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摘  要 

黑色素瘤是起源于黑色素细胞的高度恶性肿瘤，具有高侵袭性与高致死率，全球发病率持续攀升，已成

为严重威胁人类健康的恶性肿瘤之一。本研究通过生物信息学分析筛选获得关键基因TIGAR，并基于

TCGA数据库证实其在黑色素瘤中高表达且与不良预后显著相关。在此基础上，采用SiRNA介导的基因敲

低实验，进一步探究TIGAR对细胞内ROS水平的调控作用，并阐明其通过ROS依赖途径影响黑色素瘤细

胞增殖的分子机制，为黑色素瘤的发病机制研究提供新的线索与实验依据。结果显示，TIGAR高表达与

患者不良预后显著相关。敲低TIGAR可上调细胞内ROS水平，抑制黑色素瘤细胞增殖。研究证实，TIGAR
在黑色素瘤增殖中起关键调控作用，为阐明其病理生理机制及开发潜在治疗靶点提供理论依据。 
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Abstract 
Melanoma is a highly malignant tumor originating from melanocytes, characterized by high inva-
siveness and high mortality. Its global incidence continues to rise, making it one of the malignant 
tumors that pose a severe threat to human health. In this study, the key gene TIGAR was identified 
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through bioinformatics analysis, and its high expression in melanoma and significant correlation 
with poor prognosis were verified based on the TCGA database. Furthermore, gene knockdown me-
diated by SiRNA was performed to investigate the regulatory effect of TIGAR on intracellular ROS 
levels, and to clarify the molecular mechanism by which it modulates the proliferation of melanoma 
cells through a pathway dependent on ROS. These findings provide novel insights and experimental 
evidence for exploring the pathogenesis of melanoma. The results demonstrated that high TIGAR 
expression was significantly associated with poor prognosis in patients. Knockdown of TIGAR in-
creased intracellular ROS levels and inhibited the proliferation of melanoma cells. Collectively, this 
study confirms that TIGAR functions as a key regulator in melanoma proliferation, providing a the-
oretical basis for elucidating its pathophysiological mechanism and developing potential therapeu-
tic targets.  
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1. 引言 

黑色素瘤起源于黑色素细胞，是一类恶性程度高、侵袭性强的皮肤恶性肿瘤，其全球发病率与死亡

率呈持续攀升趋势[1]。尽管近年来黑色素瘤的诊疗研究取得了显著进展，但由于缺乏有效的治疗靶点，

使其临床治疗面临严峻挑战[2]。早期黑色素瘤以手术切除为主要治疗手段，但该病复发风险高且患者预

后不良。尽管分子靶向疗法与免疫检查点抑制剂等免疫疗法的临床应用显著提升了黑色素瘤患者的生存

率，然而耐药问题仍是制约临床治疗效果的核心挑战[3]。因此，探索有效的治疗靶点，对于优化临床治

疗策略、克服耐药难题具有重要的理论与实践意义。 
在肿瘤发生发展及耐药形成的分子机制中，细胞内活性氧(ROS)稳态维持的相关机制受到广泛关注[4] 

