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摘要　目的　探讨细胞周期蛋白依赖性激酶抑制因子３（ＣＤＫＮ３）在不同肿瘤中的表达变化及其对肿瘤分期预后和免疫治疗
的影响。方法　使用ＴＣＧＡ、ＣＣＬＥ、ＩＣＧＣ和ＧＴＥｘ数据库评估ＣＤＫＮ３在不同肿瘤中的表达特征；采用ＧＥＰＩＡ２平台和Ｋａｐｌａｎ-
Ｍｅｉｅｒ法分别评估ＣＤＫＮ３对肿瘤病理分期和生存预后的影响；采用ＴＩＭＥＲ平台评估ＣＤＫＮ３对肿瘤免疫微环境和免疫治疗的
影响，并利用生物信息学方法进一步探讨 ＣＤＫＮ３对免疫检查点和免疫治疗关键预测指标的影响。ＧｅｎｅＭＡＮＩＡ构建 ＣＤＫＮ３
的蛋白质－蛋白质相互作用（ＰＰＩ）网络。京都基因和基因组百科全书（ＫＥＧＧ）以及基因本体（ＧＯ）数据库富集分析ＣＤＫＮ３相
关的生物学过程和信号通路。通过转染 ＣＤＫＮ３ｓｉＲＮＡ验证 ＣＤＫＮ３对 ＨｅｐＧ２细胞增殖、侵袭、迁移和凋亡的影响。结果　
ＣＤＫＮ３在肿瘤中普遍高表达。ＣＤＫＮ３的高表达通常与较晚的病理分期和不良的生存预后相关。ＣＤＫＮ３表达水平与绝大部
分免疫检查点呈负相关，与肿瘤突变负荷（ＴＭＢ）、微卫星不稳定（ＭＳＩ）和碱基配对修复（ＭＭＲ）基因呈正相关。ＣＤＫＮ３与细
胞周期、细胞衰老和ｐ５３信号通路等相关。此外，ＥｄＵ染色、ＪＣ-１染色、Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ和ＷｏｕｎｄＨｅａｌｉｎｇ实验证实ＣＤＫＮ３促进ＨＣＣ
细胞的增殖、侵袭和迁移，抑制其凋亡。结论　ＣＤＫＮ３的异常表达与肿瘤的分期预后和免疫微环境特征密切相关，是一种潜
在的肿瘤预后标志物和免疫治疗辅助靶点。

关键词　ＣＤＫＮ３；肿瘤；泛癌分析；预后评估；免疫治疗；生物标志物；肝细胞癌
中图分类号　Ｒ７３０．４９
文献标志码 Ａ 文章编号 １０００－１４９２（２０２４）１１－１９４４－１５
ｄｏｉ：１０．１９４０５／ｊ．ｃｎｋｉ．ｉｓｓｎ１０００－１４９２．２０２４．１１．００９

２０２４－０７－２０接收

基金项目：国家自然科学基金项目（编号：８２０７１７７０）；安徽省重点研

究与开发计划项目（编号：２０２００４ｊ０７０２００４４）；合肥市自然

科学基金项目（编号：２０２２０３３）

作者简介：陈邦捷，男，硕士研究生；

邵　伟，男，教授，博士生导师，通信作者，Ｅ-ｍａｉｌ：ｓｈａｏｗｅｉ

＠ａｈｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ；

顾康生，男，教授，主任医师，博士生导师，通信作者，Ｅ-

ｍａｉｌ：ｇｕｋａｎｇｓｈｅｎｇ＠ａｈｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　细胞周期蛋白依赖性激酶抑制因子３（ｃｙｃｌｉｎ-
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ３，ＣＤＫＮ３），最早通过酵
母双杂交筛选从 ＨｅＬａｃＤＮＡ文库中分离出来［１］。

ＣＤＫＮ３负责去磷酸化细胞周期蛋白依赖性激酶 １
（ｃｙｃｌｉｎ-ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅ１，ＣＤＫ１）、ＣＤＫ２和 ＣＤＫ３
的活化磷酸苏氨酸残基（ｐＴｈｒ）［２］。ＣＤＫＮ３在细胞
周期调控中发挥关键作用［３］，并且在多种肿瘤中出

现异常表达。

　　然而，ＣＤＫＮ３在肿瘤免疫治疗和肿瘤微环境中
发挥的作用尚未得到系统分析，因此课题组检测了

３４种不同肿瘤组织和邻近正常组织中 ＣＤＫＮ３的表
达水平，以及ＣＤＫＮ３对肿瘤免疫细胞浸润的影响，

特别探讨了ＣＤＫＮ３表达水平与动态免疫生物标志
物，如肿瘤突变负荷（ｔｕｍｏｒｍｕｔａｔｉｏｎｂｕｒｄｅｎ，ＴＭＢ）
和微卫星不稳定性（ｍｉｃｒｏｓａｔｅｌｌｉｔｅｉｎｓｔａｂｉｌｉｔｙ，ＭＳＩ），
以及免疫检查点之间的相关性。该研究为阐明ＣＤ-
ＫＮ３在肿瘤治疗中的作用提供了基础，有助于确定
ＣＤＫＮ３是否有望成为新的肿瘤治疗靶点和预后预
测指标。

１　材料与方法

１．１　生物信息分析　
１．１．１　数据收集与处理　泛癌分析的数据来自于
ＴＣＧＡ和ＣＣＬＥ数据库，从ＩＣＧＣ数据库中提取与肝
细胞癌（ｌｉｖｅｒｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＬＩＨＣ）相关的
数据，并通过其门户网站进行分析。本课题组在 Ｒ
环境中使用 ＲＭＡ函数（Ｒ版本：４.２.０，ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｒｐｒｏｊｅｃｔ．ｏｒｇ／）对整个数据集进行过滤，删除缺
失和重复的结果，并使用 ｌｏｇ２（ＴＰＭ＋１）进行转换。
患者的年龄、性别、肿瘤分期、临床分期和其他临床

数据从门户网站检索。有关 ＴＭＢ和 ＭＳＩ的数据仅
可从ＴＣＧＡ数据库获得。本研究通过分别计算重复
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基因序列中插入或缺失事件的数量和每百万碱基对

的总突变率来获得ＴＭＢ和ＭＳＩ值。
１．１．２　ＣＤＫＮ３表达水平与预后和临床分期的关系
　ＧＥＰＩＡ２是一个在线平台（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｐｉａ２．ｃａｎｃｅｒ-
ｐｋｕ．ｃｎ／＃ｉｎｄｅｘ），使用通用处理技术检查来自ＴＣＧＡ
和ＧＴＥｘ数据库的ＲＮＡ测序表达数据。ＧＥＰＩＡ２的
“Ｓｕｒｖｉｖａｌ”模块用于研究ＣＤＫＮ３表达与肿瘤预后之
间的关系。此外，ＧＥＰＩＡ２还具有互动功能，包括基
于病理分期的分析。

