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基于生物信息学分析抑制素在消化系统恶性肿瘤中的表达及预后价值
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　　［摘要］　目的　探索肿瘤组织中抑制素（ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ，ＰＨＢ）的表达情况，分析其对消化系统恶性肿
瘤（ｄｉｇｅｓｔｉｖｅｓｙｓｔｅｍｍａｌｉｇｎａｎｔｔｕｍｏｒ，ＤＴ）患者预后的影响以及作用机制。方法　①使用癌症基因组图谱
（ｔｈｅＣａｎｃｅｒＧｅｎｏｍｅＡｔｌａｓ，ＴＣＧＡ）和基因型组织表达（ＧｅｎｏｔｙｐｅＴｉｓｓｕｅＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ＧＴＥｘ）数据库比较肿
瘤组织和正常组织中ＰＨＢ的表达差异。②收集２０２３年１０月甘肃省人民医院诊治的５对胃癌及癌旁
组织和５对结肠癌及癌旁组织，ＲＴｑＰＣＲ检测ＰＨＢｍＲＮＡ表达水平。③采用ＲＴｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测正常胃黏膜细胞（ＧＥＳ１）和胃癌细胞（ＡＧＳ、ＭＫＮ４５和ＨＧＣ２７）、正常结肠细胞 ＮＣＭ４６０和人结肠
癌细胞株ＳＷ４８０中ＰＨＢ的表达差异。④利用Ｒ语言分析ＰＨＢ对ＤＴ患者预后、肿瘤微环境、肿瘤突变
负荷和微卫星不稳定性的影响。⑤采用ＣＩＢＥＲＳＯＲＴ算法分析肿瘤组织中ＰＨＢ表达与肿瘤免疫细胞浸
润之间的相关性。基因集富集分析（ＧｅｎｅＳｅｔＥｎｒｉｃｈｍｅｎｔＡｎａｌｙｓｉｓ，ＧＳＥＡ）探讨 ＰＨＢ的生物学功能。
⑥利用Ｒ语言分析ＰＨＢ与药物敏感性的关系。结果　①ＰＨＢ在结肠癌、胆管癌、食管癌、肝癌、直肠癌
和胃癌组织中均显著高表达（Ｐ＜０．０１）。②ＲＴｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示 ＰＨＢ在胃癌和结肠
癌组织和细胞中高表达（Ｐ＜０．０１）。③ＰＨＢ的差异表达与肝癌（Ｐ＝０．００２）预后不良相关。在胆管癌、
胃癌、胰腺癌、肝癌和食管癌中，ＰＨＢ与肿瘤突变负荷和微卫星不稳定性呈正相关（Ｐ＜０．０５）。④ＰＨＢ
的表达在结肠癌中与Ｍ２型巨噬细胞呈正相关（Ｐ＝０．０３）；在胆管癌中与活化 ＣＤ４＋记忆 Ｔ细胞呈正相
关（Ｐ＜０．０５）；在食管癌中与活化肥大细胞呈正相关（Ｐ＝０．０３）；在肝癌中与 Ｍ０、Ｍ２型巨噬细胞和单核
细胞呈正相关（Ｐ＜０．０５）；在直肠癌中与静息树突状细胞、嗜酸性粒细胞和活化ＣＤ４＋记忆Ｔ细胞呈正相
关（Ｐ＜０．０５）；在胃癌中与Ｍ０型巨噬细胞、活化肥大细胞、中性粒细胞、静息自然杀伤细胞、活化 ＣＤ４＋

记忆Ｔ细胞和滤泡辅助性Ｔ细胞呈正相关（Ｐ＜０．０５）。⑤ＰＨＢ在Ⅰ类受体、ＰＰＡＲ和钙离子信号通路中
主要富集（Ｐ＜０．０５）。⑥ＰＨＢ的表达与氨萘非特、普拉西诺特和阿比特龙等１３种药物敏感性呈正相关
（Ｐ＜０．０５）。结论　ＰＨＢ表达与ＤＴ中多种免疫细胞浸润及不良预后有关，其可能成为新型 ＤＴ生物标
志物及潜在的免疫调节靶点。
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ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆ１３ｄｒｕｇｓ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇａｍｍｏｎａｆｉｄｅ，ｐｒａｓｉｎｏｌｉｄｅａｎｄａｂｉｒａｔｅｒｏｎｅ（Ｐ＜０．０５）．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＨＢｉｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｏｆｖａｒｉｏｕｓｉｍｍｕｎｅｃｅｌｌｓｉｎＤＴ
ａｎｄｐｏｏｒｐｒｏｇｎｏｓｉｓｉｎＤＴｐａｔｉｅｎｔｓ，ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅｃｏｍｅａｎｅｗｂｉｏｍａｒｋｅｒａｎｄｐｏｔｅｎｔｉａｌｉｍｍｕｎｏｍｏｄｕｌａｔｏｒｙｔａｒｇｅｔ
ｏｆＤＴ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ；ｄｉｇｅｓｔｉｖｅｓｙｓｔｅｍ ｍａｌｉｇｎａｎｔｔｕｍｏｒ；ｔｕｍｏｒｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ；ｉｍｍｕｎｉｔｙ；

ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＧａｎｓｕＰｒｏｖｉｎｃｅ（２０ＪＲ５ＲＡ１５９）ａｎｄｔｈｅＰｒｏｊｅｃｔｏｆＰｏｓｔｇｒａｄｕａｔｅＩｎｎｏｖａｔｉｏｎａｎｄＥｎｔｒｅｐｒｅｎｅｕｒｓｈｉｐＦｕｎｄｏｆＧａｎｓｕ
ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙｏｆＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅｉｎ２０２３（Ｎｏ．３２）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＺＨＡＮＧＬｉｎｇｙｕｎ，Ｅｍａｉｌ：Ｚｈａｎｇｌｙ８８４８＠１２６．ｃｏｍ

　　消化系统恶性肿瘤（ｄｉｇｅｓｔｉｖｅｓｙｓｔｅｍｍａｌｉｇｎａｎｔ
ｔｕｍｏｒ，ＤＴ）包括食管癌、胃癌、胆囊癌、肝癌、结直肠癌
和胰腺癌。研究数据表明，ＤＴ在男性和女性癌症相关
死亡中所占比例不可忽视，其中结直肠癌在癌症相关

死亡中排名第二，其次是肝癌（第三）、胃癌（第四）、食

管癌（第六）。这些癌症是世界范围内发病率排名前

１０位的恶性肿瘤［１］，且病死率不断上升［２］。尽管手

术、放疗和化疗等治疗方法有所改善，但晚期患者的平

均生存时间仍较短［３］。抑制素（ｐｒｏｈｉｂｉｔｉｎ，ＰＨＢ）是相
对分子量大小为３３×１０３的基因，属于高度保守且广泛
表达的蛋白质家族，在真菌和哺乳动物中广泛存

在［４］。ＰＨＢ还属于 Ｂａｎｄ７或禁止素结构域家族［５］，

存在于多个细胞区室中（包括细胞核、线粒体和质

膜），且最初发现时被认为是抗增殖基因。近年来，

ＰＨＢ的多种细胞功能得到了阐明，包括调节转录和细
胞周期、线粒体功能、质膜中的信号转导，以及抗氧化和

抗炎作用［６］。ＰＨＢ作为线粒体伴侣和进化上保守的蛋
白质，在原核生物和真核生物中普遍存在，并且具有转

录调节剂的功能［７］。

　　目前研究更多地集中在 ＰＨＢ与线粒体之间的密
切关系，缺乏探究ＰＨＢ与 ＤＴ之间的调控作用和生物
学功能研究。本研究基于癌症基因组图谱（ｔｈｅＣａｎｃｅｒ
ＧｅｎｏｍｅＡｔｌａｓ，ＴＣＧＡ）和基因型组织表达（Ｇｅｎｏｔｙｐｅ
ＴｉｓｓｕｅＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ＧＴＥｘ）数据库，探讨ＰＨＢ在ＤＴ中的

９３８１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１６）



表达情况及其与预后、免疫细胞浸润、肿瘤突变负荷

（ｔｕｍｏｒｍｕｔａｔｉｏｎａｌｂｕｒｄｅｎ，ＴＭＢ）和微卫星不稳定性
（ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ，ＭＳＩ）的关系，旨在揭示 ＰＨＢ
在ＤＴ中的作用，并为其在调节化疗抗性方面的潜在
作用提供新的见解，为未来ＤＴ治疗提供新的方向。

