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[摘  要]  目的：探究免疫原性细胞死亡相关基因——自噬相关基因5（ATG5）和蛋白质二硫键异构酶A3（PDIA3）在宫颈癌组

织中的表达及其与患者临床病理特征和预后的相关性、相关信号通路及药物敏感性。方法：收集自2016年1月至2023年12月

间青岛大学附属医院60例宫颈癌癌组织标本作为实验组，26例因子宫肌瘤、子宫腺肌症切除的正常宫颈组织标本作为对照组，

并收集相应的临床资料。采用免疫组化法检测宫颈癌组织和正常宫颈组织中ATG5、PDIA3蛋白的表达差异，分析其表达与各项

临床病理参数之间的关系。基于基因表达水平值的交互式分析平台（GEPIA）在线分析宫颈癌组织中ATG5、PDIA3的表达水平

对患者预后的影响，使用基因本体论（GO）、京都基因与基因组百科全书（KEGG）、基因集富集分析（GSEA）探究ATG5和PDIA3

基因可能涉及的生物学功能及信号通路，用pRRophetic包分析宫颈癌患者癌组织中ATG5、PDIA3高低表达与患者对化疗药物的

敏感性。结果：ATG5、PDIA3 在宫颈癌组织中的表达率均显著高于正常宫颈组织（83.3% vs 11.5%，χ2 = 39.538，P = 0.001；

75.0% vs 46.2%，χ2 = 6.753，P = 0.009），ATG5的表达水平在肿瘤直径、FIGO分期、淋巴结转移方面的差异显著（均P < 0.01）；

PDIA3的表达水平在肿瘤直径、分化程度、FIGO 分期和淋巴结转移方面的差异显著（P < 0.05或P < 0.01）。ATG5和PDIA3

的表达水平呈正相关（r = 0.679, P < 0.001）。GEPIA在线分析网站预后分析显示，ATG5和PDIA3高表达宫颈癌患者的预后差

（均P < 0.05）。ATG5和PDIA3主要富集的功能及信号通路包括细胞增殖与分化、抗原加工与提呈、P53 结合、Wnt信号通路、

MAPK信号通路及mTOR信号通路。结论：ATG5和PDIA3在宫颈癌组织中呈高表达，两者高表达与患者不良预后有关，ATG5

和PDIA3参与细胞增殖与分化、抗原加工提呈及多种信号通路，有望成为宫颈癌治疗的潜在靶点。
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[Abstract]  Objective：：To investigate the expression of immunogenic cell death-related genes, autophagy associated gene 5 (ATG5) 

and protein disulfide isomerase A3 (PDIA3), in cervical cancer tissues, and to explore their correlation with clinicopathological features 

and prognosis of cervical cancer patients, as well as the related signaling pathways and drug sensitivity. Methods: A total of 60 cervical 

cancer tissue specimens from the patients treated at Affiliated Hospital of Qingdao University during January 2016 and December 2023 

were collected as the experimental group. Additionally, 26 normal cervical specimens collected from patients with hysteromyoma and 

adenomyosis served as the control group. The data of two groups of patients were also collected. The differential protein expression of 

ATG5 and PDIA3 in cervical cancer tissues and normal cervical tissues was detected by immunohistochemistry, and their relationship   

with patients' clinicopathological parameters was also analyzed. The influence of ATG5 and PDIA3 expression in cervical cancer tissues 

on patient prognosis was analyzed using interactive analysis platform (GEPIA). Gene Ontology (GO), Kyoto Encyclopedia of Genes 

and Genomes (KEGG), and Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) were utilized to explore their functional roles and signaling 

pathways associated with ATG5 and PDIA3 genes. The sensitivity of cervical cancer patients to chemotherapeutic drugs was analyzed 

using the pRRophetic package based on the high and low expression of ATG5 and PDIA3 in cancer tissues. Results: The positive 

expression rates of ATG5 and PDIA3 in cervical cancer tissues were significantly higher than those in normal cervical tissues 

(83.3% vs 11.5%, χ 2 = 39.538, P = 0.001; 75.0% vs 46.2%, χ 2 = 6.753, P = 0.009). The expression levels of ATG5 differed 
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notably across patients with different tumor diameter, FIGO stage and lymph node metastasis (all P < 0.01), while the expression 

levels of PDIA3 differed greatly across patients with different tumor diameter, differentiation degree, FIGO stage and lymph node 

metastasis (P < 0.05 or P < 0.01). The expression levels of ATG5 and PDIA3 were positively correlated (r = 0.679, P < 0.001). 

