
2021 年 9 月
中国普通外科杂志 Vol.30 No.9第 30 卷 第 9 期

Chinese Journal of General Surgery Sep. 2021

© 版权归中国普通外科杂志所有 http://www.zpwz.net

PIK3C3与SMAD4在胰腺癌中的表达及作用
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摘 要 背景与目的：III 型磷脂酰肌醇3-激酶 （PIK3C3） 及 SMAD家族成员4 （SMAD4） 参与的信号通路与胰

腺癌 （PAAD） 关系密切，但两者与PAAD发生及预后是否有关尚不十分清楚。本研究初步探究两者在

PAAD中的表达及其对患者预后的影响。

方法：利用UALCAN在线网站分析PIK3C3 mRNA和SMAD4 mRNA在PAAD中的表达及两者各自对PAAD

患者预后的影响；从TCGA数据库下载PAAD患者PIK3C3 mRNA和 SMAD4 mRNA的表达数据和相应临

床病理资料，基于PIK3C3和SMAD4联合的mRNA表达水平，用一致性聚类分析将PAAD患者分为两个聚

类，用Kolmogorov-Smirnov检验及Kaplan-Meier法分析两个聚类患者PIK3C3与 SMAD4的mRNA表达模式、

临床病理因素和总体生存率的差异；用免疫组化的方法检测 PAAD 和癌旁组织组织芯片中 PIK3C3 及

SMAD4蛋白表达水平，并用独立样本t检验及ROC曲线下面积（AUC）评估两个蛋白在癌和癌旁组织中

的差异；采用Kaplan-Meier的方法分析PIK3C3和SMAD4的蛋白水平单独及联合对PAAD患者生存的影响。

结果：分析结果表明，PIK3C3 mRNA或 SMAD4 mRNA水平在PAAD中均无明显变化，并且两者单独均

不影响PAAD患者的预后 （均P>0.05）。PAAD中与PIK3C3 mRNA与 SMAD4 mRNA具有较高的共表达相

关性。两个聚类的 PAAD 患者之间，两基因的 mRNA 水平及年龄有明显差异 （均 P<0.05），其中，

PIK3C3 mRNA及SMAD4 mRNA均高表达聚类的PAAD患者预后较好（P=0.006）。PAAD组织中PIK3C3和

SMAD4 的蛋白表达水平均明显低于癌旁组织 （均 P<0.001），AUC 分别为 0.7417 及 0.7991。PIK3C3 和

SMAD4蛋白之一阳性患者比两蛋白均阴性的患者预后更好（P=0.0359）。

结论：PIK3C3和 SMAD4蛋白可作为PAAD潜在的诊断标志物，PIK3C3和 SMAD4联合分析可成为PAAD

患者预后评估的新指标。
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Abstract Background and Aims: The signaling pathways associated with phosphatidylinositol 3-kinase catalytic

subunit type 3 (PIK3C3) and SMAD family member 4 (SMAD4) are closely linked to pancreatic

adenocarcinoma (PAAD). However, the relationships of the two genes with the occurrence or prognosis

of PAAD are not fully understood. This study was conducted to investigate the expressions PIK3C3 and

SMAD in PAAD and their influences on prognosis of patients.

Methods: The mRNA expressions of PIK3C3 and SMAD4 in PAAD tissue and their corresponding

effects on prognosis of PAAD patients were analyzed using UALCAN website. The mRNA expression

profiles of PIK3C3 and SMAD4 together with the indicated clinicopathologic data were downloaded

from TCGA. The PAAD patients were divided into two clusters based on the combined expression of the

PIK3C3 and SMAD4 genes by consensus clustering analysis, the differences in PIK3C3 mRNA or

SMAD4 mRNA expression pattern, clinicopathologic variables and overall survival between two clusters

were analyzed by Kolmogorov-Smirnov test and Kaplan-Meier method. The protein levels of PIK3C3

and SMAD4 in tissue microarrays containing PAAD and adjacent normal tissue samples were

determined by immunohistochemical staining, and the differences of the two proteins in tumor and

adjacent normal tissue were evaluated by independent sample t test as well as the area under ROC curve

(AUC); the effects of individual PIK3C3 and SMAD4 protein or their combination on the survival of

PADD patients were assessed by Kaplan-Meier analysis.

