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基于生物信息学 NOP2 在肝癌中的预后价值研究

徐之端,张懿刚,刘双池,周摇 凯,吴斌全,尹宏祥,谈摇 燚

[摘要]目的:基于生物信息学探究 NOP2 核仁蛋白 (NOP2 nucleolar protein,NOP2) 在肝癌预后中的价值。 方法:采用

CIBERSORT 和 ESTIMATE 计算方法,计算 497 例(其中 54 例有癌旁组织)肝癌病人的肿瘤浸润免疫细胞(TICs)的两个主要评

分。 通过 Cox 回归分析寻找出差异表达基因(DEGs)。 同时进一步收集蚌埠医学院第一附属医院行肝切除术的原发性肝癌病

人 10 对癌组织及相邻癌旁组织进行 qRT鄄PCR 分析。 结果:NOP2 的表达水平与肝癌的病理特征(较晚的 M 分期)呈正相关,
与病人的生存时间呈负相关。 通过基因集富集分析(GSEA)发现 NOP2 高表达的基因主要富集于与免疫相关通路。 进一步研

究证实 6 种免疫细胞与 NOP2 表达呈正相关,包括 M0 巨噬细胞、静止期自然杀伤细胞、激活期 CD4 + 记忆 T 细胞、CD8 + T 细

胞、滤泡辅助性 T 细胞、调节性 T 细胞。 5 种免疫细胞与 NOP2 的表达水平呈负相关,包括记忆 B 细胞、嗜酸性粒细胞、M2 巨

噬细胞、单核细胞、休止期 CD4 + 记忆 T 细胞。 且 qRT鄄PCR 显示 NOP2 在肝癌中呈高表达,在癌旁呈低表达。 结论:NOP2 在肝

癌中呈高表达,且与生存时间成负相关,其表达水平可有助于预测肝癌病人的预后,尤其是对于肿瘤微环境中免疫相关细胞

的影响。
[关键词] 肝肿瘤;NOP2;肿瘤微环境
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Prognostic value of NOP2 in liver cancer based on bioinformatics
XU Zhi鄄duan,ZHANG Yi鄄gang,LIU Shuang鄄chi,ZHOU Kai,WU Bin鄄quan,YIN Hong鄄xiang,TAN Yi

(Department of General Surgery,The First Affiliated Hospital of Bengbu Medical College, Bengbu Anhui 233004,China)

[Abstract] Objective:To explore the value of NOP2 in the prognosis of liver cancer based on bioinformatics. Methods:Two main
scores of tumor infiltrating immune cells (TICs) were calculated by CIBERSORT and ESTIMATE in 497 patients with liver cancer,54
of whom had paracancerous tissue. The differentially expressed genes (DEGs) were found by Cox regression analysis. At the same time,
qRT鄄PCR analysis was performed on 10 primary liver cancer patients undergoing hepatectomy in the First Affiliated Hospital of Bengbu
Medical College. Results:The expression of NOP2 was positively correlated with the pathological features of liver cancer(late M stage)
and negatively correlated with the survival time of patients. Through gene set enrichment analysis(GSEA),it was found that the genes
with high NOP2 expression were mainly enriched in immune鄄related pathways. Further study confirmed that there was a positive
correlation between the expression of NOP2 and six kinds of immune cells,which included M0 macrophages,resting natural killer cells,
activated CD4 + memory T cells,CD8 + T cells,follicular helper T cells,and regulatory T cells . The expression of NOP2 was negatively
correlated with the expression of five types of immune cells,including memory B cells,eosinophil granulocyte cells,M2 macrophages,
monocytes,and resting CD4 + memory T cells. Moreover,qRT鄄PCR showed that NOP2 was highly expressed in liver cancer and low
expression in adjacent tissues. Conclusions:NOP2 is highly expressed in liver cancer and negatively correlated with survival time. The
expression of NOP2 may be helpful to predict the prognosis of liver cancer patients,especially to the influence of immune鄄related cells in
tumor microenvironment.
[Key words] liver neoplasms;NOP2;tumor microenvironment

