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根皮苷对食管癌细胞系表达谱的影响6 
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摘  要：目的  研究根皮苷对食管癌细胞系表达谱的影响，探索根皮苷作用于食管癌细胞系的信号通路及其潜在功能。方法  

使用根皮苷处理人食管癌 KYSE450 细胞，提取总 RNA 并建立测序文库，进行转录组测序；使用 DESeq2 程序鉴定差异表

达基因，对差异表达基因进行基因本体（gene ontology，GO）功能及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；使用 MCODE 进行差异基因核心模块筛选，使用 GEPIA 数据库分析核心模块中的基

因对食管癌生存的影响；使用 TIMER 在线分析根皮苷对食管癌组织免疫细胞浸润的影响。结果  转录组测序结果显示，根

皮苷处理后的食管癌细胞具有 4602 个差异表达基因，其中 2407 个为上调基因，2195 个为下调基因。通路富集分析显示，

根皮苷对蛋白质加工、胰岛素抵抗、基因复制和细胞周期等信号通路产生影响。在差异表达基因核心模块中，E3 泛素蛋白

连接酶 2（E3 ubiquitin ligase mind bomb 2，MIB2）高表达可降低食管癌患者的总体生存率；环指蛋白 19B（ring finger protein 

19B，RNF19B）、三重基序蛋白 69（tripartite motif-containing protein 69，TRIM69）、泛素连接酶（ubiquitin conjugating enzyme，

UBC）和克隆 E3 泛素连接酶（homologous to the E6-associated protein carboxyl terminus domain containing 2，HECTD2）的表

达水平可影响食管癌癌组织的纯度以及免疫细胞浸润的类型。结论  根皮苷可影响食管癌细胞的转录谱，其差异表达基因主

要集中在细胞生长相关的信号通路。 
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Abstract: Objective  To evaluate the effect of phlorizin on expression profile of esophageal cancer cells and further to reveal the 

signal pathways and potential functions that phlorizin involved in. Methods  KYSE450 esophageal cancer cells were treated with 

phlorizin. Total RNA was extracted and RNA sequencing library was established to perform transcriptome sequencing. Differentially 

expressed genes were identified using DESeq2 package. Gene ontology (GO) and Kyoto encyclopedia of genes and genomes 

(KEGG) pathway analysis of differentially expressed genes were performed. Moreover, hub model was evaluated using MCODE and 

survival analysis was performed using GEPIA. TIMER was used to online analyze effect of phlorizin on immune cell infiltration in 

esophageal cancer tissue. Results  Total 4602 differentially expressed genes were identified of which 2407 were up-regulated and 

2195 were down-regulated. Pathway enrichment analysis showed that phlorizin had impact on protein processing, insulin resistance, 

DNA replication and cell cycle signaling pathways. In the hub module, high expression of E3 ubiquitin ligase mind bomb 2 (MIB2) 
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could reduce the overall survival rate of patients with esophageal cancer; Ring finger protein 19B (RNF19B), tripartite 

motif-containing protein 69 (TRIM69), ubiquitin conjugating enzyme (UBC) and homologous to the E6-associated protein carboxyl 

terminus domain containing 2 (HECTD2) expression levels could affect the purity of esophageal cancer tissue and type of immune 

cell infiltration. Conclusion  Phlorizin could affect the transcription profile of esophageal cancer cells, of which differentially 

expressed genes were mainly involved in signal pathways related to cell growth.  

Key words: phlorizin; esophageal cancer; RNA-Seq; immune infiltration; MIB2; RNF19B; TRIM69; UBC; HECTD2

当前癌症仍是重要的公共卫生问题，在我国食

管癌发病人数居于第 6 位，死亡人数居于第 4 位，

给人民健康带来巨大负担[1]。食管癌致病因素复杂，

抽烟[2]、酗酒[3]、胃食管反流[4]和遗传因素[5-7]均是

食管癌发病的重要原因。食管癌是全世界最致命的

恶性肿瘤之一，新辅助放化疗已被广泛用于食管癌

治疗并取得了良好的效果[8]。但是，依然有 60%的

患者对新辅助放化疗不敏感[9-10]，这无疑降低了手

术的成功率，提示食管癌的治疗离不开药物的配合。 

多 穗 石 柯 Lithocarpus polystachyus (Wall.) 

