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  [摘 要] 目的 通过生物信息学分析结合临床样本检测,寻找膀胱尿路上皮癌(BLCA)中关键基因的突

变和机制探讨。方法 下载TCGA(406例肿瘤组织和19例癌旁组织)和GTEx(21例癌旁组织)数据库中全部

BLCA病例数据集的基因突变数据、转录组数据和临床数据。收集BLCA手术临床样本共32例,实时荧光定

量聚合酶链反应(PCR)检测基因表达。结果 91.42%的患者存在突变,其中错义突变、单核苷酸变异和C>T
突变为主要突变类型,突变排在前5位的基因分别为 TP53(47%)、TTN(45%)、KMT2D(29%)、MUC16
(28%)、KDM6A(26%)。TCGA 和临床样本中,KDM6A 突变型表达水平均显著高于野生型(P=0.008、

0.007)。KDM6A野生型的总体生存期(OS)和无进展生存期(PFS)均大于突变型(P=0.028、0.035)。进一步

研究发现,KDM6A的表达与CD8+T细胞(r=0.22,P=0.039)、巨噬细胞(r=0.31,P=0.032)和内皮细胞

(r=0.26,P=0.002)水平均呈显著正相关。结论 BLCA中KDM6A的突变与预后和免疫微环境密切相关,

KDM6A突变可能是BLCA的潜在治疗靶标。
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[Abstract] Objective To

 

identify
 

key
 

gene
 

mutations
 

and
 

explore
 

their
 

mechanisms
 

in
 

bladder
 

urotheli-
al

 

carcinoma(BLCA)
 

through
 

bioinformatics
 

analysis
 

combined
 

with
 

clinical
 

sample
 

testing.Methods Gene
 

mutation
 

data,transcriptome
 

data,and
 

clinical
 

data
 

for
 

all
 

BLCA
 

cases
 

were
 

downloaded
 

from
 

the
 

TCGA
 

data-
base(406

 

tumor
 

tissues
 

and
 

19
 

adjacent
 

non-cancer
 

tissues)
 

and
 

GTEx
 

database(21
 

adjacent
 

non-cancer
 

tis-
sues).A

 

total
 

of
 

32
 

clinical
 

samples
 

from
 

BLCA
 

surgeries
 

were
 

collected,and
 

gene
 

expression
 

was
 

measured
 

using
 

real-time
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction(PCR).Results Mutations
 

were
 

found
 

in
 

91.42%
 

of
 

the
 

patients,with
 

missense
 

mutations,single
 

nucleotide
 

variants,and
 

C>T
 

transitions
 

being
 

the
 

predominant
 

types.The
 

top
 

five
 

mutated
 

genes
 

were
 

TP53(47%),TTN(45%),KMT2D(29%),MUC16(28%),and
 

KDM6A(26%).In
 

both
 

TCGA
 

and
 

clinical
 

samples,the
 

expression
 

levels
 

of
 

mutant
 

KDM6A
 

were
 

significant-
ly

 

higher
 

than
 

those
 

of
 

the
 

wild
 

type(P=0.008,0.007).The
 

patients
 

with
 

wild-type
 

KDM6A
 

had
 

a
 

longer
 

o-
verall

 

survival(OS)
 

and
 

progression-free
 

survival(PFS)
 

than
 

those
 

with
 

the
 

mutation(P=0.028,0.035).Fur-
ther

 

studies
 

revealed
 

that
 

the
 

expression
 

of
 

KDM6A
 

was
 

significantly
 

positively
 

correlated
 

with
 

the
 

levels
 

of
 

CD8+T
 

cells(r=0.22,P=0.039),macrophages(r=0.31,P=0.032),and
 

endothelial
 

cells(r=0.26,P=
0.002).Conclusion Mutations

 

in
 

KDM6A
 

are
 

closely
 

associated
 

with
 

prognosis
 

and
 

the
 

immune
 

microenvi-
ronment

 

