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[摘 要] 目的：探讨肽酶 M20 结构域 1（peptidase M20 domain containing 1，PM20D1）在人弥漫大B细胞淋巴瘤（diffuse large

B-cell lymphomas，DLBCL）细胞中的表达及其与缺氧相关性和预后的关系。方法：通过GDC、TCGA、GTEx公共数据库分析

PM20D1表达对DLBCL细胞增殖、迁移和凋亡的影响及其与患者预后的关系。通过对不同分组患者的富集分析及PM20D1与

CD274 相关性分析验证 PM20D1 是否为 DLBCL 的缺氧相关基因；采用 ChEA、ENCODE 和 hTFtarget 数据库分析上游调控

PM20D1表达的转录因子（TF）和miRNA，以及差异表达PM20D1与化疗药物敏感性的关系。采用WB法检测PM20D1在正常淋

巴细胞和DLBCL细胞中的表达水平，通过设计PM20D1的 siRNA序列敲减目的基因，并采用qPCR和WB法检测验证SUDHL2

和SUDHL10细胞中PM20D1的敲减效率，采用CCK-8法和Transwell实验分别检测敲减PM20D1对细胞增殖和迁移能力的影响，

流式细胞术检测细胞凋亡水平。结果：PM20D1 在 DLBCL 组织中高表达且患者预后差（P<0.05 或 P<0.01）；富集分析显示，

PM20D1 高表达组与 ssGSEA 高分组主要涉及细胞电耦合通讯、甘油三酯代谢过程调节和细胞质翻译起始复合物过程，且

PM20D1表达与免疫检查点CD274表达呈正相关（P<0.01，r=0.757）。在SUDHL2和SUDHL10细胞中敲减PM20D1后，细胞的增

殖和迁移均显著降低（均P<0.05），细胞凋亡明显增加（P<0.05）。结论：PM20D1基因在DLBCL组织和细胞中高表达且与患者预

后密切相关；PM20D1可能通过促进 DLBCL细胞的增殖、迁移并抑制凋亡，从而促进 DLBCL 的发生发展。
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[Abstract] Objective：：To investigate the expression of peptidase M20 domain 1 (PM20D1) in human diffuse large B-cell lymphoma

(DLBCL) cells and its relationship with hypoxia and prognosis. Methods: The effects of PM20D1 expression on proliferation,

migration and apoptosis of DLBCL cells and its relationship with patients' prognosis were analyzed through GDC, TCGA and GTEx

public databases. The enrichment analysis of patients in different groups and the correlation analysis between PM20D1 and CD274

were used to validate whether PM20D1 was the hypoxia-related gene of DLBCL. ChEA, ENCODE and hTFtarget databases were used

to analyze the transcription factors (TFs) and miRNAs that upstream regulate PM20D1 expression and the relationship between

differential expression of PM20D1 and chemotherapeutic drug sensitivity. The expression level of PM20D1 in normal lymphocytes and

DLBCL cells was detected by WB method, the target gene was reduced by the siRNA sequence of PM20D1, and the knockdown

efficiency of PM20D1 in SUDHL2 and SUDHL10 cells was verified by qPCR and WB methods. The effect of PM20D1 on cell

proliferation and migration ability after knockdown was detected by CCK-8 method and Transwell assays, respectively, and the

apoptosis level was detected by flow cytometry. Results: PM20D1 was highly expressed in DLBCL tissues and was correlated with a

poor prognosis (P<0.05 or P<0.01). Enrichment analysis showed that the PM20D1 high expression group and high ssGSEA score

group were mainly involved in cellular electrocoupling communication, triglyceride metabolism process regulation and cytoplasmic

translation initiation complex process, and PM20D1 expression was positively correlated with CD274 expression at immune
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checkpoint (P<0.01, r=0.757). After knocking down PM20D1 in SUDHL2 and SUDHL10 cells, the proliferation and migration of cells

decreased significantly (all P<0.05), and apoptosis increased significantly (P<0.05). Conclusion: PM20D1 gene was highly expressed

in DLBCL tissues and cells, and in closely related to patient prognosis. PM20D1 may promote the occurrence and development of

DLBCL by promoting the proliferation, migration and inhibiting the apoptosis of DLBCL cells.

