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【摘要】　目的　探讨中性粒细胞胞外诱捕网（NETs）相关基因在口腔鳞状细胞癌（OSCC）中的预后价值及生

物学功能。方法　从癌症基因组图谱数据库（TCGA）和基因表达谱数据库（GEO）获取 OSCC 的 333 例转录组

数据及 6 例单细胞测序数据。基于 69 个 NETs 相关基因集，采用单因素 Cox 与 Lasso-Cox 回归构建 OSCC 预后

风险模型，通过 Kaplan-Meier 分析和受试者工作特征（ROC）曲线评估模型效能，并进行风险评分与列线图分

析。进一步探究 NETs 风险评分与血管生成、上皮间充质转化（EMT）及细胞周期的关系。采用富集分析注释

相关通路功能。通过 Kaplan-Meier 分析筛选预后关键基因，并进行药物预测与分子对接验证候选靶点。运用

单细胞 RNA 测序分析关键基因组织蛋白酶 G（CTSG）在肿瘤微环境（TME）中的表达特征，利用 TCGA 泛癌及

OSCC 数据分析 CTSG 在肿瘤与正常组织中的表达差异，最后采用组织芯片进行免疫组化实验，在蛋白水平验

证 CTSG 的表达。结果　成功构建基于 6 个 NETs 相关基因（F3、AKT1、CTSG、VNN3、MPO、IL17A）的风险预后

模型。高风险组患者总生存期（OS）显著缩短（P<0.000 1）。模型在预测 1、3、5 年生存率的 ROC 曲线下面积

（AUC）分别为 0.718、0.820 和 0.805，NETs 风险评分被确立为独立预后因素（P<0.001），且列线图校准良好。

NETs 风险评分与血管生成（r=−0.20，P<0.001）、EMT（r=0.17，P<0.01）、G1/S 周期（r=0.11，P<0.05）及 G2/M 周期

（r=0.17，P<0.01）相关。基因集富集分析（GSEA）提示高风险组富集于基底细胞癌等通路，低风险组富集于 α-

亚麻酸代谢等通路（P<0.05）。Kaplan-Meier 分析提示 CTSG 低表达患者预后较差（P<0.001）；分子对接显示

CTSG 与谷胱甘肽结合良好（结合能：-7.4 kcal/mol）；单细胞分析表明 CTSG 在肥大细胞亚群中高表达，在恶性

细胞中低表达（P<0.001）；TCGA 泛癌分析表明 CTSG 在包括 OSCC 在内的多种癌组织中低表达（P<0.05）；免疫

组化证实癌组织中 CTSG 表达低于癌旁组织（P<0.01）。结论　本研究构建的 NETs 相关基因预后模型具有良

好的预测性能。CTSG 被鉴定为关键预后基因，为 OSCC 预后评估与靶向治疗提供了新的生物标志物和潜在

干预靶点。

【关键词】　口腔鳞状细胞癌；　中性粒细胞胞外诱捕网；　预后模型；　风险评分；　生物标志物；　

组织蛋白酶 G；　单细胞分析；　肿瘤微环境；　预后评估

【中图分类号】　R78　【文献标志码】　A　【文章编号】　2096-1456（2026）04-0349-18
【引用著录格式】　于浩洋，张瑞，宋红权 . 中性粒细胞胞外诱捕网相关基因介导口腔鳞状细胞癌发病机制及

预后标志物的研究[J]. 口腔疾病防治, 2026, 34(4): 349-366. doi:10.12016/j.issn.2096-1456.202550548.
Research on the mechanism of neutrophil extracellular trap-related genes mediating the onset of oral squa⁃
mous cell carcinoma and their prognostic markers　　YU Haoyang1, ZHANG Rui2, SONG Hongquan3.　1. School 
of Stomatology, Harbin Medical University, Harbin 150000, China;　2. Department of Stomatology, Nangang Branch of 
Heilongjiang Province Hospital, Harbin 150000, China;　3. Department of Oral Maxillofacial, The First Affiliated Hos⁃
pital of Harbin Medical University, Harbin 150000, China
Corresponding author: SONG Hongquan, Email: 007530@hrbmu.edu.cn

微信公众号

［DOI］10.12016/j.issn.2096-1456.202550548 · 基础研究 ·

【收稿日期】 2025-11-27；　【修回日期】 2026-02-27
【基金项目】 黑龙江省自然科学基金项目（LH2022H056）；黑龙江省博士后科研启动基金（LBH⁃Q21143）
【作者简介】 于浩洋，医师，硕士，Email: yhyxhr1@163.com
【通信作者】 宋红权，副教授，博士，Email: 007530@hrbmu.edu.cn

·· 349



口腔疾病防治 2026年 4月 第 34卷 第 4期
　　　Journal of Prevention and Treatment for Stomatological Diseases, Apr. 2026,Vol.34 No.4　https://www.kqjbfz.com

