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摘要：目的  探讨线粒体肌酸激酶 1A(creatine kinase mitochondrial 1A，CKMT1A)在非小细胞肺癌(non-small cell lung 
cancer，NSCLC)化疗耐药性中的作用。方法  通过 HPA、GEPIA、GEO 等数据库或在线分析工具分析 CKMT1A 在 NSCLC
及顺铂耐药性 NSCLC 细胞系的表达，运用非配对 t 检验分析组间差异；通过 STRING 结合 DAVID 6.8 分析 CKMT1A 互

作基因的通路富集，运用 Fisher Exact Test 计算富集 P 值；microRNA.org 结合 Targetscan 进行 miRNA-mRNA 互作分析进

一步证明 CKMT1A 在 NSCLC 化疗耐药性中的作用；运用 COREMINE 工具进行文本挖掘分析显著富集的通路与 NSCLC
化疗耐药性的关系，以及 microRNA 与 NSCLC 化疗耐药性的关系；通过 Kaplan Meier-plotter 运用 log-rank 检验分析

CKMT1A 表达量、microRNA 表达量与 NSCLC 患者总生存率(overall survival，OS)的相关性，以及 CKMT1A 表达量与

NSCLC 化疗患者 OS 的相关性。结果  CKMT1A 在 NSCLC 患者及顺铂耐药性的 NSCLC 细胞系中的表达量显著升高

(P=0.000)，而且与患者的 OS 显著相关(P<0.05)；代谢途径，尤其是精氨酸和脯氨酸代谢途径在 CKMT1A 互作基因中具

有显著性富集(P<0.05)，而且与 NSCLC 化疗耐药性密切相关；hsa-miR-103 和 hsa-miR-107 靶向于 CKMT1A，而且与 NSCLC
患者 OS 和化疗耐药性相关。结论  高表达 CKMT1A 影响 NSCLC 的预后及化疗耐药性，而且有可能通过精氨酸和脯氨

酸代谢途径或者 microRNA 转录后调控介导 NSCLC 化疗耐药性。 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To explore the role of creatine kinase mitochondrial 1A(CKMT1A) on non-small cell lung 
cancer(NSCLC) chemotherapy resistant. METHODS  HPA, GEPIA, GEO databases or online tools were used to explore the 
expression of CKMT1A on NSCLC or cisplatin resistant NSCLC cell line, the difference between two groups was evaluated by 
unpaired t test. Pathway enrichment analysis of CKMT1A interacted genes was conducted by STRING and DAVID 6.8, enriched 
P value was evaluated by Fisher Exact Test. miRNA-mRNA interaction analysis was conducted by microRNA.org and 
Targetscan to further prove the role of CKMT1A on NSCLC chemotherapy resistant. The relation of CKMT1A expression or 
microRNA expression and NSCLC overall survival(OS) were conducted by Kaplan Meier-plotter using log-rank test. 
COREMINE was used to analyze the relation of enriched pathways and NSCLC chemotherapy resistant and the relation of 
microRNA and NSCLC chemotherapy resistant. RESULTS  CKMT1A were over expressed in NSCLC and cisplatin resistant 
NSCLC cell line(P=0.000). High expression of CKMT1A was significantly associated with lower OS in NSCLC(P<0.05). 
Metabolic pathways, especially arginine and proline metabolism pathway were enriched among genes interacted with 
CKMT1A(P<0.05), which was closely associated with NSCLC chemotherapy resistant. hsa-miR-103 and hsa-miR-107 were 
target to CKMT1A, and also associated with NSCLC OS and chemotherapy resistant. CONCLUSION  CKMT1A 
over-expression affect clinical prognosis and chemotherapy resistant in NSCLC, and possibly by arginine and proline metabolism 
pathway or microRNA post-transcriptional regulation. 
KEYWORDS: creatine kinase mitochondrial(CKMT1A); non-small cell lung cancer(NSCLC); chemotherapy resistant; data 
mining 
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肺癌同时具有高发病率和高死亡率，大约

80%为非小细胞肺癌(non-small cell lung cancer，
NSCLC)，而且 75%的患者在疾病的相对晚期才得

到了确诊，往往已继发多器官转移 [1]。化疗是
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NSCLC 常规的治疗手段，尽管铂类化疗药作为全