[Key words] peptidase M20 domain containing 1(PM20D1); diffuse large B-cell lymphomas (DLBCL); tumor hypoxia; proliferation;

migration; apoptosis

[Chin J Cancer Biother, 2023, 30(5):401-411. DOI: 10.3872/j.issn.1007-385X.2023.05.006]

弥 漫 大 B 细 胞 淋 巴 瘤（diffuse large B cell

lymphoma，DLBCL）是成人非霍奇金淋巴瘤（NHL）

中最常见的一种类型，约占所有恶性淋巴样肿瘤的

40%。患者通常表现为进行性淋巴结肿大、淋巴

结外病变或两者兼有。虽然一部分患者可以通过

前期联合治疗 R-CHOP 方案（利妥昔单抗、环磷

酰胺、多柔比星、长春新碱和泼尼松）治愈，但对

于前期治疗未缓解或缓解后复发的患者而言，预

后较差 [ 1 - 3 ]。DLBCL 是一种临床和遗传异质性疾

病，目前临床上根据细胞起源的不同将其分为生发

中心B细胞样（GCB），活化B细胞样（ABC）和无法分

类三种亚型。随着精准医学的发展，最近多平台基

因组使用聚类方法揭示了DLBCL遗传亚型的存在，

其根据遗传特征将已患有DLBCL的患者在细胞起

源不同的基础上又将其分为七种遗传亚型，这些遗

传亚型参与不同的致癌途径以及具有不同的基因表

达谱、免疫微环境、存活率和潜在的治疗靶点[4-5]。因

此，需要进一步研究发现DLBCL新的标志物和治疗

靶点以不断提高患者的生存率。肽酶 M20 结构

域 1（peptidase M20 domain containing 1，PM20D1）是

一种分泌酶，其在 DLBCL中的研究目前鲜见报道。

本研究通过全面分析DLBCL mRNA-seq图谱，包括

基因差异分析、生存分析、基因集富集分析和免疫浸

润分析等，致力于探索PM20D1 在DLBCL中更多的

表达特征和潜在的生物学信息，并结合体外细胞实

验进一步探索有价值的生物标记物。

1 资料与方法

1.1 细胞株与主要试剂

人正常淋巴细胞 HMy2. CIR、人 DLBCL 细胞

SUDHL2、SUDHL4、SUDHL10、DB、Farage均购自上

海酶研生物科技有限公司。MolPure@CellRNAKit

培养细胞RNA提取试剂盒购自上海翌圣生物科技有

限公司，逆转录试剂盒、SYBR Green预混混型 qPCR

试 剂 盒（AG11718）均 购 自 艾 科 瑞 生 物 公 司 ，

PM20D1、GAPDH引物序列由上海生物工程有限公

司构建，RIPA裂解液购自新赛美生物科技有限公司，

BCA蛋白检测试剂盒购自上海碧云天生物技术有限

公司，SDS-PAGE试剂盒购自上海雅酶生物医药科技

有限公司，siRNA及 siRNA-PM20D1购自上海吉玛基

因有限公司，LipofectamineTM 3000 转染试剂购自

Invitrogen公司，兔源性PM20D1一抗抗体购自Novus