【Abstract】 Objective　To investigate the prognostic significance and biological functions of neutrophil extracellular 
traps (NETs) related genes in oral squamous cell carcinoma (OSCC). Methods　A total of 333 transcriptome datasets 
and 6 single-cell sequencing datasets of OSCC were retrieved from the Cancer Genome Atlas (TCGA) and Gene Expres⁃
sion Omnibus (GEO) databases. Based on 69 NETs related gene sets, univariate Cox and Lasso-Cox regression were 
used to construct a prognostic risk model for OSCC. The model's efficacy was evaluated through Kaplan-Meier analysis 
and receiver operating characteristic (ROC) curves, and risk scoring and nomogram analysis were conducted. Further, 
the relationship between NETs risk scores and angiogenesis, epithelial-mesenchymal transition (EMT), and cell cycle 
was explored. Enrichment analysis was performed to annotate the functional characteristics of relevant pathways. 
Kaplan-Meier analysis was employed to screen for prognostic key genes. Candidate targets were validated through drug 
prediction and molecular docking assays. Single-cell RNA sequencing was utilized to characterize the expression profile 
of the key gene cathepsin G (CTSG) within the tumor microenvironment (TME). Using pan-cancer and OSCC related 
data retrieved from the TCGA database, we analyzed the differences in CTSG expression between tumor tissues and nor⁃
mal tissues. Subsequently, immunohistochemical staining experiments were performed on tissue microarrays to validate 
its expression at the protein level. Results　 A prognostic risk model based on six NETs related genes (F3, AKT1, 
CTSG, VNN3, MPO, and IL17A) was successfully established. Patients in the high-risk group exhibited significantly 
shorter overall survival (OS) (P < 0.000 1). The area under the ROC curve (AUC) of the established model for predicting 
1-, 3-, and 5-year overall survival (OS) rates was 0.718, 0.820, and 0.805, respectively. The NETs related risk score was 
identified as an independent prognostic factor (P < 0.001), with the constructed nomogram demonstrating good calibra⁃
tion. The NETs related risk score correlated with angiogenesis (r = ˗0.20,, P < 0.001), EMT (r = 0.17, P < 0.01), G1/S 
phase transition (r = 0.11, P < 0.05), and G2/M phase transition (r = 0.17, P < 0.01). GSEA（gene set enrichment analy⁃
sis）revealed that the high-risk group was significantly enriched in pathways including basal cell carcinoma, whereas the 
low-risk group exhibited significant enrichment in pathways such as alpha-linolenic acid metabolism (P < 0.05). Kaplan-

Meier analysis revealed that patients with low expression of CTSG had a poorer prognosis (P < 0.001). Molecular dock⁃
ing assays demonstrated a stable binding interaction between CTSG and glutathione (binding energy: -7.4 kcal/mol). 
Single-cell RNA sequencing analysis further showed that CTSG was highly expressed in mast cell subsets but weakly 
expressed in malignant cells (P < 0.001). TCGA pan-cancer analysis revealed that CTSG is underexpressed in multiple 
cancer tissues, including OSCC (P < 0.05). Immunohistochemical staining confirmed that CTSG protein expression was 
lower in tumor tissues than in paracancerous tissues (P < 0.01). Conclusion　The NETs related prognostic model es⁃
tablished in this study exhibits robust predictive performance. CTSG was identified as a key prognostic gene, thereby 
providing a novel biomarker and potential therapeutic target for prognostic evaluation and targeted therapy of OSCC.
【Key words】 oral squamous cell carcinoma; neutrophil extracellular traps; prognostic model; risk score; bio⁃
marker; cathepsin G; single-cell analysis; tumor microenvironment; prognostic evaluation
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口腔鳞状细胞癌（oral squamous cell carcinoma，
OSCC）因侵袭性强、易发生转移而导致晚期患者预

后不佳［1-3］。目前 OSCC 常用的预后评价体系 TNM
分期系统主要关注疾病的解剖学范围，而未充分

考虑与预后相关的其他因素，如遗传学特征、患者

年龄、性别、种族或合并症等因素。因此，构建可

靠的预后分层方法对于改善 OSCC 患者预后具有

重要意义。中性粒细胞作为先天免疫系统的重要

组成部分，在活化后可通过释放颗粒内的组蛋白

与抗菌蛋白形成中性粒细胞胞外诱捕网（neutro⁃
phil extracellular traps， NETs）［4-5］。该过程被称为

中性粒细胞胞外诱捕网形成（neutrophil extracellu⁃
lar trap formation，NETosis），是一种独特的调节性

细胞死亡形式，与其他程序性细胞死亡（如坏死性

凋亡、自噬和细胞凋亡）不同［6］。NETs 的形成是导

致肿瘤进展的一个潜在机制。临床上，NETs 相关
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生物标志物（如游离 DNA、组蛋白等）已被证实与

疾病严重程度和预后相关［7-8］。例如，在系统性红

斑狼疮（systemic lupus erythematosus，SLE）中，NETs
相关抗体（anti-neutrophil extracellular trap antibody，
ANETA）水平与疾病活动性呈正相关，提示其临床

