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摘  要 

背景：唾液酸化是由特定唾液酸转移酶催化的酶促过程，已有研究显示其与多种恶性肿瘤的发病机制相

关。然而，唾液酸化在弥漫性大B细胞淋巴瘤(DLBCL)中的作用尚未明确。本研究旨在探讨DLBCL中与唾

液酸化相关的特征。方法：我们首先分析了DLBCL与正常样本中唾液酸化相关基因(SRGs)的表达谱。随

后，通过Cox回归和LASSO回归分析筛选出与预后相关的基因，并构建了一个风险模型。接着，我们在

DLBCL细胞系中验证了这些预后基因的表达，并通过敲低NANP基因，探讨其对细胞周期和凋亡的影响。

此外，我们还分析了高风险组与低风险组在免疫细胞浸润和化疗敏感性方面的差异。结果：与正常组织

相比，DLBCL中大多数SRGs的表达呈现异常。我们鉴定并利用七个SRGs构建了一个准确的预后风险模

型。值得注意的是，与高风险组相比，低风险组患者的死亡率较低，生存期较长。随后，我们采用qRT-
PCR验证了结果，发现NANP显著上调。进一步的Western blot分析和流式细胞术实验证实，敲低NANP
可诱导DLBCL细胞凋亡，并导致细胞周期阻滞于G0/G1期。结论：本研究揭示了DLBCL中SRGs的异常表

达及其与临床特征的相关性。所构建的风险模型有望为DLBCL的精准预后分层及免疫治疗评估提供理论

基础。 
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Abstract 
Background: Sialylation, the enzymatic process catalyzed by specific sialyltransferases, has been 
implicated in the pathogenesis of various malignancies. However, the role of sialylation in Diffuse 
Large B-Cell Lymphoma (DLBCL) remains undefined. Herein, we aimed to investigate the sialyla-
tion-related signature in DLBCL. Methods: We initially analyzed the expression profiles of Sialyla-
tion-Related Genes (SRGs) in DLBCL and normal samples. Subsequently, we identified prognostic 
genes and developed a risk model using Cox and LASSO regression analyses. Next, we validated the 
expression of prognostic genes in DLBCL cell lines. We then knocked down the NANP gene in DLBCL 
cells to explore its impact on the cell cycle and apoptosis. Furthermore, we examined the differences 
in immune cell infiltration and chemotherapy sensitivity between high-risk and low-risk groups. 
Results: In contrast to normal tissues, the majority of SRGs exhibited dysregulated expression in 
DLBCL. We have identified and utilized seven SRGs to develop an accurate prognostic risk model. 
Notably, individuals classified in the low-risk group exhibited reduced mortality and prolonged sur-
vival in comparison to the high-risk group. Following this, we employed qRT-PCR to validate our 
findings, uncovering a marked upregulation of NANP. Subsequent Western blot analysis and flow 
cytometry assays confirmed that the knockdown of NANP led to the induction of apoptosis and cell 
cycle arrest at the G0/G1 phase in DLBCL. Conclusions: Our study elucidates the dysregulated ex-
pression of SRGs in DLBCL and their correlation with clinical features. The risk model we developed 
is anticipated to establish a theoretical foundation for precise prognostic stratification and immu-
notherapeutic assessment in DLBCL. 
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1. 前言 

弥漫性大 B 细胞淋巴瘤(DLBCL)属于非霍奇金淋巴瘤(NHL)，是由 B 淋巴细胞发生恶性转化形成的

一类淋巴瘤[1]。作为最常见的 B 细胞淋巴瘤亚型，DLBCL 约占所有淋巴瘤病例的 30%~40% [1] [2]。该

肿瘤具有高度侵袭性、显著的遗传异质性及较高的病死率，整体预后不佳[3]-[5]。 
目前，DLBCL 一线标准治疗为 R-CHOP 方案，即利妥昔单抗联合环磷酰胺、多柔比星、长春新碱与

泼尼松。即便接受规范治疗，仍有约 30%~40%的患者在治疗后 5 年内出现耐药或复发[6]，这部分患者的

预后往往极差[3]。因此，当前迫切需要开发能够准确预测治疗结果的精细化预后模型。阐明驱动 DLBCL
进展的潜在机制，并为患者量身定制治疗策略，是优化其临床管理、改善患者预后的核心方向。 

唾液酸(SA)是一类含 9 个碳原子的羧基化单糖，包含约 40 种结构多样的衍生物[7] [8]。在人类体内，

N-乙酰神经氨酸(Neu5Ac)为主要表达形式，也是唾液酸三大核心衍生物之一[9]。唾液酸化是在特异性唾

液酸转移酶催化下，将唾液酸共价连接至糖蛋白和糖脂上的酶促过程，可调控多种生物学效应[10] [11]。
该过程被认为是生理与病理过程中的关键调控环节。 
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越来越多的研究表明，唾液酸化参与多种恶性肿瘤的发生发展，包括胃癌[12]、结直肠癌[13]、胰腺