Rehd.在中国民间俗称“甜茶”，根皮苷是甜茶的主

要成分，是二氢查耳酮家族的重要成员，也是苹果

属植物中的主要酚类葡萄糖苷，具有抗氧化、抗高

血压、抗糖尿病和抗肿瘤等作用。早在 1993 年，

Nelson 等[11]便发现了根皮苷具有抑制肿瘤细胞生

长的作用；Chen 等[12]发现三乙酰根皮苷能够抑制肿

瘤细胞系 HepG2 的增殖活性；根皮苷能够通过抑制

氧化应激和炎症反应来抑制顺铂对小鼠的肾毒性[13]，

提示根皮苷具有抑制肿瘤和作为肿瘤治疗辅助药物

的潜质。本课题组前期研究发现，根皮苷可显著抑

制食管癌细胞的增殖、侵袭和迁移[14]。为了进一步

探索根皮苷影响食管癌进展的作用机制，本研究使

用高通量测序技术，考察经根皮苷处理的食管癌细

胞的转录组变化，以揭示根皮苷作用于食管癌细胞

的信号通路和生物学功能，为根皮苷应用于食管癌

治疗提供转录组层面的证据。 

1  材料 

1.1  细胞株 

人食管癌 KYSE450 细胞由日本兵库医学院的

Y. Shimada 博士馈赠。 

1.2  药材 

多穗石柯甜茶叶采自中国广西巴马县，经华北

理工大学邢朝斌教授鉴定为壳斗科植物多穗石柯 L. 

