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NUSAP1在食管癌中与肿瘤细胞增殖和免疫细胞浸润相关性
——基于数据库的研究

刘 洋，孙 雪，李忠诚，白成云，李文军

（青海大学附属医院胸外科，西宁 810001）

【摘 要】目的：探讨核仁纺锤体相关蛋白 1（nucleolar and spindle-associated protein 1，NUSAP1）在食管癌（esophageal carci⁃
noma，ESCA）中的表达情况、临床意义及功能机制，为ESCA的早期诊断和治疗提供新思路。方法：从GEPIA2和TIMER数据库

下载ESCA样本与癌旁样本，进行NUSAP1的表达分析，STRING和Cytoscape软件进行NUSAP1相关基因的PPI网络构建，并进

行 GO、KEGG 及 GSEA 富集分析。TIMER 数据库被用来分析 NUSAP1与免疫细胞的相关性。最后通过 RT-PCR、Western blot
和免疫组化验证NUSAP1在ESCA组织和细胞中的表达，使用慢病毒包被的小干扰RNA转染ESCA细胞，进行NUSAP1的表达

敲减。通过 CKK-8和 Ki67免疫荧光评估 NUSAP1对 ESCA 细胞增殖的影响。结果：NUSAP1在 ESCA 组织和细胞中高表达。

NUSAP1的表达与 CDK1、B细胞和巨噬细胞浸润正相关，而与 CD4+ T细胞、CD8+ T细胞、中性粒细胞和树突状细胞浸润负相

关。GSEA分析发现NUSAP1的高表达组主要富集于Wnt/β-catenin 信号通路、过氧化物酶通路、PI3K/Akt/mTOR信号通路。在

体外，敲减NUSAP1后抑制了ESCA细胞增殖。结论：NUSAP1在ESCA中高表达，并与ESCA细胞增殖和免疫细胞浸润密切相

关。因此，NUSAP1可能有助于ESCA的诊断和治疗。
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Association of NUSAP1 with tumor cell proliferation and immune cell 
infiltration in esophageal carcinoma: database based research
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【Abstract】Objective：To investigate the expression，clinical significance and functional mechanism of nucleolar and spindle-
associated protein 1（NUSAP1）in esophageal carcinoma（ESCA），and to provide new ideas for the early diagnosis and treatment of 
ESCA. Methods：ESCA samples and paracancerous samples were downloaded from GEPIA2 and TIMER databases to analyze the ex⁃
pression of NUSAP1，STRING and Cytoscape software were used to construct the PPI network of NUSAP1 related genes，and GO，

KEGG and GSEA enrichment analysis were performed. The TIMER database was used to analyze the correlation between NUSAP1 and 
immune cells. Finally，the expression of NUSAP1 in ESCA tissues and cells was verified by RT-PCR，Western blot and immunohisto⁃
chemistry，and ESCA cells were transfected with lentivirus-coated small interfering RNA to knock down the expression of NUSAP1. 
The effect of NUSAP1 on ESCA cell proliferation was evaluated by CKK-8 and Ki67 immunofluorescence. Results：NUSAP1 was 
highly expressed in ESCA tissues and cells. The expression of NUSAP1 was positively correlated with the infiltration of CDK1，B cells 
and macrophages，but negatively correlated with the infiltration of CD4+ T cells，CD8+ T cells，neutrophils and dendritic cells. GSEA 
analysis found that the high expression group of NUSAP1 was mainly enriched in Wnt/β-catenin signaling pathway，peroxidase path⁃
way，PI3K/Akt/mTOR signaling pathway. In vitro，knockdown of NUSAP1 inhibited the proliferation of ESCA cells. Conclusion：
NUSAP1 is highly expressed in ESCA and closely related to ESCA cell proliferation and immune cell infiltration. Therefore，NUSAP1 

may help the diagnosis and treatment of ESCA.
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食管癌（esophageal carcinoma，ESCA）是全球最

