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Ｃ型尼曼匹克蛋白２在胃癌组织中的表达及其功能初步研究
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　　［摘要］　目的　观察Ｃ型尼曼匹克蛋白２（ＮｉｅｍａｎｎＰｉｃｋｐｒｏｔｅｉｎＣ２，ＮＰＣ２）在胃癌中的表达情况，
分析其预后意义，初步探讨ＮＰＣ２对胃癌的调控作用。方法　利用胃癌数据库和组织芯片，比较 ＮＰＣ２
在胃癌与正常胃黏膜中的表达差异；列联表分析ＮＰＣ２表达与胃癌患者临床病理参数的相关性；Ｋａｐｌａｎ
Ｍｅｉｅｒ分析和ＣＯＸ回归分析ＮＰＣ２表达在胃癌中的预后判断意义；通过ＧＳＥＡ挖掘ＮＰＣ２调控胃癌细胞
的可能分子机制；利用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ试验检测下调ＮＰＣ２后胃癌细胞迁移能力的变化。结果　相较于正常
胃黏膜，ＮＰＣ２在胃癌中高表达［ＧＳＥ３３３３５：（７．９１７±０．０７７）ｖｓ（７．６０１±０．０７４），Ｐ＝０．００９６；ＧＳＥ６３０８９：
（９．０８３±０．１２３）ｖｓ（８．４３５±０．１４８），Ｐ＝０．０００１；组织芯片：（４．５９６±０．２３０）ｖｓ（３．３３６±０．１７６），Ｐ＜
０．０００１］；其表达水平与胃癌患者的ＡＪＣＣ临床分期（ＧＳＥ１５４５９：Ｐ＝０．００９；组织芯片：Ｐ＝０．０４）、区域淋
巴结转移（组织芯片：Ｐ＝０．０４）等临床病理参数相关；ＮＰＣ２高表达者预后不良（ＴＣＧＡ：Ｐ＜０．０００１；
ＧＳＥ１５４５９：Ｐ＝０．００２３；组织芯片：Ｐ＝０．００３２），其表达水平是胃癌的独立预后预测因素（ＴＣＧＡ：风险
比为２．１４０，９５％ＣＩ为１．５２３～３．００６，Ｐ＜０．０００１；组织芯片：风险比为１．９２６，９５％ＣＩ为１．１０８～３．３４８，
Ｐ＝０．０２）；细胞黏附分子相关基因在ＮＰＣ２高表达胃癌中显著富集，提示其或与胃癌细胞的侵袭迁移相
关；下调胃癌细胞中的ＮＰＣ２表达后，显著抑制其迁移能力（ＮＣ组 ｖｓｓｉ１组：Ｐ＝０．００００４；ＮＣ组 ｖｓｓｉ２
组：Ｐ＝０．０００４４９）。结论　ＮＰＣ２表达与胃癌患者预后密切相关，并在细胞迁移中发挥重要调控作用，
可作为胃癌的潜在诊疗靶标。

　　［关键词］　 Ｃ型尼曼匹克蛋白２；胃癌；临床病理参数；预后；迁移
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　　胃癌是常见的消化道恶性肿瘤，其发病率位居恶
性肿瘤的第５位，是第３大癌症致死病因［１－２］。目前，

胃癌的治疗方式主要包括手术、化疗和靶向治疗等。

在过去几十年里，随着诊疗水平的提高，胃癌的发病率

逐步下降，但对于进展期胃癌而言，预后仍不乐观，其

中位生存期尚不足１年［３］。因此，寻找胃癌全新的诊

疗靶标具有十分重要的临床意义。Ｃ型尼曼匹克蛋
白２（ｎｉｅｍａｎｎｐｉｃｋｐｒｏｔｅｉｎＣ２，ＮＰＣ２）是一种在进化上
十分保守的蛋白，其在各类组织和器官中均有分布，主

要定位于晚期内体和溶酶体，并在胆固醇转运中发挥

作用［４－５］。随着研究的深入，人们发现，ＮＰＣ２与肿瘤
的发生进展密切，其在肿瘤细胞分化、增殖和肿瘤微环

境调控中均发挥重要作用［６－９］。ＴｈｅＨｕｍａｎＰｒｏｔｅｉｎ
Ａｔｌａｓ显示，ＮＰＣ２的表达水平与胃癌患者预后相关
（Ｐ＜０．００１），ＮＰＣ２高表达者生存期更短。为了研究
ＮＰＣ２与胃癌的关系，我们通过分析数据库基因表达
信息和胃癌组织芯片免疫组化染色结果，探讨了

