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［摘要］ 背景与目的：胰腺癌是具有高侵袭性的消化系统实体肿瘤，因病程初期缺乏特异性临床表现，约80%的患者无

法行根治性切除术。吉西他滨作为胰腺癌化疗的一线用药，由于化疗耐药性，其使用并未显著改善患者预后。迄今，胰腺

癌对吉西他滨治疗发生耐药的具体机制仍不清楚。本研究借助胰腺癌吉西他滨耐药细胞系及胰腺癌病理组织标本，结合在

线数据库，探索胰腺癌吉西他滨化疗耐药的潜在生物标志物。并通过收集与分析胰腺癌患者的随访资料，明确相关靶点

对胰腺癌患者预后的影响。方法：本研究采用吉西他滨浓度递增法逐步诱导构建胰腺癌耐药细胞株；对耐药细胞行二代

高通量RNA-seq测序，并联合在线网络数据库高通量基因表达数据库（Gene Expression Omnibus，GEO）的4个胰腺癌吉西

他滨耐药相关GEO数据集（GSE106336、GSE110580、GSE35141和GSE140077），用生物信息学分析筛选共同差异表达基

因；采用实时荧光定量聚合酶链反应（real-time fluorescence quantitative polymerase chain reaction，RTFQ-PCR）、蛋白质

印迹法（Western blot）及免疫组织化学验证目标分子的表达水平；最后选取自2018年6月—2021年6月就诊于西安交通大学

第一附属医院并经手术后病理学检查确诊为胰腺腺癌的部分患者，从西安交通大学第一附属医院生物样本信息资源中心获

取行胰腺癌根治性切除术的部分患者手术标本共70例（其中30例对吉西他滨治疗耐药，16例未耐药，同时取24例癌旁胰腺

组织作为对照；伦理批件号：2021伦审科字第（457）号，No.XJTU1AF2021LSK-457），并收集其临床和预后相关信息，

用log-rank检验评价目标分子的表达与患者预后的关联性。结果：检测胰腺癌吉西他滨耐药细胞株（MiaPaCa-2 gemcitabine 
resistant，Mia GR）及同种野生型细胞系（MiaPaCa-2 wild type，Mia WT）针对吉西他滨杀伤的半数抑制浓度（half maximal 
inhibitory concentration，IC50），结果表明Mia GR组的IC50显著高于Mia WT组（258.10 μmol/L vs 0.18 μmol/L），耐药指数

（resistence index，RI）高达1 443.9。对耐药株与野生细胞系的二代转录组测序结果分析得到3 985个差异表达基因，再与4
个胰腺癌吉西他滨耐药的在线GEO数据集（GSE106336、GSE110580、GSE35141和GSE140077）中的数据作横向比较，发

现有25个共同差异表达基因。结合文献回顾和对基因的功能注释和通路富集分析，进一步筛选发现INPP4B在其中发挥关

键作用。接下来通过细胞学的RTFQ-PCR及Western blot检测，证实INPP4B在耐药细胞中的mRNA表达和蛋白水平均显著高

于野生型（P＜0.05）。最后对30例耐药胰腺癌组织、16例未耐药胰腺癌组织以及24例癌旁胰腺组织进行免疫组织化学分

析。结果显示，与未耐药组相比，耐药组胰腺癌患者的INPP4B表达水平明显更高，而正常组织中INPP4B的表达水平明显低

于这两种类型的癌组织。将胰腺癌组织中的INPP4B表达水平与患者生存信息相对应，绘制Kaplan-Meier曲线，结果表明，

INPP4B低表达组患者的无进展生存期（progression-free survival，PFS）显著优于INPP4B高表达组（HR＝2.874，95% CI：
1.262~6.544，P＝0.013）。同时，低INPP4B表达组患者的总生存期（overall survival，OS）相比INPP4B高表达组也有明显

