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　　摘　要：　目的　研究Ｎ６甲基腺苷（ｍ６Ａ）修饰在中晚期头颈部鳞状细胞癌（ＨＮＳＣＣ）的作用和基因相关通
路，为头颈部ＨＮＳＣＣ患者的个体化精准治疗提出新的观点及研究参考。方法　选取３对临床中晚期ＨＮＳＣＣ患者
的癌及其癌旁组织（６个样本）进行测序，从癌和癌旁组织的转录组、ｍ６Ａ相关差异基因中筛选出两者共同的差异
基因，通过基因本体（ＧＯ）分析、ｐａｔｈｗａｙ分析及蛋白相互作用（ＰＰＩ）分析，找出其中的枢纽（ｈｕｂ）基因，随后对网络
中的基因进行基因集变异分析（ＧＳＶＡ），从而得到ｍ６Ａ修饰影响的基因及通路。结果　从癌与癌旁组织的差异基
因中筛选出９６个转录组ｍ６Ａ相关的上调基因、１５９个ｍ６Ａ相关下调基因；信号通路分析发现ＰＰＡＲ通路、免疫相
关通路下调，代谢通路上调；构建ＰＰＩ后发现，ＣＤＫ１呈现上调趋势，而ＤＣＮ及ＡＲＧ２均呈现下调趋势；ＧＳＶＡ分析
发现ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路在癌组织中上调；ＰＰＩ中的ｈｕｂ基因共表达分析发现ＡＧＲ２和ＣＤＫ１在ｍ６Ａ调控下，与铁
死亡相关基因联系很密切。结论　ｍ６Ａ修饰与ＦＯＸＡ１、ＲＰＬ８、ＤＮＣ、ＣＤＫ１、ＡｐｏＥ、ＰＯＳＴＮ、ＹＷＨＡＺ、ＭＭＰ１３等铁死亡
相关基因紧密相关，ｍ６Ａ修饰可能通过铁死亡相关基因影响免疫、代谢相关通路，从而在中晚期 ＨＮＳＣＣ中起重要
作用。
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　　头颈癌（ｈｅａｄｎｅｃｋｃａｎｃｅｒ，ＨＮＣ）是世界上第
８种最常见的癌症。根据 ２０２０年全球癌症统计，
ＨＮＣ的发病人数约为８７００００例，占所有恶性肿瘤
的４．５％。ＨＮＣ的发病机制是一个多步骤的过程，
涉及分子变化的渐进积累。进一步阐明 ＨＮＣ发展
中涉及的分子事件，可能有助于识别潜在和有效的

生物标志物，并为靶向治疗提供新的方向［１］。头颈

部鳞状细胞癌（ｈｅａｄｎｅｃｋｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，
ＨＮＳＣＣ）是其中发生率最高的一类。标准疗法如保
留器官的微创手术方法、放疗和多模式治愈性疗法等

的改进已经可以更好地保留患者的头颈部器官的功

能，并提高患者的５年生存率［２４］，但是复发性或转移

性患者的疗效及预后仍差强人意。基于Ｔ细胞的免
疫治疗，已被证明能提高复发性或转移性ＨＮＳＣＣ患
者的总生存率［５］，但只有很低比例的患者对此疗法有

响应，还存在免疫耐受和免疫逃逸等问题，因此，转移

性、复发性和晚期 ＨＮＳＣＣ患者的预后仍然不理想。
对 ＨＮＳＣＣ进展和转移形成的机制已经有深入的研
究，但仍需要开发新的治疗策略［２］。

ＲＮＡ修饰，例如 Ｎ６甲基腺苷（Ｎ６ｍｅｔｈｙｌａｄｅ
ｎｏｓｉｎｅ，ｍ６Ａ），在表观遗传基因调控和细胞功能中发
挥着不可忽视的作用，与许多人类疾病密切相关。

ｍ６Ａ是在真核细胞中记录的最常见的转录后 ＲＮＡ
修饰，这些修饰大多发生在 ５’和 ３’非翻译区
（ＵＴＲｓ）以及内部长外显子的信使核糖核酸终止密
码子附近，在许多生理和病理过程中起着重要作用，

包括产生免疫反应、微小ＲＮＡ的编辑和各种癌症的
进展［６］。目前已有研究表明，ｍ６Ａ修饰失调与胶质
母细胞瘤、乳腺癌症、胃癌、结直肠癌及甲状腺乳头

状癌［７］等肿瘤的发生发展密切相关。有研究表

明［８］，喉鳞状细胞癌（ｌａｒｙｎｇｅａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉ

ｎｏｍａ，ＬＳＣＣ）患者的预后，可以通过ｍ６Ａ相关的Ｌｎ
ｃＲＮＡ表达量构建的预后模型预测。然而，ｍ６Ａ修
饰在ＨＮＳＣＣ进展中的作用还需要进一步研究［９］。

１　材料与方法

１．１　分析流程
分析过程流程见图１。

选取
!

对中晚期
"#$%%

患者的癌组织及癌旁组织
进行测序

从原发和癌旁的转录组!

&'(

相
关差异基因" 筛选出两者共同的
差异基因

对应被
&)(

调控的
*+,-#(

进行蛋白质
的结合预测" 得到可
能被调控的蛋白以及
在转录组的相关性

转录组
上调

&)(

上调

转录组
下调

&)(

下调

./

!

01..

