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  摘 要:目的 利用生物信息学技术分析CBX1在胃癌中的表达,探讨CBX1与胃瘤临床病理特征的相关

性,阐明CBX1对胃瘤早期诊断和预后的影响。方法 利用Oncomine数据库、GEPIA数据库分析CBX1在胃

癌组织和正常胃组织中转录水平的表达差异;利用 Western
 

blot检测CBX1在正常胃黏膜细胞GES-1和胃癌

细胞SGC7901中的蛋白表达差异;利用 Human
 

Protein
 

Atlas网站分析CBX1在胃癌组织及正常胃组织中翻

译水平的表达差异;利用UALCAN数据库及Kaplan
 

Meier-Plotter在线分析工具,阐明CBX1高表达与胃癌患

者病理参数及 患 者 生 存 率 之 间 的 关 系;利 用 GEPIA 数 据 库 寻 找 与 CBX1有 紧 密 作 用 关 系 的 蛋 白,利 用

STRING数据库,构建蛋白质互作(PPI)网络,Scytoscape软件对PPI可视化,并利用 Metascape网站进行基因

本体富集分析,Starbase网站进行京都基因与基因组百科全书通路富集分析。结果 CBX1在胃瘤中高表达,
且与胃瘤的肿瘤分级、分期相关;生存分析结果显示CBX1高表达与胃癌患者生存率密切相关;富集分析结果

显示与CBX1相互作用的蛋白主要发挥组蛋白修饰、mRNA组装功能。结论 CBX1在胃瘤中呈高表达,并与

胃瘤多个病理性指标相关。
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Abstract:Objective To

 

analyze
 

the
 

expression
 

of
 

Chromobox
 

1
 

(CBX1)
 

protein
 

in
 

gastric
 

cancer
 

by
 

bioinformatics,to
 

explore
 

its
 

relationship
 

with
 

the
 

clinicopathological
 

features
 

of
 

gastric
 

cancer,and
 

to
 

eluci-
date

 

the
 

effect
 

of
 

CBX1
 

on
 

the
 

early
 

diagnosis
 

and
 

prognosis
 

of
 

gastric
 

cancer.Methods Oncomine
 

database
 

and
 

GEPIA
 

database
 

were
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

expression
 

differences
 

of
 

CBX1
 

in
 

gastric
 

cancer
 

tissues
 

and
 

nor-
mal

 

gastric
 

tissues.Differences
 

in
 

protein
 

expression
 

of
 

CBX1
 

between
 

normal
 

gastric
 

mucosal
 

cell
 

line
 

GES-1
 

and
 

gastric
 

cancer
 

cell
 

line
 

SGC7901
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.The
 

Human
 

Protein
 

Atlas
 

website
 

ana-
lyzed

 

the
 

expression
 

differences
 

of
 

CBX1
 

in
 

gastric
 

cancer
 

tissues
 

and
 

normal
 

gastric
 

tissues.UALCAN
 

data-
base

 

and
 

kaplan-mey-plotter
 

online
 

analysis
 

tools
 

were
 

used
 

to
 

elucidate
 

the
 

relationship
 

between
 

high
 

expres-
sion

 

of
 

CBX1
 

and
 

pathological
 

parameters
 

and
 

overall
 

survival
 

rate
 

of
 

gastric
 

cancer
 

patients.The
 

GEPIA
 

data-
base

 

was
 

used
 

to
 

search
 

for
 

proteins
 

with
 

close
 

functional
 

relationship
 

with
 

CBX1,and
 

the
 

protein-protein
 

in-
teraction

 