摇 摇 肝癌是最常见的恶性肿瘤之一,严重威胁着人

类的健康。 研究[1]表明近年来其发病率逐渐上升,
在美国其每年新发病例超过 42 000 例,预计死亡病

例约 30 000 例,且在发展中国家保持着较高的发病

率。 肝癌治疗的常用手段有手术治疗和非手术治

疗,其中手术切除是首选的治疗方式[2]。 但很多病

人在肿瘤发现时即处于终末状态,手术已无意义,即
便能够通过外科手术去干预切除,约 2 / 3 的病人仍

然会出现复发转移[3]。 近年来,放化疗以及靶向治

疗和免疫治疗等方面取得很大进展,但由于其高侵

袭性、转移、复发等因素,肝癌病人预后仍相对较

差[4]。 因此进一步探究肝癌的发病机制,寻找新的

潜在的治疗靶点和预后相关因素,对于提高肝癌病

人的生存率,改善其生活质量至关重要。 人类
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NOP2 核仁蛋白(NOP2 nucleolar protein,NOP2)也被

称 为 RNA 甲 基 转 移 酶 家 族 成 员 2 ( RNA
methyltransferase 2,NSUN2),是 SUN 结构域家族成

员之一,其是在 mRNA 和非编码 RNA 中通过共价

键催化 5鄄甲基胞嘧啶 M5C 形成的主要酶[5 - 7]。 既

往已有研究[8 - 9]证实 NOP2 可促进小鼠成纤维细胞

生长和肿瘤的形成,在多种肿瘤如头颈部鳞癌、结肠

癌、口腔癌、食管癌、胃癌、肝癌、胰腺癌和乳腺癌细

胞及组织中高表达,发挥重要作用,但在正常组织中

不表达。 因此 NOP2 目前被证实可作为一种预测肿

瘤预后的标志物。 本研究旨在通过生物信息学分

析,探究 NOP2 在肝癌发生及进展过程中的作用及

其相关通路,进一步研究其对于肝癌病人预后的预

测价值,为肝癌的临床治疗提供相关思路和策略。

1摇 材料与方法

1. 1摇 原始数据 摇 从 TCGA 数据库(https: / / portal.
gdc. cancer. gov / )下载 497 例肝癌病例(肿瘤样本

497 例。 癌旁样本 54 例)的 RNA 序列数据和 486
例临床特征的相应数据。
1.2摇 生成 ImmuneScore、StormalScore 和 ESTIMATEScore
摇 肿瘤微环境中每个样本的免疫成分的比率以

3 个分数的形式表示: ImmuneScore、 StormalScore 和

ESTIMATEScore,这 3 个分数由 ESTIMATE 算法(R
语言版本 4. 0. 2)实现。 分数越高,肿瘤免微环境中

相应成分的比例越大。
1. 3摇 生存分析 摇 使用 R 语言中的 Survminer 包执

行生存分析。 在 497 例病人中,477 例肿瘤样本具

有详细的生存信息,能够纳入生存分析。 生存曲线

采用 Kaplan鄄Meier 法绘制,采用对数秩检验作为检

验方式,P < 0. 05 时认为差异有统计学意义。
1.4摇 差异表达基因(DEGs)的筛选摇 根据 ImmuneScore
和 StormalScore 的中位数,将 497 例肿瘤标本分为高、
低表达2 组。 使用 limma 软件包进行差异分析,通过比

较高表达组和低表达组样本生成 DEGs。 log2(高表

达组 /低表达组)变化 > 1 的 DEGs 和错误发现率

(FDR) <0. 05 时认为差异具有统计学意义。
1. 5摇 热图摇 DEGs 的热图由 R 语言和 pheatmap 软

件包生成。
1. 6摇 临床分期与评分的差异分析摇 与肝癌样本对

应的临床数据从 TCGA 下载。 根据 R 软件中比较

的临床分期,采用 Wilcoxon 秩和检验或 Kruskal鄄
Wallis 秩和检验进行显著性检验。
1. 7 摇 基因集富集分析(GSEA) 摇 GSEA 采用软件