１．１．３　Ｃｏｘ回归分析和生存分析　在Ｒ环境下，利
用ＴＣＧＡ数据库，采用Ｃｏｘ回归分析法研究 ＣＤＫＮ３
表达与各癌症类型的总生存期（ｏｖｅｒａｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ，
ＯＳ）和无病生存期（ｄｉｓｅａｓｅｆｒｅｅｓｕｒｖｉａｖａｌ，ＤＦＳ）之间
的关系。将患者分为 ＣＤＫＮ３高表达组和 ＣＤＫＮ３
低表达组后，使用 Ｋａｐｌａｎ-Ｍｅｉｅｒ法绘制每种肿瘤类
型相关的生存曲线。使用受试者工作曲线（ｒｅｃｅｉｖｅｒ
ｏｐｅｒａｔｉｎｇｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ，ＲＯＣ）和 Ｒ包（ｄｏｃｕｍｅｎｔａ-
ｔｉｏｎ．ｏｒｇ／ｐａｃｋａｇｅｓ／Ｓｕｒｖｉｖａｌ）研究生存率。曲线之间
的差异采用对数秩检验，Ｐ＜０.０５。
１．１．４　免疫细胞浸润分析　ＴｕｍｏｒＩｍｍｕｎｅＥｓｔｉｍａ-
ｔｉｏｎＲｅｓｏｕｒｃｅ（ＴＩＭＥＲ）是一个数据库驱动的网络应
用程序（ｈｔｔｐ：／／ｔｉｍｅｒ．ｃｉｓｔｒｏｍｅ．ｏｒｇ／），计算６种主要
免疫细胞类型（包括 Ｂ细胞、ＣＤ４＋Ｔ细胞、ＣＤ８＋Ｔ
细胞、巨噬细胞、中性粒细胞和树突状细胞）的免疫

细胞浸润得分，并评估肿瘤纯度。ＴＩＭＥＲ先前已经
计算并保存了ＴＣＧＡ数据库中泛癌数据的免疫细胞
浸润评分，对浸润数据进行检索和检查可以确定

ＣＤＫＮ３表达和浸润之间是否存在联系。
１．１．５　ＣＤＫＮ３表达水平和药物反应的关系　
ＣｅｌｌＭｉｎｅｒ（ｈｔｔｐ：／／ｄｉｓｃｏｖｅｒ．ｎｃｉ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｃｅｌｌｍｉｎｅｒ／）
提示ＣＤＫＮ３表达与药物反应之间的关系。ＣｅｌｌＭｉｎ-
ｅｒ是为肿瘤研究设计的数据库和查询工具，旨在促
进ＮＣＩ-６０癌细胞系的分子和药理学数据的整合与
研究，由６０个不同的人类癌症细胞系小组组成，已
被美国国家癌症研究所的开发治疗项目用于筛选超

过１０万种化合物和天然物质。
１．１．６　蛋白质 －蛋白质相互作用（ｐｒｏｔｅｉｎ-ｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ，ＰＰＩ）网络构建　ＧｅｎｅＭＡＮＩＡ是一个交互
式网站（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｇｅｎｅｍａｎｉａ．ｏｒｇ），用于构建 ＰＰＩ
网络，提供基因功能预测假设并识别具有相似作用

的基因。该网络整合算法中使用了物理相互作用、

共表达、共定位、基因富集分析、基因相互作用和网

站预测等生物信息学方法。

１．１．７　ＣＤＫＮ３相关通路富集分析　在 ＳＴＲＩＮＧ数

据库中使用“ＣＤＫＮ３”和“Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ”进行搜索。
设置了以下主要参数：最低交互作用分数要求［Ｌｏｗ
ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅ（０．１５０）］、网络边缘的含义（ｅｖｉｄｅｎｃｅ）、
要显示的交互作用者的最大数目（ｎｏｍｏｒｅｔｈａｎ５０
ｉｎｔｅｒａｃｔｏｒｓｉｎｔｈｅｆｉｒｓｔｓｈｅｌｌ）和活跃的交互作用源
（ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ），最终检索到ＣＤＫＮ３结合蛋白。整合
这两个数据集以进行京都基因与基因组百科全书

（ＫｙｏｔｏＥｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆＧｅｎｅｓａｎｄＧｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）
数据库富集分析。通过将基因列表上传到 Ｄａｔａｂａｓｅ
ｆｏｒａｎｎｏｔａｔｉｏｎ，ｖｉｓｕａｌｉｚａｔｉｏｎ，ａｎｄｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｄｉｓｃｏｖｅｒｙ
（ＤＡＶＩＤ）平台，所选参数为“ＯＦＦＩＣＩＡＬ＿ＧＥＮＥ＿
ＳＹＭＢＯＬ”和“Ｈｏｍｏｓａｐｉｅｎｓ”，Ｒ软件包的“ｔｉｄｙｒ”和
“ｇｇｐｌｏｔ２”显示富集的通路。“ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ”运行基
因本体（ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）数据库富集分析。
１．１．８　 基于 ＧｅｎｏｍｉｃＣａｎｃｅｒＳｕｒｖｉｖａｌＡｎａｌｙｓｉｓ
（ＧＳＣＡ）的ＣＤＫＮ３拷贝数变异分析　ＧＳＣＡ是一个
基于ＴＣＧＡ数据库整合多组学数据的网络服务器
（ｈｔｔｐ：／／ｂｉｏｉｎｆｏ．ｌｉｆｅ．ｈｕｓｔ．ｅｄｕ．ｃｎ／ｗｅｂ／ＧＳＣＡ／）。
ＧＳＣＡ提供的研究包括拷贝数变异（ｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒ
ｖａｒｉａｔｉｏｎ，ＣＮＶ）、甲基化、通路活性和免疫浸润。本
研究利用ＧＳＣＡ网站分析了不同肿瘤中 ＣＤＫＮ３的
ｍＲＮＡ水平与ＣＮＶ之间的相关性。
１．１．９　基于ＧＳＣＡ的ＣＤＫＮ３甲基化谱研究　利用
ＧＳＣＡ网站分析不同肿瘤中 ＣＤＫＮ３的 ｍＲＮＡ水平
与甲基化之间的相关性。

１．２　分子生物学实验　
１．２．１　实验试剂和仪器　改良Ｅａｇｌｅ培养基（美国
ＧｒａｎｄＩｓｌａｎｄＢｉｏｌｏｇｉｃａｌ公司）；１０％热灭活胎牛血清
和１％抗生素（１００Ｕ／ｍｌ青霉素和１００μｇ／ｍｌ硫酸
链霉素）、苯甲基磺酰氟购自中国西格玛奥德里奇

（上海）贸易有限公司；放射免疫分析缓冲试剂、双

喹啉酸蛋白质测定试剂盒、ＪＣ-１染色试剂盒购自中
国碧云天生物技术有限公司；聚偏二氟乙烯膜（美

国默克密理博公司）；化学发光显色试剂盒（美国赛

默飞世尔科技公司）；ＥｄＵＡｐｏｌｌｏＤＮＡ体外检测试
剂盒（中国广州市锐博生物科技有限公司）；兔抗

ＣＤＫＮ３、兔抗 ＭＭＰ-２、兔抗 ＭＭＰ-９、兔抗 Ｂａｘ、兔抗
Ｂｃｌ-２、兔抗 ＰＣＮＡ、兔抗 β-ａｃｔｉｎ购自英国 Ａｂｃａｍ公
司；ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件（４.６.２，美国 Ｂｉｏ-ＲａｄＬａｂｏｒａ-
ｔｏｒｉｅｓ）；荧光显微镜（ＢＸ４３，日本奥林巴斯株式会
社）。