Results: The results of analysis showed that mRNA expression of PIK3C3 or SMAD4 alone did not

change significantly in PAAD and did not significantly affect the prognosis of PAAD patients as well (all

P>0.05). There was a high correlation in co-expression between PIK3C3 mRNA and SMAD4 mRNA in

PAAD. Between the two clusters of PAAD patients, there were significant differences in mRNA levels of

the two genes and age (P<0.05), and the cluster with higher mRNA level of both PIK3C3 and SMAD4

had a better survival probability (P=0.006). The protein levels of both PIK3C3 and SMAD4 were

significantly higher in PAAD tissue than those in adjacent normal tissue (both P<0.001), and their AUC

were 0.7417 and 0.7991, respectively. PAAD patients with positive expression of PIK3C3 or SMAD4

protein have better survival than those with negative expression of both proteins (P=0.0359).

Conclusion: This study suggests that PIK3C3 and SMAD4 protein may be the potential biomarkers for

diagnosis of PAAD. Combined analysis of PIK3C3 and SMAD4 can be used for predicting the prognosis

of PAAD patients.

Key words Pancreatic Neoplasms; Class III Phosphatidylinositol 3-Kinases; SMAD Family Member 4; Prognosis; Computation‐

al Biology

CLCCLC numbenumberr: R735.9

胰腺癌 （pancreatic adenocarcinoma，PAAD） 仍

是世界范围内最致命的癌症之一[1]。据 2018年全球

肿瘤流行病统计数据 （GLOBOCAN） 显示，PAAD

每年可导致 432 242 例以上的患者死亡，其在男性

或女性癌症病死率中排名第七[2-3]。随着外科手术

及化疗不断发展，PAAD 患者的生存率有所提高。

但在一些国家，PAAD 患者的 5 年生存率仍低至

2%[4-5]，其主要原因在于PAAD的早期诊断困难[6-8]。

因此，研究可用于 PAAD 早期诊断的指标至关

重要。

III 型磷脂酰肌醇 3-激酶 （PIK3C3，也称为

VPS34），在低等真核生物、植物和哺乳动物体内

保守[9-10]。PIK3C3 蛋白是一种内体激酶，在胞内可

通过与不同的多蛋白复合物结合而行使多种功

能[11]。研究发现，PIK3C3 在哺乳动物中的生物学

功能与小泡运输的调节有关，包括自噬、内吞和

吞噬作用等[12]。最近，自噬被发现与癌症的发生

发展密切相关[13]，自噬在癌症中发挥双重作用[14]。

一方面，肿瘤发生早期，自噬可清除损伤的蛋白

及细胞器以维持细胞稳态，进而抑制肿瘤发生发

展；另一方面，肿瘤发生晚期，自噬可通过降解

蛋白质或细胞器为肿瘤细胞提供营养，从而有助

于肿瘤的发展。然而，自噬关键分子 PIK3C3 在

PAAD中的作用并不十分清楚。

SMAD4 基因编码 Smad 家族成员蛋白，该基因

的产物可调节靶基因的转录[15]。SMAD4 蛋白质可

充当肿瘤抑制因子并抑制上皮细胞增殖[16]。此外，

钙蛋白还可能通过减少血管生成和增加血管通透

性而对肿瘤产生抑制作用[17-18]。该基因的突变或缺

失 可 能 导 致 PAAD[19-20]， 但 其 与 PIK3C3 联 合 在

PAAD中的作用未知。

本研究通过生物信息学分析和相关实验验证

以了解 PIK3C3 及 SMAD4 联合是否对 PAAD 患者的

诊断和预后产生影响。

1 材料与方法

1.1 数据收集及处理

利用 UALCAN 在线网站 （http://ualcan.path.uab.

