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Abstract: Objective  To investigate the expression and clinical significance of TM9SF3 in lung 
adenocarcinoma (LUAD). Methods  TCGA and GEPIA databases were used to screen the differentially-
expressed TM9SF family molecules and analyze their effects on patient prognosis with LUAD. The expression 
and localization of TM9SF3 in LUAD patients were verified by a human proteomic mapping database, 
Western blot assay, and polymerase chain reaction assay. Herein, the GSEA was used for the signal pathway 
enrichment analysis of TM9SF3-related genes. Meanwhile, the TIMER database and CIBERSORT algorithm 
were used to analyze the correlation between differentially-expressed TM9SF3 and the degree of immune cell 
infiltration. Results  The expression of TM9SF3 in LUAD was significantly increased and had a significant 
adverse effect on the prognosis of LUAD patients. In addition, immunoblotting and polymerase chain reaction 
confirmed that TM9SF3 was highly expressed in LUAD. Meanwhile, the genes related to TM9SF3 expression 
were mainly enriched in cell signaling pathways regulating immune cell activity. The expression of TM9SF3 
was significantly correlated with the expression changes of six immune cells. Conclusion  TM9SF3 is 
differentially expressed in LUAD and may be used as a potential prognostic marker for LUAD patients. 
TM9SF3 can also change the level of immune cell infiltration in LUAD patients and is expected to be a new 
potential target for LUAD immunotherapy.
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摘  要：目的  探讨TM9SF3在肺腺癌中的表达及其临床意义。方法  利用TCGA和GEPIA数据库

筛选差异表达的TM9SF家族分子，并分析其对肺腺癌患者预后的影响。通过人类蛋白组学图谱数据

库、免疫印迹实验和聚合酶链式反应实验验证TM9SF3在LUAD患者中的表达和定位。利用GSEA分

析与TM9SF3相关的基因的信号通路富集分析。使用TIMER数据库和CIBERSORT算法分析差异表达

的TM9SF3和免疫细胞浸润程度的相关性。结果  TM9SF3在LUAD的表达显著升高，并对LUAD患者

的预后有显著不良影响。免疫印迹实验和聚合酶链式反应实验结果证实TM9SF3在LUAD高表达。同

时，与TM9SF3表达相关的基因主要富集在调节免疫细胞活性的细胞信号通路。TM9SF3的表达与六
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种免疫细胞的表达改变明显相关。结

论  TM9SF3在肺腺癌中差异表达并

且可作为肺腺癌患者潜在的预后标志

物。TM9SF3也能够改变LUAD患者

中免疫细胞浸润水平，有望成为一个

新的肺腺癌免疫治疗潜在靶点。
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0  引言
肺癌是世界范围内最常见的一种原发性恶