１　材料与方法

１．１　样本数据收集
　　使用ＴＩＭＥＲ２．０（ｈｔｔｐ：／／ｔｉｍｅｒ．ｃｉｓｔｒｏｍｅ．ｏｒｇ／）数据
库并选择“Ｇｅｎｅ＿ＤＥ”面板，分析３３种不同癌症与正常
组中ＰＨＢ表达的差异。７种ＤＴ的临床数据是通过癌
症基因组图谱（ｈｔｔｐｓ：／／ｐｏｒｔａｌ．ｇｄｃ．ｃａｎｃｅｒ．ｇｏｖ／）和
ＵＣＳＣＸｅｎａ（ｈｔｔｐｓ：／／ｘｅｎａ．ｕｃｓｃ．ｅｄｕ／）从 ＴＣＧＡ数据库
下载。使用ＢｉｏＧＲＩＤ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｔｈｅｂｉｏｇｒｉｄ．ｏｒｇ／）
分析ＰＨＢ在泛癌中的突变频率。
１．２　结肠癌和胃癌组织标本收集
　　收取２０２３年１０月甘肃省人民医院收治的５对胃
癌及癌旁组织和５对结肠癌及癌旁组织，患者术前未
经放疗和化疗且未并发其他肿瘤。经甘肃省人民医院

胃肠外科手术切除肿瘤。术后取肿瘤标本与癌旁组织

（距离肿瘤边缘至少５ｃｍ的正常胃和结肠组织，经由
病理科医师确认），放入－８０℃冻存备用。本研究经甘
肃省人民医院伦理委员会批准通过（２０２３５７５），并经
患者和捐赠者同意。

１．３　细胞培养
　　人正常胃上皮细胞 ＧＥＳ１，人胃癌细胞株 ＡＧＳ、
ＭＫＮ４５和 ＨＧＣ２７，人正常结肠细胞 ＮＣＭ４６０，人结肠
癌细胞ＳＷ４８０由中国科学院细胞资源中心提供；保存
于甘肃省人民医院中心实验室，在含有１０％胎牛血清
（ＦＢＳ）和１％双抗（链青霉素）的 ＲＰＭＩ１６４０培养基中
培养，并放置在３７℃、５％ＣＯ２培养箱中进行培养。
１．４　ＲＮＡ分离和ＲＴｑＰＣＲ检测
　　使用Ｍ５ＵｎｉｖｅｒｓａｌＲＮＡＭｉｎｉＫｉｔ提取 ＲＮＡ，按照
其说明书的要求进行操作。然后测量 ＲＮＡ的浓度和
纯度。根据反转录试剂盒的说明，将 ＲＮＡ反转录为
ｃＤＮＡ。使用 ２×Ｍ５ＨｉｐｅｒＳＹＢＲｐｒｅｍｉｘＥｓＴａｑ（含
ＴｌｉＲｎａｓｅＨ）作为ＲＴｑＰＣＲ检测的荧光染料。ＰＨＢ和
内参ＧＡＰＤＨ的引物由生物工程（上海）有限公司设计
与合成。ＰＨＢ的引物序列为正向：５′ＴＧＴＣＡＴＴ
ＴＴＧＡＣＣＧＡＴＴＣＣＧ３′，反 向：３′ＣＴＧＧＡＣＡＴＴＡＣＧＴＧ
ＧＴＣＧＡＧ５′；ＧＡＰＤＨ的引物序列为正向：５′ＧＧＡＡ
ＧＣＴＴＧＴＣＡＴＣＡＡＴＧＧＡＡＡＴＣ３′，反向：５′ＴＧＡＴＧＡＣ
ＣＣ３′。ＰＨＢ的ｍＲＮＡ表达水平，通过２－ΔΔＣｔ公式进行
计算和分析。

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　用 ＰＢＳ缓冲液清洗培养密度约 ８０％的细胞系
２次，使用添加了苯甲基磺酰氟（Ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｎｙｌ
ｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＭＳＦ）的高性能裂解液 （ＲＩＰＡ裂解液，
Ｂｏｓｔｅｒ，武汉）完全裂解细胞，并以４℃、１３０００×ｇ离心
１５ｍｉｎ，收集上清液。使用 ＢＣＡ蛋白检测试剂盒
（Ｓｏｌａｒｂｉｏ，北京）测量蛋白质浓度。每个蛋白质样品取
２０μｇ，经过 ＳＤＳＰＡＧＥ分离，转移到聚偏二氟乙烯
（ＰＶＤＦ）膜上（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，美国）。无蛋白快速封闭液
（Ｂｏｓｔｅｒ，武汉）封闭膜，并使用 ＴＢＳＴ冲洗液洗涤膜
３次，每次 ５ｍｉｎ。随后，将膜与 ＰＨＢ（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ
Ｇｒｏｕｐ，武汉）和βＴｕｂｕｌｉｎ（Ｂｏｓｔｅｒ武汉）的一抗在４℃
摇床上孵育过夜，之后与二抗孵育１ｈ。ＴＢＳＴ冲洗液
洗涤膜３次，每次 １０ｍｉｎ。使用增强化发光试剂盒
（Ｂｏｓｔｅｒ，武汉）将印迹可视化。
１．６　ＰＨＢ的表达与消化道肿瘤患者预后及临床病理