常见的消化道恶性肿瘤之一，它的发病率和死亡率

在恶性肿瘤中分别位居第 7位和第 6位[1]。在全球，

约有 45万人遭受 ESCA的折磨，受其影响的人群还

在逐年增加[2]。在过去几十年中，ESCA的治疗取得

了很大的进展。但在食管癌早期，患者缺乏明显症

状，临床上也没有高度敏感和特异的诊断标志物，

大多数患者发现时已到晚期，错过了最佳治疗时

期[3]，其 5 年生存率只有 15%~25%[4]。因此，探索新

的生物标志物对提高ESCA的早期诊断和改善预后

至关重要。

核仁纺锤体相关蛋白 1（nucleolar and spindle-
associated protein 1，NUSAP1）是一种维管结合蛋

白，分子质量为 55 kD，定位于染色体臂并通过与微

管和 DNA 结构域结合来调节纺锤体组装以及正常

有丝分裂的维持[5]。它的缺失可导致细胞间期核异

常、染色体分离异常、染色体不对称、纺锤体组装异

常、有丝分裂缺陷和纺锤体中央微管减少[6-8]。最

近，研究人员报道了NUSAP1与肿瘤的关系，在乳腺

癌[9]、肝癌[10]、结直肠癌[11]、前列腺癌[12]及非小细胞肺

癌[13]中 NUSAP1 差异性上调，并作为这些肿瘤潜在

的诊断和预后标志物。然而，NUSAP1在ESCA中的

表达及功能尚不清楚。

本研究通过 GEPIA2 和 TIMER 数据库研究

ESCA样本和癌旁样本中NUSAP1的表达，构建了与

之相关的 PPI网络，并对其进行功能富集分析。本

研究还分析了NUSAP1在肿瘤微环境中与免疫细胞

浸润的相关性，并在 30 例 ESCA 组织标本和 ESCA
细胞中进行验证。此外还研究了NUSAPI的表达对

ESCA细胞增殖的影响。结果表明，NUSAP1在ESCA
组织和细胞中高表达，并与 ESCA 细胞增殖和肿瘤

微环境中免疫细胞浸润密切相关。

1　材料与方法

1.1　NUSAP1在ESCA中差异表达的验证

在GEPIA2（http://gepia2.cancer-pku.cn/）和TIMER（https:
//cistrome.shinyapps.io/timer/）数据库中进行 ESCA 样本与癌

旁样本的差异表达验证。GEPIA 平台包括来自 TCGA 和

GTEx 数据库的 9 736 个肿瘤组织和 8 587 个正常组织的

RNA测序数据，主要提供的功能有基因表达分析、基因相关

性分析、生存分析、相似基因预测、降维分析等。用 GEPIA
和TIMER数据库检测NUSAP1在ESCA及各大癌中的mRNA
表达。考虑到数据库更新的时效性问题，从 UCSC xena

（https://xenabrowser.net/datapages/）下载经过 TOIL 流程统一

处理的 TCGA 和 GTEx 的 TPM 文件，用分裂小提琴图展示

NUSAP1在TCGA肿瘤和正常组织中的表达差异。进一步使

用gganatogram包画出感兴趣的基因在各个器官的表达分布。

1.2　NUSAP1的相关基因分析及GO、KEGG分析

STRING（Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes，
http://www.string-db.org/）是评估蛋白质-蛋白质相互作用

