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［摘要］　目的：应用生物信息学分析方法预测基因ＰＰＰ４Ｒ１与胃癌发生和转移的关系，并采用ＲＴＰＣＲ进行验证。方法：利

用基因功能模块原理，通过ＩｎｔＮｅｔＤＢ找到基因ＰＰＰ４Ｒ１的伙伴基因，应用ＣＦｉｎｄｅｒ工具找其社团基因，Ｃｈｉｌｉｂｏｔ在线工具分析

社团基因与肿瘤的关系，继而推测ＰＰＰ４Ｒ１与胃癌的联系。采用ＲＴＰＣＲ法检测１８对分别来自同一患者的转移和原位肿瘤

组织、１２对分别来自同一患者的原位肿瘤和癌旁正常组织ＰＰＰ４Ｒ１基因表达，对上述生物信息学分析的结果进行验证。结

果：生物学分析结果表明，ＰＰＰ４Ｒ１的社团基因有 ＣＴＤＳＰ２、ＰＰＰ２Ｒ５Ｅ、ＣＴＤＰ１、ＣＴＤＳＰ１、ＦＬＪ２２４０５、ＭＴＭＲ４、ＰＰＰ１ＣＡ、

ＰＰＰ１ＣＢ、ＰＰＰ１ＣＣ、ＰＰＰ２Ｒ２Ａ、ＰＰＰ２Ｒ５Ａ、ＰＰＰ２Ｒ５Ｃ、ＰＰＰ３ＣＣ，其中与癌相关的基因有９个，与癌及转移相关的基因有２个。

ＰＣＲ验证结果表明：１８例原位胃癌组织中有１５例基因ＰＰＰ４Ｒ１表达高于其对应的转移组织（Ｐ＜０．０１）；１２例正常组织有９例

高于其对应的癌组织（Ｐ＜０．０１）。结论：基因ＰＰＰ４Ｒ１可能与胃癌的发生和转移相关；生物信息学可能成为研究基因功能快

速而有效的新方法。
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　　Ｋｌｏｅｋｅｒ等［１］从牛的睾丸中分离出丝氨酸／苏氨
酸蛋白磷酸酶４（ｐｒｏｔｅｉｎｓｅｒｉｎｅ／ｔｈｒｅｏｎｉｎｅｐｈｏｓｐｈａ
ｔａｓｅ４，ＰＰ４），发现其含 ＰＰＰ４Ｒ１（ＰＰ４ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ）和ＰＰ４Ｃ（ＰＰ４ｃａｔａｌｙｔｉｃｓｕｂｕｎｉｔ）两种复合
物。ＰＰＰ４Ｒ１作为一种结合蛋白及ＰＰ４的调节因
子，在机体内的蛋白质磷酸化和脱磷酸化过程中发
挥着重要作用。而磷酸化和脱磷酸化在细胞对外界
信号 的 持 续 反 应 中 具 有 重 要 意 义。有 报 道［２］

ＰＰＰ４Ｒ１在胃癌组织中的表达低于外周血，提示

ＰＰＰ４Ｒ１可能与胃癌发生相关。由于该项研究采用
基因芯片进行，而芯片上探针的有限性及偏移性，使
其用各种方法确定差异表达基因都存在较大的假阳

性和假阴性问题［３］，该结果有待进一步证实。

　　在后基因组时代，功能基因组学的一个目标是
研究已破译基因的生物学功能并且利用它们。越来
越多的研究表明，基因通过组成功能模块的方式行
使功能［４］，而且近邻相互作用的蛋白质具有相似的
功能［５］。本研究正是从这个角度利用生物信息学分
析方法对基因ＰＰＰ４Ｒ１与肿瘤发生发展和转移的关
系进行预测，并利用胃癌、胃正常组织及胃癌转移标
本进行验证。

１　材料和方法

１．１　生物信息学分析　ＰＰＰ４Ｒ１伙伴基因来自Ｉｎｔ
ＮｅｔＤＢ 数 据 库 （ｈｔｔｐ：／／ｈａｎｌａｂ．ｇｅｎｅｔｉｃｓ．ａｃ．ｃｎ／

ｓｙｓ／），全称Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｎｅｔｗｏｒｋ
ｄａｔａｂａｓｅ，是 Ｘｉａ等［６］基于贝叶斯网络方法于２００６
年开发出进行基因相互作用研究的工具；利用

ＣＦｉｎｄｅｒ２．０软件寻找其社团基因；用Ｃｈｉｌｉｂｏｔ在线
工具（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｈｉｌｉｂｏｔ．ｎｅｔ／）寻找各基因和癌
症及转移的相关关系。

