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摘要

 

目的

 

以基因表达数据库中已发表的芯片数据为基础，使用生物信息学方法筛选差异表达基因，以期发现与肺腺癌诊

断

 

／预后及耐药性相关的分子标志物。方法

 

对基因表达综合数据库（ＧＥＯ）中已发表的肺腺癌

 

ｍＲＮＡ芯片数据集

 

ＧＳＥ３２８６３
和肺腺癌耐药

 

ｍＲＮＡ芯片数据集

 

ＧＳＥ７７２０９进行差异表达分析；通过生物学功能注释、基因通路富集分析、蛋白质相互作用网
络分析等生物信息学方法发现和识别与差异表达基因相关的生物学功能和信号通路；在癌症基因组图谱（ＴＣＧＡ）肺腺癌数据
集中验证差异表达基因在正常肺组织和癌组织中的表达及对肺腺癌患者生存的影响；基于

 

ＣｅｌｌＭｉｎｅｒ跨数据库平台（ＣｅｌｌＭｉｎｅｒ

 

ＣＤＢ）中癌症药物敏感性基因组学数据集（ＧＤＳＣ），通过

 

Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析法分析差异表达基因与抗癌药物半数抑制浓度
（ＩＣ５０）之间的相关性。结果

 

共

 

７７个基因在肺腺癌组织和耐药细胞中显著性差异表达。差异表达基因主要富集到了微管、
外泌体、细胞周期、核受体的信号传导等癌症相关生物学过程。构建蛋白质相互作用（ＰＰＩ）网络筛选分子复合物子网络
（ＭＣＯＤＥ），其中
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Ｅ２Ｔ（ＵＢＥ２Ｔ）、驱

 

动

 

蛋

 

白

 

家

 

族

 

成

 

员

 

２０Ａ
（ＫＩＦ２０Ａ）、ＰＣＮＡ钳夹相关因子（ＫＩＡＡ０１０１）、垂体瘤转化基因１（ＰＴＴＧ１）和

 

ＮＩＭＡ相关激酶

 

２（ＮＥＫ２）。生存分析结果显示这
５个基因在肺腺癌组织和耐药细胞中均上调并与肺腺癌患者的不良预后显著相关。药敏分析结果提示高表达

 

ＰＴＴＧ１和
ＵＢＥ２Ｔ与包括紫杉醇、多烯紫杉醇在内的多种抗肿瘤药物的敏感性显著性相关。ＲＴＰＣＲ验证显示

 

ＰＴＴＧ１和

 

ＵＢＥ２Ｔ在

 

Ａ５４９
和

 

Ｈ３５８多烯紫杉醇耐药细胞（Ａ５４９ＴＸＲ和

 

Ｈ３５８ＴＸＲ）中高表达。结论

 

ＰＴＴＧ１和

 

ＵＢＥ２Ｔ具备成为肺腺癌耐药分子标志物
的潜能。
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ｍａｉｌ：ｈｅｌｌｏｗａｎｇｌｉｈｕｉ＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

　　肺癌是癌症死亡的主要原因。非小细胞肺癌
（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）在所有肺癌病
例中约占 ８５％。肺腺癌约占 ＮＳＣＬＣ的 ５５％。
ＮＳＣＬＣ发病率较高，早期患者一般无明显临床症状
或仅可见轻微症状，由于临床上缺乏高特异性的肺

癌诊断／预后标志物，导致大多数肺癌患者在确诊时
就已经是晚期并且发生转移，错过手术的最佳时

机［１］。紫杉烷类（紫杉醇、多烯紫杉醇）和铂类是治

疗ＮＳＣＬＣ重要的一线和二线药物。然而紫杉烷类
和铂类药物联用有效率仅为２０％ ～４０％，中位生存
期仅为８～１０个月。大部分患者在３～４个月内即
进入病情进展期，进展期后只有３０％ ～４０％患者有
机会接受二线化疗，可二线化疗的有效率却更不理

想［２］。化疗耐药是造成这一现象的主要原因，可见

寻找肺腺癌耐药相关分子标志物尤为迫切。本项研

究基于基因表达谱数据库筛选肺腺癌发生、发展和

耐药相关分子标志物，为阐明肺腺癌耐药分子机制

和逆转化疗耐药提供线索和方向。

１　材料与方法

１．１　已发表的芯片数据收集　ＧＳＥ７７２０９和
ＧＳＥ３２８６３芯片数据均来源于美国国立生物技术信
息中心（ＮａｔｉｏｎａｌＣｅｎｔｅｒｆｏｒＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙＩｎｆｏｒｍａ
ｔｉｏｎ，ＮＣＢＩ）的开源基因表达综合数据库（ｇｅｎｅｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎｏｍｎｉｂｕｓ，ＧＥＯ）（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．
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ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｅｏ／）。ＧＳＥ７７２０９为Ｄａｌｖｉｅｔａｌ［３］发表的包
括２对ＮＳＣＬＣ紫杉醇－卡铂耐药细胞系（亲本细胞
Ｈ１２９９、Ｈ１３５５及耐药细胞 Ｈ１２９９Ｔ１８、Ｈ１３５５Ｔ１６）
各３次重复的ＩｌｌｕｍｉｎａＨｕｍａｎＨＴ１２Ｖ４．０ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｂｅａｄｃｈｉｐ芯片测序结果。ＧＳＥ３２８６３为 Ｓｅｌａｍａｔｅｔ
ａｌ［４］公布的包括５８对肺腺癌癌组织和癌旁组织的
ＩｌｌｕｍｉｎａＨｕｍａｎＷＧ６ｖ３０ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｅａｄｃｈｉｐ芯片
测序结果。下载并获得原始细胞实验文件（ｃｅｌｌｅｘ
ｐｅｒｉｍｅｎｔｆｉｌｅ，ＣＥＬ）之后采用 ＲＭＡ算法（ｒｏｂｕｓｔ
ｍｕｌｔｉａｒｒａｙａｖｅｒａｇｅ，ＲＭＡ）将数据归一化用于之后
分析。