（protein-protein interaction，PPI）的生物学工具，可以对疾病

发生或发展机制进行深入了解。使用 STRING（version: 
11.0）在线软件和 Cytoscape 软件进行 NUSAP1 相关基因的

PPI 网络构建。该工具的主要目的是基于荟萃分析的生存

生物标记物的发现和验证。GO是注释基因及其产物的重要

方法和工具，有利于生物数据的整合和利用，包括分子功能

（molecular function，MF）、生物过程（biological process，BP）和

细胞组分（cellular component，CC）3 个部分。KEGG 是一种

整合基因组学、化学和系统功能信息的数据库资源，可提供已

知的生物代谢信号通路。为了进一步探究NUSAP1的功能，

对所得NUSAP1相关基因进行GO和KEGG分析。

1.3　NUSAP1与 CDK1的相关性分析及 NUSAP1在组织的表

达验证

基于相关基因分析，将从 UCSC xena 下载经过 TOIL 流

程统一处理的 TCGA 和 GTEx的 TPM 文件进行预处理，使用

相关性图分析展示NUSAP1与CDK1的相关性。人类蛋白质

图谱是一个开放存取的数据库，用于绘制器官、组织和细胞

中的所有人类蛋白质，并使用各种组学技术的集成。用人类

蛋白图谱和TIMER数据库检测NUSAP1在器官、组织及各大

癌中的mRNA表达。

1.4　NUSAP1突变及免疫的相关性分析

突变与 ESCA 的发生发展密切相关，使用 maftools 包分

析展示ESCA突变及NUSAP1的突变情况。免疫细胞浸润与

ESCA的预后密切相关，随着靶向治疗的兴起，ESCA发生发

展分子机制研究不断深入，ESCA的分子靶向治疗逐渐崭露

头角。免疫检查点蛋白在免疫应答中起重要作用，与免疫细

胞有多种相互作用。为了进一步探究预后相关基因的潜在

治疗靶点，在TIMER数据库对NUSAP1与免疫的相关性进行

探究。

1.5　NUSAP1单细胞层面分析

CCLE 数据库是由 Broad Institute 研究所牵头发起的一

项肿瘤基因组学研究项目，收集整理了 1 000多个肿瘤细胞

系的组学数据。本研究利用 2 个数据库对 NUSAP1 的表达

水平在不同层面进行初步验证。为进一步探究 NUSAP1在

细胞中表达的关系，在TIMER数据库、人类蛋白质图谱数据

库及CCLE数据库中对NUSAP1单细胞层面进行探究。

1.6　NUSAP1的GSEA分析

以最佳截取值为标准，将NUSAP1分为高低表达组。双

尾检验的统计显著性设为 0.05。为了探索 2组间富集的重要

通路，进行了GSEA分析。GSEA分析以“h.all.v.7.1.symbols.gmt”
为参照基因集，使用 GSEA 软件 GSEA 4.0.3 进行 GSEA 富集

—— 533



重庆医科大学学报 2023 年第 48 卷第 5 期 （Journal of Chongqing Medical University 2023.Vol.48 No.5 ）

分析，并进行 1 000次基因组置换，以实现每次分析的标准化

富集得分；标准化的 P<0.05 和错误发现率（false discovery 
rate，FDR）<0.05被认为有显著结果。

1.7　临床标本

标本来源于 2020年 1月至 2021年 1月青海大学附属医

院收集的 30 例接受 ESCA 全切手术的患者新鲜组织样本。

将距离原发肿瘤边缘 3 cm处的正常组织作为对照组。所收

集的临床标本的诊断由本院 2名病理学专家进行诊断。研

究实施前，所有患者均签署知情同意书，青海大学附属医院

伦理委员会批准本研究。

1.8　RT-PCR
使用TRIzol（Thermo Fisher，Shanghai，China）从组织标本

和细胞中获得总RNA。使用分光光度法（BioTek，佛蒙特州，

美国）测定 RNA 样品的纯度和浓度。随后，将 300 ng RNA 
样品逆转录成 cDNA，并使用One Step Super RT-PCR Mix Kit
（Solarbo，上海，中国）进行扩增。GAPDH用作表达对照。用

2-ΔΔCt分析NUSAP1的mRNA水平。NUSAP1引物：F：5'-TTCT
GCTGCTGTTATTAC-3'，R：5'-GTGTGGTTCATAGTTGAG-3'；
GAPDH引物：F：5'-TCACCAGGGCTGCTTTTA-3'，R：5'-TTCA
CACCCATGACGAACA-3'。
1.9　免疫组织化学染色

