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SPRR1B 分子在膀胱癌中的促癌作用研究

周峻汀 杨 桂 胡 鑫

武汉大学中南医院检验科  湖北  武汉  430071

摘要  目的：通过生物信息学方法综合分析富含脯氨酸小蛋白（SPRR）基因家族在膀胱癌中的表达情况和临

床意义，并初步分析关键分子 SPRR1B 的作用机制。方法：首先进行 SPRR 家族在膀胱癌中的表达及上下游调控

分 析 ，随 后 探 究 SPRR 家 族 表 达 及 与 膀 胱 癌 临 床 病 理 特 征 之 间 的 相 关 性 。 最 后 利 用 膀 胱 癌 组 织 标 本 验 证 了

SPRR1B 的表达水平，并开展细胞实验验证了 SPRR1B 对膀胱癌细胞表型的影响。结果：SPRR1B/2D/2E/2G 在

膀胱癌组织中的表达水平显著高于正常组织。SPRR1A/1B/2A/2D/2F/2G/3/4 的 DNA 甲基化水平均低于癌旁

正常组织。对 SPRR 家族及其共表达基因所构建的蛋白互作网络的功能富集分析结果表明，富集到的通路包括胞

间连接、程序性细胞死亡、细胞黏附等。SPRR1B/2A/2D/2E/2F/2G/3 在组织学分级恶性程度较高的肿瘤中显著

高表达。在两个数据库的分析结果中，SPRR1B/2A/2B/2E/2G 的高表达都与患者预后不良相关。膀胱癌可能存

在两个潜在的 SPRR 家族基因相关分子亚型，这两个亚型的患者之间存在预后差异。SPRR1B 在膀胱癌患者组织

中表达显著升高，且敲低 SPRR1B 能够抑制膀胱癌 5637 细胞增殖和迁移。结论：SPRR 家族成员可能通过多种机

制参与膀胱癌的发生发展，膀胱癌组织中 SPRR1B 表达明显升高，SPRR1B 能促进膀胱癌 5637 细胞增殖和迁移。

关键词  膀胱癌；SPRR 家族；生物信息学；SPRR1B
中图分类号  R737. 14    
文献标识码  A              开放科学（资源服务）标识码（OSID）： 

Exploration of the cancer promoting effect of SPRR1B in bladder cancer

ZHOU　Junting, YANG Gui, HU Xin
Department of Clinical Laboratory, Zhongnan Hospital of Wuhan University, Wuhan 430071, Hubei, China

Abstract

Objective:: To analyze the expression and clinical significance of the small proline rich protein 
(SPRR) gene family in bladder cancer by bioinformatics methods and explore the preliminary mecha⁃
nism of the key molecule SPRR1B.  Methods:: Firstly, the expression and regulatory networks of the 
SPRR family in bladder cancer were analyzed.  Then, the correlation between SPRR family expres⁃
sion and the clinicopathological features of bladder cancer was explored.  The expression level of 
SPRR1B in bladder cancer tissues was verified, and cell experiments confirmed the effect of SPRR1B 
on the phenotypic traits of bladder cancer cells.  Results:: The expression levels of SPRR1B/2D/2E/
2G in bladder cancer tissues were significantly higher than those in normal tissues.  The DNA methyla⁃
tion levels of SPRR1A/1B/2A/2D/2F/2G/3/4 were lower than those in adjacent normal tissues.  
Functional enrichment analysis of the protein-protein interaction network constructed by the SPRR 
family and their co-expressed genes showed that the enriched pathways included intercellular junc⁃
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tion, programmed cell death, cell adhesion, and related pathways.  SPRR1B/2A/2D/2E/2F/2G/3 
were highly expressed in tumors with higher histological grades.  High expression of SPRR1B/2A/
2B/2E/2G was associated with poor prognosis in two databases.  There may be two potential molecu⁃
lar subtypes of bladder cancer related to SPRR family genes, and there exists a difference in prognosis 
between these two subtypes.  The expression of SPRR1B is significantly increased in bladder cancer 
tissues, and SPRR1B knockdown can inhibit the proliferation and migration of bladder cancer 5637 
cells.  Conclusion::  SPRR family members may be involved in the development of bladder cancer 
through multiple mechanisms.  SPRR1B expression was significantly increased in bladder cancer tis⁃
sues, and SPRR1B promoted the proliferation and migration of the 5637 cells.

