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Ｙ染色体基因 ＫＤＭ５Ｄ抑制
男性膀胱癌恶性进展的作用机制研究
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摘要　目的　观察Ｙ染色体基因赖氨酸特异性脱甲基酶５Ｄ（ＫＤＭ５Ｄ）在男性膀胱癌中的表达及其对膀胱癌进展的影响，从而
说明膀胱癌性别相关的预后差异。方法　通过生信分析确定在ＴＣＧＡ数据库中膀胱癌的差异表达且具有预后意义的 Ｙ染色
体基因ＫＤＭ５Ｄ，然后对ＫＤＭ５Ｄ在膀胱癌细胞系、收集的临床膀胱癌组织和邻近的正常上皮组织中的表达进行实时荧光定量
ＰＣＲ、蛋白免疫印迹、免疫荧光、肿瘤微环境分析、生物信息学通路分析，并通过细胞实验验证敲低和过表达 ＫＤＭ５Ｄ后对膀胱
癌细胞增殖和迁移的影响，同时对膀胱癌组织芯片的 ＫＤＭ５Ｄ表达与转移或复发的临床数据进行统计分析。结果　ＫＤＭ５Ｄ
在男性膀胱癌中呈总体低表达，但在不同膀胱癌细胞系和是否复发的膀胱癌中表达不同，过表达 ＫＤＭ５Ｄ后抑制膀胱肿瘤细
胞的增殖和迁移，ＫＤＭ５Ｄ低表达与更高的复发率和转移率相关。生物信息学分析表明，ＫＤＭ５Ｄ可能通过影响免疫细胞聚集
和上皮－间质转化影响肿瘤的转移或复发。结论　ＫＤＭ５Ｄ是男性膀胱癌独有的保护基因，可能与男性膀胱癌预后好于女性
相关。
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　　２０２２年数据显示膀胱癌在全球癌症中发病率
排第９，病死率排第１３［１］。然而，与多数其他恶性肿
瘤不同，膀胱癌在男性和女性之间表现出显著的性

别差异。无论是在欧美国家还是在中国，男性患者

发病率显著高于女性，但是对于ＴＮＭ分期相同的膀
胱癌，男性患者的预后显著好于女性患者［２］。关于

膀胱癌性别相关的预后差异现象，过往研究重点主

要在解剖结构、生活习惯、性激素和代谢上［３－６］。近

年来，研究人员开始关注男性独有的 Ｙ染色体，尤
其是 Ｙ染色体基因的作用。Ｙ染色体在男性中特
有，其基因可能在性别相关的疾病和生理过程中发

挥关键作用。已有相关研究［７］报道，含普遍转录的

四肽重复，Ｙ连接（ｕｂｉｑｕｉｔｏｕｓｌｙｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄｔｅｔｒａｔｒｉ-
ｃｏｐｅｐｔｉｄｅｒｅｐｅａｔｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ，Ｙ-ｌｉｎｋｅｄ，Ｕｔｙ）可通过下
调ＣＸＣ基序趋化因子配体（Ｃ-Ｘ-ＣＭｏｔｉｆＣｈｅｍｏｋｉｎｅ
Ｌｉｇａｎｄ，ＣＸＣＬ）９和ＣＸＣＬ１０防止肺动脉高压，导致
男女性发病率的差异，ＫＤＭ５Ｄ可通过破坏癌细胞粘

附特性和肿瘤免疫力导致结肠癌预后的性别差

异［８］，可见，Ｙ染色体基因在性别差异或肿瘤预后方
面的研究已经相当成熟，尤其是 ＫＤＭ５Ｄ。然而，对
于ＫＤＭ５Ｄ在膀胱癌中的具体作用及其与性别差异
的关系尚不清楚。该研究聚焦于探究 Ｙ染色体基
因ＫＤＭ５Ｄ在膀胱癌中的表达及功能。结合实验及
生信数据和临床样本分析，探索 ＫＤＭ５Ｄ的表达水
平与膀胱癌预后的关系，以期为膀胱癌性别差异的

可能分子机制提供证据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　病例数据　从 ＴＣＧＡ数据库里获取３００例
男性膀胱癌以及２０例邻近正常黏膜的 ＲＮＡｓｅｑ数
据。在同济大学上海第十人民医院收集了２０１８年
１月至２０２０年１２月３０例男性膀胱癌组织芯片（ｎ
＝３０）。这些患者术前未接受任何治疗。新鲜组织
标本立即在液氮中快速冷冻，并在－８０℃保存直到
进一步使用。本研究经同济大学第十人民医院伦理

委员会批准（批准号：ＳＨＳＹ-ＩＥＣ-４.１／１９-１２０／０１），并
获得所有患者或其亲属的知情同意，本研究严格按

照世界医学协会的伦理准则（《赫尔辛基宣言》）进
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行。

１．１．２　细胞　４个男性源性膀胱癌细胞系（ＲＴ４、
ＵＭ-ＵＣ-３、Ｊ８２和５６３７）以及永生化人正常尿路上皮
细胞系ＳＶ（ＳＶ-ＨＵＣ-１）和１个女性源性膀胱癌细胞
系（Ｔ２４）来自美国 ＡＴＣＣ，ＲＴ４用 ＭｃＣｏｙ′ｓ５Ａ改良
培养基（美国赛默飞世尔科学公司）培养，ＵＭ-ＵＣ-
３、Ｊ８２、５６３７和Ｔ２４用ＲＰＭＩ１６４０培养基（美国赛默
飞世尔科学公司）培养，ＳＶ-ＨＵＣ-１用 Ｈａｍ′ｓＦ-１２Ｋ
（Ｋａｉｇｈｎ′ｓ）培养基（美国默克公司）培养。所有细胞
系在３７℃、含５％二氧化碳的加湿培养箱中培养。
所有细胞培养基中均添加１０％胎牛血清（美国赛默
飞世尔科学公司）和１％青霉素／链霉素（美国 ＧＥ
医疗保健生命科学公司）。

１．１．３　试剂和仪器　ＴＲＩｚｏｌ试剂（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司），ｃＤＮＡ合成试剂盒（日本Ｔａｋａｒａ公司），ＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎＰＣＲ试剂盒、ＥＤＵ试剂盒（中国翌圣生物科技
公司），小干扰 ＲＮＡ（中国和元生物），脂质体３０００
（美国赛默飞世尔科学公司），ＫＤＭ５Ｄ抗体（英国
Ａｂｃａｍ公司），ＡＢＩＰｒｉｓｍ７５００序列检测系统（美国
应用生物系统公司）。