ＮＰＣ２在胃癌组织中的表达情况、其表达水平与胃癌
患者临床病理参数及预后的关系。在胃癌细胞系

ＳＧＣ７９０１中干预 ＮＰＣ２表达后，通过 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ试验检
测迁移能力的改变。

１　资料与方法

１．１　胃癌相关数据集、临床样本和胃癌细胞系
　　ＴＣＧＡ数据集和 ＧＥＯ数据集均下载自官网。在

本研究中，应用了 ＴＣＧＡ胃癌数据集的 ４０６例胃癌组
织基因表达矩阵及临床信息、ＧＳＥ１５４５９数据集的
１９２例胃癌组织基因表达矩阵及临床信息、ＧＳＥ３３３３５
数据集的２５例胃癌组织和５０例正常胃组织基因表达
矩阵、ＧＳＥ６３０８９数据集的４５例胃癌及其癌旁组织基
因表达矩阵、ＧＳＥ５４１２９数据集的１１１例胃癌组织基因
表达矩阵、ＧＳＥ６２２５４数据集的３００例胃癌组织基因表
达矩阵、ＧＳＥ８４４３７数据集的４３３例胃癌组织基因表达
矩阵。胃癌组织芯片购自上海芯超生物科技有限公

司，其中包含９８例胃癌组织（其中８２例胃癌组织样本
含配对的癌旁组织）及临床病理预后信息。胃癌细胞

系ＳＧＣ７９０１购自中国科学院上海细胞库。
１．２　数据集分析
　　提取 ＧＳＥ３３３３５数据集和 ＧＳＥ６３０８９数据集中胃
癌组织和正常胃组织／癌旁组织的 ＮＰＣ２ｍＲＮＡ表达
量，统计分析其表达差异。提取 ＧＳＥ１５４５９数据集中
ＮＰＣ２ｍＲＮＡ表达量和临床信息，通过绘制受试者工
作曲线（Ｒｅｃｅｉｖｅｒｏｐｅｒａｔｉｎｇｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｃｕｒｖｅ，ＲＯＣ曲
线），以约登指数最大时所对应的表达量为临界值，将

样本分为高、低表达两组，绘制生存曲线，进行生存分

析，利用临床信息和ＮＰＣ２表达分组进行列联表分析。
提取ＴＣＧＡ胃癌数据集中ＮＰＣ２ｍＲＮＡ表达量和临床
信息，通过绘制 ＲＯＣ曲线，以约登指数最大时所对应
的表达量为临界值，将样本分为高、低表达两组，绘制

生存曲线，进行生存分析，利用临床信息和ＮＰＣ２表达
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分组进行单因素和多因素回归分析。以 ＮＰＣ２ｍＲＮＡ
表达量中位数为临界值，以ＮＯＭＰ≤０．０５、ＦＤＲ≤０．２５
为富集标准，在 ＧＳＥ５４１２９数据集、ＧＳＥ６２２５４数据集
和ＧＳＥ８４４３７数据集中进行基因集富集分析（ｇｅｎｅｓｅｔ
ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＧＳＥＡ），并绘制韦恩图求交集，得
到ＮＰＣ２高表达胃癌组织中的主要富集通路。
１．３　免疫组织化学染色、结果判定及分析
　　将胃癌组织芯片置于６５℃恒温孵箱中烤片３０ｍｉｎ，
二甲苯、梯度酒精标准脱蜡处理；使用枸橼酸抗原修复

工作液进行抗原修复，ＰＢＳ缓冲液震荡清洗３次，每次
５ｍｉｎ；滴加３％过氧化氢溶液，避光处理３０ｍｉｎ，用以
阻断内源性过氧化物酶；使用山羊封闭血清封闭

３０ｍｉｎ；以１∶２０００的浓度滴加 ＮＰＣ２抗体（Ａｂｃａｍ公
司，美国），置于湿盒内４℃孵育过夜；使用 ＰＢＳ缓冲
液震荡清洗３次，每次５ｍｉｎ，滴加鼠兔通用二抗工作
液（ＤＡＫＯ），室温孵育３０ｍｉｎ；使用ＰＢＳ缓冲液震荡清
洗３次，每次５ｍｉｎ，ＤＡＢ显色，苏木精复染；梯度酒精
脱水后，使用二甲苯透明，中性树胶封片。使用光学显