Key Words Bladder Cancer； SPRR Family； Bioinformatics； SPRR1B

膀胱癌是常见的泌尿系统恶性肿瘤。高龄、男

性、吸烟都是膀胱癌的重要危险因素。流行病学研

究 也 证 明 了 遗 传 因 素 在 膀 胱 癌 的 发 生 发 展 中 起 着

重 要 作 用［1］。 膀 胱 癌 目 前 是 全 球 第 10 大 常 见 的 恶

性肿瘤，每年约有新发病例 57. 3 万，死亡病例 21. 3
万 。 在 中 国 ，2022 年 确 诊 膀 胱 癌 的 患 者 已 经 达 到

9. 15 万，患者人数的增速约为 4%。但在过去的 30
年里，膀胱癌的临床治疗未能取得突破性的重大进

展，能从新兴的化疗或免疫治疗手段中获益的膀胱

癌 患 者 仍 然 比 较 有 限 。 造 成 这 种 局 面 的 重 要 原 因

之 一 是 膀 胱 癌 的 确 切 机 制 至 今 尚 未 完 全 阐 明 。 人

们 对 膀 胱 癌 在 分 子 生 物 学 层 面 的 认 识 还 亟 待 进 一

步完善，下游的临床应用的研究也仍然处于起步阶

段，尚缺乏乳腺癌那样较为统一的共识和成熟的临

床处理方法。因此，仍需进一步深入探索膀胱癌的

分子病理机制，以开发对化疗和免疫治疗的疗效进

行预测的标志物和新型疗法［2］。

在一项探索 PI3K 抑制剂和免疫检查点阻断剂联

合治疗膀胱癌效果的研究［3］中，SPRR 基因家族多个

成员在 PI3K 抑制剂和免疫检查点阻断剂联合治疗的

耐药肿瘤中出现上调，提示有必要进一步研究该家族

基因在膀胱癌中的作用。富含脯氨酸小蛋白（small 
proline rich protein，SPRR）是在上皮细胞中发现的一

组蛋白质，在角化细胞包膜的生成过程中发挥作用［4］。

SPRR 基因家族包括 11 个成员：2 个 SPRR1（SPRR1A，

SPRR1B），6 个 SPRR2（SPRR2A⁃SPRR2F，其 中

SPRR2C 是 假 基 因），以 及 SPRR3 和 SPRR4，除

SPRR2C 外，其余各成员均编码蛋白。以往已有多项

研究［5⁃6］证明，SPRR 家族与多种恶性肿瘤的发生和转

移相关，可调控肿瘤细胞的生物学行为。但目前尚未

有研究全面分析 SPRR 家族在膀胱癌中的生物学作用

与临床应用价值。因此，本研究拟使用多个数据库综

合分析 SPRR 家族中具有蛋白编码功能的 10 个成员

在膀胱癌中的表达及临床意义，并进一步利用基因互

作网络中的样本特异性边缘扰动来探索 SPRR 家族在

膀胱癌中的作用。

1 材料与方法

1. 1　SPRR 基因家族在膀胱癌中的生物信息学分析

1. 1. 1　 基 因 表 达 及 相 关 性 分 析　 本 研 究 通 过

TCGA 官方下载工具 GDC（https：//portal. gdc. can⁃
cer. gov/）下 载 数 据 ，使 用 R3. 6. 3 软 件 分 析 和 可 视

化 TCGA 库中的膀胱癌数据，共纳入 418 例膀胱癌

组织和 19 例正常组织，分析膀胱样本与正常组织中

SPRR 家 族 成 员 的 mRNA 表 达 水 平 差 异 及 各 成 员

之间的相关性。采用 Mann⁃Whitney U 检验进行差

异 表 达 分 析 ，P<0. 05 时 视 为 差 异 有 统 计 学 意 义 。

采用 Spearman 相关分析计算各基因之间的相关性。

1. 1. 2　甲基化分析　本 研 究 使 用 UALCAN 数 据

库（http：//ualcan. path. uab. edu/）分 析 SPRR 家 族

成 员 在 膀 胱 癌 中 的 DNA 启 动 子 甲 基 化 水 平 ，以 及

SPRR 家族成员在膀胱癌不同分子亚型中的表达情

况。采用 t 检验分析各组间基因表达水平差异的显

著性，使用 Perl 脚本“Statistics：：Ttest”执行分析。

1. 1. 3　共表达基因的蛋白互作分析及功能富集分析　

本 研 究 使 用 Linkedomics 数 据 库（http：//www.
linkedomics. org/）［7］获取 SPRR 家族各成员在膀胱癌

中的前 50 位共表达基因，使用 STRING 数据库（http：//
string⁃db. org/）构建 SPRR 基因家族与共表达基因的

蛋白⁃蛋白相互作用网络，并对该网络进行基因本体论

（GO）功能富集分析和 Reactome 信号通路富集分析，

富集分析的结果以 P<0. 05 为差异有统计学意义，并

使用 R3. 6. 3 绘制图片进行展示。

1. 1. 4　临床病理特征分析　本研究使用 R3. 6. 3 分

析 TCGA 数据库中收集的膀胱癌患者的临床资料，针
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对组织学分级和病理分期指标开展分析，并对结果进