１．２　方法
１．２．１　免疫荧光　对膀胱癌组织切片进行样本制
备，使用ＰＢＳ进行洗涤以去除残留物，接着使用４％
多聚甲醛固定液进行固定。将固定的组织样品用石

蜡包埋，切成４μｍ厚的切片。在常规脱水、抗原提
取和阻断程序后，切片与 ＫＤＭ５Ｄ抗体（１∶５００）在
４℃下孵育过夜。将切片置于常温，复温１５ｍｉｎ，去
除抗体工作液，用缓冲液 ＴＢＳＴ洗涤１次，５ｍｉｎ；用
缓冲液ＴＢＳ洗涤２次，每次５ｍｉｎ。在切片上滴加与
一抗种属对应的荧光二抗工作液（１∶１００），样本需
完全覆盖，避光，３７℃，孵育１ｈ；去除二抗工作液，
用缓冲液ＴＢＳＴ洗涤３次，每次５ｍｉｎ，在样本上滴
加１μｇ／ｍｌＤＡＰＩ工作液，使用０.０１ｍｏｌｐＨ７.２ＴＢＳ
缓冲液配制，ＤＡＰＩ溶液：ＴＢＳ缓冲液体积比 １∶
１０００，避光，室温孵育３０ｍｉｎ；去除ＤＡＰＩ工作液，用
缓冲液ＴＢＳＴ洗涤３次，每次５ｍｉｎ，细胞孔板直接
加入抗荧光衰减封片剂后，于荧光显微镜下观察并

采集图像；通过将染色强度和染色面积分为０、１、２、
３，以两者相加总分４分为界，将 ＫＤＭ５Ｄ的表达分
为高低表达组，即高表达组染色强度和染色面积总

分大于等于４，低表达组总分小于４。
１．２．２　ＲＮＡ提取和实时荧光定量 ＰＣＲ（ｑＰＣＲ）　
使用ＴＲＩｚｏｌ试剂从培养细胞中提取总 ＲＮＡ，使用
ｃＤＮＡ合成试剂盒生成 ｃＤＮＡ的第一条链。ｑＲＴ-

ＰＣＲ采用 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲ试剂盒和 ＡＢＩＰｒｉｓｍ
７５００序列检测系统进行。所用引物如下：ＫＤＭ５Ｄ
正向引物：５′-ＡＣＡＡＡＧＴＣＴＣＡＣＴＧＴＧＴＴＧＡＣ-３′；反
向：５′-ＡＴＡＣＴＣＣＴＧＴＡＡＴＣＣＣＡＡＣＡＣ-３′。相对定量
的ＰＣＲ参数为：在９５℃下５ｍｉｎ循环１次进行预变
性，然后在９５℃下１０ｓ和在６０℃下３０ｓ的４０个
循环进行变性和退火。ＫＤＭ５ＤｍＲＮＡ水平归一化
至ＧＡＰＤＨ水平。采用 ２－ΔΔＣＴ法分析 ＫＤＭ５Ｄ的相
对表达水平。试验重复３次。
１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析　在 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验中，
首先收集细胞，并用 ＰＢＳ洗涤以去除残留物。随后
使用含有蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂的细胞裂解

缓冲液进行裂解，并收集上清液中的总蛋白。接下

来，准备７.５％ ～１０.０％聚丙烯酰胺凝胶，并使用堆
栈凝胶电泳系统将蛋白样本加入凝胶孔中，同时加

入分子量标记物。进行 ＳＤＳ-ＰＡＧＥ电泳，直至标记
物达到底部。然后使用湿式电转印设备，将分离的

蛋白从凝胶迁移到 ＮＣ膜上，迁移缓冲液中含有甲
醇和Ｔｒｉｓ-Ｇｌｙｃｉｎｅ缓冲液，以确保有效迁移。在膜上
进行１ｈ的阻断，使用ＴＢＳＴ缓冲液含有５％脱脂奶
粉或３％牛血清蛋白阻断非特异性结合。接着使用
适当的ＫＤＭ５Ｄ抗体（１∶１０００，英国 Ａｂｃａｍ公司）
在４°Ｃ的条件下孵育膜过夜。之后，使用 ＴＢＳＴ缓
冲液洗涤膜，每次１０ｍｉｎ，共３次。使用荧光标记的
二抗抗体在室温下孵育膜１ｈ。最后，使用化学发光
（ＥＣＬ）显影剂，将膜暴露于 Ｘ光胶片上，在显影仪
中获取图像，以分析并定量目标蛋白的表达。

１．２．４　瞬转　ｓｉ-ＫＤＭ５Ｄ序列分别为５′-ＣＡＧＵＵＵ-
ＡＵＵＧＡＣＵＣＡＵＡＵＡＵＵＴＴ-３′（正 义 链 ）和 ５′-
ＡＡＵＡＵＡＵＧＡＧＵＣＡＡＵＡＡＡＣＵＧＴＴ-３′（反义链）。ｓｉ-
ＮＣ序列分别为 ５′-ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ-
３′（正义链）和５′-ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ-３′
（反义链）。转染４８ｈ后提取总ＲＮＡ或蛋白。
１．２．５　过表达　过表达基因采用转染方法进行，将
包含目标基因ＫＤＭ５Ｄ的过表达载体（ＣＭＶ-ＫＤＭ５Ｄ
质粒，实验室构建，质粒序列参考ａｄｄｇｅｎｅ网站））转
染至 ＵＭ-ＵＣ-３细胞系中，收集蛋白后通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ实验验证ＫＤＭ５Ｄ是否成功过表达。
１．２．６　ＣＣＫ-８实验　① 在 Ｊ８２细胞转染 ｓｉＲＮＡ及
对照片段，在 ＵＭ-ＵＣ-３细胞中转染过表达质粒，培
养４８ｈ后，做进一步实验。② 当细胞生长达到其对
数生长期后，将其进行胰酶消化后离心，１０００ｒ／
ｍｉｎ，５ｍｉｎ，并将其重新悬浮。接下来，使用细胞计
数板计算细胞数量，将细胞悬液稀释为５０００个／ｍｌ
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的浓度，接种于 ９６孔板中。每孔接种 １０００个细
胞，分别接种３个复合孔，重复３组作５个时间段检
测。在９６孔板的所有四周边缘孔中加入２００μｌ的
１×ＰＢＳ缓冲液，以防止培养基挥发导致的结果差
异。随后将９６孔板置于 ３７℃的培养箱中进行培
养。③ 细胞增殖检测：在２４ｈ后，实验组和对照组
分别选择３个位置对称的复合孔，吸除培养基。在
避光条件下，向每个孔中分别加入９０μｌ的空白培
养基和１０μｌ的 ＣＣＫ-８试剂制成的工作液。随后，
将板置于３７℃培养箱中孵育１.５ｈ。最后，使用酶
标仪检测每个孔在４５０ｎｍ处的吸光值。④ 在２４、
４８、７２、９６和１２０ｈ时，重复第４步操作，以检测不同
样品在４５０ｎｍ处的吸光值。
１．２．７　平板克隆实验　① 细胞收集和消化：显微
镜观察细胞生长至对数生长期，用０.２５％胰蛋白酶
消化４～７ｍｉｎ，使其分散成单个细胞。全培终止消
化，１０００ｒ／ｍｉｎ，５ｍｉｎ离心后弃去废液，用１ｍｌ培
养基重悬，充分混匀后进行细胞计数。② 接种在６
孔板中每个实验组接种５００个细胞／孔，补加该细胞
的完全培养基至４ｍｌ，充分吹打混匀。③ 将处理好
的６孔板静置于细胞培养箱中培养１～２周左右，当
出现肉眼即可清晰可见的克隆团块时，停止培养。

