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  摘 要:目的 分析TBX2亚家族基因在非小细胞肺癌(NSCLC)中的表达及其与预后的关系,对机制进行

初步探讨。方法 应用生物信息学平台、免疫组织化学染色分析TBX2亚家族基因在NSCLC中的表达及其与

预后的关系,分析TBX2亚家族基因间的共表达情况;采用 MethHC数据库分析TBX2低表达情况与其基因启

动子区域甲基化的关系。结果 TBX2亚家族基因在NSCLC组织中的表达水平低于正常肺组织(P<0.05),
并与患者的总生存率具有相关性(P<0.05)。MethHC分析显示,TBX2亚家族基因在NSCLC中的基因启动

子区域的甲基化程度明显高于正常肺组织(P<0.05)。结论 TBX2亚家族基因可能成为NSCLC的新型检测

标志物,其低表达是NSCLC预后不良的因素,其低表达现象可能与NSCLC患者启动子区域的甲基化程度增

高相关。
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Abstract:Objective To

 

analyze
 

the
 

expression
 

of
 

TBX2
 

subfamily
 

in
 

non-small
 

cell
 

lung
 

cancer
(NSCLC),its

 

relationship
 

with
 

prognosis,and
 

initially
 

explored
 

its
 

mechanism.Methods The
 

expression
 

of
 

TBX2
 

subfamily
 

were
 

analyzed
 

by
 

bioinformatics
 

and
 

immunohistochemistry
 

in
 

NSCLC;the
 

MethHC
 

data
 

base
 

was
 

used
 

to
 

explore
 

the
 

relationship
 

between
 

the
 

low
 

expression
 

of
 

TBX2
 

and
 

methylation
 

of
 

gene
 

pro-
moter

 

region.Results The
 

expression
 

of
 

TBX2
 

subfamily
 

in
 

NSCLC
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

normal
 

lung
 

tis-
sue

 

(P<0.05),and
 

was
 

correlated
 

with
 

the
 

overall
 

survival
 

rate
 

of
 

the
 

patients
 

(P<0.05).MethHC
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

methylation
 

of
 

TBX2
 

subfamily
 

members
 

in
 

the
 

promoter
 

region
 

of
 

NSCLC
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

normal
 

lung
 

tissues
 

(P<0.05).Conclusion TBX2
 

subfamily
 

may
 

be
 

a
 

new
 

marker
 

of
 

NSCLC.The
 

low
 

expression
 

of
 

TBX2
 

subfamily
 

is
 

a
 

poor
 

prognostic
 

factor
 

for
 

NSCLC,which
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

increased
 

methylation
 

of
 

promoter
 

region
 

in
 

NSCLC
 

patients.
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  肺癌已成为全球癌症相关死亡的主要原因[1]。
随着全世界范围内的城市化、工业化和环境污染加

剧,肺癌的病因也变得更加复杂、多样。非小细胞肺

癌(NSCLC)约占肺癌的85%,依据 WHO肺癌分类

标准,NSCLC又分为鳞状细胞癌(以下简称“鳞癌”)、
腺癌和大细胞肺癌[2]。在全球范围内肺癌的发病率

逐年增高,放化疗在预防肿瘤进展方面的效果有限,
因此,确定其预后标志物和相关风险因素对于提高肺

癌患者生存率和改善预后具有重要意义。
T-box基因家族是一组高等动物转录因子家族

(TFs)基因,它们都包含一个高度保守的序列特异性

DNA结合区域(T-box),TBX2亚家族是T-box家族
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的重要成员[3]。TBX2亚家族分类依据主要是序列同

源性和表达模式,其成员包括 TBX2、TBX3、TBX4、
TBX5[4]。该 亚 家 族 基 因 两 两 相 互 作 用 (TBX2-
TBX3、TBX4-TBX5)在肢体的形成和心脏发育中的