和
2345637

分析

88*

分析

从基因之间的网络结合关系
中"找出其中的

59:

基因

对
59:

基因进行
共表达的分析

.$;(

分析

获得其基因之间
有密切关系的基
因素

基因影响的通路和从癌旁到肿瘤的
变化过程"即

&)(

调控影响的通

图１　数据收集分析过程　注：ＨＮＳＣＣ（头颈部鳞状细胞癌）；
ＧＯ（基因本体）；ＫＥＧＧ（京都基因与基因组）；ＰＰＩ（蛋白相互作
用）；ＧＳＶＡ（基因集变异分析）。
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１．２　数据处理
１．２．１　ＲＮＡ提取、文库制备和测序　ＲＮＡ提取、文
库制备和高通量测序的数据分析均由中国有限公司

赛格健康科技有限公司进行。按照 Ｃｈｏｍｃｚｙｎｓｋｉ
等［１０］的方法，使用 ＴＲＩｚｏｌ（ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎＴＭ，Ｃａｔ．Ｎｏ．
１５５９６０１８），从临床收集的３对癌及癌旁组织样品中
提取总 ＲＮＡ。在 ＤＮａｓｅＩ（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＴＭ，Ｃａｔ．
Ｎｏ．ＥＮ０５２１）提取 ＲＮＡ后进行 ＤＮＡ消化。ＲＮＡ质
量通过用 ＮａｎｏｄｒｏｐＴＭＯｎｅＣ分光光度计（Ｔｈｅｒｍｏ
ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＴＭ，Ｃａｔ．Ｎｏ．ＮＤＯＮＥＣＷ）检测 Ａ２６０／Ａ２８０
来测定。ＲＮＡ经证实完整性及合格后通过 Ｑｕ
ｂｉｔＴＭ３荧光计（ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎＴＭ，Ｃａｔ．Ｎｏ．Ｑ３３２１６）与
ＱｕｂｉｔＴＭＲＮＡＨＳ测定试剂盒（ＩｎｖｉｔｒｏｇｅｎＴＭ，Ｃａｔ．
Ｎｏ．Ｑ３２８５５）进行定量。对应于２５０～５００ｂｐ的文
库产物进行富集、定量，并最终在 ＮｏｖａＳｅｑ（Ｉｌｌｕｍｉ
ｎａ）上测序。
１．２．２　ＲＮＡ序列数据分析　原始测序数据首先通
过ＳＯＡＰｎｕｋｅ（版本１．６．０）进行过滤，去除低质量及
被污染的读数。ＣｌｅａｎＲｅａｄｓ首先根据唯一分子标
识符（ｕｎｉｑｕｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｉｄｅｎｔｉｆｉｅｒ，ＵＭＩ）序列进行聚
类，相同ＵＭＩ序列分组到同一聚类。生成所有子聚
类后，进行多序列比对，得到每个子聚类的一个一致

序列。

１．２．３　新基因和转录物的预处理、比对和分析　使
用Ｇｕｐｐｙ软件（版本５．０．１６）［１１］对原始读取进行基
础调用，评估读取质量，Ｇｕｐｐｙ还对适配器序列进行
了修剪。Ｎａｎｏｆｉｌｔ（２．７．１版）过滤低质量（Ｑ值 ＜７）
和短长度读数（＜５０ｂｐ）［１２］。使用 Ｆｃｌｍｒ２（版本
０．１．２）和短长度 ＲＮＡＳｅｑ数据校正剩余的干净读
数［１３］。然后，使用 Ｍｉｎｉｍａｐ２（２．１７ｒ９４１版）将每个
文库的干净读数与其基因组进行比对［１４］。使用

Ｓａｍｔｏｏｌｓ（１．１０版）计算干净读数与参考基因的比对
率［１５］。为了减少结果的冗余，合并仅在５’端外显
子差异的比对，并使用 ＳｔｒｉｎｇＴｉｅ软件（版本：２．１．４；
参数：－保守性ＬＲ）获得非冗余转录序列。Ｇｆｆ
ｃｏｍｐａｒｅ软件（版本：０．１２．１；参数：－ＲＣＫＭ）用于
将转录物与基因组的已知转录物进行比较，并发现

新的转录物和新的基因。为了获得新转录物的全面

功能信息，根据序列相似性和基序相似性对７个数
据库的转录物进行了注释，包括 ＮＲ、Ｐｆａｍ、ＵｎｉＰｒｏｔ、
京都基因与基因组（ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｇｓａｎｄ
ｇｅｎｏｍｅｓＫＥＧＧ）、基因本体（ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）、
ＫＯＧ／ＣＯＧ和ｐａｔｈｗａｙ。

１．２．４　基因转录物的结构分析　将转录本与已知
的基因组转录本进行比较，以校正边界。

１．２．５　测序质量控制　对牛津纳米孔测序技术
（ｏｘｆｏｒｄｎａｎｏｐｏｒｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ，ＯＮＴ）［１６］原始测序数
据进行质量控制。

１．２．６　数据过滤　根据二代及三代数据过滤标准，
对数据进行过滤，从而得到有效数据。

１．２．７　功能注释和通路富集分析　对上述对照组
鉴定的差异表达基因（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅ，
ＤＥＧ）进行功能注释，ＧＯ富集分析使用了 ＧＯ术语
的注释和可视化和元景观。ＧＯ术语的不同表达基
因列表之间的重叠通过富集分析圆图进行。然后将

ＤＥＧ引入 ＦｕｎＲｉｃｈ（功能富集分析工具）（ｈｔｔｐ：／／
ｗｗｗ．ｆｕｎｒｉｃｈ．ｏｒｇ／）用于 ＫＥＧＧ通路分析。ＧＥＮＥ
ＭＡＮＩＡ用于构建ＤＥＧ的基因基因相互作用网络，
以评估这些基因的功能。

１．２．８　蛋白 －蛋白相互作用（ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒ
ａｃｔｉｏｎ，ＰＰＩ）网络的构建　交集的基因通过 ｓｔｒｉｎｇ
Ｖ１１．０进行基因之间的相互作用预测，得到它们之
间的关系，筛选标准为 ｃｏｍｂｉｎｅｄ＿ｓｃｏｒｅ＞＝０．４。并
通过Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软件（Ｖ３．５．１）进行网络图的构建可
视化。共表达的ｈｕｂ基因通过对 ＰＰＩ中的基因进行
共表达分析，从而发现它们之间的表达关系，进而发