管理价值［9］。NETs 不仅参与感染炎症，还可通过

促进肿瘤细胞存活、迁移及血管生成能力来加速

肿瘤进展［10-11］。在 OSCC 中，NETs 高表达与患者不

良预后相关，提示其可作为潜在预后标志［12］。尽

管 NETs 在肿瘤预后研究领域备受关注，目前仍缺

乏基于 NETs 相关基因构建的 OSCC 预后模型，限

制了其在个体化治疗决策中的应用。基于此，本

研究拟系统筛选 NETs 相关基因，构建 OSCC 预后

风险模型，并进一步探索其生物学功能，以期为

OSCC 的预后评估及靶向治疗提供新的策略。

1　材料和方法

1.1　NETs 相关基因预后模型的构建

本研究 RNA 测序数据来自癌症基因组图谱数

据库（The Cancer Genome Atlas，TCGA）头颈鳞状细

胞 癌（head and neck squamous cell carcinoma， 
HNSCC）队列。数据经 log2（FPKM+1）标准化处理

后，共纳入 333 例 OSCC 肿瘤组织与 32 例正常组织

样本。参考既往文献［13-14］，纳入 69 个 NETs 相关基

因。将 OSCC 数据集随机分为训练集（70%）和测试

集（30%）。在训练集中，采用单因素 Cox 回归分析

筛选与 OSCC 患者预后显著相关的基因（P<0.05），

随后利用 Lasso 回归进行变量降维，通过 10 折交叉

验证确定最佳惩罚参数 λ，最终筛选出 6 个关键基

因构建预后模型。根据 Lasso-Cox 回归系数构建风

险评分模型：风险评分 = Σ（基因表达量×对应回归

系数）。以训练集风险评分的中位数为截断值，将

患者划分为高风险组与低风险组，通过 Kaplan⁃
Meier 生存曲线及 log-rank 检验来比较两组患者的

生存差异。

1.2　NETs 相关基因预后模型的评估与分析

采用受试者工作特征曲线（receiver operating 
characteristic curve，ROC）评估预后模型的预测效

能，并通过计算曲线下面积（area under the curve，
AUC）量化判别效能。分别在训练集、测试集及全

数据集中依据相同风险评分中位数进行分组

验证。

1.3　列线图的构建与验证

通过单因素及多因素 Cox 回归评估 NETs 风险

评分与临床病理特征（年龄、性别、分期、分级）的

关联，筛选独立预后因素（P<0.05）。因 TCGA 中的

OSCC 样本无 M 期信息（均 M0），该变量未纳入回

归模型。基于多因素分析结果构建列线图，预测

OSCC 患者 1、3、5 年生存率，并通过校准曲线、ROC
曲线及决策分析曲线（decision curve analysis，DCA）
验证其准确性。

1.4　NETs 风险评分与肿瘤生物学过程的相关性

分析

与血管生成、上皮间质转化（epithelial to mes⁃
enchymal transition，EMT）和细胞周期相关的基因

集，均采用单样本基因集富集分析（single sample 
gene set enrichment analysis，ssGSEA）算法计算评

分。随后采用 Pearson 相关性分析评估 NETs 风险

评分与血管生成、EMT 及细胞周期评分的相关性，

以探究 NETs 相关基因在 OSCC 进展中潜在的生物

学功能。

1.5　差异表达基因筛选、富集分析及生存分析

以 |log2FC| ≥0.5、错 误 发 现 率（false discovery 
rate， FDR）<0.05 为阈值，筛选高、低风险组间的差

异表达基因（differentially expressed genes，DEGs），

并绘制热图和火山图进行可视化。采用基因本体

论（Gene Oontology，GO）、京都基因与基因组百科

全 书（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes，
KEGG）及 基 因 集 富 集 分 析（gene set enrichment 
analysis，GSEA）对 DEGs 进行功能富集分析，以探

究其参与的生物学过程、信号通路及潜在功能模

块，以校正后 P<0.05 为显著富集阈值。随后对前

期构建预后模型所纳入的 6 个 NETs 相关基因进行

Kaplan-Meier 生存分析，筛选与 OSCC 患者预后关

联最显著的基因。

1.6　NETs 预后相关基因编码蛋白的药物靶点预

测及分子对接验证

通过药物特征数据库（Drug Signatures Data⁃
base，DSigDB）评估 6 个 NETs 预后相关基因编码蛋

白的药理活性及药物靶点潜力。采用分子对接预

测药物-靶点相互作用。蛋白质结构来自蛋白质数

据库（Protein Data Bank，PDB），药物结构来自化合

物数据库（Public Chemical Database，PubChem），预

处理后使用 Autodock1.5.6 对接排名前五位的药物

与靶蛋白，最后应用 Discovery Studio 2019 进行可

视化分析。

1.7　基于单细胞 RNA 测序的 CTSG 表达特征分析

本研究基于肿瘤免疫单细胞枢纽数据库
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（Tumor Immune Single-cell Hub，TISCH）与基因表达

谱 数 据 库（Gene Expression Omnibus，GEO）的

GSE172577 单细胞数据集（6 例原发 OSCC 患者，

57 503 个细胞）。对 OSCC 中 NETs 预后关键基因

组织蛋白酶 G （cathepsin G， CTSG）进行单细胞表

达分析。流程涵盖数据预处理、质量控制、批次效

应校正、细胞聚类和注释以及 CTSG 基因的表达分

布和可视化。

1.8　泛癌与 OSCC 组织中 CTSG 表达差异分析

基于 TCGA 数据库的泛癌基因表达数据，采用

Z-score 标准化处理，筛选正常样本数≥3 的肿瘤类

型进行后续分析。使用非参数 Wilcoxon 秩和检验，

比较各种癌中肿瘤组与正常组的 CTSG 表达差异。

同时，基于 TCGA 数据库验证 OSCC 组织与正常组

织的 CTSG 表达差异。

1.9　免疫组织化学染色

本研究采用 OSCC 组织芯片（tissue microarray，
TMA）（HOraS100PG01，上海芯超生物科技有限公

司，中国），包含 86 例 OSCC 组织及 14 例癌旁组织，

通 过 免 疫 组 织 化 学 染 色（immunohistochemistry，
IHC）检测 CTSG 蛋白表达水平。本研究遵循《赫尔

辛基宣言》的伦理原则，已获得机构伦理委员会批

准（审批编号：SHYJS-CP-240703），所有患者均签

署知情同意书。免疫组化染色主要步骤如下：切

片经柠檬酸修复液（pH 6.0）高压抗原修复 3 min，
3% H₂O₂孵育 20 min，10% 山羊血清封闭 30 min；随
后加入一抗兔抗人 CTSG 抗体（AB282105，Abcam，