特征的相关性分析

　　采用总生存期（ｏｖｅｒａｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ，ＯＳ）研究 ＰＨＢ表
达与患者生存之间的关系。根据 ＰＨＢ表达水平的中
位数，将患者划分为高表达组和低表达组。使用 Ｒ软
件包“Ｓｕｒｖｉｖａｌ”和“ＳｕｒｖＭｉｎｅｒ”展示了患者的生存情
况。同时，利用 Ｒ软件包“ｌｉｍｍａ”和“Ｎａｇｐｕｒ”进行临
床相关研究。使用 Ｒ软件包“ｐＲＯＣ”和“ｇｇｐｌｏｔ２”对
ＴＣＧＡ和 ＧＴＥｘＲＮＡｓｅｑ数据进行分析和可视化，并计
算诊断和预后的 ＲＯＣ曲线下的面积（ａｒｅａｕｎｄｅｒｔｈｅ
ＲＯＣｃｕｒｖｅ，ＡＵＣ）。
１．７　肿瘤微环境、肿瘤突变负荷和微卫星不稳定性分析
　　利用 Ｒ软件包“ｇｇｐｌｏｔ２”“ｇｇｐｕｂｒ”和“ｇｇＥｘｔｒａ”分
析ＰＨＢ表达与肿瘤微环境（ｔｕｍｏｒｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，
ＴＭＥ）之间的相关性，Ｓｐｅａｒｍａｎ方法计算肿瘤突变负
荷（ｔｕｍｏｒｍｕｔａｔｉｏｎａｌｂｕｒｄｅｎ，ＴＭＢ）、微卫星不稳定性
（ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ，ＭＳＩ）与 ＰＨＢ表达的相关性。
图像可视化使用Ｒ软件包“ｆｍｓｂ”。
１．８　免疫细胞浸润分析
　　使用ＣＩＢＥＲＳＯＲＴ评估３３种癌症的免疫细胞浸润
情况，并通过Ｒ软件包“ｇｇｐｌｏｔ２”“ｇｇｐｕｂｒ”和“ｇｇＥｘｔｒａ”
分析ＰＨＢ表达与细胞免疫浸润之间的相关性。采用
ＩｍｍｕｎｅｅｃｏｎｖＲ软件包获得免疫评分［８］。

１．９　ＧＳＥＡ富集分析
　　ＧＳＥＡ（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｇｓｅａｍｓｉｇｄｂ．ｏｒｇ／ｇｓｅａ／ｄｏｗｎｌｏａｄｓ．
ｊｓｐ）提供基因本体论（ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）和京都基因
与基因组百科全书（Ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｅｓａｎｄ
ｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）的基因集［９］。使用Ｒ软件包“ｌｉｍｍａ”
“ｏｒｇ．Ｈｓ．ｅｇ．ｄｂ”“ｃｌｕｓｔｅｒｐｒｏｆｉｌｅｒ”和“ｅｎｒｉｃｈｐｌｏｔ”对 ＧＯ
和ＫＥＧＧ进行功能注释和路径富集分析。

０４８１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１６）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



１．１０　药物敏感性分析
　　为了分析 ＰＨＢ在 ＤＴ中的药物敏感性，从
ＣａｌｌＭｉｎｅｒＴＭ下载ＮＣＩ６０化合物活性数据和ＲＮＡｓｅｑ表
达谱（ｈｔｔｐｓ：／／ｄｉｓｃｏｖｅｒ．ｎｃｉ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｃｅｌｌｍｉｎｅｒ／ｈｏｍｅ．ｄｏ）。
选择ＦＤＡ批准的药物或临床试验中的药物进行分析。
使用Ｒ软件包“ｉｍｐｕｔｅ”“ｌｉｍｍａ”“ｇｇｐｌｏｔ２”和“ｇｇｐｕｂｒ”
将其可视化。

１．１１　统计学分析
　　本研究中的所有基因数据经过对数转换以实现归
一化处理。ＰＨＢ的差异表达采用 Ｗｉｌｃｏｘｏｎ检验。选
用Ｓｐｅａｒｍａｎ等级相关系数评估 ＰＨＢ基因表达与免疫
细胞浸润丰度以及基因共表达分析之间的关联性。

ＰＨＢ表达水平与癌症中 ＭＭＲ和 ＤＮＡ甲基转移酶突
变之间的相关性采用Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析。采用Ｋａｐｌａｎ
Ｍｅｉｅｒ曲线分析 ＰＨＢ对 ＤＴ患者预后的影响。２组数