身性治疗手段的基础，其对患者 5 年生存率的影

响不显著，其中一个重要原因就是化疗耐药性的

存在[2]。因此缓解或者逆转肿瘤化疗耐药性有助于

更有效治疗 NSCLC。 
基因的异常表达是导致肺癌化疗耐药性发生

的重要原因。线粒体肌酸激酶 1A(creatine kinase 
mitochondrial 1A，CKMT1A)是分布在线粒体膜表

面的肌酸激酶之一，与细胞内能量合成、转移密切

相关。研究表明，CKMT1A 在多种肿瘤中异常表

达而且影响肿瘤的发展及治疗。比如，CKMT1A
在口腔癌中低表达，阻止肿瘤细胞凋亡[3]；siRNA
敲低 CKMT1A 促进 EVI1 基因阳性急性髓性白血病

细胞系的凋亡[4]；n335586/miR-924/CKMT1A 轴通

过调控乙肝病毒(hepatitis B virus，HBV)相关肝癌肿

瘤细胞迁移与侵袭[5]；人鼻咽癌高表达 CKMT1A
增加顺铂敏感性，促进细胞凋亡[6]，另有研究表明

高表达 CKMT1A 降低鼻咽癌放疗敏感性[7]。但是，

目前尚未有关于 CKMT1A 与 NSCLC 及其化疗耐药

性的研究。因此，本研究应用生物信息学手段，研

究 CKMT1A 与 NSCLC 化疗耐药性的关系。 
1  材料与方法 
1.1  CKMT1A 在肺癌组织中的表达及预后分析 

在 HPA 数据库(the human protein atlas project) 
(https://www.proteinatlas.org)中的 Tissue Atlas 功能

菜单检索 CKMT1A，CKMT1A 在肺组织的免疫组

化结果选自 Tissue Atlas 菜单下面的 lung 选项，所

选代表图来源于 49 岁女性正常肺组织，所用免疫

组化抗体 HPA 编号为 HPA043491，NSCLC 组织

CKMT1A 表达免疫组化分析结果来源于 HPA 中的

Pathology Atlas 功能菜单，所选代表图来源于 54
岁女性肺腺癌组织(患者编码 2393)以及 73 岁男性

肺鳞癌组织(患者编码 1937)，所用免疫组化抗体

HPA 编号皆为 HPA043491。利用 GEPIA(Gene 
Expression Profiling Interactive Analysis) (http://gepia. 
cancer-pku.cn/)中的 Box Plot 功能分析 LUAD(Lung 
adenocarcinoma) 和 LUSC(Lung squamous cell 
carcinoma) 数 据 集 可 视 化 分 析 肺 腺 癌 、 肺 鳞 癌

CKMT1A mRNA 表 达 高 低 ， 数 据 来 源 包 括

TCGA(the Cancer Genome Atlas)和 GTEx(Genotype- 
Tissue Expression)项目。利用 Kaplan Meier-plotter 
(www.kmplot.com)lung cancer 数据集进行 CKMT1A
表达量与 NSCLC 总体生存率(overall survival，OS)

的关系分析。 
1.2  CKMT1A 在耐药性肺癌细胞系中的表达及

预后分析 
顺铂敏感及顺铂耐药 NSCLC 细胞系 H460 的

CKMT1A 表达(GDS5247/7983256/CKMT1A) 
提 取 自 GEO(Gene Expression Omnibus) 数 据 库

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)，2 组数据的热

图分析采用“Cluster Analysis”选项进行分析提取。

mRNA 表达分析组间对比运用非配对 t 检验。在

Kaplan Meier-plotter lung cancer 数 据 中 输 入

CKMT1A，然后在 chemotherapy 选项中的选择

“yes”进行 NSCLC 化疗患者 OS 分析。 
1.3  CKMT1A 互作基因通路富集分析  

通过 STRING(Search Tool for the Retrieval of 
Interacting Genes)(https://string-db.org/) 筛 选 与

CKMT1A 联结分数 高的 10 个基因，接着运用

DAVID 6.8(The Database for Annotation, Visualization 
and Integrated Discovery) (https://david.ncifcrf.gov)
对 互 作 基 因 进 行 KEGG(Kyoto Encyclopedia of 
Genes and Genomes)通路富集分析，运用 Fisher 
Exact Test 计算 P 值，以 P<0.05 筛选具有显著差