GSEA鄄4. 1. 0(从 BroadInstitute 下载)Hallmark 作为目

标集(从 Molecular SignaturesDatabase 下载)。 所有纳

入样本,NOM 的 P <0. 05 时认为差异有统计学意义。
1. 8摇 免疫细胞相关性分析 摇 采用 CIBERSORT 计

算方法估算所有肿瘤样本中肿瘤浸润免疫细胞的分

布,并进行质量筛选,P < 0. 05 时认为差异有统计学

意义,纳入研究。 该数据均下载自 TCGA 数据库

(https: / / portal. gdc. cancer. gov)。
1. 9摇 qRT鄄PCR 试验摇 从蚌埠医学院第一附属医院

2021 年 6 月至 2022 年 6 月行肝切除术的原发性肝

癌病人中获得的 10 对石蜡切片对癌巢及相邻癌旁

组织进行 qRT鄄PCR 试验。 根据厂家说明书,使用

TRIzol 试剂提取总 RNA,合成 cDNA,采用 2 -吟吟Ct方

法进行 qRT鄄PCR 计算。 相关引物显示如下:NOP2,
F:5忆鄄AAG GGT GCC GAG ACA GAA CT鄄3忆,R:5忆鄄
GAG CAC GAC TAG ACA GCC TC鄄3忆;茁鄄actin,F:5忆鄄
CTC GCC TTT GCC GAT CC鄄3忆,R:5忆鄄TTC TCC ATG
TCG TCC CAG TT鄄3忆。 本研究获得蚌埠医学院第一

附属医院机构研究伦理委员会批准。
1. 10摇 统计学方法摇 所有统计分析和绘图均使用 R
软件(版本 4. 0. 2)或 GraphPad Prism(版本 8. 0. 1)
完成。 Student忆s t 检验用于比较基因的表达差异。
Spearman 相关分析用于评估 NOP2 表达水平与各种

免疫相关细胞表达之间的关系。 生存分析基于

Kaplan Meier 方法,P < 0. 05 被认为有统计学意义。

2摇 结果

2. 1摇 生存相关性分析摇 采用 Kaplan鄄Meier 生存分

析 计 算 ESTIMATEScore、 ImmuneScore 和

StormalScore,以确定估计评分与肝癌病人生存期之

间的关系。 较高的 ESTIMATEScore 表明肿瘤微环

境中的相应成分含量较多,ESTIMATEScore 是两种

成分的总和,代表所有免疫相关成分的综合百分比。
结果显示,ESTIMATEScore 和 ImmuneScore 与肝癌

病人的总生存率呈负相关(P < 0. 05) (见图 1A、
1B);而 StormalScore 与肝癌病人总生存率无显著相

关性(P > 0. 05)(见图 1C)。
2. 2 摇 病理分期和 TNM 分期与 ESTIMATEScore、
ImmuneScore 和 StormalScore 相性分析 摇 在 T1 与

T2、T3、T4 分期方面,ESTIMATEScore 和 ImmuneScore
表现出较大的相关性 (P < 0. 05);M 分期方面,
ESTIMATEScore、 ImmuneScore 和 StormalScore 均 呈

明显正相关(见图 1D ~1F)。
2. 3摇 DEGs 的筛选摇 将差异表达基因分为高评分组

和低评分组,随后进行比较分析。 交叉的结果显示,
共有 3 个上调基因和 3 个下调基因与免疫评分和基
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质评分均相关。
2. 4 摇 NOP2 表达与肝癌病人生存及临床特点的相