据间比较采用ｔ检验。多组数据间比较采用单因素方
差分析。数据分析使用Ｒ软件（４．２．１版，ｗｗｗ．Ｒｐｒｏｊｅｃｔ．
ｏｒｇ），并运行Ｒ软件包完成结果的多重可视化。Ｐ＜０．０５
表示差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＰＨＢ在ＤＴ中高表达
　　通过ＴＣＧＡ、ＴＩＭＥＲ数据库探索 ＰＨＢ在不同组织
中的表达水平，结果显示：ＰＨＢ在食管癌、胆管癌和肝
癌等 １７种肿瘤中呈高表达（Ｐ＜０．０１，图 １Ａ），其中
ＰＨＢ在所有的 ＤＴ中呈高表达（Ｐ＜０．０１，图 １Ｂ）。
ＢｉｏＧＲＩＤ数据库的分析发现，ＰＨＢ在各类肿瘤中表现
为突变、结构变异、扩增、深度缺失和多重变异。其中

扩增最为突出，主要表现在乳腺癌（６．３７％）、间皮瘤
（４．６０％）和子宫肉瘤（３．５１％，图１Ｃ）。
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ａ：Ｐ＜０．０１
Ａ：ＰＨＢ在３３类肿瘤中的表达；Ｂ：ＰＨＢ在ＤＴ中的表达

图１　ＰＨＢ在ＤＴ中的表达情况及体细胞突变情况

（图１Ｃ续下页）
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!肿瘤类型

Ｃ：ＰＨＢ在肿瘤中的突变情况

续图１　ＰＨＢ在ＤＴ中的表达情况及体细胞突变情况
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ａ：Ｐ＜０．０１
Ａ：ＲＴｑＰＣＲ验证人胃癌细胞系中ＰＨＢ的ｍＲＮＡ表达；Ｂ：ＲＴｑＰＣＲ验证人胃癌组织中ＰＨＢ的ｍＲＮＡ表达水平；Ｃ：ＲＴｑＰＣＲ验
证人结肠癌细胞系中ＰＨＢ的ｍＲＮＡ表达水平；Ｄ：ＲＴｑＰＣＲ验证人结肠癌组织中ＰＨＢ的ｍＲＮＡ表达水平；Ｅ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证
人胃癌细胞系中ＰＨＢ的蛋白表达水平

图２　ＲＴｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证ＰＨＢ在人胃癌、结肠癌细胞系和组织中的表达

２．２　ＰＨＢ表达的验证
　　ＲＴｑＰＣＲ实验证实：与正常胃黏膜细胞（ＧＥＳ１）比
较，ＰＨＢ在胃癌细胞（ＡＧＳ、ＭＫＮ４５和ＨＧＣ２７）中高表达
（Ｐ＜０．０１，图２Ａ）。与正常胃组织比较，ＰＨＢ在胃癌组
织中表达升高（Ｐ＜０．０１，图２Ｂ）。ＰＨＢ在人结肠癌细

胞株ＳＷ４８０和结肠癌组织中同样呈高表达（Ｐ＜０．０１，
图２Ｃ、Ｄ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验证实：与正常胃细胞
（ＧＥＳ１）比较，胃癌细胞（ＡＧＳ、ＭＫＮ４５和 ＨＧＣ２７）的
ＰＨＢ蛋白表达水平更高（Ｐ＜０．０５，图２Ｅ）。
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２．３　诊断、预后和临床病理分析
　　ＰＨＢ的表达与肝癌和胃癌的肿瘤分期相关（Ｐ＜
０．０１，图３Ａ），与胆管癌和胃癌的年龄相关（Ｐ＜０．０５，
图３Ｂ）。此外，ＲＯＣ曲线验证了ＰＨＢ在不同癌症中的
诊断价值。结果显示：ＰＨＢ对６种 ＤＴ具有中等以上
的诊断准确性（ＡＵＣ＞０．６８，图３Ｃ）。ＰＨＢ对 ＤＴ患者
的生存影响结果显示：肝癌患者中，ＰＨＢ高表达的患
者生存期更短（Ｐ＝０．００２，图３Ｄ、Ｅ）。
２．４　肿瘤微环境（ＴＭＥ）、肿瘤突变负荷（ＴＭＢ）和微