行可视化，探究 SPRR 家族表达水平与这些临床病理

特征是否具有相关性。采用 Mann⁃Whitney U 检验分

析，以 P<0. 05 为差异有统计学意义。

1. 1. 5　生存分析　 使 用 Kaplan⁃Meier plotter 数 据

库（http：//kmplot. com/analysis/）和 PrognoScan 数

据 库（http：//www. PrognoScan. org/）分 析 SPRR
家 族 表 达 水 平 与 膀 胱 癌 患 者 总 生 存 期（overall sur⁃
vival，OS）间 的 关 系 。 生 存 分 析 均 采 用 Log⁃rank 检

验，P<0. 05 时视为差异有统计学意义。

1. 1. 6　基因扰动网络算法确定聚类分组及后续分析　

基因扰动网络算法由以下几个步骤完成。

1. 1. 6. 1 背 景 网 络 的 获 取 与 整 合  本 研 究 从 Re⁃
actome Pathway Database 中获取人类蛋白质功能相

互作用网络，使用 ReactomeFIPlugIn 应用程序访问

Reactome 功 能 相 互 作 用 网 络 。 准 备 好 的 相 互 作 用

网络由两部分构成：①包含 10 个 SPRR 家族基因在

内的基因互作网络 ；②SPRR 家族基因与其他基因

之间的互作关系网络，这些互作关系被称为边。

1. 1. 6. 2 测量个体样本水平上背景网络的扰动  在

得到上述的基因和互作关系后，分别计算 GTEx 数据

库和 TCGA 数据库中的正常膀胱样本的基因排序矩

阵和膀胱癌患者的基因排序矩阵（Matrix1）。随后，将

SPRR 家族相关基因与两个矩阵取交集，得到只保留

SPRR 家族相关基因的基因排序秩矩阵（Matrix2）。

得到 Matrix2 后，参考互作网络中的关系进行减法运

算得到扰动关系矩阵（Matrix3），例如，基因 A 与基因

B 扰动关系记为 B 基因排序和 A 基因排序的差值。为

了消除正常样本的基因互作关系的扰动，本研究将扰

动关系矩阵（Matrix3）减去 GTEX 数据库得到的基因

排序矩阵（Matrix1），最终得到了膀胱癌中的 SPRR 家

族相关基因互作扰动矩阵（Final Matrix）。

1. 1. 6. 3 无监督聚类分析  计算得到 TCGA 膀胱

癌队列中的 SPRR 家族相关基因互作扰动矩阵后，

使用无监督聚类（Consensus Cluster）的方法对所有

样 本 进 行 聚 类 分 析 。 用 于 聚 类 的 表 达 矩 阵 的 格 式

为 ：行 为 发 生 基 因 扰 动 的 边 的 名 称 ，列 为 样 本 的 名

称 。 本 研 究 使 用 R 包 ConsensusClusterPlus 进 行 无

监督聚类计算，并在计算过程中重复迭代 100 次，以

获 得 稳 定 的 聚 类 效 果 ，聚 类 方 法 为 K⁃Means 算 法 。

此外，本研究还使用 Consensus CDF 和 Delta area 方

法确定最优的聚类分组数目。

1. 2　组织样本验证   本研究所用的组织标本来自

2020 年 9 月至 2022 年 9 月期间就诊于武汉大学中南

医 院 、武 汉 大 学 人 民 医 院 、湖 北 省 肿 瘤 医 院 并 开 展

膀 胱 癌 切 除 手 术 的 患 者 。 与 肿 瘤 组 织 配 对 的 癌 旁

组 织 来 源 于 同 一 患 者 膀 胱 癌 肿 瘤 组 织 边 缘 2. 5 cm
处 的 正 常 组 织 。 所 有 患 者 的 病 理 诊 断 均 明 确 为 膀