微镜采集芯片中全部 １８０点的镜下图像，使用 Ｉｍａｇｅ
ＰｒｏＰｌｕｓ软件分别测定各点的积分光密度（ＩＯＤ值），
作为ＮＰＣ２的表达强度，用于后续分析。提取胃癌组
织及相应癌旁组织的 ＩＯＤ值进行统计分析，比较
ＮＰＣ２表达水平差异。提取胃癌组织 ＩＯＤ值及临床信
息，通过绘制ＲＯＣ曲线，以约登指数最大时所对应的
表达量为临界值，将样本分为高、低表达两组，绘制生

存曲线，进行生存分析。利用临床信息和 ＮＰＣ２表达
分组进行列联表分析、单因素和多因素回归分析。

１．４　胃癌细胞系ＳＧＣ７９０１的培养和ＮＰＣ２表达干预
　　使用含１０％胎牛血清（Ｇｉｂｏｃｏ）的ＲＰＭＩ１６４０培养
基（ＨｙＣｌｏｎｅ）在３７℃、５％ ＣＯ２恒温孵箱中培养胃癌
细胞系ＳＧＣ７９０１。在胃癌细胞系ＳＧＣ７９０１中干预ＮＰＣ２
表达前，将细胞种于６孔板中，待细胞生长约５０％时开
始转染。ｓｉＮＰＣ２ＲＮＡ购自广州锐博生物技术有限公
司 （ｓｉＮＰＣ２１：ＣＴＡＣＣＴＧＡＡＴＡＡＡＣＴＡＣＣＡ，ｓｉＮＰＣ２２：
ＡＧＴＧＧＣＡＡＣＴＴＣＡＧＧＡＴＧＡ）。每 孔 所 需 体 系：将
４μＬ（１０μｍｏｌ／Ｌ）的 ｓｉＮＰＣ２ＲＮＡ和４μＬ转染试剂
ＲＮＡｉＭａｘ（Ｔｈｅｒｍｏ）分别置于 １００μＬＯｐｔｉＭＥＭ
（Ｇｉｂｏｃｏ）中混匀，静置５ｍｉｎ后将两者混匀，室温孵育
１５ｍｉｎ后转染，６０ｈ后收取细胞行后续检测。
１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　在收取的细胞沉淀中添加适量ＭＰＥＲＴＭＭａｍｍａｌｉａｎ
ＰｒｏｔｅｉｎＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ（Ｔｈｅｒｍｏ）和蛋白酶抑制剂，
混匀后置于冰上裂解３０ｍｉｎ，以４℃、１５０００ｒ／ｍｉｎ离
心１０ｍｉｎ后留取上清液，使用 ＢＣＡ试剂盒测定蛋白
浓度。加入适量蛋白上样缓冲液（５×），将样品置于

１００℃水浴锅中变性 １５ｍｉｎ。配制电泳凝胶，每孔加
样量为５μＬ，使用８０Ｖ电泳３０ｍｉｎ后，改为１２０Ｖ继
续电泳９０ｍｉｎ。使用 ＰＶＤＦ膜进行转膜，转膜条件为
１００Ｖ、１２０ｍｉｎ。使用 ５％脱脂牛奶室温封闭 ６０ｍｉｎ
后，４℃过夜孵育 ＮＰＣ２抗体（Ａｂｃａｍ，１∶１０００）和
ＧＡＰＤＨ抗体（ＣＳＴ，１∶２０００）。室温孵育兔二抗（中杉
金桥，１∶４０００）６０ｍｉｎ。使用 ＳｕｐｅｒＳｉｇｎａｌｉｎｇＴＭ Ｗｅｓｔ
ＦｅｍｔｏＳｕｂｓｔｒａｔｅ（Ｔｈｅｒｍｏ）和自动化凝胶成像仪曝光显影。
１．６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ试验
　　实验前，将转染的细胞在无血清培养基中培养
２４ｈ，进行细胞周期同步化。按照４×１０４个／孔将细胞
种于Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室中，并加入２００μＬ无血清培养基，
下室中加入６００μＬ含２０％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培
养基。将小室置于 ３７℃、５％ ＣＯ２恒温孵箱中培养。
培养４８ｈ后，使用预冷的 ＰＢＳ缓冲液轻柔漂洗小室，
并使用４％多聚甲醛固定３０ｍｉｎ。固定结束后，将小
室置于室温风干，并使用结晶紫染液染色３０ｍｉｎ。将
小室置于光镜下采图，计数并分析。

