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摘要摘要：：目的 探讨顺铂用于泌尿系统肿瘤耐药的作用机制。方法 采用 GEO数据库筛选差异表达基因，采用 DAVID数据库进行基因

本体论（GO）功能分析和京都基因与基因组百科全书（KEGG）通路富集分析，采用 String数据库进行蛋白 -蛋白互作（PPI）网络分析，

采用最大相关系数（MCC）算法计算节点得分，并筛选出排名前 10 的基因作为耐药性关联基因，预测耐药机制；采用 Kaplan - Meier
Plotter数据库进行模拟预后生存分析，评估耐药关联基因的表达水平与总生存期（OS）的相关性。结果 筛选出差异表达基因 182个，

其中上调基因 108 个，下调基因 74 个。PPI 网络分析结果显示，顺铂耐药关键基因为乙醛脱氢酶 1A1（ALDH1A1）和 CD24 分子

（CD24），度值均为 6。Kaplan - Meier生存曲线显示，高表达的 ALDH1A1 可显著缩短膀胱癌（BC）患者的 OS（HR = 1. 61，P = 0. 001 6），

显著延长肾透明细胞癌（KIRC）患者的 OS（HR = 0. 57，P = 0. 000 3），但不影响肾乳头状细胞癌（KIRP）患者的 OS（HR = 1. 29，P = 0. 428 3）；

高表达的 CD24 可显著延长 KIRP 患者的 OS（HR = 0. 49，P = 0. 017 5），但不影响 BC 患者（HR = 0. 86，P = 0. 348 9）和 KIRC 患者

（HR = 0. 85，P = 0. 272 9）的 OS。结论 ALDH1A1和 CD24均对顺铂耐药性起重要作用，其耐药效应呈组织特异性，可能与肿瘤微环境

信号及表观遗传调控相关。

关键词关键词：：顺铂；耐药性；泌尿系统肿瘤；乙醛脱氢酶 1A1；CD24分子；作用机制；GEO数据库
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AbstractAbstract：：Objective To investigate the mechanism of cisplatin resistance in urological tumors. Methods Differential expression
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genes were screened by the GEO database. Gene ontology（GO） functional analysis and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
（KEGG） pathway enrichment analysis were performed by the DAVID database，protein - protein interaction（PPI） network analysis
was performed by the String database，node scores were calculated by the maximum correlation coefficient （MCC） algorithm，and
the top 10 genes were selected as resistance - associated genes to predict resistance mechanisms. Kaplan - Meier Plotter database
was used for simulated prognostic survival analysis，in order to evaluate the correlation between the expression level of resistance -
associated genes and overall survival（OS）. Results A total of 182 differentially expressed genes were screened，including 108 up -
regulated genes and 74 down - regulated genes. The PPI network analysis results showed that the key genes for cisplatin resistance
were aldehyde dehydrogenase 1A1（ALDH1A1） and CD24 molecule（CD24），both with a degree value of 6. Kaplan - Meier survival
curve showed that high expression of ALDH1A1 significantly shortened the OS of patients with bladder cancer（HR = 1. 61，P =

0. 001 6），significantly prolonged the OS of patients with kidney renal clear cell carcinoma（HR = 0. 57，P = 0. 000 3），but did
not affect the OS of patients with kidney renal papillary cell carcinoma （HR = 1. 29，P = 0. 428 3）. High expression of CD24
significantly prolonged the OS of patients with kidney renal papillary cell carcinoma（HR = 0. 49，P = 0. 017 5），but did not affect
the OS of patients with bladder cancer（HR = 0. 86，P = 0. 348 9） and the OS of patients with kidney renal clear cell carcinoma
（HR = 0. 85，P = 0. 27）. Conclusion ALDH1A1 and CD24 both play important roles in cisplatin resistance，and their resistance effects
are tissue - specific，which may be related to microenvironmental signaling and epigenetic regulation.
Key wordsKey words：：cisplatin；drug resistance；urological tumors；aldehyde dehydrogenase 1A1；CD24 molecule；mechanism；GEO database