１．２．２　标本收集　本研究经安徽医科大学第一附
属医院伦理委员会（Ｑｕｉｃｋ-ＰＪ２０２３-０５-３０）批准。肝
癌和癌旁组织取自安徽医科大学第一附属医院普外
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科。所有患者均根据 ＷＨＯ标准确诊为肝细胞癌
（ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）并接受根治性手
术。手术标本立即放入液氮中快速冷冻，然后在

－８０℃ 冰箱中保存。所有参与者均知情同意。
１．２．３　细胞培养　人肝癌细胞株（ＨｅｐＧ２细胞）购
自中国科学院分子细胞科学卓越创新中心（上海）。

细胞在改良Ｅａｇｌｅ培养基中生长，含１０％热灭活胎
牛血清和１％抗生素（１００Ｕ／ｍｌ青霉素和１００μｇ／
ｍｌ硫酸链霉素）。细胞在３７℃、５％ ＣＯ２的湿化培
养箱中培养。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　使用放射免疫分析缓冲试剂
和苯甲基磺酰氟提取总蛋白。使用双喹啉酸

（ＢＣＡ）蛋白质测定试剂盒测定蛋白质浓度。每个
样品中的蛋白质经１０％十二烷基硫酸钠 －聚丙烯
酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ-ＰＡＧＥ）分离，并转移到聚偏二
氟乙烯膜上。细胞膜用含５％脱脂奶粉的磷酸盐缓
冲液阻断１ｈ。转印膜与一抗在４℃孵育过夜后，用
ＴＢＳＴ（Ｔｒｉｓ盐缓冲液＋Ｔｗｅｅｎ-２０）洗涤３次，每次１５
ｍｉｎ。用化学发光显色试剂盒显色，用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ
软件分析。所用抗体为兔抗ＣＤＫＮ３（１∶１０００）、兔
抗ＭＭＰ-２（１∶１０００）、兔抗ＭＭＰ-９（１∶１０００）、兔抗
Ｂａｘ（１∶１０００）、兔抗 Ｂｃｌ-２（１∶１０００）、兔抗 ＰＣＮＡ
（１∶１０００）和兔抗β-ａｃｔｉｎ（１∶２０００）。
１．２．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验可用于测定
细胞迁移能力。将 １００ｍｌ无血清培养基感染人
ＨｅｐＧ２细胞和Ｍａｔｒｉｇｅｌ，并将其加入上腔。然后在下
腔加入６００ｍｌ添加２０％ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ。２ｄ
后，从５％（ｖ／ｖ）ＣＯ２培养箱中取出２４孔板，用１０％
甲醛溶液固定上腔室的细胞，并用０.１％结晶紫染
色２０ｍｉｎ和１５ｍｉｎ。在显微镜下随机选择５个视
野，计数视野中的细胞数。在进行 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ的侵袭
实验时，还需要用铺有 Ｍａｔｒｉｇｅｌ的滤膜将上腔和下
腔隔开。

１．２．６　ＷｏｕｎｄＨｅａｌｉｎｇ实验　将处于对数生长期的
细胞以１×１０６／ｍｌ的密度接种于６孔板中。培养２４
ｈ直至细胞达到底部面积的７０％。在培养基中加入
不含胎牛血清的培养基。用１０％甲醛溶液固定细
胞，用０.１％结晶紫染色２０ｍｉｎ和１５ｍｉｎ。用倒置
显微镜观察线性划痕并拍照。

１．２．７　ＥｄＵ染色检测　使用ＥｄＵＡｐｏｌｌｏＤＮＡ体外
检测试剂盒进行ＥｄＵ检测。在２４孔板的每孔中接
种约６×１０３个细胞，培养至正常生长阶段。过夜培
养后，在培养基中加入 ５０μｍｏｌ／ＬＥｄＵ，在 ３７℃／
５％ ＣＯ２条件下培养２ｈ，然后用４％多聚甲醛、甘氨

酸和１％ ＴｒｉｔｏｎＸ-１００处理细胞。然后用 Ａｐｏｌｌｏ和
Ｈｏｅｃｈｓｔ染色细胞３０ｍｉｎ。使用荧光显微镜采集图
像。

１．２．８　ＪＣ-１染色检测　ＪＣ-１染色试剂盒用于检测
不同组间线粒体膜电位（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｏ-
ｔｅｎｔｉａｌ，ＭＭＰ）的差异。细胞用 ＰＢＳ冲洗１次，加入
１.５ｍｌＪＣ-１染色液，黑暗培养２０ｍｉｎ。然后用１×
冷染色缓冲液洗涤细胞２次。最后用荧光显微镜观
察不同样品中的ＭＭＰｓ。
１．３　统计学处理　使用 Ｓｐｅａｒｍａｎ检验评估 ＣＤ-
ＫＮ３表达水平与免疫浸润评分、ＴＭＢ、ＭＳＩ、错配修
复（ｍｉｓｍａｔｃｈｒｅｐａｉｒ，ＭＭＲ）和 ＤＮＡ甲基转移酶
（ＤＮＡｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＤＮＭＴ）基因之间的关系。
使用偏相关回归分析评估 ＣＤＫＮ３表达水平与各种
免疫细胞浸润程度之间的关系。配对和非配对 ｔ检
验用于比较泛癌组织和正常组织中 ＣＤＫＮ３的表达
水平。细胞和分子生物学实验部分，使用 ＳＰＳＳ
（２２.０版本）进行统计分析。为了确定两组之间的
差异是否具有统计学意义，进行双尾Ｓｔｕｄｅｎｔｔ检验。
Ｐ＜０.０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＣＤＫＮ３在肿瘤中的表达变化及其与病理分
期的关系　利用 ＧＴＥｘ数据库分析了 ＣＤＫＮ３在正
常组织中的表达水平（图１Ａ）。利用 ＣＣＬＥ数据库
分析了ＣＤＫＮ３在不同肿瘤细胞株和正常细胞系中
的表达水平，结果显示 ＣＤＫＮ３在肿瘤细胞中的表
达水平明显高于正常细胞，且在肿瘤细胞中表达水