[5]。ROS 稳态失衡在黑色素瘤的恶性进展与耐药形成中同样扮演关键角色，其不仅是细胞发挥正常功能

的核心前提[6] [7]，水平失衡引发的 ROS 异常积累[8]，还可通过诱导氧化损伤影响细胞的生物学行为，

更是过早衰老及包括癌症在内的多种疾病发生、进展的重要驱动因素[9] [10]。ROS 是细胞代谢过程中产

生的关键信号分子，其稳态平衡与肿瘤细胞的生存、增殖及凋亡调控密切相关[11]。正常情况下，细胞通

过自身抗氧化系统维持 ROS 的稳态。而肿瘤细胞常异常激活抗氧化通路以下调 ROS 水平，从而获得耐

药性[12]。谷胱甘肽过氧化物酶(GSH-Px)、超氧化物歧化酶(SOD)等抗氧化酶是维持细胞内 ROS 稳态的

关键，已有研究证明其表达的异常与多种肿瘤耐药的发生相关。因此，ROS 的稳态调控是肿瘤发生与增

殖的关键。 
TIGAR 作为 ROS 稳态调控通路中的核心调控因子，是 p53 的下游靶基因[13] [14]，具有双膦酸酶活

性[15]，可通过发挥酶学功能来降低细胞内 ROS 水平。近年来研究发现，TIGAR 还具有显著的抗氧化活

性[16]，能够通过上调 GSH-Px、SOD 等抗氧化酶表达、清除细胞内过量 ROS，调控肿瘤迁移、侵袭及转

移[17]。已有研究表明，TIGAR 表达上调与慢性淋巴细胞白血病、Ⅱ~Ⅲ期结直肠癌、浸润性乳腺癌、肺

腺癌及鼻咽癌等多种癌症患者的不良临床预后密切相关[18]-[22]。鉴于其调控 ROS 稳态的功能，下调

TIGAR 表达被认为是通过诱导 ROS 介导的细胞死亡，进而增强抗肿瘤治疗效果的潜在策略[23]-[25]。这

些研究表明 TIGAR 可能通过调控 ROS 稳态参与肿瘤耐药过程，但目前其在黑色素瘤中的表达特征、对
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ROS 稳态的调控作用，以及是否通过影响 ROS 水平参与黑色素瘤的增殖，尚未明确。 
基于上述研究背景，本研究首先通过临床数据库分析，明确 TIGAR 在黑色素瘤中的表达差异及临床

预后价值，进而借助 SiRNA 介导的基因敲低技术，探究 TIGAR 对黑色素瘤细胞 ROS 水平的调控作用及

分子机制，深入分析 TIGAR 通过调控 ROS 稳态对黑色素瘤细胞增殖、凋亡的影响。本研究旨在明确

TIGAR 在黑色素瘤增殖中的关键作用，为黑色素瘤治疗的临床干预提供新的潜在靶点与实验依据。 

2. 资料与方法 

2.1. 资料来源 

从美国国家生物技术信息中心 (NCBI)的基因表达综合数据库 (GEO)中检索并下载黑色素瘤

(Melanoma)相关的基因表达谱数据集 GSE15605。获取原始表达矩阵及平台探针注释文件后，使用 R 软

件(版本 4.5.1)对数据进行背景校正、log2转换等预处理。采用 R 语言中的 limma 软件包[26]对正常组织样

本与黑色素瘤样本进行差异表达分析。鉴定差异表达基因(DEGs)的阈值严格设定为：表达倍数变化绝对

值(|log2FC| > 1.5)，且统计学显著性 p < 0.05。 

2.2. 基因功能与通路富集分析 

为了鉴定 DEGs 潜在的生物学功能及参与的信号传导通路，本研究利用 R 语言的 clusterProfiler 包和

org.Hs.eg.db 注释数据库，对 DEGs 进行基因本体论(Gene Ontology, GO)注释和京都基因与基因组百科全

书(KEGG)通路富集分析。GO 分析涵盖了生物学过程(BP)、细胞组分(CC)和分子功能(MF) [27]。以 p < 
0.05 作为显著富集的判定标准，并利用 ggplot2 包绘制气泡图与条形图进行可视化展示。 

2.3. 耐药及线粒体能量代谢相关基因的获取 

本研究通过检索公共数据库获取特定的基因集，抗药相关基因(DRGs)：访问 DRESIS 耐药数据库，

下载与药物抗性分子相关的全局信息数据集(The general information of molecule associated with resistance)。
对提取的靶点信息进行数据清洗与去重处理，构建抗药相关基因集。线粒体能量代谢相关基因(MRGs)：
访问 GeneCards 数据库，以“Mitochondrial Energy Metabolism”作为检索关键词进行检索。为保证基因与