作用已得到广泛的研究[5]。TBX2被证实在乳腺癌组

织和细胞系中过度表达,同时高表达的TBX2与乳腺

癌的预后不良高度相关[6]。有研究表明,TBX3的过

度表达可通过影响细胞的衰老和凋亡,促进细胞的增

殖、肿瘤的形成和侵袭过程等多种途径来参与肿瘤的发

展进程[7]。KHALIL等[8]的转录组学相关研究发现

TBX4、TBX5在肺腺癌中具有肿瘤抑制因子的作用。
本研究利用生物信息学和免疫组织化学的方法

分析TBX2亚家族基因在NSCLC中的表达情况及其

与预后的关系。采用生物信息学网站在线分析的手

法,分析TBX2亚家族基因启动子区域的甲基化程

度,初步探讨TBX2亚家族基因参与肿瘤发生、发展

的表观遗传学机制。
1 资料与方法

1.1 一般资料 本研究所使用的52例肺鳞癌组织

及其配对癌旁组织均来源于南京医科大学附属无锡

人民医院病理科。本研究经南京医科大学附属无锡

人民医院伦理委员会批准,而且患者本人知情同意。
所有的肺鳞癌组织均通过手术取材,冷冻后转移至病

理科。本研究中的所有组织标本均由两名病理科医

师进行HE染色确证为肺鳞癌组织。所有免疫组织

化学染色的结果均由两名病理科医师在双盲条件下

进行评估,并对全片进行扫描和图像采集。
1.2 方法

1.2.1 生物信息学分析 基于 HUGO基因命名委

员会的基因分类情况(http://www.genenames.org/
cgi-bin/genefamilies/set/766)[9],检索出 TBX2亚家

族基因信息,其中包括TBX2、TBX3、TBX4、TBX5
 

4
个成员。利用TBX2/homo、TBX3/homo、TBX4/ho-
mo、TBX5/homo等检索词,于美国国家生物信息中

心(NCBI)基因数据库中检索TBX2亚家族基因的基

因信息。应用软件绘制出该家族成员的转录产物结

构,包括其非翻译区、编码序列(外显子)和其他的一

些功能结构域,依据2019年9月NCBI数据库的数据

进行对比。Oncomine(网址为 www.oncomine.org)
是一个在线分析肿瘤基因芯片的数据库[10],应用On-
comine数据库分析TBX2亚家族基因在不同癌组织

及正常组织中的mRNA水平差异。通过基因表达谱

动态分析在线网站(GEPIA)[11]分析TCGA和GTEx
数据库中TBX2亚家族基因在肺腺癌和肺鳞癌中的

表达情况。利用 Kaplan-Meier
 

Plotter数据库(网址

为http://kmplot.com/analysis)[12]的肺癌数据集对

TBX2亚家族基因进行在线生存分析。利用 MethHC
数据 库 (网 址 为 http://MethHC.mbc.nctu.edu.
tw)[13]对肺癌组织与正常组织中 TBX2亚家族基因

启动子区域的甲基化程度进行分析。
1.2.2 HE染色 首先将组织切片在70

 

℃环境下烘

烤4
 

h,脱蜡,在蒸馏水中保湿,用苏木精染色1
 

min,
盐酸乙醇分化数秒,流水冲洗,在返蓝液中返蓝,伊红

染料中复染,在不同浓度的乙醇中脱水,用二甲苯Ⅰ
和二甲苯Ⅱ中进行透明,最后用中性树胶封片,于显

微镜下观察组织切片。
1.2.3 免疫组织化学染色 肺癌组织切片脱蜡,水
化,然后浸入含0.3%过氧化氢的甲醇中30

 