polystachyus (Wall.) Rehd.的叶。 

1.3  药品与试剂 

胎牛血清、RPMI 1640 完全培养基购自美国

Thermo Fisher Scientific 公司；二甲基亚砜（DMSO）

购自美国 Sigma 公司；TRIzol 试剂购自美国

Invitrogen 公司；Qubit RNA 检测试剂盒购自美国

Life Technologies 公司；NEBNext Ultra RNA 库制备

试剂盒购自美国 New England Biolabs 公司。 

1.4  仪器 

细胞培养箱（中国力康生物医疗科技有限公

司）；Acquity超高效液相色谱仪（美国Waters公司）；

分光光度计（美国 Implen 公司）；2100 Bioanalyzer

系统（美国 Agilent 公司）。 

2  方法 

2.1  根皮苷的提取 

将新鲜的甜茶叶干燥、过筛并浸入乙醇溶液中，

超声提取 20 min，真空滤过，提取物浓缩去除乙醇，

冷冻干燥得到粗产物。随后，将 5 g 粗产物于水中溶

解，并上样于处理过的大孔树脂柱中 30 min。用去

离子水洗涤大孔树脂柱以除去杂质，并用 75%乙醇

洗涤根皮苷，将洗脱液浓缩，从乙醇中分离，于 0 ℃

重结晶。结晶产物滤过，得到根皮苷单体。使用超

高效液相色谱仪测定根皮苷单体的质量分数≥95%。 

2.2  细胞培养 

KYSE450 细胞用含 10%胎牛血清的 RPMI 

1640 完全培养基，于 37 ℃、5% CO2的培养箱培养。 

2.3  细胞 RNA 提取及测序 

取处于对数生长期的 KYSE450 细胞接种于 6

孔板中，2×105/孔，培养 12 h。根皮苷溶于 DMSO，

由预实验可知根皮苷半数抑制浓度（half inhibitory 

concentration，IC50）为 0.6 mmol/L，故使用略小于

IC50 的 0.5 mmol/L 根皮苷进行后续实验。设置对照

组和 3 个根皮苷（0.5 mmol/L）组，给药组加入药

物，对照组加入不含药物的培养基，培养 48 h。 

按照试剂盒说明书提取细胞总 RNA，使用分光

光度计和 Qubit 2.0 Flurometer 中的 Qubit RNA 检测

试剂盒测定 RNA 纯度和浓度；使用 2100 

Bioanalyzer系统评估RNA的完整性；使用NEBNext 

Ultra RNA 库制备试剂盒构建 RNA 测序文库。使用

Illumina Hiseq 4000 测序平台对构建好的文库进行

测序，测序完成后进行数据收集和处理，以上测序
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服务由北京百奥生物科技有限公司完成。 

2.4  数据处理和差异分析 

FASTQ 格式的原始数据首先进行处理获得

clean data，使用 TopHat 软件进行比对，使用

Cufflinks 软件获得各个基因的数值用于后续分析。

使用 R 包“DESeq2”进行差异分析，将|Log2 fold 

change|＞1 和校正后 P＜0.05 作为筛选差异基因的

阈值，进行差异表达基因（differential expression 

genes，DEGs）的筛选；使用 R 包“ggplot2”“ggtree”