１．７　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２０．０软件和ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６．０１处理
实验数据。计量资料以 珋ｘ±ｓ表示。独立样本采用独立
样本ｔ检验，配对样本采用配对样本ｔ检验。计数资料
列联表分析采用卡方检验。ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存分析采
用Ｌｏｇｒａｎｋ检验。单因素回归分析采用 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ
法Ｌｏｇｒａｎｋ检验。多因素回归分析采用Ｃｏｘ比例风险
回归模型。检验水准α＝０．０５。

２　结果

２．１　ＮＰＣ２在胃癌组织中高表达
　　ＧＳＥ３３３３５数据集分析结果显示：与正常胃组织
［（７．６０１±０．０７４），ｎ＝５０］相比，胃癌组织［（７．９１７±
０．０７７），ｎ＝２５］的ＮＰＣ２ｍＲＮＡ表达水平显著升高（独
立样本 ｔ检验，双侧检验，Ｐ＝０．００９６，图 １Ａ）。
ＧＳＥ６３０８９数据集分析结果也显示：与癌旁组织
［（８．４３５±０．１４８），ｎ＝４５］相比，胃癌组织［（９．０８３±
０．１２３），ｎ＝４５］的ＮＰＣ２ｍＲＮＡ表达水平显著升高（配
对样本ｔ检验，双侧检验，Ｐ＝０．０００１，图１Ｂ）。对胃癌
组织芯片进行免疫组化染色，并利用 ＩＰＰ软件对表达
情况进行量化分析，计算 ＩＯＤ值，分析结果显示：与癌
旁组织［（３．３３６±０．１７６），ｎ＝８２］相比，胃癌组织
［（４．５９６±０．２３０），ｎ＝８２］的 ＮＰＣ２表达水平显著升高
（配对样本 ｔ检验，双侧检验，Ｐ＜０．０００１，图 １Ｃ、Ｄ）。
上述研究结果均表明，ＮＰＣ２在胃癌组织中的表达水
平显著升高。

３８３２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２１）



胃癌组织 正常胃组织

!

"

#

$

%

相
对
表
达
量

&

胃癌组织 正常胃组织

'%

'(

%

(

相
对
表
达
量

)

胃癌组织 正常胃组织

'%

'(

%

(

相
对
表
达
量

*

+, -

.

/( !0 /( !0

Ａ：ＧＳＥ３３３３５数据集中胃癌（ｎ＝２５）和正常胃组织（ｎ＝５０）的ＮＰＣ２表达　ａ：Ｐ＝０．００９６；Ｂ：ＧＳＥ６３０８９数据集中胃
癌（ｎ＝４５）和癌旁组织（ｎ＝４５）的ＮＰＣ２表达　 ｂ：Ｐ＝０．０００１；Ｃ：组织芯片中胃癌（ｎ＝８２）和癌旁组织（ｎ＝８２）的
ＮＰＣ２表达　ｃ：Ｐ＜０．０００１；Ｄ：胃癌组织芯片中胃癌（左）与癌旁组织（右）的ＮＰＣ２表达（典型图片）

图１　ＮＰＣ２在胃癌组织和正常胃组织／癌旁组织中的表达差异

２．２　ＮＰＣ２表达与胃癌患者临床病理参数相关
　　ＧＳＥ１５４５９数据集分析结果显示：ＮＰＣ２的 ｍＲＮＡ
表达水平与胃癌的美国癌症联合委员会（Ａｍｅｒｉｃａｎ
ＪｏｉｎｔＣｏｍｍｉｔｔｅｅｏｎＣａｎｃｅｒ，ＡＪＣＣ）临床分期相关（Ｐ＝
０．００９，表１）。利用胃癌组织芯片进行免疫组化染色，
分析结果显示：ＮＰＣ２的表达水平与胃癌患者的区域
淋巴结转移（ｐＮ）（Ｐ＝０．０４）、ＡＪＣＣ临床分期（Ｐ＝
０．０４）密切相关（表２）。