优势，虽然其间差异无统计学意义（HR＝1.484，95% CI：0.518~4.250，P＝0.465）。结论：INPP4B可能是一种潜在的胰

腺癌吉西他滨化疗耐药生物标志物，且与耐药胰腺癌患者的不良预后相关。针对此靶点设计相应的检测及治疗手段，将有

望早期识别对吉西他滨治疗潜在耐药的胰腺癌患者，极大地改善其预后。
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［Abstract］ Background and purpose: Pancreatic cancer is a highly aggressive solid tumor of the digestive system, with radical 
resection being unfeasible in approximately 80% of patients due to the absence of specific clinical manifestations in the early 
stages. The use of gemcitabine as a first-line chemotherapeutic agent has not significantly improved patient prognosis, primarily 
due to the development of chemoresistance. The precise mechanisms underlying gemcitabine resistance in pancreatic cancer remain 
unclear. This study aimed to explore potential biomarkers associated with gemcitabine chemoresistance in pancreatic cancer by 
utilizing gemcitabine-resistant cell lines and pathological pancreatic cancer tissues, in conjunction with data from online databases. 
Additionally, we analyzed follow-up data from pancreatic cancer patients to assess the impact of relevant targets on patient prognosis. 
Methods: In this study, gemcitabine-resistant cell lines were developed through stepwise induction using a gemcitabine concentration 
gradient. Second-generation high-throughput RNA-seq sequencing was conducted on these resistant cells, and bioinformatics 
analysis was employed to identify four pancreatic cancer genes from the Gene Expression Omnibus (GEO) datasets (GSE106336, 
GSE110580, GSE35141, and GSE140077). Co-expressed genes were screened using real-time fluorescence quantitative polymerase 
chain reaction (RTFQ-PCR), Western blot and immunohistochemistry to verify the expression levels of target molecules. Surgical 
specimens from 70 patients diagnosed with pancreatic adenocarcinoma at the First Affiliated Hospital of Xi'an Jiao Tong University 
between June 2018 and June 2021 were analyzed. These included 30 specimens resistant to gemcitabine, 16 non-resistant specimens, 
and 24 normal pancreatic tissues as controls. Ethical approval was obtained (Ethical approval: 2021 LunxuanKeZi No. 457, 
No. XJTU1AF2021LSK-457). Clinical and prognostic information was collected, and the log-rank test was used to evaluate the 
relationship between target molecule expression and patient prognosis. Results: The half maximal inhibitory concentration (IC50) for 
gemcitabine was significantly higher in the gemcitabine-resistant cell strain (Mia GR) than in the wild-type cell line (Mia WT) (258.10 
μmol/L vs 0.18 μmol/L), with a resistance index (RI) of 1 443.9. Transcriptome sequencing identified 3 985 differentially expressed 
genes, of which 25 were shared with the GEO datasets. Further analysis highlighted INPP4B as a key gene. RTFQ-PCR and Western 
blot confirmed that INPP4B mRNA and protein levels were significantly elevated in drug resistant cells compared to wild-type cells (P
＜0.05). Immunohistochemical analysis revealed that INPP4B expression was significantly higher in drug resistant pancreatic cancer 
tissues compared to non-drug resistant tissues, and lower in normal tissues than in both cancerous tissue types. Kaplan-Meier curves 
demonstrated that patients with low INPP4B expression had significantly better progression-free survival (PFS) than those with high 
expression (HR＝2.874, 95% CI: 1.262-6.544, P＝0.013). Although patients with low INPP4B expression also showed better overall 
survival (OS), the difference was not statistically significant (HR＝1.484, 95% CI: 0.518-4.250, P＝0.465). Conclusion: INPP4B 
may serve as a potential biomarker for gemcitabine chemoresistance in pancreatic cancer and is associated with poor prognosis in 
drug resistant patients. Developing targeted assays and treatments for INPP4B could facilitate early identification of patients likely to 
exhibit resistance to gemcitabine therapy, thereby improving their prognosis.
［Keywords］ Pancreatic cancer; Gemcitabine; Chemoresistance; INPP4B; Prognosis