Prognostic analysis via GEPIA showed that high ATG5 and PDIA3 expression correlated with poor prognosis in cervical cancer 

patients (all P < 0.05). Key enriched functions and signaling pathways for ATG5 and PDIA3 included cell proliferation and 

differentiation, antigen processing and presentation, P53 binding, Wnt signaling pathway, MAPK signaling pathway and mTOR 

signal pathway.  Conclusion: ATG5 and PDIA3 are highly expressed in cervical cancer tissues, with their elevated expression is 

associated with poor prognosis. Both ATG5 and PDIA3 are involved in cell proliferation and differentiation, antigen processing and 

presentation, and various signaling pathways, making them potential targets for cervical cancer treatment.

[Key words]  cervical cancer; immunogenic cell death; autophagy-related gene 5 (ATG5); protein-disulfide isomerase-associated 3 

(PDIA3); prognosis
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宫颈癌是威胁全球女性生命健康的第二大生殖

道恶性肿瘤。宫颈癌早期筛查手段提高了癌前病变

和早期浸润癌的发现率，手术治疗联合放化疗延长

了宫颈癌患者的总生存期（OS）[1]。免疫治疗是宫颈

癌的第四大治疗手段，特别在晚期患者中发挥了重

要的治疗作用。目前美国食品和药物管理局（FDA）

已批准免疫治疗、化疗联合贝伐珠单抗的方案用于

宫颈癌的一线治疗[2-3]。免疫治疗获益患者的筛选至

关重要。免疫原性细胞死亡是指肿瘤细胞受到外界

刺激发生死亡的同时，由非免疫原性转变为免疫原

性介导机体产生抗肿瘤免疫应答的细胞死亡形式[4]。

前期通过GEPIA在线分析网站预后分析发现，免疫

原性细胞死亡相关基因——自噬相关基因 5

（autophagy-related gene 5, ATG5）和蛋白质二硫键异构

酶A3（protein-disulfide isomerase-associated 3, PDIA3）

是宫颈癌的独立不良预后因素，但其在宫颈癌中的

表达和作用机制尚不明确。本研究通过检测ATG5

和 PDIA3在宫颈癌组织中的表达，分析其表达与患

者临床病理特征和预后的相关性，利用基因本体论

（Gene Ontology, GO）、京都基因与基因组百科全书

（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, 

KEGG）、基因集富集分析（Gene Set Enrichment 

Analysis, GSEA）等富集分析方式探讨其可能参与的

机制并预测可能敏感的药物，明确它们在宫颈癌发

生发展中的作用及其预后意义，为宫颈癌的诊治提

供新的标志物和治疗靶点。

1  材料与方法

1.1  研究对象及ATG5、PDIA3数据的收集

收集自 2016年 1月至 2023年 12月间青岛大学

附属医院手术治疗的60例宫颈癌患者的癌组织作为

实验组，26例因子宫肌瘤、子宫腺肌症患者切除的子

宫颈组织作为对照组，以及患者的临床资料。实验

组年龄为（43.20 ± 9.66）岁，对照组年龄为（50.76 ± 

6.75）岁，所有入选患者在术前均未进行放化疗和其

他治疗且随访资料完整，均按照国际妇产科临床分

期（FIGO 2018）及病理分级标准进行分期与分级。

标本获得前均告知患者并签署知情同意书，本研究

方案经青岛大学附属医院伦理委员会批准（伦理审

批件号：QYFY WZLL 28456）。