顺铂是一种化学名为顺式二氯二氨合铂（Ⅱ）的化

学治疗（简称化疗）药物，通过干扰DNA复制诱导肿瘤

细胞凋亡，通过转运蛋白或被动扩散进入细胞，在低氯

离子浓度的细胞内环境中，顺铂水解生成高活性的

［Pt（NH3）2（H2O）2］2 +活性铂离子与DNA链中鸟嘌呤的

N7位点结合，形成链内或链间交联（DNA加合物），阻碍

DNA复制和转录，DNA损伤触发细胞周期阻滞（如G2 /
M期）和凋亡信号通路（如 p53依赖途径）［1 - 3］。顺铂自

1965年被发现以来，因其广谱抗肿瘤活性，成为多种实

体瘤（如睾丸癌、卵巢癌、膀胱癌、头颈部癌等）的一线

治疗药物［4］。顺铂具有高效性、显著提升术后生存率、广

泛适应性等特点，是治疗泌尿系统肿瘤的“金标准”药

物，但其疗效受限于毒性和耐药性。顺铂的毒性与其非

选择性杀伤增殖细胞相关，主要限制剂量使用的副作

用包括因铂在肾小管蓄积致急性肾功能损伤（需水化

治疗预防），外周感觉神经病变（手足麻木、听力损伤），

中性粒细胞减少、贫血，恶心、呕吐［可通过 5 -羟色胺 3
（5 - HT3）受体拮抗剂缓解］［5］。据报道，30%～50%的患

者因耐药性导致治疗失败，其机制复杂［6］，目前已知机制

包括药物摄取减少或外排增加、DNA修复能力增强、凋

亡逃逸、肿瘤微环境（TME）、干细胞特性等［7 - 8］。GEO数

据库是美国国立生物技术信息中心（NCBI）开发和维护

的公共基因表达数据库，本研究中通过GEO数据库挖掘

耐药基因，探讨顺铂用于治疗泌尿系统肿瘤产生耐药性

的作用机制，同时进行模型验证，为研究顺铂产生耐药

性的作用机制提供理论依据和研究方向。现报道如下。

1 资料与方法

1. 1 数据来源与筛选

以“Cisplatin & Resistance”为检索词，采用计算机检

索GEO数据库（http：// www. ncbi. nlm. nih. gov / geo /）、

DAVID数据库（https：// david. ncifcrf. gov）、String数据

库（https：// cn. string - db. org /）、Kaplan - Meier Plotter
数据库（https：// www. kmplot. com / analysis /）；以“Homo
sapiens”为过滤条件，筛选出相关数据集。共检索出

GSE21656，GSE15709，GSE3001 3组序列矩阵文件，其

中GSE15709和GSE3001无完整原始数据供下载，故本

研究中仅下载GSE21656序列矩阵文件作为研究对象。

1. 2 数据整理

通过GEO数据库下载GSE21656序列矩阵文件，定

义组别后采用GEO2R进行差异表达基因分析，下载的试

验组（耐药细胞系）与对照组（亲本细胞系）基因表达量

取差值得到差异倍数（FC），以 || log2 FC ≥ 1. 0且P < 0. 05
作为截断值的标准，筛选出此数据集的差异表达基因。

1. 3 数据分析

差异表达基因的基因本体论（GO）功能分析和京都

基因与基因组百科全书（KEGG）通路富集分析：筛选出

差异表达基因的上调基因，采用DAVID数据库进行注释

分析，相关基因导入功能注释模块的列表中，基因 ID类

型为“Official_gene_symbol”，物种选择“Homo sapiens”，
列表类型为“Gene List”。选择“Goterm BP Direct”得相应

GO功能分析结果，选择“KEGG - pathway”对筛选出的

差异表达基因进行KEGG通路富集分析。

蛋白 - 蛋白互作（PPI）网络分析：采用 String数据

库进行差异表达基因的 PPI网络分析，分析类型选择

“Multiple proteins”，物种选择“Homo sapiens”，选择全部

基因。将PPI网络结果导入Cytoscape 3. 4. 0软件进行分

析，采用最大相关系数（MCC）算法计算所有节点得分，

筛选出排名前 10的基因作为顺铂耐药性关联基因，并
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依据得分确定顺铂耐药性关键基因。

