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TTYH3基因在结直肠癌发生发展中的作用及与预后
的关系

徐翔宇1,徐志华2,刘宏1

(1.苏州市相城人民医院胃肠外科,江苏
 

苏州 215131;2.苏州大学附属第一医院普外科,江苏
 

苏州 215006)

【摘要】目的:探讨TTYH3基因在结直肠癌(CRC)发生发展中的作用及与预后的关系。方法:从TCGA数据库获取

CRC患者RNA测序表达谱和临床病理信息;R语言筛选差异表达的基因;KM生存分析TTYH3在CRC预后中的作用;GO
和KEGG富集分析TTYH3在CRC中可能的作用;MTT和克隆形成实验分析TTYH3对CRC细胞增殖能力的影响;Cox单

因素及多因素分析影响CRC生存相关的独立预后因素;构建列线图预测CRC
 

1、3、5年的生存率。结果:TTYH3在CRC组

织和细胞中高表达(P<0.05);高表达TTYH3的CRC患者总体生存率更低(P<0.05);过表达TTYH3能提高CRC细胞的

增殖能力,而敲低TTYH3表达能抑制CRC细胞的增殖能力。高表达TTYH3与低表达TTYH3
 

CRC患者TNM分期、肿瘤

大小及淋巴结转移情况比较,差异有统计学意义(P<0.05)。单因素Cox回归分析显示,年龄(P=0.000)、T分期(P<
0.001)、N分期(P<0.001)、M分期(P<0.001)和TTYH3表达(P<0.001)与CRC预后相关;多因素Cox分析结果显示,T
分期(P=0.001)、N分期(P=0.001)和TTYH3表达(P<0.001)是影响CRC生存相关的独立预后因素。根据预后临床因

素(T分期和N分期)和TTYH3表达构建列线图,生存校准曲线表明,列线图预测CRC患者1年、3年和5年的总体生存率

与实际观测结果吻合良好。结论:TTYH3在CRC的发生和进展中挥着重要作用,且与预后相关,有可能成为CRC新的预

后生物标志物和治疗靶点。
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【Abstract】Objective:
 

To
 

explore
 

the
 

role
 

of
 

TTYH3
 

gene
 

in
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
 

colorectal
 

cancer
 

(CRC)
 

and
 

its
 

relationship
 

with
 

prognosis.Methods:Obtain
 

RNA
 

sequencing
 

expression
 

profiles
 

and
 

clinical
 

pathological
 

information
 

of
 

CRC
 

patients
 

from
 

the
 

TCGA
 

database,R
 

language
 

screening
 

for
 

differentially
 

expressed
 

genes,exploring
 

the
 

prognostic
 

role
 

of
 

TTYH3
 

in
 

CRC
 

through
 

KM
 

survival
 

analysis.GO
 

and
 

KEGG
 

enrichment
 

analysis
 

to
 

explore
 

the
 

potential
 

role
 

of
 

TTYH3
 

in
 

CRC,MTT
 

and
 

colony
 

formation
 

experiments
 

were
 

conducted
 

to
 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

TTYH3
 

on
 

the
 

proliferation
 

ability
 

of
 

CRC
 

cells.Cox
 

univariate
 

and
 

multivariate
 

analysis
 

to
 

identify
 

independent
 

prognostic
 

factors
 

related
 

to
 

CRC
 

survival,construct
 

a
 

nomogram
 

to
 

predict
 

the
 

survival
 

rate
 

of
 

CRC
 

1,3,5
 

years.Results:
 