导管腺癌[14]以及肝细胞癌(HCC) [15]。唾液酸化糖蛋白与唾液酸转移酶的表达水平与上述肿瘤的预后密

切相关，提示其有望成为诊断标志物和治疗靶点。 
在肿瘤领域，现有证据显示，唾液酸化水平升高可促进肿瘤细胞异常增殖、增强黏附与侵袭能力、

抑制细胞凋亡并介导耐药性产生[16]-[18]。有趣的是，部分研究表明，在肝细胞癌中，ST6Gal1 的表达可

能发挥抑癌作用[19]。然而，唾液酸化在弥漫性大 B 细胞淋巴瘤(DLBCL)中的作用仍缺乏深入研究，其参

与该病病理过程的具体分子机制与复杂调控网络仍有待进一步探索。 
综上所述，唾液酸化在肿瘤发生发展中的作用是一个值得深入探索的课题。本研究构建了弥漫性大

B 细胞淋巴瘤(DLBCL)患者中唾液酸化相关基因的风险模型与分子亚型，以探讨唾液酸化对肿瘤治疗及

预后的影响。我们还分析了该风险模型与免疫细胞浸润之间的关联，并进一步研究了唾液酸化相关基因

对肿瘤微环境(TME)的作用，旨在为靶向唾液酸化的个体化治疗探索新策略。 

2. 材料与方法 

2.1. 数据收集 

弥漫性大 B 细胞淋巴瘤(DLBCL)患者的转录组数据来源于基因表达数据库(GEO)。本研究采用建模队列

(GSE117556、GSE181063)与验证队列(GSE32918、GSE181046)分别进行内部验证和外部验证。对照数据取

自基因型-组织表达计划(GTEx)数据库。为系统定义唾液酸化相关基因，我们整合多个权威数据库：包括基

因本体论(GO)中与唾液酸化直接相关的条目(如 GO:0097503，唾液酸化)、KEGG 糖鞘脂生物合成等通路

(hsa00603、hsa00604)、NCBI Gene 数据库中注释为“唾液酸转移酶”或“唾液酸酶”的基因，以及参与唾液

酸生物合成、CMP‑唾液酸转运和唾液酸识别的基因。整合所有来源并去重后，共获得 110 个 SRGs (表 A1)，
并按功能分为转移酶、唾液酸酶、转运蛋白、合成酶、识别受体等类别，以最大限度减少基因集选择偏倚。

本研究使用人类蛋白质图谱(HPA)数据库验证 SRGs 在淋巴结及非霍奇金淋巴瘤(NHL)组织中的表达水平。 

2.2. 生物信息学分析 

使用“limma”软件包对数据进行对数转换与标准化处理[20]。设定检验水准为 p < 0.05，且对数 2 倍

变化值(log2FC)绝对值 > 1。采用“venn”软件包对差异表达基因(DEGs)中的共有基因进行可视化分析。

应用“ConsensusClusterPlus”软件包进行聚类分析[21]，并通过主成分分析(PCA)对聚类结果进行验证。 
随后，利用“survival”和“survminer”软件包绘制 Kaplan-Meier 生存曲线。通过“glmnet”软件包

进行 LASSO Cox 回归分析[22]。根据预后模型的风险评分中位数，将患者分为两组。此外，采用“timeROC”
软件包通过受试者工作特征(ROC)分析评估模型的预测准确度[23]。利用“ggplot2”软件包绘制桑基图。

上述分析旨在探讨唾液酸化相关基因(SRGs)表达谱与患者临床特征之间的相关性。 
本研究构建了基于多个独立预测因子的列线图，用于预测患者预后；同时绘制 1、2、3 年总生存期

(OS)校准曲线，以评估列线图的可靠性。 
通过“clusterProfiler”包[24]对低风险组(Low-R)与高风险组(High-R)间的差异表达基因进行基因本

体论(GO)和京都基因与基因组百科全书(KEGG)功能富集分析。基于肿瘤微环境(TME)中免疫细胞比例，

采用“estimate”包[25]计算免疫评分、ESTIMATE 评分及肿瘤纯度。通过 CIBERSORT 算法评估 DLBCL
样本中免疫细胞亚型浸润水平，并利用“oncoPredict”包[26]预测药物敏感性。 

2.3. 细胞培养与试剂 

本研究招募健康志愿者采集外周血单个核细胞(PBMCs)，所有志愿者均签署知情同意书。细胞系培
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养条件为 37℃、5% CO2，具体细胞系信息详见表 A2。所有细胞系均通过短串联重复序列(STR)分型进行