现它们在此实验中的调控关系。

１．２．９　基因集变异分析（ｇｅｎｅｓｅｔｖａｒｉａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ，
ＧＳＶＡ）　使用软件 Ｒ（版本 ３．６）的 ＧＳＶＡ包分析
ｍ６Ａ。

２　结果

２．１　转录组差异基因与差异 ｍ６Ａ的差异基因的
交集

首先通过癌与癌旁组织对比得到转录组差异基

因筛选出来，标准为Ｐ＜０．０５且ｌｏｇ２＞１或者ｌｏｇ２＜
－１。将ｍ６Ａ的差异基因筛选出，标准为 Ｐ＜０．０５
且ｌｏｇ２＞１或者ｌｏｇ２＜－１。通过两组差异基因筛选
出转录组上调和 ｍ６Ａ上调的基因以及转录组下调
和ｍ６Ａ下调的基因。我们得到９６个上调基因（转
录组上调ｍ６Ａ上调）和１５９个下调基因（转录组下
调ｍ６Ａ下调）。
２．２　交集基因的富集分析

首先将交集基因按照上调和下调基因来做富集

分析，从而得到它们各自的方向，具体见表１。
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表１　交集基因的富集分析

编码 描述 基因比 背景比率 Ｐ 矫正后Ｐ Ｑ 基因识别符 拷贝数

ＧＯ：
０００６９５７

补体激活，替代

途径
４／１２５ １８／１８８００ ５．３０２３３Ｅ０６ ０．００９５４０８６２ ０．００８９１１６８５ Ｃ３／Ｃ７／ＣＦＤ／ＣＦＨ ４

ＧＯ：
００１６２６６

Ｏ聚糖加工 ５／１２５ ４３／１８８００ ９．４２７７３Ｅ０６ ０．００９５４０８６２ ０．００８９１１６８５
ＧＣＮＴ３／ＧＡＬＮＴ５／Ｂ３ＧＮＴ３／
ＧＡＬＮＴ１２／ＳＴ３ＧＡＬ４

５

ＧＯ：
００５５０７２

铁离子稳态 ６／１２５ ８５／１８８００ ２．１８０７２Ｅ０５ ０．０１４３４７４７９ ０．０１３４０１３２７
ＣＰ／ＬＴＦ／ＥＰＡＳ１／ＢＤＨ２／ＣＹ
ＢＲＤ１／ＳＣＡＲＡ５

６

ＧＯ：
０００７５８９

体液分泌 ６／１２５ ８９／１８８００ ２．８３５４７Ｅ０５ ０．０１４３４７４７９ ０．０１３４０１３２７
ＳＴＡＴＨ／ＣＤＯ１／ＡＱＰ１／ＳＣ
ＮＮ１Ｂ／ＮＰＲ１／ＡＧＲ２

６

ＧＯ：
００３２９４１

组织分泌 ４／１２５ ３９／１８８００ ０．０００１２７９３６ ０．０５１７８８６６５ ０．０４８３７３４３６ ＳＴＡＴＨ／ＡＱＰ１／ＳＣＮＮ１Ｂ／ＡＧＲ２ ４

ＧＯ：
０００６４９３

蛋白 Ｏ连接糖
基化

５／１２５ ８９／１８８００ ０．０００３１８６０２ ０．０９６７２１７３３ ０．０９０３４３３７
ＧＣＮＴ３／ＧＡＬＮＴ５／Ｂ３ＧＮＴ３／
ＧＡＬＮＴ１２／ＳＴ３ＧＡＬ４

５

ＧＯ：
００５５０７６

过渡金属稳态 ６／１２５ １３９／１８８００ ０．０００３３４５１２ ０．０９６７２１７３３ ０．０９０３４３３７
ＣＰ／ＬＴＦ／ＥＰＡＳ１／ＢＤＨ２／ＣＹ
ＢＲＤ１／ＳＣＡＲＡ５

６

ＧＯ：
０００６８２６

铁离子转运 ４／１２５ ５９／１８８００ ０．０００６３８９８７ ０．１６１６６３７７８ ０．１５１００２７８ ＣＰ／ＬＴＦ／ＣＹＢＲＤ１／ＳＣＡＲＡ５ ４

ＧＯ：
００３０２７８

骨化调节 ５／１２５ １１８／１８８００ ０．００１１５２５３１ ０．１７７５４２７８１ ０．１６５８３４６３４
ＭＧＰ／ＬＴＦ／ＳＴＡＴＨ／ＯＳＲ１／
ＤＨＲＳ３

５

ＧＯ：
００３０３２４

肺发育 ６／１２５ １７９／１８８００ ０．００１２６１１３４ ０．１７７５４２７８１ ０．１６５８３４６３４
ＨＯＰＸ／ＩＧＦＢＰ５／ＦＯＸＡ１／ＥＰ
ＡＳ１／ＬＡＭＡ５／ＡＧＲ２

６

ＧＯ：
０００６９５９

体液免疫反应 ８／１２５ ３１７／１８８００ ０．００１２７７５８３ ０．１７７５４２７８１ ０．１６５８３４６３４
ＬＴＦ／Ｃ３／Ｃ７／ＣＬＵ／ＣＦＤ／
ＳＰＩＮＫ５／ＷＦＤＣ２／ＣＦＨ

８

ＧＯ：
００３０２８２

骨矿化作用 ５／１２５ １２１／１８８００ ０．００１２８８９８９ ０．１７７５４２７８１ ０．１６５８３４６３４
ＭＧＰ／ＬＴＦ／ＳＴＡＴＨ／ＯＳＲ１／
ＣＬＥＣ３Ｂ

