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摘要院目的 明确 CDKN2A突变状态对肾癌进展机制及药物敏感性的影响遥 方法 使用开源网络工具 cBioPortal分析肾癌患者

CDKN2A突变类型尧频率及生存状况渊总体生存和无疾病生存冤袁采用 GDSC平台绘制关于 CDKN2A的药物敏感火山图和散

点图袁基因集富集分析渊GSEA冤评估预定义基因集中的基因分布袁绘制差异表达基因渊DEGs冤和 DEGs火山图遥结果 TCGA数据

显示袁5.00%的肾细胞癌存在 CDKN2A突变袁CDKN2A突变的肾细胞癌患者总体生存率和无病生存率较差曰CDKN2A突变可

能会增加对 Tenovin-6等药物的耐药性袁 这在各种肿瘤和肾细胞癌中的野生型具有显著的选择性遥 GO和 KEGG分析显示袁

DEGs在与细胞分裂和多种代谢进展相关的通路中富集遥 结论 多个基因和通路途径可能在 CDKN2A突变中起关键作用遥
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Relationship Between CDKN2A Gene Mutation and Drug Sensitivity and

Prognosis of Renal Cell Carcinoma
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Abstract：Objective To clarify the effect of CDKN2A mutation status on the progression mechanism and drug sensitivity of renal cell carcinoma.

Methods The open source network tool cBioPortal was used to analyze the mutation type, frequency and survival status (overall survival and disease-

free survival) of CDKN2A in patients with renal cell carcinoma. The GDSC platform was used to draw the drug-sensitive volcano map and scatter plot

of CDKN2A. The gene set enrichment analysis (GSEA) was used to evaluate the gene distribution in the predefined gene set, and the differentially

expressed genes (DEGs) and DEGs volcano map were drawn.Results TCGA data showed that 5.00 % of renal cell carcinoma had CDKN2A mutation,

and the overall survival and disease-free survival of patients with CDKN2A mutation were poor. CDKN2A mutations might increase resistance to drugs

such as Tenovin-6, which was significantly selective for wild-type in various tumors and renal cell carcinoma. GO and KEGG analysis showed that

DEGs were enriched in pathways associated with cell division and multiple metabolic processes.Conclusion Multiple genes and pathways may play a

key role in CDKN2A mutation.
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肾透明细胞癌（kidney renal clear cell carcinoma）