TTYH3
 

was
 

overexpressed
 

in
 

CRC
 

tissues
 

and
 

cells
 

(P<0.05),the
 

overall
 

survival
 

rate
 

of
 

CRC
 

patients
 

with
 

high
 

expression
 

of
 

TTYH3
 

was
 

lower
 

(P<0.05),overexpression
 

of
 

TTYH3
 

could
 

improve
 

the
 

proliferation
 

ability
 

of
 

CRC
 

cells,while
 

knocking
 

down
 

TTYH3
 

expression
 

could
 

inhibit
 

the
 

proliferation
 

ability
 

of
 

CRC
 

cells.There
 

was
 

a
 

statistically
 

significant
 

difference
 

in
 

TNM
 

staging,tumor
 

size,and
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

between
 

CRC
 

patients
 

with
 

high
 

and
 

low
 

expression
 

of
 

TTYH3
 

(P<0.05).Univariate
 

Cox
 

regression
 

analysis
 

determined
 

that
 

age
 

(P=0.000),T
 

stage
 

(P<0.001),N
 

stage
 

(P<0.001),M
 

stage
 

(P<0.001),and
 

TTYH3
 

expression
 

(P<0.001)
 

were
 

correlated
 

with
 

prognosis.Multivariate
 

Cox
 

analysis
 

showed
 

that
 

T
 

stage
 

(P=0.001),N
 

stage
 

(P=0.001),

and
 

TTYH3
 

expression
 

(P<0.001)
 

were
 

independent
 

prognostic
 

factors
 

related
 

to
 

prognosis.Construct
 

a
 

nomogram
 

based
 

on
 

prognostic
 

clinical
 

factors
 

(T
 

and
 

N
 

stages),the
 

survival
 

calibration
 

curve
 

showed
 

that
 

the
 

predicted
 

overall
 

survival
 

rate
 

of
 

752



    
第41卷 第3期

2026年3月
   

川北医学院学报(http://cbyxyxb.journalai.cn)
JOURNAL

 

OF
 

NORTH
 

SICHUAN
 

MEDICAL
 

COLLEGE
Vol.41,No.3
Mar.2026

CRC
 

patients
 

at
 

1,3,and
 

5
 

years
 

by
 

the
 

column
 

chart
 

was
 

in
 

good
 

agreement
 

with
 

the
 

actual
 

observation
 

results.Conclusion:

TTYH3
 

was
 

associated
 

with
 

prognosis
 

and
 

played
 

an
 

important
 

role
 

in
 

the
 

occurrence
 

and
 

progression
 

of
 

human
 

CRC.TTYH3
 

may
 

become
 

a
 

new
 

prognostic
 

biomarker
 

and
 

therapeutic
 

target
 

for
 

CRC.
【Key

 

