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[摘 要] 目的：探讨核因子κB抑制因子a（NFKBIA）表达与皮肤黑色素瘤（SKCM）患者预后及其与肿瘤微环境免疫浸润的相

关性。方法：利用GEPIA2数据库分析正常皮肤和SKCM组织中NFKBIA的表达差异，GEPIA2和Ualcan数据库分析NFKBIA与

SKCM预后关系，TIMER和TISIDB数据库分析NFKBIA与SKCM中TIL和免疫调节基因的关系。选用TISCH和CancerSEA数

据库从单细胞水平分析NFKBIA与SKCM细胞亚群及其相关的功能状态关联性。选取湖北省荆门市第二人民医院保存的14例

SKCM 患者的石蜡组织标本，通过免疫组织化学染色法验证 SKCM 组织和癌旁组织中 NFKBIA 蛋白的表达水平。结果：
NFKBIA在SKCM组织中呈低表达，并且低表达的SKCM患者预后差（P<0.05）。NFKBIA表达与B细胞、CD8+ T细胞、CD4+ T细

胞、巨噬细胞、中性粒细胞和DC浸润水平呈正相关关系（均P<0.01）。NFKBIA表达与SKCM中TIL丰度和免疫调节基因呈正相

关关系（均P<0.01）。NFKBIA在SKCM单细胞免疫细胞中表达，且与肿瘤微环境中细胞分化和炎症呈正相关关系（R=0.28、0.23，

均P<0.05）。免疫组织化学染色结果证实，NFKBIA 蛋白在SKCM 组织中阳性表达率显著低于癌旁组织（35.71% vs 85.71%，

P<0.05）。结论：NFKBIA在SKCM组织中呈低表达，与SKCM免疫细胞浸润相关，可作为SKCM预后的标志物及治疗靶点。
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[Abstract] Objective: To evaluate the association between the expression of NF-kB inhibitor alpha (NFKBIA) gene and the prognosis

and immune infiltration of the tumor microenvironment in patients with skin cutaneous melanoma (SKCM). Methods: GEPIA2

database was used to analyze the differential expression of NFKBIA in SKCM tissues and normal skin tissues. GEPIA2 and Ualcan

databases were utilized to analyze the association between NFKBIA expression and SKCM prognosis. TIMER and TISIDB were used

to investigate the correlation between NFKBIA and tumor-infiltrating lymphocytes (TIL) and immune regulator genes in SKCM. The

association between NFKBIA and subsets of SKCM cells as well as their functional states were analyzed at single-cell level in TISCH

and Cancer SEA databases. The paraffin embedded tissues from 14 SKCM patients preserved in Jingmen No.2 People′s Hospital were

obtained for this study, and immunohistochemical staining was used to detect the NFKBIA protein expression in SKCM tissues and

para-cancerous tissues. Results: NFKBIA was lowly expressed in SKCM tissues, and SKCM patients with low NFKBIA expression

had a poor prognosis (P<0.05). NFKBIA expression level was positively correlated with the infiltration of B cells, CD8+ T cells, CD4+ T

cells, macrophages, neutrophils and dendritic cells (all P<0.01). What's more, the expression of NFKBIA was positively correlated with

TIL abundance and immunoregulatory genes (all P<0.01). NFKBIA was expressed in SKCM immune cells and positively correlated

with cell differentiation and inflammation in tumor microenvironment (R=0.28, 0.23, all P<0.05). Immunohistochemical staining results

demonstrated that the protein expression of NFKBIA was significantly lower in SKCM tissues than that in para-cancerous tissues

(35.71% vs 85.71%, P<0.05). Conclusions: NFKBIA has a low expression in SKCM tissues, and it is correlated with immune

infiltration in SKCM, which can be used as a prognostic marker and treatment target for SKCM.
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皮肤黑色素瘤（skin cutaneous melanoma，SKCM）