1. 4 模拟验证

采用Kaplan - Meier Plotter数据库对筛选出的顺铂

耐药性关键基因进行模拟预后生存分析，选择mRNA
和Gene symbol分别筛选出关键基因，选择泌尿系统相

关肿瘤，绘制生存曲线，验证关键基因对泌尿系统肿瘤

总生存期（OS）的影响。

2 结果

2. 1 数据收集与整理

以“Cisplatin & Resistance”为检索词，在GEO数据库

中筛选出相关结果 13 853个；以“Homo Sapiens”为过滤

条件，筛选出相关数据集 3个，依据数据集完整性筛选

出GSE21656的数据来源，共包含 6个相关样品组，其中

GSM540420，GSM540421，GSM540422为 H460对照组，

GSM540423，GSM540424，GSM540425为产生耐药性的

试验组。对照组为H460细胞；试验组为H460细胞暴露

于 3 μmol / L顺铂 7 d，然后连续 14 d在 0. 8%甲基纤维

素培养基中筛选建立耐药性细胞。在GEO数据库中下

载的GSE21656序列矩阵文件包含基因探针 33 297个，

使用GEO2R进行差异表达基因分析，得基因 33 297个；

以 || log2 FC ≥ 1. 0且 P < 0. 05为截断标准，得相关基因

182个，其中上调基因108个，下调基因74个。详见图1。
2. 2 差异表达基因的 GO功能与 KEGG通路富集分析

有研究认为，顺铂产生耐药性的相关基因中，上调

基因占比更高［9］。故仅筛选出差异表达基因的上调基因

作为研究对象，采用DAVID数据库进行注释分析，共得

到生物过程（BP）分析结果 34个，其中P < 0. 05的分析

结果共 21个，下载结果列表并绘图。结果显示，主要集

中在细胞黏附、信号转导、血管生成、磷脂酰肌醇 - 3 -
激酶（PI3K）等方面。详见图2。

A. 差异表达基因火山图 B. 数据集表达箱体图 C. 数据集表达密度图

图1 GEO数据库筛选数据集相关基因火山图、表达箱体图、表达密度图

A. Volcano plot of differentially expressed genes B. Box plot of the dataset expression C. Density plot of the dataset expression
Fig. 1 GEO database filtered dataset - related gene volcano plots，expression box plots，and expression density plots
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Fig. 2 Bar chart of GO functional analysis of differentially expressed genes
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在 DAVID数据库中选择“KEGG - pathway”，对筛

选出的差异表达基因进行富集分析。结果显示，相关信

号通路主要为补体和凝血级联反应（P = 0. 068），相关

基因为补体因子 H（CFH）、组织型纤溶酶原激活剂

（PLAT）、serpin家族B成员 2（SERPINB2）、serpin家族D
成员 1（SERPIND1）。详见图 3 A和图 3 B。研究表明，补

体和凝血级联反应在某些疾病中存在关联［10 - 12］。在
TME中，血小板通过激活凝血级联反应促进肿瘤细胞

侵袭和转移，同时激活补体系统，从而抑制免疫细胞的

杀伤作用，使抗肿瘤药物出现耐药性。补体和凝血级联

反应信号通路见图4。
2. 3 PPI 网络分析

采用 String数据库进行上调差异表达基因的PPI网
络分析，将共同差异表达基因导入 String数据库中，剔

除孤立节点，并导出PPI网络分析图（见图 5）。筛选出度

（degree）值排名前 10的基因分别为乙醛脱氢酶 1A1
（ALDH1A1）、CD24 分子（CD24）、基质金属蛋白酶 1
（MMP 1）、双皮质素样激酶1（DCLK1）、醛酮还原酶家族1

A

B
A. 气泡图 B. 弦图

图3 差异表达基因的KEGG通路富集分析气泡图与弦图

A. Bubble chart B. Chord plot
Fig. 3 Bubble plot and chord plot of KEGG pathway enrichment analysis of differentially expressed genes
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成员 C3（AKR1C3）、胰岛素样生长因子结合蛋白 3
（IGFBP - 3）、PLAT、Ⅲ型胶原 α1链（COL3A1）、原钙黏

