TARGET数据库的mRNA测序与临床数据，

对成骨型骨肉瘤进行细胞亚群划分，并构建了

PD-1. 程序性细胞死亡因子 1；CTLA-4. 细胞毒性 T 淋巴细胞

相关抗原 4；noR. 对免疫检查点抑制剂治疗无反应；R. 对免疫检

查点抑制剂治疗有反应

图7　高、低风险组免疫检查点抑制剂的应答情况

Fig. 7　 Response of high- and low-risk groups to immune 
checkpoint inhibitors

TME. 肿瘤微环境；A. 高、低风险组的肿瘤免疫浸润情况；B. 基于M1型巨噬细胞表达量的生存曲线(P=0.044)；C. 基于活化态CD4+

记忆T细胞表达量的生存曲线(P=0.003)

图6　CIBERSORT算法评估骨肉瘤TME中的免疫细胞浸润情况

Fig.6　Evaluation of immune cell infiltration in osteosarcoma TME using the CIBERSORT algorithm
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OSRM 模型，以指导骨肉瘤的分型、预后判断和

治疗。

Ma 等[33]基于 GSE1624541 进行成骨型骨肉瘤单

细胞亚型划分和后续分析，利用 t-分布随机近邻嵌

入 (t-distributed stochastic neighbor embedding， t-SNE)

将骨肉瘤聚类为 14 个细胞亚群，手动完成 9 个细胞

亚群的注释。对于大宗的 scRNA-seq数据，UMAP较

t-SNE能够更多地保留数据全局结构，且对嵌入维数

无限制，更容易扩展到更高维度的数据集中。此外，

Ma 等[33] 对 scRNA-seq 设置的过滤条件为 feature 值

ADH5. 醇脱氢酶5；ARHGAP1. RhoGTP酶激活蛋白1；APOE. 载脂蛋白E；ATF4. 转录激活因子4

图8　免疫组化检测ADH5、ARHGAP1、APOE、ATF4在高、低表达组成骨型骨肉瘤患者中的表达情况

Fig. 8　 Immunohistochemistry exhibited the expression of ADH5, ARHGAP1, APOE and ATF4 in high- and low-expression groups of 
patients with osteoblastic osteosarcoma

IL23A. 白细胞介素 23A；TNFA. 肿瘤坏死因子 α；IL12A. 白细胞介素 12A；MIF. 巨噬细胞迁移抑制因子；IL17A. 白细胞介素 17A；

TGFBI. 转化生长因子诱导蛋白；IL6. 白细胞介素 6；IL1B. 白细胞介素 1B；IL18. 白细胞介素 18；PDL1. 程序性死亡因子配体 1；LAG3. 淋

巴细胞活化基因3；IDO1. 吲哚胺2，3-双加氧酶1；TNFRSF8. 肿瘤坏死因子受体超家族成员8；PDL2. 程序性死亡因子配体2；TIM3. T细

胞免疫球蛋白 3；A. RT-qPCR检测ATF4-NT质粒转染的K7M2细胞系与 pCMV组(对照组)中免疫炎性因子的表达情况；B. RT-qPCR检测

ATF4-NT质粒转染的K7M2细胞系与pCMV组(对照组)中免疫检查点分子的表达情况；*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001

图9　骨肉瘤衰老相关模型基因对免疫活动的影响

Fig.9　The impact of osteosarcoma senescent related model on immune activity
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>100，线粒体基因表达量<35%，与本研究有所区

别。Zhou等[24]对7例原发性成骨型骨肉瘤、2例复发

性骨肉瘤和 2例肺部转移性骨肉瘤完成单细胞测序，

由 t-SNE将 100 987个细胞划分为 11个细胞亚群，发

现 T 细胞免疫球蛋白和 ITIM 结构域蛋白 (T cell 
immunoreceptor with Ig and ITIM domains，TIGIT)抑制

剂可通过增高 TIGIT 阳性细胞百分比从而增强

CD3+ T细胞对骨肉瘤的杀伤作用。该研究揭示了骨

肉瘤的肿瘤内部异质性，为实现骨肉瘤的免疫治疗

提供了机制方面的证据。

本研究结果显示，依据 ADH5、 ARHGAP1、
APOE、ATF4等4个基因将骨肉瘤患者分为高、低风

险组，低风险组具有更好的OS和免疫治疗敏感性。

Mo 等[34]证实，MYC 可作用于 ATF4 的启动子从而抑

制传统型骨肉瘤的失巢凋亡作用，促进肿瘤生长和

侵袭，因此下调 MYC 对 ATF4 的调控可促进失巢凋

亡行为，起到治疗肿瘤的作用。Luo 等[35]也揭示了

ATF4 可抑制 RET/GRP78 阳性表达成骨型骨肉瘤的

增殖并增强肿瘤对蛋白酶体抑制剂—硼替佐米的治

疗敏感性。OSRM中ADH5和APOE基因在骨肉瘤中

的作用鲜有报道，其可能成为新的分子病理诊断标

志物和治疗的潜在靶点。

本研究的不足之处在于 scRNA-seq 的样本量偏

小，且受限于 TARGET 数据库的数据类型，无法提

供更多骨肉瘤多组学维度的数据。此外，实验验证

尚停留于细胞水平，需要更多动物实验和体内实验

验证结论。

综上所述，成骨型骨肉瘤可被 scRNA-seq数据分

为 17个细胞亚群，ADH5、ARHGAP1、APOE、ATF4
是骨肉瘤中衰老相关的抑癌或促癌基因。由上述基

因构建的 OSRM 可预测成骨型骨肉瘤的治疗应答、

预后和TME特征。OSRM关键基因在一定程度上为

骨肉瘤的分子病理诊断提供了依据，也可作为预测

抗 PD-1 免疫疗法对骨肉瘤患者疗效的潜在生物标

志物。
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