卫星不稳定性（ＭＳＩ）分析
　　ＴＭＥ刺激肿瘤细胞间的异质性，导致肿瘤细胞具
有多耐药性，并促进肿瘤细胞的增殖和转移。通过

ＴＭＥ研究ＰＨＢ在ＤＴ中的表达关系。结果显示：在所
有ＤＴ中，ＰＨＢ的表达与基质细胞和免疫细胞呈负相
关（Ｐ＜０．０５，表１）。ＴＭＢ表示每百万个碱基中的碱基
突变数。ＭＳＩ指的是由于基因插入或缺失，肿瘤的微
卫星位点上出现新的微卫星等位基因。结果表明，在

胃癌、肝癌和结肠癌中，ＰＨＢ与 ＴＭＢ和 ＭＳＩ呈明显正

相关（Ｐ＜０．０５，图４）。
２．５　ＰＨＢ与免疫细胞浸润
　　ＰＨＢ在不同癌症类型中与免疫细胞的相互作用
密切相关。采用ＣＩＢＥＲＯＲ分析３３种恶性肿瘤中免疫
浸润细胞与ＰＨＢ的相关性，结果显示：ＰＨＢ在不同癌
症类型中与免疫细胞的表达呈现多样的关系（Ｐ＜
０．０５，表２）。其中ＰＨＢ在结肠癌中的表达与Ｍ２型巨
噬细胞呈正相关（Ｐ＝０．０３）；在胆管癌中与静息树突
状细胞、活化ＣＤ４＋记忆Ｔ细胞和调节性Ｔ细胞呈正相
关（Ｐ＜０．０５）；在食管癌中与肥大细胞的激活呈正相关
（Ｐ＝０．０３０）；在肝癌中与 Ｍ０、Ｍ２型巨噬细胞和单核
细胞呈正相关（Ｐ＜０．０５）；在胰腺癌中与单核细胞呈负
相关（Ｐ＝０．０２５）；在直肠癌中与静息树突状细胞、嗜
酸性粒细胞和活化 ＣＤ４＋记忆 Ｔ细胞呈正相关（Ｐ＜
０．０５）；在胃癌中与 Ｍ０型巨噬细胞、活化肥大细胞和
中性粒细胞等６种免疫细胞呈正相关。这些发现揭示
了ＰＨＢ在肿瘤中的表达与免疫细胞浸润之间的复杂
联系。
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１
Ａ：ＰＨＢ在不同肿瘤分期组织中的表达；Ｂ：ＰＨＢ在不同年龄组肿瘤组织中的表达；Ｃ：ＲＯＣ诊断曲线；Ｄ：总生存期（ＯＳ）森林图；
Ｅ：不同ＰＨＢ表达肝癌患者的生存曲线

图３　ＰＨＢ的表达与ＤＴ患者肿瘤分期、年龄、诊断和预后的关系
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表１　肿瘤中ＰＨＢ的表达与基质细胞、免疫细胞评分的相关分析

基质细胞评分 免疫细胞评分
肿瘤类型

相关性 Ｐ值 相关性 Ｐ值

胃癌 －０．３３ ４．３０Ｅ１１ －０．２０ １．００Ｅ０４

结肠癌 －０．２７ ９．６０Ｅ０９ －０．２２ ２．９０Ｅ０６

肝癌 －０．２７ １．１０Ｅ０７ －０．１２ ０．０１６

胰腺癌 －０．３５ １．９０Ｅ０６ －０．２６ ＜０．００１

食管癌 －０．３４ ９．６０Ｅ０６ －０．２４ ０．００２
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#
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$