平的异质性范围更窄（图１Ｂ）。在ＴＣＧＡ数据库中，
本课题组获得了２６种肿瘤组织和邻近正常组织中
ＣＤＫＮ３的表达情况。其中，ＣＤＫＮ３在 ２４种肿瘤
（图１Ｃ，Ｐ＜０.０５）中，表达水平均明显高于相应的
正常组织。本研究进一步结合 ＴＣＧＡ和 ＧＴＥｘ数据
库分析了ＣＤＫＮ３在３４种不同肿瘤组织和邻近正常
组织中的表达情况。基于整合数据库，ＣＤＫＮ３在３２
种肿瘤中表达明显升高（图１Ｄ，Ｐ＜０.０５）。然而，
在睾丸生殖细胞瘤癌（图１Ｄ，Ｐ＜０.００１）和甲状腺
癌（图 １Ｄ，Ｐ＜０.０５）中，ＣＤＫＮ３明显低表达。此
外，在 ＧＥＰＩＡ２平台上，ＣＤＫＮ３在肿瘤不同病理分
期中的表达水平差异有统计学意义（图 ２，Ｐ＜
０.０５）。
２．２　ＣＤＫＮ３在肿瘤中的预后和生存分析　在ＴＣ-
ＧＡ数据集中，使用 Ｃｏｘ比例风险模型阐明了 ＣＤ-
ＫＮ３表达水平对不同肿瘤患者ＯＳ的预后价值（图
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图１　ＣＤＫＮ３在肿瘤中的表达变化

Ｆｉｇ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｈａｎｇｅｓｏｆＣＤＫＮ３ｉｎｔｕｍｏｒｓ

　　Ａ：ＤａｔａｆｒｏｍｔｈｅＧＴＥｘｄａｔａｂａｓｅｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅＣＤＫＮ３ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｈｅａｌｔｈｙｔｉｓｓｕｅｓｆｒｏｍｍｕｌｔｉｐｌｅｏｒｇａｎｓ［ｌｏｇ２（ＴＰＭ＋１）］；Ｂ：Ｔｈｅｅｘ-

ｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤＫＮ３ｉｎｔｕｍｏｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓｗａｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｆｒｏｍｎｏｒｍａｌｃｅｌｌｌｉｎｅｓｉｎＣＣＬＥｄａｔａｂａｓｅ；Ｃ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｏｆＣＤＫＮ３ｉｎ２６ｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓａｎｄ

ｎｅｉｇｈｂｏｒｉｎｇｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓｉｎＴＣＧＡｄａｔａｂａｓｅ；Ｄ：ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤＫＮ３ｉｎ３４ｔｕｍｏｒｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｎｅｉｇｈｂｏｒｉｎｇｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓｗａｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎＴＣＧＡａｎｄ

ＧＴＥｘｄａｔａｂａｓｅｓ；*Ｐ＜０.０５，**Ｐ＜０.０１，***Ｐ＜０.００１ｖｓｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅ．

图２　ＧＥＰＩＡ２平台分析ＣＤＫＮ３表达水平与肿瘤病理分期的相关性

Ｆｉｇ．２　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＣＤＫＮ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌａｎｄｔｕｍｏｒｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｓｔａｇｅｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙＧＥＰＩＡ２ｐｌａｔｆｏｒｍ

３Ａ）。此外，Ｋａｐｌａｎ-Ｍｅｉｅｒ曲线显示，ＣＤＫＮ３高表达
水平与１２种肿瘤患者更短的 ＯＳ有关（图 ３Ｂ）。
ＴＣＧＡ数据库数据显示，ＣＤＫＮ３高表达水平与泛癌
（包含３９种癌症类型）较短的ＯＳ相关（图３Ｃ）。同
样，对于 ＤＦＳ，风险比图显示 ＣＤＫＮ３的表达水平与
大多数肿瘤的 ＤＦＳ相关（图４Ａ）。Ｋａｐｌａｎ-Ｍｅｉｅｒ分

析显示，ＣＤＫＮ３在１２种肿瘤中的高表达，提示较差
的ＤＦＳ（图４Ｂ）。在泛癌（包含３２种癌症类型）中，
ＣＤＫＮ３高表达与更差的ＤＦＳ相关（图４Ｃ）。本研究
还对乳腺癌、卵巢癌、肺癌和胃癌队列的ＯＳ、无进展
生存期（ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｆｒｅｅｓｕｒｖｉｖａｌ，ＰＦＳ）、无远处转移
生存期（ｄｉｓｔａｎｔｍｅｔａｓｔａｓｉｓｆｒｅｅｓｕｒｖｉｖａｌ，ＤＭＦＳ）、进展
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图３　ＣＤＫＮ３表达水平对不同肿瘤患者ＯＳ的预后分析

Ｆｉｇ．３　ＰｒｏｇｎｏｓｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＣＤＫＮ３ｏｎＯＳｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｕｍｏｒｓ

　　Ａ：ＴｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＯＳａｎｄＣＤＫＮ３ｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｕｍｏｒｓｕｎｄｅｒＣｏｘｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎａｌｒｉｓｋｍｏｄｅｌｉｎＴＣＧＡｄａ-

ｔａｂａｓｅ；Ｂ：Ｋａｐｌａｎ－ＭｅｉｅｒｃｕｒｖｅｉｎＴＣＧＡｄａｔａｂａｓｅｓｈｏｗｅｄｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＯＳａｎｄＣＤＫＮ３ｉｎＡＣＣ，ＧＢＭＬＧＧ，ＫＩＰＡＮ，

ＬＧＧ，ＫＩＲＣ，ＬＵＡＤ，ＭＥＳＯ，ＵＶＭ，ＫＩＲＰ，ＬＩＨＣ，ＰＡＡＤａｎｄＰＣＰＧｐａｔｉｅｎｔｓ；Ｃ：ＴｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＯＳａｎｄＣＤＫＮ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｐａｎｃａｎ-

ｃｅｒ（３９ｃａｎｃｅｒｔｙｐｅｓ）ｉｎｔｈｅＴＣＧＡｄａｔａｂａｓｅ．

后生存期（ｐｏｓｔｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｓｕｒｖｉｖａｌ，ＰＰＳ）和无复发生
存期（ｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅｆｒｅｅｓｕｒｖｉｖａｌ，ＲＦＳ）数据以及 ＣＤ-
ＫＮ３表达情况进行 Ｍｅｔａ分析并生成了森林图（图
５）。Ｍｅｔａ分析的综合结果显示，除胃癌外，ＣＤＫＮ３在
其他３种肿瘤中的高表达均与不良预后显著相关。

２．３　ＣＤＫＮ３在各种恶性肿瘤中的表达与免疫细
胞浸润程度的关系　使用来自 ＴＣＧＡ的 ＴＩＭＥＲ数
据库中的６种免疫细胞类型（Ｂ细胞、ＣＤ４＋Ｔ细胞、
ＣＤ８＋Ｔ细胞、中性粒细胞、巨噬细胞和树突状细
胞）的浸润评分，通过偏相关分析研究ＣＤＫＮ３表达
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图４　ＣＤＫＮ３表达水平对不同肿瘤患者ＤＦＳ的预后分析

Ｆｉｇ．４ＰｒｏｇｎｏｓｔｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆＣＤＫＮ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｎＤＦＳｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｕｍｏｒｓ

