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[摘 要] 目的：探究母胚亮氨酸拉链激酶（MELK）在胰腺癌组织中的表达、功能及临床意义。方法：通过生物信息学方法分

析MELK在胰腺癌中的表达情况并预测MELK在影响胰腺癌发生发展中可能的分子机制。回顾性分析45例在兰州大学第一医

院接受手术治疗的胰腺癌患者的临床资料，采用免疫组化法检测胰腺癌组织和癌旁正常组织中的MELK表达水平，分析其与患

者临床病理特征的关系；通过门诊就诊记录及电话随访收集患者的术后复发时间，探究MELK表达与术后复发时间的关系。结

果：MELK的mRNA在胰腺癌组织中呈高表达并与患者总生存率和术后复发时间相关；多因素Cox分析结果表明MELK基因可

作为胰腺癌患者的独立预后因素。功能分析表明MELK参与多个癌症相关功能通路，与胰腺癌致病分子正相关。免疫组化结果

表明，MELK在胰腺癌组织中的表达明显高于癌旁正常组织。MELK在胰腺癌组织中的表达与肿瘤大小相关。结论：胰腺癌组

织中MELK基因呈高表达且和预后相关，MELK在胰腺癌的进展中发挥作用，有望成为胰腺癌诊治的潜在生物标记物和治疗靶点。
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[Abstract] Objective: To investigate the expression, function and clinical significance of maternal leucine zipper kinase (MELK) in

pancreatic cancer. Methods: The expression of MELK in pancreatic cancer was analyzed and the possible molecular mechanism of

MELK in pancreatic cancer was predicted by bioinformatics. The clinical data of 45 patients with pancreatic cancer undergoing surgical

treatment in the First Hospital of Lanzhou University were retrospectively analyzed. Immunohistochemistry was used to explore the

MELK expression levels in pancreatic cancer tissues and normal para-cancerous tissues, and its relationship with clinical pathological

characteristics was also analyzed. The postoperative recurrence time of patients was collected through outpatient records and telephone

follow-up to explore the relationship between MELK expression and postoperative recurrence time. Results: MELK mRNA was highly

expressed in pancreatic cancer tissues and correlated with the overall survival rate and postoperative recurrence time. Multivariate Cox

analysis showed that the MELK gene could be used as an independent prognostic factor in patients with pancreatic cancer. Functional

enrichment suggests that MELK is involved in multiple cancer-related functional pathways and is positively correlated with the

pathogenic molecules of pancreatic cancer. Immunohistochemistry results showed that MELK in pancreatic cancer tissues was

significantly higher than that in adjacent normal tissues. The expression of MELK in pancreatic cancer tissues was correlated with

tumor size. Conclusion: The MELK gene is highly expressed in pancreatic cancer tissues and is associated with patients’prognosis.

MELK plays a role in the progression of pancreatic cancer and is expected to become a potential biomarker and therapeutic target of

pancreatic cancer.
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胰腺癌是一种起病隐匿、发展迅速、预后不良的

消化系统肿瘤，超过 80%的患者诊断时就失去了手

术治疗的机会[1]。目前胰腺癌的发病率和死亡率呈

上升趋势，国家癌症中心数据证实，胰腺癌占我国癌

症相关死亡率的第6位[2]。虽然胰腺癌相关研究在近

年来取得进展，但早期诊断与预测预后仍然是目前

胰腺癌的主要临床问题所在。

母 胚 亮 氨 酸 拉 链 激 酶（maternal embryonic

leucine zipper kinase，MELK）是一种丝-苏氨酸蛋白
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激酶，主要参与细胞周期调控、干细胞自我调节和胚