公司、鼠源性 GAPDH 一抗抗体购自 Proteintech 公

司，HRP标记的羊抗兔、羊抗鼠二抗抗体购自碧云天

公司，Annexin V-FITC/PI凋亡检测试剂盒购自诺唯

赞公司，CCK-8试剂购自APExBIO公司，Transwell小

室购自Corning公司。

1.2 数据获取与处理

从 GDC（https://portal.gdc.cancer.gov/）和 TCGA

数据库中下载 DLBCL 的临床、RNA 测序及变异数

据 ，从 GTEx 数 据 库 中 下 载 对 应 正 常 组 织 的

mRNAseq数据及分组信息。获取信息如下：TCGA

数据库中包括 48 个 DLBCL 样本，GTEx 中包括 929

个正常组织样本。用edgeR[6]包中的CPM将counts数

据标准化为CPM数据。

1.3 差异表达基因测定和单样本基因集富集分析

（ssGSEA）

根据 DLBCL 中各基因表达量及缺氧相关基

因集，利用GSVA[7]包中的 ssGSEA法对 48个DLBCL

组织样本进行 ssGSEA。最终得到各组织样本对应

缺氧基因集的 ssGSEA得分，并根据 ssGSEA得分中

位数将样本分为高、低评分两组。利用 edgeR包对整

合的 48 个肿瘤组织样本和 929 个正常组织样本及

ssGSEA高、低评分组进行基因差异表达分析（差异

参数FC≥1.5，P<0.05）。

1.4 ssGSEA高、低分组与DLBCL患者的生存关系

分析

利用 survival包，根据不同分组信息及临床数据

进行生存分析。采用Log-Rank法比较不同分组的生

存差异。构建单基因数据集ROC生存曲线，分析基

因与疾病的预测能力。

1.5 免疫浸润丰度（CIBERSORT）及基因富集分析

（GSEA）

首先根据癌症组织样本表达量，基于R语言（版

本 v.4.0.5）利用 CIBERSORT 软件[8]进行免疫细胞浸

润分析；然后利用Wilcoxon秩和检验不同分组间各

免疫细胞得分的差异情况。根据基因表达情况及

GO[9]和 KEGG[10]数据库，利用 GSEA[11] clusterPofiler
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包进行基因集富集分析，预测其潜在功能。

1.6 转录因子及miRNA预测

根据数据库（ChEA[12]、ENCODE[13]和 hTFtarget）

中基因与转录因子（transcription factor，TF）的关系找

出候选基因对应的转录因子。根据miRNA与mRNA

结 合 数 据 库（miRmap[14]、miRanda[15]、miRDB[16]、

TargetScan[17] 及 miRTarBase[18]）研 究 基 因 对 应 的

miRNA。

1.7 化疗药物敏感性分析

根据各癌症样本的表达量以及 GDSC2 数据库

（https://www.cancerrxgene.org），利用R包oncoPredict[19]