表１　ＧＳＥ１５４５９中ＮＰＣ２表达与临床病理参数的关系（ｎ＝１９２）

ＮＰＣ２表达水平
临床病理参数 卡方检验

高表达 低表达

性别

　男 ４１ ８４ Ｐ＝０．５２７

　女 １９ ４８

年龄

　≥６６岁 ２８ ６８ Ｐ＝０．５３３

　＜６６岁 ３２ ６４

ＡＪＣＣ分期

　Ⅰ～Ⅱ １１ ４９ Ｐ＝０．００９

　Ⅲ～Ⅳ ４９ ８３

表２　组织芯片中ＮＰＣ２表达与临床病理参数的关系（ｎ＝９８）

ＮＰＣ２表达水平
临床病理参数 卡方检验

高表达 低表达

性别

　男 ３５ ２７ Ｐ＝０．１４

　女 ２５ １１

年龄

　＜６５岁 ２７ ２０ Ｐ＝０．４６

　≥６５岁 ３３ １８

ｐＴ

　Ｔ１～Ｔ２ １１ ７ Ｐ＝０．９９

　Ｔ３～Ｔ４ ４９ ３１

ｐＮ

　Ｎ０ １２ １５ Ｐ＝０．０４

　Ｎ１～Ｎ３ ４８ ２３

ｐＭ

　Ｍ０ ５３ ３６ Ｐ＝０．４８

　Ｍ１ ７ ２

ＡＪＣＣ分期

　Ⅰ～Ⅱ １９ ２０ Ｐ＝０．０４

　Ⅲ～Ⅳ ４１ １８
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Ａ：ＴＣＧＡ胃癌数据集中ＮＰＣ２表达水平和预后的关系（Ｐ＜０．０００１）；Ｂ：ＧＳＥ１５４５９数据集中 ＮＰＣ２表达水平和预
后的关系（Ｐ＝０．００２３）；Ｃ：胃癌组织芯片中ＮＰＣ２表达水平和预后的关系（Ｐ＝０．００３２）

图２　胃癌组织中ＮＰＣ２表达水平和预后的关系

２．３　ＮＰＣ２高表达的胃癌患者预后不良
　　ＴＣＧＡ胃癌数据集分析结果显示：较之于 ＮＰＣ２
ｍＲＮＡ低表达的胃癌患者，ＮＰＣ２ｍＲＮＡ高表达者预后
不良 （中位生存时间：ＮＰＣ２低表达 ｖｓ．ＮＰＣ２高表达 ＝
４６．２２月 ｖｓ１８．１３月，Ｌｏｇｒａｎｋ检验，Ｐ＜０．０００１，图２Ａ）。
ＧＳＥ１５４５９数据集分析结果也显示：ＮＰＣ２ｍＲＮＡ高表
达的胃癌患者预后不良（中位生存时间：ＮＰＣ２低表达 ｖｓ
ＮＰＣ２高表达＝５２．６３月 ｖｓ２０．２７月，Ｌｏｇｒａｎｋ检验，Ｐ＝
０．００２３，图２Ｂ）。同样，胃癌组织芯片分析结果也显
示：ＮＰＣ２高表达胃癌患者的预后不良（中位生存时
间：ＮＰＣ２低表达组 ｖｓＮＰＣ２高表达组＝６４．５０月 ｖｓ２２．００月，
Ｌｏｇｒａｎｋ检验，Ｐ＝０．００３２，图 ２Ｃ）。结果显示，ＮＰＣ２

高表达的胃癌患者生存期显著缩短。

２．４　ＮＰＣ２表达水平是胃癌患者的独立预后预测因素
　　利用ＴＣＧＡ胃癌数据集进行单因素和多因素回归
分析，结果显示：ＮＰＣ２ｍＲＮＡ表达水平与胃癌患者预
后密切相关（Ｐ＜０．０００１），且ＮＰＣ２ｍＲＮＡ表达水平是
胃癌患者的独立预后预测因素（风险比为２．１４０，９５％
置信区间为１．５２３～３．００６，Ｐ＜０．０００１，表 ３）。同样，
胃癌组织芯片分析结果也表明：ＮＰＣ２表达水平与胃
癌患者预后密切相关（Ｐ＝０．００３），且 ＮＰＣ２表达水平
是胃癌患者的独立预后预测因素（风险比为 １．９２６，
９５％置信区间为１．１０８～３．３４８，Ｐ＝０．０２，表４）。

