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[摘 要] 目的：采用生物信息学方法分析E3泛素连接酶（HECW2）在胃腺癌组织中的表达及其临床意义，为寻找胃腺癌诊断

和预后生物标志物提供新的线索。方法：用R语言分析HECW2在泛癌中的表达及其与泛癌预后的关系。借助UCSC Xena、

HPA、Kaplan-Meier Plotter等数据库分析HECW2在胃腺癌组织中的表达及其与临床病理特征之间的关系。采用WB法检测中国

人胃腺癌组织及其癌旁组织中HECW2蛋白水平以验证数据库中的分析结果。借助TIMER和Cibersort数据库分析HECW2与胃

腺癌免疫浸润的关系。通过LinkedOmics数据库对胃腺癌中HECW2进行GO功能分析和KEGG信号通路富集分析及相关性基

因分析。结果：生物信息学分析结果表明，33种不同类型肿瘤中，包括胃腺癌在内的12种肿瘤中HECW2呈显著高表达（均P<0.05），

WB法结果显示，中国人胃腺癌组织中HECW2也呈显著高表达（P<0.05）。HECW2表达水平越高，胃腺癌患者OS越短，包括

CD4+ T细胞、巨噬细胞、中性粒细胞和树突状细胞在内的免疫细胞浸润丰度越高（均P˂0.01）。此外，HECW2相关信号通路主要

富集于细胞外基质受体相互作用、黏着斑、细胞黏附和氧化磷酸化等生理病理过程（均P˂0.01）。结论：HECW2在胃腺癌组织中

呈显著高表达且其与胃腺癌预后不良和免疫细胞浸润密切相关，有成为胃腺癌预后标志物和治疗靶点的潜力。
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[Abstract] Objective: To analyze the expression and clinical significance of E3 ubiquitin ligase (HECW2) in gastric adenocarcinoma

using a bioinformatics approach to provide new clues for finding diagnostic and prognostic biomarkers for gastric adenocarcinoma.

Methods: The expression of HECW2 in pan-cancer and its relationship with the prognosis of pan-cancer were analyzed by R language.

The expression of HECW2 in gastric adenocarcinoma tissues and its relationship with clinicopathological features were analyzed with

the help of UCSC Xena, HPA, and Kaplan-Meier Plotter databases. The WB method was used to detect HECW2 protein levels in

Chinese gastric adenocarcinoma tissues and their paraneoplastic tissues to verify the analysis results in the database. The relationship

between HECW2 and immune infiltration of gastric adenocarcinoma was analyzed with the help of TIMER and Cibersort databases.

GO functional analysis and KEGG signaling pathway enrichment analysis and correlation gene analysis were performed for HECW2 in

gastric adenocarcinoma by LinkedOmics database. Results: The results of raw signal analysis showed that HECW2 was significantly

highly expressed in 12 tumors including gastric adenocarcinoma among 33 different types of tumors (all P<0.05), and the results of WB

method showed that HECW2 was also significantly highly expressed in Chinese gastric adenocarcinoma tissues (P<0.05). Higher

HECW2 expression level was associated with shorter OS and higher abundance of infiltration of immune cells including CD4+ T cells,

macrophages, neutrophils and dendritic cells in gastric adenocarcinoma patients (all P˂0.01). In addition, HECW2-associated signaling

pathways were mainly enriched in extracellular matrix receptor interactions, adherent spots, cell adhesion and oxidative

phosphorylation (all P˂0.01). Conclusion: HECW2 is significantly overexpressed in gastric adenocarcinoma tissues and is closely

related to the poor prognosis and immune invasion of gastric adenocarcinoma, and has great potential as a prognostic biomarker and

target therapy for gastric adenocarcinoma.
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胃腺癌是消化道最常见的恶性肿瘤之一。据统