鉴定。 

2.4. 细胞转染 

使用吉玛制药公司(中国)的 siRNA 实现 NANP 的敲低(KD)，以 siControl 作为阴性对照。所有 siRNA
的序列详见表 A3。细胞转染操作严格遵循制造商说明书进行。 

2.5. 实时荧光定量逆转录聚合酶链反应(qRT-PCR) 

qRT-PCR 分析严格按照前期研究[27]所述方法进行。所有 qRT-PCR 实验均设置三复孔。qRT-PCR 引

物序列详见表 A4。 

2.6. 蛋白质印迹法 

蛋白质印迹分析严格按照前期研究[27]所述方法进行。抗体详细信息见表 A5。使用 ImageJ 软件对免

疫印迹条带进行灰度分析，采用 t 检验进行统计学分析。所有实验均设置三复孔。 

2.7. 流式细胞术分析 

采用 ATTUNE NXT 流式细胞仪(Thermo Fisher)通过流式细胞术分析细胞周期与凋亡。凋亡检测时，

DLBCL 细胞系经 PBS 洗涤两次后重悬于结合缓冲液，加入 5 μL Annexin V FITC 和 5 μL PI/RNase (BD 
Biosciences，美国，556547)，避光孵化 15 分钟后上机检测。细胞周期分析时，细胞经 70%乙醇固定、PBS
洗涤，加入 PI/RNase (BD Biosciences, 550825)染色 30 分钟后进行流式检测。所有实验均设置三复孔，操

作流程参照前期研究方法。 

2.8. 统计分析 

所有统计学分析均使用 GraphPad Prism (9.5 版本)及 R 软件(4.4.1 版本)完成。显著性水平设定如下：

*p < 0.05；**p < 0.01；***p < 0.001；****p < 0.0001。 

3. 结果 

3.1. SRGs 在 DLBCL 中的表达多样性图谱及预后价值鉴定 

为评估 SRGs 在 DLBCL 中的作用，我们系统分析了 110 个 SRGs 在患者与正常样本间的表达模式，

并从 GEO 和 GTEx 数据库下载了所有 mRNA 数据。差异分析显示，GSE117556 和 GSE181063 队列中大

多数基因呈现表达失调(图A1(A))。随后对表达失调的 SRGs 进行一致性聚类分析以深入探究其临床意义。

通过选取 k = 3 的最优聚类方案，DLBCL 患者被分为三个独立亚群。主成分分析(PCA)验证了三个亚群

间的显著差异(图 A1(B)，图 A1(C))。我们进一步评估了三组间总生存期(OS)的差异，值得注意的是，一

致性聚类结果提示 DLBCL 患者预后与 SRGs 表达存在相关性(p < 0.001) (图 A1(D))。综上，SRGs 表达水

平的改变及其预后意义提示 SRGs 表达失调在 DLBCL 中发挥关键作用。 

3.2. SRGs 预后特征的构建与验证 

本研究以 GSE181063 数据库作为训练集，GSE32918 和 GSE181046 数据库作为验证集。通过单变量

与多变量 Cox 回归分析评估差异表达基因的预后预测价值，基于最优 λ 值筛选出 7 个基因(B3GALT4、
B4GALT4、NANP、SIGLEC7、ST3GAL6、ST3GALNAC5、ST8SIA1)构建预后风险模型(图 1(A)，图 1(B))。
风险评分计算公式为：风险评分 = (−0.057 × B3GALT4 表达量) + (0.145 × B4GALT4 表达量) + (0.213 ×  
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(A) 对 SRGs 进行多变量 Cox 回归分析。(B) 对 SRGs 进行 LASSO Cox 回归分析。(C)、(D) 风险评分的离散度及高

风险组与低风险组的生存结果。(E) 高风险组与低风险组 Kaplan-Meier 总生存期曲线比较。(F) ROC 曲线展示风险评

分对患者 1 年、3 年生存率的预测效能。 

Figure 1. Establishment and validation of the SRGs prognostic signature 
图 1. SRGs 预后特征的建立与验证 
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NANP 表达量) + (−0.132 × SIGLEC7 表达量) + (−0.058 × ST3GAL6 表达量) + (−0.126 × ST3GALNAC5 表

达量) + (−0.152 × ST8SIA1 表达量)。随后根据风险评分中位数将 DLBCL 患者分为低风险组(Low-R)与高

风险组(High-R)。基于唾液酸化相关预后模型，通过风险评分、生存时间及生存状态评估两组预后差异(图
1(C)，图 1(D)及图 A2(A)~(C))。重要结果发现，Kaplan-Meier 生存曲线显示训练集与验证集中低风险组