英国），4 °C 孵育过夜；次日加入二抗山羊抗兔

（PN0046，皮诺飞生物，中国）室温孵育；DAB 显色

后行苏木精复染，封片扫描。每张切片选取至少

3 个视野进行图像采集，采用 ImageJ 软件统一设定

阳性判定标准（黄色染色），定量计算 DAB 阳性面

积百分比。

1.10　统计学分析

采用 R 软件（版本 4.4.2）进行统计分析。计量

资料若符合正态分布，两组间比较采用 Student’s t
检验；若不符合正态分布，则采用 Wilcoxon 秩和检

验。生存分析采用 Kaplan-Meier 法绘制生存曲线，

并通过对数秩检验（log-rank test）比较高风险组与

低风险组之间生存分布的差异。单因素及多因素

Cox 回归用于评估风险评分及各临床因素的预后

价值，结果以风险比及 95% 置信区间表示。相关

性分析采用 Pearson 或 Spearman 相关分析。所有统

计检验均为双侧检验，P<0.05 为差异具有统计学

意义。多重比较采用 FDR 校正。

2　结 果

2.1　NETs 相关预后基因的筛选与鉴定

为构建基于 NETs 相关基因的 OSCC 预后模

型，首先将 69 个 NETs 相关基因与 OSCC 患者的表

达谱及临床数据进行匹配。将 333 例 OSCC 患者按

7∶3 的比例随机分为训练集（n=233）和测试集（n=
100）。在训练集中，通过单因素 Cox 回归筛选与预

后相关的候选基因（图 1a）。然后采用 Lasso-Cox 回

归防止过拟合并行 10 折交叉验证。最终筛选出 6
个回归系数非零的 NETs 相关关键基因：凝血因子

3（coagulation factor 3， F3）、AKT 丝氨酸/苏氨酸激

酶 1 （AKT serine/threonine kinase 1， AKT1）、CTSG、

血管非炎性分子 3 （vascular non-inflammatory mol⁃
ecule 3， VNN3）、髓过氧化物酶 （myeloperoxidase， 
MPO）、白细胞介素 17A （interleukin 17A， IL17A）
（图 1b&1c），以此构建多变量风险预后模型。基因

相 关 性 热 图 显 示 VNN3 与 IL17A 呈 正 相 关（P<
0.05，图 1d），提示两者可能在表达调控中存在协同

作用。

2.2　基于 NETs 预后基因的 OSCC 预后风险模型构

建与验证

基于筛选出的 6 个 NETs 相关基因构建风险预

后模型，风险评分 =（0.000 2）×F3 的表达水平 +
（0.012 3）×AKT1 的表达水平+（-0.057 7）×CTSG 的

表达水平+（-0.041 8）×VNN3 的表达水平+（0.473 
6）×MPO 的表达水平+（-0.579 1）×IL17A 的表达水

平。随后根据风险评分中位数将 OSCC 患者分为

高风险组（n=126）与低风险组（n=107）。Kaplan-

Meier 分析显示高风险组生存率显著低于低风险组

（P<0.000 1，图 2a）。生存状态分布图表明随着评

分升高，死亡事件增加（图 2b）。训练集中 1、3、5
年 ROC 曲线的 AUC 值分别为 0.718、0.820 和 0.805
（图 2c），表明该模型具有优异的预测效能。为了

进一步评估模型在训练集、测试集和整个数据集

中的预测能力，进行了内部验证。根据训练集中

的风险评分中位数，在测试集中将 OSCC 患者分为

高风险组（n=40）和低风险组（n=60）。Kaplan-Meier
分析再次证实高风险组预后较差（P=0.002 5）（图

2d）。 1、3、5 年的 AUC 值分别为 0.692、0.693 和

0.560（图 2e&2f）。在整个数据集中，同样将 OSCC
患者分为高风险组（n=166）和低风险组（n=167），

高风险组生存率显著较低（P<0.000 1）（图 2g）。此
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外，1、3、5 年的 AUC 值分别为 0.712、0.777 和 0.725
（图 2h&2i）。

2.3　预测 OSCC 患者总体生存率的列线图的建立

单因素 Cox 回归分析显示，NETs 风险评分与

OSCC 患 者 不 良 预 后 显 著 相 关（HR=2.513，P<
0.001），其风险比高于临床分期（图 3a）。通过多因

素 Cox分析校正年龄因素后，其关联依然显著（HR= 
2.281， P<0.001），表明其可作为 OSCC 的独立预后

因素（图 3b）。随后整合 NETs 风险评分与临床病

理特征构建了临床适用的列线图（图 3c），用于预

测 OSCC 患者 1、3、5 年生存率。校准图显示其预测

与观测结果高度一致（图 3d）。DCA 曲线表明其在

1、3、5 年均提供更优的临床净效益（图 3e~3g）。

ROC 曲线分析进一步证实，列线图在预测 1 年

（AUC=0.668）、3 年（AUC=0.721）和 5 年（AUC=
0.739）的预测准确性优于单独的年龄、性别、分期、

分级及风险评分（图 3h~3j），提示该列线图可作为

OSCC 患者预后评估的有效工具。

2.4　列线图的验证

为评估所构建列线图的泛化能力，利用测试

集和全数据集进行了内部验证。在测试集（图 4a）
和全数据集（图 4b）中，校准曲线均显示预测的 1、
3、5 年生存率与实际观测值具有良好的一致性。

在测试队列中，1、3、5 年的 AUC 值分别为 0.750、
0.746 和 0.763（图 4c~4h）。在整个数据集中，1、3、5
年的 AUC 值分别为 0.672、0.700和 0.701（图 4i~4n）。

上述结果共同验证了该列线图在不同数据子集中

均保持了良好的预测效能。
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a: forest plot of six candidate prognostic genes constructed based on univariate Cox regression analysis. b: feature selection and parameter tuning 
performed via Lasso regression with 10-fold cross-validation. c: Lasso coefficient profile of the six identified NET-related prognostic genes. d: the 
gene correlation heatmap indicates that VNN3 is positively correlated with IL17A (*P < 0.05). NETs: neutrophil extracellular traps; OR: odds 
ratio; CI: confidence interval; F3: coagulation factor 3; AKT1: AKT serine/threonine kinase 1; CTSG: cathepsin G; VNN3: vascular non-

inflammatory molecule 3; MPO: myeloperoxidase; IL17A: interleukin 17A; OSCC: oral squamous cell carcinoma
Figure 1　Screening and identification of NETs-related prognostic genes in OSCC

图 1　OSCC 中 NETs 预后相关基因的筛选与鉴定

·· 353



口腔疾病防治 2026年 4月 第 34卷 第 4期
　　　Journal of Prevention and Treatment for Stomatological Diseases, Apr. 2026,Vol.34 No.4　https://www.kqjbfz.com