胱 癌 。 本 研 究 利 用 TRIzol 法 提 取 样 本 的 RNA，使

用 NanoDrop2000 进 行 RNA 浓 度 及 纯 度 的 检 测 。

采 用 东 洋 纺 生 物 科 技 公 司 的 逆 转 录 试 剂 盒 设 计 逆

转录反应体系。所有样本同时对目的基因 SPRR1B
以及内参基因 GAPDH 进行检测，均设置 3 个复孔。

PCR 仪器反应程序为：预变性阶段 95 °C 5 min，3 步

法扩增阶段 95 °C、10 s，60 °C、20 s，72 °C、20 s，进行

40 个循环。反应结束后，对 3 个重复孔取平均值得

到基因在各个样本中的 Ct 值，利用 2-∆∆Ct 法表达肿

瘤与相邻正常组织各基因相对表达水平，并以此计

算 两 组 样 本 基 因 表 达 是 否 有 显 著 性 差 异 。 采 用

Mann⁃Whitney U 检验进行分析，P<0. 05 时视为差

异有统计学意义。

1. 3　细胞实验   人类膀胱癌细胞株 5637 和人胚肾

细 胞 株 293T 均 受 赠 于 武 汉 大 学 中 南 医 院 检 验 科 。

本研究利用慢病毒转染技术构建稳定敲降 SPRR1B
的 5637 细胞株，并利用该细胞株进行后续实验。

1. 3. 1　Transwell 实验　对细胞进行 24 h 饥饿培养

后，使用胰酶消化细胞，加入不含血清的 RPMI 1640
培养基，轻轻吹打至完全混匀，制成初始细胞悬液，

控制细胞悬液密度为 3×105 •mL-1。将 300 μL 的细

胞 悬 液 加 入 至 小 室 孔 内 ，并 在 小 室 下 层 加 入 含 有

20% 血清的 RPMI 1640 培养基 600 μL，将 24 孔板放

入细胞培养箱内，培养条件同上。培养 48 h 后弃去

培养基，用 PBS 溶液洗涤一次，用无菌棉签擦掉小室

中多余的细胞并再次用 PBS 溶液洗涤一次，每孔加

入 500 μL 的 4% 多聚甲醛溶液固定 15 min，小心弃

掉 后 加 入 0. 1% 结 晶 紫 溶 液 500 μL 染 色 5 min。 完

成后用双蒸水清洗小室，用无菌棉签擦拭小室内部

未迁移的细胞，放置于室温进行干燥，待其完全干燥

后，于显微镜下观察细胞迁移情况并拍照记录。使

用 Image J 软件进行细胞计数，并进行统计分析。

1. 3. 2　克隆形成实验　收 集 转 染 后 的 细 胞 ，使 用

胰酶消化后，1 000 r⋅min-1 离心 5 min，吸弃上清，加

入 PBS 缓 冲 液 清 洗 细 胞 。 随 后 重 复 离 心 和 吸 弃 上

清的过程，得到细胞沉淀。加入适量含 10% 血清的

RPMI 1640 培养基重悬细胞，对细胞悬液进行计数

后 ，按 每 孔 800~1 000 个 细 胞 的 密 度 将 细 胞 铺 至 6
孔板中。轻轻摇晃 6 孔板使细胞均匀分散于孔内，

置 于 培 养 箱 中 培 养 。 每 隔 2 d 更 换 新 鲜 培 养 基 ，培
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养 7~14 d，在此期间持续使用显微镜观察细胞是否