５

ＧＯ：
０００６６３１

脂肪酸代谢过程 ９／１２５ ３９５／１８８００ ０．００１３０７１０３ ０．１７７５４２７８１ ０．１６５８３４６３４
ＡＫＲ１Ｃ１／ＰＴＧＩＳ／Ｃ３／ＰＥＲ２／
ＡＣＯＸ１／ＢＤＨ２／ＡＣＳＬ３／
ＦＡＡＨ２／ＴＮＸＢ

９

ＧＯ：
００３０３２３

呼吸管发育 ６／１２５ １８３／１８８００ ０．００１４１２０１８ ０．１７７５４２７８１ ０．１６５８３４６３４
ＨＯＰＸ／ＩＧＦＢＰ５／ＦＯＸＡ１／ＥＰ
ＡＳ１／ＬＡＭＡ５／ＡＧＲ２

６

ＧＯ：
００４８６６２

平滑肌细胞增值

负调控
４／１２５ ７３／１８８００ ０．００１４２２７０９ ０．１７７５４２７８１ ０．１６５８３４６３４ ＩＧＦＢＰ５／ＮＰＲ１／ＯＧＮ／ＮＤＲＧ２ ４

ＧＯ：
００１０９５１

"

肽酶活性负调

控
７／１２５ ２５１／１８８００ ０．００１４５８２２０ ０．１７７５４２７８１ ０．１６５８３４６３４

ＬＴＦ／Ｃ３／ＬＸＮ／ＴＩＭＰ３／ＡＱＰ１／
ＳＰＩＮＫ５／ＷＦＤＣ２

７

ＧＯ：
０００６９５６

补体激活 ５／１２５ １３１／１８８００ ０．００１８３０８４６ ０．１７７５４２７８１ ０．１６５８３４６３４ Ｃ３／Ｃ７／ＣＬＵ／ＣＦＤ／ＣＦＨ ５

ＧＯ：
００１０４６６

肽酶活性负调控 ７／１２５ ２６２／１８８００ ０．００１８６１２５６ ０．１７７５４２７８１ ０．１６５８３４６３４
ＬＴＦ／Ｃ３／ＬＸＮ／ＴＩＭＰ３／ＡＱＰ１／
ＳＰＩＮＫ５／ＷＦＤＣ２