采用 GEPIA 在线分析网站（http://gepia.cancer-

pku. cn/）分析 TCGA 数据库中 291 例宫颈癌患者

ATG5、PDIA3的表达水平对患者预后的影响。

1.2  主要试剂

免疫组化主要试剂ATG5及 PDIA3多克隆抗体

购自武汉三鹰生物公司，牛血清白蛋白（BSA，

A8010）购自北京索莱宝科技有限公司，辣根过氧化

物 酶（HRP）标 记 抗 兔/抗 小 鼠 二 抗（ab205718/

ab205719）购自Abcam公司，二氨基联苯胺（DAB）显

色试剂盒（K3468）购自DAKO公司。

1.3  免疫组化染色法检测宫颈癌组织中 ATG5、

PDIA3蛋白的表达水平

将脱蜡后组织切片置于抗原修复缓冲液（pH6.0）的

修复盒中于微波炉内进行抗原修复，将修复好的切片

置于磷酸缓冲盐溶液（pH7.4）中在脱色摇床上晃动

洗涤后用 BSA 封闭，加入 ATG5（稀释比例为1∶200）、

PDIA3（稀释比例为 1∶400）一抗，切片平放于湿盒内

4 oC处理过夜。次日，加入HRP标记抗兔/抗小鼠二抗

（稀释比例为1∶1 000）反应30 min后，DAB显色试剂中

显色时间7 min，苏木素复染、脱水及封片。

ATG5和PDIA3阳性染色判定标准：光学显微镜

下观察制备好的切片，由两名病理科医师独立进行

评估。阳性表达为细胞质内出现棕黄色颗粒，每张

切片随机选取 5个高倍镜视野（ × 200）进行观察，通

过染色强度和阳性细胞百分比评分判定是否阳性。

染色强度计分：无着色计 0 分，淡黄色计 1 分，棕

黄或棕褐色计2 分；阳性细胞百分比计分：无阳性

细胞计 0 分，< 25% 计 1 分，25% ~ < 50% 计 2 分，

50% ~ < 75%计3分，≥ 75%计4分。二者结果相乘即

为最终得分，评分 ≤ 3分为阴性，> 3分为阳性。
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1.4  功能和途径富集分析及敏感药物分析

通过R软件中的 clusterProfiler包（版本：4.2.2）、

enrichment plot 包及 ggplot2 包对 ATG5 和 PDIA3 进

行GO、KEGG富集分析，以P < 0.05为阈值。通过GSEA

评估 MSigDB 数据库（https://www. gsea-msigdb. org/

gsea/msigdb）中ATG5和 PDIA3富集的功能与通路。

使用pRRophetic预测ATG5与PDIA3高、低表达宫颈

癌患者对抗肿瘤药物的敏感性，预测药物敏感性值

越小表示药物敏感性越强。

1.5  统计学处理

应用SPSS 26.0统计软件对数据进行分析。两组

间计数资料差异性分析采用Mann-Whitney U检验或

χ2检验，多组间计数资料差异性分析采用 Kruskal-

Wallis检验；非正态分布计数资料变量之间的相关性

采用 Spearman 相关性分析，统计量采用秩平均值

（rank sum ratio, RSR）或 χ 2 值表示。以 P < 0.05 或

P < 0.01表示差异具有统计学意义。

2  结  果

2.1  ATG5、PDIA3在宫颈癌组织中呈高表达

免疫组化染色结果（图 1）显示，ATG5蛋白在宫

颈癌组织中的表达水平显著高于正常宫颈组织

（83.3% vs 11.5%，χ2 = 39.538，P < 0.001；图 1A）；

PDIA3蛋白的表达主要位于细胞质，其在宫颈癌组织

中的阳性率显著高于正常宫颈组织（75.0% vs 

46.2%，χ2 = 6.753，P = 0.009；图 1B）。Spearman相关

性分析发现，宫颈癌组织中ATG5和PDIA3的表达

呈正相关（r = 0.679，P < 0.001）。结果表明，ATG5

和PDIA3蛋白在宫颈癌组织中均呈高表达。

宫颈癌组织图：自左向右ATG5和PDIA3表达程度依次增加。

图1    免疫组化染色法检测ATG5（A）和PDIA3（B）蛋白在正常宫颈组织和宫颈癌组织中的表达

2.2  ATG5、PDIA3 表达与宫颈肿瘤直径、FIGO 分

期、淋巴结转移等临床病理特征明显关联

60例宫颈癌患者中，ATG5 的表达水平在肿

瘤直径（Z = -2.744，P = 0.006）、FIGO分期（Z = -3.114，
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P = 0.002）、淋巴结转移（Z = -2.687，P = 0.007）方面