in
 

BLCA,suggesting
 

that
 

KDM6A
 

mutations
 

may
 

serve
 

as
 

potential
 

therapeutic
 

targets
 

for
 

BLCA.
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croenvironment

  膀胱尿路上皮癌(BLCA)是最常见的泌尿系统恶

性肿瘤[1]。根据最新的流行病学数据显示,BLCA在

我 国 的 发 病 率 为6.61/10万,男 性 高 于 女 性[2]。

2020年,全球报告了573
 

278例新增病例和212
 

536
例相关死亡病例[3]。此外,一旦癌细胞出现转移,

BLCA患者的5年生存率仅为12%[4]。因此寻找关

键标志物和靶点对于BLCA的早期诊断和治疗具有

重要意义。
基因突变与肿瘤的发生密切相关[5]。然而,学术

界对产生这些突变的生物学过程的认识有限。但是

由于独立研究中个体差异及样本量较少,结果通常存

在不确定性。但是生物信息学方法成为解决这些缺

陷的创新方法[6]。本研究通过生物信息学分析,并结

合临床手术样本试验检测,筛选BLCA中关键基因的

突变与预后,以及与免疫微环境的关系。本研究对了

解BLCA的发病机制、预防和治疗有潜在意义。

1 资料与方法

1.1 资料

1.1.1 数据收集 下载TCGA数据库(portal.gdc.
cancer.gov/)中全部406例肿瘤组织和19例癌旁组

织样本信息,以及GTEx数据库中的21例癌旁组织

样本信息,所有数据均为人源,基因表达采用R4.1.1
软件的wilcox-tests法分析,P<0.05为差异有统计

学意义。

1.1.2 病例样本 病例组织样本来源于2022-2023
年在广元市中心医院确诊为BLCA的患者。所有患

者经影像学检查、血液检查和病理学检查明确诊断确

诊为BLCA,共32例病例。所有患者均知情同意。

1.1.3 试剂 提取组织RNA采用Trizol试剂,BCA
 

Protein
 

Assay试剂盒购自 Takara公司。FastKing
一步法反转录荧光定量试剂盒购自天根生化科技有

限公司。

1.2 方法

1.2.1 体细胞基因突变景观分析 采用R4.1.1软

件中的maftools软件包可视化BLCA患者的体细胞

突变信息[7],生成体细胞突变景观图。突变景观图中

显示了每个样品中每个基因的突变信息,其中基因按

突变频率排序,样本按疾病组织学排序,侧栏显示了

MutSigCV估计的log10转换Q 值。免疫评分采用

TIMER法分析,使用R4.1.1软件中的Immunede-
conv软件包。

1.2.2 生存分析 生存分析指标为总体生存期

(OS)、无 进 展 生 存 期(PFS),log
 

rank 用 于 检 验

Kaplan-Meier生存分析比较2组之间的生存差异[8],

P<0.05为差异有统计学意义。

1.2.3 实时荧光定量聚合酶链反应(PCR) 采用

Trizol法提取癌组织和癌旁组织总RNA,采用Fast-
King一步法反转录荧光定量试剂盒检测癌组织和癌

旁组织 KDM6A 的表达。内参为β-actin。KDM6A
引物,正 向:5'-

 

TTCCTCGGAAGGTGCTATTCA-
3',反向:5'-GAGGCTGGTTGCAGGATTCA-3';

 

β-
actin引物,正向:5'-CTCCATCCTGGCCTCGCTGT-
3',反向:5'-GCTGTCACCTTCACCGTTCC-3'。

1.2.4 蛋白免疫印迹法(Western
 

blot) 提取组织

总蛋白并定量后,将蛋白样品添加到样品孔中,通过

5%十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)
分离,然后转移到聚偏二氟乙烯膜上。使用脱脂奶粉