该代谢表型的高度相关性，设定相关性评分(Relevance score) > 0 为过滤阈值，提取并构建线粒体能量代

谢相关基因集。 

2.4. 核心基因的鉴定与表达验证 

利用 R 语言的 VennDiagram 软件包，将获得的 DEGs、DRGs 和 MRGs 三个基因集进行取交集处理

并绘制韦恩图。三组基因集的重叠部分被鉴定为本研究的核心基因(Hub Genes)。为进一步验证这部分核

心基因在黑色素瘤中的表达模式，提取其在 GSE15605 数据集中的表达矩阵。采用非参数 Wilcoxon 秩和

检验(Wilcoxon rank-sum test)或独立样本 t 检验，比较肿瘤组与正常组间的表达水平差异。使用 R 包 ggpubr
绘制箱线图(Boxplots)进行可视化，p < 0.05 视为具有统计学意义。 

2.5. 细胞培养 

人黑色素瘤细胞 A375 购自 Procell (中国)。将细胞进行复苏后，于 37℃、5% CO2的 DMEM 中培养。

DMEM 含有 10% FBS、1%青霉素和 1%链霉素。 

2.6. SiRNA 转染 

将 A375 细胞接种至 6 孔细胞培养板，置于 37℃、5% CO2 培养箱中孵育 24 小时，当细胞贴壁融合
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度达到 70%~80%时，进行 SiRNA 转染。SiRNA 由 MCE 公司定制合成，其中 TIGAR-SiRNA 的序列为 5'-
AUUUUGAUGCAGAUUUAACCUdTdT-3'和 5'-GUUAAAUCUGCAUCAAAAUCUdTdT-3'。转染的操作参

照脂质体高效转染试剂 Lipo3000 的说明书进行，先弃去 6 孔板各孔中的旧培养液，随后按照试剂要求的

比例混合 SiRNA 与转染试剂，制备转染复合物并加入细胞孔中。转染 4 小时后，更换为含 10%胎牛血清

的 DMEM 完全培养基，继续培养 48 小时后收集细胞，用于后续实验，并通过 Western-blot 评估 TIGAR
敲低的效率。 

2.7. 蛋白免疫印迹 

提取细胞蛋白样本，使用 RIPA 裂解缓冲液(Elabscience)进行提取，蛋白质浓度使用比色法(BCA)蛋
白质测定试剂盒(Elabscience)进行定量。每个样本中的等量蛋白质(20 μg)经 SDS-PAGE 进行分离，然后电

转移至 PVDF 膜(Biosharp)。随后，膜与特定的第一抗体和第二抗体进行孵育。本研究中使用的一抗包括

TIGAR (Proteintech, 22136-1-AP, 1:1000)，β-Actin (Elabscience, E-AB-40338, 1:5000)。使用 ECL 检测试剂

(Thermo)观察所得的免疫反应条带。使用 ImageJ 软件对蛋白质条带的灰度值进行定量分析。 

2.8. ROS 水平检测 

采用碧云天活性氧检测试剂盒(S0035S)，以 DCFH-DA 为荧光探针检测黑色素瘤细胞内 ROS 水平。

将 CM-H2DCFDA 按 1:1000 稀释至终浓度 5 μM，工作液全程避光配置后对细胞进行探针装载，37℃孵

育 30 分钟，反复洗涤去除未进入细胞的探针。以 488 nm 为激发波长，通过荧光显微镜检测荧光强度，

以荧光强度反映 ROS 水平。 

2.9. 细胞增殖实验 

采用 CCK8 法对细胞的增殖能力进行检测，将转染后的细胞按每孔 2000 个细胞接种至 96 孔板，分

别培养 0、24、48、72 小时后，每孔加入 10 μL 的 CCK8 溶液，在 37℃孵育 2 小时，用酶标仪检测 450 
nm 处吸光度值。 

3. 结果 

3.1. 差异基因筛选与功能富集分析 

为揭示正常样本与肿瘤样本之间的生物学差异，本研究基于 GSE15605 数据集(包含 16 例正常样本、

58 例肿瘤样本)开展差异基因表达分析。通过设定统计学显著性阈值进行筛选，最终获得 4225 个差异表

达基因(DEGs)，其中 2103 个基因上调、2122 个基因下调。使用火山图和热图可视化 DEG (图 1)。 
为探究 DEGs 参与的生物学过程及分子功能，本研究对上调与下调 DEGs 分别进行 GO 功能富集分