胎发育等过程[3-4]。人类 MELK 基因定位于染色体

9p13.2，在恶性肿瘤组织中高表达[5]。作为一种重要

的肿瘤驱动基因，MELK在肿瘤细胞的细胞周期和增

殖调节中发挥着重要作用，与患者的不良预后相

关[6]。然而，MELK在胰腺癌中的表达、潜在生物学

功能和与病理学特征之间的关系尚未明确。本文探

究MELK基因在胰腺癌组织中的表达情况及其与患

者预后的关系，分析其与患者临床病理特征的关联，

寻找MELK在胰腺癌中的潜在生物学功能，旨在为胰

腺癌的早期诊断、预测预后和靶向治疗提供新思路。

1 材料与方法

1.1 临床资料及免疫组化染色

选择兰州大学第一医院经手术切除且术后病理

诊断为胰腺癌及其癌旁正常组织蜡块 45例，其中男

性 25 例，女性 20 例。收集患者基本信息及病理资

料，包括性别、年龄、术前CA19-9、肿瘤大小、肿瘤分

期、淋巴结转移、P53表达、血管内癌栓和神经侵犯情

况。肿瘤分期以美国癌症协会第八版为标准[7]。通

过门诊就诊记录及电话随访收集患者的术后复发时

间（手术切除到疾病复发或死亡的时间），随访截止

时间2021年5月31日。本研究经兰州大学第一医院

伦理委员会批准。

手术标本经10%福尔马林固定，石蜡包埋后连续

切片，在60 ℃下烘烤。切片在二甲苯和乙醇中脱蜡。

清水中冲洗后用磷酸缓冲盐溶液（PBS）冲洗3次，加入

抗原修复液热修复2次，每次5 min。加入内源性过氧

化物酶阻断剂浸泡10 min。每张切片滴加血清封闭液，

放入37 °C恒温箱中20 min。取出载玻片，擦干组织周

围的血清后加入MELK抗体（美国Proteintech Group公

司，1∶50~1∶500），在4 ℃下孵育过夜。将切片放入PBS

中洗3次后加入生物素二抗，置于37 °C恒温箱中30 min。

用二氨联苯胺试剂盒进行显色反应，中性树胶封片后

晾干，在显微镜下进行观察。

每个切片随机选取5个视野，在双盲条件下根据

阳性细胞所占比例以及阳性细胞染色强度判定结

果。A：按阳性细胞比例记分，阳性细胞比例<33%为

1分，阳性细胞比例 33%~66%为2 分，阳性细胞数

>66%为 3分。B：按细胞显色强度记分，无阳性反应

细胞为0分，低度染色（浅黄色）为1分，中度染色（棕

黄色）为 2分，中高度染色（棕褐色）为 3分。表达情

况由积分数=A×B判断，分数范围为0~9分。结果0~

3分为MELK低表达；4~9分为MELK高表达。

1.2 数据库信息下载与整理

从癌症基因组图谱（the cancer genome atlas，

TCGA，https://cancergenome.nih.gov）数据库和基因

型 组 织 表 达（Genotype-Tissue Expression，GTEx，

www.gtexportal.org）数据库下载胰腺癌和正常胰腺组

织的mRNA表达谱数据共 350例（正常组织 171例，

癌组织 179 例），同时下载其临床信息，使用 R 软件

（3.6.3）和Perl语言处理数据，最终获得178例信息完

整的胰腺癌组织样本，根据MELK基因表达的中位

值分为高表达组（N1=89）和低表达组（N2=89）。下载

基因表达综合数据库（Gene Expression Omnibus，

GEO，https://www. ncbi. nlm. nih. gov/geo/）GSE28735

芯片（正常45例，胰腺癌45例）和GSE62452（正常61

例，胰腺癌69例）芯片中的数据用于验证TCGA数据

库的结果。

1.3 功能富集分析

应用 STRING数据库（https://cn.string-db.org）得

到与MELK相关的PPI互作网络[8]。采用基因集富集

分 析（Gene Set Enrichment Analysis，GSEA）软 件

（4.0.3）得出MELK参与的生物学过程和潜在的信号

通路[9]。显著富集需满足：P<0.05且错误发现率<0.2。

使用R软件的“ggplot2”包进行可视化。

1.4 统计学处理

采用R软件（3.6.3）和SPSS 21.0对数据进行统计

学分析。Wilcoxon检验用于分析胰腺癌组织和正常

组织的MELK表达差异；Log-rank检验分析胰腺癌患

者的总体生存率（overall survival，OS）和无病生存率

（disease free survival，DFS），单因素Cox回归分析影

响胰腺癌患者预后的因素，并将P<0.1的变量纳入多

因素分析，计算风险比（hazard ratio，HR）及其95%置

信区间（confidence interval，CI）；Spearman相关性分

析计算相关系数 r值，分析MELK与其他分子的相关

性；χ２检验或Fisher精确概率法分析临床病理特征与

MELK表达之间的相关性。以P<0.05或P<0.01表示

为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 基于生物信息学的胰腺癌MELK表达差异分析

TCGA和GTEx 数据库联合分析得出胰腺癌

组织 MELK 的 mRNA 表达显著高于癌旁正常组织

（P<0.001）（图 1A）。GSE28735芯片和GSE62452芯

片验证后得到与TCGA数据库的表达情况一致的结

果（均P<0.001）（图1B，1C）。

2.2 胰腺癌组织中MELK的表达验证

免疫组化验证结果显示 MELK 在胰腺癌组织

中高表达，在癌旁正常组织中低表达；评分定量

分析表明胰腺癌组显著高于正常组织组（P<0.001，

图2）。
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2.3 MELK基因表达与胰腺癌患者临床病理特征的关系