计，2020年胃腺癌新发病例数和病死人数均居全国

第 3位，且由于地域环境和饮食习惯的不同，消化道

肿瘤尤其是胃腺癌在陕北地区的发病率一直居高不

下[1]。尽管近年来手术切除、化放疗等传统治疗方法

取得了显著进展，但晚期胃腺癌患者的预后仍较差。

因此寻找胃腺癌预后生物标志物和潜在治疗靶点对

于提高患者生存率具有重要意义。泛素化修饰是蛋

白质翻译后修饰最常见的类型之一，在多种肿瘤发

生发展中发挥重要调控作用[2-3]。研究[4-6]表明，E3泛

素连接酶（泛素化过程的关键酶之一）可能作为促癌

因子或抑癌因子参与调控胃腺癌的发生发展。目前

关于 E3 泛素连接酶 HECW2（HECT，C2 and WW

domain containing E3 ubiquitin protein ligase 2）的相

关报道较少，且其主要聚焦于神经发育障碍与智力

障碍方面[7-8]。尽管也有一些研究[9-13]证据提示其可能

在肿瘤发生发展中扮演重要角色，但鲜有关于

HECW2在胃腺癌中的作用及其分子调控机制的相

关报道。本研究借助公共数据库来分析HECW2在

胃腺癌组织中的表达水平及其与胃腺癌患者临床病

理和免疫细胞浸润之间的关系，为寻找胃腺癌的预

后标志物和治疗靶点提供新的思路。

1 资料与方法

1.1 利用 TCGA 和 GTEx 数据库分析泛癌组织中

HECW2表达水平及其与患者OS的关系

从TCGA（https://portal.gdc.cancer.gov/）数据库中

下载不同类型肿瘤的RNA-seq数据和临床资料，并

利用R语言中的Limma软件包分析HECW2在泛癌

中的表达水平。鉴于TCGA数据库中正常样本数量

较少，本研究结合GTEx（https://commonfund.nih.gov/

GTEx/data）数据库进一步分析 HECW2 在泛癌中的

差异表达。在此基础上利用R语言中的 Survival软

件包分析HECW2表达水平与泛癌患者OS的关系，

生成 HECW2 在泛癌患者的生存曲线，并通过建立

Cox比例风险回归模型进一步绘制出生存森林图。

1.2 利用 UCSC Xena、HPA 及 Kaplan-Meier Plotter

数据库分析胃腺癌组织中HECW2的表达水平及其

与患者OS的关系

借助UCSC Xena（https://xena.ucsc.edu）数据库下

载胃腺癌中 HECW2 的 RNA-seq 数据和临床资料。

运 用 The Human Protein Atlas （https://www.

proteinatlas.org，HPA）数据库分析HECW2在胃腺癌

组织及胃正常组织中的蛋白表达水平，设置条件如

下：搜索框输入基因HECW2；tissue和pathology模块

收集整理相关数据。采用Kaplan-Meier Plotter（https:

//kmplot.com/analysis/）数据库分析胃腺癌中HECW2

表达水平与患者OS的关系，设置条件如下：条目选

择 pan-cancer 里 的 stomach adenocarcinoma；gene

symbol 填写 HECW2；分组选择 auto select best cut

off；survival选择OS。

1.3 利用TIMER和CIBERSORT数据库分析胃腺癌

组织中HECW2表达水平与免疫细胞浸润程度的相

关性

通过 TIMER 数据库（https://cistrome. shinyapps.

io/timer/）中的基因模块分析胃腺癌中HECW2表达

水平与6种主要类型免疫细胞（B细胞、CD8+ T细胞、

CD4+ T细胞、巨噬细胞、中性粒细胞和树突状细胞）

浸 润 丰 度 的 关 系 。 利 用 CIBERSORT（https://

cibersort.stanford.edu）数据库下载胃腺癌中以上 6种

免疫细胞的评分数据，并利用R语言中的Cibersort算

法进一步分析HECW2表达水平与免疫评分、基质评

分和ESTIMATE联合评分的相关性。

1.4 利 用 LinkedOmics 数 据 库 分 析 胃 腺 癌 中

HECW2相关信号通路的富集情况

通 过 LinkedOmics 数 据 库 （http://www.