聚 集 生 长 。 待 细 胞 形 成 簇 状 聚 集 后 ，弃 去 培 养 基 ，

使 用 PBS 清 洗 2 遍 ，加 入 4% 多 聚 甲 醛 进 行 时 长 至

少 1 h 的 细 胞 固 定 。 固 定 结 束 后 弃 去 甲 醛 ，加 入 结

晶 紫 溶 液 染 色 ，观 察 细 胞 增 殖 的 具 体 情 况 。 使 用

Image J 软件进行细胞计数，并进行统计分析。

2 结果

2. 1　SPRR 基因家族在膀胱癌中的生物信息学分析 
2. 1. 1　SPRR 基因家族在膀胱癌中的表达水平和

表 达 相 关 性 分 析　 本 研 究 使 用 R3. 6. 3 软 件 对

TCGA 数 据 库 中 的 BLCA 样 本 进 行 分 析 ，以 确 定

SPRR 家 族 成 员 在 BLCA 患 者 中 的 mRNA 表 达 水

平，共纳入 418 例 BLCA 组织和 19 例正常组织。如

图 1A 所 示 ，与 正 常 组 织 相 比 ，SPRR1B、SPRR2D、

SPRR2E 和 SPRR2G 在 膀 胱 癌 组 织 中 的 表 达 水 平

显著升高。其余 SPRR 家族成员的表达差异无统计

学 意 义 。 Spearman 相 关 分 析 检 验 SPRR 成 员 之 间

的表达相关性，结果发现 SPRR 家族的所有成员之

间均存在显著的正相关（图 1B）。

2. 1. 2　SPRR 基因家族在膀胱癌中的启动子 DNA
甲基化情况分析　为了探究 SPRR 基因家族在膀胱

癌中表达水平发生改变是否受到启动子 DNA 甲基

化 情 况 的 影 响 ，本 研 究 使 用 UALCAN 数 据 库 分 析

了膀胱癌和癌旁正常组织中 SPRR 家族 DNA 启动

子 甲 基 化 的 差 异 ，结 果 如 图 2 所 示 。 BLCA 组 织 中

SPRR1A、SPRR1B、SPRR2A、SPRR2D、SPRR2F、

SPRR2G、SPRR3 和 SPRR4 的 DNA 甲基化水平低

于 癌 旁 正 常 组 织 ，SPRR2B 和 SPRR2E 的 DNA 甲

基 化 水 平 高 于 癌 旁 正 常 组 织 。 因 此 ，膀 胱 癌 中

SPRR 家族 mRNA 表达的异常升高可能受到 DNA
启动子甲基化水平降低的影响。

2. 1. 3　SPRR 基因家族与共表达基因的蛋白互作

情况　为探讨膀胱癌中 SPRR 家族基因共表达基因

之 间 的 相 互 作 用 ，本 研 究 通 过 LinkedOmics 数 据 库

获 得 了 膀 胱 癌 中 SPRR 家 族 成 员 表 达 Spearman 相

关性前 50 位的共表达基因，共获得 500 个基因。然

后，使用 STRING 数据库对这 500 个基因进行了蛋

图 1　SPRR 基因家族在膀胱癌中的表达水平与表达相关性

A. TCGA 数据库中，SPRR1B、SPRR2D、SPRR2E 和 SPRR2G 在膀胱癌组织中的表达水平显著升高；B. TCGA 数据库中 SPRR 家族所

有成员的表达情况之间均存在显著的正相关；nsP>0.05，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001，****P<0.000 1。
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白互作情况分析，构建了蛋白互作网络。STRING
数据库对该蛋白互作网络进行 GO 富集分析和 Re⁃
actome 通路富集分析的结果见图 3。GO 分析结果

显 示 ，富 集 的 BP 术 语 包 括“ 细 胞 死 亡 ”“ 细 胞 黏 附 ”

“程序性细胞死亡 ”等。富集的 CC 术语包括“胞间

连接”“细胞外围”“细胞桥粒”等。富集到的 MF 术

语主要包括“IL⁃1 受体结合”“RAGE 受体结合”等。

Reactome 通路富集分析显示，显著富集的通路主要

包括“细胞连接”“细胞黏附蛋白的凋亡裂解”等。

2. 2　SPRR 基因家族与膀胱癌临床特征的相关性  
2. 2. 1　SPRR 基因家族与膀胱癌临床病理特征的

相关性分析　为分析 SPRR 家族成员的基因表达水

平 与 临 床 病 理 特 征 之 间 的 相 关 性 ，本 研 究 利 用

TCGA 数 据 库 中 膀 胱 癌 患 者 的 临 床 资 料 ，分 析 了

SPRR 基因家族在不同组织学分级和病理分期中的

表 达 水 平 。 如 图 4 所 示 ，SPRR1B/2A/2D/2E/2F
的高表达和恶性程度较高的组织学分级显著相关。

以上结果表明，SPRR 家族有多个成员可能增加膀

胱 癌 的 恶 性 程 度 ，导 致 不 良 的 预 后 ，进 一 步 提 示

SPRR 家族成员可能是膀胱癌的癌基因。

2. 2. 2　SPRR 基因家族表达水平在膀胱癌中的预

后价值分析　为评估 SPRR 基因家族在膀胱癌中的

预 后 价 值 ，本 研 究 使 用 Kaplan⁃Meier plotter 数 据 库

和 Prognoscan 数据库评估了 SPRR 基因家族成员与

膀 胱 癌 患 者 生 存 期 的 相 关 性 。 在 Kaplan⁃Meier 
plotter 数 据 库 中 进 行 分 析 的 结 果 如 图 5 所 示 ，表 明