性肿瘤，也是死亡率最高的癌种 [1]。小细胞肺癌

（small cell lung cancer, SCLC）和非小细胞肺癌

（non-small cell lung cancer, NSCLC）是其主要

的病理类型，而肺腺癌（lung adenocarcinoma, 
LUAD）是NSCLC中最常见的类型。近年来，免

疫治疗可以有效地提高LUAD患者的生存时间[2]。

免疫疗法通过控制肿瘤微环境（tumor microenvi-
ronment，TME）内外的免疫细胞来识别和杀死癌

细胞[3]。然而，现有的免疫疗法仍存在一定的局限

性（如敏感度低和特异度不高等），有效率仅在

25%左右，亟需探寻更多的新靶点。

跨膜蛋白9超家族（TM9SF）的结构是由一

个大的N端胞外结构域和9个假定的跨膜结构域组

成，该家族蛋白在进化上非常保守[4]，在哺乳动物

中有四个成员（TM9SF1-TM9SF4）[5]。现有研究

发现TM9SF在免疫细胞的黏附和吞噬调控中起重

要作用[6]。例如，TM9SF3蛋白能够促进T细胞性

白血病细胞增殖和侵袭[7]。然而，TM9SF3在肺腺

癌患者中的表达情况及其对免疫微环境的影响目

前尚未见报道。因此，本研究通过纳入癌症基因

组图谱（The Cancer Genome Atlas, TCGA）中肺

癌患者临床数据和测序数据，分析TM9SF的表达

及其预后价值。经多个数据库分析，进一步确定

TM9SF3的表达对免疫微环境的影响，旨在发现肺

腺癌新的预后生物标志物，为患者的免疫治疗提

供更多的选择靶点。

1  资料与方法
1.1  研究对象

收集南通大学附属南通第三医院2021年6月—
2021年11月经病理确诊的肺腺癌患者组织9例（肺

癌组），所有患者均为初次诊断，其中男5例、女

4例，年龄45~81岁。同时收集距离癌组织5 cm以

上的正常肺组织6例作为正常对照组（NT组）。

纳入标准：（1）已通过组织病理学确诊为LUAD
的患者；（2）患者在就诊前未接受任何与肺癌相

关的手术治疗、放射治疗或化学治疗等其他手段

的综合治疗；（3）患者年龄≥18岁。排除标准：

（1）患者合并有系统的恶性肿瘤；（2）患者既

往已经进行过相关抗肿瘤治疗；（3）临床资料

不完整；（4）患者基础状况差。其中，6例患者

的样本用于提取RNA做qRT-PCR实验，3例患者的

样本用于提取蛋白做免疫印迹实验。本研究遵循

《赫尔辛基宣言》原则，并经过了南通大学附属

南通第三医院伦理委员会的审阅和批准，所有参

与者均签署书面知情同意书。

1.2  公共数据收集和预处理

收集来自TCGA数据库中497例LUAD患者和

54例癌旁对照组织样本的基因表达谱数据，对所

有数据进行归一化处理去除丢失和重复的结果，

排除年龄、性别、总生存（OS）时间、TNM分

期和远处淋巴结转移数据缺失或不足的样本。

GEPIA数据库（http://GEPIA.cancerpku.cn/index）

整合了来自TCGA和GTEx的33种恶性肿瘤9 736例

肿瘤样本和8 587例正常样本中的RNA测序表达数

据[8]，用于分析TM9SF3表达与LUAD患者的临床

病理特征之间的相关性。人类蛋白质图谱数据库

（HPA）（www.proteinatlas.org）汇总人体组织中

免疫组织化学图谱，用于分析LUAD患者正常肺组

织和癌组织中TM9SF3的表达和分布情况[9]，及其

对LUAD患者预后的影响。

1.3  实验试剂

兔抗人TM9SF3抗体购自美国Abcam公司，

兔来源内参一抗抗体GAPDH和辣根过氧化物酶

（HRP）标记的山羊抗兔IgG抗体购自中国爱博泰

克公司，ECL超敏化学发光液购自中国诺唯赞公

司。TRIzol试剂和反转录试剂盒购自美国赛默飞公

司，SYBN Green Master Mix购自美国ABI公司，引

物设计由中国锐博公司进行设计。

1.4  基因集合富集分析

在从TCGA数据库中获得的TM9SF3低表达和

高表达相关基因的数据集中进行基因集合富集分

析（gene set enrichment analysis, GSEA），分析从

TCGA数据库中获得的归一化RNA测序数据。首

先，GSEA是针对两组样本中测序的所有基因进行

富集分析，在其输入的基因表达矩阵中，样本被分

成A和B两组，通过对所有基因排序来表示基因在

两组间表达量的变化趋势。我们根据标准化富集

评分（normalized enrichment score, NES）选择最丰

富的信号通路，并分别以GO富集KEGG通路的形

式进行展示，以探索TM9SF3的潜在生物学功能。 
1.5  免疫浸润分析

使用TIMER数据库中的生存模块探索LUAD生

存结果与免疫细胞表达量之间的关系。此外，采

用体细胞拷贝数变化（somatic copy number altera-
tion, SCNA）模块研究TM9SF3细胞SCNA与6种

免疫细胞表达的相关性。同时，通过CIBERSORT
算法和TIMER数据库进行免疫浸润分析，展示
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LUAD中免疫微环境的标志物表达变化，计算