１．２　标本的获取及保存　胃癌、癌旁及胃癌转移标
本均来第二军医大学长海医院。１８对转移和原位标
本，转移部位均系肝脏，其中男性１５例，女性３例；
年龄３２～７９岁，平均（６１．３±１０．８）岁；年龄＞６１岁

１０例，≤６１岁８例。１２对原位和正常组织，男性７
例，女性５例；年龄３６～７８岁，平均年龄（６３．２±
９．４）岁；年龄＞６３岁８例，≤６３岁４例。标本于手
术切除后立即取材（离体６０ｍｉｎ内）并投入液氮，随
后转入－８０℃低温冰箱保存备用。

１．３　ＲＴＰＣＲ验证　对冻存组织应用ＴＲＩｚｏｌ法抽
提总ＲＮＡ，用ＲＮＡ逆转录酶合成ｃＤＮＡ第一链，反
应体系为２０μｌ，含１μｇ的总ＲＮＡ，０．４μｌ的逆转录
酶，１μｌＯｌｉｇｏ（ｄＴ）逆转录引物，其余按照Ｐｒｏｍｅｇａ
逆转录试剂盒说明书操作，所得ｃＤＮＡ－２０℃保存。

利用Ｐｒｉｍｅｒ５．０设计ＰＰＰ４Ｒ１基因引物。上游引物
序列：５′ＡＴＧＴＴＧＴＡＣＣＴＣＡＧＧＣＧＴＴＧＴ３′；
下游引物：５′ＴＧＣＡＡＧＣＴＣＧＴＧＧＡＴＧＧ３′。

ＰＣＲ（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ）反应条件：９５℃预变性３ｍｉｎ，９４℃
１ｍｉｎ，退火温度为５５℃，７２℃延伸１ｍｉｎ，循环数

２７，最后７２℃补齐１０ｍｉｎ。反应产物经２％琼脂糖
凝胶１２０Ｖ电泳３０ｍｉｎ。溴化乙啶染色，ＵＶ灯观
察。ＴａｑＰｌｕｓ酶、ｄＮＴＰ、Ｂｕｆｆｅｒ均来自北京天根生
化科技有限公司。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１５．０软件包，统计学
处理采用Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法。

２　结　果

２．１　生物信息学分析结果　以ＰＰＰ４Ｒ１作为种子
基因寻找其伙伴基因，共有１９０个 ＰＰＩｓ（ｐｒｏｔｅｉｎ

ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ）。为更全面地找到与ＰＰＰ４Ｒ１
功能相似的基因，本研究将其中的所有基因放进

ＣＦｉｎｄｅｒ２．０中，该工具是Ｐａｌｌａ等［７］利用他们新提出

的派系过滤算法分析互相重叠的社团结构时的原理

而编成的应用软件，其背后连接的是 ＮＣＢＩＥｎｔｒｅｚ、

ＵｎｉＰｒｏｔ及ＢＩＮＤ等３个生物信息数据库，且其在基
因功能预测方面已得到实际验证［８９］。

　　随着对网络性质的物理意义和数学特性的深入
研究，人们发现许多实际网络都具有一个共同性质，
即社团结构，也就是说，整个网络是由若干个社团构
成的［１０］。一个社团从某种意义上可以看成是一些互
相连通的“小的全耦合网络”（即完全图）的集合。这
些“全耦合网络”称为“派系”（Ｃｌｉｑｕｅ），而ｋ派系则
表示该全耦合网络的节点数目为ｋ。根据文献［１１］ｋ
值一般取４～６，但我们发现，当ｋ＝１４时，各个基因
之间形成了一个紧凑的社团，分别为 ＣＴＤＳＰ２、

ＰＰＰ２Ｒ５Ｅ、ＰＰＰ４Ｒ１、ＣＴＤＰ１、ＣＴＤＳＰ１、ＦＬＪ２２４０５、

ＭＴＭＲ４、ＰＰＰ１ＣＡ、ＰＰＰ１ＣＢ、ＰＰＰ１ＣＣ、ＰＰＰ２Ｒ２Ａ、

ＰＰＰ２Ｒ５Ａ、ＰＰＰ２Ｒ５Ｃ、ＰＰＰ３ＣＣ。然后利用Ｃｈｉｌｉｂｏｔ
在线工具，搜索ｋ＝１４时的各社团基因与Ｃａｎｃｅｒ、

Ｔｕｍｏｒ、Ａｖｅｒｓｉｏｎ、Ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ、Ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ、Ｄｉｓｐｌａｃｅ
为关键词的关联，发现１１个基因与癌（转移）相关，
其中与癌相关的基因有ＰＰＰ２Ｒ５Ａ、ＰＰＰ２Ｒ５Ｃ、ＣＴ
ＤＰ１、ＭＴＭＲ４、ＰＰＰ１ＣＢ、ＰＰＰ１ＣＣ、ＰＰＰ２Ｒ２Ａ、ＣＴＤ
ＳＰ１、ＰＰＰ３ＣＣ，与癌和转移相关的基因有ＣＴＤＳＰ２、