具有高突变负荷、新抗原负荷和高度异质免疫浸润

等特性[1]，免疫检查点抑制剂对SKCM有较好的治疗

效果。分析肿瘤细胞、肿瘤浸润淋巴细胞（tumor-

infiltrating lymphocyte, TIL）和免疫调节基因之间相

互作用显得至关重要 [2]。核因子 κB 抑制因子 α

（NF-kB inhibitor alpha，NFKBIA）基因能通过抑制

NF-κB信号发挥抑制肿瘤的作用[3-4]。鉴于目前尚未

见NFKBIA在SKCM预后评估中的作用及其与肿瘤

微环境中免疫调节之间的相关研究，本研究基于多

个在线公共数据库整合相关数据资源，探究NFKBIA

作为 SKCM 患者预后和免疫浸润的价值，并为

SKCM靶向治疗提供新靶点。

1 资料与方法

1.1 NFKBIA差异性表达分析以及多数据库分析与

SKCM患者预后相关性

GEPIA2（http://gepia2.cancer-pku.cn/#index）整合

包括TCGA数据库中1例癌旁皮肤组织标本和461例

SKCM患者的癌组织标本，以及GTEx数据库中 557

例正常皮肤标本。遵照标准操作流程[5]探讨NFKBIA

在 SCKM和正常皮肤组织中差异表达情况，探讨高

低表达NFKBIA患者总生存（OS）率的差异。Ualcan

数据库（http://ualcan.path.uab.edu/index.html）[6]验证

NFKBIA表达与SKCM患者OS的相关性。

1.2 TIMER数据库分析NFKBIA表达与免疫细胞相

关性

TIMER 数 据 库（https://cistrome. shinyapps. io/

timer/）[7]利用反卷积方法算法估计六种免疫细胞在不

同癌症类型浸润的丰度，探讨NFKBIA表达与SKCM

免疫细胞B细胞、CD8+ T细胞、CD4+ T细胞、巨噬细

胞、中性粒细胞和树突状细胞（DC）浸润的相关性。

1.3 TISIDB 数据库分析 NFKBIA 表达与肿瘤免疫

功能相关性

TISIDB 数据库（http://cis. hku. hk/TISIDB/index.

php）[8]针对TCGA癌症类型，计算出基因和免疫功能

之间的关联，分析SKCM组织中NFKBIA表达与TIL

丰度、免疫抑制基因、免疫刺激基因、MHC分子、趋化

因子、趋化因子受体以及免疫亚型的关系。

1.4 TISCH数据库分析NFKBIA在单细胞水平表达

情况

TISCH数据库（http://tisch.comp-genomics.org/）[9]