常温封闭1
 

h。将膜与一抗4°C孵育12
 

h,然后与辣

根过氧化物酶标记的二抗在室温下孵育1
 

h。将增强

化学发光法(ECL)发光液体A和B按1∶1混合并滴

到薄膜上。使用凝胶成像仪观察蛋白条带。β-actin
被用作参考蛋白。

1.3 统计学处理 应用SPSS27.0软件和 R4.1.1
软件进行数据分析。计量资料以x±s表示,采用参数

检验。采用R4.1.1软件Immunedeconv进行免疫评分

评估,采用Spearman分析对免疫评分和表达量数据进

行相关性分析,P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 BLCA队列的体细胞突变 基因按突变频率排

序。91.42%的患者存在突变(图1A),其中错义突变

(图2B)、单核苷酸变异(图2C)和C>T突变(图2D)
为主要突变类型,突变排在前5位的基因分别为

TP53(47%)、TTN(45%)、KMT2D(29%)、MUC16
(28%)、KDM6A(26%)。

2.2 突变基因的表达情况 表达分析结果显示,

TP53、TTN、KMT2D、MUC16的野生型和突变型差

异均 无 统 计 学 意 义 (P >0.05)。见 图 2A~D。

KDM6A 野 生 型 表 达 高 于 突 变 型,且 癌 旁 组 织 的

KDM6A表达高于癌组织(图2E、F)。为了进一步验

证以上结果,通过直接测序法进行SNP分析,32例

BLCA手术样本中23例为野生型,9例为突变型,突
变率为28.16%。癌组织中KDM6A表达低于癌旁组

织(P=0.007),KDM6A突变型表达显著低于野生型

(P=0.012),见图2G、H。

2.3 KDM6A突变与预后 TVGA数据库中的406
例患者的表达和生存数据显示,KDM6A 野生型的
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OS和PFS均大于突变型,差异有统计学意义(HR= 1.532、3.485,P=0.028、0.035)。见图3。

  A.BLCA前5位突变基因及突变谱;B.突变种类;C.突变类型;D.单核苷酸变异分类。

图1  BLCA的体细胞突变图

  注:A~F
 

为TCGA中TP53、TTN、KMT2D、MUC16和KDM6A的表达;G.临床样本中KDM6A的基因表达;H.临床样本中KDM6A的蛋白

表达;a、b、c为有统计学差异。

图2  突变基因的表达分析

2.4 KDM6A突变与免疫微环境相关性 在TCGA
中,相对于野生型,突变型的CD8+T细胞、巨噬细胞

和内皮细胞水平降低。进一步分析发现,KDM6A的

表达与CD8+T细胞、巨噬细胞和内皮细胞水平均呈

正相关(r=0.22、0.31、0.26,P=0.039、0.032、

0.002),见图4A~D。
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  注:A.OS率;B.PFS率。