edu/index.html） 分析 PIK3C3 及其相关基因 SMAD4

在 PAAD 中的表达，分析 PIK3C3 及 SMAD4 基因与

PAAD 预后之间的关联。从癌症基因组图谱 （The

Cancer Genome Atlas， TCGA） 数 据 库 （http://

cancergenome.nih.gov） 下载 4 例正常对照及 178 例

PAAD 的千碱基百万片段 （FPKM） 样式数据的转

录组测序 （RNA-seq） 数据及匹配的临床信息数

据 ， 生 存 分 析 时 将 没 有 生 存 信 息 的 患 者 剔

除 （1例）。

1.2 聚类分析

基于PIK3C3和 SMAD4联合的mRNA表达水平，

使用“ConsensusClusterPlus”R软件包进行聚类分析，

将178例PAAD分为聚类1（101例）和2（77例）。通

过“Limma”R 软件包进行主成分分析 （PCA） 以

分 析 两 个 cluster 的 区 分 度 ， 所 得 结 果 通 过

“ggplot2”R软件包进行可视化。

1.3 免疫组织化学染色

PAAD 组织芯片购自上海芯超生物有限公司

（货号 HPanA150Su01），PIK3C3 检测芯片有效癌组

织及癌旁组织例数分别为78及59，SMAD4检测芯片

有效癌组织及癌旁组织例数分别为66及50，同时具

备 PIK3C3 及 SMAD4 病理评分的癌组织例数为 60。

将组织样本切片脱蜡再水化，然后在 0.01 mmol/L

柠檬酸盐缓冲液 （pH=6.0） 中进行热诱导抗原决定

簇修复，在 3% 过氧化氢和甲醇中封闭 10 min。抗

PIK3C3/VPS34 （Proteintech Group） 和 抗 SMAD4

（Proteintech Group） 多克隆抗体分别与组织芯片

4 ℃孵育过夜。孵育结束后，滴加适量反应增强

液、二抗聚合物各避光室温下孵育20 min。DAB染

色5 min，复染，脱水，透明，封片。最后由多个病

理学专家在显微镜下对蛋白表达水平进行评分。根

据染色强度和染色面积将其分为 4 个级别：0 （阴

性）， 1 （弱 阳 性）， 2 （中 阳 性） 和 3 （强

阳性） [21-22]。

1.4 统计学处理

采用R （版本3.6.1） 进行了与R相关的统计分

析。使用秩和检验 （Wilcoxon） 比较癌组织和癌旁

组织中 PIK3C3 和 SMAD4 的 mRNA 表达差异。使用

Kolmogorov-Smirnov 检验分析了 PIK3C3 及 SMAD4 与

PAAD 患 者 的 临 床 病 理 特 征 之 间 的 关 系 。 使 用

Kaplan-Meier 法 分 析 两 个 聚 类 之 间 的 总 生 存 期

（OS） 差异。采用独立样本 t 检验 （SPSS） 及 ROC

曲线 AUC （GraphPad prism） 分析 PIK3C3 或 SMAD4

蛋白在 PAAD 癌及癌旁组织的表达差异。采用

Kaplan-Meier 法 （Log-rank） 分 析 PIK3C3 及 SMAD4

单独及联合在评估 PAAD 患者预后中的作用。P<

0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 PAAD中PIK3C3的mRNA表达分析及生存分析

UALCAN网站分析得到的箱线图表明，与正常

组织相比，PAAD 组织中 PIK3C3 mRNA 表达略有下

降，但差异不明显 （P>0.05）（图 1A）。同时，分

析结果表明PIK3C3 mRNA表达对PAAD患者的预后

无明显影响 （P>0.05）（图1B）。

2.2 与PIK3C3 mRNA表达相关的基因筛选

上述结果说明 PIK3C3 mRNA 表达在癌和癌旁

中的差异不明显且其与 PAAD 预后无明显关系。

PIK3C3 为自噬关键调控基因，且自噬与肿瘤的发

生发展关系密切，故 PIK3C3 可能与其他基因共同

影响 PAAD。利用 UALCAN 分析得到在 PAAD 中与

PIK3C3 mRNA 共表达相关性最高的 20 个基因，其

中包括SMAD4 （表1）。
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于肿瘤的发展。然而，自噬关键分子 PIK3C3 在