是一个专注肿瘤微环境的 scRNA-seq数据库，收录高

质量肿瘤样本单细胞转录组数据，单细胞水平上提

供详细的细胞类型注释，从而能够探索不同癌症类

型的肿瘤微环境，基于此探讨NFKBIA在 SKCM肿

瘤微环境中细胞类群中表达情况。

1.5 CancerSEA数据库在单细胞水平探讨NFKBIA

功能

CancerSEA 数据库（http://biocc. hrbmu. edu. cn/

CancerSEA/）[10]能够在描绘癌症单细胞，包括肿瘤细

胞干性、侵袭、转移、增殖、肿瘤上皮间质转化、血管

生成、细胞凋亡、细胞周期、细胞分化、DNA 损伤、

DNA修复、缺氧、炎症和静止等在内的 14个功能状

态。通过 CancerSEA 数据库在单细胞水平探讨

NFKBIA基因在SKCM中的功能。

1.6 基因集富集分析（gene set enrichment analysis,

GSEA）

从TCGA数据库（https://portal.gdc.ancer.gov/）下

载SKCM RNA-seq数据，去掉正常组织数据，计算每

一个 SKCM 样本的 log2FC 值，以 NFKBIA 表达的中

位值将患者分为NFKBIA高低表达组。根据 log2FC

值对基因矩阵进行降序排序，作为GSEA分析的输入

文件。应用京都基因和基因组百科全书（Kyoto

encyclopedia of genes and genomes，KEGG）中的不同

生物学状态来估计作为功能分析的文件。使用

“clusterProfiler”R包进行分析，“ggplot2”可视化前 5

个功能通路，以P<0.05作为筛选条件。

1.7 免疫组织化学染色法验证 NFKBIA 蛋白在

SKCM组织中的表达水平

选取湖北省荆门市第二人民医院保存的 14 例

SKCM患者的石蜡组织标本，经常规切片、脱蜡和水

化后，用 0.01 mol/L柠檬酸盐缓冲液进行抗原修复，

3% H2O2封闭内源性过氧化物酶。加入NFKBIA一

抗（bsm-33441M，Bioss公司；1∶100稀释），4 ℃处理

过夜。次日，洗涤后 ，加 入 生 物 素 标 记 的二抗

（bs-40296G-HRP，Bioss公司；1∶3 500稀释）在室温

下处理20 min，后行DAB显色，由病理科副主任医师

对染色结果进行评判。NFKBIA蛋白的表达结果评

价标准：（1）染色强度评分：无染色为0分、淡黄色为1

分、黄色为 2分、棕黄色为 3分；（2）阳性细胞百分比

评分：<25%为0分，25%~<50%为1分、50%~<75%为

2分，>75%为3分。以（1）和（2）两者得分乘积为最终

评分标准，总分为9分；总评分值：0分为（-），≤2分为

弱阳性（+），2~6 分为中阳性（􀳥），≥6 分为强阳

性（􀳦）。

1.8 统计学处理

根据各个在线数据库设定的统计学分析方法进

行数据分析，比较NFKBIA高表达组和低表达组之间

的差异使用 Wilcoxon 秩和检验。相关性分析使用

Spearman分析。NFKBIA基因高低表达组患者的OS

率使用Kaplan-Meier分析。SKCM组织和癌旁组织
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中NFKBIA蛋白差异表达使用 Fisher 精确检验。以

P<0.05或P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 NFKBIA在SKCM组织中呈低表达

基于GEPIA2数据库分析的结果（图 1A）显示，

NFKBIA 在弥漫性大 B 细胞淋巴瘤（diffuse large B-

cell lymphoma，DLBCL）、多形成性胶质细胞瘤

（glioblastoma multiforme，GBM）、急性髓细胞样白血

病（acute myeloid leukemia，AML）、低级别胶质瘤

（lower grade glioma，LGG）、胰腺腺癌（pancreatic

adenocarcinoma，PAAD）和胸腺癌（thymoma，THYM）

组 织 中 高 表 达 ，在 肾 嫌 色 细 胞 癌（kidney

chromophobe，KICH）、肺腺癌（lung adenocarcinoma，

LUAD）、肺 鳞 状 细 胞 癌（lung squamous cell

carcinoma， LUSC） 、 直 肠 腺 癌 （rectum

adenocarcinoma，READ）、子 宫 肉 瘤（uterine

carcinosarcoma，UCS）和SKCM组织中表达水平明显

低于正常皮肤组织（均P<0.05）；从图 1B可以看出，

461例SKCM组织中NFKBIA表达水平明显低于558

例正常皮肤组织（P<0.05）。分析结果表明，SKCM组

织中NFKBIA呈低表达。

图1 GEPIA2数据库中NFKBIA在泛癌（A）和SKCM（（B））表达分析

2.2 低表达NFKBIA与SKCM患者不良预后相关

基于 GEPIA2 数据库以 NFKBIA 表达的中位值

将SKCM患者分为高低表达组，Kaplan-Meier生存分

析结果（图2A）发现，低表达NFKBIA的患者OS率低

于高表达患者（P<0.01）。同时，Ualcan 数据库根据

NFKBIA表达水平高于上四分位数分为高表达组，低

于上四分位数分为低表达组，Kaplan-Meier生存分析

同样（图2B）发现，低表达NFKBIA患者的OS率低于

高表达患者（P<0.01）。研究结果表明，NFKBIA 是

SKCM患者不良预后的标志物。

图2 基于GEPIA（A）和Ualcan（B）数据库分析NFKBIA表达与SKCM患者OS关系
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2.3 NFKBIA表达与SKCM患者免疫细胞浸润水平