将石蜡包埋的组织块标本切成 4 μm厚度的薄片，用载

玻片贴覆，随后将载玻片脱蜡、抗原修复后，血清封闭

30 min，一抗在 4 ℃孵育过夜。二抗常温孵育 2 h，苏木精复

染3~5 min。然后用中性树胶封片。

1.10　Western blot
组织和细胞在 RIPA裂解缓冲液中裂解以分离蛋白质，

随后使用 10% SDS-PAGE 分离样品，转移至 PVDF 膜，并在

5% BSA 中封闭 1 h。膜与一抗一起温育，包括兔单克隆抗

体 NUSAP1（1∶1 000，Abcam，CA，USA）和兔多克隆抗体 
GAPDH（1∶10 000，Abcam）在 4 ℃下过夜。将膜洗涤 3 次并

在室温下用HRP偶联的二抗（1∶2 000，Abcam）标记 1 h。使

用ECL系统（Tannon，北京，中国）可视化蛋白质条带。

1.11　细胞培养和慢病毒转染

正 常 食 管 细 胞 系 HEEC 和 ESCA 细 胞 系（EC9706、
Eca109、TE-13、Kyse170、T.TN）购自中国科学院上海生命科

学研究所细胞资源中心。所有细胞在含有 10% FBS（Gibco，
Rockville，USA）的 RPMI 1640培养基（Gibco，Rockville，USA）
中于 37 ℃和 5% CO2培养箱中培养。NUSAP1敲低慢病毒载

体购自GenePharma（中国上海）。细胞在以感染复数为 10的

慢病毒载体转导 12 h。随后收获细胞并用完全培养基培养

用于进一步研究。

1.12　CKK-8实验

进行CCK-8测定以检查细胞活力。将慢病毒感染后的

细胞以 2×103个/孔悬浮并接种在 96孔板中进行 0、24、48和

72 h孵育。随后每孔加入 10 μL CCK-8溶液（碧云天，上海，

中国）温育 2 h。使用酶标仪（BioTek，佛蒙特州，美国）测量

450 nm波长处的光密度值。

1.13　统计学处理

使用 R 4.1.2 或 Graph-Pad 8.0 进行分析并作图，每个实

验至少独立重复 3次，本研究对 2组样本的比较采用 t检验，

对 3 组或 3 组以上的数据使用采用单因素方差分析（one-
way ANOVA），采用Pearson相关检验进行相关性分析。检验

水准α=0.05。

2　结 果

2.1　NUSAP1在ESCA中高表达

从 TCGA 数据库的 33 种癌症中提取 NUSAP1 的 mRNA
水平，并绘制 NUSAP1 在癌组织和癌旁组织中表达的箱式

图。如图 1A 所示，NUSAP1 在包括膀胱移行细胞（bladder 
urothelial carcinoma，BLCA）、浸润性乳腺癌（breast invasive 
carcinoma，BRCA）、宫颈鳞状细胞癌、宫颈内膜腺癌（cervical 
squamous cell carcinoma and endocervical adenocarcinoma，
CESC）、胆管癌（cholangiocarcinoma，CHOL）、结肠腺癌（co⁃
lon adenocarcinoma，COAD）、食管癌（esophageal carcinoma，
ESCA）、多 形 性 胶 质 母 细 胞 瘤（glioblastoma multiforme，
GBM）、头颈部鳞状细胞癌（head and neck squamous cell car⁃
cinoma，HNSC）、肾透明细胞癌（kidney renal clear cell carci⁃
noma，KIRC）、肾乳头状细胞癌（kidney renal papillary cell 
carcinoma，KIRP）、肝细胞癌（liver hepatocellular carcinoma，
LIHC）、肺腺癌（lung adenocarcinoma，LUAD）、肺鳞状细胞癌

（lung squamous cell carcinoma，LUSC）、嗜铬细胞瘤和副神经

节瘤（pheochromocytoma and paraganglioma，PCPG）、前列腺

腺癌（prostate adenocarcinoma，PRAD）、直肠腺癌（rectum ad⁃
enocarcinoma，READ）、肉瘤（sarcoma，SARC）、胃腺癌（stom⁃
ach adenocarcinoma，STAD）、甲状腺癌（thyroid carcinoma，
THCA）、子宫内膜癌（uterine corpus endometrial carcinoma，
UCEC）和胸腺瘤（thymoma，THYM）中表达增加。在肾嫌色

细胞癌（kidney chromophobe，KICH）、胰腺腺癌（pancreatic 
adenocarcinoma，PAAD）和 皮 肤 黑 色 素 瘤（skin cutaneous 
melanoma，SKCM）中表达无明显变化。由于肾上腺皮质癌