LUAD样本中22种免疫细胞的表达变化。通过R软

件vioplot软件包显示22个高、低TM9SF3样本中免

疫细胞的比例差异。

1.6  免疫印迹实验检测蛋白表达

将收集的3例患者组织样本置于冰上，PBS清

洗后，加入200 μl蛋白裂解液（CM/RIPA比值为

1/100）置冰上研磨；提取蛋白上清液后，采用

BCA试剂盒检测蛋白上样量；凝胶电泳（80 V转

120 V）分离蛋白；湿转法转膜（250 mA，2 h），

随后将PVDF膜用封闭液室温封闭2 h；根据抗体

说明书配置一抗稀释液（TM9SF3, 1:1 000；GAP-
DH，1:6 000），并置于4℃冰箱进行孵育过夜。

次日，用TBST缓冲液漂洗后，加入辣根过氧化物

酶标记的山羊抗兔（二抗，1:10 000），室温孵育

2 h 。最后加入显影剂进行曝光显影。以GAPDH
为内参计算目的蛋白表达的灰度值。

1.7  qRT-PCR实验

根据TRIzol试剂盒的步骤提取6例患者组织

的总RNA。qRT-PCR反应体系为10 μl（包括5 μl 
SYBR Green Master Mix，1 μl引物，1 μl cDNA和

3 μl的无RNA酶水），反应条件：UDG酶50℃培

养120 s；95℃预变性120 s；95℃变性15 s，40个

循环；60℃退火15 s；72℃延伸60 s。同时，以

GAPDH作为内参，比较各组中mRNA和相应内

参的Ct值，用2-△△Ct分析表达情况，实验均重复

3次。TM9SF3引物：上游引物为5’-TGCCAGC-
CACTTACTGTGAAA-3’，下游引物为5’-GCCT-
CACCAACAATACCCCATA-3’。GAPDH引物：上

游引物为5’-TGAAGGTCGGAGTCAACGGATTT-
GGT-3’，下游引物为5’-CATGTGGGCCATGAG-
GTCCACCAC-3’。 
1.8  统计学方法

使用R（v. 3.6.2）的“生存”包处理从TCGA-
LUAD 下 载 的 生 存 信 息 ， 并 通 过 Kolmogorov 
Smirnov检验评估临床病理特征与TM9SF家族分子