min。在

PBS中清洗3次(每次3
 

min),在1%的封闭血清中封

闭30
 

min,随后在抗TBX2、TBX3、TBX4、TBX5的多

克隆抗体中孵育过夜。在PBS中清洗3次,将载玻片

于生物素化的羊抗鼠IgG孵育15min,然后再次用

PBS洗涤3次。最后,用DAB孵育10
 

min,观察过氧

化物酶的反应。TBX2亚家族基因 TBX2、TBX3、
TBX5的抗体购自 Abcam 公司,TBX4的抗体购自

Invitrogen公司。结果判定:TBX2亚家族基因的阳

性表达位于细胞质和细胞核,呈现淡黄色、黄色或棕

黄色。遵循随机化原则,在200倍的显微镜下随机捕

获10个区域和3个代表区域,进行阳性程度的大体

评估。通过两位病理科医师镜下大体评估结果来判

断TBX2亚家族基因在肺鳞癌中的表达情况。
1.4 统计学处理 采用SPSS19.0软件进行数据处

理;计数资料以百分率或频数表示,组间比较采用χ2

检验;采 用 在 线 Kaplan-Meier 曲 线 绘 图 工 具 和

logrank检验分析 NSCLC患者TBX2亚家族基因的

mRNA表达水平与生存率的关系。P<0.05为差异

有统计学意义。
2 结  果

2.1 基于Oncomine的TBX2亚家族基因在肺癌组

织中的转录水平分析 TBX2在11个肺癌数据子集

中的表达较正常肺组织降低;TBX3在Oncomine的7
个肺癌子集中存在表达降低的现象。TBX4在3个肺

癌子集中表达降低。见表1。
2.2 基于GEPIA的TBX2亚家族在肺鳞癌和肺腺

癌中的mRNA水平分析及其与肺癌分期的关系 采

用GEPIA分析了来自TCGA和GTEx数据库的347
例正常肺组织标本和483例肺腺癌标本;同时也分析

了来自TCGA和GTEx数据库的338例正常肺组织

标本和486例肺鳞癌标本;与正常肺组织比较,TBX2
亚家族基因mRNA水平在肺腺癌组织中均降低(P<
0.05);同样地,在肺鳞癌组织中的 mRNA水平也均

降低(P<0.05),见图1。依据TCGA和GTEx数据

库提供的肺癌分期信息,对TBX2亚家族基因在肺腺

癌和鳞癌中的mRNA水平和肺癌分期情况生成小提

琴图,见图2;TBX2、TBX3、TBX5的 mRNA水平与

肺癌分期无相关性(P>0.05),但TBX4的mRNA水

平与肺癌分期具有相关性(P<0.05)。
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表1  基于Oncomine的TBX2亚家族基因在不同类型肺癌中的转录水平分析

基因 肺癌类型 倍数变化 P t 数据集

TBX2 肺腺癌 -24.505 3.78×10-10 -9.516 Bhattacharjee

肺鳞癌 -46.693 6.00×10-10 -8.135 Bhattacharjee

肺类癌 -25.725 4.26×10-8 -6.763 Bhattacharjee

肺腺癌 -2.909 2.91×10-28 -16.145 Landi

肺腺癌 -3.008 5.72×10-12 -8.718 Su

肺腺癌 -5.034 3.30×10-8 -8.302 Stearman

肺腺癌 -2.963 6.19×10-14 -12.194 Okayama

肺腺癌 -3.184 7.81×10-14 -9.127 Hou

肺鳞癌 -3.609 9.45×10-16 -11.460 Squamous

大细胞肺癌 -3.761 2.27×10-7 -7.010 Hou

肺腺癌 -2.263 2.53×10-12 -7.810 Selamat

TBX3 肺腺癌 -3.479 1.31×10-17 -17.255 Okayama

肺腺癌 -2.940 1.87×10-22 -13.487 Landi

肺腺癌 -5.432 1.13×10-8 -7.341 Su

肺腺癌 -2.190 2.69×10-22 -12.874 Selamat

肺腺癌 -3.397 1.04×10-14 -9.284 Hou

肺鳞癌 -2.098 4.65×10-13 -8.864 Hou

大细胞肺癌 -2.885 1.97×10-8 -7.752 Hou

TBX4 大细胞肺癌 -2.008 1.10×10-17 -11.291 Hou

肺腺癌 -3.066 3.85×10-7 -5.598 Su

肺腺癌 -3.486 8.96×10-12 -9.775 Okayama

TBX5 肺腺癌 -3.191 1.75×10-19 -16.062 Okayama

大细胞肺癌 -4.956 6.08×10-15 -13.910 Hou

肺腺癌 -2.632 2.43×10-14 -9.196 Hou

肺鳞癌 -2.873 1.20×10-15 -10.977 Hou

  注:倍数变化是指与正常肺组织比较。

  注:*表示与正常肺组织比较,P<0.05;
 