（adrenocortical carcinoma，ACC）、淋巴样肿瘤弥漫大 B 细胞

淋 巴 瘤（lymphoid neoplasm diffuse large B-cell lymphoma，
DLBC）、急性髓系白血病（acute myeloid leukemia，LAML）、脑

低级别胶质瘤（brain lower grade glioma，LGG）、间皮瘤（meso⁃
thelioma，MESO）、卵巢浆液性囊腺癌（ovarian serous cystad⁃
enocarcinoma，OV）、睾丸生殖细胞瘤（testicular germ cell tu⁃
mors，TGCT）、子宫癌肉瘤（uterine carcinosarcoma，UCS）和葡

萄膜黑色素瘤（uveal melanoma，UVM）的邻近癌旁组织数据

不可用，因此不知道 NUSAP1在这些组织中的表达变化（图

1A）。考虑到数据库更新的时效性，从 UCSC xena下载经过

TOIL流程统一处理的 TCGA和GTEx的 TPM文件，用分裂小

提琴图展示NUSAP1在ESCA和正常组织中的表达差异。相

比于正常组织，NUSAP1 在 ESCA 组织中高表达（图 1B、图

2A）。另外，NUSAP1在这些肿瘤组织的细胞系中也普遍升

高（图2B）。
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2.2　NUSAP1相关基因的PPI网络和功能富集分析

为了预测 NUSAP1的功能，通过 STRING 在线工具构建

与 NUSAP1 相关的 PPI 网络。如图 3A 所示，NUSAP1 与

CDK1、CDC20、DLGAP5、KIF11、CDCA8、NCAPC、CCNA2、
NDC80、ASPM和TOP2A基因间有很高的相关性。使用 clus⁃
terProfiler R 包进一步探索与 NUSAP1 相关基因的潜在功能

途径。GO分析发现，这些基因包含的生物学过程有细胞器

裂变、核分裂、染色体分离、DNA 复制和细胞周期等。参与

的细胞组分有染色体、纺锤体等（图 3B）。涉及的分子功能

有ATP酶活性、微管蛋白结合催化活性、旋酶活性及微管运

动活性等。KEGG富集分析发现，与NUSAP1相关基因富集

的通路有细胞周期、DNA复制和减数分裂等（图3C）。

2.3　NUSAP1与CDK1的关系

将来自 TIMER 的 RNA 测序数据集在 GEPIA 中评估

NUSAP1与 CDK1之间的相关性。结果显示，不管是在各大

肿瘤中，还是单独在 ESCA组织中，NUSAP1与 CDK1均有较

强的相关性。其中，在大部分癌症中 NUSAP1与 CDK1呈现

明显的正相关（r=0.89，P<0.01）（图 4A、C），在 ESCA 组织中

NUSAP1 与 CDK1 同样呈现明显的正相关（r=0.84，P<0.01）
（图4B）。

2.4　NUSAP1的组织及细胞的初步表达验证

NUSAP1在人体组织中表达验证结果显示，在人体正常

组织中 mRNA 层面的表达结果显示，NUSAP1 在骨髓、淋巴

组织、上消化道及女性特有组织中表达较高，而在人体正常

注：a表示P<0.05，b表示P<0.01，c表示P<0.001
图 1　NUSAP1 在各种癌症中的差异表达
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组织中蛋白层面的表达结果与 mRNA层面的结果基本一致

（图5）。

2.5　ESCA组织中基因突变分析

利用TCGA队列中体细胞突变变异的数据来阐明ESCA
的突变格局。其中，错义突变是最常见的突变，单核苷酸多

态性比缺失或插入多（图 6A），点突变类型主要为C>T突变。

此外还计算了每个患者的突变碱基数量，并用不同颜色方

框图显示突变类别（图 6B）。水平直方图显示 ESCA中显著

突变的 10 个基因分别为 TP53（82%）、TTN（40%）、MUC16
（22%）、SYNE1（18%）、CSMD3（17%）、DNAH5（16%）、FLG
（16%）、HMCN1（15%）、LRP1B（15%）和PCLO（14%）（图6C）。