７

ＧＯ：
００４２０４５

上皮细胞液体转

运
２／１２５ １０／１８８００ ０．００１９０５８５５ ０．１７７５４２７８１ ０．１６５８３４６３４ ＡＱＰ１／ＳＣＮＮ１Ｂ ２

ＧＯ：
００７１０７３

磷脂生物合成正

调节
２／１２５ １０／１８８００ ０．００１９０５８５５ ０．１７７５４２７８１ ０．１６５８３４６３４ ＡＤＧＲＦ５／ＡＣＳＬ３ ２

ＧＯ：
０００１５０３

骨化 ９／１２５ ４２０／１８８００ ０．００１９８８８３１ ０．１７７５４２７８１ ０．１６５８３４６３４
ＭＧＰ／ＬＴＦ／ＩＧＦＢＰ５／ＳＴＡＴＨ／
ＯＳＲ１／ＳＬＣ２６Ａ２／ＣＬＥＣ３Ｂ／
ＭＡＰ２Ｋ６／ＤＨＲＳ３

９

ＧＯ：
０００２３８５

黏膜免疫反应 ３／１２５ ３８／１８８００ ０．００２０４２４９４ ０．１７７５４２７８１ ０．１６５８３４６３４ ＬＴＦ／ＧＰ２／ＰＩＧＲ ３

ＧＯ：
００３０５００

调节骨矿化 ４／１２５ ８１／１８８００ ０．００２０８７８４８ ０．１７７５４２７８１ ０．１６５８３４６３４ ＭＧＰ／ＬＴＦ／ＳＴＡＴＨ／ＯＳＲ１ ４

　　对这部分的基因进行功能以及 ｐａｔｈｗａｙ的富集
分析，对显著性差异基因功能分别做了柱状图

（图２），显著性筛选的标准为Ｐ＜０．０５。
２．３　差异基因信号通路分析

根据差异基因通路中每一通路的显著性水平

（Ｐ值）和所包含的差异基因数据（表２）构建显著性
差异基因通路的分布图。对部分显著性差异基因通

路做了气泡图（图３）。从通路的结果中可以看出：
在癌组织中ＰＰＡＲ通路下调，免疫相关通路下调，以
及代谢通路的上调，从而影响了肿瘤的发展和增殖。

·３６·
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图２　部分基因功能及ｐａｔｈｗａｙ富集分析中显著性差异的基因　注：纵坐标为差异基因功能名称，横坐标为Ｐ值的负对数（－
ＬｇＰ）；图中仅显示按照ＬｇＰ排序最大的各前１０项。ｃｏｌｌａｇｅｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ（含胶原蛋白的细胞外基质）；ｓｅｃｒｅｔｏ
ｒｙｇｒａｎｕｌｅｌｕｍｅｎ（分泌颗粒腔）；ｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃｖｅｓｉｃｌｅｌｕｍｅｎ（细胞质囊腔）；ｖｅｓｉｃｌｅｌｕｍｅｎ（囊泡腔）；ｂｌｏｏｄｍｉｃｒｏｐａｒｔｉｃｌｅ（血液微粒
子）；ｔｅｒｔｉａｒｙｇｒａｎｕｌｅｌｕｍｅｎ（三级颗粒腔）；ｍｉｃｒｏｖｉｌｌｕｓｍｅｍｂｒａｎｅ（微滤膜）；ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｌｕｍｅｎ（内质网腔）；ａｐｉｃａｌｐａｒｔｏｆ
ｃｅｌｌ（细胞顶端）；ａｐｉｃａｌｐｌａｓｍａｍｅｍｂｒａｎｅ（顶端质膜）；ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔ（细胞外基质结构成分）；ｇｌｙｃｏｓａｍｉ
ｎｏｇｌｙｃａｎｂｉｎｄｉｎｇ（糖胺聚糖结合）；ｈｅｐａｒｉｎｂｉｎｄｉｎｇ（肝素结合）；ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｃｏｎｆｅｒｒｉｎｇｃｏｍｐｒｅｓｓｉｏｎｒｅ
ｓｉｓｔａｎｃｅ（细胞外基质中具有抗压性的结构成分）；ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ（氧化还原酶活性）；ｃｏｌｌａｇｅｎｂｉｎｄｉｎｇ（胶原蛋白结合）；
ｅｎｄｏｐｅｐｔｉｄａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒａｃｔｉｖｉｔｙ（内肽酶抑制剂活性）；ｐｅｐｔｉｄａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒａｃｔｉｖｉｔｙ（肽酶抑制剂活性）；ｅｎｄｏｐｅｐｔｉｄａｓｅｒｅｇｕｌａｔｏｒａｃｔｉｖｉｔｙ
（内肽酶调节器活性）；ｓｕｌｆｕｒｃｏｍｐｏｕｎｄｂｉｎｄｉｎｇ（硫化合物结合）；ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｃｔｉｖａｔｉｏｎ，ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅｐａｔｈｗａｙ（补体激活，替代途
径）；Ｏｇｌｙｃａｎｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ（Ｏ型糖加工）；ｉｒｏｎｉｏｎｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ（铁离子稳态）；ｂｏｄｙｆｌｕｉｄｓｅｃｒｅｔｉｏｎ（体液分泌）；ｓｅｃｒｅｔｉｏｎｂｙｔｉｓｓｕｅ（组
织分泌）；ｐｒｏｔｅｉｎＯｌｉｎｋｅｄｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ（蛋白质 Ｏ链接糖基化）；ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｍｅｔａｌｉｏｎｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ（过渡金属离子稳态）；ｉｒｏｎｉｏｎ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔ（铁离子运输）；ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｏｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ（骨化调节）；ｌｕｎｇｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ（肺发育）。下同。

表２　差异基因数据分析

编码 描述 基因比 背景比率 Ｐ 矫正后Ｐ Ｑ 基因识别符 拷贝数

ｈｓａ００５１２
黏蛋白型 Ｏ糖生物
合成

５／５４ ３６／８１９０ ３．３２９３９Ｅ０６ ０．０００４６９４４４ ０．０００４５２０９６
ＧＣＮＴ３／ＧＡＬＮＴ５／Ｂ３ＧＮＴ３／
ＧＡＬＮＴ１２／ＳＴ６ＧＡＬＮＡＣ１

５

ｈｓａ０４６１０ 补体和凝血级联 ５／５４ ８６／８１９０ ０．０００２３９６６７ ０．０１６８９６４９９ ０．０１６２７２１０４ Ｃ３／Ｃ７／ＣＬＵ／ＣＦＤ／ＣＦＨ ５
ｈｓａ０４９２４ 肾素分泌 ３／５４ ６９／８１９０ ０．０１０４４７５９５ ０．３８００９４６６８ ０．３６６０４８６１６ ＡＱＰ１／ＮＰＲ１／ＣＬＣＡ４ ３
ｈｓａ０３３２０ ＰＰＡＲ信号通路 ３／５４ ７５／８１９０ ０．０１３０９７５５５ ０．３８００９４６６８ ０．３６６０４８６１６ ＡＣＯＸ１／ＰＬＴＰ／ＡＣＳＬ３ ３

ｈｓａ００６０１
糖磷脂的生物合成
内酯和新内酯系列

２／５４ ２７／８１９０ ０．０１３４７８５３４ ０．３８００９４６６８ ０．３６６０４８６１６ Ｂ３ＧＮＴ３／ＳＴ３ＧＡＬ４ ２

ｈｓａ０５１５０ 金黄色葡萄球菌感染 ３／５４ ９６／８１９０ ０．０２５１６５７６７ ０．５０２１３４４０９ ０．４８３５７８４９ Ｃ３／ＣＦＤ／ＣＦＨ ３
ｈｓａ０４２１６ 铁死亡 ２／５４ ４１／８１９０ ０．０２９６９７４５３ ０．５０２１３４４０９ ０．４８３５７８４９ ＣＰ／ＡＣＳＬ３ ２
ｈｓａ０００７１ 脂肪酸降解 ２／５４ ４３／８１９０ ０．０３２４３２０１１ ０．５０２１３４４０９ ０．４８３５７８４９ ＡＣＯＸ１／ＡＣＳＬ３ ２

ｈｓａ００５１４
其他类型

Ｏ糖生物合成
２／５４ ４７／８１９０ ０．０３８１８４２０２ ０．５０２１３４４０９ ０．４８３５７８４９ ＧＡＬＮＴ５／ＧＡＬＮＴ１２ ２

ｈｓａ００４４０ 膦酸盐和膦酸盐代谢 １／５４ ６／８１９０ ０．０３８９２５７３７ ０．５０２１３４４０９ ０．４８３５７８４９ ＣＨＰＴ１ １

ｈｓａ０４６７２
产生 ＩｇＡ的肠道免疫
网络

２／５４ ４９／８１９０ ０．０４１１９６１３６ ０．５０２１３４４０９ ０．４８３５７８４９ ＰＩＧＲ／ＣＣＬ２８ ２

ｈｓａ０５１４４ 疟疾 ２／５４ ５０／８１９０ ０．０４２７３４８４３ ０．５０２１３４４０９ ０．４８３５７８４９ ＨＢＡ１／ＡＣＫＲ１ ２

·４６·



庄黎明，等：Ｎａｎｏｐｏｒｅ测序揭示ｍ６Ａ修饰铁死亡相关基因在中晚期头颈部鳞状细胞癌中的表达及临床意义 第５期　

!"#$

%

&

'

(

)

)

(

'

&

*+,,#-.-/012.3

4
5
3
6
7
5
8

920+. 384- :!#;805. <+1=8.36-=+=

#;801=46+.#1;+4+* <+1=8.36-=+=!;5031 5.* .-1;5031 =->+-=

0194;-9-.3 5.* 015#2;53+1. 05=05*-=

$$?@ =+#.5;+.# 4536758

>-.+. =-0>-3+1.