PAAD中的作用并不十分清楚。

SMAD4 基因编码 Smad 家族成员蛋白，该基因

的产物可调节靶基因的转录[15]。SMAD4 蛋白质可

充当肿瘤抑制因子并抑制上皮细胞增殖[16]。此外，

钙蛋白还可能通过减少血管生成和增加血管通透

性而对肿瘤产生抑制作用[17-18]。该基因的突变或缺

失 可 能 导 致 PAAD[19-20]， 但 其 与 PIK3C3 联 合 在

PAAD中的作用未知。

本研究通过生物信息学分析和相关实验验证

以了解 PIK3C3 及 SMAD4 联合是否对 PAAD 患者的

诊断和预后产生影响。

1 材料与方法

1.1 数据收集及处理

利用 UALCAN 在线网站 （http://ualcan.path.uab.

edu/index.html） 分析 PIK3C3 及其相关基因 SMAD4

在 PAAD 中的表达，分析 PIK3C3 及 SMAD4 基因与

PAAD 预后之间的关联。从癌症基因组图谱 （The

Cancer Genome Atlas， TCGA） 数 据 库 （http://

cancergenome.nih.gov） 下载 4 例正常对照及 178 例

PAAD 的千碱基百万片段 （FPKM） 样式数据的转

录组测序 （RNA-seq） 数据及匹配的临床信息数

据 ， 生 存 分 析 时 将 没 有 生 存 信 息 的 患 者 剔

除 （1例）。

1.2 聚类分析

基于PIK3C3和 SMAD4联合的mRNA表达水平，

使用“ConsensusClusterPlus”R软件包进行聚类分析，

将178例PAAD分为聚类1（101例）和2（77例）。通

过“Limma”R 软件包进行主成分分析 （PCA） 以

分 析 两 个 cluster 的 区 分 度 ， 所 得 结 果 通 过

“ggplot2”R软件包进行可视化。

1.3 免疫组织化学染色

PAAD 组织芯片购自上海芯超生物有限公司

（货号 HPanA150Su01），PIK3C3 检测芯片有效癌组

织及癌旁组织例数分别为78及59，SMAD4检测芯片

有效癌组织及癌旁组织例数分别为66及50，同时具

备 PIK3C3 及 SMAD4 病理评分的癌组织例数为 60。

将组织样本切片脱蜡再水化，然后在 0.01 mmol/L

柠檬酸盐缓冲液 （pH=6.0） 中进行热诱导抗原决定

簇修复，在 3% 过氧化氢和甲醇中封闭 10 min。抗

PIK3C3/VPS34 （Proteintech Group） 和 抗 SMAD4

（Proteintech Group） 多克隆抗体分别与组织芯片

4 ℃孵育过夜。孵育结束后，滴加适量反应增强

液、二抗聚合物各避光室温下孵育20 min。DAB染

色5 min，复染，脱水，透明，封片。最后由多个病

理学专家在显微镜下对蛋白表达水平进行评分。根

据染色强度和染色面积将其分为 4 个级别：0 （阴

性）， 1 （弱 阳 性）， 2 （中 阳 性） 和 3 （强

阳性） [21-22]。

1.4 统计学处理

采用R （版本3.6.1） 进行了与R相关的统计分

析。使用秩和检验 （Wilcoxon） 比较癌组织和癌旁

组织中 PIK3C3 和 SMAD4 的 mRNA 表达差异。使用

Kolmogorov-Smirnov 检验分析了 PIK3C3 及 SMAD4 与

PAAD 患 者 的 临 床 病 理 特 征 之 间 的 关 系 。 使 用

Kaplan-Meier 法 分 析 两 个 聚 类 之 间 的 总 生 存 期

（OS） 差异。采用独立样本 t 检验 （SPSS） 及 ROC

曲线 AUC （GraphPad prism） 分析 PIK3C3 或 SMAD4

蛋白在 PAAD 癌及癌旁组织的表达差异。采用

Kaplan-Meier 法 （Log-rank） 分 析 PIK3C3 及 SMAD4

单独及联合在评估 PAAD 患者预后中的作用。P<

0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 PAAD中PIK3C3的mRNA表达分析及生存分析

UALCAN网站分析得到的箱线图表明，与正常

组织相比，PAAD 组织中 PIK3C3 mRNA 表达略有下

降，但差异不明显 （P>0.05）（图 1A）。同时，分

析结果表明PIK3C3 mRNA表达对PAAD患者的预后

无明显影响 （P>0.05）（图1B）。

2.2 与PIK3C3 mRNA表达相关的基因筛选

上述结果说明 PIK3C3 mRNA 表达在癌和癌旁

中的差异不明显且其与 PAAD 预后无明显关系。

PIK3C3 为自噬关键调控基因，且自噬与肿瘤的发

生发展关系密切，故 PIK3C3 可能与其他基因共同