的差异具有统计学意义，肿瘤高负荷、FIGO分期，淋

巴结转移阳性对应更高的ATG5表达水平；PDIA3的

表达水平在肿瘤直径（Z = -4.036，P < 0.001）、分化程

度（Z = 7.205，P = 0.027）、FIGO 分期（Z = -2.852，

P = 0.004）和淋巴结转移（Z = -3.237，P = 0.001）方面

的差异具有统计学意义，肿瘤高负荷、低分化、较高

的FIGO分期、淋巴结转移阳性对应更高的PDIA3表

达水平。见表1。

表1    ATG5和PDIA3蛋白的表达水平与宫颈癌患者临床病理特征的关系

临床病理特征

组织类型

正常

肿瘤

年龄/岁

< 45

≥ 45

肿瘤直径/cm

< 2

≥ 2

分化程度

G1

G2

G3

FIGO分期

≤ ⅡA1

< ⅡA1

治疗前SCC

≤ 1

> 1

肿瘤类型

鳞癌

腺癌

淋巴结转移

有

无

间质脉管癌栓

有

无

神经侵犯

有

无

ATG5

例数（n）

26

60

32

28

32

28

6

21

33

47

13

14

46

51

6

13

47

37

23

54

6

RSR

20.02

53.68

31.58

29.27

25.03

36.75

21.42

32.52

30.86

27.01

43.12

28.79

31.02

29.09

28.25

41.38

27.49

27.96

34.59

29.38

40.58

P

0.000

0.588

0.006

0.341

0.002

0.657

0.909

0.007

0.130

0.139

PDIA3

例数（n）

26

60

32

28

32

28

6

21

33

47

13

14

46

51

6

13

47

37

23

54

6

RSR

27.60

50.39

31.02

29.91

22.36

39.80

16.58

36.62

29.14

27.27

42.19

25.18

32.12

29.35

26.00

43.77

26.83

27.35

35.57

29.61

38.50

P

0.000

0.799

0.000

0.027

0.004

0.173

0.657

0.001

0.064

0.249

2.3  ATG5和PDIA3高表达宫颈癌患者预后较差

通过GEPIA网站宫颈癌组织中ATG5和 PDIA3 

mRNA表达水平预后分析结果（图 2）显示，ATG5 高

表达组宫颈癌患者预后较低表达组差（OS：P = 0.014；

PFS：P = 0.006）；PDIA3高表达组宫颈癌患者预后较低

表达组差（OS：P = 0.01；PFS：P = 0.001）。结果表明，

ATG5、PDIA3 mRNA高表达的宫颈癌患者预后较差。

2.4  功能富集分析及药物敏感性分析

功能富集分析结果显示，ATG5与 PDIA3的GO

分析主要富集在抗原提呈与加工、蛋白加工、阴性

T细胞选择等功能通路上，KEGG分析主要富集在抗

原提呈与加工、自噬、视黄酸诱导基因1（RIG-1）样受

体信号通路、铁死亡等功能通路上，GSEA分析主要

富集在细胞增殖与分化、髓系细胞分化、干细胞分

化、DNA 复制、Wnt 信号通路、AMPK 信号通路、

MAPK信号通路、mTOR信号通路和PI3K/AKT等信

号通路（图 3）。结果表明，ATG5与PDIA3与抗原提

呈与加工、细胞增殖与分化等功能相关。
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图2    ATG5和PDIA3表达对宫颈癌患者OS和DFS的影响

图3    ATG5与PDIA3表达相关基因的GSEA（（A））、GO（（B））和KEGG（（C））分析
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药物敏感性分析结果显示，对ATG5可能敏感的