胰腺癌是目前预后极差的恶性肿瘤之一，

其死亡率位居所有癌症死因中的第四位［1］，预

计到2030年将成为全球癌症死因的第二位［2］。

尽管胰腺癌治疗手段的进步使得各期患者的5年
生存率略有提高，但仍然不足12%［3］。化疗是

胰腺癌治疗的重要组成部分，吉西他滨作为各期

胰腺癌的标准疗法用药［4］，可显著改善患者的

预后，然而化疗耐药问题严重制约了其疗效。因

此，迫切需要寻找胰腺癌吉西他滨化疗耐药中的

特定生物标志物，以改善胰腺癌患者化疗现状。

I N P P 4 B 基 因 编 码 Ⅱ 型 肌 醇 聚 磷 酸 盐

4 - 磷 酸 酶 ， 通 过 调 控 磷 脂 酰 肌 醇 3 - 激 酶

（phosphoinositide3-kinase，PI3K）/蛋白激酶B
（protein kinase，AKT）信号转导通路，在多种

恶性肿瘤中显示出潜在的靶向治疗作用［5-6］。有

研究［7-8］表明，INPP4B表达的增加与胰腺癌患

者的不良临床结局相关。在胰腺癌组织中其上调

表达，并通过激活AKT而在胰腺癌中发挥促癌作



1092 任加强，等  胰腺癌吉西他滨化疗耐药生物标志物—INPP4B的探索性研究

用。但也有研究［9］表明，INPP4B可以通过抑制

AKT活性来抑制胰腺癌的上皮-间质转化和侵袭

能力。目前涉及INPP4B与胰腺癌吉西他滨化疗

耐药的关联性以及对于其在吉西他滨化疗耐药胰

腺癌群体中的表达水平的研究鲜见报道。

因此，本研究使用吉西他滨耐药胰腺癌细

胞株，通过生物信息学分析逐步筛选出可能的耐

药生物标志物—INPP4B，并通过实时荧光定量

聚合酶链反应（real-time fluorescence quantitative 
polymerase chain reaction，RTFQ-PCR）、蛋白