ＰＰＰ１ＣＡ。

２．２　ＲＴＰＣＲ验证结果　在１２对正常组织和原位
癌中，有９例原位癌的ＰＰＰ４Ｒ１基因的表达强度低
于正常组织（Ｐ＜０．０１），２例没有差异和１例高于正
常组织（图１）；在１８对转移和原位癌中，有１５例转
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移癌中ＰＰＰ４Ｒ１基因的表达强度低于该基因在原位
癌中的表达强度（Ｐ＜０．０１），２例没有差异和１例高

于原位癌组织（图２）。

图１　半定量ＲＴＰＣＲ检测正常和原位癌组织样本中ＰＰＰ４Ｒ１的表达

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＰＰ４Ｒ１ｉｎｎｏｒｍａｌａｎｄｐｒｉｍａｒｙｃａｎｃｅｒｓｐｅｃｉｍｅｎｓｂｙｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲＴＰＣＲ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；Ｎ１１２：Ｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓｐｅｃｉｍｅｎｓ；Ｃ１１２：Ｍａｔｃｈｅｄｐｒｉｍａｒｙｃａｎｃｅｒｓｐｅｃｉｍｅｎｓ

图２　半定量ＲＴＰＣＲ检测原位和转移癌组织样本中ＰＰＰ４Ｒ１的表达

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＰＰ４Ｒ１ｉｎｐｒｉｍａｒｙａｎｄｍｅｔａｓｔａｔｉｃｓｐｅｃｉｍｅｎｓｂｙｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲＴＰＣＲ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；Ｃ１１８：Ｐｒｉｍａｒｙｃａｎｃｅｒｓｐｅｃｉｍｅｎｓ；Ｔ１１８：Ｍａｔｃｈｅｄｍｅｔａｓｔａｔｉｃｃａｎｃｅｒｓｐｅｃｉｍｅｎｓ

３　讨　论

　　胃癌是威胁人类生命和健康的最常见的恶性肿
瘤之一，也是我国常见的恶性肿瘤。本研究通过生
物信息学的途径，就基因ＰＰＰ４Ｒ１与胃癌的发生和
转移之间的关系进行探讨。传统流行病学研究提
示，遗传因素、Ｎ亚硝基化合物、饮食因素、Ｈｐ感
染、吸烟、饮酒、地球化学因素以及精神心理因素被
认为是胃癌发病的重要因素，但其分子生物学发病
机制仍未完全明了。经过几十年的研究，已认识到，
胃癌的发病是一个多基因、多步骤的过程，涉及多种
癌基因、抑癌基因、细胞周期调节因子、ＤＮＡ修复基
因等的改变，而这个过程，并不是简单的线性关系，
是多基因参与、相互作用的结果。传统的分子生物
学研究的对象一般局限于生物个体分子，通过纵深
解析某系统的特定的基因或者蛋白质，从而推演生
命现象的物质基础和生命过程的基本活动规律。但

是随着大量的自发突变体的研究，人们越来越清楚，
一个基因控制一个性状的关系是不存在的，所有复
杂性状都受控于许多基因［１２］。在这过程中，一个基
因的表达受其他基因的影响，而这个基因又影响其
他基因的表达，这种相互影响、相互制约的关系构成
了复杂的基因表达调控网络。简言之，任何一种生
物学功能都涉及分子相互作用网络［１３］。ＩｎｔＮｅｔＤＢ
正是基于类似的思想为研究基因相互作用而编制的

数据挖掘工具。

　　本研究利用包括ＩｎｔＮｅｔＤＢ在内的３个相对比
较成熟的基因功能分析工具，找到ＰＰＰ４Ｒ１的伙伴
基因及其社团基因，发现在这个社团中有１１个基因
与癌（转移）相关。由于同一社团中的基因存在结构
或功能方面的统一，推测ＰＰＰ４Ｒ１与胃癌的形成和
转移存在着联系，后续的ＲＴＰＣＲ结果也证实了此
前的推测。

　　虽然利用这种网络关系研究基因与肿瘤的发生
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和发展，可以提供丰富的、有价值的生物学信息，甚
至是一些未曾期待的信息，其仍然可能存在一定的
不足；而且我们的推测是建立在 ｍＲＮＡ水平之上，
其后的转录和翻译过程也会影响到ＰＰＰ４Ｒ１蛋白的
功能。因此，即使ＰＰＰ４Ｒ１在胃癌的形成和发展中
扮演着重要角色，但其具体作用机制还需作进一步
的研究，也需大量的临床样本进行验证。
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