words】TTYH3;Colorectal
 

cancer;Prognosis;Biomarkers;Therapeutic
 

targets;Bioinformatics
 

analysis

  结直肠癌(colorectal
 

cancer,CRC)是最常见的

胃肠道恶性肿瘤之一[1],是中国第五大癌症相关死

亡原因[2]。CRC已被公认为一种异质性疾病,在临

床特征、分子遗传改变和预后方面存在各种差异[3]。
有研究报道[4-7]指出,年龄、饮食、环境、不健康的生

活方式、肥胖、炎症性肠病(IBD)、基因突变、肠道微

生物群和结肠癌家族史等是肿瘤发生发展的高风险

因素。在这些影响因素中,分子遗传变化被认为是

导致 结 直 肠 癌 进 展 的 重 要 关 键 特 征 之 一[8]。

TTYH(tweety
 

homolog)家族(TTYH1-3)包括果

蝇的同源物,编码电导氯化物通道[9]。TTYH家族

成员参与胚胎发育、脑病理和肿瘤进展[10-12]。其

中,TTYH1主要在大脑中表达,并编码一种不依赖

Ca2+激活的Cl-通道。TTYH1调节神经干细胞功

能、胚胎发育并促进脑肿瘤形成[13-15],而 TTYH2
和TTYH3编码Ca2+激活的Cl-通道。TTYH3是

一种大的电导Ca2+激活的Cl-通道,该通道具有复

杂的门控动力学和电压依赖性失活,其激活依赖于

细胞内Ca2+ 浓度[16]。TTYH3在胃癌组织中的表

达高于正常组织,且TTYH3的高表达导致胃癌患

者预后不良[17]。Xue等[18]研究发现,上调TTYH3
可通过 Wnt/β-catenin信号通路促进胆管癌细胞上

皮向间充质转化,抑制胆管癌细胞凋亡。此外,过表

达TTYH3可以促进肝细胞癌的细胞增殖、迁移和

侵袭,并抑制细胞凋亡[19]。TTYH3在某些癌症中

过度表达,并与癌症的不良预后有关,但在CRC中

的生物学功能和临床意义尚未被研究。本研究旨在

探讨TTYH3基因在CRC发生发展中的作用及与

预后的关系。

1 材料与方法

1.1 材料

从TCGA(The
 

Cancer
 

Genome
 

Atlas
 

program,

https://portal.gdc.cancer.gov/)检索并下载10例正

常成人的RNA测序数据和620例CRC患者的RNA
测序数据(RNA-seq)及临床病理信息。从2022年10
月至2024年10月在苏州大学附属第一医院接受外

科手术切除的60例患者中获取原发CRC组织和配

对的正常邻近组织。根据组织病理学评估,所有患者

均被诊断为CRC。肿瘤切除后立即将包括CRC样本

和邻近正常组织在内的组织片段冷冻在液氮中,直至

提取RNA。所有患者在手术前均未接受化疗、放疗

或任何其他抗癌治疗。本研究经医院伦理委员会审

批,患者及其家属知情同意。

1.2 方法

1.2.1 差异表达基因筛选 应用 R语言软件的

“limma”包对整个数据集进行归一化,获得CRC与

正常组织之间的差异表达基因。随后,筛选出具有

统计学意义的差异表达基因,将符合标准的差异表

达基因以热图和火山图的形式展示。

1.2.2 功能富集分析 采用clusterProfiler
 

R包

进行GO(gene
 

ontology)和KEGG(kyoto
 

encyclo-
pedia

 

of
 

genes
 

and
 

genomes)通路富集分析差异表

达mRNA的功能。

1.2.3 列线图构建 为向临床医生提供预测患者

OS概率的定量方法,通过1
 

000次的bootstrapping,
在预后列线图中对每个协变量的贡献进行量化和可

视化,并进行内部验证。通过校准分析评估所得模型

的一致性情况,并通过散点图展示。

1.2.4 细 胞 系 和 细 胞 培 养 人 CRC 细 胞 系

(HT29,SW480,Lovo和HCT116)和人正常结肠上

皮细胞(NCM460)购自中国科学院细胞库。将细胞

培养在含有10%胎牛血清、100单位/mL青霉素和

100
 

μg/mL 链 霉 素 的 RPMI-1640 培 养 基 中,在

37
 

℃、5%CO2 的增湿室中培养。

1.2.5 RNA提取和实时定量逆转录聚合酶链式反

应(RT-qPCR) TRIzol试剂分离和提取总 RNA
后,用PrimeScriptTM

 

Ⅱ
 

1st
 

strand
 

cDNA合成试剂

盒将其逆转录为cDNA。SYBR
 

Premix试剂盒用

于荧光定量。反应条件:95
 

℃预变性3
 

min→95
 

℃
变性15

 

s→60
 

℃变性30
 

s,共进行40个循环。

GAPDH(Glyceraldehyde-3-phosphate)用于标准化

数据。用2-ΔΔCq 法计算实验组和对照组 mRNA的

相对表达水平。引物如下:TTYH3
 

forward,5'-
GACGCCTACGTGACCAAAAT-3'和reverse,5'-
GACGGTCCTCAGAAGCTCAG-3';

 

GAPDH
 

for-
ward,5'-AATCCCATCACCATCTTCCAG-3'

 

