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CD47 在弥漫性大 B 细胞淋巴瘤中的表达作用及意义

摘 要

CD47 是一种广泛表达的跨膜蛋白，通过与巨噬细胞表面的

SIRPα结合，抑制巨噬细胞的吞噬功能，从而促进肿瘤细胞的免疫逃

逸。本文首先通过生信分析 CD47在弥漫性大 B细胞淋巴瘤（DLBCL）

中的表达，其次检测敲低 CD47在 DLBCL中的作用。

基于 GEPIA 数据库进行差异分析，获得 CD47 在 DLBCL和正

常组织中的差异表达情况。从 GEO数据库下载 DLBCL患者信息的

数据集，对 CD47的表达量与患者的预后进行生存分析，并对年龄、

性别等临床信息进行分析。通过 CD47表达高低分组后筛选出功能富

集最丰富的 GO通路、KEGG通路信号通路。利用 string数据库构建

差异表达基因 DEGs的 PPI网络，并获取核心（hub）基因。使用 ssgsea

包进行免疫浸润分析，具体展现 DLBCL中免疫微环境的标志物表达

变化，计算 28种免疫细胞的变化。并通过对 CD47高低表达组之间

进行 hallmark通路富集分析，进一步分析其在免疫浸润微环境及缺氧

通路上的表达差异构建 CD47 和缺氧通路之间的关系。同时使用

oncopredict包预测了在CD47高低表达组之间可能有潜在治疗效果的

药物。差异分析显示 CD47在 DLBCL的表达量显著高于正常组织，

GEO 数据库分析显示 CD47的高表达量与患者生存预后较差相关，

相关性分析显示年龄是较高危险因素，CD47的表达值与 IPI评分、



安徽工程大学硕士学位论文

II

患者的临床分期以及患者的 DLBCL亚型呈相关性，在中高 IPI评分、

临床中高分期以及 ABC 亚型中 CD47 表达较高。相关性研究显示

CD47与 CXCL10，S100A9，S100A8等基因呈现相关性。GO注释揭

示了与 CD47表达呈正相关的高相关性通路为中性粒细胞趋化通路。

KEGG注释揭示了与CD47表达呈正相关的高相关性通路为细胞因子

/细胞因子受体互作通路和病毒蛋白-细胞因子/细胞因子受体互作通

路。免疫浸润分析得出，CD47与 DLBCL患者 CD4T细胞、M0巨噬

细胞和肥大细胞的表达具有相关性。GSEA富集分析显示缺氧相关通

路差异表达明显，在 CD47高组上调明显，实验验证同样证实缺氧影

响 CD47的表达。

siRNA转染 DLBCL细胞系 CD47系列实验中，qRT-PCR实验、

Western blotting 实验以及流式细胞术实验均显示 CD47 siRNA-1 与

CD47 siRNA-2转染成功，并通过后续的实验显示，DLBCL的增殖、

迁移和侵袭能力并没有受到明显影响，通过对 CD47是否影响巨噬细

胞的迁移进行了实验，结果发现低 CD47有助于促进对巨噬细胞的招

募。通过对标志性杀伤因子 IFNγ以及代谢产物乳酸的实验揭示了

DLBCL细胞对巨噬细胞的影响。CD47有望作为 DLBCL的独立预后

标志物，为治疗 DLBCL提供靶点。

关键词：CD47，弥漫大 B 细胞淋巴瘤，肿瘤微环境，靶点敲低，肿

瘤进展
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THE EXPRESSION ROLE AND SIGNIFICANCE OF CD4

7 IN DIFFUSE LARGE B-CELL LYMPHOMA

ABSTRACT

CD47 is a widely expressed transmembrane protein that activates the

"don't eat me" signal by binding to SIRPα on the surface of macrophages,

inhibiting the phagocytic function of macrophages and thereby helping

tumor cells evade immune clearance. This article first analyzes the

expression of CD47 in diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) through

bioinformatics, and then detects the effect of CD47 knockdown in

DLBCL .