而NUSAP1在ESCA中未发生突变。进一步分析NUSAP1的

表达水平与 33种癌症组织中突变情况的相关性，结果发现

NUSAP1 的表达水平在包括 ACC、BLCA、ESCA 等多种肿瘤

中与以上基因的突变相关，而在 CESC、PCPG 和 THCA 中无

明显相关性。

2.6　NUSAP1与免疫细胞的相关性

为了探讨 NUSAP1 表达水平与免疫系统的关系，从

TCGA队列获取ESCA组织的肿瘤纯度数据（图7A）。NUSAP1
表达与肿瘤纯度的相关分析表明，NUSAP1可能影响肿瘤微

环境的免疫状态。因此，进一步通过 TIMER 数据库研究

NUSAP1 表达是否与 ESCA 中的免疫浸润相关。结果表明，

NUSAP1表达与B细胞、CD4+ T细胞、CD8+ T细胞、中性粒细

胞、巨噬细胞、树突状细胞浸润均具有一定的相关性。其中，

图 2　NUSAP1 基因在各个器官里的表达分布
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NUSAP1的表达与B细胞和巨噬细胞浸润正相关，而与CD4+ T
细胞、CD8+ T 细胞、中性粒细胞和树突状细胞浸润负相关

（图 7B）。NUSAP1的基因拷贝数与免疫细胞浸润水平没有

明显的相关性（图7C）。

2.7　免疫细胞中NUASP1的表达及NUSAP1的细胞定位

进一步分析NUSAP1在免疫细胞中的表达情况，结果发

现在T细胞、嗜碱性粒细胞、记忆性CD4 T细胞、嗜酸性粒细

胞和外周单核细胞中NUSAP1表达丰度较高，而幼稚CD4 T
细胞和肥大细胞中表达丰度较低（图 8A）。NUSAP1在细胞

中主要定位于核浆和核仁纤维中心（图8B）。

2.8　正常细胞中 NUASP1 的表达及 ESCA 组织中免疫细胞

浸润情况

通过分析NUSAP1在正常组织细胞中的表达情况，发现

NUSAP1 在血细胞和生殖细胞中表达丰度较高，在包潘细

胞、纤毛细胞、集合管细胞和视锥细胞中几乎不表达（图9A）。

为了了解免疫细胞类型在ESCA进展中的作用，进一步分析

ESCA 组织中免疫细胞浸润情况，结果发现食管癌组织中 B
细胞、CD8+ T 细胞、肥大细胞浸润明显减少，而巨噬细胞浸

润却增加（图9B）。

A. NUSAP1在泛癌中的表达与CDK1的相关性

B. NUSAP1在SESCA中的表达与CDK1的相关性

C. NUSAP1在泛癌中的表达与CDK1的相关性

图 4　NUSAP1 与 CDK1 的相关性

A.与NUSAP1相关基因的PPI网络

B.与NUSAP1相关基因的GO功能分析

C.与NUSAP1相关基因的KEGG富集分析

图 3　NUSAP1 相关基因的 PPI以及功能富集分析
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2.9　NUSAP1的GSEA分析

为了进一步探究 NUSAP1参与 ESCA 进展的分子机制，

对 NUSAP1 进行 GSEA 分析，结果表明 NUSAP1 的高表达组

主要富集于 Wnt/β -catenin 信号通路、过氧化物酶通路、

PI3K/Akt/mTOR信号通路（图10）。

2.10　NUSAP1在ESCA组织和细胞中的表达

为了验证 GEPIA 数据库分析的 NUSAP11在 ESCA 组织

和正常食管上皮组织中的表达水平，对收集的 30例ESCA组

织标本和配对的癌旁组织进行 NUSAP1 的 mRNA 和蛋白表

达水平检测。RT-PCR（图 11A）、Western blot（图 11B、C）及

免疫组织化学染色（图 11D）结果显示，NUSAP1 在 ESCA 组

织中高表达。通过RT-PCR和Western blot进一步检测正常

食管细胞系 HEEC 和 3 种 ESCA 细胞系（Kyse170、EC109、
EC9706）中 NUSAP1的表达。与组织表达结果相似，相比于

正常的食管细胞系HEEC，NUSAP1在ESCA细胞系中高表达

（图 11E、F、G）。NUSAP1 在 EC109 中的表达比其他细胞系

更显著，因此对EC109细胞系进行NUSAP1的表达敲减来进
图 5　NUSAP1 在人体组织中的表达验证

图 6　BLCA 样本的突变分析
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A. NUSAP1在各肿瘤中的表达情况 