SPRR1B、SPRR2A、SPRR2B、SPRR2D、SPRR2E、

SPRR2F、SPRR2G 和 SPRR3 的 表 达 水 平 与 患 者

OS 相 关 ，高 表 达 水 平 患 者 的 OS 比 低 表 达 水 平 更

差 。 Prognoscan 数 据 库 的 分 析 结 果 如 表 1 所 示 ，

SPRR1A、SPRR1B、SPRR2A、SPRR2B、SPRR2E
和 SPRR2G 的 表 达 水 平 与 患 者 OS 相 关 ，高 表 达 患

者 预 后 更 差 。 在 两 个 数 据 库 的 分 析 结 果 中 ，

SPRR1B/2A/2B/2E/2G 高表达都与患者预后不良

相关。以上结果表明，SPRR 基因家族中多个成员

的表达水平与膀胱癌患者的预后密切相关，可能是

膀胱癌预后不良的重要因素。

2. 3　SPRR 相关基因串扰网络识别膀胱癌中的分

子亚型   本 研 究 使 用 基 因 扰 动 网 络 算 法 计 算 得 到

了膀胱癌中的 SPRR 家族相关基因边缘扰动矩阵，

算法流程图如图 6 所示，具体计算原理见方法部分。

得到了该边缘扰动矩阵后，本研究根据无监督聚类

算法对膀胱癌样本进行分组，并计算了当聚类个数

分 别 为 2~6 时 的 聚 类 稳 定 性 情 况 ，结 果 显 示 ，当 聚

类个数为 2 时，Delta area 等评估模型稳定性的参数

都 能 获 得 最 优 值 ，聚 类 效 果 最 好 ，表 明 膀 胱 癌 可 能

存在 2 个潜在的 SPRR 家族基因相关分子亚型。至

此，根据膀胱癌中的 SPRR 家族基因扰动情况将膀

胱 癌 样 本 分 为 二 组 ：C1 组（N=262）和 C2 组（N=
138）。 PCA 分 析 显 示 了 分 组 的 有 效 性 。 生 存 分 析

发现，C1、C2 间存在预后差异（P<0. 05）。

2. 4　SPRR1B 的促癌作用研究   综合上述结果，本

研 究 发 现 SPRR1B 在 膀 胱 癌 中 发 挥 的 作 用 相 对 显

著，SPRR1B 在膀胱癌组织中高表达，表达水平与恶

性程度较高的组织学分级相关，且高表达的患者预

后水平更差。因此针对 SPRR1B 开展后续实验。

图 2　UALCAN 数据库中 SPRR 基因家族在膀胱癌样本与正常样本中的 DNA 启动子甲基化情况分析
*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001。
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2. 4. 1　SPRR1B 在膀胱癌组织样本中的表达水平　

为进一步验证 SPRR1B 在膀胱癌中的表达水平，本研

究收集了来自 14 位膀胱癌患者的 14 对肿瘤组织和配

对的癌旁组织。提取组织中的 RNA 对 SPRR1B 的表

达水平进行检测。RT⁃qPCR 实验结果如图 7 所示，显

示 SPRR1B 在肿瘤组织中的表达水平显著高于癌旁

组织，与 TCGA 数据库中的分析结果一致。

2. 4. 2　 SPRR1B 在 膀 胱 癌 细 胞 系 中 的 作 用 研 究　

本 研 究 利 用 慢 病 毒 转 染 技 术 构 建 了 敲 低 SPRR1B
的 5637 细 胞 系 ，随 后 对 转 染 shRNA 质 粒 以 及 未 作

处理的 5637 细胞进行培养。当细胞生长稳定，处于

对 数 生 长 期 时 ，分 别 提 取 RNA 进 行 荧 光 定 量 PCR
检 测 SPRR1B 基 因 表 达 水 平 。 实 验 结 果 如 图 8 所

示，显示转染 shRNA 质粒的细胞中 SPRR1B 的表达

图 3　SPRR 基因家族与其共表达基因的 PPI 网络的功能富集分析

A.GO 富集分析得到的分子生物学功能（Molecular Function，MF）相关条目；B. GO 富集分析得到的细胞组分（Cellular Components，CC）

相关条目；C. Reactome 信号通路富集分析得到的通路；D. GO 富集分析得到的生物学过程（Biological Process，BP）相关条目。
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图 4　TCGA 数据库中 SPRR 基因家族在不同组织学分级和病理分期的膀胱癌样本中的 mRNA 表达水平分析

A. SPRR 基因家族在不同组织学分级中的 mRNA 表达水平分析，SPRR1B/2A/2D/2E/2F 的高表达和恶性程度较高的组织学分级显著

相关；B. SPRR 基因家族在不同病理分期中的 mRNA 表达水平分析；nsP>0.05，*P<0.05，**P<0.01，***P<0.001。

图 5　SPRR 基因家族在 Kaplan‑Meier plotter 数据库中的预后价值分析

SPRR1B、SPRR2A、SPRR2B、SPRR2D、SPRR2E、SPRR2F、SPRR2G 和 SPRR3 的表达水平与患者 OS 相关，高表达以上基因的患者预