(PPI)
 

network
 

was
 

constructed
 

by
 

using
 

Scytoscape
 

software,and
 

the
 

gene
 

ontology
 

enrichment
 

a-
nalysis

 

was
 

carried
 

out
 

on
 

Metascape
 

website,while
 

the
 

Kyoto
 

encyclopedia
 

of
 

genes
 

and
 

genomes
 

pathway
 

en-
richment

 

analysis
 

was
 

carried
 

out
 

on
 

Starbase
 

website.Results CBX1
 

highly
 

expressed
 

in
 

gastric
 

cancer
 

and
 

cor-
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related
 

with
 

tumor
 

grade
 

and
 

stage
 

of
 

gastric
 

cancer.Survival
 

analysis
 

showed
 

that
 

high
 

mRNA
 

expression
 

of
 

CBX1
 

associated
 

with
 

poor
 

overall
 

survival
 

rate
 

in
 

gastric
 

cancer
 

patients.Enrichment
 

analysis
 

showed
 

that
 

interact
 

with
 

CBX1
 

protein
 

could
 

participate
 

in
 

the
 

histone
 

modification,mRNA
 

assembly
 

process.Conclusion CBX1
 

highly
 

expressed
 

in
 

gastric
 

cancer
 

and
 

related
 

to
 

several
 

pathologic
 

indexes
 

of
 

gastric
 

cancer.
Key

 

words:gastric
 

cancer; CBX1; bioinformatics
 

analysis

  胃癌的恶性程度和病死率均较高,由于胃癌在早

期缺乏特异性症状,导致其早期诊断率较低[1]。目前

已发现许多基因参与了胃癌的发生、发展,但胃癌的

发病机制仍未完全被揭示[2]。人类基因组中CBX家

族共包含8个基因,均与异染色质、基因表达及生长

发育等生物过程密切相关。生物信息学技术分析结

果表明CBX1在肝细胞癌、乳腺癌等多种癌症中发挥

重要作用[3],然而其在胃癌中的作用机制仍不明确。
微阵列技术和生物信息学技术已被广泛用于鉴

定基因组的表达水平,帮助识别与癌症相关的差异表

达基因和相关信号通路[4]。本研究利用生物信息学

技术,分析胃癌中CBX1的表达情况,探究CBX1与

胃癌患者病理参数和预后的关联,聚焦其在胃癌中可

能参与的生物学过程,提供胃癌早期诊断和预后相关

的标志物。

1 材料与方法

1.1 CBX1在转录水平表达差异的验证 利用 On-
comine数据库[5],比较CBX1在胃癌组织与正常胃组

织中转录水平的表达差异,同时获取胃癌组织与正常

胃组织中CBX1的研究数据,参数设置如下:t检验,

P=0.01,变化倍数为1.5倍,基因等级为10%,类型

为 mRNA。利用 GEPIA数据库中肿瘤基因组图谱

与基因表达项目(GTEx)的数据,分析验证CBX1在

正常胃组织与胃癌组织中的转录水平的表达差异,参
数设置如下:方差分析,|Log2(FC)|最佳临界值为

1.0,q=0.01。

1.2 蛋白质印迹法(Western
 

blot)验证CBX1在正

常胃黏膜细胞GSE-1和胃癌细胞SGC7901中的表达

差异 兔抗人CBX1(PA5-28448)抗体购自美国In-
vitrogen

 

Ebioscience公司,GAPDH 抗体购自英国

Abcom公司。将等量的正常胃黏膜细胞GSE-1及胃

癌细胞SGC7901接种于10
 

cm培养皿,培养48
 

h以

后提取蛋白,检测浓度后,进行 Western
 

blot实验,以

GAPDH为内参,分析两种细胞中CBX1蛋白表达水

平的差异。

1.3 免疫组化验证CBX1在正常胃组织和胃癌组织

中的表达差异 在 Human
 

Protein
 

Atlas[6]网站(ht-
tps://www.proteinatlas.org)中,利用免疫组化数

据,从蛋白表达水平验证CBX1在胃癌组织与正常胃

组织中的表达差异,所用抗体为HPA031762。

1.4 CBX1与胃癌患者临床病理参数的分析 利用

UALCAN数据库[7],分析CBX1的 mRNA表达情况

与胃癌患者的癌症分期和肿瘤分级之间的相关性。
利用Kaplan

 

Meier-Plotter在线分析工具,分析CBX1
与胃癌患者总生存期(OS)的相关性。依据胃癌患者

CBX1表达值的中位数,分为高表达和低表达2组,计
算风险比、95%置信区间和相应P 值,制作生存曲线。

1.5 CBX1关联基因的筛选及富集分析 使用GE-
PIA数据库获取与CBX1在胃癌中具有相似表达的

基因,应用STRING数据库[8]及Scytoscape[9]软件,
构建并可视化蛋白质互作(PPI)网络;利用 Metascape
网站对相似基因进行基因本体(GO)富集分析;利用