是泌尿系统肾细胞癌的一个独特亚型，根治性切除

是肾细胞癌的主要治疗方法，其次是化疗和靶向治

疗。然而，即使手术治疗成功，仍有 30%的患者可能

出现肿瘤复发或远处转移[1-3]。不同基因突变的患者

可能对不同的药物治疗产生耐药性，因此对不同基

因突变的患者进行个体化治疗更为重要[4]。因此，确

定肾细胞癌进展和预后的潜在生物标志物和潜在相

关分子机制是必要的，寻找潜在相关的靶向药物对

于个体化治疗至关重要。Xu J等 [5]研究证实，CD原

KN2A 启动子甲基化发生在支气管细胞癌变的早

期。Hayashi T等[6]研究了胃癌患者的肿瘤组织，发现

CDKN2A 的失活通常是由 5'CpG 岛的纯合缺失和

高甲基化引起的，这在胃癌的发生发展中起着重要

作用。Wang L等[7]发现，在 77例平滑肌肉瘤患者中，

22%的患者存在 CDKN2A基因启动子高甲基化，表

明 CDKN2A启动子高甲基化及其蛋白表达缺失与

预后不良密切相关。然而，CDKN2A在肾细胞癌中

的作用尚不确定[8]。CDKN2A突变状态可能影响某

些肾细胞癌患者的病情进展和治疗。因此，探索

CDKN2A 突变患者的一些相关信号通路将有助于

进一步了解肾细胞癌进展的分子水平机制，并为患

者的个体化治疗策略提供指导。为了探索肾细胞癌

预后和个体化治疗反应的机制，本研究对肾细胞癌

的 RNA测序数据集以分析基因突变，研究泛癌和肾

细胞癌中 CDKN2A突变的药物敏感性。

1资料与方法

1.1 数据来源 从在线探索工具 TCGA 数据库下载

（http://xena.ucsc.edu/）肾细胞癌基因表达谱（使用

AgilentG4502A_07_3的肾细胞癌 RNA表达和突变

基因）和临床信息。采用开源网络工具 cBioPortal分

析 Kaplan -Meier 图和 CDKN2A 突变（http://www.
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cbioportal.org/index.do）。BioPortal 数据库（http：//www.

cbioportal.org）整合了各种基因数据类型，包括 TC原

GA、UCSC、GDAC 等，从 cBioPortal数据库获得 600

份肾细胞癌样本，通过数据库筛选选项，提取患者相

关资料，筛选条件：淤“Cancer Type：KIRC”；于“Gene：

CDKN2A”；盂“Data Type：mRNA”。应用 survival选项

分析 600份样本中 CDKN2A 突变情况与生存时间

（总体生存和无疾病生存）关系图，对 3种不同肾细

胞癌研究中突变类型的 mRNA表达进行比较。

1.2 GDSC数据库分析 癌症药物敏感性基因组学数

据库（GDSC）（https://www.cancerrxgene.org/）是癌症

临床研究中最常用的数据库之一，收集了大量关于

肿瘤细胞药物敏感性的信息，进入数据库所有药物

的界面，将“CDKN2A”数据集数据与化合物敏感性

相关联，查看泛癌和肾细胞癌中 CDKN2A突变在药

物的细胞系 IC50 图，并绘制和生成与相应药物敏感

性的火山图和散点图。

1.3基因集富集分析 基因集富集分析（GSEA）用于

评估按表型相关性排序的基因列表中预定义基因集

中的基因分布，以确定它们对表型的作用（http://

software.org/gsea/下载 .jsp）。应用分子特征数据库

（MSigDB），基于标称 值和标准化富集分数（NES）

分析路径富集。根据 CDKN2A 基因表达量分为两

组，通过 GSEA4.1.0分析 CENPF基因表达水平对各

种生物通路基因集的影响，按照默认富集加权统计

方法，选择 MSigDB 数据库的基因集（c2.cp.kegg.