和

reverse,5'-
 

CACGATACCAAAGTTGTCATG-3'。

1.2.6 稳转细胞系构建 使用TTYH3的敲除质

粒和空对照载体(pLenti-CMV-GFP-Puro)及ps-
PAX2包装和pCMV-VSVG包膜质粒构建稳转细

胞系。构建与靶向TTYH3
 

mRNA相对应的21个

核 苷 酸 序 列,sh-TTYH3:5'-GCATCGCGAGG-
GATTCTACG-3'。以 5'-GTCTCCGAACGTCAC

 

852
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GTT-3'为阴性对照。转导过程中,将3×105CRC
癌细胞与0.5

 

mL含有polybrene(8
 

μg/mL)和1.5
 

mL
 

RPMI-1640的慢病毒上清液一起孵育。48
 

h
后,使用嘌呤霉素的筛选细胞。最后,通过 RT-
qPCR验证敲除的效率。

1.2.7 MTT实验 采用MTT(3-
 

(4,5-dymethyl-
2-thiazolyl)

 

-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium
 

bro-
mide)实验检测CRC细胞的增殖。将细胞以3

 

000
个细胞/孔的浓度接种在96孔板中,并在转染后培

养24、48和72
 

h。用每孔20
 

μL
 

MTT(5
 

mg/mL)
溶液将细胞再培养4

 

h,然后用100
 

μL二甲基亚砜

(DMSO)替换培养基并重悬10
 

min。Versamax微

孔板读取器上在490
 

nm的波长下读取最佳密度值

(OD)。设置没有细胞的空白孔为空白对照组。

1.2.8 克隆形成实验 6孔板的每个孔中接种1×
103 个细胞,在菌落生长过程中,1/次3

 

d更换培养

基。10
 

d后用结晶紫染色溶液对细胞进行染色,并
计数每孔中的菌落数。

1.2.9 体内实验 为了构建异种移植物肿瘤模型,
将6周龄雄性BALB/c裸鼠(体质量250~350

 

g)随
机分为TTYH3敲低组和对照组每组各5只。对于

TTYH3敲低组,将1×107/0.2
 

mL稳定低表达

TTYH3的SW480细胞皮下注射到小鼠体内。对

照组将转染si-NC的1×107/0.2
 

mL
 

SW480细胞

皮下注射到小鼠体内。在肿瘤形成一周后,使用游

标卡尺在接种后第6、9、12、15、18、21和24天测量

每只小鼠的肿瘤体积。所有动物实验均按照苏州大

学附属第一医院研究伦理委员会的要求实施。

1.2.10 免疫组化 肿瘤组织切片在60
 

℃的干燥

烘箱中孵育1
 

h,然后在二甲苯中脱烷基,用分级乙

醇复水。然后将载玻片在0.01
 

mol/L柠檬酸盐缓

冲液(pH6.0)中在微波炉中预处理10
 

min,并在高

功率(1
 

200
 

W)下进行抗原修复。随后在室温下使

用3%过氧化氢(H2O2)阻断内源性过氧化物酶的

活性30
 

min。用5%BSA(牛血清白蛋白)密封后,
将切片与稀释的TTYH3抗体(1∶1

 

000)、Ki-67抗

体(1∶400)以及Cleaved
 

Caspase-3抗体(1∶250)在
室温下孵育2

 

h。冲洗后,将切片与次级过氧化物

酶偶联抗体在室温下孵育45
 

min。最后,使用3,3-
二氨基苯进行可视化,苏木精用于显微镜检查。将

切片脱水、清除并置于光学显微镜下。

1.3 统计学分析

采用SPSS
 

23.0软件对数据进行处理与分析。
计量资料符合正态分布且方差齐性,以(x-±s)表
示,多组间比较行单因素方差分析;相关性采用单因

素和多因素Cox回归分析;生存分析采用 Kaplan-
Meier分 析;预 测 准 确 性 采 用 受 试 者 工 作 特 征

(ROC)曲线分析,曲线下面积(AUC)越接近1.0,
表示准确性越高。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 差异表达基因筛选结果