linkedomics.org）对胃腺癌中HECW2进行GO功能分

析和KEGG信号通路富集分析。设置条件为STEP-1：

TCGA-STAD；STEP-2：Data type-RNA-seq；STEP-3：

HECW2；STEP-4：Data type-RNA-seq；STEP-5：

Pearson correlation test；Submit query；LinkInterpreter。

在此基础上，对胃腺癌中HECW2进行GO功能分析

和 KEGG 信号通路富集分析。用伪发现率（false

discovery rate, FDR）和归一化富集评分（normalized

enrichment score，NES）对HECW2相关信号通路富集

途径进行排序，FDR≤0.05视为显著富集。

1.5 WB检测国人胃腺癌组织中HECW2的表达

选取 2022年 1月至 2022年 3月在延安大学附属

医院收治的4例胃腺癌患者资料，其组织标本均经临

床病理诊断为胃腺癌。本研究经延安大学医学院伦

理委员会批准[批准号：2022077]，并征得所有患者同

意且签署知情同意书。采用WB法检测胃腺癌组织

和癌旁组织中HECW2的蛋白表达水平。用RIPA裂

解液将胃腺癌组织和癌旁组织裂解，4℃、12 000×g离

心15 min后取上清，用BCA蛋白定量试剂盒测定蛋白浓

度。用SDS-PAGE分离蛋白质，并将其转移至PVDF

膜上。10% 脱脂奶粉室温封闭 2 h，加入 HECW2

（1∶1 000，兔多抗，Abcam公司）和 β-Actin（1∶4 000，

鼠单抗，Proteintech 公司）一抗，4 ℃过夜。TBST

洗涤3次（10 min/次），加入辣根过氧化物酶标记羊抗兔

或鼠 IgG（1∶4 000）室温反应 1.5 h，洗膜后用ECL发

光液显色，以β-Actin作为内参。实验重复3次。
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1.6 统计学处理

统计学分析使用 SPSS21.0软件，符合正态分布

的计量资料以 x̄±s 表示，两组间比较采用独立样本 t

检验，多组间比较采用单因素方差分析（One-way

Anova）。P<0.05 或 P<0.01 表示差异具有统计学

意义。

2 结 果

2.1 HECW2基因在泛癌组织中的表达水平

采用TCGA和GTEx数据库中泛癌基因表达模

式检测HECW2在33种不同类型肿瘤中的差异表达，

结果表明HECW2在24种肿瘤中呈显著性差异表达。

如图1所示，HECW2在胃腺癌、结肠癌和肾透明细胞

癌等 12种癌组织中的表达水平显著高于癌旁组织

（均P<0.05），而HECW2在肺鳞状细胞癌和肺腺癌等

12种癌组织中的表达水平显著低于癌旁组织（均

P<0.05）。

ACC：肾上腺皮质癌；BLCA：膀胱尿路上皮癌；BRCA：乳腺浸润癌；CESC：宫颈鳞癌和腺癌；CHOL：胆管癌；COAD：结肠癌；

DLBC：弥漫性大B细胞淋巴瘤；ESCA：食管癌；GBM：多形成性胶质细胞瘤；HNSC：头颈鳞状细胞癌；KICH：肾嫌色细胞癌；

KIRC：肾透明细胞癌；KIRP：肾乳头状细胞癌；LAML：急性髓细胞样白血病；LGG：脑低级别胶质瘤；LIHC：肝细胞肝癌；

LUAD：肺腺癌；LUSC：肺鳞状细胞癌；MESO：间皮瘤；OV：卵巢浆液性囊腺癌；PAAD：胰腺癌；PCPG：嗜铬细胞瘤和副神经节

瘤；PRAD：前列腺癌；READ：直肠腺癌；SARC：肉瘤；SKCM：皮肤黑色素瘤；STAD：胃腺癌；TGCT：睾丸癌；THCA：甲状腺癌；

THYM：胸腺癌；UCEC：子宫内膜癌；UCS：子宫肉瘤；UVM：葡萄膜黑色素瘤

图1 利用TCGA和GTEx数据库中相关数据分析HECW2在泛癌组织中的表达水平

2.2 泛癌组织中HECW2基因表达水平与患者OS的

关系

对33种肿瘤中HECW2基因表达与患者OS关系

进行分析，按基因的表达中位数作为分界点把患者

分为低表达组和高表达组，结果发现有 13种肿瘤的

HECW2 高表达组和低表达组患者的 OS 之间差异

有统计学意义。如图 2A所示，与HECW2低表达组

相比，胃腺癌、肾乳头状细胞癌、间皮瘤和葡萄膜

黑色素瘤等的HECW2 高表达组患者的 OS 均显著

缩短（均P<0.01）；而肾透明细胞癌、脑胶质瘤和肝

细胞癌等的 HECW2 高表达组患者的OS显著延长

（均P<0.01）。在Cox比例风险回归模型的基础上绘

制出生存森林图，进一步证实了HECW2表达水平越

高，胃腺癌、间皮瘤和肾乳头状细胞癌患者的OS越

短，预后越差；而肾透明细胞癌患者的OS越长则预

后越好（图2B）。
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A：泛癌中HECW2表达水平与患者OS的关系；B：HECW2表达水平在泛癌中的生存森林图