=35468;101002= 52>-2= +.,-03+1.

,->>1431=+=

461=461.53- 5.* 461=46+.53- 9-35<1;+=9

,5338 50+* *-#>5*53+1.

136-> 384-= 1, :!#;805. <+1=8.36-=+=

+.3-=3+.5; +992.- .-371>A ,1> ;#? 4>1*203+1.

B5;5>+5

-.>+06 ,5031>

) %C %) &D &)

4536758 5.5;8=+=

图３　显著性差异基因通路气泡图　注：纵坐标为差异基因通路名称，横坐标为富集程度（ｅｎｒｉｃｈｆａｃｔｏｒ）；ｍｕｃｉｎｔｙｐｅＯｇｌｙｃａｎ
ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ（黏蛋白型 Ｏ糖的生物合成）；ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｎｄｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎｃａｓｃａｄｅｓ（补体和凝血级联）；ｒｅｎｉｎｓｅｃｒｅｔｉｏｎ（肾素分泌）；
ＰＰＡＲｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ（ＰＰＡＲ信号通路）；ｇｌｙｃｏｓｐｈｉｎｇｏｌｉｐｉｄｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓｌａｃｔｏａｎｄｎｅｏｌａｃｔｏｓｅｒｉｅｓ（糖磷脂的生物合成－内酯和新
内酯系列）；ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ（金黄色葡萄球菌感染）；ｆｅｒｒｏｐｔｏｓｉｓ（铁死亡）；ｆａｔｔｙａｃｉｄｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ（脂肪酸降解）；ｏｔｈ
ｅｒｔｙｐｅｓｏｆＯｇｌｙｃａｎｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ（其他类型的 Ｏ糖生物合成）；ｐｈｏｓｐｈｏｎａｔｅａｎｄｐｈｏｓｐｈｉｎａｔｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ（膦酸盐和膦酸盐代谢）；
ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｉｍｍｕｎｅｎｅｔｗｏｒｋｆｏｒＩｇＡｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ（产生 ＩｇＡ的肠道免疫网络）；ｍａｌａｒｉａ（疟疾）。下同。

２．４　ＰＰＩ的建立
通过 ｓｔｒｉｎｇＶ１１．０对上述交集的基因进行基因

之间的相互作用预测，得到它们之间的关系，并通过

Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软件进行网络图的构建可视化构建，点用
来表示基因，线用来表示基因之间的关系，其中颜色

表示上下调的关系和程度，红色表示上调基因，而绿

色表示下调基因，颜色越深表示变化越显著。

通过构建差异基因的作用网络，得到基因之间

的作用关系。基因的度排序结果见表３。通过癌与
癌旁组织进行差异基因分析发现，ＤＣＮ、ＧＬＵ、ＡＲＧ２、
Ｃ３均呈现下调趋势，而ＣＤＫ１、ＡＰＯＥ、ＰＯＳＴＮ、ＲＰＬ８、
ＹＷＨＡＺ、ＭＭＰ１３均呈现上调的趋势（表３）。
２．５　ｍ６Ａ＿ＧＳＶＡ

通过癌和癌旁组织的６个样本的转录组测序技
术（ＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＲＮＡｓｅｑ），其每千个碱基的转录
每百万映射的 Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔ（ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｐｅｒＫｉｌｏｂａｓｅｐｅｒ
Ｍｉｌｌｉｏｎｍａｐｐｅｄｒｅａｄｓ，ＴＰＭ）值进行 ＧＳＶＡ分析（ＧＳ
ＶＡ：用来体现每个样本的在某个通路的变化情况）。

运用ｔ检验方法筛选，通过基因的信号值预测每个样
本的富集得分值，计算两组之间的富集差异性，得到

有差异富集的通路。从图４可见 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通
路为在肿瘤中上调，ＰＰＡＲ通路在肿瘤中为抑制通路。

表３　基因的度与作用趋势

基因名称 度 形式

ＤＣＮ １２ 下调

ＣＤＫ１ １１ 上调

ＡＰＯＥ １１ 上调

ＰＯＳＴＮ １０ 上调

ＣＬＵ １０ 下调

ＡＧＲ２ １０ 下调

ＲＰＬ８ ８ 上调

ＹＷＨＡＺ ８ 上调

ＭＭＰ１３ ８ 上调

Ｃ３ ８ 下调

　　注：度表示基因和其他基因关联的个数，如度 ＝１０代表与该基

因有相互作用关系的基因有１０个，度越大，代表与它有相互作用的

基因越多。
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２．６　共表达的ｈｕｂ基因
通过对ＰＰＩ中的基因进行共表达分析，从而发

现它们之间的表达关系，进而发现它们在此实验中

的调控关系。通过计算ＰＰＩ中的基因之间的共表达

关系，具体见图５。从图５中 ＰＰＩ共表达关系，我们
发现ＡＧＲ２、ＣＤＫ１在 ｍ６Ａ调控下，与周围的基因联
系很密切，具体结果见表４。
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图４　６个样本在不同分型的样本富集得分值　注：图中颜色是由蓝向红来变化，表示富集分数数值的升高，表示通路被激活。
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图５　ＰＰＩ中基因的共表达关系　注：深蓝色表示基因的度越大，而浅色表示基因的度越小。
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表４　共表达基因的度