质印迹法（Western blot）检测和免疫组织化学等

方法进行验证。最后，利用患者的随访数据来探

究INPP4B与吉西他滨化疗耐药胰腺癌患者预后

的相关性。总之，本研究旨在探索胰腺癌吉西他

滨化疗耐药的潜在生物标志物，为临床工作者在

早期识别可能对吉西他滨耐药的胰腺癌患者提供 
参考。

1 材料和方法

1.1  实验材料及数据

1.1.1  细胞及标本收集 

本实验所用人源性胰腺癌细胞系Mia PaCa-2
来源于中国科学院典型培养物保藏委员会细胞

库。标本获取自西安交通大学第一附属医院生物

样本信息资源中心。

1.1.2  主要试剂

DMEM培养基购自美国Gibco公司，胎牛血

清购自浙江天杭生物科技有限公司），吉西他

滨购自美国MCE公司，以二甲基亚砜（dimethyl 
sulfoxide，DMSO）溶解；CCK-8试剂盒购自美

国Bio-Rad公司；活性氧检测试剂盒购自上海碧

云天生物技术有限公司；INPP4B二抗购自英国

Abcam公司；RNA提取试剂盒购自上海飞捷生

物技术有限公司；反转录合成试剂盒购自日本

Takara公司。

1.1.3  临床数据 

本研究临床数据来自2018年6月—2021年6
月就诊于西安交通大学第一附属医院并经术后病

理学检查确诊为胰腺腺癌的部分患者，胰腺癌患

者的预后信息来源于西安交通大学第一附属医

院肝胆外科随访办公室，所有患者均已签署随

访知情同意书。随访日期截至2023年12月，所

有患者均完成至少30个月的随访。具体纳入标

准为：① 经病理学检查确诊为胰腺腺癌；② 确
诊后于我院行进一步系统治疗；③ 所行化疗方

案中含吉西他滨；④ 对化疗方案具备耐受能力

且愿意配合随访。该研究已经西安交通大学第

一附属医院伦理委员会审批通过（伦理编号：

No.XJTU1AF2021LSK-457）。

1.2  实验方法

1.2.1  细胞培养及耐药细胞株构建 

Mia  PaCa-2细胞在含有10%胎牛血清的

DMEM培养基中置于37 ℃、CO2体积分数为5%
的环境中培养。每隔2~3天更换培养基，并在细

胞生长达到90%时按1∶2或1∶3的比例进行传

代，并取对数生长期的细胞进行后续实验。耐

药细胞株（MiaPaCa-2 gemcitabine resistant，Mia 
GR）是通过逐步增加吉西他滨干预浓度来诱导

野生细胞系（MiaPaCa-2 wild type，Mia WT）获

得的，具体步骤如下：Mia WT细胞培养基中加

入初始吉西他滨至浓度0.01 μmol/L，培养48 h后
除去死亡细胞，并更换新的培养基继续培养。然

后，按照2倍递增的方式逐渐增加药物浓度，直

到达到100 μmol/L的浓度。经过10个月的操作，

获得了对吉西他滨稳定耐受的细胞株Mia GR，

并在后续培养和传代过程中定期向培养基中加入 
5 μmol/L吉西他滨以维持细胞的耐药性。

1.2.2  CCK-8试验 

分别制备处于对数生长期的Mia WT和Mia 
GR细胞的悬液，经计数后加入96孔板中，每孔

约2 000个细胞，每孔加入100 μL培养基，每组设

置3个复孔。在干预后的48 h，每孔中加入10 μL 
CCK-8试剂，在37 ℃条件下温育1 h后，使用酶

标仪检测其在450 nm波长处的吸光度（D）值。

1.2.3  活性氧检测试验 

将Mia WT及Mia GR细胞培养至6孔板中，在

相同浓度的吉西他滨浓度下处理48 h后去除培养

基，并用PBS洗涤细胞3次。使用活性氧检测试

剂盒，并按照试剂说明书检测细胞内活性氧的含
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量。使用ZEISS荧光显微镜拍照记录活性氧的生

成情况。

1.2.4  生物信息学分析 

对Mia WT及Mia GR细胞系分别设置3个生物

重复，使用Illumina TruSeq RNA样品制备试剂盒

（美国CA公司）构建样品文库，并利用Illumina 
HiSeq2500平台进行PE150测序。使用DEseq2 R软

件包分析差异表达基因，以log2 Fold change的绝对

值≥1和q值＜0.05作为判断差异基因表达显著性的

标准。接着对差异表达基因进行层次聚类分析，

并绘制火山图及热图。从在线数据库高通量基因

表达数据库（Gene Expression Omnibus，GEO）

（http://www.ncbi.nlm.nih. gov/geo/）下载并提取了 
4个GEO数据集（GSE106336［10］、GSE110580［11］、

GSE35141［12］和GSE140077［13］），用于比较不同

胰腺癌耐药细胞系间的差异表达基因。使用R软

件包VennDiagram（version 1.6.20）中的calculate.
overlap函数，https://www.r-project.org/）获取不

同组别差异基因之间的Overlap信息，并绘制韦

恩图，以获得共同的差异表达基因。使用DAVID
数据库（https://david.ncifcrf.gov/）进行基因功

能注释（Gene Ontology，GO）和京都基因与

基因组百科全书（Kyoto Encyclopedia of Genes 
and Genomes，KEGG）通路富集分析。利用在

线平台GEPIA2（http://gepia.cancer-pku.cn/index.
html）分析癌症基因组图谱（The Cancer Genome 
Atlas，TCGA）数据库中INPP4B的表达情况。

1.2.5  免疫组织化学分析

将获取的胰腺组织用福尔马林固定并包埋

成蜡块，根据临床信息分布为微阵列组织芯片并

切片，包括耐药和未耐药的胰腺癌组织以及癌旁

胰腺组织。其中耐药标本取自吉西他滨治疗耐

药组胰腺癌患者，而未耐药标本相应地取自未

耐药组患者。参考实体肿瘤疗效评价准则（The 
Response Evaluation Criteria in Solid Tumors，
RECIST）1.1版本［14］。对吉西他滨耐药定义