B. NUSAP1表达与肿瘤纯度及免疫细胞相关性分析

C. ESCA中NUSAP1的拷贝数变异类型与免疫细胞浸润的相关性分析

图 7　NUSAP1 与肿瘤纯度及免疫细胞浸润的相关性

图 8　NUSAP1 在免疫细胞中的表达丰度和细胞定位
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一步研究 NUSAP1 对 EC109 细胞增殖的影响。使用慢病毒

包被的 si-NUSAP1转染 EC109后，NUSAP1的 mRNA和蛋白

表达水平明显降低（图 11H、I、J）。CKK-8实验结果显示，与

癌旁组织相比，敲减 NUSAP1 后，细胞增殖明显减慢（图

11K）。Ki67 免疫荧光染色显示，敲减 NUSAP1 后 Ki67 的免

疫荧光强度明显减弱（图11L）。

图 9　NUSAP1 在正常组织细胞中的表达及 ESCA 组织中的免疫细胞浸润情况

图 10　NUSAP1 的 GSEA 分析
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3　讨 论

ESCA 是全球最常见的消化道恶性肿瘤，由于

早期缺乏明显临床特征和诊断标志物，大多数患者

诊断时已发生远处转移，不仅错过了最佳治疗时

机，也为后期治疗增加了难度[14]。因此，寻找特异性

的早期诊断标志物对提高ESCA患者的预后显得尤

为重要。近些年随着高通量测序，基因芯片技术快

速发展，通过生物学技术为疾病的诊断筛选生物标

志物成为一种全新的策略。因此，本研究通过生物

信息学来鉴定 ESCA 的诊断标志物和治疗靶点，希

望为ESCA的诊断和治疗提供新见解。

        注：a表示P<0.01，b表示P<0.001
图 11　NUSAP1 在 ESCA 组织和细胞中的表达
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NUSAP1 是一种核仁纺锤体相关蛋白，在乳腺

癌[9]、肝癌[10]和结直肠癌[11]中的表达和功能最近已有

研究报道。然而，它在 ESCA 中的表达和功能尚不

清楚。本研究使用GEPIA2和TIMER数据库分析了

NUSAP1 在 33 种实体肿瘤中的表达，结果表明

NUSAP1在包括ESCA在内的多种肿瘤中高表达，这

也被 RT-PCR、Western blot 及免疫组织染色结果得

到证实。进一步构建与NUSAP1相关基因的 PPI网
络，结果表明 NUSAP1 与 CDK1、CDC20、DLGAP5、
KIF11、CDCA8、NCAPC、CCNA2、NDC80、ASPM 和

TOP2A 基因间有很高的相关性。GO 分析发现，这

些基因包含的生物学过程有细胞器裂变、核分裂、

染色体分离、DNA复制和细胞周期等。参与的细胞

组分有染色体、纺锤体等。涉及的分子功能有ATP
酶活性、微管蛋白结合催化活性、解螺旋酶活性及

微管运动活性等。KEGG富集分析发现，与NUSAP1
相关基因富集的通路有细胞周期、DNA复制和减数

分裂等，说明这些基因与肿瘤细胞的周期和增殖密

切相关。体外进一步研究了NUSAP1对ESCA细胞系

增殖的影响，当敲减NUSAP1后，ESCA细胞的增殖能

力明显减弱。CDK1[15]、KIF11[16]、CCNA2[17]、ASPM[18]