通过TCGA数据库中620例CRC组织和10
例正常结直肠组织的 mRNA 表达谱,共筛选出

2
 

786个差异表达的基因。分层聚类分析热图显

示,肿瘤和正常组织基因表达比较,差异有统计学意

义(P<0.05)。与正常组织相比,有1
 

184个基因

表达上调,1
 

602个基因表达下调。其中,与正常组

织相比,TTYH3在 CRC组织中表达上调(P<
0.05)。见图1。

图 1 CRC 中差异表达基因
A. 热图展示差异表达基因；B. 火山图展示差异表达基因；C. TTYH3 在 CRC 中高表达。 ①P＜0.05。

A B C

TT
Y
H
3
表

达
水

平

肿瘤组织 正常组织
（n=620） （n=10）

8

6

4

①

2.2 TTYH3表达与CRC患者预后的关系

通过TTYH3的中位表达水平,将CRC癌患者

分为高表达TTYH3组(n=309)和低表达TTYH3
组(n=310)。对所有CRC患者的TTYH3表达水

平进行排序,并通过散点图显示表达水平的分布和

患者的生存状态。热图展示结果表明,CRC患者

TTYH3表达水平越高,其相对死亡率越高。Kap-
lan– Meier(KM)生 存 曲 线 分 析 显 示,低 表 达

TTYH3组的CRC患者总体生存率(OS)高于高表

达TTYH3组(P<0.05)。ROC曲线分析显示,

952
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TTYH3表达预测CRC患者1年、3年、5年生存率 的AUC 分别为0.586、0.631、0.585。见图2。

图 2 TTYH3 表达 CRC 患者预后的关系
A. 不同 TTYH3 表达 CRC 患者的生存状态；B. 高表达 TTYH3 CRC 患者和低表达 TTYH3 CRC 患者的生存

状态；C. 预测总体生存率的 ROC 曲线。

A B

C

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0
0 2 4 6 8 10 12

1.00

0.75

0.50

0.25

0.00
0.00 0.25 0.50 0.75 1.00

时
间

（年
）

存活
死亡

状态

存
活

率
真

阳
性

部
分

存活时间（年）

Type
1 年,AUC=0.586,95%Cl（0.519-0.653）
3 年,AUC=0.631,95%Cl（0.568-0.695）
5 年,AUC=0.585,95%Cl（0.498-0.673）

假阳性部分

log-rank P=0.019
HR=1.52（95%Cl：1.07-2.17）

风险类型
高风险
低风险

高表达（n=309)
低表达（n=310)

2.3 TTYH3相关差异表达基因功能富集结果

分层聚类分析热图显示,高表达TTYH3组和

低表达TTYH3组基因表达比较,差异有统计学意

义(P<0.05)。火山图结果表明,5
 

658个基因差异

表达,其中3
 

003个基因表达上调,2
 

655个基因表

达下调。见图3。

2.4 TTYH3在CRC组织和细胞系中的表达

TTYH3在10对人CRC组织和癌旁正常组织

中表达水平检测结果显示,TTYH3在CRC组织中

表达明显高于配对的癌旁正常组织(P<0.05)。免

疫组化结果显示,TTYH3在人CRC组织中表达升

高(P<0.05)。TTYH3在人正常结肠上皮细胞

(NCM460)和CRC细胞系(HT29,SW480,Lovo和

HCT116)中表达水平的检测结果表明,与正常细胞

系相比,TTYH3在CRC细胞系中的表达升高(P
<0.05)。通过慢病毒转导,TTYH3在SW480细

胞中 下 调(P <0.05);通 过 转 染 过 表 达 质 粒,

TTYH3在Lovo细胞中上调。见图4。

A B
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图 3 GO 和 KEGG 功能富集
A. 热图；B. 火山图；C. GO 功能富集；D. KEGG 通路富集。