为：开始使用吉西他滨治疗后的6个月内评估

出现疾病进展（progressive disease，PD）；而

吉西他滨治疗开始后的6个月内表现为疾病稳

定（stable disease，SD）、完全缓解（complete 

response，CR）或部分缓解（partial response，
PR）被视作未耐药，即治疗有效［15］。考虑到吉

西他滨的一个治疗周期为1个月，而6个月（即6
个周期）的临界值取自各分期胰腺癌患者平均总

生存期（overall survival，OS）的中位值，约12.6
个月［16］。对切片进行INPP4B的免疫组织化学染

色：先与抗INPP4B一抗温育，阴性对照无一抗

培养。使用DAB染色，再采用苏木精复染。在切

片扫描后，对每个截面在20倍放大时随机捕获3
个视野进行评估。使用Image J软件检测INPP4B
的染色，根据阳性细胞百分比和染色强度（转换

为平均光密度）进行免疫组织化学评分。

1.2.6  RTFQ-PCR试验 

从肿瘤细胞中提取总RNA，加入20 μL DEPC
进行溶解，测定260 nm处D值进行定量后，反转

录合成cDNA。以GAPDH为内参，采用2-ΔΔCT 法
分析INPP4B的基因表达水平。引物序列顺义链

为：GTCTGACAAGATACTCCAGCAC，反义链

为GGGAATGTGACACCAGTCAAAA。实验重复

3次，取平均值。

1.2.7  Western blot检测 

将细胞裂解后提取各组细胞的总蛋白，采

用二辛可宁酸（bicinchoninic acid，BCA）进行

蛋白定量。调齐各组蛋白浓度后加入上样缓冲

液（loading buffer），并在100 ℃下加热处理

10 min使蛋白变性。随后制胶、上样、电泳、转

膜，并在专用封闭液封闭后加入一抗（1∶1 000
稀释），在4 ℃下温育过夜。之后用吐温-20三
乙醇胺缓冲盐溶液（tris-buffered saline Tween，
TBST）洗膜3次，每次10 min，然后加入二抗

（1∶50 000稀释），在室温下温育2 h后再次

洗膜。最后加入显影剂进行曝光显影，检测

INPP4B的蛋白表达。

1.3  统计学处理

定量资料符合正态分布者采用x±s表示，否

则以中位数（范围）表示。对数据进行正态性检

验和方差齐性分析。如果数据符合正态性和方差

齐性，则采用Student-t检验，如不符合，则采用

非参数检验。使用log-rank检验的Kaplan-Meier曲
线分析评价OS和PFS。采用双侧检验，P＜0.05
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为差异有统计学意义。采用SPSS 20.0软件进行统

计分析，并使用GraphPad Prism 8.0软件进行图表

绘制。

2 结  果

2.1  吉西他滨耐药胰腺癌细胞株的鉴定

Mia GR细胞株相比于Mia WT细胞系表现出

对吉西他滨极高的耐药性。按照吉西他滨浓度

梯度设置共9组，每组浓度是前一组浓度的1/2。
Mia GR的浓度范围为0~200 μmol/L，而Mia WT
的浓度范围为0~3 μmol/L。使用CCK-8法检测

两组细胞在不同吉西他滨浓度梯度下干预48 h
后的D值，并计算半数抑制浓度（half maximal 
inhibitory concentration，IC50）。结果显示，

Mia GR组的半数致死量（median lethal dose，

IC50）显著高于Mia WT组（258.1 μmol/L vs  

0.18 μmol/L）。经计算，Mia GR细胞株的耐药指

数（resistance index，RI）为1 443.9，表明其耐

药性良好（图1）。

胰腺癌细胞在化疗药物作用下会产生活性

氧，因此活性氧的产生可视作细胞对抗杀伤效应

的反应指标。本研究检测了相同浓度的吉西他滨

（1 μmol/L）干预后，Mia GR和Mia WT细胞内

活性氧的产生情况（图1C）。细胞荧光成像结果

显示，Mia WT细胞系经过吉西他滨处理后，活

性氧水平明显升高，而Mia GR细胞株则活性氧水

平变化不明显。从另一个角度可以看出，所构建

的耐药细胞株对吉西他滨具有较强的抵抗性。

图1  吉西他滨耐药胰腺癌细胞株的鉴定

Fig. 1  Identification of gemcitabine resistant pancreatic cancer cell strain

A: IC50 quantitative efficacy curves of Mia GR; B: IC50 quantitative efficacy curves of Mia WT against gemcitabine; C: Levels of reactive oxygen 
species production in response to gemcitabine by Mia WT and Mia GR cell lines.
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2.2  胰腺癌吉西他滨耐药细胞系的测序及结果