化疗药物有：（5Z）-7-氧杂烯醇（7-oxozeaenol）、AKT

抑制剂Ⅷ（AKT inhibitor Ⅷ）、克唑替尼（crizotinib）和

帕唑帕尼（pazopanib）等，见图 4；对 PDIA3可能敏感

的 药 物 有 ：阿 卡 地 新（ALCAR）、贝 利 司 他

（belinostat）、博舒替尼（bosutinib）、西妥昔单抗

（cetuximab）、厄 洛 替 尼（erlotinib）、吉 非 替 尼

（gefitinib）、JNK抑制剂Ⅷ（JNK inhibitor Ⅷ）、来那度

胺（lenalidomide）、维奈托克（navitoclax）、尼洛替尼

（nilotinib）、帕 唑 帕 尼（pazopanib）、雷 帕 霉 素

（rapamycin）、维 利 帕 尼（veliparib）、长 春 瑞 滨

（vinorelbine）和伏立诺他（vorinostat）等，见图5。

图4    ATG5对应的可能敏感的药物

3  讨  论

宫颈癌是妇科常见恶性肿瘤，2023年全球宫颈

癌新发病例达66 200例，占女性恶性肿瘤的7%，死亡

病例达 13 030例，占女性恶性肿瘤的 5%[5]。早期宫

颈癌可行手术、放射治疗和化学治疗，但是对局部晚

期和复发转移性宫颈癌的治疗效果不佳[6]。近年来，

免疫细胞[7-8]及治疗性疫苗[9]等免疫治疗是包括宫颈

癌在内的癌症研究领域的热点，但特异性的预测性

生物标志物有待进一步探索。

免疫原性细胞死亡是一种调节性细胞死亡[10]，经

历免疫原性细胞死亡的肿瘤细胞通过分泌一系列窘

迫信号如钙网蛋白、三磷酸腺苷和高迁移率族蛋白

激活适应性免疫应答，从而杀伤肿瘤细胞[4]。免疫原

性细胞死亡这一机制可考虑作为一种新的改善肿瘤

治疗效果的临床策略[11]。具有免疫激活能力的抗原

及佐剂分子会使肿瘤微环境产生非炎症“冷”到炎症

“热”的免疫状态转变趋势，T细胞激活被增强，最终

产生更有效的肿瘤细胞免疫杀伤[12-13]。目前，基于免

疫原性细胞死亡相关基因的肝细胞癌、卵巢癌、胶质

瘤的预测模型已建立[14-16]。

ATG5在细胞自噬、免疫调节及细胞凋亡等方面

均具有重要作用[17]。ATG5在调节肿瘤代谢和免疫逃

逸中发挥重要作用[18]。研究表明，ATG5在前列腺癌、

肝细胞癌中的表达均高于正常组织，其通过影响p53

信号通路促进肝细胞癌发展[19-20]，而在神经母细胞

瘤、乳腺癌中的表达低于正常组织[21-22]。但是，ATG5

在宫颈癌中的研究不多。本研究发现，ATG5在宫颈

癌组织中阳性表达率显著高于正常宫颈组织，并

且与较高的 FIGO 分期和淋巴结转移有关，其高

表达者预后不良。结果说明，ATG5 可能在宫颈

癌中发挥促进肿瘤发生发展的作用。淋巴结是

T 细胞、B 细胞、巨噬细胞增殖和储存的场所，也

是特异性免疫作用的场所，针对实体瘤来说，更

多的淋巴结定植诱导肿瘤免疫耐受并促进远处转

移 [23]，而 ATG5 可以调节免疫细胞的稳态、活化、

增殖和分化，促进或抑制肿瘤的发生发展，也可

以促进或抑制细胞因子的分泌，从而调控肿瘤的

发展[24]。

PDIA3是硫醇异构酶家族的一员，主要参与内质

网中糖蛋白折叠、病毒感染、细胞凋亡等，其表达与

各种肿瘤的预后、免疫调节、免疫细胞浸润、肿瘤微

环境、肿瘤突变负荷和微卫星不稳定性相关[25-26]。

KONDO等[27]研究发现，下调PDIA3表达通过STAT3

信号通路抑制肝细胞癌细胞增殖并诱导细胞凋亡。

另外，PDIA3在不同种类肿瘤的表达水平不尽相同，
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PDIA3在弥漫性胶质瘤[28]和肾透明细胞癌[29]的表达

水平更高，而在胃癌中的表达水平却较低。本研究

发现，PDIA3在宫颈癌组织中呈高表达，是宫颈癌患

者不良预后的指标之一。宫颈癌中PDIA3的表达水

平与肿瘤高负荷、低分化、高 FIGO分期及淋巴结转

移有关。

图5    PDIA3对应的可能敏感的药物

ATG5相关功能主要集中于细胞自噬、免疫调节

与细胞凋亡，而 PDIA3功能主要集中于蛋白质加工

和细胞凋亡，目前尚无关于ATG5和PDIA3之间具体

的分子通路的研究。2016年，GRAG等[30]鉴定出免疫

原性细胞死亡相关基因集，据此基因集联合TCGA数

据库构建的乳腺癌、骨肉瘤预后模型已经建立。
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COX回归方法分析TCGA数据库中 306例宫颈

癌患者免疫原性细胞死亡相关基因对应预后信息，

发现ATG5和PDIA3是宫颈癌不良预后的相关基因。

本研究通过免疫组化实验发现，ATG5和PDIA3在宫

颈癌组织中表达增高，两者之间表达呈正相关；

GEPIA生存分析发现，PDIA3高表达与宫颈癌不良

预后有关；通过 GO、KEGG、GSEA 富集分析明确

ATG5与 PDIA3可能参与抗原提呈与加工、自噬、细

胞增殖与分化、髓系细胞分化、干细胞分化、DNA复

制、Wnt 信号通路、AMPK 信号通路、MAPK 信号通

路、mTOR信号通路、PI3K-AKT等信号通路，但需要

进一步的实验以阐明其分子机制。药物敏感性分析

鉴定出如（5Z）-7-氧杂烯醇、克唑替尼、阿卡地新、贝

利司他、博舒替尼、西妥昔单抗等宫颈癌患者可能敏

感的化疗药物，仍需要充分的临床试验数据验证

支持。
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