④ 固定染色：弃去上清液，用 ＰＢＳ小心清洗 ２～３
次。每孔加入４％多聚甲醛用于固定细胞，时间１５
～２０ｍｉｎ；移除固定液，ＰＢＳ洗涤１次，加１ｍｌ结晶
紫溶液染色１５ｍｉｎ；用ＰＢＳ清洗细胞２～３次，晾干
后置于正置显微镜下拍照。

１．２．８　细胞迁移实验　选择 Ｊ８２和 ＵＣ３细胞系，
并在含有１０％胎牛血清（ＦＢＳ）的 ＲＰＭＩ-１６４０培养
基中培养细胞，保持在３７℃、５％ ＣＯ２的培养箱中，
直到细胞达到７０％ ～８０％融合。将 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室
放入２４孔培养板中。膜的上面为细胞种植面，下面
为收集面。在 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室的上层室中加入预处
理的细胞悬液。细胞密度通常为３×１０５个／ｍｌ。用
无菌ＰＢＳ清洗掉多余的细胞培养基，防止污染。在
下室（收集室）添加含１０％血清的 ＲＰＭＩ-１６４０培养
基。上室（细胞层面）则添加不含血清的培养基，确

保迁移是由底部的刺激物诱导。细胞在刺激物的作

用下开始迁移，经过 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ膜上的孔进入下室。
培养时间为２４ｈ。在这段时间内，细胞将在膜的下
侧（下室）定向迁移。迁移完成后，用 ＰＢＳ冲洗 Ｔｒ-
ａｎｓｗｅｌｌ小室，去除未迁移的细胞。将细胞用４％多
聚甲醛溶液固定１０～１５ｍｉｎ。用结晶紫溶液（０.１％
结晶紫，甲醇中溶解）染色１０～１５ｍｉｎ。用 ＰＢＳ彻

底洗去未吸附的结晶紫，以去除背景干扰。在显微

镜下观察并拍摄迁移细胞，对显微镜图像（选择 ３
个不同的视野）中的迁移细胞进行计数。

１．２．９　ＥｄＵ实验　根据实验分组在９６孔板各孔中
接种 １０００个细胞，待细胞贴壁后，加入含有 １０
μｍｏｌ／Ｌ ＥＤＵ （５-ｅｔｈｙｎｙｌ-２′-ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ，Ｓｉｇｍａ-
Ａｌｄｒｉｃｈ）的培养基，培养时间为２ｈ，使增殖中的细
胞在ＤＮＡ合成期掺入 ＥＤＵ。ＥＤＵ孵育结束后，弃
去培养基，用ＰＢＳ轻柔洗涤细胞。随后，用４％多聚
甲醛（ＰＦＡ）溶液在室温下固定细胞１０～１５ｍｉｎ。固
定后，使用０.５％ ＴｒｉｔｏｎＸ-１００（Ｓｉｇｍａ-Ａｌｄｒｉｃｈ）在室
温下透化细胞５～１０ｍｉｎ，以便染料能够进入细胞
核。ＥＤＵ通过点击化学反应与ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ４８８染料
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）标记结合。将点击反应缓冲液新鲜配
制，按 １ｍｌ反应缓冲液（８６０μｌ１×ＥｄＵｒｅａｃｔｉｏｎ
ｂｕｆｆｅｒ，４０μｌＣｕＳＯ４，１μｌＣｙ３Ａｚｉｄｅ，１００μｌ１×ＥｄＵ
ｂｕｆｆｅｒａｄｄｉｔｉｖｅ）进行按需配置，每孔加入 ５００μｌ
Ｃｌｉｃｋ反应液并在避光条件下孵育 ３０ｍｉｎ，使 ＥＤＵ
与荧光染料发生共价结合。此步骤染色后的细胞核

将带有荧光信号。染色完成后，用 ＰＢＳ充分洗涤细
胞３次，去除未结合的荧光染料。使用荧光显微镜
观察，用 ＤＡＰＩ对细胞核进行复染，便于定位和对
比。在显微镜下观察时，随机选取视野并计数带有

荧光信号的细胞比例，以评估细胞增殖情况。

１．２．１０　ＩｍａｇｅＪ荧光强度测量　使用 ＩｍａｇｅＪ测量
收集的临床膀胱癌组织和正常膀胱上皮的荧光强

度，以下为详细方法：打开 ＩｍａｇｅＪ软件，打开需测量
的荧光图像。点击 Ｉｍａｇｅ，选择 Ｃｏｌｏｒ，选择 Ｓｐｌｉｔ
Ｃｈａｎｎｅｌｓ，分割通道。将红色通道荧光图像转换为８
ｂｉｔ黑白图像。在一定阈值下，测量平均灰度值，以
此代表平均荧光强度。

１．２．１１　生信分析　从癌症基因组图谱（ＴＣＧＡ）数
据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｐｏｒｔａｌ．ｇｄｃ．ｃｏｍ）获得了３００例男性膀
胱肿瘤和２０例正常癌旁组织的 ＲＮＡｓｅｑ数据和相
应的临床信息，以｜ｌｏｇ（ＦｏｌｄＣｈａｎｇｅ）｜＞２，ａｄｊｕｓｔｅｄＰ
ｖａｌｕｅ＜０.０５为标准，使用Ｒ包“ｇｇｐｌｏｔ２”，生成热图，
共鉴定出１０个差异表达的 ＲＮＡ，Ｋａｐｌａｎ-Ｍｅｉｅｒ曲线
被用于估计高低差异基因表达水平组的生存率，通

过Ｌｏｇ-ｒａｎｋ检验评估其差异的统计显著性，确定具
有预后意义的基因 ＫＤＭ５Ｄ为目标基因。从 ＣＣＬＥ
数据集（ｈｔｔｐｓ：／／ｄｅｐｍａｐ．ｏｒｇ／ｐｏｒｔａｌ／ｄａｔａ＿ｐａｇｅ／？ｔａｂ
＝ａｌｌＤａｔａ）获得了膀胱肿瘤的细胞系基因表达矩阵；
收集相关通路中包含的基因集合［９］，根据 ｓｓＧＳＥＡ
算法，依次计算每条通路上每个样本的富集分数，从
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而得到样本和通路之间的联系，通过计算基因表达