影响 PAAD。利用 UALCAN 分析得到在 PAAD 中与

PIK3C3 mRNA 共表达相关性最高的 20 个基因，其

中包括SMAD4 （表1）。
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2.3 基于PIK3C3和SMAD4 mRNA表达的共聚类

分析

Wilcoxon 检验、R 热图分析结果显示，PIK3C3

和 SMAD4 mRNA 在 PAAD 中具有相似的表达模式，

且两者在 PAAD 癌和癌旁中均无明显差异 （图 2）。

采用基于 PIK3C3 和 SMAD4 mRNA 表达模式的聚类

分析研究两者联合在PAAD中的作用。k=2即 PAAD

患者被分为聚类 1 和聚类 2，进一步使用主成分分

析（PCA）比较聚类1和聚类2之间的转录谱，结果

表明聚类1和聚类2之间有明显的差别 （图3A-D）。

与聚类1比较，聚类2中 PIK3C3和 SMAD4 mRNA表

达水平更高，且 65 岁以下的病例数更多 （图 3E）。

此外，在聚类 1 中，PAAD 患者的总生存率比聚

类 2中的患者明显更短 （P=0.006）（图3F）。

2.4 SMAD4的mRNA表达分析及生存分析

以上结果表明 SMAD4 可以与 PIK3C3 联合作用

影响 PAAD 的预后。从 UALCAN 网站分析得到的箱

线图表明，与 PIK3C3 类似，PAAD 组织中 SMAD4

mRNA表达下降，但不明显 （P>0.05）（图 4A）。同

时，SMAD4 mRNA 表达与 PAAD 患者的预后无明显

关系 （P>0.05）（图4B）。
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Figure 2 Heatmap of PIK3C3 and SMAD4 mRNA expres‐

sion in PAAD tissues and adjacent normal tissues
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Figure 1 The expression of PIK3C3 mRNA in PAAD and its effect on prognosis A: PIK3C3 mRNA expressions in PAAD and

adjacent normal tissues; B: Survival curves of PAAD patients with different expression levels of PIK3C3 mRNA

表1 PAAD中与PIK3C3共表达最相关的前20个基因

Table 1 Top 20 genes correlate to PIK3C3 in PAAD

基因名

chromosome 18 open reading frame 25（C18orf25）
SMAD family member 2（SMAD2）
ankyrin repeat and FYVE domain containing 1（ANKFY1）
SMAD family member 4（SMAD4）
tubulin folding cofactor E like（TBCEL）
zinc finger protein 24（ZNF24）
thioredoxin related transmembrane protein 3（TMX3）
ferrochelatase（FECH）
phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis class N（PIGN）
mediator complex subunit 13L（MED13L）
enhancer of polycomb homolog 2（EPC2）
early endosome antigen 1（EEA1）
biorientation of chromosomes in cell division 1 like 1（BOD1L）
RIC1 homolog, RAB6A GEF complex partner 1（KIAA1432）
senataxin（SETX）
family with sequence similarity 114 member A2（FAM114A2）
3-ketodihydrosphingosine reductase（KDSR）
ERCC excision repair 4, endonuclease catalytic subunit（ERCC4）
SNF2 histone linker PHD RING helicase（SHPRH）
elongator acetyltransferase complex subunit 2（ELP2）