蛋白 7（PCDH7）、爱帕琳肽（APLN），degree值分别为 6，
6，4，3，3，3，3，3，3，3。其中ALDH1A1和CD24相互关联，

对顺铂的耐药性起关键作用。详见图6。

2. 4 生存分析模拟验证

结果显示，高表达的 ALDH1A1可显著缩短膀胱癌

（BC）患者的OS，显著延长肾透明细胞癌（KIRC）患者的

OS，不影响肾乳头状细胞癌（KIRP）患者的OS；高表达

的 CD24可显著延长 KIRP患者的 OS，不影响 BC和

图4 补体与凝血级联反应信号通路

Fig. 4 Complement and coagulation cascade signaling pathway

图5 顺铂耐药性差异表达基因的PPI网络（剔除孤立节点）

Fig. 5 PPI network of differentially expressed genes in cisplatin resistance（with isolated nodes removed）
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KIRC患者的OS。详见表1和图7。
3 讨论

3. 1 ALDH1A1与 CD24介导顺铂耐药机制特征

3. 1. 1 ALDH1A1介导顺铂耐药机制特征

代谢重编程与干细胞特性维持：在BC中，ALDH1A1
高表达通过代谢视黄酸激活 Wnt / β - 联蛋白（β -
catenin）通路，促进肿瘤干细胞自我更新［12］。这种干细

胞特性使肿瘤细胞获得以下 3种耐药性。1）DNA修复增

强，ALDH1A1通过调控共济失调毛细血管扩张Rad3相
关蛋白（ATR）/ CHK1信号轴，加速顺铂 - DNA加合物

的修复［13］。2）凋亡抵抗。通过上调抗凋亡蛋白B细胞淋

巴瘤 2（Bcl - 2）并抑制Bax转位至线粒体，使细胞对顺

铂诱导的凋亡敏感性降低。3）化疗休眠。通过 p38促分

裂原活化的蛋白激酶（MAPK）信号通路诱导G0 / G1期
阻滞，形成药物耐受性持久性细胞（DTPs）［14］。

TME交互作用：ALDH1A1在KIRC中的耐药效应可

能与VHL基因缺失背景下的低氧诱导因子2α（HIF - 2α）
调控网络相关，主要体现在以下两方面。1）缺氧适应

性。通过HIF - 2α / ALDH1A1正反馈环路促进糖酵解代

谢［15］，降低顺铂细胞内的积累。2）免疫抑制。分泌白细

胞介素 6（IL - 6）等细胞因子，诱导M2型巨噬细胞极化，

削弱顺铂的免疫原性杀伤效应［16］。
在KIRP中无显著预后价值的相关因素：1）表观遗

传沉默。KIRP特有的MET基因扩增可能通过DNA甲基

图6 度值排名前10的关键基因关联图

Fig. 6 Association network of the top 10 key genes in terms of
degree ranking

表1 顺铂耐药性关键基因对泌尿系统肿瘤患者总生存期（OS）的影响

Tab. 1 Effect of key cisplatin resistance genes on the overall sur⁃
vival time of patients with urological tumors

基因

ALDH1A1

CD24

肿瘤类型

膀胱癌

肾透明细胞癌

肾乳头状细胞癌

膀胱癌

肾透明细胞癌

肾乳头状细胞癌

Pvalue值

0. 001 6
0. 000 3
0. 428 3
0. 348 9
0. 272 9
0. 017 5

错误发现

率（%）

20
2

100
100
100
> 50

中位OS（个月）

低表达

47. 33
28. 87
59. 03
27. 43
86. 70
45. 47

高表达

20. 50
54. 00
37. 87
35. 47
118. 47
77. 70

A，D. 膀胱癌 B，E. 肾透明细胞癌 C，F. 肾乳头状细胞癌

图7 顺铂耐药性关键基因对泌尿系统肿瘤患者的Kaplan - Meier生存分析曲线

A，D. Bladder cancer B，E. Kidney renal clear cell carcinoma C，F. Kidney renal papillary cell carcinoma
Fig. 7 Kaplan - Meier survival analysis curve of key cisplatin resistance genes in patients with urological tumors