关性分析摇 将所有的肝癌病人样本分为高表达组和

低表达组,通过生存分析结果表明,NOP2 与肝癌病

人的生存率表现出明显相关性,NOP2 高表达组的

生存期低于低表达组(P < 0. 01)(见图 2A),此外,
Wilcoxon 秩和检验的结果显示,NOP2 在肝癌肿瘤样

本中的表达明显高于癌旁组织样本(见图 2B)。

2. 5摇 NOP2 与免疫细胞的相关性分析摇 GSEA 结果

显示 NOP2 的高表达与部分免疫活动相关,如肿瘤

坏死因子介导的信号通路、辅助 T 细胞分化的调

控、CD4 + T 细胞分化调控和自然杀伤(NK)细胞活

化的调控等 (见图 3A),因此本研究进一步探究

NOP2 与肿瘤微环境之间的关系。 在肝癌样本中有

15 种免疫细胞在肿瘤和邻近组织之间呈现明显不

同的表达水平(见图 3B),然后进行免疫细胞相关分

析,共有 15 个免疫细胞与 NOP2 的表达相关。 在差

异表达的免疫细胞和相关细胞交叉后,最终获得了

11 个与肿瘤微环境相关的免疫细胞(见图 4A)。 6
种免疫细胞与 NOP2 表达呈正相关,包括 M0 巨噬

细胞、静止期 NK 细胞、激活期 CD4 + 记忆 T 细胞、
CD8 + T 细胞、滤泡辅助性 T 细胞、调节性 T 细胞

(Treg)。 5 种免疫细胞与 NOP2 的表达水平呈负相

关,包括记忆 B 细胞、嗜酸性粒细胞、M2 巨噬细胞、
单核细胞、休止期 CD4 + 记忆 T 细胞(见图 4B ~4L)。

2. 6摇 NOP2 在肝癌和癌旁组织中的 mRNA 表达 摇
结果显示, NOP2 在癌组织中高表达 ( 1. 137 依
0. 02),在癌旁组织中低表达(0. 443 依 0. 03),差异

有统计学意义( t = 25. 41,P < 0. 01)。
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3摇 讨论