异性的通路富集标准。 
1.4  miRNA-mRNA 互作分析 

通 过 microRNA.org(http://www.microrna.org)
筛选靶向于 CKMT1A mRNA 的 microRNA，选取

热力学稳定性大小(mirSVR)分值可信度高的(即

mirSVR≤‒0.1)作为候选 microRNA，然后通过

targetscan(www.targetscan.org)数据库进行验证。

microRNA 的表达与 NSCLC 患者的预后分析通过

Kaplan Meier-plotter 中的 miRPOWER pan-cancer
分 析 ， 分 别 勾 选 Lung adenocarcinoma ， Lung 
squamous cell carcinoma 即 可 分 析 输 入 的

microRNA 与肺腺癌、肺鳞癌 OS 的关系。通过

XENA(https://xenabrowser.net/)检索 CKMT1A 基因

表达量以及 hsa-miR-103 和 hsa-miR-107 的基因拷

贝数，然后提取 TCGA 肺腺癌及肺鳞癌样本，剔

除空值，共纳入 1 007 例 NSCLC 患者样本，然后

通过 Graphpad Prism 进行 Pearson 相关性检验并作

图，以 P<0.05 作为显著相关的标准。 
1.5  COREMINE 文本挖掘分析 

通过 COREMINE(http://www.coremine.com)进
行 MEDLINE 数据库的文本挖掘分析。在输入项

输入精氨酸代谢、脯氨酸代谢、代谢途径、NSCLC、
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耐药性，可以挖掘分析精氨酸代谢、脯氨酸代谢、

代谢途径三者与 NSCLC 的关系。输入项输入 hsa-miR- 
103 或 hsa-miR-107、NSCLC、耐药性，可以挖掘

hsa-miR-103 或 hsa-miR-107 和 NSCLC 的关系。输

出结果图中直线的粗细代表关联性的强弱。 
1.6  统计学方法 

CKMT1A 在 NSCLC 及顺铂耐药性中的表达组

间对比运用非配对 t 检验；通路富集分析通过DAVID 
6.8 在线工具运用 Fisher Exact Test 检验方法；通过

Kaplan Meier-plotter 运 用 log-rank 检 验 分 析

CKMT1A 表达量或者 micro RNA 表达量与患者生存

之间关系，以 P<0.05 表示差异具有统计学意义。 
2  结果 
2.1  CKMT1A 在 NSCLC 组织中的表达及预后分析 

HPA 数据库免疫组化结果显示，肺腺癌、肺

鳞癌组织中的 CKMT1A 表达水平显著高于正常肺

组 织 ( 图 1A) 。 通 过 GEPIA 工 具 进 一 步 证 明

CKMT1A 在肺腺癌和鳞癌中都显著升高(P<0.05) 
(图 1B)。预后分析显示，高表达 CKMT1A 与

NSCLC 低 OS 显著相关(P<0.05)(图 1C)。 
2.2  CKMT1A 在顺铂耐药性 NSCLC 细胞系中的

表达及预后分析 
对 GEO 数据库挖掘热图及 mRNA 定量分析发

现，CKMT1A 在顺铂耐药性 NSCLC 细胞系 H460
中高表达(P<0.05)。生存曲线分析也发现高表达

CKMT1A 与 化 疗 肺 癌 患 者 的 OS 显 著 相 关

(P<0.05)。结果见图 2。 
2.3  CKMT1A 互作基因通路富集分析 

通过 STRING 数据库筛选出 10 个与 CKMT1A
互作的基因(图 3A)。对上述基因进行 KEGG 旁路

富集分析发现，代谢途径(尤其是精氨酸和脯氨酸代

谢途径)具有显著差异性富集(P<0.05)，结果见表 1。

通过文本挖掘发现，精氨酸代谢、脯氨酸代谢、

代谢途径三者都与 NSCLC 化疗耐药性密切相关，

见图 3B。 
2.4  基于miRNA-mRNA互作的CKMT1A功能分析   

microRNA 是基因转录后重要的负性调控机

制，因此某个基因的功能可通过靶向于这个基因

的 microRNA 功能来预测。通过权威 microRNA 数

据库 microRNA.org 来预测发现 hsa-miR-103 和

hsa-miR-107 靶向于CKMT1A，此结果通过 targetscan
数据库得到进一步确认(图 4A)。通过 XENA 对

TCGA 数据库挖掘分析发现，在 NSCLC 中， 
 

 
 

图 1  CKMT1A 在 NSCLC 组织中的表达及总生存率分析 
A−NSCLC 患者 CKMT1A 免疫组化分析；B−NSCLC 患者 CKMT1A 
mRNA 表达分析，与正常肺组织相比，1)P<0.05；C−CKMT1A 与 NSCLC
患者总生存率分析。 
Fig. 1  Expression and OS analysis of CKMT1A in NSCLC patients 
A−Immunohistochemical analysis of CKMT1A in NSCLC patients; B− 
mRNA expression of CKMT1A in NSCLC patients, compared with 
normal lung tissue, 1)P<0.05; C−OS analysis of CKMT1A in NSCLC 
patients. 
 