A B C

1. 0
0. 8
0. 6
0. 4
0. 2
0
0 50 100 150 t /个月

Probability

ALDH1A1

1. 0
0. 8
0. 6
0. 4
0. 2
0
0 50 100 150 t /个月

Probability
1. 0
0. 8
0. 6
0. 4
0. 2
0
0 50 100 150 200t /个月

Probability
HR = 1. 61（1. 19，2. 17）

logrank P = 0. 001 6
HR = 0. 57（0. 42，0. 78）

logrank P = 0. 000 3
HR = 1. 29（0. 68，2. 44）

logrank P = 0. 428 3

D E F

1. 0
0. 8
0. 6
0. 4
0. 2
0
0 50 100 150 t /个月

Probability

CD24

1. 0
0. 8
0. 6
0. 4
0. 2
0
0 50 100 150

t /个月

Probability
1. 0
0. 8
0. 6
0. 4
0. 2
0
0 50 100 150 200 t /个月

Probability
HR = 0. 86（0. 64，1. 17）

logrank P = 0. 348 9
HR = 0. 85（10. 63，1. 14）

logrank P = 0. 272 9
HR = 0. 49（0. 27，0. 89）

logrank P = 0. 017 5
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化抑制 ALDH1A1表达。2）信号通路竞争。KIRP中持续

激活的表皮生长因子受体（EGFR）信号可能拮抗

ALDH1A1介导的干细胞分化程序。

3. 1. 2 CD24介导顺铂耐药机制特征

KIRP免疫逃逸主导机制：CD24在KIRP中的预后

效应揭示其独特的“免疫检查点”功能，信号激活主要

体现在以下两方面。1）CD24与肿瘤相关巨噬细胞

（TAMs）表面 Siglec - 10结合，抑制 Src同源区 2蛋白酪

氨酸磷酸酶 - 1（SHP - 1）磷酸化，使吞噬功能降低。

2）补体系统抑制。通过竞争性结合C3转化酶，阻断膜攻

击复合物（MAC）形成，使顺铂依赖的免疫性细胞死亡

（ICD）效率下降［17 - 18］。
形态发生依赖性耐药：KIRP特有的乳头状生长模

式可能放大 CD24的耐药效应，上皮 - 间充质转化

（EMT）-细胞外基质（ECM）主要从以下两方面进行动

态调控。1）通过激活整合素 αvβ3介导的黏着斑激酶

（FAK）/ PI3K信号通路，促进纤维连接蛋白沉积，形成

物理性药物渗透屏障。2）顶端 - 基底极性破坏，CD24
异常定位导致顶端膜蛋白（如 PAL - L）丢失，增强囊泡

运输介导的顺铂外排［17，19］。
BC / KIRC中功能降低的可能原因：1）CD24在其他

泌尿系统肿瘤中的非显著性可能源于翻译后的修饰差

异，如 BC中O - 糖基化位点变异导致 Siglec - 10结合

的亲和力下降。2）代偿性信号激活，如KIRC中CD24启
动子区域受H3K27me3修饰抑制，但其功能被同家族分

子CD47代偿［17，20 - 21］。
3. 2 对临床转化的启示与挑战

1）精准治疗策略开发。ALDH1A1抑制剂联用方案，

针对BC / KIRC患者，使用靶向抑制剂联合顺铂可逆转

耐药；CD24免疫治疗突破，在KIRP中应用抗CD24抗体

可解除免疫抑制，使顺铂疗效提升。2）耐药监测技术革

新。检测外泌体ALDH1A1 mRNA水平，可动态监测BC患
者对顺铂的敏感性；影像组学预测基于CD24相关ECM
重构特征开发计算机断层扫描术（CT）影像评分系统。

3. 3 小结

本研究中通过GEO数据库筛选出ALDH1A1和CD24
基因为顺铂用于泌尿系统肿瘤产生耐药性的关键基因，

其耐药效应呈组织特异性，可能与微环境信号及表观遗

传调控相关，其组织特异性作用模式反映了肿瘤进化过

程中TME选择压力的动态平衡。但本研究中仍存在很多

不足，如在生存分析模拟验证中，错误发现率（FDR）较高，

但P值不显著，可能原因为大量假设检验未严格校正多重

比较或即使校正后FDR仍较高；或在数据处理时由于数

据噪音较大，真实效应不足，经校正后FDR骤升。后期将

梳理数据并进一步优化研究方案，可补充细胞实验验证，

同时增大样本量或改进分析方法。耐药基因在细胞内的

三维构象特性是否影响耐药性的表达，是否通过代谢产

物介导肿瘤 -基质共进化出现耐药性，耐药基因在实际

肿瘤细胞培养中对耐药性的影响等均未阐述，可在进一

步的分子生物学实验中进行相关研究。
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