进一步比较MELK高、低表达与患者临床病理

特征的关系，结果表明MELK的表达水平与肿瘤大

小（P=0.044）相关（表1）。

***P<0.001

图1 MELK mRNA在胰腺癌组织中的表达

***P<0.001

A：胰腺癌组织中MELK表达情况；B：癌旁正常组织中MELK表达情况；C：胰腺癌组织与癌旁正常组织免疫组化染色评分比较

图2 免疫组化验证MELK在胰腺癌组织中的表达情况

表1 胰腺癌组织中MELK表达与患者临床病理特征的关系[n(%)]

临床病理参数

性别

男

女

年龄/岁

<65

≥65

CA19-9/（U·ml–1）

<1 000

≥1 000

肿瘤直径/cm
≤2
>2
肿瘤分期

Ⅰ+Ⅱ
Ⅲ+Ⅳ
淋巴结转移

无

有

P53表达

阳性

阴性

血管内癌栓

有

无

神经侵犯

有

无

n

25

20

28

17

37

8

14
31

39
6

21
24

28
17

13
32

32

13

高表达组（N1=26）

15（57.7）

11（42.3）

15（57.7）

11（42.3）

22（84.6）

4（15.4）

5（19.2）
21（80.8）

21（80.8）
5（19.2）

11（42.3）
15（57.7）

17（65.4）
9（34.6）

8（30.8）
18（69.2）

17（65.4）

9（34.6）

低表达组（N2=19）

10（52.6）

9（47.4）

13（68.4）

6（31.6）

15（78.9）

4（21.1）

9（47.4）
10（52.6）

18（94.7）
1（5.3）

10（52.6）
9（47.4）

11（57.9）
8（42.1）

5（26.3）
14（73.7）

15（78.9）

4（21.1）

χ２

0.114

0.538

/

4.055

/

0.470

0.262

0.106

0.983

P

0.736

0.463

0.704*

0.044

0.222*

0.493

0.609

0.745

0.321

CA19-9：糖类抗原19-9；* 2个单元格期望值<5，采用Fisher精确概率法
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2.4 胰腺癌患者MELK表达与预后的关系

基于TCGA数据库对 178位胰腺癌患者进行生

存分析，如图 3A 所示，MELK 高表达组中位 OS 为

17.7个月，低表达组中位OS为22.8个月，差异具有统

计学意义（P=0.015）。多因素Cox回归分析结果显示

MELK高表达是影响胰腺癌患者预后的独立危险因

素（表2）。

对45位患者术后复发时间进行随访，排除随访数

据不完整病例；结果显示MELK高表达组和低表达组

之间的DFS差异具有统计学意义（P=0.047，图3B）。

图3 不同MELK表达水平胰腺癌患者OS（A）和DFS（B）的Kaplan-Meier曲线

表2 TCGA数据库中胰腺癌患者预后影响因素的Cox回归分析

因素

年龄

性别

组织学分级

T分期

N分期

M分期

MELK

单因素Cox分析

HR

0.089

1.290

1.538

2.023

2.154

0.756

1.567

95% CI

0.537-1.219

0.854-1.948

0.996-2.376

1.072-3.816

1.282-3.618

0.181-3.157

1.219-2.014

P

0.311

0.227

0.052

0.030

0.004

0.701

<0.001

多因素Cox分析

HR

1.238

1.275

2.016

1.427

95% CI

0.795-1.926

0.643-2.527

1.162-3.498

1.083-1.880

P

0.344

0.487

0.013

0.012

HR：风险比；CI：置信区间

2.5 功能富集分析

应用 STRING 数据库得到 MELK 的 PPI 互作网

络（图 4A），筛选与MELK显著相关的 10个分子，分

别 是 BUB1、CCNB2、CDC20、CDK1、DLGAP5、

FOXM1、NCAPG、PBK、TOP2A和TPX2。如图4B所

示，MELK与十个显著相关互作基因表达量均呈正相

关（均P<0.001）。

GSEA分析结果显示，MELK主要参与胰腺癌进

程中的 P53 信号通路、P53 下游通路、P53 基因的稳

定、细胞周期调控、细胞周期G1到 S期调控以及甘/

丝/苏氨酸的代谢过程。

2.6 MELK与胰腺癌靶向治疗分子靶点的相关性

由TCGA数据库下载胰腺癌致病分子及免疫靶

点KRAS、EGFR和CD274的表达量，与MELK的表

达量进行相关性分析。结果显示，胰腺癌中MELK

表达量与KRAS、EGFR和CD274的表达量显著正相

关（均P<0.001）。

3 讨 论

胰腺癌患者的5年生存率不到10%，预计将成为

癌症相关死亡的第二大病因，大多数胰腺癌患者在

确诊时由于局部进展和远处转移而无法行外科手术

治疗[10-11]。糖类抗原 19-9（CA19-9）是胰腺癌最常用

的诊断和预后指标，但在胰腺炎和其他胃肠道肿瘤

疾病中，CA19-9也会异常升高[12]。因此，新的生物标

志物有助于早期诊断胰腺癌、预测胰腺癌患者预后，

并为免疫靶向治疗提供新思路。

MELK是一种细胞周期依赖性蛋白激酶，属于KIN1/

PAR-1/MARK家族，1998年Heyer等人首次报道分离出

MELK cDNA，并证明其在卵细胞和早期胚胎发育的信

号转导过程中发挥作用[3]。MELK在肿瘤组织中高表

达，与患者不良预后相关，例如肺腺癌组织中MELK高
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表达，且与患者OS（HR=1.5，P<0.01）和DFS（HR=1.6，