图2 泛癌中HECW2基因表达水平与患者生存的关系

2.3 HECW2基因表达水平与胃腺癌患者临床病理

特征之间的关系

TCGA数据库分析结果（图3A、B）显示，HECW2

在胃腺癌中显著高表达（P<0.01）。收集 4例中国人

胃腺癌组织和其相应的癌旁组织，以 WB 法检测

HECW2蛋白表达，结果证实了HECW2在胃腺癌组

织中也呈高表达（图3C）。接着利用数据库数据分析

HECW2表达水平与胃腺癌临床 T 分期之间的关

系，如图 3D所示，胃腺癌T4期HECW2表达水平显

著高于T2期（P<0.05）。Kaplan-Meier Plotter分析结

果表明，与HECW2低表达组相比，HECW2高表达组

胃腺癌患者的OS显著缩短（图 3E）。综上，HECW2

表达水平与胃腺癌患者临床病理特征密切相关，其

可能作为促癌因子参与调控胃腺癌发生发展过程。
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A：HPA数据库中免疫组织化学染色显示HECW2在胃腺癌组织及癌旁组织中的表达（×20）；B：TCGA数据库中胃腺癌组织与癌

旁组织中HECW2的表达水平；C：WB法检测国人胃腺癌组织与癌旁组织中HECW2的蛋白表达水平；D：TCGA数据库中T分期

各阶段胃腺癌组织中HECW2表达水平；E：Kaplan Meier Plotter数据库中HECW2表达水平与胃腺癌患者OS的关系

图3 HECW2表达水平与胃腺癌临床病理特征之间的关系

2.4 HECW2表达水平与胃腺癌免疫浸润的关系

鉴 于 肿 瘤 浸 润 免 疫 细 胞（tumor-infiltrating

immune cell，TIIC）在胃腺癌发生发展中的重要作用，

本研究通过TIMER数据库对6种主要类型免疫细胞

的浸润丰度进行评分。结果表明HECW2表达水平

越高，胃腺癌组织中 CD4+T 细胞、巨噬细胞、中性

粒细胞和树突状细胞的浸润丰度越高（图 4A，均

P<0.01）。另外，肿瘤微环境中的非肿瘤成分（免疫细

胞和基质细胞）对于肿瘤的诊断和预后评估具有重

要意义[14]。如图4B所示，HECW2表达水平与胃腺癌

基质评分（stromal-score）、免疫评分（immune-score）

和免疫基质联合评分（estimate-score）呈显著正相关

（均P<0.01），即HECW2的表达水平越高，胃腺癌中

基质细胞和免疫细胞的浸润丰度越高。综上结果提

示，HECW2表达水平与胃腺癌组织免疫细胞浸润丰

度密切相关。

A：TIMER数据库分析HECW2表达水平与免疫细胞评分的相关性；B：通过Cibersort数据库分析胃腺癌中

HECW2的表达水平与基质评分、免疫评分和基质免疫联合评分之间的相关性

图4 胃腺癌组织中HECW2表达水平与免疫细胞浸润的关系

2.5 胃腺癌中HECW2的生物学功能及其相关信号通路

如图5A所示，GO功能分析表明HECW2在生物

学过程上主要集中于生物调节和代谢过程等；

HECW2基因产物在执行功能时所处细胞成分的结

构位置主要集中于膜和核等部位；HECW2基因或基

因产物的分子功能主要集中于蛋白质结合和离子结

·· 817



中国肿瘤生物治疗杂志, 2022, 29(9)

合等方面。KEGG信号通路富集结果表明，胃腺癌中

HECW2正相关通路主要富集于细胞外基质受体相

互作用、黏着斑及细胞黏附分子等；HECW2负相关通

路主要富集于核糖体和氧化磷酸化等过程（图5B）。

A：HECW2在胃腺癌中的GO功能分析；B：HECW2在胃腺癌中的KEGG信号通路富集分析

图5 HECW2在胃腺癌中的GO功能分析与KEGG信号通路富集分析

2.6 胃腺癌中与HECW2水平呈正、负相关的基因

通过 LinkedOmics 数据库分析胃腺癌中与

HECW2表达水平相关的基因。如图 6A所示，胃腺

癌中与HECW2水平呈显著正相关的基因有CD93、

CD34、CDH5、CDH13、PCDH12、PCDH17等，以上这

些分子均与细胞黏附密切相关；考虑到胃腺癌中
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HECW2相关通路主要富集于细胞外基质受体相互