名称 度

ＣＤＫ１ ８
ＡＧＲ２ ７
ＲＰＬ８ ７
ＣＤＣ２０ ５
ＹＷＨＡＺ ５
ＰＳＭＤ２ ５
ＮＩＦＫ ４
ＥＩＦ４Ｇ１ ４
ＧＭＮＮ ４
ＭＣＭ７ ４
ＣＬＵ ４
ＧＡＬＮＴ１２ ４

３　讨论

由于肿瘤的异质性、对包括免疫治疗在内的多

种治疗效果不佳，以及耐药性等问题的存在。

ＨＮＳＣＣ患者，特别是复发性和中晚期患者的治疗效
果和预后并不令人满意，适当的个体化治疗方案需

要进一步去探索和建立，从而有效提高和改善

ＨＮＳＣＣ患者的治疗效果和预后。既往的研究表明，
ｍ６Ａ调节因子的异常表达可能与多种癌症的发生
发展有关，包括乳腺癌症、膀胱癌症、胶质瘤和结直

肠癌等。与正常组织相比，某些 ｍ６Ａ相关基因在
ＨＮＳＣＣ组织中的表达上调，与免疫细胞浸润以及免
疫检查点抑制剂（ｉｍｍｕｎｅｃｈｅｃｋｐｏｉｎｔｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ，ＩＣＩｓ）
治疗的反应和结果有关［６］。从 ＰＰＩ共表达关系图
中，我们发现在 ｍ６Ａ调控下，共表达基因与周围的
基因联系很密切，它们处于网络的中心位置。

细胞周期蛋白依赖性激酶１（ｃｅｌｌｃｙｃｌｅｐｒｏｔｅｉｎ
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅ１，ＣＤＫ１）是一种丝氨酸／苏氨酸激
酶，是细胞周期的主调节因子［１７］，它对细胞周期调

节至关重要。ＣＤＫ１在控制 ＤＮＡ复制、修复及 ｍＲ
ＮＡ转录等功能作用中均能起到一定的作用［１８］。一

般情况下，细胞周期控制的失调主要引起肿瘤生

长［１９］，ＣＤＫ１的上调与肿瘤的增殖和进展相关。一
项研究表明［２０］，铁死亡相关基因与 ＣＤＫ１密切相
关。并且有研究已验证了ＣＤＫ１可使ＬＡ相关蛋白
１（ＬＡＲＰ１）磷酸化［２１］。几项研究均显示了 ＬＡＲＰ１
在几种恶性肿瘤中显著上调［２２２５］。与之相关的是，

ＬＡＲＰ１可作为ＣＤＫ１的底物在部分癌症中上调，从
而提高异常翻译存活率，导致癌细胞增殖增加。载

脂蛋白 Ｅ（ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＥ，ＡｐｏＥ）是一种参与脂质
转运和脂蛋白代谢的多功能蛋白，介导组织和细胞

中的脂质分布／再分配。它还可以调节炎症和免疫

功能，保持细胞骨架的稳定性，改善神经组织功能。

近年来，ＡｐｏＥ频繁出现在肿瘤研究中，并逐渐成为
肿瘤的生物标志物。研究发现 ＡｐｏＥ在许多肿瘤细
胞，包括神经胶质瘤、卵巢肿瘤、口腔鳞状细胞癌症、

胰腺导管细胞癌等大多数实体瘤组织中高表达。

ＡｐｏＥ可以调节巨噬细胞的极化变化，参与肿瘤免疫
微环境的构建，调节肿瘤炎症和免疫反应，在肿瘤侵

袭和转移中发挥作用。许多研究已经证实 ＡｐｏＥ促
进肿瘤的发展、增殖和转移，但最近的研究也发现

ＡｐｏＥ具有保护作用［２６］。Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ（ＰＯＳＴＮ）属于基
质细胞蛋白，分泌到细胞外环境中的非结构ＥＣＭ蛋
白，在大多数成年组织中以低水平表达。这些蛋白

质与细胞表面受体相互作用，介导细胞和细胞外通

讯。Ｐｅｒｉｏｓｔｉｎ在各种实体上皮肿瘤中过表达，其与
细胞表面受体整合素的相互作用调节细胞内信号通

路，对癌症有直接影响。它在转移中上调，并可影响

转移病灶的大小和数量［２７］。编码核糖体蛋白（ｒｉｂｏ
ｓｏｍａｌｐｒｏｔｅｉｎＬ８，ＲＰＬ８）是６０Ｓ亚基的组成部分，该
蛋白属于核糖体蛋白的 Ｌ２Ｐ家族，位于细胞质中。
ＲＰＬ８是一种铁死亡相关基因，它的表达随胰腺肿瘤
分级而显著改变，与胰腺癌症预后相关，与胶质瘤癌

症进展有关［２８２９］。血小板参与肿瘤血管生成和癌

症进展，是癌症生物标记物的潜在来源。研究发现，

ＲＰＬ８在癌症患者的血小板蛋白质组中上调［３０］。

簇蛋白是一种进化高度保守的糖蛋白，簇蛋白

通过调节多种信号通路介导各种癌症（如前列腺

癌、乳腺癌、肺癌、肝癌、结肠癌、膀胱癌和癌症）中

的癌症进展，在调节几个基本生理过程中发挥了突

出作用，包括程序性细胞死亡、转移、侵袭、增殖和细

胞生长［３１］。簇蛋白介导的线粒体自噬可以抑制口

腔癌症的干性和自我更新能力［３２］。它在神经保护

和癌症以及化疗耐药性方面具有重要意义，被认为

既是一种生物标志物，也是一种非常可探索的新治

疗靶点，适用于多种疾病［３３］。但簇蛋白在恶性肿瘤

中的作用一直存在争议，它可以促进体外的肿瘤发

生和对化疗药物的耐药性。然而，簇蛋白在小鼠体

内也可能会限制神经母细胞瘤和癌症的发展，研究

发现，它在抑制细胞死亡、调节促生存信号传导和增

强肿瘤细胞化疗耐药性方面至关重要。簇蛋白高表

达与膀胱癌患者生存率低明显相关，被定义为膀胱

癌中的一种癌基因。它通过抑制细胞凋亡来增强癌

症对顺铂的耐药性［３４］。蛋白聚糖由铁死亡的细胞

释放，然后作为警报信号触发先天和适应性免疫反

应。铁死亡期间蛋白聚糖的早期释放是一个活跃的
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过程，涉及分泌性大自噬／自噬和溶酶体胞吐作用。
一旦释放，细胞外蛋白聚糖与巨噬细胞上的受体高