后水平更差。
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水平显著低于正常对照细胞。

2. 4. 2. 1 敲降 SPRR1B 抑制膀胱癌细胞增殖能力

利 用 克 隆 形 成 实 验 检 验 敲 低 SPRR1B 对 膀 胱 癌 细

胞增殖能力的影响。结果发现，敲低 SPRR1B 的实

验 组 ，细 胞 群 落 数 目 比 正 常 组 明 显 减 少 ，说 明 敲 低

SPRR1B 能够抑制膀胱癌细胞的增殖能力（图 9）。

2. 4. 2. 2 敲降 SPRR1B 抑制膀胱癌细胞迁移能力  
采用 Transwell 实验检测敲降 SPRR1B 对 5637 细胞

迁移能力的作用。结果发现，转染了 shRNA 质粒的

5637 细胞迁移出 Transwell 小室的细胞数量明显比

未 作 处 理 的 细 胞 更 少 。 表 明 下 调 SPRR1B 的 表 达

水平会使 5637 细胞的迁移能力下降（图 10）。

3 讨论

近年来，人们对 SPRR 家族在癌症中的作用有

了更深入的了解，已有多项研究［8⁃9］逐步揭示 SPRR
家族在多种恶性肿瘤中的生物学功能。SPRR 家族

在临床诊疗中也具有一定的应用价值［10⁃11］，尚未有

研究针对 SPRR 家族在膀胱癌发生发展中的作用开

展具体的生物信息学分析。本研究首次对 SPRR 家

族在膀胱癌中的表达水平、临床价值及潜在的作用

机制进行了系统的生物信息学分析。

本研究通过对 TCGA 数据库中的膀胱癌和泛癌

数据进行分析发现，SPRR1B、SPRR2D、SPRR2E 和

SPRR2G 在膀胱癌中的 mRNA 表达水平明显高于癌

旁组织，且各个基因的表达水平均存在明显的正相关。

DNA 甲基化调控机制的破坏会导致包括癌症在内的

多种疾病。目前的研究［12］已经发现肿瘤中的异常 DNA
甲基化可通过多种机制促进肿瘤的发生发展。本研

究发现膀胱癌组织中 SPRR1A/1B/2A/2C/2D/2F/
2G/3/4 的 DNA 甲基化水平均低于癌旁正常组织，说

明膀胱癌中 SPRR 家族 mRNA 表达水平的异常升高

可能是 DNA 甲基化水平降低与其他因素共同作用的

结果。为进一步阐明 SPRR 家族在膀胱癌中可能的作

用机制，本研究收集了 SPRR 家族在膀胱癌中的共表

达基因，利用这些基因构建了蛋白互作网络，并对该

网络进行功能富集分析。富集到的生物学功能和通

路包括细胞黏附和胞间连接相关功能。此前已有研

究［13］报道 SPRR 家族成员能够影响恶性肿瘤的上皮间

充质转化（EMT）过程，在 EMT 发展的进程中，细胞会

出现紧密连接，黏附连接和细胞桥粒的丢失，从而导

致细胞骨架变化，促进细胞迁移［8，14］。恶性肿瘤细胞

发生 EMT 有利于其转移并扩散到机体的各个器官和

组织，从而导致不良预后［15］。因此，本研究推测 SPRR
家族可能通过影响细胞连接和细胞黏附的方式影响

恶性肿瘤的生物学表型。

表 1　SPRR 基因家族在 Prognoscan 数据库中的预后价值分析

基因

SPRR1A
SPRR1B
SPRR2A
SPRR2B
SPRR2E
SPRR2G

数据集

GSE13507
GSE13507
GSE13507
GSE13507
GSE13507
GSE13507

癌种

BLCA
BLCA
BLCA
BLCA
BLCA
BLCA

终点

OS
OS
OS
OS
OS
OS

Cox P
0.041
0.001
0.002
0.033
0.015
0.003

HR

1.16
1.30
1.37
1.55
1.32
1.43

95%CI

1.01~1.34
1.11~1.53
1.12~1.67
1.04~2.33
1.06~1.66
1.13~1.82

图 6　SPRR 相关基因串扰网络识别膀胱癌中的分子亚型

A. 基因扰动网络算法的过程：首先将基因表达矩阵转换为基因表达排名矩阵，随后参考互作网络中的关系进行减法运算得到边缘扰动矩

阵，最后将边缘扰动矩阵用于后续的聚类分析；B. 样本聚类个数为 2 时的聚类情况；C. 当聚类个数为 2 时，Delta area 能获得最优值；D. 两个亚

组间的 PCA 分析；E. 两个亚组之间的预后分析。
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为探索 SPRR 家族对膀胱癌临床病理特征的影响，