Sur
viv

al p
rob

alit
y

1.00
0.75
0.50
0.25
0.00

HighLow

1 000 2 000 3 000 4 000 5 0000

P<0.000 1

1 000 2 000 3 000 4 000 5 0000

Time /d
Number at risk

HighLow 126107 3434 11 7 34 14 02
Time /d

1.00
0.75
0.50
0.25
0.00

Sur
viv

al p
rob

alit
y

P=0.002 5

HighLow

1 000 2 000 3 000 4 000 5 0000
Time /d

1 000 2 000 3 000 4 000 5 0000

Number at risk
HighLow 4060 1121 26 03 02 01

Time /d

1.00
0.75
0.50
0.25
0.00

Sur
viv

al p
rob

alit
y

HighLow

P<0.000 1

1 000 2 000 3 000 4 000 5 0000
Time /d

1 000 2 000 3 000 4 000 5 0000

Number at risk
HighLow 166167 4555 1313 37 16 03

Time /d

50 100 150 2000
Patients (increasing risk score)

HighLow2.5
0.0

-2.5Ris
k sc

ore

50 100 150 2000
Patients (increasing risk score)

4 000
2 000

0Sur
viv

al t
ime

 / d

DeadAlive

HighLow

25 50 75 1000
Patients (increasing risk score)

2.5
0.0

-2.5
-5.0Ris

k sc
ore

25 50 75 1000
Patients (increasing risk score)

Sur
viv

al t
ime

/ d 5 000
4 000
3 000
2 000
1 000

0

Patients (increasing risk score)100 200 3000

2.5
0.0

-2.5
-5.0Ris

k sc
ore

DeadAlive

4 000
2 000

0Sur
viv

al t
ime

/ d

Patients (increasing risk score)
100 200 3000

0.2 0.4 0.6 0.80.0 1.01-Specificity

1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0.0

Sen
siti

vity

1 year AUC = 0.718
3 year AUC = 0.820
5 year AUC = 0.805

1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0.0

0.2 0.4 0.6 0.80.0 1.01-Specificity

Sen
siti

vity
1 year AUC = 0.692
3 year AUC = 0.693
5 year AUC = 0.560 

1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0.0

Sen
siti

vity

0.2 0.4 0.6 0.80.0 1.01-Specificity

1 year AUC = 0.712 
3 year AUC = 0.777
5 year AUC = 0.725

ba

d

c

e f

g h i

a-c: in the training cohort, the model significantly discriminated between the survival outcomes of high-risk and low-risk patients (a, P < 0.000 1), 
the risk score was positively correlated with mortality events (b), and the area under the curve (AUC) values for 1-, 3-, and 5-year survival predic⁃
tion were 0.718, 0.820, and 0.805, respectively (c). d-f: in the validation cohort, the model retained effective prognostic discrimination ability (d, 
P = 0.002 5), the risk score exhibited a positive correlation with mortality events (e), and the 1- , 3- , and 5-year predictive AUCs were 0.692, 
0.693, and 0.560, respectively (f). g-i: in the combined dataset, the model maintained robust survival discrimination performance (g, P < 0.000 1), 
the risk score was positively correlated with mortality events (h), and the 1-, 3-, and 5-year AUCs were 0.712, 0.777, and 0.725, respectively (i). 
Nets: neutrophil extracellular traps; OSCC: oral squamous cell carcinoma

Figure 2　Validation, and performance evaluation of a prognostic risk model for OSCC based on six NETs genes
图 2　基于 6 个 NETs 基因的 OSCC 预后风险模型验证及效能评估
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a & b: univariate Cox regression analysis (a) and multivariate Cox regression analysis adjusted for age (b) confirmed that the NETs based risk score 
served as an independent prognostic factor for OSCC. c: a nomogram was developed by integrating the NETs risk score with clinicopathological 
characteristics to predict 1, 3, and 5 year OS in OSCC patients. d: calibration curves demonstrated a high degree of concordance between the 
nomogram-predicted outcomes and the actual observed survival data. e-g: DCA curves verified that the nomogram yielded greater net clinical ben⁃
efit at 1-, 3-, and 5-years compared to alternative models or strategies. h-j: ROC curves indicated that the predictive accuracy of the nomogram out⁃
performed that of individual clinicopathological indicators. NETs: neutrophil extracellular traps; OSCC: oral squamous cell carcinoma; OS: overall 
survival；DCA: decision curve analysis; ROC: receiver operating characteristic. 

Figure 3　Construction and predictive efficacy validation of a nomogram integrating the NETs risk score and clinicopathological 
features

图 3　整合 NETs 风险评分与临床病理特征的列线图构建及效能评估
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a & b: the calibration curves of the test set (a) and the entire dataset (b) demonstrate high consistency between the predicted survival probabilities 
and the actual observed survival outcomes. c-h: in the test set, the DCA curves (c-e) demonstrate that the model yields positive clinical net benefits 
across 1-, 3-, and 5-year time points, while the ROC curves (f-h) verify its robust discriminative performance. i-n: the DCA curves (i-k) and ROC 
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Figure 4　Nomogram verification integrating the NETs risk score and clinicopathological characteristics
图 4　整合 NETs 风险评分与临床病理特征的列线图验证
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2.5　 NETs 风 险 评 分 与 肿 瘤 恶 性 特 征 的 相 关 性

