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Abstract
Through	the	bioinformatics	analysis	of	ISG15,	firstly,	the	expression	of	ISG15	in	cancer	tissues	was	analysed	by	pan-cancer	analysis	
in	TCGA	database,	and	it	was	found	that	its	expression	was	up-regulated	in	many	cancer	types,	among	which	it	was	significantly	up-
regulated	in	head	and	neck	cancers,	which	confirmed	that	it	was	a	cancer-related	gene.	The	expression	of	ISG15	in	hypopharyngeal	
carcinoma	was	found	to	be	significantly	elevated	compared	with	normal	tissues,	and	its	possible	role	in	hypopharyngeal	carcinoma	
was analysed by enrichment analysis, and it was further concluded that ISG15 plays a certain role in hypopharyngeal carcinogenesis. 
Finally,	 the	qPCR	results	confirmed	that	 the	expression	of	 ISG15	was	up-regulated	 in	hypopharyngeal	carcinoma	and	had	 the	
potential to become a molecular marker for hypopharyngeal carcinoma.
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ISG15 在下咽癌中表达的生物信息学分析
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摘　要

通过对ISG15进行相关生物信息学分析，首先通过TCGA数据库泛癌分析其在癌症组织中表达情况，发现其在多种癌种中表
达上调，其中在头颈癌中显著上调，确认其为癌症相关基因，经TCGA数据库差异分析下咽癌以及正常组织中表达，发现
相比正常组织，ISG15在下咽癌中表达显著升高，通过富集分析其在下咽癌中可能发挥的作用，进一步认为 ISG15在下咽癌
发生中发挥一定作用。最后经qPCR实验结果证实：ISG15在下咽癌中表达上调，有成为下咽癌分子标志物的潜力。
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1 引言

下咽癌是一类发病率较低的癌症，其发病率仅占头颈

癌的 3％ ~5％，其中鳞状细胞癌最常见，而下咽癌中 70％

为低分化癌，在解剖学上，下咽位于喉部和食道之间，包括

咽侧壁、咽后壁、梨状窝和通向食管入口的环状后区域 [1]，

因其解剖位置隐蔽，且起病隐匿、易发生淋巴结转移，使得

此类癌症的早期诊断极为困难，常常在发现时已发展至中晚

期，导致预后不良 [2]，且近 50％的患者在治疗后第一年复

发 [3]，5 年总生存率约为 30%~35%[4]。由于大部分患者在临

床初诊时可能就已处于中晚期，已丧失手术条件，且具备手

术条件的大部分下咽癌的患者需进行喉全切除的手术，可能

面临终生佩戴呼吸套管、说话方式改变等情况，所以早期诊

断对下咽癌的治疗至关重要。

ISGl5 为干扰素刺激基因 15，干扰素诱导超过 500 的

基因表达，所有这些基因统称为 ISG，其中 ISG15 为诱导最

早的 ISG 之一 [5]”，由于具有与泛素类似的结构，所以可

以具有类似泛素化的酶促级联反应，称为 ISGylation。ISGl5

蛋白是一种由干扰素刺激基因 15 编码产生的类泛素化蛋白，

其初级结构和高级结构均与泛素相似，它的氨基端和羧基端

各有 1 个与泛素类似的高度同源功能域，是第一个被证明可

以共价修饰蛋白质的泛素样蛋白 [6]，ISG15 蛋白在生理条件

下表达最少，然而，其 IFN 依赖性表达在各种人类疾病中
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异常升高或受损，除了抗病毒功能外 [7]，还包括多种类型的