表达之间的关系。通过使用未配对的Student’s t检
验比较LUAD患者癌组织和癌旁样品中的TM9SF3
表达。根据TM9SF3基因mRNA表达中位数将

LUAD患者分为高表达组和低表达组。采用Kaplan 
Meier法分析TM9SF3表达与临床预后之间的相关

性。Cox回归模型Log rank检验检验TM9SF3高表达

组和低表达组LUAD患者的OS是否存在差异，并

计算风险比（hazard ratio, HR）。P<0.05（双侧）

为差异有统计学意义，检验水准α=0.05。上述数据

资料符合正态分布（Shapiro-Wilk检验P≥0.05），

且方差齐性（Levene’s检验P≥0.05）数据，多组

数据比较采用单因素方差分析，两组数据比较采

用两样本t检验。

2  结果
2.1  TM9SF3在LUAD和泛癌中的表达及其预后分析

结果显示，与NT组相比TM9SF3在LUAD中

表达升高，差异有统计学意义（P<0.05），见

图1B。Kaplan-Meier Plotter分析发现，TM9SF3
高 表 达 的 患 者 总 生 存 率 显 著 低 于 低 表 达 患 者

（P=0.003），见图1C。上述结果表明，高表达的

TM9SF3导致LUAD患者的预后更差。当TM9SF3
表达增多时，LUAD患者的HR值变高，表明高表

达的TM9SF3是肺腺癌患者的独立危险因素，起促

癌的作用；同时，肿瘤的临床分期也具有较高的

危险因素，见图1A。LUAD患者逻辑回归分析证

实，肿瘤分期越高，患者风险越高（表格略，请

扫描本文OSID二维码）。

此 外 ， 我 们 发 现 T M 9 S F 3 在 肝 细 胞 癌

（LIHC）、胃腺癌（STAD）、肺腺癌和胆管癌

（CHOL）中呈现高表达；而在乳腺癌（BRCA）、

肾嫌色细胞（KICH）、肾透明细胞癌（KIRC）、肾

乳头状细胞癌（KIRP）、甲状腺癌 （THCA）和子

宫内膜癌（UCEC）中呈低表达的趋势，见图1D。

2.2  高表达的TM9SF3与临床病理特征和预后的相

关性

结果显示，在年龄<60岁、女性、临床分期Ⅰ

+Ⅱ和T分期早的患者中，TM9SF3的表达明显偏

低（P<0.05）；而在有无淋巴结转移（N0~N3）

和有无远处转移（M0和M1）的LUAD患者分组

中，TM9SF3的表达在两组中差异无统计学意义

（P=0.291, P=0.213）。随着LUAD患者临床病理分

期的增加，TM9SF3基因显著上调（P=0.0471）。

TM9SF3高表达的患者总体生存率低，相对风险

度也较高，差异均具有统计学意义（P=0.0064, 
P=0.0034）（图片请扫描本文OSID码）。

2.3  验证TM9SF3在LUAD患者的癌与癌旁正常组

织中的表达

LUAD患者TM9SF3的蛋白和mRNA水平表

达 在 肿瘤组 织中明显 增加，差异 有统 计 学意 义

（P=9.90E-09），见图2A~B；此外，患者的年龄和性

别差异无统计学意义（t=0.488, P=0.638）。LUAD组

织样本中TM9SF3蛋白免疫组织化学染色较深，表明

TM9SF3的蛋白表达在LUAD样本中较高，见图2C。
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2.4  GSEA分析与TM9SF3相关的细胞信号通路

GSEA分析显示，GO注释揭示了与TM9SF3的

表达呈正相关的5个主要的蛋白生物学功能：T细

胞介导的细胞毒性、巨噬细胞迁移、巨噬细胞趋

化作用、白三烯生物合成过程、抗原刺激引起的

急性炎性反应。 此外，还发现了5个负相关的主

要的蛋白生物学功能：磷脂酰肌醇结合、蛋白质

靶向液泡、调节细胞极性的建立或维持、靶向囊

泡、蛋白质脱甘露糖基化。KEGG通路富集分析

显示与TM9SF3表达正相关最强的5条信号通路：

氧化磷酸化、产生IGA的肠道免疫网络、自身免

疫性甲状腺疾病、造血、抗原加工和呈递。负相

关最强的5个通路是：黏附连接、WNT信号通路、

TGFβ信号通路、泛素介导的蛋白水解、磷酸肌醇

代谢（图片请扫描本文OSID码）。上述结果发现

TM9SF3表达的变化能够参与调控免疫细胞相关的

信号通路。

2.5  TM9SF3的异常表达对LUAD组织免疫微环境

的影响

为了明确TM9SF3是否与细胞内部的免疫相

关的信号通路有关联，本研究利用TIMER数据库

验证TM9SF3与LUAD患者B细胞、CD8+T细胞、

A: Western blot assay detected that TM9SF3 protein expression was significantly up-regulated in three LUAD patients; B: qPCR showed that the 

mRNA level of TM9SF3 in LUAD patients was significantly increased, and the difference was statistically significant. C: HPA immunohistochemical 

analysis of TM9SF3 protein expression in LUAD patients (HPA database). ****: P<0.0001.

图 2  TM9SF3在LUAD患者中的的表达和分布
Figure 2  Expression and distribution of TM9SF3 in LUAD patients

A: The multi-factor Cox regression analysis 

of the clinical characteristics of TM9SF3 

and LUAD patients; B: The expression of 

TM9SF3 in LUAD patients; C: The OS 

of TM9SF3 in LUAD patients; D: The 

expression of TM9SF3 in pan-carcinoma;       

*: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001.