作用、黏着斑和细胞黏附分子等，推测HECW2可能

通过正调控以上分子从而促进胃腺癌的生长和转

移。如图 6B所示，胃腺癌中与HECW2水平呈负相

关的基因有 RPL29、RPL15、MRPL23 等核糖体相关

基因和ATP5D、COX4I1、NDUFS3等氧化磷酸化相关

基因，这与胃腺癌中HECW2与核糖体和氧化磷酸化

相关通路呈负相关是一致的。

A：CD93、CD34、CDH5、CDH13、PCDH12、PCDH17与HECW2呈正相关的线性图；

B：RPL29、RPL15、MRPL23和ATP5D、COX4I1、NDUFS3与HECW2呈负相关的线性图

图6 胃腺癌中与HECW2呈正（A）和负（B）相关的基因

3 讨 论

胃腺癌的发生率约占胃癌的95%，其发病机制尚

未完全阐明。目前关于HECW2与肿瘤相关的功能

和调控机制的报道较少，且主要聚焦于神经发育障

碍与智力障碍方面[7-8]。有研究[9-12]提示，HECW2可能

在肿瘤进展中发挥重要作用，但目前鲜有关于

HECW2在胃腺癌中作用的相关报道。泛癌分析结

果表明，胃腺癌和结肠癌等癌组织中HECW2显著高

表达，且HECW2表达水平与结肠癌患者OS呈显著
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负相关。与此一致的是 LU 等[13]的研究也表明，

HECW2 在结直肠癌中呈显著高表达。另有报

道[11,15-16]指出，HECW2可能通过泛素化修饰核纤层蛋

白B1使其发生蛋白酶体降解，进而促进结直肠癌的

发生发展。HECW2可通过介导ATG5的非自噬作用

激活 NOTCH1 通路，进而正向调控脂多糖诱导的

EMT[12]；而NOTCH1信号通路的异常激活和EMT均

与结直肠癌预后不良显著相关[17-18]。另外，本研究发

现 HECW2 在宫颈癌组织中显著低表达。而有报

道[9,13]称宫颈癌组织中HECW2显著高表达，其可能是

人乳头瘤病毒的潜在致癌因子造成。鉴于HECW2

在肿瘤中的作用及分子机制研究较少，且宫颈癌的

发生发展是一个极其复杂的过程，HECW2在宫颈癌

中的调控机制还需进一步深入探究。

肿瘤微环境已成为治疗多种恶性肿瘤的潜在方

向，除肿瘤细胞外其还包括基质细胞和免疫细胞等

非肿瘤细胞成分[19-20]。YAO 等[21] 研究结果表明，

CD4+T细胞是胃癌中的主要浸润免疫细胞。与此一

致，本研究发现胃腺癌组织中CD4+T细胞浸润丰度

随 HECW2 表达水平升高而升高，且除 CD4+ T 细胞

外，巨噬细胞、中性粒细胞和树突状细胞的浸润丰度

也会随 HECW2 表达水平的升高而升高 ，提示

HECW2与胃腺癌免疫浸润密切相关。此外，本研究

发现胃腺癌中HECW2相关的信号通路主要富集于

细胞外基质相互作用、细胞黏附等方面。与此一致，

与 HECW2 水平呈正相关的基因有 CD93、CD34、

CDH5、CDH13、PCDH12、PCDH17等，而这些基因均

与细胞黏附相关[22-26]。由此推测，HECW2可能通过

正向调控以上分子来促进胃腺癌细胞的迁移、侵袭，

进而介导胃腺癌的转移。另一方面发现，胃腺癌中

与HECW2负相关的通路主要富集于氧化磷酸化上；

相应地，氧化磷酸化相关基因 ATP5D、COX4I1、

NDUFS3 等与 HECW2 表达呈显著负相关。有研

究[27-29]表明，正常分化的细胞主要依靠氧化磷酸化为

细胞供能，而大多数肿瘤细胞则依赖有氧糖酵解，这

一现象被称为Warburg效应。结合本研究结果，推测

HECW2可能通过负调控ATP5D、COX4I1、NDUFS3

等基因抑制胃腺癌细胞中的氧化磷酸化过程，使得

胃腺癌细胞主要依赖有氧糖酵解来快速生成ATP，以

满足自身快速增殖的需求。

综上，HECW2在胃腺癌中显著高表达且与胃腺

癌预后不良、免疫细胞浸润密切相关，提示其可能作

为促癌因子介导胃腺癌的发生发展，并具有成为胃

腺癌新的预后标志物和治疗靶点的潜力。本研究阐

明了HECW2在胃腺癌中的表达及其临床意义，但并

未揭示其具体的调控作用及分子机制。今后将通过

体内实验进一步探讨此问题，从而为胃腺癌的致病

机制研究及其靶向治疗提供实验依据。
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