和 TOP2A[19]被认为是 ESCA 的诊断和预后标志物，

CDC20[20]、DLGAP5[21]、CDCA8[22] 和 NDC80[23] 在乳腺

癌、膀胱癌和胰腺癌中扮演癌基因功能。进一步分

析 NUSAP1 与 CDK1 的相关性，不管是在各大肿瘤

中，还是在 ESCA 组织中，NUSAP1 与 CDK1 明显正

相关。在浸润性乳腺癌细胞中，下调 NUSAP1通过

调节CDK1的表达抑制细胞增殖和增加化疗药物敏

感性[24]。

肿瘤微环境特别是免疫细胞在肿瘤的形成、进

展、转移及免疫治疗反应中扮演重要角色。将肿瘤

微环境从肿瘤友好型改变成肿瘤抑制型被证明是

改善癌症预后的有利策略[25]。因此，研究和阐明免

疫浸润细胞与ESCA细胞的关系，有助于为ESCA患

者的免疫治疗提供帮助。本研究分析了NUSAP1与

免疫浸润细胞的相关性，结果发现 NUSAP1的表达

与肿瘤纯度、B细胞和巨噬细胞正相关，而与CD4+ T
细胞、CD8+ T 细胞、中性粒细胞和树突状细胞负相

关。肿瘤相关巨噬细胞能够通过分泌免疫抑制因

子如白细胞介素-10 来促进肿瘤的生长和发展[26]。

由于肿瘤相关巨噬细胞对免疫治疗、化疗和分子靶

向治疗有影响，因此也成为治疗肿瘤最有吸引力的

靶点[27]。本研究还发现肿瘤相关巨噬细胞分泌的细

胞因子会削弱肿瘤浸润淋巴细胞的抗癌作用，CD8+ 
T 细胞是肿瘤浸润淋巴细胞的一种，其丰度与良好

的预后和免疫治疗反应有关[28]，并且CD8+ T细胞浸

润的募集和再活化已经成为免疫治疗的一个主要

方向[29]。在 ESCA 中，CD4+ T 细胞和 CD8+ T 细胞可

以准确预测新辅助化疗的有效性[30]，中性粒细胞是

ESCA患者独立的预后因素[31]。另外，树突状细胞的

免疫疗法被用来治疗 ESCA，并且取得了一定的成

果[32]。在ESCA组织中，NUSAP1可能对这些免疫细

胞的浸润有影响。

此外，越来越多的证据表明肿瘤特异性突变可

产生新抗原，从而引起免疫反应，杀死肿瘤细胞，说

明某些特异性基因的修饰可改变肿瘤突变负荷的

状态[33]。因此，本研究分析了 ESCA 组织中突变的

基因，其中 TP53 基因突变最为显著。最近研究发

现，TP53基因突变会引起免疫反应，并作为肿瘤免

疫治疗的预测因子[34]。本研究并未发现NUSAP1突

变，说明 NUSAP1 在 ESCA 组织中通过调节其表达

水平来发挥作用。

为了进一步分析 NUSAP1参与 ESCA 发生发展

的分子机制，根据 ESCA 组织中 NUSAP1 的表达分

为 NUSAP1 高表达组和低表达祖。GSEA 结果发

现，NUSAP1高表达组主要富集于Wnt/β-catenin 信
号通路、过氧化物酶通路、PI3K/Akt/mTOR 信号通

路。最近的研究表明，Wnt/β-catenin信号通路的活

性增强可促进 ESCA 细胞增殖、转移和侵袭[35]。谷

胱甘肽过氧化物酶丢失会促进 Barrett 向 ESCA 癌

变[36]，NUSAP1 通过 PI3K/Akt/mTOR 调节非细胞肺

癌生长和转移[13]。

总之，通过生物信息学发现NUSAP1在ESCA组

织和细胞中表达上调，并促进 ESCA 细胞的增殖活

性，提示NUSAP1在ESCA的发生发展和恶性行为中

起至关重要的作用。另外也发现NUSAP1可能在免

疫细胞浸润中发挥重要作用，并可能作为ESCA诊断

的生物标志物和治疗靶点。此外，Wnt/β-catenin信

号通路、过氧化物酶通路、PI3K/Akt/mTOR 可能是

NUSAP1参与ESCA发生发展的有效机制。
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