C D

图 4 TTYH3 在 CRC 组织和细胞系中的表达
A. TTYH3 在结 CRC 组织中高表达；B. 免疫组化显示 TTYH3 在 CRC 组织中高表达；C. TTYH3 在 CRC

细胞系中高表达；D. SW480 细胞系中敲低 TTYH3 表达；E. Lovo 细胞系中过表达 TTYH3。 ①P<0.05。
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2.5 高表达及低表达TTYH3
 

CRC患者临床病理

特征比较

60例样本经 RT-qPCR检测显示,TTYH3高

表达31例,TTYH3低表达29例。TTYH3高表

达与TTYH3低表达CRC患者TNM分期、肿瘤大

小及淋巴结转移情况比较,差异有统计学意义(P<
0.05)。见表1。

2.6 TTYH3对CRC细胞增殖能力的影响

MTT实验结果显示,低表达水平的 TTYH3
降低SW480细胞的增殖能力(P<0.05),过表达

TTYH3促进Lovo细胞的增殖(P<0.05)。克隆

形成 实 验 进 一 步 表 明,TTYH3 表 达 敲 低 抑 制

SW480细胞的增殖(P<0.05),而高表达TTYH3
增强Lovo细胞的增殖能力(P<0.05)。见图5。

表1 TTYH3表达与CRC患者临床病理特征的相关性

特征
TTYH3表达(例)

高
 

(n=31) 低
 

(n=29)
χ2值 P 值

男/女 19/12 17/12 0.044 0.833
<60/≥60(岁) 13/18 12/17 0.002 0.965
TNM分期Ⅰ~Ⅱ/III~Ⅳ 5/26 16/13 10.040 0.002
<5/≥5

 

cm肿瘤 17/14 26/3 8.945 0.003
有/无淋巴结转移 24/7 13/16 6.733 0.009
高/中/低分化 8/14/9 6/8/15 3.359 0.186

图 5 TTYH3 对 CRC 细胞增殖能力的影响
A. MTT 实验显示敲低 TTYH3 表达能够抑制 SW480 细胞增殖；B. MTT 实验显示高表达 TTYH3 能够促进 Lovo 细

胞增殖；C. 克隆形成实验表明敲低 TTYH3 表达能够抑制 SW480 细胞增殖；D. 克隆形成实验表明高表达 TTYH3 能够促

进 Lovo 细胞增殖。 ①P<0.05。
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2.7 TTYH3对CRC细胞体内致瘤性的影响

体内实验结果显示,与阴性对照组相比,注射

TTYH3低表达SW480细胞的肿瘤体积变小,且肿

瘤体积的增长幅度降低(P<0.05)。肿瘤的免疫组

织化学分析显示,TTYH3表达降低后,Ki-67的表

达同步降低,而Cleaved
 

Caspase-3表达反向升高。
见图6。

2.8 TTYH3在CRC患者中基因突变

TTYH3在 CRC 患者中体细胞突变率仅为

1.52%,主要集中于Tweety_N。Oncoplot显示在

526例患者中有525例发生突变。高表达TTYH3
组与低表达TTYH3组CRC患者相比,基因按突变

频率排序,主要为 APC(77%),TP53(59%),TTN

(52%)和KRAS(41%)。见图7。

2.9 
 

CRC患者1年、3年和5年预后预测列线图

的构建

单因素 Cox回归分析结果显示,年龄(P=
0.000)、T分期(P<0.001)、N分期(P<0.001)、M
分期(P<0.001)和TTYH3表达(P<0.001)与预

后相关。多Cox回归分析结果显示,T分期(P=
0.001)、N分期(P=0.001)和TTYH3表达(P<
0.001)是预测总生存率的独立预后因素。根据预后

临床因素(T分期和 N分期)和TTYH3表达构建

列线图,生存校准曲线表明,列线图预测CRC患者

1年、3年和5年的总体生存率与实际观测结果吻合

良好。见图8及图9。
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图 6 TTYH3 对 CRC 细胞体内致瘤性的影响
A.分别转染 sh鄄NC 和 sh鄄TTYH3 的 2 组裸鼠获得的肿瘤；B. sh鄄NC 组和 sh鄄TTYH3 组的肿瘤生长曲线；C. 体内形成