密切相关

通过 TIMER 数据库分析结果（图 3）显示 ，

NFKBIA表达与B细胞、CD8+ T细胞、CD4+ T细胞、巨

噬细胞、中性粒细胞和DC浸润水平正相关（R=0.247 、

0.441 、0.365 、0.431 、0.564、0.455，均 P<0.01）。分

析结果表明，NFKBIA表达水平与SKCM患者免疫细

胞浸润水平密切相关。

图3 TIMER数据库分析NFKBIA表达与SKCM肿瘤纯度和免疫细胞相关性

2.4 NFKBIA表达与SKCM组织中TIL丰度和免疫

调节基因密切相关

通 过 TISIDB 在 线 数 据 库 分 析 结 果 发 现 ，

NFKBIA表达与SKCM组织中TIL活化CD8+ T细胞

（R=0.627）、效应记忆CD8+ T细胞（R=0.690）、中心记

忆性 CD4+ T 细胞（R=0.566）、Th1 细胞（R=0.665）、活

化DC（R=0.650）、单核细胞（R=0.463）和中性粒细胞

（R=0.575）等 ，免疫抑制基因 CTLA4（R=0.401）、

PDCD1（R=0.613）、PDCD1LG2（R=0.566）、TGFB1

（R=0.475）和 LAG3（R=0.596）等 ，免疫激活基因

CD28（R=0.449）、CD80（R=0.526）、CD86（R=0.587）、

IL2RA（R=0.524）、TNFRSF8（R=0.587）和LTA（R=0.631）

等，MHC分子HLA-B（R=0.588）、HLA-DMA（R=0.655）、

HLA-DOB（R=0.639）、HLA-DRA（R=0.649）和

TAPBP（R=0.559）等 ，趋化因子 CCL5（R=0.659）、

CCL22（ R=0.608）、CXCL9（R=0.540）和 XCL2

（R=0.587）等 ，趋 化 因 子 受 体 CCR5（R=0.579）、

CXCR3（R=0.637）和CXCR6（R=0.637）等存在正相关

关系（均P<0.01）。分析结果表明，SKCM组织中TIL

丰度和免疫调节基因与NFKBIA表达水平密切相关。

2.5 NFKBIA在SKCM组织中主要在免疫细胞中表达

通过TISCH数据库分析SKCM单细胞测序数据

结果（图4）发现，在GSE123139数据集中NFKBIA表

达主要在 CD4+初始 T 细胞、增殖性 T 细胞、耗竭性

CD8+ T细胞、B细胞、浆细胞、浆细胞样DC、传统Ⅱ型

DC、单核细胞和M1型巨噬细胞等免疫细胞上。从

单细胞水平证明NFKBIA与SKCM患者肿瘤免疫微

环境密切相关。

2.6 NFKBIA表达与SKCM患者免疫等功能密切相关

通过CancerSEA数据库分析（图 5A、B）发现，高

表达NFKBIA的细胞主要与细胞分化和免疫呈正相

关（R=0.28、0.23，均P<0.05）。同时，GSEA功能分析

结果（图 5C）发现，前 5个高表达基因集主要与趋化

因子信号转导、细胞因子-细胞因子受体相互作用、移

植物抗宿主疾病、造血细胞谱系发生以及原发免疫

缺陷等信号通路密切相关（R=0.67、0.65、0.83、0.75、

0.84，均P<0.05）。分析结果表明，无论是在单细胞水

平还是总RNA水平上NFKBIA表达与免疫功能之间

存在密切的关联。

2.7 NFKBIA蛋白在SKCM组织中呈低表达

免疫组织化学染色法结果（图6）显示，光镜下见

NFKBIA 蛋白主要表达于细胞质，阳性染色呈淡黄

色、黄色和棕黄色。NFKBIA蛋白在SKCM组织中的

阳性率[35.71%（5/14）;强阳性 1例，中阳性 2例，弱阳

性2例]显著低于癌旁皮肤组织[85.71%（12/14）；强阳

性8例，中阳性3例，弱阳性1例]，差异有统计学意义

（P<0.05）。实验结果表明，NFKBIA蛋白在SKCM组

织中呈低表达。

3 讨 论

通过相关数据库分析，本研究发现NFKBIA基因

在 SKCM组织中呈低表达，同时通过免疫组织化学