Differential analysis of CD47 expression in DLBCL and normal

tissues was performed using the GEPIA database. Datasets containing

DLBCL patient information, were downloaded from the GEO database.

Survival analysis was conducted to assess the relationship between CD47

expression levels and patient prognosis. Further analysis was performed

on clinical information, including age and gender. The samples were

divided into high and low CD47 expression groups, and differential gene
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analysis was conducted using the limma package. Enrichment analysis

was performed using the clusterProfiler package to identify the most

enriched GO and KEGG pathways. A protein-protein interaction (PPI)

network for differentially expressed genes (DEGs) was constructed using

the STRING database, and hub genes. Immune infiltration analysis was

performed using the single-sample gene set enrichment analysis (ssGSEA)

to examine the expression changes of immune markers in the DLBCL

microenvironment and calculate the variation in 28 immune cell types.

Furthermore, hallmark pathway enrichment analysis was performed to

investigate the differences in the expression of CD47 and the hypoxia

pathway, and the relationship between CD47 and hypoxia signaling was

constructed. The OncoPredict package was used to predict potential

therapeutic agents for the high and low CD47 expression

groups.Differential analysis revealed that CD47 expression was

significantly higher in DLBCL compared to normal tissues. GEO

database analysis indicated that high CD47 expression was associated

with poor survival prognosis. Correlation analysis showed that age was a

significant risk factor, and CD47 expression correlated with the

International Prognostic Index (IPI) score, clinical stage, and DLBCL

subtype. CD47 expression was higher in patients with intermediate to

high IPI scores, advanced clinical stages, and the ABC subtype.

Correlation studies revealed that CD47 was associated with genes such as
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CXCL10, S100A9, and S100A8. GO annotation identified neutrophil

chemotaxis as the most highly correlated pathway with CD47 expression.

KEGG annotation revealed that the cytokine/cytokine receptor interaction

pathway and the viral protein-cytokine/cytokine receptor interaction

pathway were positively correlated with CD47 expression. Immune

infiltration analysis showed that CD47 expression was associated with

CD4 T cells, M0 macrophages, and mast cells in DLBCL patients. GSEA

enrichment analysis revealed significant differential expression of the

hypoxia-related pathway, which was upregulated in the high CD47 group.

Experimental validation also confirmed that hypoxia influences CD47

expression.

In the series of experiments on CD47 in DLBCL cell lines

transfected with siRNA, qRT-PCR, Western blotting and flow cytometry

all demonstrated successful transfection of CD47 siRNA-1 and CD47

siRNA-2. Subsequent experiments showed that the proliferation,

migration and invasion abilities of DLBCL were not significantly

affected. Experiments were conducted to determine whether CD47

affected the migration of macrophages, and it was found that low CD47

was conducive to promoting the recruitment of macrophages.

Experiments on the signature cytotoxic factor IFNγ and metabolic

product lactic acid revealed the impact of DLBCL cells on macrophages.

CD47 is expected to serve as an independent prognostic marker for
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DLBCL and provide a target for its treatment.

KEYWORDS: CD47, diffuse large B-cell lymphoma, tumor

microenvironment, target knock-down, tumor progressio
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第 1 章 绪论