析和 KEGG 通路富集分析，以明确其核心生物功能与信号通路特征(图 2)。 
上调 DEGs 基因通过 GO 富集分析结果显示，上调 DEGs 显著富集于细胞分裂与增殖相关的生物学

过程，主要包括有丝分裂核分裂、染色体分离、核分裂、姐妹染色单体分离等。KEGG 通路富集分析表

明，上调 DEGs 主要集中在细胞周期、Rho 家族 GTP 酶信号通路、小细胞肺癌、胆碱能信号通路等通路，

上述通路均与细胞周期调控、肿瘤发生发展的核心过程密切相关。 
下调 DEG 通过 GO 基因富集分析，显著富集于皮肤发育、角质化、脂质代谢、细胞黏附等生物学过

程。KEGG 通路富集分析结果进一步证实，下调 DEGs 主要参与脂肪酸代谢、ECM-受体相互作用等代谢

调控与细胞黏附相关通路，该结果与 GO 富集分析结论高度一致，共同揭示了差异基因在代谢稳态维持

与细胞黏附调控中的核心作用。 
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(a) 

 
(b) 

注：(a)为火山图，显示基于 GSE15605 数据集筛选的 4225 个差异表达基因，其中 2103 个基因表达水平上调，2122
个基因表达水平下调(p < 0.05)。(b)为用于比较 16 例正常样本与 58 例黑色素瘤样本之间差异表达基因的表达谱聚类

热图(p < 0.05)。 

Figure 1. Analysis of differentially expressed genes (DEGs) between melanoma and normal cells 
图 1. 黑色素瘤与正常细胞的差异表达基因(DEGs)分析 
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注：(a)为基于显著性上调基因的 GO 富集分析，展示生物过程、分子功能和细胞成分各前 15 个显著富集功能条目柱

状图。(b)为基于显著性上调基因的 KEGG 通路富集分析，呈现前 30 个显著富集信号通路的散点图。(c)为基于显著

性下调基因的 GO 富集分析，呈现生物过程、分子功能和细胞成分各前 15 个显著富集功能条目柱状图。(d)为基于显

著性下调基因的 KEGG 通路富集分析，展示 30 个显著富集信号通路的散点图。 

Figure 2. Functional enrichment analysis between melanoma and normal cells 
图 2. 黑色素瘤与正常细胞功能富集分析 

3.2. 关键候选基因筛选与差异验证 

为进一步锁定调控肿瘤发生发展的核心基因，本研究将 DEGs、药物耐药相关基因(Drug Resistance)
与代谢相关基因(MRGs)进行交集分析，最终筛选得到 5 个关键候选基因，分别为 TIGAR、NOTCH3、
CAT、PKD2、HK2 (图 3)。 

为验证上述关键基因的表达差异，本研究采用独立样本 t 检验，对比其在正常样本(G1, n = 16)与肿

瘤样本(G2, n = 58)中的表达水平，并通过箱线图可视化结果(图 4)。分析显示，TIGAR、HK2、PKD2 在

肿瘤样本中表达水平显著上调，其中 TIGAR 的 t 检验统计量为−6.33 (p = 3.54e−06)，HK2 的 t 检验统计

量为−5.36 (p = 5.28e−06)，PKD2 的 t 检验统计量为−2.69 (p = 1.34e−02)。NOTCH3、CAT 在肿瘤样本中

表达水平显著下调，NOTCH3 的 t 检验统计量为 7.11 (p = 1.71e−08)，CAT 的 t 检验统计量为 3.99 (p = 
5.25e−04)。上述结果明确了 5 个关键基因在正常与肿瘤样本间的表达差异特征，为后续深入解析其在肿