１．２　差异表达基因的筛选　以｜ｌｏｇ２（ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ）
｜≥１０且矫正后的 Ｐ＜００５为条件筛选肺腺癌患
者ＧＳＥ３２８６３数据库中差异表达的基因；以｜ｌｏｇ２
（ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ）｜≥０５且 Ｐ＜００５为条件筛选耐药
细胞 ＧＳＥ７７２０９数据库中差异表达基因。在
ＧＳＥ７７２０９和ＧＳＥ３２８６３中均差异表达的基因作为
备选基因。之后通过Ｃｌｕｓｔｅｒ３０软件进行聚类分析
并用ＴｒｅｅＶｉｅｗ软件对数据进行可视化。
１．３　蛋白质相互作用（ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ，
ＰＰＩ）网络构建　通过 ＳＴＲＩＮＧ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／
ｓｔｒｉｎｇｄｂ．ｏｒｇ）构建差异表达蛋白相互作用网络。通
过Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软件对ＰＰＩ网络数据进行可视化，通过
Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软件中的分子复合物子网络（ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｃｏｍｐｌｅｘ，ＭＣＯＤＥ）插件经 Ｋｍｅａｎｓ聚类算法对 ＰＰＩ
网络中蛋白进行再分类并筛选关键子网络。

１．４　生物学功能注释和基因通路富集分析　采用
Ｍｅｔａｓｃａｐｅ（ｈｔｔｐ：／／ｍｅｔａｓｃａｐｅ．ｏｒｇ／）［５］对共同差异表
达基因进行 ＧＯ功能分析（ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ
ａｎａｌｙｓｉｓ，ＧＯ）和Ｒａｃｔｏｍｅ信号通路富集分析。以 Ｐ
值对差异表达基因相关信号通路富集途径进行排

序，Ｐ≤００５视为显著富集。
１．５　差异表达基因的表达验证及患者生存分析　
通过癌症基因组图谱数据（ｔｈｅｃａｎｃｅｒｇｅｎｏｍｅａｔｌａｓ
ｄａｔａｂａｓｅ，ＴＣＧＡ）基因表达谱交互式分析可视化网站
（ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｆｉｌｉｎｇｉｎｔｅｒａｃｔｉｖｅａｎａｌｙｓｉｓ，ＧＥ
ＰＩＡ，ｈｔｔｐ：／／ｇｅｐｉａ．ｃａｎｃｅｒｐｋｕ．ｃｎ）［６］进行差异表达
基因验证和生存分析。筛选条件为肺腺癌数据集

（包括４８３例肺腺癌组织和３４７例癌旁组织），当同
时满足｜ｌｏｇ２（ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ）｜≥１且 Ｐ＜００５时为显
著性差异表达。使用ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存分析的Ｌｏｇ
Ｒａｎｋ法来检验目的基因在肺腺癌患者中的生存差
异，当 Ｌｏｇｒａｎｋ检验结果 Ｐ＜００５时差异有统计学
意义。从人类蛋白图谱数据库（ｈｕｍａｎｐｒｏｔｅｉｎａｔｌａｓ，

ＨＰＡ）［７］中获取差异表达蛋白的免疫组织化学信
息。

１．６　药物敏感性分析　通过 ＣｅｌｌＭｉｎｅｒＣＤＢ平台
（ＶＥＲＳＩＯＮ：１７）［８］，选用癌症药物敏感性基因组
学数据集（ｇｅｎｏｍｉｃｓｏｆｄｒｕｇｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｉｎｃａｎｃｅｒｐｏｒ
ｔａｌ，ＧＤＳＣ），其中药物敏感性数值以 －ｌｇ（ＩＣ５０）形式
进行分析；基因表达值选用 ＲＮＡｓｅｑ表达值，ｌｏｇ２
（ＦＰＫＭ＋１）形式进行分析；细胞样本选用肺癌细胞
集，通过Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析法和多元线性回归模型，
评估肺腺癌耐药核心基因与抗肿瘤药物化疗敏感性