hsa-miR-103 和 hsa-miR-107 的基因拷贝数在肺鳞

癌和肺腺癌中与 CKMT1A mRNA 表达量皆显著性

负相关(图 4B~C)。文本挖掘发现，hsa-miR-103 和

hsa-miR-107 与 NSCLC 化疗耐药性密切相关(图
4D)。hsa-miR-103 的低表达与肺鳞癌的低 OS 显著

相关(P<0.05)(图 4F)，而 hsa-miR-107 的低表达与

肺腺癌的低 OS 显著相关(P<0.05)(图 4G)。
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图 2  CKMT1A 在耐药性 NSCLC 细胞系中的表达及预后分析 
A−顺铂敏感及耐药性 H460 CKMT1A 表达热图分析；B−顺铂敏感及耐药性 H460 CKMT1A mRNA 表达定量分析，与敏感性组相比，1)P<0.05；

C−CKMT1A 表达与化疗 NSCLC 患者总体生存率分析。 
Fig. 2  Expression and OS analysis of CKMT1A in chemotherapy resistant cell line and NSCLC patients 
A−heat map of CKMT1A in cisplatin sensitive and resistant cell line H460; B−mRNA expression of CKMT1A in cisplatin sensitive and resistant cell line 
H460, compared with the sensitive group, 1)P<0.05; C−OS analysis of CKMT1A in NSCLC patients with chemotherapy. 
 

 
 
图 3  CKMT1A 互作基因富集通路与 NSCLC 耐药性关系

分析 
A−CKMT1A 基因互作分析；B−富集通路与 NSCLC 耐药性文本挖掘

分析。 
Fig. 3  Pathway enrichment analysis of CKMT1A interacted 
genes and the its relation with NSCLC drug resistance 
A−genes interaction analysis of CKMT1A; B−relationship between 
enrichment pathway and NSCLC drug resistance based on text mining.  
 
表 1  CKMT1A 互作基因功能通路富集分析 
Tab. 1  Functional enrichment analysis of genes interacted 
with CKMT1A 