　　Ａ：ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＤＦＳａｎｄＣＤＫＮ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｕｍｏｒｓｕｎｄｅｒＣｏｘｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎａｌｒｉｓｋｍｏｄｅｌｉｎＴＣＧＡｄａｔａｂａｓｅ；Ｂ：Ｋａｐ-

ｌａｎ－ＭｅｉｅｒｃｕｒｖｅｓｉｎＴＣＧＡｄａｔａｂａｓｅｓｈｏｗｅｄｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＤＦＳａｎｄＣＤＫＮ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＥＳＣＡ，ＫＩＰＡＮ，ＫＩＲＰ，ＬＩＨＣ，ＴＧＣＴ，ＡＣＣ，

ＣＥＳＣ，ＬＵＡＤ，ＭＥＳＯ，ＰＡＡＤ，ＳＡＲＣａｎｄＴＨＣＡ；Ｃ：ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＤＦＳａｎｄＣＤＫＮ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎｐａｎｃａｎｃｅｒ（３９ｃａｎｃｅｒｔｙｐｅｓ）ｉｎｔｈｅＴＣ-

ＧＡｄａｔａｂａｓｅ．

与肿瘤微环境中免疫细胞浸润程度之间的关系（图

６）。偏相关分析是在控制其他变量的线性影响的
条件下，分析两变量间的线性相关性。如图所示，如

果Ｐ＜０.０５，说明两变量之间存在线性相关的关系；

如果Ｐ＞０.０５，则一般认为两变量之间无线性相关
的关系。Ｒ值越大，说明两变量之间的线性相关程
度越强；Ｒ值越小，则线性相关程度越低。本研究还
采用ＥＳＴＩＭＡＴＥ方法计算了免疫评分（ＩｍｍｕｎｅＳｃｏｒｅ）

·９４９１·安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２４Ｎｏｖ；５９（１１）



图５　乳腺癌、卵巢癌、肺癌和胃癌等队列的ＯＳ、ＰＦＳ、ＤＭＦＳ、ＰＰＳ和ＲＦＳ与ＣＤＫＮ３表达水平的关系

Ｆｉｇ．５　ＴｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＯＳ，ＰＦＳ，ＤＭＦＳ，ＰＰＳａｎｄＲＦＳａｎｄＣＤＫＮ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎ

ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ，ｏｖａｒｉａｎｃａｎｃｅｒ，ｌｕｎｇｃａｎｃｅｒａｎｄｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｇｒｏｕｐｓ

　　Ａ：ＴｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＯＳ，ＰＦＳ，ＤＭＦＳ，ＰＰＳ，ＲＦＳａｎｄＣＤＫＮ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｆｏｕｒｃａｎｃｅｒｓ；Ｂ：Ｔｈｅｍｅｔａ-ａｎａｌｙｓｉｓｓｕｍｍａｒｉｚｅｓｔｈｅｄａｔａｉｎＦｉｇｕｒｅ

５Ａｔｏｇｅｎｅｒａｔｅａｆｏｒｅｓｔｍａｐ．

和基质评分（ＳｔｒｏｍａｌＳｃｏｒｅ）。分析显示在 ＡＣＣ、
ＣＥＳＣ、ＬＵＳＣ、ＰＣＰＧ、ＳＴＡＤ、ＳＴＥＳ、ＴＧＣＴ和 ＵＣＥＣ这
８种肿瘤中，ＣＤＫＮ３表达水平与 Ｓｔｒｏｍａｌｓｃｏｒｅ、Ｉｍｍｕ-
ｎｅｓｃｏｒｅ和ＥＳＴＩＭＡＴＥＳｃｏｒｅ相关（图７）。
２．４　ＣＤＫＮ３表达水平与肿瘤免疫检查点和免疫
治疗标志物相关　为了探索 ＣＤＫＮ３在肿瘤免疫治

疗中的潜在价值，本研究比较了 ＣＤＫＮ３表达水平
与不同类型肿瘤中免疫检查点之间的相关性。ＣＤ-
ＫＮ３在ＣＥＳＣ、ＬＵＳＣ、ＴＧＣＴ和 ＴＨＹＭ中的表达与大
多数免疫检查点分子呈负相关（图 ８Ａ）。ＴＭＢ和
ＭＳＩ是免疫治疗的生物标志物。本研究评估了
ＣＤＫＮ３表达水平与ＴＭＢ和ＭＳＩ之间的相关性。在
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图６　ＴＩＭＥＲ数据库中获得的６种免疫细胞（Ｂ细胞、ＣＤ４＋Ｔ细胞、ＣＤ８＋Ｔ细胞、

中性粒细胞、巨噬细胞和树突状细胞）浸润程度与ＣＤＫＮ３表达水平的关系

Ｆｉｇ．６　Ｔｈｅｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｄｅｇｒｅｅｏｆｉｎｆｉｌｔｒａｔｉｏｎｏｆ６ｋｉｎｄｓｏｆｉｍｍｕｎｅｃｅｌｌｓ（Ｂｃｅｌｌｓ，ＣＤ４＋Ｔｃｅｌｌｓ，ＣＤ８＋Ｔｃｅｌｌｓ，

ｎｅｕｔｒｏｐｈｉｌｓ，ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓａｎｄｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌｓ）ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＣＤＫＮ３ｏｂｔａｉｎｅｄｆｒｏｍｔｈｅＴＩＭＥＲｄａｔａｂａｓｅ
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图７　ＡＣＣ、ＣＥＳＣ、ＬＵＳＣ、ＰＣＰＧ、ＳＴＡＤ、ＳＴＥＳ、ＴＧＣＴ和ＵＣＥＣ中ＣＤＫＮ３表达水平

与Ｓｔｒｏｍａｌｓｃｏｒｅ、Ｉｍｍｕｎｅｓｃｏｒｅ和ＥＳＴＩＭＡＴＥＳｃｏｒｅ的相关性

Ｆｉｇ．７　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆＣＤＫＮ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｉｎＡＣＣ，ＣＥＳＣ，ＬＵＳＣ，ＰＣＰＧ，ＳＴＡＤ，ＳＴＥＳ，

ＴＧＣＴａｎｄＵＣＥＣｗｉｔｈＳｔｒｏｍａｌｓｃｏｒｅ，ＩｍｍｕｎｅｓｃｏｒｅａｎｄＥＳＴＩＭＡＴＥＳｃｏｒｅ

ＣＯＡＤ、ＳＴＥＳ、ＳＡＲＣ、ＳＴＡＤ、ＰＲＡＤ、ＬＵＳＣ、ＬＩＨＣ和
ＵＶＭ中，ＣＤＫＮ３表达水平与 ＴＭＢ呈正相关；但在
ＧＢＭＬＧＧ中，ＣＤＫＮ３表达水平与ＴＭＢ呈负相关（图
８Ｂ）。此外，ＣＤＫＮ３的表达与 ＧＢＭＬＧＧ、ＬＧＧ、ＬＵ-
ＡＤ、ＣＯＡＤ、ＲＥＡＤ、ＢＲＣＡ、ＳＴＥＳ、ＫＩＰＡＮ、ＳＴＡＤ、
ＰＲＡＤ、ＵＣＥＣ、ＫＩＲＣ、ＬＵＳＣ、ＰＣＰＧ、ＡＣＣ和 ＫＩＣＨ中
的ＭＳＩ呈正相关（图 ８Ｃ）。本研究进一步评估了
ＣＤＫＮ３表达水平与５个碱基配对修复（ＭＭＲ）基因
（ＰＭＳ２、ＭＳＨ６、ＭＳＨ２、ＭＬＨ１和 ＥＰＣＡＭ）表达水平
之间的相关性，以确定 ＣＤＫＮ３在免疫治疗中的价
值。如图 ８Ｄ所示，ＣＤＫＮ３与大多数肿瘤中 ＭＭＲ
基因的表达密切相关。值得注意的是，在大多数肿