本研究分析了 TCGA 数据库中的膀胱癌临床信息并

利用在线数据库探索了 SPRR 家族表达水平与患者预

后的相关性，发现 SPRR 家族有多个成员与较高的组

织学分级相关，可能增加膀胱癌的恶性程度。这提示

SPRR 家族成员可能是膀胱癌的癌基因，且 SPRR 基

因家族中多个成员的表达水平与膀胱癌患者的预后

密切相关，可能是膀胱癌预后不良的重要因素。

为了从生物网络的角度探索 SPRR 家族的十个基

因能否对膀胱癌的发生发展造成影响，本研究利用基

因互作网络中的样本特异性边缘扰动来探索膀胱癌

的异质性，并在此基础上进行无监督聚类分析，建立

了基于边缘扰动的膀胱癌样本聚类。最终将膀胱癌

样本分为 2 个分子亚型，对这两组患者进行预后分析

发现，两组患者之间存在预后差异。

综上所述，在 SPRR 家族的各个成员中，SPRR1B
在膀胱癌中发挥的作用较为显著。SPRR1B 在膀胱癌

组织中表达明显上调，并与较高的组织学分级和较差

的预后相关。因此，本研究验证了 SPRR1B 在膀胱癌

组织中的表达水平，发现 SPRR1B 在癌组织中显著上

调，与 TCGA 数据库中的表达趋势一致。此外，本研

究还通过细胞表型实验进一步验证了 SPRR1B 基因

在膀胱癌细胞系 5637 中的作用，结果发现，与正常对

照相比，敲降 SPRR1B 的细胞增殖和迁移能力下降，

这提示 SPRR1B 在膀胱癌中促进肿瘤细胞增殖和迁

移，具有促癌作用。目前也有多项研究报道过 SPRR1B

图 7　SPRR1B 在膀胱癌组织与配对癌旁组织中的表达水平
*P<0.05。

图 8　SPRR1B 敲降效率验证
****P<0.000 1。

图 9　敲降 SPRR1B 对膀胱癌细胞增殖的影响

A. 细胞克隆形成情况镜下观；B. 阴性对照组与两个敲降 SPRR1B 组细胞克隆形成数目的差异。

图 10　敲降 SPRR1B 对膀胱癌细胞迁移能力的影响

A. 细胞迁移情况镜下观，分别展示放大 100 倍和放大 200 倍视野；B. 阴性对照组与两个敲降 SPRR1B 组细胞迁移数目的差异。
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在恶性肿瘤中的作用，如 SHI 等［8］通过生物信息学分

析发现，转移前 SPRR1B 的上调与黑色素瘤的不良预

后相关，且在黑色素瘤细胞中过表达 SPRR1B 有利于

细胞的增殖、侵袭和迁移 ；SHENG 等［15］研究表明 ，

SPRR1A 和 SPRR1B 在预测黑色素瘤的转移转化中

具有重要价值，有助于识别转移风险较高的患者，从

而为患者提供早期的预防性治疗措施。SPRR1B 在膀

胱癌及其他恶性肿瘤中发挥的作用仍需研究人员进

行更深入的探索。

综上所述，本研究综合运用多个数据库，分析了

SPRR 基因家族在膀胱癌中的表达水平；从表观遗传

学角度揭示了 SPRR 家族在膀胱癌中表达异常的可能

因素；分析探讨了 SPRR 家族及其共表达基因的蛋白

互作网络，并探究了该网络可能参与的通路；分析了

SPRR家族成员与临床病理特征的相关性；探究了SPRR
基因家族与临床预后的关系；为膀胱癌的诊断及预后

评估提供了理论支持，并进一步验证了 SPRR1B 在组

织样本中的表达水平及其对膀胱癌 5637 细胞系恶性

表型的影响。本研究的局限性在于，所作分析大多针

对数据资料进行，所用组织样本数量较少，可能导致

结果出现一定的偏差，且只开展了初步的细胞表型实

验，缺少基础实验验证具体的作用机制。后续可增加

样本量进行更加全面的验证，并对 SPRR 基因家族各

个成员的生物学功能进行更加深入和全面的探究。
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