癌症、神经退行性疾病、炎症性疾病等等。本文旨在通过生

物信息学分析 ISG15 在下咽癌中的相关表达，来探讨 ISG15

在下咽癌中可能发挥的作用。

材料与方法

2 一般资料

2.1 样本来源

2.1.1 TCGA 数据库
TCGA 数据库中下载下咽癌患者及正常患者的测序数

据，其中包括 9 例下咽癌患者及 44 例正常患者。并下载泛

癌信息。

2.1.2 qPCR 患者信息
收集 2019 年 6 月至 2023 年 6 月就诊于朝阳市中心医

院 6 例下咽癌临床初治患者，术后病理证实为下咽部鳞状细

胞癌，治疗前已完善电子喉镜检查，6 例患下咽其余疾病临

床初治患者，正常对照粘膜组织取自 6 例鼾症、成人慢性扁

桃体炎或扁桃体良性肿物等行扁桃体切除术临床初治患者，

部位为扁桃体下极粘膜组织，下咽癌患者均取其下咽癌组

织标本，下咽癌组织及正常组织均在离体 15 分钟内放入液

氮罐中保存，然后在半小时内移至 -80℃冰箱中保存至核酸

提取。纳入及排除标准：纳入标准：患者年龄在 18~80 岁，

临床资料完善，依从性好，术前均已签署相关知情同意书。

排除标准：排除既往有除下咽以外的原发肿瘤病史；既往曾

接受过下咽部手术、放疗或化疗；对利多卡因等麻药过敏，

患有重症难以控制的呼吸困难、不稳定型心绞痛、难以控制

的出血性疾病，患者基础状态难以耐受手术以及无法理解和

签署知情同意书的患者

2.2 泛癌分析
  全面的分子分析正在从根本上改变癌症研究。癌症基

因组图谱 （TCGA） 和国际癌症基因组联盟 （ICGC） 生

成的数万种肿瘤的基因组目录为我们对驱动肿瘤发生的突

变的理解增添了极大的深度 [8]。CPTAC 数据集目前包括 10

个前瞻性收集的肿瘤癌症队列，这些肿瘤通过基因组学、转

录组学、蛋白质组学和磷酸化蛋白质组学进行了分析。

2.3 差异分析
  我们对 TCGA 数据库中的 ISG15 在下咽癌中的表达

进行了差异分析，确定 ISG15 是否在下咽癌中显著表达。

2.4 富集分析
  GSEA（Gene Set Enrichment Analysis，基因集富集分析）

是一种用于分析基因表达数据的计算方法，旨在检测预先定

义的基因集（如通路、功能类别或生物学过程）在表达谱中

是否显著富集。其中 KEGG 及 GO 富集分析数据在 MSigdb

获得，利用 R 软件“clusterprofiler”包用于低免疫浸润簇和

高免疫浸润簇之间的基因集富集分析（GSEA），而 R 软件

“enrichplot”包用于可视化。

2.5 qPCR

2.5.1 引物序列（见表 1）

表 1 ISG15 表达 qPCR 验证引物序列

引物名称 引物序列
引物

长度

产物

长度

人 ISG15-F2 GGGCAACGAATTCCAGGTGT 20
81

人 ISG15-R2 ACGCCGATCTTCTGGGTGAT 20

2.5.2 实验过程
RNA 提取步骤：

①取约 100mg 冻存肿瘤样本，经灭菌剪刀剪碎后转移

至 2mL RNase-Free 离心管，加入 2 枚匀质钢珠和 1000μL 

Trizol 裂解液，通过高通量匀浆仪（40Hz，180s）充分裂解。

将匀浆液转移至预冷 1.5mL EP 管，4℃ 12000rpm 离心 2 分

钟收集上清。

②按 1:5 体积比加入氯仿，涡旋振荡 15 秒后室温孵育

2 分钟。4℃ 12000×g 离心 10 分钟，定量转移上层水相至

新管。加入等体积 70% 乙醇（DEPC 水配制）轻柔混匀，

分次过柱后 12000rpm 离心 20 秒弃液。

③依次用 350μL Buffer RW1 和 500μL Buffer RW2 漂

洗吸附柱，每次离心 20 秒。配置 DNaseI 消化体系（80μL

含 20U 酶），加至吸附柱 25℃避光孵育 15 分钟，再次用

Buffer RW1/RW2 清洗。

④空离去残液后室温干燥 5 分钟，用 ≥30μL DEPC 水

浸提 1 分钟，离心收集洗脱液。重复洗脱可提高产率，终产

物分装保存于 -80℃。

关键质控：全程使用 DEPC 水处理耗材，所有离心步

骤均在 4℃预冷转子中以 12000rpm（13400g）进行。可通

过减少洗脱体积或重复洗脱提升 RNA 终浓度。

反转录体系及步骤：

反转录：使用全式金 Transgen 反转录试剂盒操作，

将各组分混匀后置于 42℃水浴锅中孵育 1h，得到第一链

cDNA，将逆转录后的 cDNA 用 H2O 5 倍稀释后，进行后续

qPCR 反应。

Real-Time PCR 反应体系及步骤：

本实验采用 SYBR Green I 法实时荧光定量 PCR（相对

定量）进行 mRNA 表达量分析

2.6 数据统计
本研究采用 2^(-ΔΔCt) 算法进行目的基因表达量相对

定量分析，具体实施流程如下：通过实时荧光定量 PCR 获

取目的基因与内源性参照基因（Housekeeping gene）的 Ct 值，

计算 ΔCt=Ct_target-Ct_reference；选取对照组样本 ΔCt 值

的算术平均数作为基准值（ΔCt_control_mean）；各实验组

ΔCt 值经基准校正获得 ΔΔCt=ΔCt_sample-ΔCt_control_

mean；通过指数转换公式计算基因表达量相对倍数变化：

Relative	Expression=2^(-ΔΔCt)。

采用 SPSS26.0 统计软件对数据进行处理，符合正态分
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布的计量资料用均数和标准差 ( sx ± ) 表示，组间差异