DLBCL 患者的总生存期(OS)均显著延长(图 1(E)及图 A2(A)~(C))。ROC 曲线下面积表明，该 7 基因风险

特征对患者预后具有可靠的预测效能(图 1(F))。以上结果表明，7 基因风险评分对 DLBCL 患者具有预后

预测价值。 

3.3. 风险模型与 DLBCL 患者总生存期及临床病理特征的相关性分析 

为探究风险模型与 DLBCL 患者临床病理特征的相关性，我们按年龄(<65 岁与≥65 岁)，B 症状，肿

瘤分期(I，II，III，IV 期)及性别(男，女)进行分层分析。生存曲线显示，无论是否存在 B 症状或性别差

异，高风险组 DLBCL 患者的总生存期均显著劣于低风险组(图 2(A)~(D))。值得注意的是，该预后模型在

≥65岁及 III-IV期亚组中的预测价值显著高于 < 65岁及 I-II期亚组(图2(E)，图2(F)及图A3(A)，图A3(B))。
上述结果表明该风险模型对 DLBCL 患者预后具有可靠的预测意义。此外，多因素 Cox 回归分析显示

ECOG 评分、风险评分及年龄与 DLBCL 患者总生存期相关(p < 0.001，图 2(G))。综合年龄、性别、B 症

状、病理分期、ECOG 评分、IPI 评分及风险评分构建了预测 DLBCL 预后的诺模图(图 A4(A))。校准曲线

证实诺模图预测结果与实际观测值具有良好一致性(图 A4(B)~(D))。综上所述，本研究结果提示风险评分

是预测 DLBCL 临床结局的重要指标。 

3.4. 高风险组与低风险组间免疫浸润及生物学过程的比较分析 

为深入探究与 SRGs 相关的生物学功能，我们对高风险组与低风险组间的差异表达基因进行 GO 和

KEGG 富集分析。结果显示，鉴定出的差异基因主要富集于 T 细胞增殖、T 细胞活化、淋巴细胞激活的

正向调控及 PD-L1 检查点通路等免疫应答相关环节(图 3(A)，图 3(B))。由此推测 SRGs 在肿瘤微环境

(TME)的免疫调控中发挥关键作用。 
进一步采用 ESTIMATE 算法评估 TME 中的肿瘤纯度、免疫评分及 ESTIMATE 评分。值得注意的

是，与低风险组相比，高风险组呈现更低的免疫评分与 ESTIMATE 评分，同时伴随更高的肿瘤纯度，提

示高风险组免疫细胞浸润水平降低，这可能与其较差的预后相关(图 3(C)~(E))。随后通过 ssGSEA 分析两

组间免疫细胞亚群的组成比例，发现滤泡辅助性 T 细胞(Tfh)、CD8+ T 细胞、单核细胞及巨噬细胞在低风

险组中显著富集，而 B 细胞则在高风险组中占比更高(图 3(F))。综上，研究结果表明风险评分与免疫特

征密切相关，高低风险组间差异性的免疫图谱可能是导致患者预后不同的重要因素。 

3.5. 鉴定 NANP 作为 DLBCL 的新型预后生物标志物 

我们首先利用 HPA 数据库验证了预后相关基因在正常淋巴结与非霍奇金淋巴瘤(NHL)组织中的表达

水平。结果显示，NANP 在 NHL 组织中过表达且与较差预后相关，而 SIGLEC7、ST3GAL6、ST6GALNAC5
及 ST8SIA1 呈低表达。B3GALT4 与 B4GALT4 在 HPA 数据库中未见显著表达差异(图 A5(A)~(G))。随后

通过 qRT-PCR 实验验证了外周血单个核细胞(PBMC)及 DLBCL 细胞系(Farage、OCI-Ly1、TOLEDO、

HBL-1)中预后基因的表达水平。结果证实，与 PBMC 相比，DLBCL 细胞中 NANP 表达显著升高，而

SIGLEC7、ST3GAL6、ST8SIA1 表达明显降低，与 HPA 数据库结果一致(图 4(A)~(E))。 
上述结果提示 NANP 在 DLBCL 发生发展中可能发挥关键作用。我们对 PBMC 及 DLBCL 细胞系

(HBL-1、OCI-Ly1、Karpas-422、SU-DHL-4、SU-DHL-8、TOLEDO、WSU-DLCL-2)进行蛋白质印迹实验， 
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(A)-(F) DLBCL 患者总生存期预测的 Kaplan-Meier 曲线：(A) 伴有 B 症状，(B) 不伴有 B 症状，(C) 男性，(D) 女性，

(E) 年龄 ≥ 65 岁，(F) III–IV 期。(G) 对 7 基因风险评分、年龄、ECOG 评分、IPI 评分、性别、B 症状及分期进行多

变量 Cox 回归分析。 

Figure 2. Correlation of the risk model with overall survival and clinicopathological features in DLBCL patients 
图 2. 风险模型与 DLBCL 患者总生存期及临床病理特征的相关性 
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(A) 采用 KEGG 分析对高风险组与低风险组的差异基因进行功能注释。(B) 采用 GO 分析对高风险组与低风险组的