基因 ID
（NCBI）
147339
4087
51479
4089
219899
7572
54495
2235
23556
23389
26122
8411
259282
57589
23064
10827
2531
2072
257218
55250
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2.5 PAAD患者中PIK3C3和SMAD4蛋白表达分析

采用免疫组化的方法分析 PAAD 中 PIK3C3 和

SMAD4蛋白表达水平。对PAAD及癌旁组织的免疫

组化病理评分进行独立样本 t 检验以分析蛋白表达

的差异性。结果表明，PIK3C3 和 SMAD4 蛋白定位

在 PAAD 组织的细胞质中 （图 5A-B），且 PAAD 组
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图3 一致性聚类分析 A：当k=2时，TCGA队列被分为聚类1和聚类2；B：k=2~10的一致性聚类累积分布函数（CDF）；
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Figure 3 Consensus clustering analysis A: Two distinct clusters divided from the TCGA cohort when k=2; B: The consistency

clustering cumulative distribution function (CDF) for k=2 to 10; C: Relative change in area under CDF curve for k=2 to 10;

D: Principal component analysis (PCA) of 2 clusters of total RNA expression profile after consistency analysis of PAAD in

the TCGA dataset; E: The heatmap for visualizing the expression levels of PIK3C3 and SMAD4, and clinical parameters in

each cluster; F: OS curves of the two clusters of patients
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Figure 4 The expression of SMAD4 mRNA in PAAD and its effect on prognosis A: SMAD4 mRNA expressions in PAAD and

adjacent normal tissues; B: Survival curves of PAAD patients with different expression levels of SMAD4 mRNA
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织中的 PIK3C3 和 SMAD4 的蛋白质水平均明显低于

癌旁组织 （均 P<0.001）；ROC 曲线也证明 PAAD 与

癌旁组织中 PIK3C3 和 SMAD4 蛋白质表达存在明显

差异，其AUC分别为 0.741 7和 0.799 1 （图 5C-D），

提示 PIK3C3 和 SMAD4 蛋白可能为 PAAD 的诊断标

志物。
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图5 PIK3C3及SMAD4蛋白在PAAD中的表达情况 A-B：免疫组化检测PIK3C3及SMAD4蛋白水平；C-D：独立样本t检

验及ROC曲线AUC分析癌和癌旁组织PIK3C3、SMAD4蛋白质的病理评分差异

Figure 5 PIK3C3 and SMAD4 protein expressions in PAAD A-B: The protein levels of PIK3C3 and SMAD4 in PAAD detect‐

ed by immunohistochemical staining; C-D: The differences in pathological scores for PIK3C3 or SMAD4 proteins in PAAD

and adjacent tissues analyzed by independent sample t test and AUC of the ROC curve