与通路得分的相关性，获得该基因与通路关系。同

时，使用了 Ｒ包“ｉｍｍｕｎｅｄｅｃｏｎｖ”基于 ＥＰＩＣ算法进
行免疫评分评估。结果通过 Ｒ软件包“ｇｇｐｌｏｔ２”进
行呈现。以上所有分析方法和 Ｒ软件包均使用
ｖ４.０.３版Ｒ软件执行。Ｐ＜０.０５为具有统计学意
义。

１．３　统计学处理 　ＳＰＳＳ（版本２５）用于分析结果
数据。采用ｓｔｕｄｅｎｔｔ检验评估膀胱正常上皮和膀胱
癌组间 ＫＤＭ５Ｄ表达差异，采用 Ｆｉｓｈｅｒ确切概率法
检验评估临床病理特征与 ＫＤＭ５Ｄ表达之间的相关
性。Ｐ＜０.０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＫＤＭ５Ｄ是膀胱癌中具有预后意义的 Ｙ染色
体基因　通过文献［１０］检索发现 Ｙ染色体编码基因
共４３个（表１）。随后基于 ＴＣＧＡ数据库 ＢＬＣＡ队
列（包含３００名男性膀胱癌与２０例正常膀胱组织）
的ＲＮＡｓｅｑ数据，利用差异分析筛选得到１０个差异
最为显著的基因（图１Ａ）。挑选前３个基因进行生
存分析，结果表明仅 ＫＤＭ５Ｄ与患者预后相关（Ｐ＜
０.０５）（图１Ｂ）。因此，后续将 ＫＤＭ５Ｄ作为目标基
因。

２．２　ＫＤＭ５Ｄ在膀胱癌细胞系中的表达水平较低

图１　Ｙ染色体差异基因热图及前３基因生存曲线

Ｆｉｇ．１　ＨｅａｔｍａｐｏｆＹｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｇｅｎｅｓａｎｄｓｕｒｖｉｖａｌｃｕｒｖｅｓｆｏｒｔｈｅｔｏｐｔｈｒｅｅｇｅｎｅｓ

　　Ａ：Ｔｈｅｈｅａｔｍａｐｓｈｏｗｓｔｈｅｔｏｐ１０ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄＹｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｇｅｎｅｓｉｎｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒ；Ｂ：ＳｕｒｖｉｖａｌｃｕｒｖｅｓｆｏｒＵＳＰ９Ｙ，ＫＤＭ５Ｄａｎｄ

ＤＤＸ３Ｙ．
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表１　Ｙ染色体上的蛋白编码基因

Ｔａｂ．１　Ｐｒｏｔｅｉｎ-ｃｏｄｉｎｇｇｅｎｅｓｏｎｔｈｅＹｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ

ＰＡＲ１ｚｏｎｅ ＰＡＲ２ｚｏｎｅ ＭＳＹｚｏｎｅ
ＡＳＭＴ，ＡＳＭＴＬ，ＣＤ９９，ＣＲＬＦ２，ＣＳＦ２ＲＡ，ＳＦＲＳ１７Ａ，

ＧＴＰＢＰ６，ＩＬ３ＲＡ，Ｐ２ＲＹ８，ＸＧ，ＤＨＲＳＸＹ，ＰＬＣＸＤ１，

ＰＰＰ２Ｒ３Ｂ，ＳＨＯＸ，ＳＬＣ２５Ａ６，ＺＢＥＤ１

ＳＰＲＹ３，ＳＹＢＬ１，

ＩＬ９Ｒ，ＣＸＹｏｒｆ１

ＡＭＥＬＹ，ＢＰＹ２，ＣＤＹ，ＤＡＺ，ＤＤＸ３Ｙ，ＥＩＦ１ＡＹ，ＨＳＦＹ，

ＫＤＭ５Ｄ，ＮＬＧＮ４Ｙ，ＰＣＤＨ１１Ｙ，ＰＲＹ，ＲＢＭＹ，ＲＰＳ４Ｙ，

ＳＲＹ，ＴＢＬ１Ｙ，ＴＧＩＦ２ＬＹ，ＴＭＳＢ４Ｙ，ＴＳＰＹ，ＵＳＰ９Ｙ，ＵＴＹ，

ＶＣＹ，ＸＫＲＹ，ＺＦＹ

基于 ＣＣＬＥ数据集（ｈｔｔｐｓ：／／ｐｏｒｔａｌｓ．ｂｒｏａｄｉｎｓｔｉｔｕｔｅ．
ｏｒｇ／ｃｃｌｅ／）获得男性膀胱肿瘤细胞系的基因表达矩
阵后明确ＫＤＭ５Ｄ在不同膀胱癌细胞系中的表达水
平。结果显示，ＫＤＭ５Ｄ在男性源性膀胱癌细胞系
（ＲＴ４、ＨＴ-１１９７、６４７-Ｖ、Ｊ８２、５６３７、ＵＭ-ＵＣ-３／Ｕ３等）
中表达存在显著差异，在常用的膀胱癌细胞系中，

ＫＤＭ５Ｄ在 ＲＴ４和 Ｊ８２中表达最高，而在 ＵＭ-ＵＣ-３
中几乎不表达（图 ２Ａ）。ｑＰＣＲ实验发现，ＫＤＭ５Ｄ
在４种常用男性膀胱癌细胞系（ＲＴ４、Ｊ８２、５６３７、ＵＭ-

ＵＣ-３／Ｕ３）中的表达与生物信息学结果相匹配，且始
终低于其在永生化人正常尿路上皮细胞系（ＳＶ）中
的表达（图２Ｂ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证结果与生物信息
学分析结果一致，且 ＫＤＭ５Ｄ在女性源性膀胱癌细
胞系Ｔ２４中没有表达（图２Ｃ）。
２．３　ＫＤＭ５Ｄ低表达时膀胱癌更易复发和转移　
对膀胱癌正常上皮组织中的 ＫＤＭ５Ｄ进行了免疫荧
光染色（图３Ａ）。使用 ｓｔｕｄｅｎｔｔ检验定量分析膀胱
正常上皮和膀胱癌组织间ＫＤＭ５Ｄ的表达差异，结

图２　ＫＤＭ５Ｄ在永生化人正常尿路上皮细胞系和各膀胱癌细胞系中的表达图

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫＤＭ５Ｄｉｎｉｍｍｏｒｔａｌｉｚｅｄｈｕｍａｎｎｏｒｍａｌｕｒｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｌｉｎｅｓａｎｄｖａｒｉｏｕｓｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓ

　　Ａ：ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫＤＭ５Ｄｉｎｖａｒｉｏｕｓｍａｌｅ-ｄｅｒｉｖｅｄｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓｂａｓｅｄｏｎｔｈｅＣＣＬＥｄａｔａｂａｓｅ；Ｂ：ＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫＤＭ５ＤｉｎＳＶ，