差异基因进行功能注释。(C)-(E) 高风险组与低风险组之间免疫评分、ESTIMATE 评分及肿瘤纯度的差异。(F) 高风

险组与低风险组之间免疫细胞浸润的差异箱线图。 

Figure 3. Immune infiltration and biological processes in the high-risk versus low-risk group 
图 3. 高风险组与低风险组的免疫浸润及生物学过程 
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(A)-(G) qPCR 分析 DLBCL 细胞系中 7 个筛选基因的 mRNA 水平。 

Figure 4. Identification of NANP as a novel prognostic biomarker in DLBCL 
图 4. 鉴定 NANP 作为 DLBCL 的新型预后生物标志物 

 
结果显示 NANP 在淋巴瘤细胞中高表达(图 5(A)，图 5(B))。为探究 NANP 高表达在 DLBCL 中的作用，

我们基于 OCI-Ly1 细胞构建 NANP 敲低(KD)细胞系，并通过蛋白质印迹及 qRT-PCR 验证敲低效率。结

果显示 siNANP#2 对 NANP 表达的抑制效果最为显著(图 5(C)~(E))，因此后续实验选用 siNANP#2。 
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(A)、(B) Western blot 检测 PBMCs 及 DLBCL 细胞系中 NANP 的表达。(C)、(D) Western blot 检测 NANP 敲低细胞系中 NANP
的表达。(E) qPCR 分析 NANP 敲低细胞系中 NANP 的 mRNA 水平。(F)、(G) Annexin V/PI 双染流式细胞术检测 NANP 敲低

细胞凋亡的代表性图像。(H) Western blot 检测转染 48 小时后 NANP 敲低细胞中凋亡相关蛋白的表达。(I)、(J) NANP 敲低细

胞周期分布的代表性图像。所有实验重复三次。所有数据均以均值±标准差表示。 

Figure 5. Knockdown of NANP promotes cell apoptosis and induces cell cycle arrest 
图 5. NANP 敲低促进细胞凋亡并诱导细胞周期阻滞 
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进一步研究 NANP 敲低对肿瘤细胞凋亡的影响。流式细胞术结果显示，敲低 NANP 后，OCI-Ly1 细

胞晚期凋亡比例显著增加(p < 0.01) (图 5(F)，图 5(G))。同时，蛋白质印迹实验检测到凋亡执行阶段的关

键蛋白 PARP 及 Caspase-3 发生明显剪切(图 5(H))，这证实了 NANP 敲低可有效诱导 OCI-Ly1 细胞发生

凋亡。此外，细胞周期结果显示，与对照组相比，G0/G1 期细胞比例显著上升，S 期和 G2/M 期细胞比例

明显下降(图 5(I)，图 5(J))，表明 NANP 敲低组细胞被阻滞于 G0/G1 期。 
上述表型提示我们进一步思考其潜在的分子调控网络。Caspase-3 与 PARP 的剪切是线粒体凋亡通路