瘤发生发展中的功能机制提供了核心靶点。 
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Figure 3. Screening of hub genes 
图 3. Hub 基因筛选 
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Figure 4. Differential expression analysis of core genes in normal tissues and melanoma 
图 4. 核心基因在正常组织与黑色素瘤中的差异表达分析 

3.3. 关键候选基因筛选与重点基因选择 

通过 DEGs、药物耐药基因与代谢相关基因的交集分析，筛选出 TIGAR、NOTCH3、CAT、PKD2、
HK2 共 5 个关键基因。独立样本 t 检验结合箱线图分析表明，TIGAR、HK2、PKD2 在肿瘤样本中显著高

表达。NOTCH3、CAT 在肿瘤样本中显著低表达。 
后续重点聚焦 TIGAR 开展深入分析，因其在两组样本间的表达差异统计学意义极强(p = 3.54e−06)，

且作为调控细胞糖酵解与氧化应激的关键分子，其功能与富集分析结论契合，同时与药物耐药相关，具

有潜在临床研究价值。 

3.4. TIGAR 敲低效率验证结果 

为探究 TIGAR 在黑色素瘤细胞中的生物学功能，本研究采用 SiRNA 干扰技术靶向下调黑色素瘤

A375 细胞中 TIGAR 的表达。转染完成后，通过 Western blot 实验对 TIGAR 蛋白的表达水平进行验证。

结果如图 5 所示，与对照组相比，SiRNA 转染组细胞中 TIGAR 蛋白(相对分子质量约 30 kD)的条带灰度

值显著降低，定量分析证实其表达水平呈统计学意义上的显著下调(p < 0.05)。该结果表明，TIGAR 敲低

细胞模型构建成功且干扰效率可靠，为后续深入开展 TIGAR 相关功能验证实验奠定了坚实基础。 
 

    
(a)                                 (b) 

Figure 5. Verification of TIGAR knockdown efficiency by Western blot 
图 5. 免疫印迹法验证敲低 TIGAR 效果图 
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3.5. TIGAR 敲低对黑色素瘤细胞 ROS 水平的影响 

为明确 TIGAR 对黑色素瘤细胞内 ROS 稳态的调控作用，在成功构建 TIGAR 敲低细胞模型后，应用

DCFH-DA 荧光探针检测 A375 细胞内总 ROS 水平。结果如图 6 所示，与对照组相比，TIGAR 敲低组黑

色素瘤细胞的 ROS 的荧光强度显著升高，荧光信号分布更为密集，定量分析证实两组间 ROS 水平差异

具有统计学意义(p < 0.05)。该结果表明，TIGAR 在黑色素瘤细胞中具有负向调控 ROS 水平的功能，当

TIGAR 表达被下调后，细胞内 ROS 的产生与清除平衡被打破，导致 ROS 的积累增加。 
 

     
(a)                                (b)                                 (c) 

Figure 6. Effect of TIGAR knockdown on ROS level in A375 melanoma cells 
图 6. TIGAR 敲低对 A375 黑色素瘤细胞内 ROS 水平的影响图 

3.6. TIGAR 敲低对黑色素瘤细胞增殖能力的影响 

为明确 TIGAR 对黑色素瘤细胞增殖能力的调控作用，本研究采用 CCK8 法评估 TIGAR 敲低后细胞

的增殖活力。实验结果如图 7 所示，TIGAR 敲低组中，A375 细胞的吸光度值显著降低，且在培养不同时

间点均呈现一致的下降趋势。结合此前 TIGAR 敲低导致细胞内 ROS 积累的实验结果，上述数据表明

TIGAR 在黑色素瘤细胞增殖过程中发挥关键促进作用，其表达下调可通过 ROS 依赖途径显著抑制黑色

素瘤细胞的增殖活性。 
 

 
Figure 7. Effect of TIGAR knockdown on the proliferation of A375 melanoma cells 
图 7. TIGAR 敲低对 A375 黑色素瘤细胞增殖能力的影响图 
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4. 讨论 