浅色柱状图表示癌组织,深色柱状图表示正常肺组织。

图1  TBX2亚家族基因在肺腺癌、肺鳞癌中的表达水平分析

图2  TBX2亚家族基因 mRNA水平与NSCLC分期的关系
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2.3 TBX2亚家族基因 mRNA水平与NSCLC患者

预后的关系 2
 

435例NSCLC患者中,Kaplan-Meier
生存曲线和logrank检验分析表明,TBX2亚家族所

有成员的 mRNA水平降低均与NSCLC患者的总生

存率具有相关性(P<0.05);其中,TBX3低表达与

NSCLC患者无进展生存率相关(P<0.05);TBX5低

表达与NSCLC患者的无进展生存率和进展后生存率

均具有相关性(P<0.05),见图3。

  注:OS表示总体生存;FP表示无进展生存;PPS表示进展后生存。

图3  TBX2亚家族基因 mRNA水平与NSCLC患者预后的关系

2.4 免疫组织化学验证TBX2亚家族基因在肺癌中

的低表达现象 为了进一步验证上述生物信息学分

析结果,本课题组在临床上收集了52例肺鳞癌组织

标本及其配对癌旁正常肺组织进行免疫组织化学染

色,分析TBX2亚家族基因在肺鳞癌中的表达情况。

对肺鳞癌组织及其配对的正常组织进行了 HE染色,
验证了其癌症的类型及恶性程度。然后,对收集的肺

癌组织标本进行了免疫组织化学染色,见图4。与配

对的正常肺组织相比,肺鳞癌组织中的TBX2、TBX3、

TBX4、TBX5的表达均降低(P<0.05),见表2。
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表2  TBX2亚家族基因在肺鳞癌组织及配对正常肺组织

  中的阳性表达率分析[n=52,n(%)]

基因名称 肺鳞癌组织 配对正常肺组织 χ2 P

TBX2 6(11.54) 38(73.08) 43.931 <0.05

TBX3 5(9.62) 33(63.46) 35.350 <0.05

TBX4 9(17.31) 41(78.85) 37.016 <0.05

TBX5 4(7.69) 39(75.00) 54.357 <0.05

2.5 TBX2亚家族基因之间的共表达情况 采用

Oncomine对肺癌标本的TBX2亚家族基因共表达情

况进行了分析,发现TBX5与TBX2、TBX3存在共表

达现象。除此之外,使用GEPIA进行TBX2亚家族

基因共表达情况的分析,在肺腺癌和肺鳞癌的标本中

TBX2与 TBX4的 表 达 水 平 相 关(r=0.50,P<
0.05),TBX2与 TBX5的表达水平相关(r=0.48,
P<0.05),TBX4与 TBX5的 表 达 水 平 相 关(r=
0.63,P<0.05),见图5。两个数据库的综合分析表

明,TBX2与TBX5具有共表达的现象。

2.6 肺腺癌和肺鳞癌中TBX2亚家族基因启动子区

域的甲基化程度 利用 MethHC网站对TBX2亚家

族基因在肺腺癌和肺鳞癌中的低表达现象与该家族

基因启动子区域甲基化的相关性进行分析。肺腺癌

组织与正常组织比较,TBX2基因启动子区域的甲基

化程度增高(P<0.05);但肺鳞癌组织与正常组织比

较,该区域的甲基化程度差异无统计学意义(P>
0.05)。TBX3、TBX4、TBX5基因无论是在肺腺癌还

是肺鳞癌组织中,与正常组织相比,其启动子区域的

甲基化程度都增高(P<0.05)。

图4  肺鳞癌组织及其配对正常肺组织的免疫组织化学染色

图5  GEPIA中TBX2亚家族基因的共表达情况分析
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3 讨  论