之间的关系。

１．７　ＲＮＡ提取和 ＲＴＰＣＲ实验　采用 ＴＲＩｚｏｌ
Ｒｅａｇｅｎｔ（Ａｍｂｉｏｎ，Ｃａｔ．１５５９６）并根据试剂说明书提
取肺腺癌亲本细胞系 Ａ５４９、Ｈ３５８和肺腺癌多烯紫
杉醇耐药细胞系 Ａ５４９ＴＸＲ、Ｈ３５８ＴＸＲ中总 ＲＮＡ，
使用 ＨｉｇｈＣａｐａｃｉｔｙｃＤＮＡＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＫｉｔ
试剂盒（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｃａｔ．４３７４９６６）合成 ｃＤ
ＮＡ。采用试剂盒 ＰｏｗｅｒＵｐＴＭ ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，Ｃａｔ．Ａ２５７７７）配制 ｑＲＴ
ＰＣＲ反应体系，于ＡＢＩ７３００ＲＴＰＣＲ仪中检测，对结
果采用２－ΔΔＣＴ法分析，ＧＡＰＤＨ作为内参基因。ＰＣＲ
引物序列，ＰＴＴＧ１：Ｆｏｒｗａｒｄ（５′３′）ＡＴＧＡＡＴＧＣＧ
ＧＣＴＧＴＴＡＡＧＡＣＣＴＧ，Ｒｅｖｅｒｓｅ（５′３′）ＴＣＣＣＡＴＣＴＡ
ＡＧＧＣＴＴＴＧＡＴＴＧＡＡＧＧ；ＵＢＥ２Ｔ：Ｆｏｒｗａｒｄ （５′３′）
ＴＧＡＴＴＣＴＧＣＴＧＧＡＡＧＧＡＴＴＴＧＴＣＴＧ，Ｒｅｖｅｒｓｅ （５′
３′）ＣＡＧＴＴＧＣＧＡＴＧＴＴＧＡＧＧＧＡＴＧＧ。
１．８　统计学处理　通过 ＳＰＳＳ２００软件进行统计
学分析，ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８０软件作图，正态分布的
计量数据以 珋ｘ±ｓ表示，两组间比较采用Ｓｔｕｄｅｎｔｔ检
验，Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　发现和识别潜在的肺腺癌耐药分子标志物　
经过差异表达分析初步筛选，在 ＧＳＥ７７２０９数据集
（包括肺癌亲本细胞 Ｈ１２９９、Ｈ１３５５和耐药细胞
Ｈ１２９９Ｔ１８、Ｈ１３５５Ｔ１６）中共得到６２１个在耐药细
胞Ｈ１２９９Ｔ１８和Ｈ１３５５Ｔ１６中差异表达的基因。其
中与亲本细胞相比，在耐药细胞中共同高表达的基

因２８１个，共同低表达基因３４０个（图１Ａ、１Ｂ）。之
后对ＧＳＥ３２８６３（包括５８对癌旁正常组织和肺腺癌
癌组织）进行初步筛选，结果显示１４３８个基因差
异表达，其中肺腺癌组织中高表达基因５５４个，低表
达基因８８４个（图１Ｃ）。对 ＧＳＥ７７２０９和 ＧＳＥ３２８６３
中获得的差异表达基因取交集，结果显示共有２８个
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基因共同高表达，４９个基因共同低表达（图 １Ｄ）。
聚类分析结果显示，在肺腺癌组织和耐药细胞数据

集中共同差异表达的７７个基因均具有显著特异性
（图１Ｅ）。
２．２　共同差异表达基因的 ＧＯ分析和 Ｒｅａｃｔｏｍｅ
信号通路分析　通过 Ｍｅｔａｓｃａｐｅ在线分析工具进行
ＧＯ分析和 Ｒｅａｃｔｏｍｅ信号通路分析，结果显示在肺
腺癌组织和耐药细胞中共同差异表达基因主要参

与：单生物细胞过程、代谢过程的调节、细胞代谢过

程的调节、初级代谢过程的调节、调控大分子代谢过

程、负向调节生物过程、细胞过程的负调控、多细胞

生物发育、动物器官发育、细胞组成组织的调节（图

２Ａ）（均Ｐ＜００１）等生物学进程；主要与细胞质、细
胞外区域、细胞外的外泌体、细胞外囊泡、细胞外的

细胞器、细胞外空间、超分子纤维、超分子聚合物、微

管（图２Ｂ）（均Ｐ＜００１）等细胞组分相关；其主要分

图１　肺腺癌组织和耐药细胞中差异表达基因的鉴定

Ｆｉｇ．１　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓｉｎｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｃｈｅｍｏｒｅｓｉｓｔａｎｔｃｅｌｌｓ

　　Ａ：ＶｏｌｃａｎｏｐｌｏｔｒｅｆｌｅｃｔｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓｉｎＧＳＥ７７２０９（Ｈ１３５５：ｌｅｆｔａｎｄＨ１２９９：ｒｉｇｈｔ）；Ｂ：２８１ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄａｎｄ３４０ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａ

ｔｅｄｇｅｎｅｓｉｎｂｏｔｈＨ１３５５ａｎｄＨ１２９９ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｃｅｌｌｓｉｎＧＳＥ７７２０９；Ｃ：Ｖｏｌｃａｎｏｐｌｏｔｒｅｆｌｅｃｔｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓｉｎｎｏｒｍａｌｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓａｎｄ

ｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａｔｉｓｓｕｅｓｉｎＧＳＥ３２８６３；Ｄ：２８ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄａｎｄ４９ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｇｅｎｅｓｉｎｂｏｔｈＧＳＥ７７２０９ａｎｄＧＳＥ３２８６３ｄａｔｅｓｅｔｓ；Ｅ：Ｈｅａｔｍａｐｓ