$

$

ａ：Ｐ＜０．０５；ｂ：Ｐ＜０．０１
Ａ：肿瘤突变负荷　红色曲线表示相关系数；Ｂ：微卫星不稳定性　蓝色曲线表示相关系数

图４　ＰＨＢ的表达与肿瘤突变负荷和微卫星不稳定性的关系

表２　肿瘤中ＰＨＢ的表达与免疫细胞浸润的相关分析

细胞 胃癌 结肠癌 肝癌 胰腺癌 食管癌 胆管癌 直肠癌

Ｍ２型巨噬细胞 ｒ值 ／ ０．３８ ０．１５ ／ ／ ／ ／

Ｐ值 ／ ０．０３０ ０．０１６ ／ ／ ／ ／

静息树突状细胞 ｒ值 ／ ／ ／ ／ ／ ０．１０ ０．１７

Ｐ值 ／ ／ ／ ／ ／ ０．０４６ ０．０３６

活化ＣＤ４＋记忆Ｔ细胞 ｒ值 ０．２０ ／ ／ ／ ／ ０．２２ ０．３１

Ｐ值 １．６０Ｅ０４ ／ ／ ／ ／ ７．２０Ｅ０６ ９．９０Ｅ０５

调节性Ｔ细胞 ｒ值 ／ ／ ／ ／ ／ ０．１２ ／

Ｐ值 ／ ／ ／ ／ ／ ０．０１６ ／

活化肥大细胞 ｒ值 ０．１２ ／ ／ ／ ０．１８ ／ ／

Ｐ值 ０．０１９ ／ ／ ／ ０．０３０ ／ ／

Ｍ０型巨噬细胞 ｒ值 ０．２４ ／ ０．２５ ／ ／ ／ ／

Ｐ值 ５．５０Ｅ０６ ／ ４．３０Ｅ０５ ／ ／ ／ ／

单核细胞 ｒ值 ／ ／ ０．２５ －０．１７ ／ ／ ／

Ｐ值 ／ ／ ０．００８ ０．０２５

嗜酸性粒细胞 ｒ值 ／ ／ ／ ／ ／ ／ ０．２２

Ｐ值 ／ ／ ／ ／ ／ ／ ０．００６

中性粒细胞 ｒ值 ０．１７ ／ ／ ／ ／ ／ ／

Ｐ值 ０．００１ ／ ／ ／ ／ ／ ／

静息自然杀伤细胞 ｒ值 ０．１７ ／ ／ ／ ／ ／ ／

Ｐ值 ０．００１ ／ ／ ／ ／ ／ ／

滤泡辅助性Ｔ细胞 ｒ值 ０．２４ ／ ／ ／ ／ ／ ／

Ｐ值 ４．２０Ｅ０６ ／ ／ ／ ／ ／ ／
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２．６　ＧＳＥＡ富集分析
　　为了验证ＰＨＢ在ＤＴ中的生物学功能，使用 Ｒ语
言进行了ＧＳＥＡ富集分析。ＧＯ结果显示 ＰＨＢ与皮质
醇代谢过程、线粒体翻译、ＳＮＲＮＡ加工与代谢、ｍＲＮＡ
稳定性和嗅觉感受器相关（图 ５Ａ）。ＰＨＢ在细胞质
ＤＮＡ感应通路、ＲＩＧ１样受体信号通路、ＰＰＡＲ信号通
路、钙离子信号通路和氮代谢中得到主要富集

（图５Ｂ）。
２．７　ＰＨＢ的药敏分析
　　利用ＣｅｌｌＭｉｎｅｒＴＭ数据库对药物敏感性与 ＰＨＢ表
达之间的潜在关系。结果显示，ＰＨＢ的表达与氨萘非
特、普拉西诺特和阿比特龙等１３种药物敏感性呈正相
关（Ｐ＜０．０５），但与 ＡＥＧ４０７３０、吉达塞利和卡哈拉利
德Ｆ呈负相关（Ｐ＜０．０５，图６）。
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图６　ＰＨＢ的表达与药物敏感性的相关分析
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３　讨论

　　根据ＷＨＯ第五版ＤＴ分类，ＤＴ覆盖范围很广，最
常见的人类ＤＴ包括食管癌［１０］、胃癌［１１］、结直肠癌［１２］、

肝癌［１３］和胰腺癌［１４］。对于大多数ＤＴ患者来说，若恶
性肿瘤可以在早期得到准确的诊断，那么相应的手术

和辅助放化疗将显著改善预后。遗憾的是，由于诊断

策略的局限性和未揭示的肿瘤特征，大多数患者在进

入晚期阶段或发生远处转移时才能得到明确诊断［３］。

因此，对各种肿瘤相关分子生物标志物的更多研究和

对潜在调控网络的详细披露有助于改善 ＤＴ患者的
预后。

３．１　ＰＨＢ具有作为癌症诊断和预后分子标志物的潜力
　　本研究基于生物信息学理论和方法，综合探讨了
ＰＨＢ在ＤＴ中的作用。研究结果显示：ＰＨＢ在 ＤＴ中
广泛高表达。为了验证生物信息学研究结果的准确

性，进一步通过 ＲＴｑＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验发现
ＰＨＢ在胃癌和结肠癌细胞与组织中为高表达，实验结
果与生物信息学结果相一致。先前的研究已证明

ＰＨＢ在多种癌症中高表达。如在不同类型的癌症和
糖尿病中，ＰＨＢ的酪氨酸磷酸化缺陷与疾病的发展密
切相关［１５］。在胃癌中，过表达的 ＰＨＢ被认为是组织
检测和分化的生物标志物［１６］。在膀胱癌中，也发现