分析

在本研究中，对两组细胞进行了高通量RNA-
seq测序，结果显示，Mia GR和Mia WT之间共筛

选出了3 985个差异表达基因，其中有1 559个基因

上调，2 426个基因下调（图2A）。然后，使用差

异倍数和差异显著性两个指标将特定的差异基因

定位到坐标系中的不同位置，绘制差异表达基因

的火山图（图2B），以直观地显示差异表达基因

间的差异化。此外，还使用聚类分析中的K-means
算法将差异表达基因划分为多个具有相似表达模

式的集合，并绘制了所有组别差异表达基因的热

图（图2C）。该热图的颜色差异代表了基因在不

同分组间表达量（FPKM）的差异，较好地反映

了样本的整体聚类结果。

为了进一步缩窄研究目标基因的筛选范围，

将测序结果与采用其他胰腺癌细胞系的同类型

研究在外部数据库中进行比对。与4个GEO数

据集（GSE106336、GSE110580、GSE35141和
GSE140077）中采用的横向比较结果相结合，发

现其中有25个共同差异表达基因（图2D）。进

一步对这些基因进行了功能（图2E）和通路富

集分析（图2F）。结果显示，基因的表达变化

在磷脂酰肌醇合成、磷酸肌醇代谢和去磷酸化

等功能和通路中富集明显。结合相关的文献回 
顾［17-18］，INPP4B不仅可通过将PI(3,4)P2转化为

PI(3)P并抑制PI3K/AKT信号转导，还可降低PI3K/
AKT/SGK3信号转导通路中一些必需蛋白的表达，

包括p-AKT、p-SGK3、p-mTOR、磷酸化p70S6K
和PDK1等，因此进一步发掘得到上述富集的功能

和通路中，均有INPP4B分子发挥着关键作用。

图2  胰腺癌吉西他滨耐药细胞株的测序及结果分析

Fig. 2  Sequencing of gemcitabine resistant cell strain in pancreatic cancer and analysis of the results

A: Differentially expressed genes of Mia GR and Mia WT; B: Volcano plots; C: Heat maps of differentially expressed genes; D: Common 
differentially expressed genes in different cell lines in the online database of isoform studies; E: Gene ontology terms of common differentially 
expressed genes; F: KEGG pathway enrichment analysis.
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2.3  INPP4B在胰腺癌细胞及组织中的表达水平

鉴定

RNA-seq测序结果显示，Mia GR细胞株中

INPP4B的mRNA表达水平显著高于Mia WT细胞

系（图3A）。随后进行的RTFQ-PCR验证了这一

点（P＜0.001，图3B）。采用Western blot检测

Mia WT和Mia GR细胞中INPP4B蛋白的表达水

平，结果显示，Mia GR细胞中的INPP4B蛋白表

达水平同样显著高于Mia WT细胞（P＜0.01，图

3C）。

使用在线数据库T C G A的数据，本研究

获取了 1 7 9例胰腺癌患者和 1 7 1例对照组的

I N P P 4 B表达情况。结果显示，胰腺癌患者

中的 INPP4B表达水平明显高于对照组（P＜ 

0.05，图3D），并且INPP4B的表达水平在不同

分期的胰腺癌患者中存在差异（图3E）。为了

进一步验证INPP4B在吉西他滨耐药胰腺癌组织

中的表达情况，选取了来自本院的30例耐药组

患者的胰腺癌组织、16例未耐药组患者的胰腺

癌组织以及24例癌旁组织进行免疫组织化学分

析。结果显示，与未耐药组相比，耐药组胰腺患

者的INPP4B表达水平明显更高，而癌旁组织中

INPP4B的表达水平明显低于这两种类型的癌组

织（图3F），与此前得到的结果一致。

图3  INPP4B在胰腺癌细胞及组织中的表达水平鉴定

Fig. 3  Identification of INPP4B expression levels in pancreatic cancer cells and tissues