进行化疗药物敏感性分析，包括198种化疗药物，计算

PM20D1高、低表达间化疗药物敏感性得分在两组间的

差异情况。

1.8 细胞培养与转染

将 HMy2. CIR、SUDHL2、SUDHL4、SUDHL10、

DB、Farage细胞置于含 10%胎牛血清的RPMI 1640

培养基中，在 37 ℃、5%的CO2饱和湿度的恒温箱内

培养，待细胞密度达到 1×106 个 /mL 时进行细胞转

染。选择生长状态良好的细胞按 1～1.8×106个/孔

接种于 6 孔板中 ，同时加入 LipofectamineTM 3000

试剂和 PM20D1 的 siRNA 序列混合物。PM20D1的

siRNA 序列：Si-PM20D1-NC F 为 5′-UUCUCCGA

ACGUGUCACGUTT-3′ ，R 为 5′-ACGUGACACG

UUCGGAGAATT-3′ ；Si-PM20D1-1 F 为 5′-CCC

UUAACCAAUGCAAUAATT-3′ ，R 为 UUAUUGCA

UUGGUUAAGGGTT-3′；Si-PM20D1-2 F 为 5′-CAG

UCAACUUCCGGAUUCATT-3′，R 为 5′-UGAAUCC

GGAAGUUGACUGTT-3′。通过 LipofectamineTM 3000

试剂将所有 siRNA转染至细胞。

1.9 WB法检测PM20D1对DLBCL细胞增殖的影响

离心后收集细胞并使用RIPA裂解液裂解细胞，

采用BCA蛋白检测试剂盒检测细胞总蛋白质水平。

将细胞裂解物与蛋白上样缓冲液混合，并煮沸 5 min

以制备蛋白样品。用SDS-PAGE分离蛋白质样品并

转移到PVDF膜上，用5%脱脂奶粉封闭2 h后先后加

入特异性一抗（稀释最终浓度为1.0 µg/mL）、二抗（稀

释比例为1∶1 000）充分反应，最后使用凝胶成像系统

进行成像，用 Image J 1.8.0软件分析目的蛋白条带的

灰度值，以GAPDH为内参。

1.10 qPCR法检测DLBCL细胞中mRNA的表达水平

按照细胞RNA快速提取试剂盒说明书操作步骤

进行总RNA提取，使用去除gDNA的Evo M-MLV反

转录预混型试剂盒反转录得到 cDNA，并使用SYBR

Green 预混型 qPCR 试剂盒进行 qPCR 检测。以

GAPDH的表达量作为内参，使用2-ΔΔCt法计算目的基

因的表达量，由 GraphPad Prism 8 软件绘图。qPCR

引物序列：PM20D1 F 为 5′-AGAAGTCCAATACTA

CAGCCCT-3′ ，R 为 5′-CACCACATCAAAGTGAGC

CAT-3′；GAPDH F 为 5′-GCACCGTCAAGGCTGAG

AAC-3′，R为5′-TGGTGAAGACGCCAGTGGA-3′。

1.11 Transwell实验检测细胞迁移能力

使用Transwell小室进行细胞迁移能力检测。转

染 48 h后收集调整各组细胞密度为 1×105个/mL，细

胞离心后与无血清培养基重悬种植于上室，下室含

30%胎牛血清的RPMI 1640培养基。细胞培养 48 h

后，取出小室用 4% 多聚甲醛固定迁移细胞 30 min，

用 0.1% 结晶紫染色过夜，使用倒置显微镜拍照

计数。

1.12 CCK-8法和流式细胞术检测细胞增殖能力和

凋亡

采用CCK-8法检测细胞增殖能力，流式细胞术

检测细胞凋亡。6 孔板中，细胞在 siRNA 转染 48 h

后，收集细胞离心后的一部分用于细胞增殖能力检

测，一部分用于细胞凋亡水平检测。转染后的细胞

按照每孔8 000个细胞密度均匀铺于96孔板中，加入

CCK-8 溶液，37 ℃反应 2 h，用酶标仪测定各孔

450 nm波长处的光密度（D）值。另一部分细胞使用

预冷磷酸盐缓冲溶液洗2遍，随后按照细胞凋亡检测

试剂盒说明书操作步骤对细胞进行染色，流式细胞

术检测细胞凋亡情况。

1.13 统计学处理

所有数据均取自 3次独立实验。研究中主要采

用R语言软件（V.4.0.5）和GraphPad Prism 8、Image J

1.8.0等软件进行统计学分析和图像处理。正态分布

的计量数据以 x̄±s表示，两组间均数比较采用双侧 t

检验，计数资料以百分率表示，多组间比较采用单因

素方差分析；各组间免疫细胞浸润得分差异采用

Wilcoxon 秩和检验，生存分析采用 Kaplan-Meier 和

Log-Rank检验，以P<0.05或P<0.01表示差异有统计

学意义。

2 结 果

2.1 PM20D1基因在DLBCL组织中呈高表达

根据缺氧相关基因以及DLBCL 表达数据，使用

ssGSEA法对每个样本进行评分（图 1A、B），并根据

ssGSEA得分中位数（1.113）将样本分为 ssGSEA高、

低分两组。热图分析（图 1C）显示，两组样本在多个

缺氧基因中存在表达差异，选取差异明显的基因予

以可视化展示。对两组样本进行差异基因表达分析

发现，454个缺氧相关基因呈高表达，302个基因呈低

表达（图1D）。由于TCGA数据库缺乏足够的对应正
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常组织表达数据，本研究进一步整合TCGA数据库中