级糖基化终产物特异性受体（ＡＧＥＲ）结合，以
ＮＦＫＢ／ＮＦκＢ依赖的方式触发促炎细胞因子的产
生［３５］。ＹＷＨＡＺ（也称为１４３３ζ）是许多信号转导
途径的中心枢纽蛋白，在肿瘤进展中起着重要作用。

越来越多的证据表明，ＹＷＨＡＺ在多种类型的癌症
中经常上调，并在细胞生长、细胞周期、凋亡、迁移和

侵袭等广泛的细胞活动中起致癌基因的作用。此

外，ＹＷＨＡＺ可能是几种癌症的诊断、预后和化疗耐
药性的潜在生物标志物［３６］。临床上，ＹＷＨＡＺ高表
达提示胃癌、膀胱尿路上皮癌、乳腺癌、前列腺癌、结

肠癌、非小细胞肺癌等多种癌症患者预后差有

关［３７４２］。经典的铁死亡诱导剂 ｅｒａｓｔｉｎ促进了软骨
细胞中基质金属蛋白酶１３的表达，同时抑制了Ⅱ型
胶原的表达［４３４４］。ＡＧＲ２基因位于染色体 ７ｐ２１．３
内，是一种蛋白质二硫键异构酶（ｐｒｏｔｅｉｎｄｉｓｕｌｆｉｄｅ
ｉｓｏｍｅｒａｓｅ，ＰＤＩ），ＰＤＩ家族成员作为氧化还原酶而发
挥作用，负责催化二硫键的形成或重排，这是发生于

细胞内质网中的一种关键蛋白质修饰。许多研究已

证实，ＡＧＲ２高表达于含有黏液分泌功能细胞的组
织。肿瘤微环境（ｔｕｍｏｕｒｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，ＴＭＥ）中
成分复杂，包含肿瘤细胞、免疫细胞、肿瘤相关炎症

细胞和成纤维细胞等细胞，此外还有组织间质、血

管、细胞因子和趋化因子等。颈癌研究中发现，

ＡＧＲ２的表达于与ＡＬＤＨ１、Ｓｏｘ２和Ｏｃｔ４之间存在相
关性，表明 ＡＧＲ２可能与头颈癌有关［４５］。此外，

ＡＧＲ２在各种上皮肿瘤中表达上调，通过激活包括
ｐ５３激活途径在内的多种途径促进肿瘤的侵袭性生
长、血管生成、侵袭、转移和耐药性等恶行生物学

行为［４６］。

有趣的是，与已有研究相反，测序结果发现

ＣＬＵ、ＡＧＲ２在中晚期 ＨＮＳＣＣ癌组织中表达，我们
认为：① 实验所收集的标本为中晚期ＨＮＳＣＣ标本，
与上述研究的标本有所不同。②它们可以逃离这个
位置，在细胞表面或细胞外基质中发挥作用。③转
化生长因子β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒβ，ＴＧＦβ）
的缺失可以抑制ＡＧＲ２。因为除了通过关键信号系
统诱导 ＡＧＲ２外，还可以通过 ＴＧＦβ的介导调节
ＡＧＲ２，即 ＴＧＦβ／ＡＧＲ２轴。ＴＧＦβ的缺失可以抑
制ＡＧＲ２从而可以抑制 ｐ５３肿瘤抑制活性［２０］。

④测序显示 ＦＯＸＡ１低表达，而功能研究表明，
ＦＯＸＡ１在前列腺癌中存在两种相悖的功能：ＦＯＸＡ１
通过雄激素受体（ａｎｄｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＡＲ）途径诱导

前列腺癌细胞繁殖，同时ＦＯＸＡ１也可以通过不依赖
ＡＲ途径抑制癌细胞迁移和上皮间皮转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉ
ａｌｔｏｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）。ＡＲ及其辅因子
ＦＯＸＡ１与一个特定的内含子雄激素响应元件结合，
通过ＭＢＯＡＴ２调节前列腺癌的铁死亡［４７］。ＦＯＸＡ１
是Ｙｅｓ相关蛋白（ｙｅｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，ＹＡＰ）依赖
性的转录因子，在转录因子 ＣＰ２（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ
ＣＰ２，ＴＦＣＰ２）作为 ＹＡＰ调控转录因子的情况下，可
以于ＹＡＰ一起调节 ＦＯＸＡ１，诱导铁蛋白轻链（ｆｅｒ
ｒｉｔｉｎｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ，ＦＬＴ）转录，从而抑制铁死亡［３５，４８］。

我们测序的数据结果表明，ｍ６Ａ修饰与
ＦＯＸＡ１、ＲＰＬ８、ＤＣＮ等铁死亡相关基因紧密相关。
铁死亡是铁依赖性的，以脂质过氧化为主要特征的

一种区别于凋亡细胞死亡的一种独特的程序性死亡

类型。已在包括癌症等的自身免疫疾病中被探索研

究，并被作为新的治疗策略［４９５０］。因此我们推测，

ｍ６Ａ修饰铁死亡相关基因在中晚期 ＨＮＳＣＣ中起重
要作用，这需要进一步的实验深入研究证实。本研

究探讨了 ｍ６Ａ介导的中晚期 ＨＮＳＣＣ表观转录组
学，对中晚期ＨＮＳＣＣ的免疫逃逸进行初步的探讨，
为ＨＮＳＣＣ的个体化精准治疗提出新的观点。
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