2.6 PIK3C3和SMAD4蛋白与PAAD预后的关系

分析

生存分析结果显示，PIK3C3或SMAD4蛋白单独

均未对PAAD患者的预后产生影响（图6A和6B）。接

下来对 PIK3C3 和 SMAD4 蛋白联合进行预后分析，

将PAAD病例分组 （图6C）。与PIK3C3和 SMAD4蛋

白为阴性的组相比，PIK3C3 或 SMAD4 蛋白任意一

个表达为阳性时，PAAD 患者的生存率更高 （P=

0.035 9）（图6C）。

3 讨 论

目前，仍缺乏有效的生物标志物以预测PAAD

发病风险和预后[23-26]。本项研究发现 PAAD 癌组织

中 PIK3C3 和 SMAD4 蛋白较癌旁组织显著下调。同

时，本研究还发现 PIK3C3 及 SMAD4 mRNA 同时升

高，PIK3C3 或 SMAD4 蛋白上调的 PAAD 患者可以

获得更好的预后。

本研究中，PAAD 癌组织中 PIK3C3 mRNA 表达

变化不明显。但PAAD癌组织中，PIK3C3蛋白表达

显著降低。由此可以推测，PAAD组织中PIK3C3蛋

白水平的降低很可能与其降解增加有关，而与转

录无关。

研究证实，PIK3C3 的已知生物学功能均与囊

泡运输的调节有关，包括参与自噬，内吞和吞噬

作用等[9-10, 27]。具体而言，PIK3C3 是自噬的关键调

节因子。同时，部分实验已经证实，通过抑制

PIK3C3 降低自噬可促进膀胱癌细胞的死亡，说明

自噬促进膀胱癌细胞存活[28-29]。与膀胱癌不同的

是，在本研究中 PIK3C3 与 PAAD 负相关，而 VPS34

为正向关键调控因子，由此推测自噬在不同的癌

症类型中所起的作用可能不同。

本研究发现 SMAD4 在 PAAD 癌组织中低表达，

与早期的一项研究相符[30]。同时，SMAD4 在 PAAD

存在突变[19]，结合其蛋白在 PAAD 中降低的现象可

推断出SMAD4突变可导致其自身蛋白的不稳定性。

近期研究发现，SMAD4可抑制PAAD类器官的侵袭

能力[20]，本研究并没有发现这一现象。

PIK3C3 或 SMAD4 mRNA 单 独 表 达 并 不 影 响

PAAD患者的预后情况。然而，PIK3C3和 SMAD4的

组合可以很好地预测PAAD患者的预后。SMAD4高

表达可体外抑制胰腺癌细胞的存活[31]，而抑制

PIK3C3 可抑制癌症发生[32]。两基因单独对癌症的

影响相反，但两者联合对 PAAD 的影响却是一致

的，基于两者的共表达关系推测，PIK3C3 在一定

范围内的高表达可以促进 SMAD4 的抑癌作用进而

更加有助于PAAD患者的存活。

本研究根据PIK3C3及 SMAD mRNA表达高低将

PAAD患者分为两个聚类：聚类1与聚类2，聚类 2

中两基因 mRNA 表达较高且 PAAD 患者预后更好。

值得注意的是，聚类 2 的 PAAD 患者年龄显著低于

聚类 1，而年龄大小可以影响 PAAD 患者的预后，

故 PIK3C3 及 SMAD mRNA 表达量影响 PAAD 预后可

能与年龄因素相关，此部分内容有待进一步研究。
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图6 PIK3C3 及 SMAD4 蛋白对 PAAD 患者预后的影响 A-B：PIK3C3 蛋白与 SMAD4 蛋白单独表达时生存曲线；

C：PIK3C3蛋白联合SMAD4蛋白的分组生存曲线

Figure 6 The effects of PIK3C3 and SMAD4 protein on the prognosis of PAAD patients A-B: Survival curve for expression

of PIK3C3 or SMAD4 protein alone; C: Survival curves of different combinations of expressions of PIK3C3 and SMAD4

proteins
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2.6 PIK3C3和SMAD4蛋白与PAAD预后的关系