DLBCL 的表达数据与GTEx数据库对应正常组织

的mRNA-seq进行差异分析发现，有 4 119个基因在

肿瘤组织中表达上调（包括 PM20D1），4 279个基因

表达降低（图 1E）。以上结果表明，PM20D1基因在

DLBCL组织中呈高表达。

A、B：48个DLBCL样本经 ssGSEA法样本评分后的得分分布情况；C：根据 ssGSEA法样本评分结果分组并分析组间样本缺

氧差异基因表达；D：ssGSEA高分和 ssGSEA低分组间差异表达基因分析；E：肿瘤与正常组织间差异表达基因分析

图1 PM20D1基因在DLBCL和正常组织中的表达

2.2 ssGSEA高、低分组患者的DFS、PFS差异显著

ssGSEA评分后对 ssGSEA高、低得分组患者采

用Log-Rank方法进行生存分析，结果显示，两组样本

的DFS和 PFS的差异均具有显著的统计学意义（图

2A、D，P<0.05 或 P<0.01），OS 和疾病特异性生存期

（disease specific survival，DSS）指标无明显统计学差

异（图2B、C）。

2.3 免疫检查点CD274与 ssGSEA高低分组及多种

免疫细胞浸润呈正相关

CD274作为肿瘤微环境缺氧途径中关键的一个

免疫检查点，阻断其可以部分消除髓源性抑制细胞

（MDSC）带来的T细胞抑制[20]。据此，本研究分析发

现，在 ssGSEA高、低分组与CD274基因表达差异具

有显著的统计学意义（图3A，P<0.01），且CD274表达

与多种免疫细胞浸润成正相关（图 3B，P<0.01）。之

后进一步分析了全部肿瘤患者的免疫细胞浸润比例
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（图 3C）及组间免疫细胞表达差异情况（图 3D）。同