激活的典型标志，该通路常受 PI3K/AKT 等上游生存信号通路的调控；而 G0/G1 期的阻滞则通常涉及

Cyclin D-CDK4/6 复合物活性的抑制或 p53/p21 通路的激活。因此，我们推测 NANP 可能通过调控

PI3K/AKT 或 p53 等关键信号通路，进而影响下游凋亡周期及相关蛋白的表达，从而在 DLBCL 中发挥其

癌基因功能。 
综上所述，NANP 在 DLBCL 中呈高表达且与不良预后相关，敲低 NANP 可显著诱导肿瘤细胞凋亡

并介导 G0/G1 期阻滞。这些结果表明，NANP 的高表达对 DLBCL 的进展至关重要，靶向 NANP 可能成

为 DLBCL 的一种新型治疗策略。 

3.6. 高风险组与低风险组化疗敏感性评估 

考虑到高风险组预后较差，我们进一步评估了高风险组与低风险组之间的药物敏感性差异，旨在为

高危患者提供潜在的治疗策略。OncoPredict 分析显示，高风险组患者对淋巴瘤治疗药物(包括阿糖胞苷、

表柔比星、环磷酰胺、伊布替尼、米托蒽醌和长春新碱)表现出更高的半抑制浓度(IC50)值，这意味着他

们对这些药物的应答率较低(图 A6(A)~(F))。然而，高危患者对曲美替尼、多拉帕莫德、奈拉滨、司美替

尼、SB216763 和 ZM447439 表现出增强的药物敏感性(图 6(A)~(F))。此外，我们还评估了高风险组与低

风险组之间关键免疫检查点的表达差异。结果显示，高风险组中 BTNL2、CD70、TNFSF9 和 TNFSF18 的

表达显著升高，针对上述靶点的免疫治疗可能对高风险组患者具有更高的治疗效果(图 6(G))。总之，不同

风险组在药物敏感性方面存在显著差异，这为高风险组患者提供了潜在的治疗策略。 

4. 讨论 

唾液酸化是一种关键的翻译后修饰过程，由唾液酸转移酶和唾液酸苷酶协同调控，这两种酶分别催

化唾液酸残基的添加和去除[18] [28]。唾液酸转移酶和唾液酸苷酶基因表达水平的改变可能影响唾液酸化

状态[29]，这种状态变化已被证实与多种癌症的进展相关，包括胃癌[12] [30]、肝癌[15]和肺癌[31-33]。不

同的唾液酸转移酶家族，例如 ST3Gal、ST6Gal、ST6GalNAc 和 ST8Sia，共同构成了不同癌症中唾液酸

化调控的复杂性[34]。有趣的是，在肝细胞癌等恶性肿瘤中，不同的唾液酸化模式可能对肿瘤行为产生相

反的影响，包括细胞侵袭、转移和增殖[19]。目前，尚未有研究通过 SRGs 的预后模型来预测 DLBCL 的

临床结局。此外，SRGs 在 DLBCL 中的潜在调控机制及其与 TME 的相关性仍不清楚。因此，本研究旨

在描绘 SRGs 在 DLBCL 中的表达模式，通过构建预后风险模型评估其预后意义，并探讨其潜在的调控机

制及与 TME 的关联。 
我们首次利用 GEO 队列筛选并分析了 DLBCL 中差异表达 SRGs。随后，为了评估这些 SRGs 的预

后价值，我们通过 LASSO Cox 回归分析建立了一个基于 7 个基因的新型预后风险模型，并在两个外部队

列中进行了验证。与低风险组相比，高风险组患者的总生存期较差。此外，风险评分与不同的临床病理

特征相关，凸显了其作为 DLBCL 独立预后预测因子的潜力。这些发现不仅强调了唾液酸化在肿瘤发生

中的关键作用，也为利用 SRGs 构建 DLBCL 预后模型奠定了基础。 
肿瘤微环境包含多种细胞和非细胞成分，这些成分共同促进肿瘤的增殖、侵袭、转移及治疗应答[35]。 
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(A)-(F) 通过比较高、低风险组患者的 IC50 值，预测 DLBCL 患者对化疗药物的敏感性。(G) 高风险组与低风险组之

间免疫检查点基因表达的差异。 

Figure 6. Assessment of chemotherapy sensitivity in the high-risk versus low-risk group 
图 6. 高风险组与低风险组化疗敏感性评估 
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肿瘤微环境的异质性导致不同患者对免疫治疗的疗效存在显著差异[36] [37]。随着唾液酸成像技术的

发展，肿瘤微环境中存在大量唾液酸累积的观点已得到证实。由于唾液酸独特的理化性质及其在聚糖末

端的定位，它常常覆盖关键识别位点，阻碍相关受体和特异性抗体的识别[38]。因此，唾液酸化有助于癌

细胞逃避某些信号调控和抗体依赖性免疫攻击。这促使我们进一步探索哪些靶点可能发挥主导作用。本

研究对低风险组和高风险组中的差异表达基因进行了功能分析，结果显示免疫相关通路显著富集。高风

险组呈现免疫细胞浸润水平较低和免疫评分下降的特征。此外，在高风险组中，观察到对抗肿瘤免疫应

答至关重要的关键免疫细胞积累减少，这表明其免疫功能普遍受损。 
此外，我们发现所识别的七个差异表达基因与患者预后和生存高度相关。其中，作为风险因子的

NANP 基因引起了我们的关注。该基因是人类基因组的重要组成部件，其编码蛋白参与 Neu5Ac 的生物

合成[39]。有限的研究表明，在胶质母细胞瘤中，NANP 在 GBM 患者中高表达，且 NANP 高表达患者的

生存期较短。然而，NANP 与 DLBCL 之间的相关性尚不明确。我们的流式细胞术分析显示，敲低 NANP
可诱导 DLBCL 细胞凋亡并介导 G0/G1 期阻滞。这一发现揭示了 NANP 在 DLBCL 进展中的重要作用，

表明抑制 NANP 能够抑制 DLBCL 的发生发展。因此，靶向 NANP 有可能成为 DLBCL 的一种新型治疗

策略，为该疾病的治疗开辟新途径。 
不可否认，我们的研究存在一些局限性。该预后模型是利用 GEO 数据库的回顾性数据进行构建和验

证的，未来需要纳入前瞻性真实世界数据以确定其临床适用性。此外，本研究主要聚焦于 NANP 敲低引

起的功能性表型，其调控这些表型的具体分子机制还需要进一步研究，未来的研究将通过 Western Blot 技
术，系统筛查 NANP 敲低后 PI3K/AKT 及 p53 等关键信号节点及其下游效应分子(如 Cyclin D1，CDK4，
p21，Bcl-2 家族)的变化，以完整阐明 NANP 驱动 DLBCL 进展的分子网络，从而深化个性化治疗。 