TBX2亚家族基因已被报道与人类多种疾病有

关[14],其在癌变过程中的作用也被进一步确认[15],但
TBX2亚家族基因在肺癌发生和预后中的作用仍不清

楚。本研究的结果显示,TBX2亚家族基因的低表达

与NSCLC患者的预后不良具有相关性;通过免疫组

织化学的方法,验证了TBX2亚家族基因在肺癌中的

低表达现象;同时,利用生物信息学的手段发现TBX2
亚家族基因的在NSCLC中的低表达现象可能与其对

应启动子区域的甲基化程度增高密切相关。
早期的研究发现,TBX2在乳腺癌、膀胱癌等癌症

中高表达[6,16]。TBX2可通过招募一系列抑制复合物

与EGR1反应性启动子结合,从而导致乳腺癌细胞不

受控制地增殖[17]。与之不同的是,在本研究中,TBX2
的表达模式与乳腺癌和膀胱癌恰恰相反。Oncomine
和GEPIA的数据分析以及免疫组织化学染色的结果

都表明,TBX2在 NSCLC患者体内表达显著下调。
本研究证实,TBX2亚家族基因在 NSCLC中的低表

达模式,与其亚家族基因启动子区域的高度甲基化密

切相关。但目前的没有证据证实TBX2与NSCLC的

分期相关。TBX3在大多数人类恶性肿瘤如黑色素

瘤、乳腺癌、卵巢癌和膀胱癌中都存在过表达的现象,

TBX3的高表达通常提示着肿瘤的转移和预后不良,
其机制为TBX3抑制E-cadherin的表达从而促进了

肿瘤的侵袭[18]。与之不同的是,本研究 Oncomine、

GEPIA以及免疫组织化学的分析结果都表明TBX2
在NSCLC中呈现低表达模式。TBX3与NSCLC患

者的预后具有相关性,TBX3低表达是 NSCLC患者

总生存率降低的独立影响因素。研究发现,TBX4的

低表达是2期胰腺导管癌患者总生存率的独立预后

因素,TBX4的低表达提示2期胰腺导管癌患者预后

较差[19]。一项关于肺成纤维细胞的转录组测序表明,
肺癌相关的成纤维细胞TBX4表达下调且启动子区

域高度甲基化,提示TBX4的表观遗传沉默与肺癌成

纤维细胞表型改变有关[20]。与 HORIE等[20]的研究

结果相似,本研究表明,与正常组织相比,TBX4在

NSCLC患者组织中表达降低;TBX4的低表达与肺癌

患者的低生存率具有相关性。TBX4的表达在不同分

期的NSCLC间差异显著,这与其在胰腺导管癌中的

作用相一致。早期的研究表明,TBX5在哺乳动物的

前肢和心脏发育中发挥重要作用,然而关于其在肿瘤

进程中作用仍有待阐明[21-22]。ROSENBLUH 等[23]

的报道指出,在结肠癌的发生发展过程中TBX5与β-
catenin和Yes相关蛋白1(YAP1)形成的复合物是肿

瘤细胞生存所必需的,其他的肿瘤中也有类似的现

象。在胃癌患者中,TBX5已被验证其高表达与1期

和2期胃癌患者的总生存率降低相关[24]。本研究发

现,TBX5同样在 NSCLC的癌组织中呈现表达降低

的趋势,更为重要的发现是低表达的TBX5与肺癌患

者的低总生存率、无进展生存率、进展后生存率均有

相关性。共表达分析的结果表明,TBX2与TBX5具

有共表达的现象。
综上所述,4个 TBX2亚家族基因在 NSCLC患

者组织中均呈现低表达模式,TBX2亚家族基因在

NSCLC中的低表达现象是NSCLC预后不良的因素。
该低表达模式可能与NSCLC患者该家族基因启动子

区域的高度甲基化密切相关。
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(上接第404页)
或 MSSA是感染还是定植菌。

虽然 MRSA是感染菌还是定植菌需要通过常规

细菌培养以及和临床医生沟通后才能判断,对 mecA
基因以外的其他耐药基因的检测也需后续研究,但本

研究建立的多重荧光定量PCR检测法相对于常规方

法能更简便、快速、高灵敏、高特异地鉴定临床标本和

菌株中的 MRSA,提高了 MRSA的检出率,减少了漏

检风险,对早期院内感染的防控和临床抗菌药物的合

理使用具有重要价值。
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