v7.2.symbols.gmt）作为参照基因集，置换次数为

1000次，计算基因富集得分（enrichment score，ES）。

1.4 差异基因（DEGs）的鉴定与富集分析 使用 R

软件包在微阵列数据中选择-Log10（ value）跃2 且

∣Log2（fold change）∣约1的 DEGs。由 DAVID（http://

david.ncifcrf.gov）对 DEGs进行 KEGG途径和 GO富

集分析，其中 FDR约0.05，-LogFDR跃1.302的前几个

通路被认为是显著的。

1.5统计学方法 采用 Wilcoxon 试验比较突变型和

野生型之间的 CDKN2A mRNA表达水平；采用 Ka原

plan-Meier法和 Log rank检验，通过 Graphpad计算

不同 CDKN2A 组之间的临床结果；edgeR 和 GSEA

中的 FDR 分别采用 Benjamini-Hochberg 程序进行

多次试验调整，以控制 FDR。 约0.05被认为差异有

统计学意义。

2结果

2.1 肾细胞癌中的 CDKN2A 表达及突变 600 例肾

细胞癌样本中有 5.00%的 CDKN2A突变病例，其余

为野生型（图 1A）。CDKN2A在肾细胞癌中的突变类

型包括亚基突变、错义突变、截断突变和跨越整个基

因的深度缺失（图 1B）。其中，3.00%为深度缺失，

2.00%为错义突变、截断突变和 inframe 突变（图

2A）。CDKN2A突变类型为深度缺失的 mRNA表达

低于野生型（图 2B）；与突变型相比，野生型的 CD原

KN2A表达较高（图 2C）；CDKN2A在肾细胞癌中的

表达高于正常肾组织。

2.2 CDKN2A基因突变对肾细胞癌患者预后和药物

敏感性的影响 肾细胞癌患者的临床特征见表 1，生

存分析显示，具有 CDKN2A突变的肾细胞癌患者总

体生存率和无病生存率较差（图 3），在泛癌和肾细

胞癌中，CDKN2A突变型可能比野生型增加对 Ten原

ovin-6等药物的耐药性，并且 Tenovin-6对各种癌

症和肾细胞癌中的野生型具有选择性（图 4）。

2.3 基于 GSEA 的 CDKN2A 突变信号通路分析

GSEA 分析显示，CDKN2A 突变信号通路主要富集

在 Wnt-catenin信号、泛素介导的蛋白水解、紧密连

接、TGF-茁信号、磷脂酰肌醇信号、erbb信号和粘附

连接（图 5）。

注：A：突变频率；B：突变位点

图 1 肾细胞癌中 CDKN2A的突变

A

B
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注：A、B：突变类型比率；C：基因表达

图 2 肾细胞癌中 CDKN2A的突变表达

A B C

注：A：CDKN2A突变的肾透明细胞癌患者的总生存率；B：CDKN2A突变的肾透明细胞癌患者的无疾病进展曲线

图 3 CDKN2A基因突变对肾细胞癌患者预后的影响

A B

项目

平均年龄（岁）

年龄范围（岁）

性别

女

男

肿瘤分期

T1

T2

T3

T4

N分期

N0

N1

野生型

57

30~90

168

168

65

110

90

71

220

116

突变型

53

27~87

7

7

2

8

2

2

10

4

CDKN2A突变

表 1 肾细胞癌患者的临床特征

项目

AJCC分期

Stage玉

Stage域

Stage芋

Stage郁

组织学分级

G1

G2

G3

G4

野生型

60

115

95

66

55

120

100

61

突变型

2

9

2

1

2

8

4

0

CDKN2A突变
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注：A、B：具有 CDKN2A突变的多种癌细胞类型对 Tenovin-6等药物具有耐药性；C：具有 CDKN2A突变的肾细胞癌细胞也对 Tenovin-6具

有耐药性

A B C

图 4 CDKN2A基因突变对肾细胞癌患者药物敏感性的影响

图 5 肾细胞癌 CDKN2A突变的 GSEA富集分析
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2.4 DEGs的鉴定和富集分析 共有 350个基因被鉴