ｓｈｏｗｉｎｇ７７ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓｆｒｏｍＧＳＥ７７２０９ａｎｄＧＳＥ３２８６３ｄａｔｅｓｅｔｓ．
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子功能为：蛋白结合、离子结合、阴离子绑定、同一蛋

白质结合、分子功能调节剂、酶调节剂活性、细胞外

基质结构成分、磷酸酶绑定、胶原蛋白绑定（图２Ｃ）
（均Ｐ＜００５）。ＲｅａｃｔｏｍｅＧｅｎｅＳｅｔｓ分析结果显示，
上调差异表达基因主要与止血、细胞周期、核受体的

信号传导、有丝分裂期、细胞外基质组织、ＭＨＣⅡ类
抗原呈递、雌激素受体调节信号、ＡＰＣ／Ｃ介导的细
胞周期蛋白降解、有丝分裂细胞周期的调节相关

（图２Ｄ）（均Ｐ＜００１）。
２．３　构建差异表达基因的编码蛋白相互作用网络
及关键基因筛选　对筛选所得的差异表达基因构建
ＰＰＩ网络（图３Ａ）。使用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ中的 ＭＣＯＤＥ插
件再分类分析ＰＰＩ网络中有重要功能的蛋白并进一
步筛选关键子网络。ＭＣＯＤＥ子网络中包括８个在
肺腺癌和耐药细胞中共同上调的基因：ＮＩＭＡ相关
激酶２（ＮＩＭＡｒｅｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ２，ＮＥＫ２）、极光激酶 Ａ
（ａｕｒｏｒａｋｉｎａｓｅＡ，ＡＵＲＫＡ）、垂体瘤转化基因１（ｐｉｔｕ
ｉｔａｒｙｔｕｍｏｒｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｅｎｅ１，ＰＴＴＧ１）、泛素偶联酶
Ｅ２Ｔ（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｃｏｎｊｕｇａｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅＥ２Ｔ，ＵＢＥ２Ｔ）、
ＰＣＮＡ钳夹相关因子（ＰＣＮＡｃｌａｍｐａｓｓｏｃｉａｔｅｄｆａｃｔｏｒ，
ＫＩＡＡ０１０１）、驱动蛋白家族成员２０Ａ（ｋｉｎｅｓｉｎｆａｍｉｌｙ

ｍｅｍｂｅｒ２０Ａ，ＫＩＦ２０Ａ）、微管蛋白 β２ＢＩＩｂ（ｔｕｂｕｌｉｎ
ｂｅｔａ２ＢｃｌａｓｓＩＩｂ，ＴＵＢＢ２Ｂ）、肌纤原发生调节剂 １
（ｍｙｏｆｉｂｒｉｌｌｏｇｅｎｅｓｉｓｒｅｇｕｌａｔｏｒ１，ＰＮＫＤ），２个为下调基
因：脑胶质瘤发病相关蛋白２（ＧＬＩｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｒｅｌａｔ
ｅｄ２，ＧＬＩＰＲ２）、棘皮类微管关联蛋白样 １（ｅｃｈｉｎｏ
ｄｅｒｍｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｌｉｋｅ１，ＥＭＬ１）。
对ＭＣＯＤＥ中１０个基因进行再次 ＧＯ富集分析，结
果显示这些基因主要与细胞周期进程调节、细胞应

激反应调节、细胞形态发生、微管、聚合细胞骨架纤

维相关（图３Ｂ）（均 Ｐ＜００１）。随后对 ＭＣＯＤＥ中
１０个基因在 ＴＣＧＡＬＵＡＤ数据集、肺腺癌样本
ＧＳＥ３２８６３数据集和耐药细胞样本 ＧＳＥ７７２０９数据
集中进行 Ｐｅａｒｓｏｎ相关性分析，结果显示，ＰＴＴＧ１、
ＫＩＡＡ０１０１、ＫＩＦ２０Ａ、ＡＵＲＫＡ、ＮＥＫ２、ＵＢＥ２Ｔ在 ２个
以上数据集中均呈正相关（图３Ｃ－３Ｅ）（Ｒ＞０５，Ｐ
＜００１），选取相关性最高的６个基因作为关键基因
进行下一步的分析。

２．４　耐药核心基因与肺腺癌预后　单因素方差分
析结果显示，在 ＴＣＧＡＬＵＡＤ数据集中 ＵＢＥ２Ｔ、
ＫＩＦ２０Ａ、ＫＩＡＡ０１０１、ＰＴＴＧ１和 ＮＥＫ２在癌组织中的
表达高于正常组织（图４Ａ）（Ｐ＜００５）。该结果与

图２　差异表达基因的ＧＯ分析和Ｒｅａｃｔｏｍｅ信号通路分析
Ｆｉｇ．２　ＧＯａｎａｌｙｓｉｓａｎｄＲｅａｃｔｏｍｅｇｅｎｅｓｅｔｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ

　　Ａ－Ｄ：Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ，ｃｅｌｌｕｌａｒｌｏｃａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ，ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄＲｅａｃｔｏｍｅｇｅｎｅｓｅｔｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆ７７ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ．
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图３　差异表达基因的ＰＰＩ网络构建及关键基因筛选

Ｆｉｇ．３　ＰＰＩｎｅｔｗｏｒｋｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎａｎｄｋｅｙｇｅｎｅｓｓｃｒｅｅｎｉｎｇｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ

　　Ａ：ＰＰＩｎｅｔｗｏｒｋｏｆ７７ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ；Ｂ：ＧＯａｎａｌｙｓｉｓｏｆＭＣＯＤＥｇｅｎｅｓ；Ｃ－Ｅ：Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｈｅａｔｍａｐｏｆｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｃｏｒｅｇｅｎｅｓｉｎ

ＴＣＧＡＬＵＡＤｄａｔａｓｅｔ，ＧＳＥ３２８６３ｄａｔａｓｅｔａｎｄＧＳＥ７７２０９ｄａｔａｓｅｔ；Ｒｅｄｓｑｕａｒｅｓ：ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ；Ｂｌｕｅｓｑｕａｒｅｓ：ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｒｒｅｌａ

ｔｉｏｎ；Ｗｈｉｔｅｓｑｕａｒｅｓ：ｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ；ＴｈｅｎｕｍｂｅｒｉｎｔｈｅｓｑｕａｒｅｉｓｔｈｅＲｖａｌｕｅ．

ＧＳＥ３２８６３基因芯片结果一致，且在 ＧＳＥ３２８６３数据
集中，与正常肺组织相比，ＵＢＥ２Ｔ、ＫＩＦ２０Ａ、ＫＩ
ＡＡ０１０１、ＰＴＴＧ１和 ＮＥＫ２在 Ｉ至Ⅳ期中均高表达
（图４Ｂ）（Ｐ＜００５）。ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存分析结果显
示，肺腺癌中 ＵＢＥ２Ｔ、ＫＩＦ２０Ａ、ＫＩＡＡ０１０１、ＰＴＴＧ１和
ＮＥＫ２基因高表达的患者 ＯＳ生存期缩短（图 ４Ｃ）
（总生存期，ＬｏｇｒａｎｋＰ＜００５），而 ＡＵＲＫＡ与肺腺
癌患者生存无显著相关性。随后在 ＨＰＡ数据库中
检测核心基因蛋白表达情况，除 ＵＢＥ２Ｔ、ＫＩＡＡ０１０１
和ＮＥＫ２在ＨＰＡ数据库无蛋白表达数据外，与正常
肺组织相比，ＫＩＦ２０Ａ和 ＰＴＴＧ１在肺癌组织中高表
达（图４Ｄ、４Ｅ）。以上结果提示ＵＢＥ２Ｔ、ＫＩＦ２０Ａ、ＫＩ
ＡＡ０１０１、ＰＴＴＧ１和 ＮＥＫ２在肺癌组织中高表达且与
不良预后相关，挑选上述５个基因作为耐药核心基
因。

２．５　耐药核心基因ＰＴＴＧ１和ＵＢＥ２Ｔ与肺癌化疗
药物敏感性相关　基于ＣＤＳＧ数据库对５个耐药核
心基因在１１９种化疗药物（其中包括６０种 ＦＤＡ认

证药物、５８种临床研究药物）中敏感性进行分析。
Ｐｅａｒｓｏｎ相关性分析结果显示，在４４株肺癌细胞系
中，药物敏感性与 ＰＴＴＧ１、ＵＢＥ２Ｔ、ＮＥＫ２、ＫＩＦ２０Ａ、
ＫＩＡＡ０１０１表达相关的药物分别为５９种、９３种、５０
种、２１种与１６种。其中ＰＴＴＧ１和ＵＢＥ２Ｔ的表达值
与紫杉醇（图５Ａ）（Ｐ＜００５）、多烯紫杉醇（图５Ｂ）
（Ｐ＜００５）的Ｌｇ（ＩＣ５０）值成显著性负相关。为评估
耐药核心基因对药物敏感性的响应是否是多基因

的，本研究针对高表达 ＰＴＴＧ１和 ＵＢＥ２Ｔ细胞敏感
的化疗药物进行了多元线性回归模型评估。结果显

示，ＰＴＴＧ１和ＵＢＥ２Ｔ表达值作为自变量预测得到的
药物敏感性数据与真实情况下ＢＲＡＦ抑制剂达拉非
尼（图５Ｃ）（Ｐ＜００５）和 ＭＥＫ抑制剂 ＣＩ１０４０（图
５Ｄ）（Ｐ＜００５）、ＲＤＥＡ１１９（瑞法替尼，Ｐ＜００５）
（图５Ｅ、５Ｆ）的药敏数据呈正相关。
２．６　ＰＴＴＧ１和ＵＢＥ２Ｔ在肺腺癌多烯紫杉醇耐药
细胞中表达的验证　采用ＲＴＰＣＲ在已有肺腺癌亲
本细胞Ａ５４９［ＩＣ５０＝（１６５±０３２）ｎｍｏｌ／Ｌ］、Ｈ３５８
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图４　耐药核心基因ＵＢＥ２Ｔ、ＫＩＦ２０Ａ、ＫＩＡＡ０１０１、ＰＴＴＧ１和ＮＥＫ２在肺腺癌中高表达并且与患者不良预后显著相关