时进一步展示组间记忆B细胞、初始B细胞、M0巨噬

细胞、滤泡性辅助T细胞表达存在显著差异（图3E）。

以上结果表明，ssGSEA高、低分组与CD274基因以

及多种免疫细胞浸润呈正相关。

A：DFS生存指标；B：DSS生存指标；C：OS生存指标；D：PFS期生存指标

图2 ssGSEA高、低分患者生存期差异表达基因

2.4 高表达PM20D1基因的DLBCL患者OS率低

通过与差异基因相关性分析发现，PM20D1 与

CD274基因表达呈显著正相关（图 4A，P<0.01）。差

异基因生存分析结果显示，相较PM20D1低表达组，

PM20D1 高表达患者预后更差，OS 率差异明显（图

4D，P<0.05），其他指标差异无统计学意义（图4B、C、

E）。构建PM20D1生存ROC分析曲线（图 4F）显示，

8 年 AUC=0.635，10 年和 12 年 AUC=0.686，表明

PM20D1基因在DLBCL组织中的表达水平具有一定

的疾病预测能力。上述结果与免疫细胞浸润分析结

果一致（图4G）。

2.5 PM20D1基因可能与DLBCL的缺氧微环境相关

为了进一步探究PM20D1涉及的生物学通路，对

ssGSEA高、低分组及PM20D1高、低表达组间采用包

括基因本体GO（gene ontology consortium）与京都基

因和基因组百科全书 KEGG（kyoto encyclopedia of

genes and genomes）数据库进行基因富集分析。

ssGSEA高、低分组组间富集分析结果见图5A、B、C、

D；PM20D1高、低表达组间富集分析结果见图5E、F、

G、H。基因富集分析结果显示，GO数据库中生物过

程 ssGSEA 高分组和 PM20D1高表达组主要涉及细

胞电耦合通讯、甘油三酯代谢过程调节和细胞质翻

译起始复合物过程，相应 ssGSEA低分组和PM20D1

低表达组主要涉及ATP合成耦合质子传输、线粒体

电子传递和线粒体呼吸链复合体 Ι组装途径（图 5A、

E）。细胞组分分析发现 ，ssGSEA 高得分组和

PM20D1高表达组主要涉及细胞囊泡内吞、真核细胞

48S小亚基翻译起始复合物途径（图 5B、F），ssGSEA

低分组和PM20D1低表达组主要涉及NADH脱氢酶

复合物、质子转运ATP合酶复合物和转运ATP合酶
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复合物。分子功能分析结果显示，ssGSEA高分组和

PM20D1高表达组主要涉及蛋白质-激素受体、活化

的离子通道和脱氧核糖核酸酶活性，ssGSEA低分组

和PM20D1低表达组更多富集于NADH脱氢酶活性

和低聚糖结合（图 5C、G）。KEGG数据库分析显示，

ssGSEA高分组和PM20D1高表达组主要富集在抗坏

血酸和醛酸代谢、亚油酸代谢和泛酸及辅酶A生物合

成，ssGSEA低分组和PM20D1低表达组则更多富集

于同种异体移植排斥反应、中性粒细胞胞外陷阱形

成和系统性红斑狼疮（图5D、H）。通过GO和KEGG

数据库基因富集分析发现，PM20D1 高表达组和

ssGSEA高分组富集在相同通路，说明PM20D1基因

可能与DLBCL缺氧微环境相关。

与 ssGSEA低分组比较，*P<0.05，**P<0.01，△△P<0.001

A：组间CD274表达差异；B：CD274与免疫细胞相关性分析；C、D：肿瘤患者免疫细胞浸润比例；E：组间免疫细胞浸润差异

图3 PM20D1基因表达与DLBCL组织中免疫细胞浸润的关系

与PM20D1低表达组比较，*P<0.05，**P<0.01，△△P<0.001

A：PM20D1与CD274差异基因表达相关性分析；B、C、D、E：DFS、DSS、OS、PFS生存指标分析结果；

F：数据集ROC曲线构建；G：免疫浸润差异表达；AUC：模型评估指标（area under the ROC curve, AUC）

图4 PM20D1基因表达在DLBCL中的预后价值
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A、B、C、D：ssGSEA高、低分组组间富集分析结果；E、F、G、H：PM20D1高、低表达组间富集分析结果；

A、B、C、E、F、G：GO数据库富集分析；D、H：KEGG数据库富集分析

图5 不同组间基因富集分析

2.6 CTCF可能是PM20D1对应的转录因子

利用多个数据库探究PM20D1上游的调控机制。

从 ChEA、ENCODE 和 hTFtarget 数据库中分析探究

PM20D1对应的转录因子，发现CTCF转录因子同时

存在于 NCODE 和 hTFtarget 数据库 ，有可能是

PM20D1 对应的转录因子（图 6A）。进一步采用

miRMap、miRanda、miRDB、miTarBase 和 TargetScan

软件分析调控PM20D1表达的上游miRNA，图6B总

结了同时存在于 3 个及以上数据库总计 23 个

miRNA，图 6C 展示多个数据库目的 miRNA 的数量

及交集情况。

2.7 DLBCL 相关基因 PM20D1 差异表达与化疗药

物敏感性相关

结合GDSC2数据库，对每一个肿瘤组织样本进
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行药物敏感性评分，这可能为之后靶基因不同表达