进行热图绘制、聚类和各种可视化。 

2.5  通路注释和功能富集分析 

对于 DEGs，使用 R 包“clusterProfiler”和

“enrichplot”进行基因本体（gene ontology，GO）

功能富集分析及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，P＜0.05 认为差异具有统计学意义。 

2.6  蛋白质 -蛋白质相互作用（protein-protein 

interaction，PPI）网络的构建与关键 DEGs 的筛选 

使用 STRING 数据库（http://string-db.org/）进

行网络构建，使用 Cytoscape 软件进行后续分析。

使用 Cytoscape 内插件 MCODE 选择包含做多节点

数的基因集，根据MCODE分析结果，对各个module

进行排序，排序最前的即为关键 module，并使用

Cytoscape 软件内置 ClueGo 插件对关键 module 内

所含基因进行 GO 功能富集和 KEGG 通路分析。 

2.7  DEGs 的数据库验证与预后的关系 

GEPIA 包括了 TCGA 数据库的测序数据，本研

究使用 GEPIA 对 DEGs 在人群中的状况进行验证，

并使用 GEPIA 中的预后分析模块验证基因表达对

食管癌预后的影响，P＜0.05 认为差异具有统计学

意义。 

2.8  关键 DEGs 与免疫细胞之间的相关性 

TIMER 数据库可用于计算 6 个浸润免疫细胞

（CD4
＋ T 细胞、CD8

＋ T 细胞、B 细胞、嗜中性粒

细胞、巨噬细胞和树突状细胞）与 DEGs 表达的相

关性，对于与预后相关的 DEGs，使用 TIMER 数据

库进行 Spearman 相关性计算，依次确认所研究基因

与免疫细胞之间的相关性；相关系数值 r＜0.3 表示

相关可忽略，相关系数绝对值≥0.3 表示具有正/负

相关性，P＜0.05 认为差异具有统计学意义。 

3  结果 

3.1  根皮苷影响 KYSE450 细胞表达谱 

 通过测序和比对，除去表达过低的转录本，共

得到 15 339 个基因。进行表达量差异分析，结果显

示共计 4602 个 DEGs，可见约 30%的基因表达发生

了改变；其中 2407 个呈上调状态，2195 个呈下调

状态；DEGs 中表达上调基因略多于表达下调基因

（图 1-A）。基因表达聚类热图显示，经过根皮苷处

理后，3 个重复的根皮苷处理组 KYSE450 细胞表达

谱能够聚类，且与对照组差异明显（图 1-B），提示

根皮苷处理组表达谱与对照组表达谱具有异质性。

上述结果显示，根皮苷能够改变 KYSE450 细胞的

表达谱。 

3.2  DEGs 的 KEGG 通路分析 

 将差异基因分为表达上调组和表达下调组，分

别使用 R 包“clusterProfiler”进行 KEGG 通路分析，

上调组和下调组通路富集 P＜0.05 的结果见图 2，

表达上调的 DEGs 主要影响了内质网中的蛋白质加

工、胰岛素抵抗、动物线粒体、ErbB 信号通路和溶

酶体等途径；表达下调的 DEGs 主要影响了基因复

制、细胞周期、同源重组、范可尼贫血途径和 Hippo

信号通路。上述结果显示，使用根皮苷进行处理后，

KYSE450 细胞的基因复制和细胞周期相关基因下

调，而溶酶体通路、ErbB 信号通路相关基因上调，

这些基因与细胞的增殖和凋亡密切相关，提示根皮

苷可能通过影响这些通路改变了 KYSE450 细胞的

增殖水平，发挥了抑制食管癌细胞生长的作用。 

3.3  DEGs 的 GO 功能富集分析 

使用 R 包“clusterProfiler”进行基因本体分析，

GO 功能富集结果 P＜0.05 认为具有统计学意义，

按照 P 值进行排序，各取前 5 进行展示（表 1、2）。

对表达上调的 DEGs 分析结果显示，这些基因在分

子功能（molecular function，MF）层面影响了 GTP

酶结合等，细胞组分（cellular component，CC）层

面影响了内质网-高尔基体中间区等，生物过程

（biological process，BP）层面影响了细胞对未折叠

蛋白的作用等；对于表达下调的 DEGs 分析结果显

示，在 MF 层面影响了单链 DNA 结合等，CC 层面

影响了染色体区域等，BP 层面影响了基因复制等。 

3.4  PPI 网络构建和关键模块筛选 

使用STRING数据库构建了DEGs的PPI网络，

导入 Cytoscape 软件进行分析，使用 MCODE 软件

确定 PPI 网络中的核心模块，前 3 个模块见图 3，

将排序第 1 的模块为核心模块，核心模块 1 包含 36

个节点和 630 条边，所含基因包括泛素结合酶 E2H

（ubiquitin conjugating enzyme E2H，UBE2H）、环指
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A-DEGs 火山图  B-DEGs 热图 

A-volcano plot of DEGs  B-heatmap of DEGs

图 1  根皮苷对 KYSE450 细胞表达谱的影响 

Fig. 1  Effect of phloridin on expression profile of KYSE450 cells 

 

A-上调 DEGs 的 KEGG 通路分析  B-下调 DEGs 的 KEGG 通路分析 

A-KEGG pathway analysis of up-regulated DEGs  B-KEGG pathway analysis of down-regulated DEGs 

图 2  DEGs 的 KEGG 通路分析 

Fig. 2  KEGG pathway analysis of DEGs 

表 1  上调 DEGs 的 GO 功能富集分析 

Table 1  GO function enrichment analysis of up-regulated DEGs 

功能 ID 条目 P 值 P 校正 
MF GO: 0051020 GTPase binding 7.00×10−10 6.11×10−7 

GO: 0031267 small GTPase binding 3.98×10−8 1.74×10−5 
GO: 0017016 Ras GTPase binding 8.24×10−8 2.40×10−5 
GO: 0004842 ubiquitin-protein transferase activity 2.92×10−7 6.38×10−5 
GO: 0019787 ubiquitin-like protein transferase activity 5.43×10−7 9.49×10−5 

CC GO: 0005793 endoplasmic reticulum-Golgi intermediate compartment 1.48×10−9 9.48×10−7 
GO: 0005795 Golgi stack 1.62×10−7 5.19×10−5 
GO: 0005798 Golgi-associated vesicle 3.44×10−7 6.96×10−5 
GO: 0099023 tethering complex 4.34×10−7 6.96×10−5 
GO: 0030662 coated vesicle membrane 9.80×10−7 1.26×10−4 