Ｆｉｇ．４　ＵＢＥ２Ｔ，ＫＩＦ２０Ａ，ＫＩＡＡ０１０１，ＰＴＴＧ１ａｎｄＮＥＫ２ｗｅｒｅｈｉｇｈｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｉｎｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ

ａｎｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｐｏｏｒｐａｔｉｅｎｔｐｒｏｇｎｏｓｉｓ

　　Ａ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＵＢＥ２Ｔ，ＫＩＦ２０Ａ，ＫＩＡＡ０１０１，ＰＴＴＧ１ａｎｄＮＥＫ２ｉｎＴＣＧＡＬＵＡＤｄａｔａｓｅｔ；Ｂ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＵＢＥ２Ｔ，ＫＩＦ２０Ａ，ＫＩ

ＡＡ０１０１，ＰＴＴＧ１ａｎｄＮＥＫ２ｉｎＧＳＥ３２８６３ｄａｔａｓｅｔ；Ｃ：ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒｃｕｒｖｅｓａｎｄｌｏｇｒａｎｋｔｅｓｔｏｆＵＢＥ２Ｔ，ＫＩＦ２０Ａ，ＫＩＡＡ０１０１，ＰＴＴＧ１ａｎｄＮＥＫ２ｉｎＴＣ

ＧＡＬＵＡＤｄａｔａｓｅｔ；Ｄ，Ｅ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫＩＦ２０ＡａｎｄＰＴＴＧ１ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｌｕｎｇａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａａｎｄｎｏｒｍａｌｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｓ，ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｓｔａｉｎｉｎｇ
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［ＩＣ５０＝（１２６±０３１）ｎｍｏｌ／Ｌ］和耐药细胞 Ａ５４９
ＴＸＲ［ＩＣ５０＝（１８８５０±２１７０）ｎｍｏｌ／Ｌ］、Ｈ３５８ＴＸＲ
［ＩＣ５０＝（３３２８±４４７）ｎｍｏｌ／Ｌ］（图 ６Ａ）中检验了
ＰＴＴＧ１和 ＵＢＥ２Ｔ的表达。结果显示，与亲本细胞
Ａ５４９和 Ｈ３５８相比，多烯紫杉醇耐药细胞 Ａ５４９
ＴＸＲ和Ｈ３５８ＴＸＲ中ＰＴＴＧ１和ＵＢＥ２Ｔ高表达（Ｐ＜
００５）（图６Ｂ）。

３　讨论

　　在中国，肺癌发病率居恶性肿瘤首位，由于肺癌
早期患者一般无明显临床症状或仅可见轻微症状，

导致大部分患者在确诊时已属晚期，错过了手术治

疗的最佳时机。中晚期肺癌主要采用化疗药物联合

应用为主的治疗模式，但仍有６０％～８０％的患者不

图５　ＰＴＴＧ１和ＵＢＥ２Ｔ与化疗药物的敏感性分析

Ｆｉｇ．５　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆＰＴＴＧ１／ＵＢＥ２Ｔａｎｄｄｒｕｇｒｅｓｐｏｎｓｅ

　　Ａ：ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆＰＴＴＧ１／ＵＢＥ２Ｔｗｉｔｈｔｈｅｐａｃｌｉｔａｘｅｌｒｅｓｐｏｎｓｅｉｎｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓ；Ｂ：ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆＰＴＴＧ１／ＵＢＥ２Ｔｗｉｔｈｔｈｅｄｏｃｅｔａｘｅｌｒｅｓｐｏｎｓｅ

ｉｎｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓ；Ｃ－Ｆ：Ｃｌｕｓｔｅｒｉｍａｇｅｍａｐｏｆｔｈｅｍｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅａｎａｌｙｓｉｓｏｆｄａｂｒａｆｅｎｉｂ（Ｃ），ＣＩ１０４０（Ｄ）ａｎｄＲＤＥＡ１１９（ｒｅｍｉｆａｔｉｎｉｂ，Ｅ，Ｆ）ｒｅ

ｓｐｏｎｓｅｐｒｅｄｉｃｔｅｄｂｙｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＴＴＧ１ａｎｄＵＢＥ２ＴｉｎｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓｆｒｏｍｔｈｅＣｅｌｌＭｉｎｅｒＣＤＢｄａｔａｂａｓｅ．

图６　ＰＴＴＧ１和ＵＢＥ２Ｔ在肺腺癌多烯紫杉醇耐药细胞中的表达水平的验证

Ｆｉｇ．６　ＰＴＴＧ１ａｎｄＵＢＥ２Ｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｉｎｄｏｃｅｔａｘｅｌｒｅｓｉｓｔａｎｔｃｅｌｌｓ

　　Ａ：ＩＣ５０ｏｆｒｅｓｉｓｔａｎｔｃｅｌｌｓ／ｐａｒｅｎｔａｌｃｅｌｌｓ（Ａ５４９ＴＸＲ／Ａ５４９，Ｈ３５８ＴＸＲ／Ｈ３５８）ｔｏｄｏｃｅｔａｘｅｌｆｏｒ７２ｈｏｕｒｓ；Ｂ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＴＴＧ１ａｎｄ