下的治疗带来更精确的药物指导。PM20D1不同表

达情况绝对值前 50敏感药物见图 7A，PM20D1不同

差异表达最显著的15种药物展示见图7B。

A：多个数据库TF网络图；B：多个数据库同时存在于两个及以上miRNA网络图；

C：多个数据库目的miRNA的数量及交集情况

图6 靶基因TF及miRNA预测

与PM20D1低表达组比较，∣t∣<2，**P<0.01，△△P<0.001

A：不同组表达敏感性最高的药物绝对值；B：差异显著药物展示

图7 DLBCL相关基因PM20D1差异表达与化疗药物敏感性分析

2.8 敲减PM20D1可显著抑制DLBCL细胞的增殖和

迁移能力并促进其凋亡

为了证实PM20D1的功能，本研究收集了包括人

正常淋巴细胞在内的 6种细胞。通过与正常人淋巴

细胞系相比较，WB 法检测结果（图 8A）表明，

PM20D1 蛋 白 在 DLBCL 细 胞（ 包 括 SUDHL2、

SUDHL4、SUDHL10、DB 和 Farage 细胞）中高表达

（P<0.01 或 P<0.001）。本实验还设计了两个靶向

PM20D1 不同位点的 siRNA，qPCR 和 WB 检测结果

（图 8B、C）显示，两种 siRNA在敲低PM20D1表达方

面具有优异的效率（P<0.05 或 P<0.01 或 P<0.001）。

同时实验观察到敲低PM20D1可以显著抑制DLBCL

细胞的增殖和迁移（图 8D、E，P<0.05 或 P<0.001）。

流式细胞术检测结果（图 8F）显示，敲减 PM20D1基

因可使晚期DLBCL细胞发生凋亡显著增加（P<0.05

或P<0.01）。

3 讨 论

DLBCL是NHL中最常见的一种类型。寻找新

的肿瘤生物标志物有助于提高 DLBCL的治疗效

率。DLBCL主要的有益预后生物标志物已经被

报道，新的生物标志物正在不断地被探索。生物

信息学分析是促进新生物标记物发现的有力策

略。因此，本研究旨在寻找新的预后因素。

缺氧是肿瘤微环境的重要组成部分，是大多数

包括血液系统恶性肿瘤在内的特征，对各种代谢途

径具有深远的影响[21]。近年来，BHALLA等[22]在原发

性DLBCL患者样本筛查中发现缺氧靶点编码己糖

激酶 2 的 HK2 表达与 DLBCL 表型显著相关，敲低

HK2 基因后发现 HK2 是促进缺氧状态下迫使
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DLBCL生长所必需的；此外，LIU等[23]开发了DLBCL

与缺氧相关的新型亚型，发现了与DLBCL微环境相

关的 5个缺氧相关基因，并提供了一个预后预测模

型。PD-L1又称为CD274，是一种在巨噬细胞、DC、

成纤维细胞和T细胞表面表达的抑制性受体，并作为

调节免疫反应的重要检查点，且在缺氧恶性肿瘤中

的表达显著增加，并且与预后不良有关[24]。此外，HU

等[25]回顾性分析发现，CD274在DLBCL患者肿瘤细

胞中的表达与预后不良显著相关，且CD274在肿瘤

微环境中的表达也与一线化疗耐药性相关。

与HMy2.CIR（人B淋巴母细胞）或 si-NC组比较，*P<0.05，**P<0.01，△△P<0.001

A：WB法检测验证PM20D1在DLBCL细胞中高表达；B、C：qPCR和WB法检测验证 siRNA表达效率；

D：CCK-8法检测表明敲减PM20D1可以明显抑制细胞增殖；E：细胞迁移实验表明敲减PM20D1可以显著减少细胞迁移（×100）；

F：细胞凋亡分析发现敲减PM20D1可显著增加细胞凋亡数量

图8 PM200D1在DLBCL细胞中表达上调并与体外增殖和迁移相关
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此外，有研究[26]表明，在 40%多发性骨髓瘤患者