5. 结论 

本研究揭示了 DLBCL 中 SRGs 的异常表达模式及其与临床特征的关联。我们建立的预后风险模型

有望为 DLBCL 的精确预后分层和免疫治疗评估奠定理论基础。 
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附  录 

 
(A) GTEx 数据库与训练组差异表达基因共有的 SRGs。(B) k = 3 时的一致性聚类矩阵。(C) GEO 数据库中三个聚类的主成分

分析。(D) 三个聚类的 Kaplan-Meier 总生存期曲线比较。 

Figure A1. Expression profile of SRGs and identification of their prognostic value in DLBCL 
图 A1. DLBCL 中 SRGs 的表达多样性谱及预后价值鉴定 
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(A) 在 GSE181063 数据集中创建随机队列进行内部验证，对风险评分离散度、Kaplan-Meier 总生存期曲线比较以及高风险

组与低风险组的生存结果进行验证。(B) 采用 GSE32918 数据集作为外部验证队列，对风险评分离散度、Kaplan-Meier 总生

存期曲线比较以及高风险组与低风险组的生存结果进行验证。(C) 采用 GSE181046 数据集作为外部验证队列，对风险评分

离散度、Kaplan-Meier 总生存期曲线比较以及高风险组与低风险组的生存结果进行验证。 

Figure A2. Validation of the risk model 
图 A2. 风险模型的验证 
 

 
(A)、(B) DLBCL 患者总生存期预测的 Kaplan-Meier 曲线：(A) 年龄 < 65 岁，(B) I-II 期。 

Figure A3. Correlation of the risk model with overall survival and clinical features in DLBCL patients 
图 A3. 风险模型与 DLBCL 患者总生存期及临床特征的相关性 
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(A) 预测 DLBCL 患者 1 年、2 年及 3 年总生存率的列线图。(B)-(D) 列线图的校准曲线。 

Figure A4. Construction of a prognostic nomogram for DLBCL 
图 A4. DLBCL 预后列线图的建立 
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(A)-(G) Kaplan-Meier 总生存期曲线比较：(A) NANP、(B) B4GALT4、(C) B3GALT4、(D) SIGLEC7、(E) ST3GAL6、
(F) ST6GALNAC5、(G) ST8SIA1高表达组与低表达组。HPA数据集中淋巴结组织与非霍奇金淋巴瘤组织中(A) NANP、
(B) B4GALT4、(C) B3GALT4、(D) SIGLEC7、(E) ST3GAL6、(F) ST6GALNAC5、(G) ST8SIA1 的蛋白表达水平。 

Figure A5. Expression levels of prognostic model genes are significantly correlated with patient prognosis 
图 A5. 预后模型基因表达水平与患者预后显著相关 
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(A)-(F)通过比较高、低风险组患者的半数抑制浓度(IC50)值，预测弥漫性大B细胞淋巴瘤(DLBCL)患者对化疗药物的敏感性。 

Figure A6. Assessment of chemotherapy sensitivity in the high-risk versus low-risk group 
图 A6. 高风险组与低风险组化疗敏感性评估 
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Table A1. The list of SRGs 
表 A1. SRGs 列表 