ＵＢＥ２Ｔｉｎｐａｒｅｎｔａｌａｎｄｄｏｃｅｔａｘｅｌｒｅｓｉｓｔａｎｔｃｅｌｌｓ；Ｐ＜００５ｖｓＡ５４９ｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＨ３５８ｇｒｏｕｐ．
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能从中获益。肿瘤细胞耐药是许多患者治疗失败的

主要原因，并且存活的耐药细胞将进展为恶性程度

更高的癌细胞［９］。可见筛选与肺癌耐药相关的基

因及有关通路，寻找潜在的生物标志物，对于肺癌治

疗具有十分重要的意义［１０］。

　　本研究对肺腺癌组织及耐药细胞数据库进行生
物信息学分析，共筛选出７７个在肺腺癌组织和耐药
细胞中共同差异表达的基因。之后构建ＰＰＩ蛋白网
络进而筛选 ＭＣＯＤＥ关键子网络，ＭＣＯＤＥ中包括８
个在肺腺癌和耐药细胞中上调基因：ＮＥＫ２、ＡＵＲ
ＫＡ、ＰＴＴＧ１、ＵＢＥ２Ｔ、ＫＩＡＡ０１０１、ＫＩＦ２０Ａ、ＴＵＢＢ２Ｂ、
ＰＮＫＤ，２个下调基因：ＧＬＩＰＲ２、ＥＭＬ１。ＧＯ分析结果
显示关键子网络中基因主要与细胞周期进程调节、

细胞应激反应调节、细胞形态发生、微管、聚合细胞

骨架纤维相关。相关性分析结果显示 ＰＴＴＧ１、ＫＩ
ＡＡ０１０１、ＫＩＦ２０Ａ、ＡＵＲＫＡ、ＮＥＫ２和 ＵＢＥ２Ｔ在肺腺
癌组织和耐药细胞数据集中呈正相关。ＴＣＧＡ数据
库中验证结果显示 ＰＴＴＧ１、ＫＩＡＡ０１０１、ＫＩＦ２０Ａ、
ＮＥＫ２和 ＵＢＥ２Ｔ在肺腺癌组织中高表达且与肺腺
癌不良预后显著相关，挑选上述５个基因作为耐药
核心基因。基于ＣＤＳＧ数据库对５个耐药核心基因
进行药物敏感性分析，发现耐药核心基因中 ＰＴＴＧ１
和ＵＢＥ２Ｔ的表达值与紫杉醇、多烯紫杉醇的药物敏
感性相关。体外验证显示 ＰＴＴＧ１和 ＵＢＥ２Ｔ在多烯
紫杉醇耐药细胞 Ａ５４９ＴＸＲ和 Ｈ３５８ＴＸＲ中显著性
高表达，提示 ＰＴＴＧ１和 ＵＢＥ２Ｔ具备成为耐药相关
分子标志物的潜能。

　　垂体肿瘤转化基因 １（ｐｉｔｕｉｔａｒｙｔｕｍｏｒｔｒａｎｓｆｏｒ
ｍｉｎｇｇｅｎｅ１，ＰＴＴＧ１）作为调控蛋白在染色体稳定
性、ｐ５３信号通路和 ＤＮＡ损伤修复中起重要作用。
研究［１１］表明，ＰＴＴＧ１在包括肺癌、乳腺癌、前列腺
癌、肝癌、肾癌在内的多种癌症中高表达并与患者不

良预后显著相关。ＰＴＴＧ１可作为癌基因促进肿瘤细
胞增殖、侵袭、转移和治疗抵抗。ＰＴＴＧ１通过调控细
胞周期促进乳腺癌进展，并与他莫昔芬耐药呈正相

关。靶向阻断 ＰＴＴＧ１和 ＴＧＦβ１／ＳＭＡＤ３通路可改
善肺腺癌肿瘤微环境中的免疫抑制，增强单次高剂

量电离辐射治疗诱导的全身抗肿瘤免疫应答［１２］。

ＰＴＴＧ１、ＥＳＰＬ１和 ＰＴＴＧ１ＩＰ基因表达模式可作为用
药指标，用于预测酪氨酸激酶抑制剂对慢性髓性白

血病患者的治疗效果［１３］。有研究表明 ＰＴＴＧ１在肺
腺癌中异常高表达，高表达 ＰＴＴＧ１可抑制 ＴＧＦβ１／
ＳＭＡＤ３信号通路进而促进肺癌细胞的生长和侵袭。
　　ＵＢＥ２Ｔ在多种肿瘤中（肝细胞癌、胆囊癌和胃