ＲＴ４，Ｊ８２，５６３７，ａｎｄＵ３ｃｅｌｌｌｉｎｅｓ；Ｃ：ＰｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫＤＭ５ＤｉｎＳＶ，ＲＴ４，Ｊ８２，Ｕ３，５６３７ａｎｄＴ２４ｃｅｌｌｌｉｎｅｓ；ＵＭ-ＵＣ-３＝Ｕ３；****Ｐ＜

０.０００１ｖｓＳＶ．
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果显示ＫＤＭ５Ｄ在膀胱癌组织中的表达低于正常膀
胱上皮组织（ｔ＝４.８２１，Ｐ＜０.０５）（图３Ｂ）。组织芯
片荧光（ｎ＝３０）染色结果显示，ＫＤＭ５Ｄ在男性膀胱
肿瘤组织中的荧光亮度和荧光面积均有差异（ｔ＝
４.８２１，Ｐ＜０.０５）（图３Ｃ）。以荧光染色强度和面积
总分４分为界，分为高低表达，统计结果显示，３０例
男性膀胱组织中，２１例相对低表达，９例相对高表达
（图３Ｄ）。对比无复发或转移的膀胱癌组织与有复
发或转移的膀胱癌组织中的 ＫＤＭ５Ｄ荧光强度，发
现ＫＤＭ５Ｄ在无复发或转移的膀胱癌组织相对高表

达，而在有复发或转移的膀胱癌组织中则无表达

（图４），Ｆｉｓｈｅｒ精确检验显示ＫＤＭ５Ｄ相对低表达与
更高的癌症复发和转移倾向相关（表２）。
２．４　敲低ＫＤＭ５Ｄ显著促进膀胱肿瘤细胞的增殖
和迁移，过表达 ＫＤＭ５Ｄ则显著抑制膀胱肿瘤细胞
的增殖和迁移　由于 ＲＴ４细胞聚团生长不利于后
续实验。选定在Ｊ８２细胞系中敲低ＫＤＭ５Ｄ，在 ＵＭ-
ＵＣ-３细胞系中过表达 ＫＤＭ５Ｄ。成功构建 ＫＤＭ５Ｄ
敲低表达株（Ｓｉ２）（图５Ａ）和 ＫＤＭ５Ｄ过表达株（图
６Ａ）后，分别进行ＣＣＫ-８实验，细胞迁移实验，平板

图３　ＫＤＭ５Ｄ在膀胱癌组织及正常癌旁上皮组织中的表达

Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫＤＭ５Ｄｉｎｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓａｎｄａｄｊａｃｅｎｔｎｏｒｍａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｔｉｓｓｕｅｓ

　　Ａ：ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫＤＭ５Ｄｉｎｂｌａｄｄｅｒｔｕｍｏｒａｎｄａｄｊａｃｅｎｔｎｏｒｍａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｔｉｓｓｕｅｓ；Ｂ：ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＫＤＭ５Ｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｎｏｒｍａｌ

ｂｌａｄｄｅｒｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍａｎｄｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒｇｒｏｕｐｓ；Ｃ：ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫＤＭ５Ｄｉｎｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｍｉｃｒｏａｒｒａｙ（ｎ＝３０）；Ｄ：Ｓｕｍｍａｒｙｏｆｅｘ-

ｐｒｅｓｓｉｏｎｓｃｏｒｅｓｆｏｒＫＤＭ５Ｄｏｎｔｈｅｔｉｓｓｕｅｍｉｃｒｏａｒｒａｙ；*Ｐ＜０.０５ｖｓＮｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ．
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图４　膀胱癌中ＫＤＭ５Ｄ表达的免疫荧光图
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克隆实验和 Ｅｄｕ等细胞功能实验，结果显示敲低
ＫＤＭ５Ｄ能够明显增强膀胱癌的增殖和迁移能力
（图５Ｂ－５Ｅ），过表达ＫＤＭ５Ｄ能够明显抑制膀胱癌
的增殖和迁移能力（图６Ｂ－６Ｅ）。
２．５　ＫＤＭ５Ｄ的表达与转移和免疫通路密切相关
　通过基因集合通路富集分析，共有 ３９条通路与
ＫＤＭ５Ｄ的表达相关。这３９种途径与代谢、缺氧反
应、炎症、侵袭和转移等过程相关（图７Ａ）。本研究
重点关注炎症反应和上皮—间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ-
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ，ＥＭＴ）通路，因为 ＥＭＴ

是上皮细胞失去其形态和功能逐渐转化为间质样细

胞的过程，与肿瘤复发和转移密切相关，同时因为男

女尿路感染的显著差异，炎症反应也被密切关注。

使用Ｒ包“ｉｍｍｕｎｅｄｅｃｏｎｖ”基于 ＥＰＩＣ算法进行免疫
评分评估。结果显示，ＫＤＭ５Ｄ的高表达与Ｔ细胞的
高表达相关，特别是 ＣＤ８＋ Ｔ细胞（ｔ＝６.０３８，Ｐ＜
０.００１）（图 ７Ｂ）。同时通过在 Ｊ８２细胞系中敲低
ＫＤＭ５Ｄ后和在 ＵＭ-ＵＣ-３细胞中过表达 ＫＤＭ５Ｄ进
行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验对 ＥＭＴ相关蛋白进行测定，发
现ＫＤＭ５Ｄ低表达时Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表达增加（图
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图５　ＫＤＭ５Ｄ敲低后细胞功能实验结果
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表２　ＫＤＭ５Ｄ表达高低与膀胱癌临床特征的关系［ｎ（％）］

Ｔａｂ．２　ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＫＤＭ５Ｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌｆｅａｔｕｒｅｓｏｆｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒ［ｎ（％）］

Ｌｏｗ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

Ｈｉｇｈ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
Ｐｖａｌｕｅ

Ａｇｅ（ｙｅａｒｓ）
　≤６０ ６（２０．００） ３（１０．００）
　＞６０ １５（５０．００） ６（２０．００） １．００
ＢＭＩ
　＜２４ ９（３０．００） ４（１３．３３）
　≥２４ １２（４０．００） ５（１６．６７） １．００
Ｔｕｍｏｕｒｓｉｚｅ（ｃｍ）
　≤３ １２（４０．００） ６（２０．００）
　＞３ ９（３０．００） ３（１０．００） ０．９４
Ｔｓｔａｇｅ
　Ｔａ＋Ｔ１ １０（３３．３３） ４（１３．３３）
　Ｔ２＋Ｔ３＋Ｔ４ １１（３６．６７） ５（１６．６７） １．００
Ｔｕｍｏｕｒｇｒａｄｅ
　Ｌｏｗ ５（１６．６７） ４（１３．３３）
　Ｈｉｇｈ １６（５３．３３） ５（１６．６７） １．００
Ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ
　Ｎｏ １１（３６．６７） ９（３０．００）
　Ｙｅｓ １０（３３．３３） ０（０）　 ０．０１
Ｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅ
　Ｎｏ １０（３３．３３） ９（３０．００）
　Ｙｅｓ １１（３６．６７） ０（０）　 ０．０１