Genes 

ST3GAL1 ST6GAL1 GALNT1 GALNT7 MAG 

ST3GAL2 ST8SIA5 GALNT2 GALNT10 SIGLEC14 

ST6GALNAC1 ST8SIA1 GALNT3 C1GALT1 SIGLEC11 

ST8SIA3 ST6GAL2 GALNT8 GALNT16 FCN1 

ST8SIA4 GLB1 GCNT1 GALNT11 SIGLEC7 

ST8SIA2 SLC17A5 B3GNT3 GALNT17 SIGLEC9 

ST3GAL3 GNE B3GNT2 GALNT14 SIGLEC8 

ST6GALNAC3 SLC35A1 B4GAT1 GALNT12 SIGLECL1 

ST6GALNAC4 NANP SLC35D2 GALNT4 AGRN 

ST6GALNAC6 NANS CHST5 GCNT3 SIGLEC16 

ST8SIA6 CTSA GNS C20orf173 SELE 

ST6GALNAC5 CMAS CHST6 B4GALNT1 SELP 

ST3GAL5 NPL B3GNT4 B3GALT4 SIGLEC5 

NEU3 B4GALT5 CHST1 B4GALT6 SIGLEC10 

NEU4 GALNT6 B4GALT4 GM2A SIGLEC12 

NEU1 GALNT5 C1GALT1C1 HEXA CD22 

NEU2 GALNT13 GALNT18 HEXB ADIPOQ 

ST3GAL4 GALNT15 GALNTL6 ABCA2 CD33 

ST3GAL6 GALNTL5 GALNT9 ITGB8 SIGLEC6 

ST6GALNAC2 B3GNT6 GCNT4 CLN6 B3GNT7 

CHST2 SLC17A4 SLC17A2 SLC17A3 SLC17A1 

CLIP3 EPDR1 PSAP RTN4R  

 
Table A2. Cell lines 
表 A2. 细胞系 

Cell lines Source Identifier Cell culture condition 

HBL-1 Bluefbio RRID: CVCL_4213 IMDM + 10% FBS + 1% P/S 

OCI-Ly1 MEISENCTCC RRID: CVCL_1879 IMDM + 10% FBS + 1% P/S 

SU-DHL-4 iCell Bioscience Inc RRID: CVCL_2206 RPMI-1640 + 10% FBS + 1% P/S 

SU-DHL-8 MEISENCTCC RRID: CVCL_1889 RPMI-1640 + 10% FBS + 1% P/S 

Karpas-422 ATCC RRID: CVCL_1325 RPMI-1640 + 10% FBS + 1% P/S 

TOLEDO MEISENCTCC RRID: CVCL_1168 RPMI-1640 + 10% FBS + 1% P/S 

WSU-DLCL-2 Procell RRID: CVCL_1902 RPMI-1640 + 10% FBS + 1% P/S 
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Table A3. List of siRNA sequences 
表 A3. siRNA 序列列表 

For siRNA Sequence 

siControl sense UUCUCCGAACGUGUCACGUTT 

siControl antisense ACGUGACACGUUCGGAGAATT 

siNANP#1 sense GGACUUCACAUUGGGAAGATT 

siNANP#1 antisense UCUUCCCAAUGUGAAGUCCTT 

siNANP#2 sense GGUCCGCCUACUUCUAUUATT 

siNANP#2 antisense UAAUAGAAGUAGGCGGACCTT 

siNANP#3 sense GCAACAGUCUGGAUCAAUATT 

siNANP#3 antisense UAUUGAUCCAGACUGUUGCTT 

 
Table A4. List of primer sequences 
表 A4. 引物序列列表 

For qRT-PCR Sequence 

human NANP FOR CTGTGTGATGGTCGGTGACA 

human NANP REV TGTAATGCGGAACTGGGGAG 

human ST6GALNAC5 FOR CCATGAGCGAGGACGCAA 

human ST6GALNAC5 REV AATGTCCGTGCCCAGTTCTTA 

human ST8SIA1 FOR TGAAGACAGGAACAGAGCCA 

human ST8SIA1 REV TGCTACGCAGAAAGTTGGGG 

human SIGLEC7 FOR GCAGATGATAACCCCCGACA 

human SIGLEC7 REV AGGCTCCCCCTTATGAAAGC 

human B3GALT4 FOR TATTCTTGCTGGGAGAGCCG 

human B3GALT4 REV CTTTAGGGTGAGGTTGCGGT 

human B4GALT4 FOR AGGTGAACGCAGAACGGATG 

human B4GALT4 REV ATGCACCAAACCAGAAATCCAC 

human ST3GAL6 FOR TTATTGCCATCACATTGGCGT 

human ST3GAL6 REV AAAGACATGGTGGCATTCCC 

human β-Actin REV TCATCACCATTGGCAATGAG 

human β-Actin REV CACTGTGTTGGCGTACAGGT 
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Table A5. List of antibodies 
表 A5. 抗体列表 

Antibodies Source Identifier Dilution 

PARP Cell Signaling Technology Cat# 9532;  
RRID: AB_659884 

1:1000 

Cleaved-PARP Cell Signaling Technology Cat# 32563; 
RRID: AB_2799024 

1:1000 

Caspase3 Cell Signaling Technology Cat# 14220; 
RRID: AB_2798429 

1:1000 

Cleaved-Caspase3 Cell Signaling Technology Cat# 9664; 
RRID: AB_2070042 

1:1000 

β-Tubulin Proteintech Cat# 11224-1-AP; 
RRID: AB_2210206 

1:1000 

NANP Proteintech Cat# 12519-1-AP; 
RRID: NA 

1:1000 

HRP-Labeled Goat Anti-Rabbit IgG (H + L) ZSGB-BIO ZB-2306; 
RRID: AB_2868454 

1:15000 

HRP-Labeled Goat Anti-Mouse IgG (H + L) ZSGB-BIO ZB-2305; 
RRID: AB_2747415 

1:15000 
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