分析

为探究 NETs 相关基因特征与肿瘤恶性特征间

关联，通过 ssGSEA 计算血管生成、EMT 和细胞周

期的能力。结果表明，NETs 风险评分与血管生成

评分呈负相关（r=−0.20，P<0.001），而与 EMT 评分

（r=0.17，P<0.01）、细胞周期 G1/S 期评分（r=0.11，P<
0.05）及 G2/M 期评分（r=0.17，P<0.01）均呈正相关

（图 5a~5d）。提示 NETs 风险评分与上述生物学过

程存在一定关联，但相关性较弱，其生物学意义需

进一步验证。

2.6　高、低风险组 OSCC 患者差异表达基因的功能

注释

基于 NETs 风险评分中位数将 OSCC 患者分为

高风险组与低风险组，通过 |log2FC|≥0.5 和 FDR<
0.05 筛选出 1 056 个 DEGs（844 个上调、212 个下

调），并通过热图（图 6a）和火山图（图 6b）进行可视

化。GO 富集分析表明，DEGs 主要涉及表皮发育、

细胞外基质组织以及核分裂等生物学过程（图

6c）。随后 KEGG 分析表明 DEGs 富集于 PI3K−Akt
信号通路、人乳头瘤病毒感染以及细胞因子-细胞

因子受体相互作用等通路（图 6d）。后续 GSEA 分

析揭示了高低风险组之间通路模式存在显著差

异。高风险组富集于肿瘤进展及代谢重编程通

路，如基底细胞癌、甘油脂代谢及 hedgehog 信号通

路（图 6e）；而低风险组富集于免疫调节及脂质代

谢通路，如 α -亚麻酸代谢、哮喘及乙醇脂质代谢

（图 6f）。这些发现提示，基于 NETs 基因构建的风

险评分能够有效地区分出具有不同生物学行为特

征的 OSCC 亚群。

2.7　关键预后基因 CTSG 的鉴定及其生物学功能

富集分析

通过 Kaplan-Meier 分析评估 6 个 NETs 预后相
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a: the NETs risk score exhibited a negative correlation with the angiogenesis score. b-d: the NETs risk score showed a positive correlation with the 
EMT score (b), G1/S phase score (c), and G2/M phase score (d), respectively. NETs: neutrophil extracellular traps; EMT: epithelial to mesenchymal 
transition; G1/S: G1/S checkpoint; G2/M: G2/M checkpoint; CI: confidence interval. OSCC: oral squamous cell carcinoma

Figure 5　Correlation analysis of the NETs risk score with malignant biological characteristics of OSCC
图 5　NETs 风险评分与 OSCC 恶性生物学特征的相关性分析
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关基因与 OSCC 患者预后的关联。结果显示，CTSG
的预后判别能力最为显著（P=0.000 39），且 CTSG
低表达患者总生存期（overall survival，OS）较短

（图 7a~7f），故被选为后续研究的关键基因。GSEA
分析显示，CTSG 表达与细胞黏附分子（cell adhe⁃
sion molecules，CAMs）、细胞因子-细胞因子受体相

互作用以及造血细胞谱系等通路正相关（图 7g），

与核糖体及剪接体等通路负相关（图 7h）。按

CTSG 表达中位数将患者分为高、低表达组后进一

步分析发现，高表达组富集于致心律失常性右心

室心肌病（arrhythmogenic right ventricular cardiomy⁃
opathy，ARVC）、扩张型心肌病等通路（图 7i）。与

之相反，低表达组中 DNA 复制、同源重组等 DNA
损伤修复通路被显著抑制（图 7j），提示 CTSG 低表

达可能削弱基因组稳定性。

2.8　NETs 预后相关基因编码蛋白的药物靶点及

分子对接

为探索 6 个 NETs 预后相关基因作为潜在药物

干预靶点的可行性，应用 DSigDB 数据库进行药物

预测，共筛选出靶向上述基因的 792 种候选药物。

表 1 列出 P<0.05 的前 10 种药物。其中，MPO 和 F3

关联的药物最多。为从结合稳定性角度评估靶向

性，使用 AutoDock 对排名前 5 的预测药物与关键靶

蛋白进行分子对接。关键基因 CTSG 与谷胱甘肽
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a & b: Heatmap (a) and volcano plot (b) visualized 1 056 DEGs between high-risk and low-risk groups, where red denotes up-regulated genes (n = 
844) and green denotes down-regulated genes (n = 212). c & d: GO enrichment analysis (c) revealed that DEGs were enriched in biological pro⁃
cesses including epidermal development, while KEGG pathway analysis (d) linked DEGs to pathways such as the PI3K-Akt signaling pathway. e & 
f: GSEA indicated that the high-risk group was enriched for tumor progression-related pathways (e), whereas the low-risk group was enriched for 
immune-related and lipid metabolism pathways (f). DEGs: differentially expressed genes; GO: Gene Ontology; KEGG: Kyoto Encyclopedia of 
Genes and Genomes; GSEA: gene set enrichment analysis; Con: control; treat: treatment; Sig: statistical significance. PI3K-Akt: phosphoinositide 3 
kinase-protein kinase B; ECM: extracellular matrix; AGE-RAGE: advanced glycation end products- receptor for advanced glycation end products. 
NETs: neutrophil extracellular traps; OSCC: oral squamous cell carcinoma

Figure 6　Functional and pathway annotations of high and low risk OSCC groups stratified by the NETs-related risk score
图 6　基于 NETs 风险评分的 OSCC 高、低风险组差异表达基因的功能与通路注释

表 1　基于 DSigDB 数据库预测的靶向 NETs 预后相关基因

的候选药物（前 10 名）

Table 1　Candidate drugs targeting NETs prognosis related 
genes predicted based on the DSigDB (Top 10)

Drugs
Simvastatin CTD 00007319
Glutathione CTD 00006035
Titanium dioxide CTD 00000489
Wortmannin CTD 00000504
Pyrrolidine dithiocarbamate CTD 00001021
Plasmasteril boss
Magnesium sulfate boss
Everolimus CTD 00003479
Pentoxifylline boss
Monocrotaline boss

Genes
AKT1;F3;MPO;IL17A

AKT1;F3;MPO
F3;MPO;IL17A
AKT1;F3;MPO

AKT1;F3;IL17A
F3;MPO
F3;MPO
AKT1;F3
F3;MPO
F3;MPO

P

< 0.01
< 0.01
< 0.01
< 0.01
< 0.01
< 0.01
< 0.01
< 0.01
< 0.01
< 0.01

NETs: neutrophil extracellular traps; DSigDB: Drug Signatures Data⁃
base；AKT1: AKT serine/threonine kinase 1；F3: coagulation factor 3； 
MPO: myeloperoxidase；IL17A: interleukin 17A；CTD: common techni⁃
cal document
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a-f: Kaplan-Meier analysis demonstrated that low CTSG expression was significantly associated with poor prognosis (P = 0.000 39). g & h: GSEA 
revealed a positive correlation between CTSG expression and the CAMs pathway (g), as well as a negative correlation with the ribosome pathway 
(h). i & j: the CTSG high-expression group showed enrichment in the cardiomyopathy pathway (i), whereas the low-expression group exhibited inhi⁃
bition of DNA repair processes (j). CTSG: cathepsin G; IL17A: interleukin 17A; F3: coagulation factor 3; AKT1: AKT serine/threonine kinase 1; 
VNN3: vascular non-inflammatory molecule 3; MPO: myeloperoxidase；GSEA: gene set enrichment analysis; KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes 
and Genomes; CAMs: cell adhesion molecules; NETs: neutrophil extracellular traps; OSCC: oral squamous cell carcinoma