定为 DEGs，包括 170个下调基因和 180个上调基

因。DEGs的火山图见图 6A。使用 DAVID对 DEGs

进行富集分析，GO 分析结果表明，DEGs 主要富集

于 RNA聚合酶域启动子、转录、细胞核、细胞质、转

录因子复合物和序列特异性 DNA结合的转录负调

控，见图 6B。KEGG通路分析显示，DEGs主要富集

于细胞周期、癌症、慢性髓系白血病、癌症中的 mi原

croRNA和 p53信号通路，见图 6C。

3讨论

CDKN2A基因位于染色体 9p21上，受调控的

CDKN2A蛋白包含 156个氨基酸，在细胞周期中调

节细胞增殖并抑制肿瘤的产生，该基因的失活可导

致细胞分离控制和恶性进展为肿瘤[9]。目前研究发

现，该基因在许多肿瘤中丢失或发生突变。CDKN2A

基因失活的机制包括启动子甲基化、纯合缺失和点

突变，平均频率分别为 33%、22%和 15%；另外，研究

还发现 9p21区域杂合性缺失与肿瘤发生有关[10]。

CDKN2A 在各种肿瘤的恶性转化中突变类型

包括纯合缺失（HD）、杂合性缺失（LOH）、p16INK4a/

p14ARF 基因启动子的突变和异常甲基化 [ 11 ]。

Ibrahim I等[12]研究了肺癌、卵巢癌和头颈部鳞状细

胞癌的 89个细胞系中 246个位点的纯合缺失，发现

CDKN2A基因的纯合缺失最常见（26%），且与疾病

预后的关系不同。本研究发现，肾细胞中约 5.00%的

患者携带 CDKN2A突变，包括亚基突变、错义突变、

截断突变和跨越整个基因的深度缺失，其中 3.00%

为深度缺失，2.00%为错义突变、截断突变和近端突

变。Thompson ED等[13]发现，CDKN2A的总突变率为

93.3%，启动子异常甲基化占 46.7%，纯合缺失占

36.7%，突变占 13.3%。

Ibrahim IS等[14]发现，CDKN2A启动子甲基化与

直肠癌患者的复发和预后相关，表明 CDKN2A启动

子甲基化可作为预测直肠癌预后的指标。Potjer TP

等[15]发现，胰腺癌患者的肿瘤组织中存在一种特殊

的 CDKN2A突变，表明 CDKN2A突变可能被用作

胰腺癌的标志物。本研究显示，CDKN2A突变的肾

细胞癌患者总体生存率和无病生存率较差，这表明

CDKN2A突变可能有助于肾细胞癌的进展。除此之

外，降低 CDKN2A表达水平已被证明可增加肿瘤细

胞对化疗或放疗的耐受性[16]。因此，CDKN2A可以作

为新的抗癌治疗策略的靶点。本研究发现，与野生型

相比，CDKN2A 突变对 Tenovin-6 等药物的敏感性

较低，这表明 Tenovin-6突变在治疗上的预后较差，

并且在各种癌症和肾细胞癌中，Tenovin-6对野生型

具有显著的选择性。随着组蛋白去乙酰化酶

（HDAC）的发展，HDAC抑制剂（HDACi）已成为抗肿

瘤药物的研究热点[17]。Tenovin-6是近年来开发的一

种 HDACi，是脱乙酰酶 SIRT1 的抑制剂，选择性地

抑制芋类 HDACs中最常见的 SIRT1和 SIRT2，并激

活 P53，具有更大的临床应用价值。Tenovin-6可以

抑制肿瘤细胞的增殖，促进细胞凋亡和周期阻滞[18]。

这些研究为肾细胞癌患者个体化应用特异性抗肿瘤

注：A：DEGs表达火山图，上调基因在右侧，下调基因在左侧；B：DEGs的 GO富集分析；C：DEGs的 KEGG通路分析

图 6 DEGs的鉴定和富集分析

A

B

C
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药物提供了额外证据，并为进一步研究提供了基础。

本研究发现，肾细胞癌患者 CDKN2A突变信号

通路主要富集 Wnt-catenin信号、泛素介导的蛋白

水解、紧密连接、TGF-茁信号、磷脂酰肌醇信号、erbb

信号和粘附连接。已有研究证实[12]，CDKN2A基因的

负调控途径是 RB1途径。CDKN2A蛋白包含四个连

续的锚蛋白重复序列，它们与 CDK4和 CDK6结合，

而 CDK4和 CDK6 是一种双周期依赖性蛋白激酶，

作用于 CDK4-6的非催化侧，可抑制 CDK和细胞周

期蛋白 D1复合物的催化活性[19]。CDKN2A突变可能

通过影响多种途径促进肾细胞癌的进展，CDKN2A

突变患者的肿瘤可能更容易进展和远处转移[20]。另

外，本研究还发现，GO分析中差异基因主要富集在

RNA聚合酶域启动子、转录的负调控中。

综上所述，多个基因和通路途径可能在 CD原

KN2A突变中起关键作用。本研究确定了与肾细胞

癌中 CDKN2A突变相关的主要途径，这可能通过制

定肾细胞癌特定 CDKN2A突变亚型的治疗策略来

改善肾细胞癌的预后。另外，肾细胞癌中 CDKN2A

突变的机制和验证仍需在临床和分子生物学实验中

进一步研究。
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