分析

生存分析结果显示，PIK3C3或SMAD4蛋白单独

均未对PAAD患者的预后产生影响（图6A和6B）。接

下来对 PIK3C3 和 SMAD4 蛋白联合进行预后分析，

将PAAD病例分组 （图6C）。与PIK3C3和 SMAD4蛋

白为阴性的组相比，PIK3C3 或 SMAD4 蛋白任意一

个表达为阳性时，PAAD 患者的生存率更高 （P=

0.035 9）（图6C）。

3 讨 论

目前，仍缺乏有效的生物标志物以预测PAAD

发病风险和预后[23-26]。本项研究发现 PAAD 癌组织

中 PIK3C3 和 SMAD4 蛋白较癌旁组织显著下调。同

时，本研究还发现 PIK3C3 及 SMAD4 mRNA 同时升

高，PIK3C3 或 SMAD4 蛋白上调的 PAAD 患者可以

获得更好的预后。

本研究中，PAAD 癌组织中 PIK3C3 mRNA 表达

变化不明显。但PAAD癌组织中，PIK3C3蛋白表达

显著降低。由此可以推测，PAAD组织中PIK3C3蛋

白水平的降低很可能与其降解增加有关，而与转

录无关。

研究证实，PIK3C3 的已知生物学功能均与囊

泡运输的调节有关，包括参与自噬，内吞和吞噬

作用等[9-10, 27]。具体而言，PIK3C3 是自噬的关键调

节因子。同时，部分实验已经证实，通过抑制

PIK3C3 降低自噬可促进膀胱癌细胞的死亡，说明

自噬促进膀胱癌细胞存活[28-29]。与膀胱癌不同的

是，在本研究中 PIK3C3 与 PAAD 负相关，而 VPS34

为正向关键调控因子，由此推测自噬在不同的癌

症类型中所起的作用可能不同。

本研究发现 SMAD4 在 PAAD 癌组织中低表达，

与早期的一项研究相符[30]。同时，SMAD4 在 PAAD

存在突变[19]，结合其蛋白在 PAAD 中降低的现象可

推断出SMAD4突变可导致其自身蛋白的不稳定性。

近期研究发现，SMAD4可抑制PAAD类器官的侵袭

能力[20]，本研究并没有发现这一现象。

PIK3C3 或 SMAD4 mRNA 单 独 表 达 并 不 影 响

PAAD患者的预后情况。然而，PIK3C3和 SMAD4的

组合可以很好地预测PAAD患者的预后。SMAD4高

表达可体外抑制胰腺癌细胞的存活[31]，而抑制

PIK3C3 可抑制癌症发生[32]。两基因单独对癌症的

影响相反，但两者联合对 PAAD 的影响却是一致

的，基于两者的共表达关系推测，PIK3C3 在一定

范围内的高表达可以促进 SMAD4 的抑癌作用进而

更加有助于PAAD患者的存活。

本研究根据PIK3C3及 SMAD mRNA表达高低将

PAAD患者分为两个聚类：聚类1与聚类2，聚类 2

中两基因 mRNA 表达较高且 PAAD 患者预后更好。

值得注意的是，聚类 2 的 PAAD 患者年龄显著低于

聚类 1，而年龄大小可以影响 PAAD 患者的预后，

故 PIK3C3 及 SMAD mRNA 表达量影响 PAAD 预后可

能与年龄因素相关，此部分内容有待进一步研究。
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图6 PIK3C3 及 SMAD4 蛋白对 PAAD 患者预后的影响 A-B：PIK3C3 蛋白与 SMAD4 蛋白单独表达时生存曲线；

C：PIK3C3蛋白联合SMAD4蛋白的分组生存曲线

Figure 6 The effects of PIK3C3 and SMAD4 protein on the prognosis of PAAD patients A-B: Survival curve for expression

of PIK3C3 or SMAD4 protein alone; C: Survival curves of different combinations of expressions of PIK3C3 and SMAD4

proteins
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同时，PIK3C3 及 SMAD mRNA 表达量也有可能受年

龄因素的影响。

PIK3C3 及 SMAD 的 mRNA 表达在 PAAD 癌组织

与癌旁组织中没有明显差异，可能由公共数据库

中 PAAD 患者的正常样本数量有限所导致[33]。此

外，本研究存在一定的局限性，即仅使用TCGA数

据库进行分析。

总 而 言 之 ， PIK3C3 和 SMAD4 蛋 白 可 作 为

PAAD潜在的诊断标志物，PIK3C3和 SMAD4联合可

成为PAAD预后评估的新指标。
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