图1  TM9SF3在LUAD和泛癌中的表达及其预后分析
Figure 1  Expression of TM9SF3 in LUAD and pan-carcinoma and its prognostic analysis
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巨噬细胞、中性粒细胞的表达具有相关性，见图

3A；同时，B细胞和DC细胞免疫浸润的比例变化

会影响LUAD患者的预后，提示TM9SF3调控的

免疫过程可能影响LUAD患者的预后，见图3B。

此外，TM9SF3的拷贝数变异与B细胞、CD4+T细

胞和DC免疫细胞浸润之间的关联主要由臂级增

益（arm-level gain）来驱动，也显示出TM9SF3
对LUAD免疫微环境的影响，见图3C。以上表明

TM9SF3通过调节免疫细胞浸润比例的变化影响

LUAD患者的预后。

除此之外，我们还对下载的LUAD患者数据

中TM9SF3高 /低表达后的22种免疫细胞的表达

丰度进行展示，结果显示，当TM9SF3表达增加

时，会导致CD8+T细胞（P=0.004）和CD4记忆

激活T细胞（P=0.012）相关标志物的表达升高；

而在TM9SF3低表达组中，浆细胞（P<0.019）、

CD4记忆静息T细胞（P=0.029）和调节性T细胞

（Tregs）（P=0.024）的比例更高，见图3D。我

们还利用TIMER中的“共表达”模块分析揭示了

TM9SF3的表达改变对免疫细胞表面标志物的表达

影响（表格略，请扫描本文OSID二维码）。

综上所述，TM9SF3不仅能够影响B细胞、中

性粒细胞、巨噬细胞、树突细胞和T细胞等免疫细

胞的浸润水平，而且与各种免疫细胞表面标志物

A: The correlation analysis between six types of TIICs and TM9SF3; B: Expressions of six types of TIICs and prognosis in patients with LUAD; C: 

The correlation between infiltration levels of six types of TIICs and copy number of TM9SF3; D: The ratio of 22 immune cells in LUAD tissues in 

different TM9SF3 expression groups. Red represents high expression, and blue reprsents low expression.

图3  差异表达的TM9SF3与免疫细胞浸润的相关性分析
Figure 3  Correlation analysis between differentially-expressed TM9SF3 and immune cells in LUAD tissues
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表达之间的相关性都表明TM9SF3作为免疫治疗的