肿瘤中 TTYH3、Ki鄄67 和 Cleaved Caspase 3 的免疫组织化学染色。 ①P<0.05，与 sh鄄NC 组相比。

A
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肿

瘤
体

积
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①
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图 7 TTYH3 在 CRC 患者中的基因突变
A. TTYH3 在 CRC 患者中体细胞突变率分布；B. 群组摘要图显示了变体分类（错义突变），类型（SNP）和 SNV 类别的变体分布；C.

Oncoplot 显示 CRC 队列的体细胞景观。

A
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图 8 TTYH3 表达在临床分期中分布的桑基图
A. 桑基图显示 CRC 患者不同年龄组分组、 性别、TNM 分期及 TTYH3 表达和 CRC 患者生存状态的关系；B. 不同 T 分期、N

分期、M 分期及 TTYH3 表达和 CRC 癌患者生存状态的关系。

A B

图 9 列线图预测 CRC 患者的总体生存率
A. 影响 CRC 预后的单因素；B. 影响 CRC 预后的多因素；C. T 分期、N 分期和 TTYH3 表达预测 CRC 患者的 1、3

和 5 年的总体生存率；D. 1 年、3 年和 5 年 CRC 患者生存校准曲线。

A B

C D
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观
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3 讨论

CRC发展是一个多步骤的过程,包括由特定基

因组变化的顺序累积从而引发的一系列组织学和形

态学变化[20]。随着高通量技术的日益普及,通过对

各种类型肿瘤的转录组学分析,已经确定了许多新

的生物标志物和治疗靶点[21-22]。但关于CRC中生

物标志物的研究尚未广泛开展。CRC生物标志物

的探索可能有助于预测和延长 CRC患者的生存

期[23]。因此,寻找与CRC发生发展相关的基因或

生物标志物能有助于诊断、治疗及预后评估[24]。本

研究从TCGA公共数据库中下载了610例CRC患

者和10例正常人的RNA测序表达谱及患者的相

关临床病理信息。通过差异表达分析,发现有1
 

184

个基因表达上调及1
 

602个基因表达下调。
研究[25]报道,TTYH3在肺癌组织中表达上

调,且TTYH3的表达在肺癌患者有诊断和治疗价

值。Biswas等[26]研究发现,与正常膀胱组织相比,

TTYH3在 膀 胱 癌 组 织 中 表 达 显 著 升 高。敲 低

TTYH3表达能够抑制膀胱癌细胞的增殖、迁移及

侵袭能力。这些研究结果表明 TTYH3是一种潜

在的调节癌症的因子,且能作为肿瘤的治疗靶点。
因此,TTYH3是一个与多种癌症相关的重要基因。
但TTYH3在CRC中的生物学功能和分子机制仍

然未知。在本研究中,与正常组织相比,TTYH3在

CRC组织中的表达水平升高(P<0.05);生存分析

显示,TTYH3的表达与CRC患者的总体生存率有

相关性(P<0.05),高表达TTYH3的CRC患者的
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OS低于低表达 TTYH3的患者(P<0.05),表明