采用 t 检验，非正态分布的计量资料用中位数和四分位间

距表示 (M，Q)，组间差异采用非参数秩和检验 U 检验，

P<0.05 为差异有统计学意义。

3 结果

①对 ISG15 进行泛癌分析，发现 ISG15 在多种癌症中

表达升高，其中头颈癌中 ISG15 表达明显升高，且 p<0.05（见

图 1）。

②下咽癌中差异分析结果认为 ISG15 在下咽癌中表达

明显升高，p<0.05( 见图 2）。

③ GSEA 富集分析结果认为 ISG15 主要富集在嗅觉传

导、核糖体及剪接体通路。

④ ISG15 的 qPCR 验证结果认为 ISG15 在下咽癌组织

中明显升高，且 p<0.05（见图 4）。

图 1 泛癌分析结果 \

图 2 ISG15 在下咽癌中表达情况

图 3 ISG15 的 GSEA 分析

图 4 ISG15 的 qPCR 验证
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4 讨论

下咽癌是头颈部肿瘤中预后非常差的高恶性肿瘤，其

基本原因主要是该病起病隐匿，早期症状不典型，且极易发

生颈部淋巴结转移 [9]，所以下咽癌早期诊断尤为重要。目前

已知的下咽癌诊断方法包括：①内镜检查，通过内镜检查可

以发现异常的癌症病灶，以及评估浅表肿瘤扩展以及癌症浸

润情况 [10]；②影像学检查，目前下咽癌的诊断主要还是依

靠 CT 及 MRI，可以用于评估肿瘤的大小、位置及是否发生

转移，从而判断患者的临床分期以及制定合理的手术及治疗

方案，目前还有 PET-CT 及 PET-MRI 在临床诊断中发挥作

用 [11]；③病理检查，为癌症诊断的金标准，通过内镜或手

术获取癌症病灶的病理组织，从而进行活检；④分子标志物

检测：目前已知的分子标志物包括 p53、ki67 等。发现新的

分子诊断标志物会对下咽癌的诊治有重要意义。

我们通过泛癌分析发现 ISG15 在多种癌症中均升高，

且 ISG15 目前在多种癌症中均有研究，有研究表明 ISG15

通过调节 IL6/JAK2/STAT3 信号传导以促进肿瘤的增殖、迁

移和侵袭 [12]，且 ISG15 的低表达降低了肿瘤生长速率并促

进了细胞凋亡，且几项独立研究表明，ISG15 在肿瘤干细胞

样特征中具有新的作用 [13]。例如，ISG15 介导的肿瘤干细

胞被证明是卵巢癌顺铂耐药的重要原因 [14]。ISG15 对肿瘤

干细胞的自我更新、侵袭和致瘤潜力对胰腺癌的发展至关重

要。也有研究认为胰腺癌干细胞增加了干扰素刺激基因 15

（ISG15）和蛋白质 ISGylation 的表达，这对于维持其代谢

可塑性至关重要，若降低 ISGylation 表达会损害了胰腺癌的

自我更新及其体内致瘤能力。

我们通过差异分析发现 ISG15 在下咽癌中显著升高，

目前 ISG15 在头颈癌中的表达也有相关研究，有研究认为

鼻咽癌中高 ISG15 水平与更频繁的局部复发和较短的总生

存期有关，且 ISG15 的过表达增加了鼻咽癌细胞对放疗和

顺铂（DDP）治疗的耐药性 [15]，而在口腔癌中，有研究认为，

牙周病原菌感染后，可能通过上调 ISG15 的方式来促进口

腔癌的发生 [16]。

5 结论

相比于正常组织来说，ISG15 在多种癌症中表达显著升

高，其中在头颈癌中升高显著，进一步分析下咽癌中 ISG15

表达，发现 ISG15 在下咽癌中表达显著升高（p<0.05)，且

可能参与嗅觉传导、核糖体及剪接体通路，经 qPCR 验证后

结果成立，结果认为 ISG15 可能在下咽癌发生中具有一定

作用。
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