A: The mRNA expression level of INPP4B in each group of samples from sequencing results; B: RTFQ-PCR to verify the mRNA level of INPP4B 
in Mia GR and Mia WT; C: Western blot to detect the expression level of INPP4B in Mia WT and Mia GR and statistics; D: Difference in expression 
levels of INPP4B between tumor patients and control group; E: Distribution of expression levels of INPP4B in patients with different stages of 
pancreatic cancer in TCGA database; F: Immunohistochemical analysis of INPP4B expression levels in drug resistant pancreatic cancer tissues, non-
drug resistant pancreatic cancer tissues, and para-cancerous tissues. *: P＜0.05, compared with each other; **: P＜0.01, compared with each other; ***: 
P＜0.001, compared with each other.
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2.4  INPP4B表达水平与胰腺癌患者预后的关系

使用获取的胰腺癌患者组织以及部分患者的

生存信息（表1），本研究共计统计了46例胰腺

癌患者组织中INPP4B的免疫组织化学评分，并

将所得到的INPP4B表达水平与其生存信息相对

应，然后绘制出相应的Kaplan-Meier曲线。

结果显示， INPP4B低表达组患者的无进

展生存期（progression-free survival，PFS）显

著优于高INPP4B表达组（HR＝2.874，95% 
CI：1.262~6.544，P＝0.013，图4A）。同时，

INPP4B低表达组患者的OS较INPP4B高表达组

也有明显优势，但差异并无统计学意义（HR
＝1.484，95% CI：0.518~4.250，P＝0.465，图

4B）。

表 1  胰腺癌患者的基线特征及预后信息

Tab. 1  Baseline characteristics and prognosis information of 

patients with pancreatic cancer

Item
Group

Chemoresistance 
(n＝30)

Non-chemoresistance 
(n＝16)

Gender n (%)

Male 17 (56.7) 11 (68.8)

Female 13 (43.3) 5 (31.2)

Age/year

Median (range) 59 (35-79) 58 (46-80)

OS t/month

Median (range) 9.9 (2.0-26.9) 17.7 (5.2-31.0)

PFS t/month

Median (range) 7.8 (1.6-26.9) 15.0 (1.3-31.0)

OS: Overall survival; PFS: Progression-free survival. 

图4  INPP4B表达水平与胰腺癌患者预后的关联

Fig. 4  Association between INPP4B expression level and prognosis of patients with pancreatic cancer

A: Kaplan-Meier curve of INPP4B expression level correlated with patients’ OS; B: Kaplan-Meier curve of INPP4B expression level correlated with 
patients’ PFS.

3 讨  论

胰腺癌作为一类高度恶性、预后极差的疾

病，在全球范围内居癌症死因的高位。目前对这

种实体肿瘤唯一可能治愈的选择是根治性手术

切除，但由于肿瘤高侵袭性的生物学特性和缺

乏早期疾病特异性体征和症状，只有不足20%的

患者在诊断时存在手术切除的可能［19］。即便接

受手术，大多数患者在术后不久会面临复发和转 
移［20］，预后仍然很差。到目前为止，化疗是有

效控制胰腺癌的重要选择。吉西他滨作为胰腺癌

治疗的标准用药被用于多种胰腺癌化疗方案，但

往往获益有限，这在很大程度上是由于在吉西他

滨治疗期间胰腺肿瘤细胞出现的耐药性所致。

关于吉西他滨耐药的原因可以被概括为肿

瘤细胞的内在原因和肿瘤微环境两方面。肿瘤细

胞内在原因的探索需要立足于其基因表达，不仅

因为胰腺癌具有特征性的基因突变，包括常见的

KRAS、CDKN2A、TP53和SMAD4［21］等，而且

10%~15%的胰腺癌患者在SWI/SNF染色质重塑

基因中获得与大规模结构基因组畸变相关的变 
异［22］，可能与其化疗耐药性有关。此外，具有

免疫抑制性的肿瘤微环境可以帮助胰腺癌细胞逃
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避宿主的免疫监视［23］，这种以癌症相关成纤维