７Ｃ），过表达ＫＤＭ５Ｄ后 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ蛋白表达降低（图
７Ｄ）。

３　讨论

　　本研究主要探究 ＫＤＭ５Ｄ在男性膀胱癌中的表
达及其与预后的关系，并潜在探讨了影响男性膀胱

癌预后的可能机制。

　　ＫＤＭ５Ｄ编码赖氨酸脱甲基酶，这是一类修饰组
蛋白、对抗赖氨酸功能的组蛋白去甲基化酶［１１］。这

些赖氨酸脱甲基酶具有重要的非催化作用，包括将

其他表观遗传修饰剂和转录因子招募到染色质上的

特定位点［１２］。ＫＤＭ５Ｄ和其同类的 ＫＤＭ６Ａ、ＫＤＭ５Ｃ
在几种类型的癌症中具有显著的肿瘤抑制活

性［１３－１４］。目前的研究［１５－１６］认为，随着年龄的增长，

男性会出现 Ｙ染色体丢失（ｌｏｓｓｏｆＹＣｈｒｏｍｏｓｏｍｅ，
ＬＯＹ）或基因表达极度下调（ｅｘｔｒｅｍｅｄｏｗｎ-ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ
ｏｆｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅＹｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ＥＤＹ），ＬＯＹ和ＥＤＹ
已成为男性癌症风险的标志。在本研究中，无论是

正常男性还是男性膀胱癌患者，ＫＤＭ５Ｄ的表达均与
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图６　ＫＤＭ５Ｄ过表达后细胞功能实验结果
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ＣＣＫ-８ａｓｓａｙ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎａｓｓａｙ，ｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎａｓｓａｙ，ａｎｄＥＤＵａｓｓａｙ；ａ：Ｖｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐ（ｃｏｎｔｒｏｌ）；ｂ：ＯＥ-ＫＤＭ５Ｄｇｒｏｕｐ（ＫＤＭ５Ｄｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ）；
**Ｐ＜０.０１，****Ｐ＜０.０００１ｖｓＶｅｃｔｏｒｇｒｏｕｐ（ｃｏｎｔｒｏｌ）．

年龄无关，说明 ＫＤＭ５Ｄ在男性膀胱癌里的 ＬＯＹ或
者ＥＤＹ待由其他因素解释。
　　本研究通过膀胱癌组织芯片荧光染色发现，
ＫＤＭ５Ｄ在膀胱癌中的表达低于正常膀胱上皮组织，
且ＫＤＭ５Ｄ低表达时膀胱癌更易复发和转移，说明
ＫＤＭ５Ｄ表达的高低影响着膀胱肿瘤的转移和复发，
同时细胞功能实验也证明敲低 ＫＤＭ５Ｄ促进膀胱癌
细胞的增殖和迁移能力，提示 ＫＤＭ５Ｄ是膀胱癌的
保护基因。本研究结果显示，女性膀胱癌中是无

ＫＤＭ５Ｄ表达的，而男性膀胱癌中则有着不同情况的
表达，说明 ＫＤＭ５Ｄ是男性膀胱癌患者独有的一个
保护基因，这可能是男性膀胱癌预后好于女性的原

因之一。

　　本研究生信分析发现 ＫＤＭ５Ｄ的表达与代谢、
缺氧反应、炎症、侵袭和转移等过程相关。本研究进

一步生信分析显示ＫＤＭ５Ｄ高表达会增加 Ｔ细胞尤
其是ＣＤ８＋Ｔ细胞的浸润。此外，本研究通过 Ｗｅｓｔ-

ｅｒｎｂｌｏｔ实验证实 ＫＤＭ５Ｄ的表达将会影响 ＥＭＴ相
关蛋白Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达，ＫＤＭ５Ｄ低表达时Ｖｉｍｅｎｔｉｎ
表达明显升高。通过以上实验可以推测 ＫＤＭ５Ｄ可
以直接或间接影响 ＥＭＴ或影响免疫细胞浸润从而
影响膀胱肿瘤的迁移，具体机制尚待进一步研究。

　　总之，本研究从Ｙ染色体基因出发探讨膀胱癌
预后差异，发现 Ｙ染色体基因 ＫＤＭ５Ｄ在男性膀胱
癌中呈总体低表达，且较低表达时膀胱癌更易转移

和复发，而相对高表达时膀胱癌则不易转移和复发，

其机制可能与影响ＥＭＴ和免疫细胞浸润有关，具体
的调控还需要进一步探索研究。本研究已经初步证

明Ｙ染色体基因在膀胱癌生物学性别差异上起到
了相当大的作用，为分子蛋白层面的精准医疗打下

坚实基础。本研究具有较大的临床意义，在男性膀

胱癌中，可以通过寻找增加 ＫＤＭ５Ｄ表达的机制或
方法，或者抑制ＫＤＭ５Ｄ表达降低的程度，降低膀胱
癌的复发和转移，从而改善男性膀胱癌的预后。
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图７　ＫＤＭ５Ｄ表达与下游通路关系图
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　　本研究不足之处是对 ＫＤＭ５Ｄ的下游调控机制
研究不够深入，仅从生信分析和简单的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
实验验证推断出ＫＤＭ５Ｄ可以直接或间接影响ＥＭＴ
或影响免疫细胞的聚集从而影响膀胱肿瘤的迁移，

后续需要进行深入的机制探讨。
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［３］ Ｍａｒｔíｎｅｚ-ＲｏｊｏＥ，ＢｅｒｕｍｅｎＬＣ，Ｇａｒｃíａ-ＡｌｃｏｃｅｒＧ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｒｏｌｅ

ｏｆａｎｄｒｏｇｅｎｓａｎｄａｎｄｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒｉｎｈｕｍａｎｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．

Ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ，２０２１，１１（４）：５９４．ｄｏｉ：１０．３３９０／ｂｉｏｍ１１０４０５９４．

［４］ ＴｏｒｅｎＰ，ＷｉｌｋｉｎｓＡ，ＰａｔｅｌＫ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｓｅｘｇａｐｉｎｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃ-

ｅｒｓｕｒｖｉｖａｌ-ａｍｉｓｓｉｎｇｌｉｎｋｉｎｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒｃａｒｅ？［Ｊ］．ＮａｔＲｅｖ