黑色素瘤作为恶性程度最高、致死性最强的皮肤癌类型，虽然在皮肤肿瘤中的占比为 4%，但其引发

的死亡病例却占皮肤癌总死亡人数的 80%，且其全球发病率正呈快速上升趋势[28]-[30]。已有研究表明，

紫外线照射[31] [32]、痣的异常增生[33]、年龄增长[34]等多种因素，均有可能诱发黑色素瘤的发生发展。

尽管早期干预可显著提升患者生存率，但目前临床可用的治疗方案仍十分有限，且肿瘤的高度异质性与

治疗抵抗问题严重制约疗效，因此挖掘黑色素瘤新的治疗靶点、开发高效的靶向治疗策略已成为当前肿

瘤研究的迫切需求[35]。 
TIGAR 在恶性肿瘤的发生发展中发挥的作用极其复杂。多项研究证实，TIGAR 在多种实体肿瘤中均

呈高表达，可通过调控细胞内 ROS 稳态维持氧化还原平衡，进而促进肿瘤细胞恶性增殖与存活[15] [22] 
[36]-[42]。在结直肠癌中，TIGAR 的高表达可通过下调细胞内 ROS 水平、维持细胞 ROS 稳态，进而抑

制肿瘤细胞凋亡，促进肿瘤的侵袭与转移进程。敲低 TIGAR 则可导致 ROS 异常升高，显著抑制细胞增

殖与克隆形成能力。在宫颈癌细胞中，TIGAR 同样可通过调控氧化还原稳态降低 ROS 水平，维持细胞代

谢与存活[43] [44]。在氧化应激条件下，敲低 TIGAR 可降低宫颈癌细胞的耐药性，同时抑制细胞增殖活

性[45]。为明确 TIGAR 对黑色素瘤 A375 细胞的影响，本研究采用 SiRNA 技术敲低 TIGAR 表达。结果

显示，与对照组相比，转染组 TIGAR 蛋白表达显著降低，细胞内 ROS 水平升高，细胞增殖能力受到显

著抑制，导致 ROS 异常积累，进而抑制细胞增殖，明确 TIGAR 通过调控 ROS 稳态发挥促肿瘤增殖作

用。本研究仍存在一定局限性，TIGAR 作为双磷酸酶，可通过调控果糖-2,6-磷酸水平引导代谢流入磷酸

戊糖途径(PPP)，进而影响 NADPH、GSH 水平以清除 ROS。本研究仅检测总 ROS 水平，未对 PPP 通量、

NADPH/NADP + 比率及 GSH 等关键下游分子进行验证，机制探讨仍存在不足，后续将进一步完善相关

代谢分子检测。 

5. 结论 

综上所述，本研究通过生物信息学分析与体外细胞实验，明确了 TIGAR 在黑色素瘤中的表达特征及

调控机制。基于 GSE15605 数据集的差异表达分析，结合耐药、代谢相关基因集交集筛选，证明了 TIGAR
是黑色素瘤中显著高表达的核心基因，其表达差异具有显著的统计学意义。利用 SiRNA 介导的基因敲低

技术构建 TIGAR 低表达的 A375 细胞模型，结果表明 TIGAR 可负向调控黑色素瘤细胞内 ROS 水平，而

敲低 TIGAR 会引发细胞内 ROS 异常积累，并显著抑制黑色素瘤细胞增殖。机制上，TIGAR 通过维持

ROS 稳态，进而促进黑色素瘤细胞增殖。本研究阐明了 TIGAR 调控黑色素瘤增殖的机制，证实其可作为

黑色素瘤治疗的潜在靶向干预靶点，丰富了黑色素瘤发生发展的病理生理机制研究，为该疾病临床治疗

策略的优化提供了实验支撑。 
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