瘤中，ＣＤＫＮ３的表达水平与 ＭＳＨ２和 ＭＳＨ６呈正相
关。

２．５　ＣＤＫＮ３表达水平与药物反应相关　图９反
映了ＣＤＫＮ３表达水平与药物反应之间的相关性。
ＣＤＫＮ３的表达水平与阿尼地尔、氯雷他定、富马酸
福莫特罗等８种药物的反应呈正相关（Ｐ＜０.０１）。
而与ＨａｔｅｒｕｍａｌｉｄｅＮＡ甲酯、吡卡那明、沙利小檗碱
等８种药物的反应呈负相关（Ｐ＜０.０１）。
２．６　ＰＰＩ网络构建和通路富集分析　在 ＧｅｎｅＭＡ-
ＮＩＡ通过物理相互作用、共表达、共定位、基因富集

分析、遗传相互作用和网站预测等生物信息学方法

构建ＣＤＫＮ３的ＰＰＩ网络（图１０Ａ）。ＧＯ富集的生物
学过程（ＢＰｓ）主要与细胞周期相关。ＫＥＧＧ分析表
明，ＣＤＫＮ３主要富集的通路是细胞周期、细胞衰老
和ｐ５３信号通路等（图１０Ｂ）。
２．７　ＣＤＫＮ３表达水平与基因 ＣＮＶ和甲基化水平
的关系　利用ＧＳＣＡ平台提供的 ＣＮＶ、甲基化谱数
据和ＣＤＫＮ３ｍＲＮＡ表达之间的关系进行 Ｓｐｅａｒｍａｎ
相关性检验。结果显示，在 ＬＵＳＣ、ＨＮＳＣ、ＢＬＣＡ、
ＣＯＡＤ、ＳＡＲＣ和 ＣＥＳＣ中，ＣＤＫＮ３ｍＲＮＡ水平与
ＣＮＶ呈显著正相关（Ｐ＜０.０５，图１１Ａ、Ｂ）。然而在
ＴＨＣＡ、ＫＩＲＰ、ＬＡＭＬ、ＫＩＲＣ、ＬＩＨＣ、ＬＧＧ或 ＫＩＣＨ中
并没有观察到这种相关性（图１１Ａ）。此外，本研究
还分析了ＣＤＫＮ３ｍＲＮＡ水平与其甲基化水平之间
的相关性。除 ＧＢＭ、ＴＨＹＭ、ＫＩＣＨ、ＫＩＲＣ和 ＫＩＲＰ
外，在大多数肿瘤中，ＣＤＫＮ３ｍＲＮＡ水平与其甲基
化水平密切相关，尤其在 ＬＩＨＣ、ＳＡＲＣ、ＳＴＡＤ和
ＬＵＳＣ中非常明显（Ｐ＜０.０００１，图１１）。
２．８　ＣＤＫＮ３对ＨＣＣ细胞侵袭和迁移的影响　首
先，对临床收集到的样本进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测，结
果显示ＣＤＫＮ３在ＨＣＣ组织中的表达水平高于癌旁
组织（图１２Ａ）。为了进一步研究ＣＤＫＮ３对ＨＣＣ侵
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图８　ＣＤＫＮ３表达水平与不同类型肿瘤中免疫检查点之间的相关性

Ｆｉｇ．８　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＣＤＫＮ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓａｎｄｉｍｍｕｎｅｃｈｅｃｋｐｏｉｎｔｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｕｍｏｒｔｙｐｅｓ

　　Ａ：ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＣＤＫＮ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓａｎｄｉｍｍｕｎｅｃｈｅｃｋｐｏｉｎｔｍｏｌｅｃｕｌｅｓｉｎＣＥＳＣ，ＬＵＳＣ，ＴＧＣＴａｎｄＴＨＹＭ；Ｂ：ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＣＤ-

ＫＮ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓａｎｄＴＭＢｉｎＣＯＡＤ，ＳＴＥＳ，ＳＡＲＣ，ＳＴＡＤ，ＰＲＡＤ，ＬＵＳＣ，ＬＩＨＣ，ＵＶＭａｎｄＧＢＭＬＧＧ；Ｃ：ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＣＤＫＮ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｌｅｖｅｌｓａｎｄＭＳＩｉｎＧＢＭＬＧＧ，ＬＧＧ，ＬＵＡＤ，ＣＯＡＤ，ＲＥＡＤ，ＢＲＣＡ，ＳＴＥＳ，ＫＩＰＡＮ，ＳＴＡＤ，ＰＲＡＤ，ＵＣＥＣ，ＫＩＲＣ，ＬＵＳＣ，ＰＣＰＧ，ＡＣＣａｎｄＫＩＣＨ；

Ｄ：ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｏｆＣＤＫＮ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｗｉｔｈＭＭＲ，ＭＳＨ２ａｎｄＭＳＨ６．

图９　ＣＤＫＮ３表达水平与药物反应之间的相关性

Ｆｉｇ．９　ＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＣＤＫＮ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌａｎｄｄｒｕｇｒｅｓｐｏｎｓｅ

图１０　ＰＰＩ网络构建和通路富集分析
Ｆｉｇ．１０　ＰＰＩｎｅｔｗｏｒｋｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎａｎｄｐａｔｈｗａｙｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ

Ａ：ＰＰＩｎｅｔｗｏｒｋｏｆＣＤＫＮ３；Ｂ：Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ（ＢＰｓ）ｏｆＣＤＫＮ３ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｔｈｒｏｕｇｈＧＯ．
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图１１　ＣＤＫＮ３表达水平与基因ＣＮＶ和甲基化水平的关系

Ｆｉｇ．１１　ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＣＤＫＮ３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌａｎｄＣＮＶａｎｄｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌ

　　Ａ：ＳｐｅａｒｍａｎｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｂｅｔｗｅｅｎＣＤＫＮ３ｍＲＮＡｌｅｖｅｌａｎｄＣＮＶ；Ｂ：ＳｐｅａｒｍａｎｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓｂｅｔｗｅｅｎＣＤＫＮ３ｍＲＮＡｌｅｖｅｌａｎｄｉｔｓｍｅｔｈ-

ｙｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌ；Ｃ：ＳｃａｔｔｅｒｐｌｏｔａｎｄＳｐｅａｒｍａｎｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｌｉｎｅｏｆ８ｔｕｍｏｒｓｗｉｔｈｓｔｒｏｎｇｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＣＤＫＮ３ｍＲＮＡｌｅｖｅｌａｎｄｉｔｓＣＮＶ；Ｄ：Ｓｃａｔ-

ｔｅｒｐｌｏｔａｎｄＳｐｅａｒｍａｎｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｌｉｎｅｏｆ８ｔｕｍｏｒｓｗｉｔｈｓｔｒｏｎｇｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＣＤＫＮ３ｍＲＮＡｌｅｖｅｌａｎｄｉｔｓｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌ．

袭和迁移的影响，本研究将 ＣＤＫＮ３ｓｉＲＮＡ转染到
ＨｅｐＧ２细胞中，ＷｏｕｎｄＨｅａｌｉｎｇ和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结
果显示沉默ＣＤＫＮ３可降低ＨｅｐＧ２细胞的侵袭和迁
移能力（图１２Ｂ、１２Ｃ）。图中 ＣＤＫＮ３ｓｉＲＮＡ组指用
针对干扰 ＣＤＫＮ３表达的 ｓｉＲＮＡ转染 ＨｅｐＧ２细胞；
ＣｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组指用一种不会导致任何细胞信息的
特异性降解的 ｓｉＲＮＡ随机序列转染 ＨｅｐＧ２细胞的
阴性对照组，下同。基质金属蛋白酶２（ｍａｔｒｉｘｍｅｔ-
ａｌｌｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ２，ＭＭＰ２）和基质金属蛋白酶９（ｍａｔｒｉｘ
ｍｅｔａｌｌｏｐｅｐｔｉｄａｓｅ９，ＭＭＰ９）通过降解细胞外基质和
基底膜的主要成分ＩＶ型胶原，在癌细胞的侵袭和迁
移中发挥重要作用。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果进一步表明
沉默 ＣＤＫＮ３能够抑制 ＭＭＰ２和 ＭＭＰ９的表达，与
ＷｏｕｎｄＨｅａｌｉｎｇ和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果一致（图１２Ｄ）。
２．９　ＣＤＫＮ３对ＨＣＣ细胞增殖和凋亡的影响　将
ＣＤＫＮ３ｓｉＲＮＡ转染到ＨｅｐＧ２细胞中，ＥｄＵ染色显示
沉默 ＣＤＫＮ３能够抑制 ＨｅｐＧ２细胞的增殖（图
１３Ａ），ＪＣ-１染色显示沉默 ＣＤＫＮ３能够促进 ＨｅｐＧ２
细胞的凋亡（图１３Ｂ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果进一
步表明沉默 ＣＤＫＮ３能够提高 Ｂａｘ表达水平，降低
Ｂｃｌ-２表达水平，与 ＥｄＵ和 ＪＣ-１染色结果一致（图
１３Ｃ）。

３　讨论

　　细胞周期的进展受到细胞周期蛋白依赖性蛋白

激酶家族（ＣＤＫｓ）的调节［４］，而 ＣＤＫＮ３可使 ＣＤＫ１
在Ｔｈｒ１６１位点去磷酸化，并降低 ＣＫβ在 Ｓｅｒ２０９位
点的磷酸化，进而抑制细胞周期的进展［５］。此外，

ＣＤＫＮ３还可以通过磷酸化和灭活 ＣＤＫ２抑制 Ｇ１／Ｓ
细胞周期的进程［３］。在许多类型的肿瘤中，ＣＤＫＮ３
都出现异常表达。例如，在宫颈癌［６］、肺腺癌［７］和

乳腺癌 ［８］中，ＣＤＫＮ３高表达与患者的低生存率相
关；在肝细胞癌中，ＣＤＫＮ３过表达并且能够促进肿
瘤细胞增殖［９］；在食管鳞癌中，ＣＤＫＮ３的高表达与
患者的淋巴转移或临床分期有关［１０］；在胃癌［１１］和

膀胱癌［２］中，敲低 ＣＤＫＮ３能够抑制肿瘤细胞的增
殖和侵袭，并促进细胞凋亡。同时，ＣＤＫＮ３还与肝
炎、肝硬化等癌前病变有关［１２－１３］。然而，ＣＤＫＮ３在
肿瘤免疫治疗和肿瘤微环境中的作用尚未得到系统

分析。本研究旨在分析比较 ＣＤＫＮ３在不同类型肿
瘤中的表达情况及其对肿瘤预后、免疫浸润、免疫治

疗和药物反应的影响，以确定 ＣＤＫＮ３是否有望成
为潜在的肿瘤免疫治疗和预后预测标志物。

　　从大量测序数据中，本研究需要识别和区分癌
症基因中的驱动突变和乘客突变［１４］。为此，本研究

结合多种肿瘤类型的样本进行泛癌分析，以提高识

别生物标志物的统计能力。本研究的数据来源包括

ＧＴＥｘ、ＴＣＧＡ和ＣＣＬＥ数据库。本研究对 ＣＤＫＮ３在
正常细胞系和肿瘤细胞系中的表达情况进行了分

析，并比较了ＣＤＫＮ３在肿瘤组织和邻近正常组织

·４５９１· 安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２４Ｎｏｖ；５９（１１）



图１２　ＣＤＫＮ３对ＨＣＣ迁移和侵袭的影响 ×４００

Ｆｉｇ．１２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＣＤＫＮ３ｏｎＨＣＣｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎ×４００

　　Ａ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＣＤＫＮ３ｉｎＨＣＣａｎｄｐａｒａｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓｗａｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔ；Ｂ：ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＷｏｕｎｄＨｅｌａｉｎｇｅｘ-

ｐｅｒｉｍｅｎｔｓｈｏｗｅｄｃｈａｎｇｅｓｉｎｔｈｅｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒＣＤＫＮ３ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ；Ｃ：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙｓｈｏｗｅｄｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎａ-

ｂｉｌｉｔｙｏｆＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒＣＤＫＮ３ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ；Ｄ：ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｈａｎｇｅｓｏｆＭＭＰ２ａｎｄＭＭＰ９ｉｎＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒＣＤＫＮ３ｓｉ-

ｌｅｎｃｉｎｇ；＃＃Ｐ＜０.０１ｖｓｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅ；***Ｐ＜０.００１ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ．

图１３　ＣＤＫＮ３对ＨＣＣ增殖和凋亡的影响 ×４００

Ｆｉｇ．１３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＣＤＫＮ３ｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＨＣＣ ×４００
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中的表达水平。结果显示，在不同肿瘤细胞株中，

ＣＤＫＮ３的表达水平均较高，且变化范围较正常细胞
系窄。在 ＴＣＧＡ和 ＧＴＥｘ的整合数据库中，３４种肿
瘤组织和邻近正常组织中，只有 ２种肿瘤组织中
ＣＤＫＮ３的表达低于邻近正常组织。
　　本研究利用 ＧＥＰＩＡ２数据库证实了 ＣＤＫＮ３表
达水平与肿瘤病理分期之间的相关性。为了更好地