Figure 7　Validation of the prognostic value of CTSG, a key NETs-related gene, and its enrichment analysis in OSCC
图 7　关键 NETs 相关基因 CTSG 的预后价值验证及其在 OSCC 中的富集分析
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之间存在较强的结合作用（图 8a&8b），其结合能为

-7.4 kcal/mol，该结合强度在所有测试体系中排名

第二（图 8c），从而在结构层面证实 CTSG 是潜在可

靶向分子。

2.9　基于单细胞 RNA 测序的 CTSG 表达特征分析

为在单细胞分辨率下解析 CTSG 在 OSCC 肿瘤

微环境中的表达分布特征，本研究基于 TISCH 数据

库 OSCC_GSE172577 数据集开展细胞层面研究。

经均匀流形近似与投影（uniform manifold approxi⁃
mation and projection，UMAP）聚类将 57 503 个细胞

分 为 35 个 簇 ，注 释 为 11 类 细 胞（图 9a&9b）。

Kruskal-Wallis 检验显示，CTSG 在肥大细胞中高表

达（P<0.001；图 9c&9d），其表达与肥大细胞含量正

相关（r=0.6， P<0.001；图 9e），且主要局限于免疫谱

系，恶性细胞中几乎检测不到（图 9f）。

上述的结果提示，CTSG 是 OSCC 相关肥大细

胞的关键标志，并且可能在其中发挥重要的免疫

调控功能。
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a: space-filling model of the CTSG-glutathione complex, illustrating the overall binding conformation and three-dimensional interaction modes of 
key residues. b: two-dimensional interaction network of the CTSG-glutathione complex, displaying binding forces including conventional hydrogen 
bonds and van der Waals interactions. c: binding energies between proteins encoded by NETs prognosis-related genes and candidate drugs. AKT1: 
AKT serine/threonine kinase 1; CTSG: cathepsin G; F3: coagulation factor 3; IL17A: interleukin 17A; MPO: myeloperoxidase; VNN3: vascular non-

inflammatory molecule 3; NETs: neutrophil extracellular traps. ALA: alanine; GLN: glutamine; SER: serine; TRP: tryptophan; ARG: arginine; 
GLY: glycine; HIS: histidine; PRO: proline; GLU: glutamic acid

Figure 8　Molecular docking validation of NETs-related prognostic genes
图 8　NETs 预后相关基因的分子对接验证
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2.10　CTSG 在泛癌及 OSCC 组织中的表达验证

基于 TCGA 数据库的泛癌分析显示，CTSG 在

OSCC、胆管癌、膀胱癌、乳腺癌等多种肿瘤组织中

的表达水平显著低于对应正常组织（图 10a&10b）。

此外，利用 TCGA 数据库对 OSCC 组织与正常组织

中 CTSG 基因的表达进行了分析，结果显示，OSCC

组织中 CTSG 水平显著降低（图 10c）。同时，免疫

组化分析显示，癌组织中 CTSG 的表达低于癌旁组

织（图 10d&10e）。

上述结果表明，CTSG 在 OSCC 组织中呈低表

达，与前述生存分析中 CTSG 低表达预示不良预后

的结果相一致。
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a

a: UMAP visualization illustrating cell clustering patterns. b: the distribution of CTSG is primarily localized to mast cells. c: CTSG is highly ex⁃
pressed in mast cells (P < 0.001). d: the proportion of mast cells in the CTSG-positive group (50.5%) was significantly higher than that in the 
CTSG-negative group (1.7%). e: CTSG expression levels exhibit a significant positive correlation with mast cell abundance (r = 0.6, P < 0.001). f: 
CTSG expression is predominantly restricted to the immune lineage, with negligible expression in malignant cells (P < 0.001). UMAP: uniform 
manifold approximation and projection; CTSG: cathepsin G; OSCC: oral squamous cell carcinoma; CD8T：CD8-positive T lymphocytes; NK：natural 
killer cell; Treg：regulatory T cell

Figure 9　High expression profile and lineage distribution of CTSG in mast cells
图 9　CTSG 在肥大细胞的高表达特征及谱系分布
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3　讨 论

OSCC 患者常于晚期确诊并伴随远处转移［15］，
故精准的预后预测对优化治疗策略、提升患者生

存率至关重要。研究表明，NETs 通过调控肿瘤增

殖、转移、化疗抵抗及 TME 免疫抑制参与肿瘤进

展［16-18］。其高表达与肿瘤患者不良预后相关，有望

成为潜在预后标志物［19-21］。然而，NETs 在 OSCC 预

后评估中的作用尚未得到充分阐明。

本研究经 Cox 回归分析筛选出 6 个 NETs 相关

基因（F3、AKT1、CTSG、VNN3、MPO、IL17A），并以

此构建 OSCC 预后风险模型。这 6 个基因中，F3 的

高表达与胰腺导管腺癌患者的生存期呈负相

关［22］；AKT1 在 OSCC 高表达并预示不良结局［23］；
CTSG 可调控非小细胞肺癌进展，并被证实为 OSCC
的独立预后标志物［24-25］；VNN3、MPO 的高表达分