P=0.038）显著相关[4]。WANG等[13]研究表明，MELK的

高表达与乳腺癌的高组织学分级和发生转移密切相关，

MELK可以作为预测乳腺癌患者转移和OS的预后指标。

本研究与上述结果一致，MELK在胰腺癌组织高表达，

提示患者不良预后，并且从临床病理学角度得出MELK

表达量与胰腺癌的关系。

***P<0.001

A：MELK相关分子的PPI互作网络；B：MELK与其互作基因的共表达热图

图4 MELK相关基因的功能网络

图5 GSEA分析MELK相关富集基因集

图6 MELK与胰腺癌免疫治疗靶点的相关性
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MELK基因在癌细胞的增殖和发育中起着至关

重要的作用，已经成为癌症治疗的潜在基因靶点[14]。

在乳腺癌中，MELK 是 miRNA-145-3p 的靶基因，

MELK可以通过NF-κB通路增加 lncRNA-PCDHB17P

的启动子活性和表达，驱动乳腺癌的转移和血管生

成，MELK有望成为抑制乳腺癌新生血管形成的潜在

免疫治疗靶点[15]。MELK基因也在胶质母细胞瘤的

增殖中起重要作用，MELK靶向抑制剂显著抑制了胶

质母细胞瘤的细胞增殖、集落形成、侵袭和迁移过

程，诱导肿瘤细胞周期阻滞在G2/M期；体内试验中

MELK靶向抑制剂还可以有效延长荷瘤小鼠的生存

期，抑制小鼠肿瘤细胞的生长[16]。此外，MELK抑制

剂OTSSP可以诱导卵巢癌细胞停滞于G2/M期，抑制

癌细胞增殖、集落形成和生长，导致癌细胞凋亡；经

OTSSP处理的卵巢癌细胞中多聚ADP-核糖聚合酶

裂解增多，证明其靶向 MELK 诱导了癌细胞的凋

亡[5]。本研究结果表明 MELK 参与细胞周期调控、

P53信号通路和氨基酸代谢等一系列生物学功能通

路，探究了MELK在胰腺癌细胞和分子层面上的潜

在机制，为靶向胰腺癌患者MELK的免疫治疗提供

了理论依据。

本研究的共表达分析结果显示，MELK基因表达

与 BUB1、CCNB2、CDC20、CDK1、DLGAP5、FOXM1、

NCAPG、PBK、TOP2A 和 TPX2 显 著 正 相 关 。

CCNB2、CDC20和CDK1都是细胞周期调控相关基

因[17-19]。在胰腺癌细胞中，过表达的CDC20可增强胰

腺癌细胞的增殖和侵袭能力，抑制CDC20可以促进

胰腺癌细胞的凋亡，诱导细胞周期阻滞，延缓其侵

袭[20]。此外，CDK1也在胰腺癌组织中高表达，且与

胰腺癌患者的不良预后相关[21]。基于这些分析推测，

MELK与上述基因共表达，可能参与了胰腺癌细胞周

期的调控，促进了胰腺癌细胞的增殖。

随着基因测序和多组学研究的开展，胰腺癌的

治疗模式正在逐渐向靶向治疗方向发展[22]。目前

KRAS抑制剂（如AMG 510）、EGFR抑制剂（如厄洛

替尼）等都在胰腺癌治疗中展现出良好的疗效[23,24]。

基于生物信息学的分析可以得出MELK在胰腺癌中

的表达与KARS、EGFR和CD274呈正相关，提示靶

向 MELK 可能提高上述靶点抑制剂在胰腺癌中的

疗效。

综上所述，在胰腺癌组织中MELK高表达，参与

多种生物学功能，并且与患者的不良预后相关。精

准医疗是目前胰腺癌的研究热点，旨在针对特定的

患者采用个体化的诊断方法和治疗措施；基因检测

和分子靶向治疗为实体肿瘤的研究提供了方向，胰

腺癌的治疗也从单纯化疗进展到靶向免疫治疗。未

来需要对胰腺癌中MELK基因进行更深入的研究，

进一步了解MELK基因在胰腺癌中参与的生物学行

为和调控途径，从而可以通过基因检测早期诊断胰

腺癌，发现胰腺癌治疗的新靶点。
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