染色法也证实 SKCM 组织中 NFKBIA 蛋白呈低表

达，并且NFKBIA低表达与 SKCM患者不良预后密

切相关。有研究[3]指出，在三阴性乳腺癌中NFIL3蛋

白表达升高，通过抑制 NFKBIA 的表达激活 NF-κB

信号通路，促进三阴性乳腺癌的进展。在宫颈癌的

研究[11]发现，NFKBIA可能通过促进β-catenin的磷酸

化和抑制WNT/β-catenin介导的转录调控抑制宫颈

癌细胞的增殖、迁移和侵袭能力。

SKCM是最具免疫原性的恶性肿瘤之一，由于染

色体重排或遗传多态性导致大量新的抗原形成，其

具有较高诱导特异性抗肿瘤免疫反应的潜力[2, 12-13]。

因此，免疫细胞是SKCM治疗的靶点，在SKCM免疫

微环境中存在包括巨噬细胞、中性粒细胞、DC、T细

胞、B细胞以及NK细胞等众多的TIL类细胞亚群，参

与 SKCM 肿瘤微环境的免疫调节和肿瘤进展[14-16]。

SKCM肿瘤微环境中的TIL及各种细胞因子等相互
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作用共同维持SKCM的微环境，参与肿瘤进程，并直

接或者间接地影响SKCM患者的治疗效果[17]。本研

究证明，NFKBIA表达与SKCM中TIL丰度和免疫调

节基因呈正相关关系，并且 NFKBIA 表达与 SKCM

肿瘤微环境中B细胞、CD8+ T细胞、CD4+ T细胞、巨

噬细胞、中性粒细胞和 DC 之间存在广泛的正相关

性，进一步证实NFKBIA在 SKCM肿瘤微环境中起

着重要的调控作用。

A：GSE123139数据集SKCM细胞亚群UMAP图；B：NFKBIA表达UMAP图；C：NFKBIA表达的热图；D：NFKBIA表达的小提琴图

图4 NFKBIA在SKCM单细胞中表达情况

图5 NFKBIA表达与SKCM单细胞（A, B）和总RNA（C）功能分析
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图6 NFKBIA在SKCM组织和癌旁皮肤组织中的表达

（免疫组织化学染色法，×100）

以上研究得出NFKBIA在SKCM肿瘤免疫中发

挥着重要的作用结论，都是基于肿瘤整体转录组水

平进行的研究，缺乏肿瘤单个细胞类群特异性资料。

随着精准医疗的不断进步，在单细胞水平剖析肿瘤

发生和发展，探究基因在单细胞水平的关联性以及

调控机制，为肿瘤靶向治疗提供更加精确的指导方

向[18]。目前，在单细胞水平研究SKCM肿瘤微环境的

研究[2, 13, 15-16]也日渐增多。通过 TISCH 数据库分析

GSE123139单细胞测序数据发现，NFKBIA表达主要

在CD4+初始T细胞、增殖性T细胞、耗竭性CD8+ T细

胞、B细胞、浆细胞、浆细胞样DC、传统Ⅱ型DC、单核

细胞和M1型巨噬细胞等免疫细胞上，从单细胞水平

上指出了NFKBIA有可能是SKCM肿瘤微环境中维

持和调控的重要因子。随后，在单细胞水平再次证

实NFKBIA在SKCM中发挥调控因子作用主要是通

过调控肿瘤微环境中细胞分化和细胞免疫来参与

SKCM进程，进而影响其预后。有研究[17,19-20]指出，细

胞分化、细胞免疫与肿瘤患者的预后密切相关。本

研究使用GSEA分析发现，NFKBIA表达与SKCM免

疫相关通路密切相关，进一步说明了NFKBIA在调控

SKCM免疫微环境中起着重要的作用。

本研究依据多个数据库资料分析发现，NFKBIA

在 SKCM组织中低表达，低表达患者的预后相对较

差。从SKCM整体组织转录水平和单细胞转录水平

中均证明NFKBIA在肿瘤微环境发挥着免疫调节的

作用，其主要通过调控细胞分化和免疫发挥作用，为

SKCM免疫治疗提供了新的治疗靶点。本研究不足

之处在于缺乏相关细胞功能实验进行验证，后期将

设计相关实验验证NFKBIA在SKCM中具体的调控

机制。
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