别与透明细胞肾细胞癌和胃癌的不良预后呈正相

关［26-27］；IL17A 的高表达与 OSCC 患者的免疫特征

及生存期呈正相关［28-29］。此外，该模型风险评分能

有效区分高低风险组，且被确认为独立预后因素。

整合风险评分与临床特征的列线图进一步提升了

预后预测准确性。进一步的研究发现 OSCC 高低

风险组间的通路富集存在显著差异。高风险组显

著富集于基底细胞癌、甘油脂代谢及 Hedgehog 等

通路，其中 Hedgehog 通路已被证实与多种恶性肿

瘤的生长转移密切相关［30-31］。低风险组则在免疫

调节及脂质代谢通路被激活［32］。这些发现为

NETs 风险分层提供了生物学依据。

组织蛋白酶按活性位点分为 3 类［33］，多维度研

究证实其在癌症进展中具有关键作用［34］。CTSG
作为丝氨酸蛋白酶，最初发现于中性粒细胞嗜天

青颗粒［35］及其他髓系细胞［36］。本研究通过 Kaplan
⁃Meier 分析显示 CTSG 低表达与 OSCC 患者的不良

预后呈负相关。单细胞分析显示其在恶性细胞中

表达极少，而在免疫细胞（尤其是肥大细胞）中特

异性高表达。TCGA 数据库及免疫组织化学染色

结果均表明，OSCC 组织中 CTSG 表达低于癌旁组

织。GSEA 分析提示，低 CTSG 表达会抑制 DNA 损

伤修复通路，可能加剧肿瘤异质性并导致不良预

后［37］，这些结果与现有文献中关于 CTSG 在恶性肿

瘤中的作用相一致［38-39］。分子对接结果提示 CTSG
与谷胱甘肽结合稳定。既往研究发现，谷胱甘肽

可增强 CTSG 的酶活性［40］。上述证据共同提示，谷

a: the distribution of CTSG mRNA expression in tumor tissues and normal tumor tissues of different tumor types was compared. b: the organ-

specific differential distribution of CTSG expression between tumor and normal tissues. c: data obtained from the TCGA database indicated that 
the expression of the CTSG gene in OSCC tissues was significantly lower than that in normal tissues. d: immunohistochemical results demonstrated 
that the staining intensity of CTSG in OSCC tissues was lower than that in paired paracancerous tissues. e: the percentage of DAB-positive area in 
OSCC tissues was significantly lower than that in paracancerous tissues. *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001; ****P < 0.000 1. CTSG: cathepsin 
G; TCGA: the Cancer Genome Atlas; OSCC: oral squamous cell carcinoma; DAB: 3, 3’-Diaminobenzidine staining; BLCA: bladder urothelial car⁃
cinoma; BRCA: breast invasive carcinoma; BRCA_IDC: breast invasive ductal carcinoma; BRCA_ILC: breast invasive lobular carcinoma; 
BRCA_TNBC: breast triple-negative breast carcinoma; CHOL: cholangiocarcinoma; COAD: colon adenocarcinoma; COAD_LCC: colon adenocarci⁃
noma (lesser curvature carcinoma) or colon mucinous adenocarcinoma; COAD_MAC: colon mucinous adenocarcinoma; COAD_RCC: colon adeno⁃
carcinoma (reticular cell carcinoma) or colon signet ring cell carcinoma; CRC: colorectal carcinoma; ESCA: esophageal carcinoma; ESCA_EAC: 
esophageal adenocarcinoma; ESCA_ESCC: esophageal squamous cell carcinoma; GBM: glioblastoma multiforme; GIC: gastrointestinal cancer or 
glioma initiating cells; GLIOMA: glioma; HNSC: head and neck squamous cell carcinoma; HNSC_LSCC: head and neck laryngeal squamous cell 
carcinoma; HNSC_OSCC: head and neck oral squamous cell carcinoma; KICH: kidney chromophobe; KIRC: kidney renal clear cell carcinoma; 
KIRP: kidney renal papillary cell carcinoma; KRCC: kidney renal clear cell carcinoma; LIHC: liver hepatocellular carcinoma; LUAD: lung adeno⁃
carcinoma; LUSC: lung squamous cell carcinoma; NSCLC: non-small cell lung carcinoma; PAAD: pancreatic adenocarcinoma; PAAD_PADC: pan⁃
creatic adenocarcinoma (pancreatic ductal adenocarcinoma); PCPG: pheochromocytoma and paraganglioma; PCPG_PHEOCHROMOCYTOMA: 
pheochromocytoma; PRAD: prostate adenocarcinoma; READ: rectum adenocarcinoma; SKCM: skin cutaneous melanoma; SKCM_MCM: skin cuta⁃
neous melanoma - metastatic cutaneous melanoma; SKCM_PCM: skin cutaneous melanoma - primary cutaneous melanoma; STAD: stomach adeno⁃
carcinoma; STAD_DGA: stomach differentiated gastric adenocarcinoma; STAD_SRCC: stomach signet ring cell carcinoma; THCA: thyroid carci⁃
noma; THCA_CPTC: thyroid classic papillary thyroid carcinoma; UCEC: uterine corpus endometrial carcinoma; UCEC_EEA: uterine corpus endo⁃
metrioid endometrial adenocarcinoma; UCEC_SEA: uterine corpus serous endometrial adenocarcinoma

Figure 10　Integrating pan-cancer analysis of the TCGA database and immunohistochemical experiments to evaluate the expres⁃
sion of CTSG in OSCC

图 10　整合 TCGA 数据库泛癌分析与免疫组化实验评估 CTSG 在 OSCC 中的表达
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胱甘肽具有辅助治疗潜力，而 CTSG 有望成为

OSCC 靶向治疗的潜在靶点。

综上所述，本研究基于 NETs 相关基因成功构

建了 OSCC 预后风险模型。该模型预测效能良好，

可精准反映患者的预后特征，为个体化治疗提供

重要临床参考。然而，本研究也存在一定局限性。

主要数据来源于回顾性公共数据库，缺乏前瞻性

研究的验证。后续需借助更大规模的外部数据集

进一步验证模型的稳健性，同时 OSCC 患者预后分

层的实施方法仍需在更多临床环境中进行验证
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