表３　ＴＣＧＡ胃癌数据集单因素和多因素回归分析

单因素分析 多因素分析
临床病理参数 例数

生存时间 Ｐ ＨＲ（９５％ＣＩ） Ｐ

性别

　女性 １３４ ６５．３ ０．１４２

　男性 ２２８ ４９．９

ｐＴ

　Ｔ１～Ｔ２ ９３ ６６．８ ０．００３ １ ０．０６０

　Ｔ３～Ｔ４ ２９６ ５１．７ １．５８３（０．９８１～２．５５４）

ｐＮ

　Ｎ０ １１４ ５８．７ ０．００１ １ ０．２７６

　Ｎ１Ｎ２ ２４８ ５２．２ １．３５６（０．７８４～２．３４６）

ｐＭ

　Ｍ０ ３３６ ５５．４ ０．００３ １ ０．１３８

　Ｍ１ ２６ ２７．３ １．５４６（０．８６９～２．７５０）

ＡＪＣＣ分期

　Ⅰ～Ⅱ １６４ ６４．３ ９．３×１０－５ １ ０．１９８

　Ⅲ～Ⅳ １９８ ４７．２ １．３９３（０．８４１～２．３０８）

ＮＰＣ２表达

　低表达 ２４０ ６１．７ ２．４×１０－５ １ １．１×１０－５

　高表达 １２２ ３６．７ ２．１４０（１．５２３～３．００６）

表４　胃癌组织芯片单因素和多因素回归分析

单因素分析 多因素分析
临床病理参数 例数

生存时间 Ｐ ＨＲ（９５％ＣＩ） Ｐ
性别

　男性 ６２ ５３．３ ０．４１５
　女性 ３６ ４７．５
年龄

　＜６５岁 ４７ ５８．７ ０．０５４
　≥６５岁 ５１ ４４．６
ｐＴ
　Ｔ１Ｔ２ １８ ６９．３ ０．０４５ １ ０．４０８
　Ｔ３Ｔ４ ８０ ４６．７ １．３９３（０．６３５～３．０５４）
ｐＮ
　Ｎ０ ２７ ６６．８ ０．０７１
　Ｎ１Ｎ２ ７１ ４５．７
ｐＭ
　Ｍ０ ８９ ５４．７ ０．００１ １ ０．０１０
　Ｍ１ ９ １４．３ ２．８３５（１．２８８～６．２４２）
ＡＪＣＣ分期
　Ⅰ～Ⅱ ３９ ６８．３ ０．００２ １ ０．０２８
　Ⅲ～Ⅳ ５９ ３９．６ １．８３７（１．０６７～３．１６４）
ＮＰＣ２表达
　低表达 ３８ ６７．０ ０．００３ １ ０．０２０
　高表达 ６０ ４１．９ １．９２６（１．１０８～３．３４８）
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２．５　细胞黏附分子基因在 ＮＰＣ２高表达胃癌中显著
富集

　　上述研究结果显示，ＮＰＣ２表达与胃癌关系密切。
那么，ＮＰＣ２究竟影响了胃癌细胞的何种生物学行为
呢？在 ＧＳＥ５４１２９数 据 集、ＧＳＥ６２２５４数 据 集 和
ＧＳＥ８４４３７数据集中，我们利用 ＧＳＥＡ对 ＮＰＣ２高表达
胃癌中的富集通路进行了挖掘，在 ＧＳＥ５４１２９数据集
中得到 ３８条富集通路，在 ＧＳＥ６２２５４数据集中得到
５１条富集通路，在 ＧＳＥ８４４３７数据集中得到 ６条富集
通路。通过绘制韦恩图（图３Ａ）求交集，得到４条富集
通路，分别是：ＫＥＧＧＬＥＩＳＨＭＡＮＩＡＩＮＦＥＣＴＩＯＮ（利什

曼原虫感染）、ＫＥＧＧＬＹＳＯＳＯＭＥ（溶酶体）、ＫＥＧＧ
ＡＳＴＨＭＡ（哮喘）和ＫＥＧＧＣＥＬＬＡＤＨＥＳＩＯＮＭＯＬＥＣＵＬＥＳ
（细胞黏附分子）。其中，与肿瘤细胞生物学行为关系