新靶点的潜力和价值。

3  讨论
近年来，免疫治疗使肺癌的治疗进入了全新

的时代，为肺癌患者迎来了曙光。研究显示，随

着免疫检查点抑制剂（immune checkpoint inhibi-
tors, ICIs）的广泛应用，ICIs联合化疗给手术切

除的早期非小细胞肺癌患者增加了更多痊愈的机

会[10-11]；对于晚期NSCLC患者，免疫治疗也能将

其5年总体生存率由5%提升至15.5%~23.2%，特

别对于程序性死亡受体配体1（programmed cell 
death ligand 1, PD-L1）高表达的晚期NSCLC患

者，多项临床试验研究显示，ICIs单药疗效明显

效优于单纯化疗[12-16]。与此同时，发现在采取免

疫治疗为一线治疗方案的患者中，7%~27%的患

者出现原发耐药，以及约25%的患者会出现继

发性耐药现象 [17-18]。所以，耐药成为当下免疫治

疗持续发展的一大难关。目前，针对耐药主要考

虑两个因素：首先，体内免疫调节系统的机制复

杂；其次，预测发生率的生物标志物研究不足。

所以，明确耐药机制、筛选更多的生物学标志物

是当前精准医疗时代背景下亟待解决的问题。本

研究主要探究TM9SF3在肺腺癌中的表达和预后意

义，同时探讨了TM9SF3对免疫浸润的影响。

本研究首先利用TCGA数据库，发现TM9SF3
的表达在LUAD中显著升高。随后将该家族分子

的表达与肺癌患者进行生存分析研究，结果表明

TM9SF3分子在肺腺癌患者中低表达时，患者生存

率明显提高。为了进一步探究和佐证TM9SF家族

分子与肺腺癌预后和临床病理特征之间的关系，

我们采用多因素Cox回归分析和逻辑回归分析，

发现只有TM9SF3与LUAD的预后临床指标显著相

关。上述结果初步证明TM9SF3是一种新的促癌基

因。我们也从TCGA数据库中筛选了TM9SF3在泛

癌中的表达，发现TM9SF3在多种癌症患者样本中

高表达，其中包括肝细胞癌、LUAD胃腺癌和胆管

癌。此外，我们也利用公认的GEPIA肿瘤数据库

验证了TM9SF3的表达高低不仅与LUAD患者的总

生存期差异有关，还与患者的年龄、性别、分化

程度和肿瘤分期相关，并且在临床LUAD患者样本

和人类蛋白组学图谱中验证了TM9SF3在肺腺癌组

织中的高表达。目前，有学者研究发现TM9SF3不

仅在胃癌组织中上调，而且与胃癌患者的预后不

良显著相关[19]；也有研究证实TM9SF3与乳腺癌中

的紫杉醇耐药有关 [20]。而在T细胞白血病中，有

学者通过一系列研究证实，表达上调的TM9SF3
能够调节细胞的增殖和侵袭能力 [7]。最新研究显

示，TM9SF3的下调能够明显抑制三阴性乳腺癌

相关细胞和岩藻糖苷酶αL1所诱导的细胞增殖和

迁移能力[21]。上述研究表明，TM9SF3在癌症发生

中发挥重要作用，然而，其在调控肺腺癌发生中

的功能机制仍是未知领域。

本研究通过GSEA分析发现免疫相关通路与

TM9SF3表达的相关性最强，其中包括TM9SF3与

T细胞介导的细胞毒性、巨噬细胞迁移、巨噬细胞

趋化性和抗原加工呈递作用显著正相关。肿瘤相

关巨噬细胞是肿瘤微环境中的主要参与者[22]。 研
究人员发现了M2型肿瘤相关巨噬细胞的募集最终

促进NSCLC生长[23]。说明TM9SF3与免疫细胞的调

控以及与肺癌发生发展相关的通路有关，揭示其

在肿瘤免疫治疗中的潜在研究价值。

利用TIMER数据库，本研究探索了TM9SF3对

免疫微环境的影响，分析发现TM9SF3的表达增高

与LUAD患者体内的6种免疫效应细胞的标志物异

常低表达显著相关，同时免疫效应细胞（如B细胞

和DC细胞）表达的增加和TM9SF3表达的降低，

会增加肺腺癌患者的生存时间。有研究发现，在

对LUAD患者进行免疫治疗时，应考虑肿瘤微环

境中的驱动突变与B细胞反应之间的联系[24]。B细

胞是目前研究中唯一有争议的免疫细胞类型。一

方面，它们可以产生与CTL活性相协调的细胞因

子，并充当有效的抗原呈递细胞（APC），但另

一方面，它们可能通过产生细胞因子来招募髓源

性抑制细胞而促进肿瘤发生[25-26]。有研究表明，

肿瘤内B细胞的主要作用模式包括将B细胞受体

（BCR）同源抗原呈递给CD4+和潜在的CD8+T
细胞 [27]。树突状细胞属于肿瘤拮抗免疫细胞的

一种，功能主要是作为特化APC[28]。这也可以解

释为什么抗原加工呈递通路存在于TM9SF3富集

KEGG途径中。此外，我们发现LUAD中TM9SF3
的不同突变形式与B细胞、CD8+T细胞、CD4+T细

胞和DC的免疫浸润有关。最后，本研究在表达不

同的TM9SF3患者样本中，探讨22种免疫细胞的表

达变化，与TM9SF3表达变化显著相关的免疫细胞

有浆细胞、CD8+T细胞、CD4+记忆活化T细胞、

CD4记忆静息T细胞和调节性T细胞。上述结果表

明，TM9SF3分子能够通过影响LUAD中的免疫细

胞的表达参与调节肺腺癌患者的免疫微环境。

总之，我们证明了TM9SF3在LUAD样本中上
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调，其过表达与LUAD患者的不良临床病理特征

和不良预后高度相关。此外，TM9SF3被初步筛选

作为LUAD预后分析中的独立预后因素；同时，

TM9SF3可能通过影响LUAD的免疫微环境，参与

调节LUAD的发生发展。TM9SF3有望成为LUAD
新的预后指标和免疫治疗靶点。
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