Ｕｒｏｌ，２０２４，２１（３）：１８１－９２．ｄｏｉ：１０．１０３８／ｓ４１５８５－０２３－

００８０６－２．

［５］ ＬｏｂｏＮ，ＡｆｆｅｒｉＬ，ＭｏｓｃｈｉｎｉＭ，ｅｔａｌ．Ｅｐｉｄｅｍｉｏｌｏｇｙ，ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ，

ａｎｄｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎｏｆｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＥｕｒＵｒｏｌＯｎｃｏｌ，２０２２，５

（６）：６２８－３９．ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｅｕｏ．２０２２．１０．００３．

［６］ ＤｏｓｈｉＢ，ＡｔｈａｎｓＳＲ，ＷｏｌｏｓｚｙｎｓｋａＡ．Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｕｎ-

ｄｅｒｌｙｉｎｇｓｅｘａｎｄｇｅｎｄｅｒｄｉｓｐａｒｉｔｉｅｓｉｎｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒ：ｃｕｒｒｅｎｔｓｙｎ-

ｏｐｓｉｓａｎｄｆｕｔｕｒｅｄｉｒｅｃｔｉｏｎｓ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｇｅｎｅｓｉｓ，２０２３，１２（１）：４４．

ｄｏｉ：１０．１０３８／ｓ４１３８９－０２３－００４８９－９．

［７］ ＣｕｎｎｉｎｇｈａｍＣＭ，ＬｉＭ，ＲｕｆｆｅｎａｃｈＧ，ｅｔａｌ．Ｙ-ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ

ｇｅｎｅ，Ｕｔｙ，ｐｒｏｔｅｃｔｓａｇａｉｎｓｔｐｕｌｍｏｎａｒｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎｂｙｒｅｄｕｃｉｎｇ

ｐｒｏｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｈｅｍｏｋｉｎｅｓ［Ｊ］．ＡｍＪＲｅｓｐｉｒＣｒｉｔＣａｒｅＭｅｄ，

２０２２，２０６（２）：１８６－９６．ｄｏｉ：１０．１１６４／ｒｃｃｍ．２０２１１０－

２３０９ＯＣ．

［８］ ＬｉＪ，ＬａｎＺ，ＬｉａｏＷ，ｅｔａｌ．ＨｉｓｔｏｎｅｄｅｍｅｔｈｙｌａｓｅＫＤＭ５Ｄｕｐｒｅｇｕ-

ｌａｔｉｏｎｄｒｉｖｅｓｓｅｘｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２０２３，

６１９（７９７０）：６３２－９．ｄｏｉ：１０．１０３８／ｓ４１５８６－０２３－０６２５４－７．

［９］ ＷｅｉＪ，ＨｕａｎｇＫ，ＣｈｅｎＺ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｇｌｙｃｏｌｙｓｉｓ-ａｓ-

ｓｏｃｉａｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌｅｓｉｎｔｈｅｔｕｍｏｒｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔｒｅｖｅａｌｅｄｂｙｐａｎ-

ｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌｄａｔａ［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒｓ，

２０２０，１２（７）：１７８８．ｄｏｉ：１０．３３９０／ｃａｎｃｅｒｓ１２０７１７８８．

［１０］ＫｉｄｏＴ，ＬａｕＹＦ．ＲｏｌｅｓｏｆｔｈｅＹｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｇｅｎｅｓｉｎｈｕｍａｎ

·３１２２·安徽医科大学学报　ＡｃｔａＵｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓＭｅｄｉｃｉｎａｌｉｓＡｎｈｕｉ　２０２４Ｄｅｃ；５９（１２）



ｃａｎｃｅｒｓ［Ｊ］．ＡｓｉａｎＪＡｎｄｒｏｌ，２０１５，１７（３）：３７３－８０．ｄｏｉ：１０．

４１０３／１００８－６８２Ｘ．１５０８４２．

［１１］ＳｏｎｇＹＱ，ＹａｎｇＧＪ，ＭａＤＬ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｒｏｌｅａｎｄｐｒｏｓｐｅｃｔｏｆｌｙ-

ｓｉｎｅ-ｓｐｅｃｉｆｉｃｄｅｍｅｔｈｙｌａｓｅｓｉｎｃａｎｃｅｒｃｈｅｍｏｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ［Ｊ］．Ｍｅｄ

ＲｅｓＲｅｖ，２０２３，４３（５）：１４３８－６９．ｄｏｉ：１０．１００２／ｍｅｄ．２１９５５．

［１２］ＡｕｂｅｒｔＹ，ＥｇｏｌｆＳ，ＣａｐｅｌｌＢＣ．Ｔｈｅｕｎｅｘｐｅｃｔｅｄｎｏｎｃａｔａｌｙｔｉｃｒｏｌｅｓ

ｏｆｈｉｓｔｏｎｅｍｏｄｉｆｉｅｒｓｉｎｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｎｄｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓＧｅｎ-

ｅｔ，２０１９，３５（９）：６４５－５７．ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｔｉｇ．２０１９．０６．００４．

［１３］ＳｈｅｎＸ，ＨｕＫ，ＣｈｅｎｇＧ，ｅｔａｌ．ＫＤＭ５Ｄｉｎｈｉｂｉｔｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ-ｍｅｓｅｎ-

ｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｔｈｒｏｕｇｈｄｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｉｎｔｈｅ

ｐｒｏｍｏｔｅｒｏｆＣｕｌ４Ａｉｎｍａｌｅ［Ｊ］．ＪＣｅｌｌＢｉｏｃｈｅｍ，２０１９，１２０（８）：

１２２４７－５８．ｄｏｉ：１０．１００２／ｊｃｂ．２７３０８．

［１４］ＮｔｚｉａｃｈｒｉｓｔｏｓＰ，ＴｓｉｒｉｇｏｓＡ，ＷｅｌｓｔｅａｄＧＧ，ｅｔａｌ．Ｃｏｎｔｒａｓｔｉｎｇ

ｒｏｌｅｓｏｆｈｉｓｔｏｎｅ３ｌｙｓｉｎｅ２７ｄｅｍｅｔｈｙｌａｓｅｓｉｎａｃｕｔｅｌｙｍｐｈｏｂｌａｓｔｉｃ

ｌｅｕｋａｅｍｉａ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２０１４，５１４（７５２３）：５１３－７．ｄｏｉ：１０．

１０３８／ｎａｔｕｒｅ１３６０５．

［１５］ＣáｃｅｒｅｓＡ，ＪｅｎｅＡ，ＥｓｋｏＴ，ｅｔａｌ．Ｅｘｔｒｅｍｅｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆ

ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅＹａｎｄｃａｎｃｅｒｒｉｓｋｉｎｍｅｎ［Ｊ］．ＪＮａｔｌＣａｎｃｅｒＩｎｓｔ，