ＰＨＢ表达上调，并与不良预后相关［１７］。在宫颈癌组织

中，ＰＨＢ水平降低与 ｐ２１表达减少密切相关［１８］。此

外，ＰＨＢ在结直肠癌、甲状腺癌和非移行性膀胱癌中
的表达水平增高，而在肿瘤去分化和胃癌发生时下

降［１９］。同时，过表达的 ＰＨＢ是弥漫大 Ｂ细胞淋巴瘤
发生侵袭时的标志物［２０］。该研究表明 ＰＨＢ与 ＤＴ患
者临床病理关系紧密。结果显示，ＰＨＢ与患者的年龄
和肿瘤分期有关。ＲＯＣ曲线证实 ＰＨＢ对 ＤＴ患者具
有良好的诊断价值，并且其在不同癌症类型中均具有

一定的诊断潜力。此外，在肝癌患者中，高表达的

ＰＨＢ导致生存时间缩短。此前的研究还指出，ＰＨＢ是
小细胞肺癌［２１］、胰腺癌［２２］、胃癌［２３］、脑胶质瘤［３４］、鼻

咽癌［２５］、结直肠癌［２６］和肝癌［２７］等患者预后不良的因

素之一。除此之外，ＳＴＯＭＬ２通过激活 ＭＡＰＫ信号通
路与ＰＨＢ相互作用，促进结直肠癌增殖［２８］。因此，抑

制ＰＨＢ基因表达可能有助于延长患者的生存时间。
　　ＴＭＥ对恶性肿瘤的发展具有重要影响［２９］。本研

究结果显示：在所有ＤＴ中，ＰＨＢ基因的表达与基质细
胞评分和免疫细胞评分呈负相关。肿瘤突变负荷和微

卫星不稳定性可作为肿瘤发展的重要影响因素和抗

ＰＤ单药治疗的生物标志物［３０］，通过进一步的研究发

现ＰＨＢ与胃癌、肝癌和结肠癌的ＴＭＢ和ＭＳＩ之间存在

显著正相关关系。研究表明，ＰＨＢ与肿瘤免疫过程有
关［３１］。本研究利用ＣＩＢＥＲＳＯＲＴ算法研究了ＰＨＢ表达
与２２种免疫细胞浸润水平之间的关系。结果显示，
ＰＨＢ的表达与２２种免疫细胞相关。研究表明 ＰＨＢ是
巨噬细胞功能可塑性的关键调节因子［３２］。

３．２　ＰＨＢ与耐药性有关，可能影响化疗药物的治疗
效果

　　进一步探究ＰＨＢ与药物敏感性之间的关系，结果
显示ＰＨＢ的表达与氨萘非特、普拉西诺特和阿比特龙
等１３种药物敏感性呈正相关，但与 ＡＥＧ４０７３０、吉达
塞利ＰＫＩ５８７和卡哈拉利德Ｆ呈负相关。研究表明
ＰＨＢ抑制线粒体 ＲＯＳ可驱动胶质母细胞瘤进展和治
疗耐药性［３３］，ｃＫｉｔ／磷酸化 ＰＨＢ轴通过 Ｎｏｔｃｈ３ＰＢＸ１
和 βｃａｔｅｎｉｎＡＢＣＧ２信号转导增强卵巢癌干性和化疗
耐药性［３４］，靶向 ＰＨＢ从而抑制黑色素瘤生长并克服
对靶向治疗的耐药性［３５］。总体而言，ＰＨＢ可能与某些
化疗药物的耐药性有关，这表明ＰＨＢ在一定程度上会
影响化疗药物对癌症患者的治疗效果。

　　综上所述，本研究综合探讨了 ＰＨＢ在 ＤＴ中的各
方面特征，涵盖了基因表达、生存预后、肿瘤免疫微环

境、ＭＳＩ、ＴＭＢ、信号通路和药物敏感性等，并为ＰＨＢ在
调节肿瘤化疗抗性方面的潜在作用提供了新的见解。

尽管本研究通过ＲＴｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ证明胃癌和
结肠癌中ＰＨＢ高表达，并提示 ＰＨＢ能够用于预测肝
癌患者的预后，但还存在一些局限性。首先，分析的所

有ＤＴ病例的临床数据均来自公共数据库。其次，由
于条件的限制，只验证了ＰＨＢ在胃癌和结肠癌中的表
达。因此，需要进一步进行更多的临床病例研究、细胞

实验和动物实验证实本研究的结果。基于本研究的分

析结果和既往研究，有理由相信针对 ＰＨＢ在 ＤＴ的免
疫微环境中的潜在调控机制研究是有前景的，并值得

在未来的研究中进一步探索。
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