TTYH3可能参与CRC的发生发展,且是CRC患

者的重要预后指标。高表达 TTYH3组和低表达

TTYH3组患者的 RNA表达谱分析结果显示,有

5
 

658个基因差异表达,其中3
 

003个基因表达上调

及2
 

655个基因表达下调。GO和KEGG富集分析

结果表明,TTYH3可能与 CRC的增殖相关。此

外,通过收集的临床样本结合患者的临床病理特征分

析发现,TTYH3表达升高与CRC患者较晚的TNM
分期,较大的肿瘤及淋巴结转移相关。这些结果初步

说明了TTYH3与CRC的发展可能相关。
本研究通过体外实验验证了TTYH3的功能。

在人正常结肠上皮细胞(NCM460)和CRC细胞系

(HT29,SW480,Lovo 和 HCT116)中 通 过 RT-
qPCR检测TTYH3的表达,结果显示,与正常结肠

上皮细胞相比,TTYH3在CRC细胞系中表达上调

(P<0.05),其中在SW480细胞系中表达最高,在

Lovo细胞系中表达偏低。在SW480细胞系中,将

TTYH3表达敲低,MTT和克隆形成实验结果显

示,与对照组相比,敲低 TTYH3表达后能降低

SW480细胞的增殖能力(P<0.05);相反,在Lovo
细胞系中过表达TTYH3后,Lovo细胞的增殖能力

增强 (P <0.05)。体 内 实 验 结 果 显 示,敲 低

TTYH3 的 表 达 后,裸 鼠 成 瘤 的 体 积 变 小

(P<0.05),且和对照组相比,低表达TTYH3组的

肿瘤生长曲线下调(P<0.05),表明敲低 TTYH3
表达能够降低肿瘤的增殖。将切除的肿瘤使用免疫

组化检测 TTYH3、Ki-67及Cleaved
 

Caspase
 

3的

表达,结果显示,与对照组相比,敲低TTYH3表达

后伴随Ki-67表达降低而Cleaved
 

Caspase
 

3的表达

升高(P<0.05)。以上结果表明,TTYH3可能通

过增强CRC细胞增殖,从而促进CRC的发展。
本研究证实了TTYH3在CRC中的高表达及

其促癌功能,但其作为钙激活CL-通道的具体下游

作用机制仍需深入探索。首先 TTYH3的高表达

可激活多条信号通路,比如GSK3-β/β-catenin通路

和 Wnt/β-catenin通路,激活以上通路后还可抑制

促凋亡蛋白,同时上调抗凋亡蛋白的表达,使癌细胞

能够抵抗凋亡信号,增强生存能力。另外,TTYH3
作为一个通路蛋白,可以重塑细胞骨架,通过CL-

流影响细胞内的pH值和离子环境,进而调控肌动

蛋白细胞骨架的重组,为细胞迁移提供动力[27]。

TTYH3还 可 上 调 MMP2,MMP9 等 蛋 白 的 表

达[28],这些基质金属蛋白酶能降解细胞外基质,促
进癌细胞的侵袭和转移。CL-通道能通过调节细胞

内CL-浓度和细胞膜电位,从而影响Ca2+内流。细

胞内钙信号是调控细胞周期、增殖和凋亡的核心信

使。本研究观察到影响 TTYH3表达后细胞增殖

受影响。因此推测,TTYH3可能通过介导CL- 外

流,使膜电位去极化,促进电压门控钙通道开放或反

向钠钙交换体活动,导致Ca2+ 内流,进而激活如钙

调蛋白/CaMKII等下游效应分子,最终驱动CRC
的恶性进展。明确其具体的下游效应分子及信号通

路,将是下一步研究的重点。
列线图通过临床预后变量和生存概率,目前被

广泛用作癌症患者的预后工具[29]。因此,为了更好

地预测CRC患者在术后1、3和5年的生存率,本研

究将TTYH3表达和其他相关临床病理特征纳入

Cox模型,构建了一个简明的列线图。该列线图中,
包括了三个独立预后因素,即TTYH3表达、T分期

和N分期。校准曲线验证了其准确性。在临床工

作中,可以检测CRC患者的TTYH3表达,查明患

者的T分期及N分期,通过这些数据在列线图中获

得相应的分数,进而能够估算CRC患者1、3和5年

的生存率。该列线图能够为临床医生提供更好的治

疗决策帮助。
综上,TTYH3在CRC的发生和进展中发挥着

重要作用,且与预后相关,有可能成为CRC新的预

后生物标志物和治疗靶点。
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