BF GO: 0034620 cellular response to unfolded protein 4.20×10−20 1.69×10−16 
GO: 0034976 response to endoplasmic reticulum stress 5.93×10−20 1.69×10−16 
GO: 0030968 endoplasmic reticulum unfolded protein response 4.97×10−19 9.44×10−16 
GO: 0035967 cellular response to topologically incorrect protein 1.13×10−18 1.61×10−15 
GO: 0006986 response to unfolded protein 4.22×10−18 4.81×10−15 
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表 2  下调 DEGs 的 GO 功能富集分析 

Table 2  GO function enrichment analysis of down-regulated DEGs 

功能 ID 条目 P 值 P 校正 
MF GO: 0003697 single-stranded DNA binding 1.39×10−6 6.36×10−4 

GO: 0015631 tubulin binding 1.43×10−6 6.36×10−4 
GO: 0043142 single-stranded DNA-dependent ATPase activity 3.21×10−6 8.23×10−4 
GO: 0008094 DNA-dependent ATPase activity 4.08×10−6 8.23×10−4 
GO: 0140097 catalytic activity, acting on DNA 4.63×10−6 8.23×10−4 

CC GO: 0098687 chromosomal region 3.70×10−16 1.30×10−13 
GO: 0000793 condensed chromosome 4.12×10−16 1.30×10−13 
GO: 0000775 chromosome, centromeric region 1.51×10−14 3.17×10−12 
GO: 0005819 spindle 1.35×10−12 2.14×10−10 
GO: 0000776 kinetochore 1.80×10−12 2.27×10−10 

BF GO: 0006260 DNA replication 2.84×10−25 1.59×10−21 
GO: 0006261 DNA-dependent DNA replication 5.16×10−18 1.44×10−14 
GO: 0007059 chromosome segregation 4.40×10−12 8.20×10−9 
GO: 0044839 cell cycle G2/M phase transition 1.66×10−11 2.33×10−8 
GO: 0000086 G2/M transition of mitotic cell cycle 5.26×10−11 5.88×10−8 

 

图 3  PPI 网络分析 

Fig. 3  PPI networks analysis 

蛋白 41（ring finger protein 41，RNF41）和细胞因

子信号抑制因子 3（suppressor of cytokine signaling 

3，SOCS3）等。 

将核心模块 1 中的所有基因纳入 KEGG 和 GO

分析，可见核心模块 1 所含基因影响了热量生成和

蛋白质消化吸收相关信号通路（图 4-A），影响了细

胞外基质强度结构成分、金属羧肽酶活性和细胞色

素 C 氧化酶活性及相关功能（图 4-B）。 

3.5  关键模块中预后和免疫细胞浸润基因的鉴定 

使用GEPIA数据库研究核心模块1中基因对食

管癌预后的关系，发现在 TCGA 数据库中，E3 泛

素蛋白连接酶 2（E3 ubiquitin ligase mind bomb 2，

MIB2）基因呈高表达，且 MIB2 高表达是食管癌不

良预后因素（图 5）。为了确定免疫细胞的肿瘤浸润

与免疫相关基因表达之间是否存在相关性，通过

TIMER 2.0 分析多个免疫细胞的肿瘤浸润的情况， 

             

图 4  模块 1 中基因的 KEGG 通路 (A) 和 GO 功能 (B) 富集分析 

Fig. 4  KEGG pathway (A) and GO function (B) enrichment analysis of genes of module 1 

A                                                             B 

核心模块 1                                    核心模块 2                                  核心模块 3 
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A-MIB2 基因在食管癌组织中的表达情况箱线图  B-MIB2 基因表达对食管癌预后的影响 

A-box plots of MIB2 gene expression in esophageal cancer tissues  B-effect of MIB2 gene expression on prognosis of esophageal cancer 