Starbase网站进行相似基因的京都基因与基因组百

科全书(KEGG)通路富集分析。

1.6 统计学处理 使用SPSS22.0统计软件对数据

进行处理分析,各数据的比较采用t 检验和方差分

析,以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 CBX1的mRNA水平在胃癌组织的表达情况 
Oncomine数据库分析显示:与正常组织比较,CBX1
的 mRNA 水平在大多数肿瘤组织中高表达,见图

1A;其中有6组数据显示CBX1的 mRNA在胃癌组

织中高表达,见图1B、表1。利用GEPIA数据库对胃

癌中CBX1的mRNA表达情况加以验证,结果表明,

CBX1的mRNA在胃癌组织高表达,见图1C。
表1  不同类型胃癌与正常胃组织CBX1转录水平的

   变化(Oncomine数据库)

不同类型胃癌组织 变化倍数 P t

胃腺癌 2.42 4.52E-6 6.91

弥漫性胃癌 1.52 2.83E-8 6.99

混合型胃腺癌 1.66 2.25E-6 7.03

胃腺癌 1.61 2.38E-13 9.53

胃腺癌 2.12 2.21E-13 10.20

弥漫性胃癌 1.73 5.0E-3 3.76

2.2 CBX1的Western
 

blot结果 Western
 

blot结果显

示,CBX1在GSE-1细胞中的表达水平低于SGC7901
细胞,即CBX1在胃癌细胞中高表达,见图2。
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2.3 CBX1的免疫组化结果 免疫组化结果显示,CBX1 在正常胃组织中低表达,胃癌组织中高表达,见图3。

  注:A为CBX1在多种肿瘤中的表达情况;B为6组胃癌数据中CBX1的表达情况;C为CBX1在胃癌组织与正常胃组织中mRNA表达情况。

图1  CBX1在肿瘤组织与正常组织中 mRNA的表达差异

图2  CBX1的 Western
 

blot结果

  注:A为CBX1在正常胃组织中的表达情况;B为CBX1在胃癌组

织中的表达情况。

图3  CBX1的免疫组化结果

2.4 CBX1与胃癌患者病理参数的相关性分析 利

用UALCAN数据库对CBX1进行胃癌患者临床病理

参数相关性分析,结果显示在肿瘤分级中,正常组织
 

vs.2级胃癌组织(P=1.56E-4)、正常组织
 

vs.3级

胃癌组织(P=4.12E-5)、1级胃癌组织
 

vs.3级胃癌

组织(P=0.00)的 mRNA水平比较,差异有统计学

意义,见图4A;在癌症分期中,正常组织
 

vs.2期胃癌

组织(P=9.98E-5)、正常组织
 

vs.3期胃癌组织

(P=5.58E-5)、正常组织
 

vs.4期胃癌组织(P=
9.46E-3)、3期胃癌组织

 

vs.4期胃癌组织(P=
4.22E-2)的 mRNA水平比较,差异有统计学意义,
见图4B。利用 Kaplan

 

Meier-Plotter在线分析工具

进行CBX1与胃癌患者预后的相关分析,并绘制生存

曲线图,结果显示:CBX1高表达组患者的生存率远低

于CBX1低表达组,见图4C。
 

  注:A为CBX1在不同的肿瘤分级中的mRNA相对表达水平;B为CBX1在不同癌症分期中的mRNA相对表达水平;C为CBX1表达与胃癌

患者生存率的关系。

图4  CBX1与胃癌患者病理参数的相关分析
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2.5 CBX1在胃癌中的相似基因及其PPI网络构