样本中发现缺氧诱导因子/血管内皮生长因子/特异

性酪氨酸激酶受体通路上调，并与血管生成增加有

关。WANG等[27]发现，在常氧状态下缺氧诱导因子

1α（HIF-1a）信号在小鼠淋巴瘤和人类急性髓性白血

病（AML）的干细胞中被选择性激活。敲低HIF-1a和

HIF抑制剂可消除小鼠淋巴瘤和人AML造血干细胞

集落形成单位的活性。以上研究虽然都涉及到了相

关的机制研究，但仍然有必要以动物模型为主进一

步了解PM20D1基因对缺氧及其相关通路机制的影

响，从而更好地指导临床新的治疗策略和未来的试

验设计。

PM20D1主要富集在棕色和米色脂肪细胞中，在

体外被证明是一种双向酶，它既能催化脂肪酸和游

离氨基酸缩合生成N-酰基氨基酸（NAA），也可以将

NAA 水解生成氨基酸和游离脂肪酸。有研究[28]表

明，在超重/肥胖者血清中发现 PM20D1及其催化产

物NAA水平显著增高，发现其与肥胖相关的葡萄糖

调节异常、胰岛素抵抗和代谢综合征密切相关，可作

为诊断和监测这些疾病的临床生物标志物。一些研

究数据[29-30]表明，敲低 PM20D1的小鼠，NAA在葡萄

糖稳态、能量代谢和体内疼痛感中都具有内源性生

理功能。但是对于PM20D1本身的内源性生理功能

尚未开展研究。

PM20D1被发现是LONG等[29]编译了一个与解偶

联蛋白1在体内共同表达的核心产热基因集，假设这种

基因集可用于鉴定在适应性产热中起重要作用的分泌

蛋白，实验通过这种分析发现了一种以前未研究过的

分泌酶PM20D1，并证明PM20D1是体内一类N-脂质氨

基酸的生物合成酶。之后，PM20D1被发现在阿兹尔海

默症患者中始终显示启动子高甲基化，并被证明在疾

病的不同阶段起着动态作用 [31-32]。LIU 等 [33]研究发

现，在油酸诱导的脂质沉积于 C2C12 成肌细胞后，

mmu-miR-324-5p通过抑制PM20D1促进了肌内脂质沉

积。2021年SONG等[34]研究还发现，在Kir6.2基因被敲

除的小鼠中，通过PM20D1诱导N-酰基乙醇胺酸酰化

酶（N-AAA）的增加可促进线粒体的损伤及减少ATP的

产生，从而介导了中脑神经元的形态缺陷，最终导致了

Kir6.2基因敲除小鼠的行为障碍。

鉴于PM20D1基因的表达模式尚未在DLBCL中建

立，本研究从DLBCL缺氧特征入手，收集来自于TCGA

中DLBCL的表达谱和临床资料并对DLBCL患者根据

缺氧相关基因的表达水平进行缺氧状态评估。与免疫

检查点CD274相关性进行分析，进一步探究了PM20D1

涉及的生物学通路发现，PM20D1可能充当了DLBCL

中的缺氧相关基因，且其高表达可导致DLBCL患者预

后较差。本实验设计PM20D1 siRNA序列转染细胞，结

果显示，敲减 PM20D1 基因后 SUDHL2、SUDHL10细

胞增殖能力降低，细胞迁移能力显著下降，细胞晚

期凋亡显著增加。本研究还首次发现PM20D1蛋白在

DLBCL细胞中表达显著高于正常淋巴细胞。因此，本

研究初步得出结论，PM20D1可以通过促进肿瘤细胞增

殖、迁移并抑制肿瘤细胞凋亡，从而促进DLBCL的发

生发展过程。

综上，PM20D1在DLBCL中高表达，通过对DLBCL

细胞 SUDHL2 和 SUDHL10 中敲低 PM20D1，证实

PM20D1可促进SUDHL2和SUDHL10细胞增殖、迁移

并抑制细胞凋亡。实验结果为PM20D1在DLBCL中发

挥功能作用提供了重要的实验依据和研究价值。本课

题组将进一步探究PM20D1促进DLBCL疾病进展的细

胞功能的具体作用机制，以期为DLBCL的发生发展机

制及临床治疗提供新的生物学标志物和治疗靶点。
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