最为直接的是 ＫＥＧＧＣＥＬＬＡＤＨＥＳＩＯＮＭＯＬＥＣＵＬＥＳ
（ＣＡＭＳ），其在 ＮＰＣ２高表达胃癌中 显 著 富 集
（ＧＳＥ５４１２９数据集：富集分数＝１．６１，ＮＯＭＰ＝０．００６，
ＦＤＲ＝０．０７４；ＧＳＥ６２２５４数据集：富集分数 ＝１．８５，
ＮＯＭＰ＜０．００１，ＦＤＲ＝０．０４５；ＧＳＥ８４４３７数据集：富集
分数＝１．６２，ＮＯＭＰ＝０．０４９，ＦＤＲ＝０．２０８，图３Ｂ～Ｄ）。
上述分析结果表明：ＮＰＣ２或在调控胃癌细胞迁移中
发挥重要作用。
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Ａ：ＧＳＥ５４１２９数据集、ＧＳＥ６２２５４数据集和 ＧＳＥ８４４３７数据集中 ＮＰＣ２高表达胃癌富集通路韦恩图；Ｂ：ＧＳＥ５４１２９
数据集中ＫＥＧＧ＿ＣＥＬＬ＿ＡＤＨＥＳＩＯＮ＿ＭＯＬＥＣＵＬＥＳ＿ＣＡＭＳ富集情况（富集分数＝１．６１，ＮＯＭＰ＝０．００６，ＦＤＲ＝
０．０７４）；Ｃ：ＧＳＥ６２２５４数据集中ＫＥＧＧ＿ＣＥＬＬ＿ＡＤＨＥＳＩＯＮ＿ＭＯＬＥＣＵＬＥＳ＿ＣＡＭＳ富集情况（富集分数＝１．８５，ＮＯＭ
Ｐ＜０．００１，ＦＤＲ＝０．０４５）；Ｄ：ＧＳＥ８４４３７数据集中ＫＥＧＧ＿ＣＥＬＬ＿ＡＤＨＥＳＩＯＮ＿ＭＯＬＥＣＵＬＥＳ＿ＣＡＭＳ富集情况（富集分
数＝１．６２，ＮＯＭＰ＝０．０４９，ＦＤＲ＝０．２０８）

图３　ＮＰＣ２高表达胃癌中ＧＳＥＡ结果

６８３２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２１）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２．６　下调ＮＰＣ２表达，胃癌细胞迁移能力显著降低
　　在胃癌细胞系 ＳＧＣ７９０１中成功敲低 ＮＰＣ２表达
（图４）后，通过Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ试验检测其迁移能力。结果
显示，在胃癌细胞系ＳＧＣ７９０１中下调ＮＰＣ２表达后，其
迁移能力显著下降（图５）。３次独立重复试验［ＮＣ组
ｖｓｓｉ１组：（６７６．７±４８．２）ｖｓ（１０６．３±１５．０），独立样本
ｔ检验，双侧检验，Ｐ＝０．００００４；ＮＣ组 ｖｓｓｉ２组：
（６７６．７±４８．２）ｖｓ（１８３．７±６４．６），独立样本 ｔ检验，双
侧检验，Ｐ＝０．０００４４９］。
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图４　在ＳＧＣ７９０１中使用ｓｉＲＮＡ敲低ＮＰＣ２表达

３　讨论

　　全球癌症数据显示，全球现有胃癌病例数超
１００万例，其发病率在恶性肿瘤中居第５位，致死率居
第３位，每年因胃癌死亡的人数约占因癌致死病例数
的８．２％。现有治疗方法对于进展期胃癌患者而言疗
效不佳。因此，寻找新的诊疗靶标，对于改善胃癌患者

（特别是进展期胃癌患者）的预后，具有十分重要的意

义。ＮＰＣ２是一种定位于晚期内体和溶酶体的胆固醇
转运蛋白，既往研究也多围绕其胆固醇转运功能展开，

关于ＮＰＣ２与肿瘤关系的研究较少。近年来，随着研
究深入，人们逐渐发现，除了“转运胆固醇”这一经典

功能外，ＮＰＣ２还可能在肿瘤的发生进展中发挥重要

作用。生物信息学分析结果表明，ＮＰＣ２表达与乳腺
癌、肝癌等肿瘤的临床病理参数密切相关，其高表达与

结直肠癌、胃癌、肝癌的不良预后相关，其低表达与甲

状腺癌的不良预后相关。此外，已有研究结果也显示，

ＮＰＣ２在多种肿瘤中表达水平发生改变，参与调控了
肺癌、乳腺癌、肝癌等肿瘤细胞的增殖，通过细胞凋亡

途径促进了甲状腺乳头状癌、肺腺癌等肿瘤组织中乳

头状结构的形成，并参与调控了肺癌肿瘤微环境中巨

噬细胞的招募［６－９］。由此可见，ＮＰＣ２或在多种肿瘤的
发生进展中发挥调控作用，值得深入研究。如前所述，

ＴｈｅＨｕｍａｎＰｒｏｔｅｉｎＡｔｌａｓ数据库显示，ＮＰＣ２的表达水
平与胃癌患者预后相关（Ｐ＜０．００１），ＮＰＣ２高表达者
生存期更短。那么，ＮＰＣ２在胃癌的发生进展中究竟
扮演着怎样的角色呢？目前尚无相关研究。