建 利用 GEPIA 数据库,在胃癌组织中共获得与

CBX1表达有相似性的基因50个,在STRING网站

中这些基因共构建出含有51个点,985条边的PPI网

络,Cytoscape
 

的 MCODE插件,获取其中相互作用程

度最高的43个点,877条边组成的核心网络,见图5。

图5  CBX1的PPI可视化结果

2.6 GO富集分析及KEGG通路富集分析 GO富

集分析结果显示,43个基因的生物学功能主要聚集在

组蛋白修饰、mRNA组装及染色体有丝分裂过程,见

6A。KEGG通路富集分析发现,43个基因主要涉及

的通路包括核糖体及氨基酸的生物合成途径,见
图6B。

  注:A为GO富集分析图;B为KEGG通路富集分析图。

图6  富集分析结果

3 讨  论

  目前,分子生物标志物在疾病的诊断、预后和精

准治疗中发挥重要的作用。随着检测技术和治疗手

段的提高,胃癌发病率有所下降,但仍是世界范围内

严重威胁人类健康的恶性肿瘤[10]。胃癌的危险因素

主要包括幽门螺杆菌感染、不当饮食、不洁饮食及吸

烟等,而早期诊断的缺乏和肿瘤的转移、扩散则是其

主要致死原因[11]。因此,亟须探索更多的分子标志物

用于胃癌的早期诊断和靶向治疗。

CBX1参与了染色质结构和基因表达的遗传调控

过程[12],有研究证实,CBX1能够在肝癌细胞中高表

达,且其高表达与肝癌患者预后不良相关[3];而在关

于垂体瘤的一项研究中发现,高表达的CBX1能够导

致垂体瘤的发生[13];在前列腺癌中,CBX1高表达与

组蛋白H3K3的甲基化密切相关[14]。本研究通过两

组不同来源的数据库———Oncomine数据库及 GE-
PIA数据库,发现CBX1的 mRNA水平在胃癌组织

中明显升高,之后利用 Western
 

blot和免疫组化实验

发现CBX1蛋白在胃癌细胞SGC7901及胃癌组织中

高表达,这些数据表明CBX1的高表达与胃癌有相关

性。UALCAN数据库的临床数据分析显示,CBX1
的mRNA表达在胃癌的不同分级、分期中均有差异,
即随着肿瘤的发展,CBX1的 mRNA水平也随之升

高,预示着CBX1可以作为胃癌早期诊断及癌症进展

的标志物。生存分析结果显示,CBX1高表达与胃癌

患者的生存率相关,风险比高达2.09,提示CBX1可

以作为胃癌预后不良的危险因素。通过寻找在胃癌

中与CBX1有相似表达的基因,筛选出43个作用紧

密的基因集,富集分析显示,这些基因主要参与组蛋

白修饰、mRNA组装及染色体有丝分裂等生物过程,
这与CBX1参与染色质结构和基因表达调控的功能

类似,同时也与目前已经报道的组蛋白和染色体对肿

瘤细胞的调控机制相吻合[13-14]。组蛋白的去乙酰化

与肿瘤的发生、发展密切相关,组蛋白 H3和 H4的乙

酰化修饰被证实参与了胃癌的发生。染色体的非整

倍性是肿瘤细胞的常见特征,也是肿瘤发生的原因之

一,而一些针对有丝分裂纺锤体聚合物的药物也早已

被频繁地用来治疗各类肿瘤。
本研究应用生物信息学方法,分析了正常胃组织

与胃癌组织中CBX1的表达差异,发现CBX1与胃癌

的分级、分期和患者远期预后相关,并分析了CBX1
在胃癌中可能参与的生物学过程,有助于进一步揭示

胃癌发生、发展可能涉及的分子机制,为胃癌提供早

期诊断和预后相关的标志物。但是,本研究有一定局

限,缺乏有效的分子生物学实验,对这些基因在胃癌

组织中的功能进行分析验证;同时,在进行CBX1与

胃癌患者临床病理参数相关分析时,由于此数据分期

与分级所纳入病例数较少,有可能对结果的准确性造

成影响。尽管如此,本研究仍有利于全面深入了解胃

癌的潜在分子机制,并为后续的分子生物实验提供

指导。
综上所述,本研究通过生物信息学分析,阐明了

CBX1的表达与胃癌发生及胃癌患者病理参数之间的

相关性,初步证实了CBX1可作为胃癌早期诊断及预
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后的标志物。
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