理解ＣＤＫＮ３表达水平对肿瘤预后的影响，本研究
分析了ＣＤＫＮ３表达水平与不同类型肿瘤的整体ＯＳ
和ＤＦＳ之间的关系。Ｃｏｘ比例风险模型分析和 Ｋａ-
ｐｌａｎ-Ｍｅｉｅｒ生存曲线显示，ＣＤＫＮ３表达上调与较差
的ＯＳ和ＤＦＳ相关。此外，本研究还对乳腺癌、卵巢
癌、肺癌和胃癌的ＯＳ、ＰＦＳ、ＤＭＦＳ、ＰＰＳ和ＦＰ进行了
荟萃分析，生成了森林图。在乳腺癌（Ｐ＜０.００１）、
卵巢癌（Ｐ＝０.０３０）和肺癌（Ｐ＜０.００１）中，ＣＤＫＮ３的
表达水平与整体预后呈正相关；然而，在胃癌（Ｐ＜
０.００１）中，ＣＤＫＮ３的表达水平与整体预后呈负相关。
　　本研究分析了 ＣＤＫＮ３在肿瘤免疫治疗和遗传
学中的作用。根据 ＴＩＭＥＲ数据库，ＣＤＫＮ３表达水
平与Ｂ细胞、ＣＤ４＋Ｔ细胞、ＣＤ８＋Ｔ细胞、中性粒细
胞、巨噬细胞和树突状细胞的免疫浸润显著相关。

ＴＩＭＥＲ数据库还计算并保存 ＴＣＧＡ数据库中泛癌
数据的免疫细胞浸润评分，本研究分析发现 ＡＣＣ、
ＣＥＳＣ、ＬＵＳＣ、ＰＣＰＧ、ＳＴＡＤ、ＳＴＥＳ、ＴＧＣＴ和 ＵＣＥＣ的
免疫浸润程度与ＣＤＫＮ３的相关性最为显著。
　　本研究进一步探讨了 ＣＤＫＮ３在肿瘤免疫治疗
中的潜力，显示 ＣＤＫＮ３在 ＣＥＳＣ、ＬＵＳＣ、ＤＬＢＣ、
ＴＧＣＴ、ＴＨＹＭ和ＵＣＳ中的表达与大多数免疫检查点
分子呈负相关。其中尤其值得注意的是，在多种肿

瘤，特别是 ＢＬＣＡ、ＧＢＭＬＧＧ、ＫＩＲＣ、ＬＧＧ、ＬＵＡＤ、ＴＨ-
ＣＡ中，ＰＯＣＤ１（即ＰＤ１）和ＰＯＣＤ１ＬＧ２（即ＰＤ-Ｌ２）的
表达与ＣＤＫＮ３密切相关。ＭＳＩ［１５］和 ＴＭＢ［１６］作为

生物标志物可被用来预测免疫治疗反应，ＭＭＲ是一
种遗传信息维护基因［１７］，ＭＭＲ功能缺失会导致
ＴＭＢ和ＭＳＩ增高［１８］。本研究结果显示，ＣＤＫＮ３的
表达与大多数肿瘤类型中 ５个 ＭＭＲ基因（ＰＭＳ２、
ＭＳＨ６、ＭＳＨ２、ＭＬＨ１和ＥＰＣＡＭ）和 ＭＳＩ的突变明显
相关。

　　事实上，肿瘤免疫治疗效果与多方面因素有关。
第一是肿瘤微环境中免疫细胞的浸润情况。肿瘤可

分为３种基本的免疫表型：免疫排斥型、免疫沙漠型
和免疫炎症型。前两种也称为“冷肿瘤”，是对免疫

治疗不敏感的非炎症性肿瘤。最后一种称为“热肿

瘤”，即免疫炎症表型，被 Ｔ细胞深度浸润，积极响

应免疫治疗。本课题组对免疫细胞浸润水平及评分

的研究即是关注该方面的。第二是免疫检查点的表

达水平。免疫检查点是免疫治疗的靶点，其高表达

意味着肿瘤可能存在严重的免疫抑制和逃避问题。

第三是肿瘤自身突变的情况。肿瘤细胞突变积累得

越多，越容易被免疫系统识别，免疫治疗的效果也就

越好。本研究的 ＴＭＢ、ＭＳＩ和 ＭＭＲ即是关注该方
面的。其中ＭＭＲ与ＭＳＩ密切相关。碱基配对修复
完整（ｐＭＭＲ）通常与微卫星稳定（ＭＳＳ）相关联，预
示着免疫治疗效果不佳。而碱基配对修复缺陷

（ｄＭＭＲ）则往往与微卫星高度不稳定（ＭＳＩ-Ｈ）相关
联，预示着肿瘤对免疫治疗较为敏感。以上三方面

是目前通过生物信息学方法预测免疫治疗效果的主

要关注点。本研究的分析提示在某些肿瘤中，这三

方面的预测结果可能有一定差异。这也反映了肿瘤

免疫治疗效果存在的复杂异质性，需要结合临床研

究进一步分析。

　　此外，本课题组还研究了 ＣＤＫＮ３表达水平与
药物反应之间的关系。先前的研究［１９］表明 ＣＤＫＮ３
可与其他基因共同表达，促进细胞增殖。在本研究

利用ＧｅｎｅＭＡＮＩＡ软件构建的ＣＤＫＮ３基因的ＰＰＩ网
络和ＧＯ分析中，细胞周期是ＣＤＫＮ３高表达主要富
集的生物过程。由于近十年已有多项研究［９，２０］表

明ＣＤＫＮ３在多种肝脏癌前病变如肝炎、肝硬化中
都发挥着作用，尤其是在这些癌前病变的恶性转化

过程中具有重要意义。目前已有报道提示 ＣＤＫＮ３
表达水平与肝癌的病理分期［２１］、临床预后和对阿霉

素的敏感性有关［２２］，但尚未围绕 ＣＤＫＮ３展开肝癌
表型和功能层面的基础实验验证。基于此，本课题

组选择ＨＣＣ进行标本验证和体外验证。本研究运
用细胞和分子生物学方法证实ＣＤＫＮ３在ＨＣＣ组织
和细胞中高表达，敲低 ＣＤＫＮ３的表达能够抑制
ＨＣＣ细胞的增殖、侵袭和转移，促进凋亡。
　　据本课题组所知，这是首个基于 ＣＤＫＮ３的泛
癌分析。了解ＣＤＫＮ３在人类肿瘤中的作用对于肿
瘤免疫治疗特别是个性化治疗有着重要意义。然

而，这项研究也存在一些局限性。首先，ＣＤＫＮ３在
肿瘤中的高表达与预后不良有关，但其潜在机制尚

未得到证实。其次，ＣＤＫＮ３在不同肿瘤中的功能差
异还需要进一步探索。总之，ＣＤＫＮ３可能是一种潜
在的生物标志物，在肿瘤免疫微环境的形成过程中

发挥着重要作用，为肿瘤治疗提供了一个辅助靶点。
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