图3  KDM6A突变型与野生型的生存分析

  注:A.BLCA组织中KDM6A野生型和突变型的免疫细胞评分;B~D.KDM6A的表达与CD8+T细胞、巨噬细胞和内皮细胞的相关性。

图4  KDM6A突变与免疫微环境相关性

3 讨  论

  关于BLCA的形成和发展研究越来越多。然而,
肿瘤的发生分子机制是一个复杂的过程,很难全面了

解BLCA 的 遗 传 因 素。本 研 究 整 合 了 TCGA 和

GTEx中所有BLCA的数据集,使用生物信息学方法

分析了这些数据集,并通过收集手术临床样本进行了

验证,筛选出了最重要的突变基因 KDM6A,并分析

了其突变与生存的关系。
组蛋白的翻译后修饰被认为是调控基因转录的

重要机制。组蛋白异常修饰在多种疾病的发病机制

中有着广泛意义,已被证明是潜在的诊断生物标志物

或治疗靶点。KDM6A也称为X染色体上的泛转录

四三肽重复序列,属于JmjC结构域中的一个家族,该
家族含有介导 H3K27me2/3去甲基化的酶,因此导

致转录激活[9]。KDM6A在胚胎发育过程中起着重

要作用,以往研究表明,KDM6A的新发突变与Kabu-

ki综合征相关[10]。尽管KDM6A突变已在多种癌症

中被鉴定,但突变的频率非常不同。KDM6A是否抑

制或促进肿瘤发生和发展取决于癌症类型及其相互

作用的转录因子。例如,KDM6A是T细胞急性淋巴

细胞白血病(T-ALL)的肿瘤抑制因子,但由 TAL-
bHLH转录因子1(TAL1)驱动的 T-ALL除外[11]。

KDM6A已被证明在体外抑制BLCA细胞增殖和锚

定非依赖性生长,并且KDM6A的尿路上皮特异性缺

失增加了体内雌性小鼠的BLCA 风险[12]。本研究

中,在生物信息学分析和临床样本验证 中 均 发 现

BLCA 的 KDM6A 突 变 型 表 达 低 于 野 生 型,说 明

BLCA的发生发展与 KDM6A突变密切相关。本研

究证实了BLCA中KDM6A突变状态患者预后的关

系。KDM6A野生型的OS和PFS均大于突变型,说
明KDM6A突变型的低表达是BLCA的重要预后生

物标志物。KDM6A已被证明通过去甲基酶依赖性
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和去甲基酶非依赖性机制调节基因转录。有研究表

明,KDM6A在膀胱癌细胞中作为组蛋白甲基转移酶

反式激活ARHGDIB启动子[13]。
肿瘤免疫逃逸是指肿瘤细胞通过多种机制逃避

机体免疫系统识别和攻击,从而得以在体内生存和增

殖。T细胞活性的抑制在肿瘤免疫逃逸中起着重要

作用[14-16]。巨噬细胞,尤其是巨噬细胞的 M2亚群,
被认为是促进肿瘤细胞生长和诱导肿瘤免疫抑制的

最重要的免疫细胞[17-19]。肿瘤微环境(TME)是一个

由肿瘤细胞、免疫细胞、基质细胞和细胞因子组成的

复杂系统[20]。免疫抑制性 TME是癌症免疫治疗成

功的关键障碍,而重塑TME已成为免疫治疗的关键

因素。肿瘤组织中免疫检查点分子的失调可抑制T
细胞的活化和增殖,导致免疫抑制性TME的形成,使
肿瘤细胞逃避机体免疫监测和杀伤[21-22]。有研究发

现,胰腺癌细胞中KDM6A的缺失能够通过上调募集

中性粒细胞的趋化因子CXCL1,增加中性粒细胞在

肿瘤中的浸润,从而影响免疫微环境[23]。还有研究发

现,在BLCA中,KDM6A突变抑制了细胞黏附分子、

ECM 受 体 相 互 作 用 和 黏 着 斑 痣 的 信 号 通 路。

KDM6A缺失可激活趋化因子和细胞因子途径,增加

M2巨噬细胞极化,增加肿瘤干细胞丰度[24]。本研究

揭示了KDM6A在BLCA免疫微环境的调节中起关

键作用,为研究调节抗肿瘤免疫反应的潜在机制提供

了新的视角,这可能有助于开发新的治疗策略,需要

进一步的研究来阐明详细的潜在机制。
本研究从生物信息学和临床样本层面筛选出了

BLCA中重要的突变基因KDM6A,并对KDM6A的

突变与生存和免疫微环境的关联进行了研究,但仍存

在一些 局 限 性。首 先,需 要 更 多 的 临 床 样 本 来 对

KDM6A突变与免疫微环境的关系进行验证。其次,

BLCA的动物和细胞模型可以更进一步地对调控机

制进行深层次探讨。
综上所述,本研究发现了BLCA中KDM6A突变

和生存密切相关,KDM6A突变和免疫微环境密切相

关。这些研究可以大大提高对BLCA的原因和潜在

分子机制的理解,相关的信号通路可能是BLCA的治

疗靶标。
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