细胞、基质金属蛋白酶和独特结缔组织增生为

特征的细胞外基质，被认为是对大多数单药治疗

方法产生耐药性的原因［24］。目前有许多正在进

行的临床试验旨在提高免疫系统对胰腺癌的敏感

性，以克服肿瘤微环境的免疫抑制特性及其共有

的化疗耐药性。

基因检测在胰腺癌治疗中的指导作用正在不

断被强化。有研究［25］发现合并BRCA1/2突变的

晚期胰腺癌患者对铂类药物敏感且能够从奥拉帕

利的维持治疗中获益，基于一项前瞻性试验［26］

已经批准在选择性BRCA1/2致病性胚系变异患者

中使用靶向治疗药物奥拉帕利。我们的研究同

样借助对Mia GR和Mia WT细胞系的测序结果，

分析发现两者间大部分差异表达基因被归类为

与磷酸化相关的功能和通路，如磷脂酰肌醇合

成、磷酸肌醇代谢以及去磷酸化等。同时，既往

研究［27］表明，吉西他滨经人体摄取后需要在细

胞内磷酸化才能发挥抗肿瘤活性，且多种磷酸化

反应的限速酶被证实是胰腺癌对吉西他滨耐药现

象的关键分子，因此我们将研究聚焦于该类功能

或通路，并进一步发掘出了其中的关键基因—

INPP4B。

INPP4B基因编码一种参与磷脂酰肌醇信号

转导通路的磷酸酶，其通过水解PI(3，4)P2来
抑制PI3K/AKT信号转导通路的作用已得到证 
实［6］。PI3K/AKT信号转导通路的过度激活已

被证实是肿瘤发生和发展的驱动因子［3］，因此

可作为多种恶性肿瘤的治疗靶点。本研究结果

表明，INPP4B的表达水平在胰腺癌耐药细胞/
组织中显著高于未耐药组，进一步的生存分析

显示INPP4B低表达水平的患者相比高表达水平

者有着更好的预后。结合既往研究，我们猜测

INPP4B与胰腺癌吉西他滨耐药之间可能通过磷

酸化/去磷酸化代谢产生关联，考虑到INPP4B主

要的功能是将PI(3,4)P2去磷酸化生成PI(3)P，而

吉西他滨发挥作用同样需在细胞中经历两步关键

的磷酸化反应，磷酸基(P)作为其中共同的代谢产

物可能是它们之间关联的核心，而其中的具体机

制有待后续的体内、外实验进一步去探索。

INPP4B作为一种化疗响应的标志物已有

报道。Asleh等［28］针对转移性乳腺癌患者为期

13年的中位随访发现，被定义为“巢蛋白+或

INPP4B-”的乳腺癌患者在接受含吉西他滨的化

疗时，OS率明显优于多西他赛单药治疗（HR＝

0.31，95% CI：0.16~0.60）。这一研究结论从另

一角度提示INPP4B阳性的转移性乳腺癌患者可

能与不佳的吉西他滨治疗响应相关，与我们在胰

腺癌患者中的发现不谋而合，尽管该结论仍需要

通过更大的前瞻性临床研究进行验证。

总之，本研究发现，在吉西他滨耐药胰腺癌

细胞株Mia GR与亲本细胞系Mia WT之间的所有

差异表达基因中，INPP4B很可能是与耐药现象

有关联的关键生物标志物，同时INPP4B在耐药/
未耐药胰腺癌患者组织及正常胰腺组织间表现出

显著的表达水平差异，且与这些患者的预后显著

相关。因此，后续我们计划以INPP4B分子相关

的磷酸化/去磷酸化代谢为基础，深入挖掘其在

胰腺癌吉西他滨耐药中的调控靶点及作用机制，

为后续开发新的靶向治疗药物以改善胰腺癌吉西

他滨化疗现状奠定基础。
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