摇 摇 虽然目前对于肝癌的病理分级、临床分期和治

疗方案有一套成熟的国际指南,但对于每个肝癌病

人的个体化最佳治疗方案,仍有许多问题未得到解

决,手术肝切除作为早期肝癌的重要治疗方案,但其

仍然存在一定的局限性,如病灶不可切除、术后复

发、肿瘤转移等[10]。 但大多数病人在诊断时已属中

晚期,病情复杂,预后差,目前我国肝癌病人 5 年总

体生存率不足 15% [11]。 近年来,针对肝癌的靶向

联合免疫治疗取得了一系列积极进展。 如晚期肝癌

病人常用靶向联合免疫药物如索拉非尼、仑伐替尼

以及 PD鄄1 单抗,然而,鉴于肝癌的异质性,只有不到

30% 的病人从该疗法中获益,并且其耐药性明

显[12]。 基于此,我们迫切需要寻找新的治疗和潜在的

预测靶点,从而对小分子抑制剂、单克隆抗体和表观

遗传因子的进一步研究提供方案,对于延长肝癌病人

生存时间以及改善晚期肝癌病人生活质量至关重要。
目前,肿瘤微环境作为癌症治疗的起点,发挥着

重要作用,寻找和探索与特定肿瘤相关的肿瘤微环

境机制,改变肿瘤微环境状态,可为未来肿瘤治疗提

供新的潜在靶点[13]。 本研究目的在于从 TCGA 数

据库中寻找与肿瘤微环境相关的基因,从而帮助预

测肝癌病人的临床特征。 本研究结果表明肿瘤微环

境中的免疫组分与肝癌病人的生存表现出明显的相

关性,较晚的 M 分期与较高的免疫评分相关,因此

可推断肿瘤微环境中的免疫基质和免疫成分可促进

肝癌的恶性生物学行为如转移和侵袭等。 经过一系

列生物信息学分析,最终 NOP2 被认为是一个潜在

的与肝癌发生发展相关的基因,其表达与肝癌病人

的生存率表现出明显的相关性。 Wilcoxon 秩和检验

的结果表明,NOP2 在肝癌肿瘤样本中的表达明显

高于癌旁组织样本,与在同一病人的癌旁组织和肿

瘤组织之间的配对分析结果一致。 从而证明肿瘤微

环境中 NOP2 的表达水平与肝癌病人的生存时间呈

负相关。
前期研究[14]表明,NOP2 与细胞增殖、干细胞分

化和人类癌症有关,Frye 和 Watt 首先描述了 NOP2
在细胞增殖中的作用,认为 NOP2 是细胞增殖状态

的关键调控因子,他们发现 NOP2 的表达在 MYC 激

活后明显升高,并能够调控整个细胞周期,使细胞周

期发生显著的变化。 在肿瘤恶性程度方面,NOP2
基因拷贝数在口腔癌和结直肠癌中明显增加且呈高

表达状态,认为 NOP2 参与肿瘤的发生与发展。 在

宫颈癌中,tRNA 修饰酶因子 NOP2 和 METTL1,参与

宫颈癌 HeLa 细胞的增殖、侵袭与转移,并增强了宫

颈癌 HeLa 细胞对氟尿嘧啶化疗的敏感性[15]。 在胆

囊癌中,高表达的 NOP2 通过调控转录下游因子

RPL6,在体内外均促进胆囊癌的增殖、侵袭与转移,
并参与胆囊癌的致瘤功能[16]。 在干细胞分化方面,
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lncRNA鄄mPvt1 是一种癌胎儿 RNA,被发现可促进细

胞增殖、细胞循环和小鼠细胞干细胞样特性的表达。
利用高通量芯片和质谱分析技术筛选出 lncRNA鄄
hPVT1 在原发性肝癌组织中表达上调,且 lncRNA鄄
hPVT1 高表达与病人临床预后不良相关,NOP2 作

为 lncRNA鄄hPVT1 结合的 RNA 结合上游蛋白,
LncRNA鄄hPVT1 通过上调 NOP2 的表达,从而促进

肿瘤增殖、肝细胞分化、肝再生,在肝转移中发挥了

极其重要的作用[17]。 在透明细胞型肾癌中,NOP2
在透明细胞型肾癌中呈高表达,且与病人的不良预

后相关,因此认为核仁蛋白 NOP2 可作为一种潜在

的治 疗 靶 点[18]。 在 前 列 腺 癌 中, 长 链 非 编 码

RNALINC00963 在前列腺癌组织中增加,促进了

PCa 细胞的体外迁移和体内转移,LINC00963 通过

结合 miR鄄542鄄3p 调控上皮细胞间质转化,从而促进

核仁蛋白 NOP2 的表达。 与此同时,NOP2 作为白细

胞介素( IL)鄄6 的特异性受体,IL鄄6 和 IGF鄄I 在高表

达的 NOP2 受体中具有高效的协同作用,进一步阐

述了 IL鄄6 与 NOP2 在人类骨髓瘤细胞中受体交叉对

话的信号机制[19]。 本研究进一步探索了 NOP2 在

肝癌肿瘤微环境中的免疫学作用,结果表明 NOP2
可对 11 种肿瘤微环境中的免疫细胞产生影响,其中

6 种免疫细胞与 NOP2 表达呈正相关,包括 M0 巨噬

细胞、静止期 NK 细胞、激活期 CD4 + 记忆 T 细胞、
CD8 + T 细胞、滤泡辅助性 T 细胞、Treg。 5 种免疫细

胞与 NOP2 的表达水平呈负相关,包括记忆 B 细胞、
嗜酸性粒细胞、M2 巨噬细胞、单核细胞、休止期

CD4 + 记忆 T 细胞。 这些结果进一步证实了 NOP2
参与肝癌肿瘤微环境中的免疫反应性调节。

综上所述,采用 ESTIMATE 算法挖掘出与肝癌

肿瘤微环境相关的基因,证实 NOP2 是肝癌病人的

潜在预后基因。 更重要的是证实了 NOP2 可参与调

节肝癌肿瘤微环境中的免疫细胞的数量。 但本研究

仍然存在一定的局限性,NOP2 发挥调节作用的分

子机制仍需进一步探索,且进一步的实验验证也是

非常有必要的。 本研究证实了 NOP2 对于肝癌的预

后价值,为肝癌的临床治疗提供新的思路,进而有助

于改善肝癌病人的预后,提高其生存质量。
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