　　为了回答这一科学问题，本研究首先从生物信息
学分析入手，利用数据库分析和胃癌组织芯片免疫组

化染色分析，发现与正常胃组织和癌旁组织相比，

ＮＰＣ２在胃癌组织中的表达水平显著升高，其表达水
平与胃癌患者的 ＡＪＣＣ分期、区域淋巴结转移等临床
病理参数密切相关，ＮＰＣ２高表达的胃癌患者预后不
良，其表达水平是胃癌患者的独立预后预测因素。上

述生物信息学分析结果初步揭示了ＮＰＣ２与胃癌的密
切关系。当然，这些结果也并非最终论断。受限于操

作误差、纳入样本量等因素，不同数据集的分析结果也

会存在出入，甚至出现截然相反的情况。例如，在

ＴＣＧＡ胃癌数据集和胃癌组织芯片中进行单因素和多
因素回归分析时，尽管ＮＰＣ２的分析结果是一致的，但
ｐＴ、ｐＮ、ｐＭ和ＡＪＣＣ分期的分析结果则不完全相同。
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Ａ：不同倍数观察 ＳＧＣ７９０１ＮＣ组迁移能力；Ｂ：不同倍数观察 ＳＧＣ７９０１ｓｉ１组迁移能力；Ｃ：不同倍数观察
ＳＧＣ７９０１ｓｉ２组迁移能力；Ｄ：３组ＳＧＣ７９０１迁移能力的统计分析（ａ：Ｐ＝０．００００４，ｓｉ１ｖｓＮＣ；ｂ：Ｐ＝０．０００４４９，ｓｉ２
ｖｓＮＣ）

图５　在ＳＧＣ７９０１中干预ＮＰＣ２表达后，其迁移能力改变

７８３２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２１）



这表明，生物信息学分析的结果无法得到肯定结论，必

须通过体外实验、体内实验加以验证。我们利用

ＧＳＥＡ，发现ＮＰＣ２高表达胃癌组织中，细胞黏附分子
相关基因显著富集，大量研究结果均已证实，细胞黏附

分子与肿瘤侵袭迁移关系密切［１０－１１］。基于此结果，我

们在胃癌细胞系 ＳＧＣ７９０１中干预 ＮＰＣ２表达后，发现
其迁移能力显著降低。上述研究结果提示我们，ＮＰＣ２
或在胃癌的发生进展中发挥着重要作用，并调控胃癌细

胞的迁移能力，ＮＰＣ２可能是胃癌的潜在全新诊疗靶标。
　　当然，ＮＰＣ２在胃癌中的具体作用机制仍不清楚，
现有研究表明，ＮＰＣ２可能通过调控 ＭＡＰＫ、ｍＴＯＲ等
信号通路发挥作用，但相关研究仍然有限，没有回答其

具体作用机制。今后，围绕ＮＰＣ２和肿瘤的研究，或许
可以从其最基础的功能———胆固醇转运来入手。我们

知道，信号转导异常是导致肿瘤发生的关键分子生物

学事件［１２］。稳定的生物膜系统是保证有序细胞信号

转导的物质基础，而胆固醇在细胞内的有序分布，对于

维持生物膜系统稳定的重要性不言而喻［１３］。在细胞

膜上，存在着富含胆固醇、鞘脂类和特殊蛋白质的微

区，又名“脂筏”，一些重要的信号转导分子也定位于

此，稳定的脂筏结构对于其行使信号转导功能十分必

要。另有研究结果表明，脂筏与前列腺癌、卵巢癌等多

种肿瘤的发生及治疗关系密切［１４，１５］。而胆固醇则参

与了维持脂筏结构的稳定性，如果去除细胞膜中的胆

固醇，脂筏结构将出现形变，甚至解构。那么，作为胆

固醇转运分子的 ＮＰＣ２，是否通过改变胆固醇的分布
状态和脂筏结构的稳定，进而影响了生物膜上信号分

子的正确定位与功能行使，从而影响了肿瘤的发生和

进展呢？这值得进一步深入研究，解答上述科学问题，

将具有重要的临床意义。
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