通路描述 包含基因 
样本基

因比率 
库基因 
比率 

P 值 

精氨酸和脯

氨酸代谢 
CKMT1A, CKM, 
CKMT1B, GAMT 

4/11 50/6 879 7.12×10–6

代谢途径 CKMT1A, CKM, 
CKMT1B, LDHAL6A, 
GAMT 

5/11 1 219/6 879 0.010 9 

3  讨论 
肿瘤相关基因的挖掘有助于认识肿瘤的发生

发展，为肿瘤诊疗提供依据。同样，肿瘤化疗耐药

性基因的挖掘也有助于临床上克服肿瘤化疗耐药

性[8-9]。EGFR、ABCB1、PIK3CA、EML4 等基因

已被挖掘出来作为克服 NSCLC 化疗耐药性的靶

点[10]。在生物医学大数据背景下，生物信息学手段

具有快捷、经济、权威等优势，已广泛运用于肿瘤

化疗耐药性相关基因的挖掘分析。本研究综合运用

基因芯片挖掘、基因互作、通路富集、文本挖掘、

miRNA-mRNA 互作等生物信息学手段，首次分析

了 CKMT1A 在 NSCLC 化疗耐药性中的作用。 
CKMT1A 在 NSCLC 以及顺铂耐药性 NSCLC

细胞系中的高表达，而且与患者 OS 显著相关，这

说明了 CKMT1A 与 NSCLC 患者的预后、化疗耐

药性密切相关。基因互作以及通路富集分析也证

明了 CKMT1A 互作基因通路富集于代谢相关通

路，而肿瘤细胞的化疗药物代谢异常则是导致化

疗耐药性出现的关键原因[11]，比如通过使化疗药

物靶向于线粒体以及增加其对细胞外酸碱度敏感

性的方法可以改变 NSCLC 化疗药物代谢状态，进

而克服 NSCLC 化疗多重耐药性[12]。因此，基因互

作结合通路富集分析一方面证明了 CKMT1A 与

NSCLC 化疗耐药性的相关性，另一方面揭示了其

可能的信号通路机制。至于 CKMT1A 是否通过代

谢相关通路影响 NSCLC 化疗耐药性，这需要通过

传统的分子生物实验技术进行验证，比如敲低

CKMT1A 检测药物或者精氨酸和脯氨酸在细胞中

的代谢，或者运用抑制剂阻断相关代谢通路信号传

导后，观察 CKMT1A 对 NSCLC 化疗耐药性的影响。 
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图 4  基于 miRNA-mRNA 互作的 CKMT1A 功能分析 
A−miRNA-mRNA 互作预测分析；B−TCGA NSCLC 样本中 hsa-miR-103 基因拷贝数与 CKMT1A mRNA 表达量相关性分析；C−TCGA NSCLC 样

本中 hsa-miR-107 基因拷贝数与 CKMT1A mRNA 表达量相关性分析；D−miRNA 与 NSCLC 化疗耐药性文本挖掘分析；E−hsa-miR-103 表达与肺

腺癌患者总体生存率分析；F−hsa-miR-103 表达与肺鳞癌患者总体生存率分析；G−hsa-miR-107 表达与肺腺癌患者总体生存率分析；H−hsa-miR-107
表达与肺鳞癌患者总体生存率分析。 
Fig. 4  Function analysis of CKMT1A based on miRNA- mRNA interaction analysis 
A−prediction of miRNA-mRNA interaction; B−correlation analysis between hsa-miR-103 gene copy number and CKMT1A mRNA in TCGA NSCLC 
samples; C−correlation analysis between hsa-miR-107 gene copy number and CKMT1A mRNA in TCGA NSCLC samples; D−relationship between 
miRNA and NSCLC drug resistance based on text mining; E−OS analysis of hsa-miR-103 expression and lung adenocarcinoma; F−OS analysis of 
hsa-miR-103 expression and lung squamous; G−OS analysis of hsa-miR-107 expression and lung adenocarcinoma; H−OS analysis of hsa-miR-103 
expression and lung squamous. 
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microRNA 作为转录后调控，介导了肺癌、乳

腺癌、卵巢癌、直肠癌、胃癌、肝癌等多种肿瘤 
的化疗耐药性的发生发展[13]。本研究为了进一步证

明 CKMT1A对 NSCLC 化疗耐药性以及潜在的转录

后调控机制，运用权威数据库 microRNA.org 进行

miRNA-mRNA 互作分析，再通过 targetscan 验证，

减少了因不同预测方法导致的误差，保证了分析结

果的可靠性。通过预测，作为 CKMT1A 表达负性

调控因子，hsa-miR-103 和 hsa-miR-107 已被报道在

NSCLC 中低表达[14-15]，这与本研究发现 CKMT1A
在 NSCLC 中高表达的结论是一致的。而且，

hsa-miR-103 通过抑制 BIM、APAF-1、SRC 等基因

的表达而促进吉非替尼介导的 NSCLC 凋亡[16]；

hsa-miR-107 通过抑制 Bcl-w 的表达而增加 NSCLC
对紫杉醇的敏感性[17]。因此，microRNA 通过转录

后负性调控 CKMT1A 在 NSCLC 中的表达有可能是

其介导 NSCLC 化疗耐药性的潜在机制，这可以作

为后续研究的方向。而且目前公共数据库尚缺乏顺

铂耐药与不耐药的 miRNA 表达数据，故无法通过

数据库挖掘来明确 hsa-miR-103 和 hsa-miR-107 与

CKMT1A 对肺癌耐药和进展的影响，后续研究可

通过传统分子生物实验技术进行深一步研究。

hsa-miR-103 与肺腺癌患者的 OS 以及 hsa-miR-107
与肺鳞癌患者的 OS 没有显著性关系(图 4C，4F)，
这有 2 种可能：第一，microRNA 对不同的 NSCLC
病理亚型作用不一样，具有特异性，而且具有特异

性的 microRNA 可以作为不同 NSCLC 病理亚型的

潜在诊断标志物[18]。本研究为后续研究不同病理亚

型的 NSCLC 转录后调控或者挖掘 NSCLC 化疗耐

药标志物提供线索。第二，样本量不够大。目前关

于 microRNA 与肿瘤患者生存曲线分析的数据相对

比较缺乏，因此，后续研究可继续增加样本量，进

一步确认目前已有的分析结果。 
总而言之，本研究首次证明了 CKMT1A 与

NSCLC 化疗耐药性的关系，为临床克服肺癌化疗

耐药提供了潜在靶点。 
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