２０２０，１１２（９）：９１３－２０．ｄｏｉ：１０．１０９３／ｊｎｃｉ／ｄｊｚ２３２．

［１６］ＧｕｏＸ，ＬｉＪ，ＸｕｅＪ，ｅｔａｌ．ＬｏｓｓｏｆＹｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ：ａｎｅｍｅｒｇｉｎｇ

ｎｅｘｔ-ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｂｉｏｍａｒｋｅｒｆｏｒｄｉｓｅａｓｅｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎａｎｄｅａｒｌｙｄｅｔｅｃ-

ｔｉｏｎ？［Ｊ］．ＭｕｔａｔＲｅｓＲｅｖＭｕｔａｔＲｅｓ，２０２１，７８８：１０８３８９．ｄｏｉ：

１０．１０１６／ｊ．ｍｒｒｅｖ．２０２１．１０８３８９．

ＲｅｓｅａｒｃｈｏｎｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｂｙｗｈｉｃｈｔｈｅＹｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｇｅｎｅＫＤＭ５Ｄ
ｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅｍａｌｉｇｎａｎｔｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍａｌｅｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒ

ＲａｎＹｕｅｆｅｉ１，２，３，４，ＹａｏＸｕｄｏｎｇ１，２，３，４

（１ＳｈａｎｇｈａｉＣｌｉｎｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅ，ＡｎｈｕｉＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０００７２；２ＴｈｅＦｉｆｔｈＣｌｉｎｉｃａｌＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅｏｆ
ＡｎｈｕｉＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｈｅｆｅｉ　２３００３２；３ＤｅｐｔｏｆＵｒｏｌｏｇｙ，ＳｈａｎｇｈａｉＴｅｎｔｈＰｅｏｐｌｅ′ｓＨｏｓｐｉｔａｌ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０００７２；

４ＴｈｅＵｒｏｌｏｇｉｃａｌＣａｎｃｅｒＩｎｓｔｉｔｕｔｉｏｎＡｆｆｉｌｉａｔｅｄｔｏＴｏｎｇｊｉＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙＳｃｈｏｏｌｏｆＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｓｈａｎｇｈａｉ　２０００７２）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅＹｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｇｅｎｅｌｙｓｉｎｅ-ｓｐｅｃｉｆｉｃｄｅｍｅｔｈｙｌａｓｅ５Ｄ
（ＫＤＭ５Ｄ）ｉｎｍａｌｅｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒａｎｄｉｔｓｅｆｆｅｃｔｓｏｎｃａｎｃｅｒｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ，ｔｈｅｒｅｂｙｅｘｐｌａｉｎｉｎｇｇｅｎｄｅｒ-ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｇｎｏｓ-
ｔｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＢｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓｗａｓｃｏｎｄｕｃｔｅｄｔｏｉｄｅｎｔｉｆｙＫＤＭ５Ｄａｓａｄｉｆｆｅｒ-
ｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄＹｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｇｅｎｅｗｉｔｈｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｉｎｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒｂａｓｅｄｏｎｄａｔａｆｒｏｍｔｈｅＴＣＧＡ
ｄａｔａｂａｓｅ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫＤＭ５Ｄｉｎｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓ，ｃｏｌｌｅｃｔｅｄｃｌｉｎｉｃａｌｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓ，ａｎｄａｄ-
ｊａｃｅｎｔｎｏｒｍａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｔｉｓｓｕｅｓｗｅｒｅｅｘａｍｉｎｅｄｕｓｉｎｇｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲｅａｌ-ｔｉｍｅＰＣＲ（ｑＰＣＲ），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，ｉｍｍｕｎｏ-
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ，ｔｕｍｏｒｍｉｃｒｏｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ａｎｄｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓｐａｔｈｗａｙａｎａｌｙｓｉｓ．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＫＤＭ５Ｄｏｎ
ｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｗｅｒｅｖａｌｉｄａｔｅｄｔｈｒｏｕｇｈｃｅｌｌｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓｆｏｌｌｏｗｉｎｇＫＤＭ５Ｄｋｎｏｃｋｄｏｗｎ
ａｎｄｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ，ｃｌｉｎｉｃａｌｄａｔａｏｎＫＤＭ５Ｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅａｒｒａｙｓｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉ-
ｃａｌｌｙａｎａｌｙｚｅｄｉｎｒｅｌａｔｉｏｎｔｏｍｅｔａｓｔａｓｉｓａｎｄｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＫＤＭ５Ｄｗａｓｇｅｎｅｒａｌｌｙｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎｍａｌｅ
ｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒｂｕｔｅｘｈｉｂｉｔｅｄｖａｒｉａｂｌｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓａｎｄｂｅｔｗｅｅｎｒｅｃｕｒｒｅｎｔａｎｄ
ｎｏｎ-ｒｅｃｕｒｒｅｎｔｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒｓ．ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＫＤＭ５Ｄｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｕｍｏｒｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎ，ａｎｄｌｏｗ-
ｅｒＫＤＭ５Ｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｈｉｇｈｅｒｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅａｎｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓｒａｔｅｓ．Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓｓｕｇｇｅｓｔｅｄ
ｔｈａｔＫＤＭ５Ｄｍｉｇｈｔｉｎｆｌｕｅｎｃｅｔｕｍｏｒｍｅｔａｓｔａｓｉｓｏｒｒｅｃｕｒｒｅｎｃｅｂｙａｆｆｅｃｔｉｎｇｉｍｍｕｎｅｃｅｌｌａｇｇｒｅｇａｔｉｏｎａｎｄｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ-
ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＫＤＭ５Ｄｉｓａｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅｇｅｎｅｓｐｅｃｉｆｉｃｔｏｍａｌｅｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒａｎｄｍａｙｂｅａｓ-
ｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｇｅｎｅｒａｌｌｙｂｅｔｔｅｒｐｒｏｇｎｏｓｉｓｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎｍａｌｅｃｏｍｐａｒｅｄｔｏｆｅｍａｌｅｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒｐａｔｉｅｎｔｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ＫＤＭ５Ｄ；Ｙｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｇｅｎｅ；ｇｅｎｄｅｒ；ｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒ；ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ；ＥＭＴ
Ｆｕｎｄｐｒｏｇｒａｍ　ＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＰｌａｎＰｒｏｊｅｃｔｏｆＳｈａｎｇｈａｉ（Ｎｏ．２２１４０９０３８００）
ＣｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇＡｕｔｈｏｒ　ＹａｏＸｕｄｏｎｇ，Ｅ-ｍａｉｌ：ｙａｏｘｕｄｏｎｇ１９６７＠１６３．ｃｏｍ
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