图 5  MIB2 基因在食管癌组织的表达及对预后的影响 

Fig. 5  Expression of MIB2 gene in esophageal cancer and its influence on prognosis 

结果发现，RNF19B 表达与树突状细胞浸润水平呈

正相关，三重基序蛋白 69（tripartite motif-containing 

protein 69，TRIM69）表达与食管癌细胞纯度呈负相

关，泛素连接酶（ubiquitin conjugating enzyme，UBC）

表达与树突状细胞浸润水平呈正相关，克隆 E3 泛

素连接酶（homologous to the E6-associated protein 

carboxyl terminus domain containing 2，HECTD2）与

巨噬细胞浸润水平呈正相关（图 6）。 

4  讨论 

转录组测序是重要的生物信息学方法，在癌症

患者筛查中得到广泛应用[15]。本研究使用转录组测

序技术研究根皮苷对食管癌细胞系表达谱的影响。

结果显示，根皮苷能够改变 KYSE450 细胞的表达

谱，其中 2407 个基因上调，2195 个基因下调。对

 

图 6  关键模块内基因表达与免疫浸润水平的相关性 

Fig. 6  Correlation between gene expression in key modules and level of immune infiltration 
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DEGs 进行 KEGG 和 GO 分析，确定了这些差异基

因影响了内质网中的蛋白质加工、胰岛素抵抗、基

因复制、细胞周期、GTP 酶结合和单链 DNA 结合

等功能。基因复制和细胞周期相关基因下调，提示

根皮苷可能影响 KYSE450 细胞的复制过程，具有

抑制食管癌细胞生长的潜力。既往研究也发现根皮

苷能够抑制皮肤癌细胞[16]、肝癌细胞[17]、乳腺癌细

胞[18-19]等的增殖和凋亡。 

同时，本研究还构建了 PPI 网络研究 DEGs 的

互作用情况，核心模块 1 中，MIB2 高表达是食管

癌不良预后因素，MIB2 可介导 Notch 信号通路中

蛋白的泛素化，并且能够作为黑色素瘤侵袭的抑制

剂[20]。Sahar 等[21]研究发现，MIB2 在子宫平滑肌瘤

中表达上调，提示 MIB2 能够作为子宫平滑肌瘤治

疗的潜在靶标，MIB2 在食管癌中研究甚少，需要

进一步探索。对核心模块 1 内部的基因进行功能挖

掘，发现细胞外基质强度结构成分、金属羧肽酶活

性和细胞色素 C 氧化酶活性等功能受到了影响；细

胞色素 C 氧化酶作用失调被认为是癌症、糖尿病等

的致病和进展因素之一[22]，细胞色素 C 氧化酶相关

基因在结直肠癌[23]、肺腺癌[24]和黑色素瘤[25]中具有

差异表达，并具有一定的潜在治疗价值，提示细胞

色素C氧化酶相关功能的活性可能是食管癌进展的

潜在生物标志物。 

核心模块 1 中的基因能够影响食管癌的免疫微

环境。本研究发现 RNF19B、TRIM69、UBC 和

HECTD2 对食管癌肿瘤组织浸润的细胞类型和肿瘤

纯度均有影响。树突状细胞（DC 细胞）是抗原呈

递细胞，包含多种亚型，可以驻留在器官中或在淋

巴器官和非淋巴器官之间迁移。Sadeghzadeh 等[26]

认为 DC 细胞是刺激抗肿瘤免疫中的最关键的部

分；大量研究显示，DC 细胞及其衍生物能够应用

于抗癌治疗[27-30]。这些结果表明，根皮苷治疗可能

改变食管癌所处的免疫微环境，进而影响食管癌的

发展进程。 

综上所述，本研究发现根皮苷能够改变

KYSE450 细胞的表达谱，影响 KYSE450 细胞的复

制、细胞色素 C 氧化酶活性等与癌症进展关联密切

的功能，并影响食管癌免疫微环境。 
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