癌等）显著性高表达，且与肿瘤转移及患者不良预

后相关。ＵＢＥ２Ｔ通过泛素化途径介导ＲＰＬ６降解促
进胶质母细胞瘤增殖、侵袭和转移［１４］。ＵＢＥ２Ｔ可促
进肺腺癌细胞增殖、迁移、侵袭，其机制与促进癌细

胞上皮－间充质转化及自噬相关［１５］。此外，ＵＢＥ２Ｔ
还具备成为癌症放化疗分子标志物的潜能。ＵＢＥ２Ｔ
通过诱导上皮 －间充质转化，通过泛素化介导
ＦＯＸＯ１降解，进而促进 ＮＳＣＬＣ细胞辐射抗性。高
表达ＵＢＥ２Ｔ可通过转录激活核糖核苷酸还原酶１／
２（ＲＲＭ１／２）重塑嘧啶代谢，促进嘧啶生物合成，最
终导致胰腺癌吉西他滨耐药［１６］。可见 ＰＴＴＧ１和
ＵＢＥ２Ｔ高表达不但与紫杉醇类药物敏感性相关，更
与其他化疗药物敏感性相关。之后本研究对高表达

ＰＴＴＧ１和ＵＢＥ２Ｔ细胞可能敏感的化疗药物进行了
综合评估。除紫杉醇类药物之外，ＰＴＴＧ１和 ＵＢＥ２Ｔ
还具备成为新型靶向制剂达拉非尼、ＣＩ１０４０和瑞法
替尼药物敏感性评价指标的潜能。
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０２０－００１６１－７．

［１２］ＣｈｅｎＺ，ＣａｏＫ，ＨｏｕＹ，ｅｔａｌ．ＰＴＴＧ１ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｅｎｈａｎｃｅｓｒａｄｉ
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ＴＦＥＢ自噬途径在利福平所致肝损伤中的作用及其机制
徐红梅，宋育林

（安徽医科大学第一附属医院消化内科，合肥　２３０００１）

摘要　目的　探究转录因子ＥＢ（ＴＦＥＢ）自噬途径在利福平所致肝损伤中的作用及其可能机制。方法　将４０只６～８周龄的
Ｃ５７／ＢＬ６雄性小鼠随机分为五组：对照组、模型组、ＴＦＥＢ低剂量激动剂组、ＴＦＥＢ高剂量激动剂组、自噬激动剂组，每组８只。
除对照组外，其余四组每天给予利福平２００ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）灌胃；ＴＦＥＢ激动剂在给予利福平后１ｈ腹腔注射，低剂量为２０ｍｇ／
ｋｇ，高剂量为５０ｍｇ／ｋｇ，连续７ｄ；自噬激动剂在第１天给予利福平前６ｈ予１０ｍｇ／ｋｇ灌胃。造模７ｄ后结束实验。实验通过
检测肝功能指标和肝脏病理学变化来评估肝损伤程度，采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ定量分析肝脏细胞核／肝组织中总的ＴＦＥＢ、螯合体１
（ｐ６２）、微管相关蛋白轻链３（ＬＣ３）、苄氯素１（Ｂｅｃｌｉｎ１）、钠离子 －牛磺胆酸钠共转运多肽（ＮＴＣＰ）、胆盐输出泵（ＢＳＥＰ）的水
平。结果　与对照组相比，模型组小鼠血清丙氨酸氨基转移酶（ＡＬＴ）、天冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）、总胆红素（ＴＢＩＬ）、直接胆
红素（ＤＢＩＬ）以及总胆汁酸（ＴＢＡ）的水平升高，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），肝脏出现明显病理变化；与模型组相比，ＴＦＥＢ
激动剂高剂量、低剂量和自噬激动剂组小鼠上述指标降低（Ｐ＜００５）；与ＴＦＥＢ激动剂低剂量组相比，高剂量组小鼠上述指标
降低（Ｐ＜００５）。对照组ＴＦＥＢ入核比例为（１０±０１０），模型组降至（０６±００５）（Ｐ＜００５），ＴＦＥＢ低剂量激动剂组恢复至
（０８±００８），高剂量激动剂组提高至（０９±００７），自噬激动剂组为（０７±００６）（Ｐ＜００５）。与对照组相比，模型组小鼠肝
脏ＮＴＣＰ和ＢＳＥＰ的表达水平降低（Ｐ＜００５），在ＴＦＥＢ低剂量和高剂量激动剂组中，ＮＴＣＰ和 ＢＳＥＰ表达有所恢复，自噬激动
剂组ＮＴＣＰ和ＢＳＥＰ表达也提高（Ｐ＜００５）。与对照组相比，模型组小鼠肝脏组织中ＴＦＥＢ、ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ和Ｂｅｃｌｉｎ１的蛋白
表达水平明显降低（Ｐ＜００５），而ｐ６２的蛋白表达水平明显升高（Ｐ＜００５）。与模型组相比，ＴＦＥＢ激动剂高剂量组、低剂量组
和自噬激动剂组小鼠肝脏组织中ＴＦＥＢ、ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ和Ｂｅｃｌｉｎ１的蛋白表达水平有所升高（Ｐ＜００５），而ｐ６２的蛋白表达水
平有所降低（Ｐ＜００５）。结论　ＴＦＥＢ通过激活自噬途径可改善利福平所致的肝损伤，主要机制可能与上调ＮＴＣＰ和ＢＳＥＰ的
表达有关。
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　　利福平是一线抗结核药物之一，目前认为其所
致的肝损伤主要与胆汁淤积、内质网应激和肝脏脂

质沉积有关［１］。但确切机制尚不清楚。有研究［２］

表明，异烟肼和利福平合用可导致肝损伤中自噬水

平下降。细胞内部的自噬，对于细胞稳态的维持起
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