1.1 引言

1.1.1 研究背景和动机

弥漫性大 B细胞淋巴瘤（简称 DLBCL）[1]是一种高度异质性的非霍奇金淋

巴瘤，其病理特征表现为肿瘤细胞呈弥漫性分布，形态学上类似于生发中心的 B

细胞[2]。在病理切片观察中，DLBCL细胞通常表达多种标志物，如 CD20、Bcl-2、

Bcl-6等，同时还会观察细胞分裂活跃程度的 Ki67指标[3]，这些检测结果对确诊

肿瘤细胞增殖活跃具有重要参考价值。根据世界卫生组织（WHO）的分类标准，

DLBCL是淋巴瘤中最常见的类型[4]，约占所有淋巴瘤病例的 30%-40%[5]。

从临床表现来看，DLBCL 的临床表现有多种，患者可能表现为无痛性淋巴

结肿大、发热、盗汗、体重减轻等症状[6]。尽管初始治疗能够很好地治疗大多数

的患者，但是由于 DLBCL的异质性较高，不同患者之间的病情发展和治疗反应

存在显著差异。部分患者在接受标准治疗后仍可能出现复发或耐药情况，进而导

致预后不良[7]。所以说为了提高疗效，我们需要了解 DLBCL的生物学特性及与

其有关的治疗反应。

现阶段国际通用的治疗方案主要采用 R-CHOP联合疗法，这种方案通过将靶

向药物利妥昔单抗与传统化疗药物结合使用，使得五年生存率较过去相比有了明

显提升。但是仍然约有三分之一的患者对 R-CHOP 方案反应不佳，具体表现为

原发性难治或是早期复发[8]。研究人员通过实验发现，R-CHOP疗效受限涉及多

个方面，包括但不限于药物代谢改变、DNA修复能力增强、凋亡信号通路异常

以及免疫逃逸等[9,10]。其中，免疫逃逸被认为是导致治疗失败的关键因素之一[11]。

比如某些肿瘤会改变药物代谢路径，或者增强自身修复损伤的能力，更棘手的是

它们还会通过特殊方式躲避免疫细胞的追踪。这些复杂的生物特性使得治疗过程

充满挑战，也提示我们未来需要从多角度开展更深入的研究。
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1.1.2 研究问题和目标

CD47是一种重要的免疫调节分子，在多种肿瘤中都有着关键作用[12]。比如

在弥漫性大 B细胞淋巴瘤（DLBCL）中，CD47的表达都与肿瘤的发展、侵袭、

转移以及患者的预后密切相关。尽管已有研究[13]表明 CD47的表达和肿瘤细胞的

免疫逃逸机制有着关联，但是他的具体表达模式、生物学功能等仍然是个巨大的

问题。

首先我们要了解 CD47 在这种淋巴瘤中的分布特点。研究发现[14,15]，CD47

在肿瘤细胞表面广泛表达，而且其表达水平在不同患者之间存在显著差异。这种

情况可能说明 CD47和某些特定类型的肿瘤有关联，也可能单独作为判断病情的

指标。揭示 CD47在 DLBCL中的动态变化规律及其背后调控机制成为亟待解决

的问题之一。

其次，探讨 CD47在 DLBCL 中的生物学功能能够有助于理解其病理生理过

程。已有研究表明[16,17]，CD47与其配体 SIRPα相互作用，能够抑制巨噬细胞对

肿瘤细胞的吞噬作用，从而帮助肿瘤细胞逃避宿主免疫系统的攻击[18,19]。不过目

前对这种信号传递的具体过程还了解得不够透彻，特别是后续会引起哪些分子变

化还需要继续研究。CD47还可能与其他免疫检查点分子协同作用，进一步影响

肿瘤微环境[20-22]。系统地解析 CD47在 DLBCL中的生物学功能，可以帮助我们

更全面地认识该疾病。

现在很多科学家都在尝试用 CD47开发新的抗癌药物。随着免疫治疗在肿瘤

领域取得突破性进展，针对 CD47开发新型靶向药物已成为热点话题[23]。研究表

明[24]，用药物阻断 CD47和 SIRPα的结合后，巨噬细胞重新获得了清除癌细胞的

能力。但是在实际应用中还面临着诸多挑战，比如怎么保证药物只攻击癌细胞而

不伤害正常细胞，还有不同患者对治疗的反应差异很大等问题。特别是有些类型

的淋巴瘤中 CD47含量特别高，这类患者可能需要专门的治疗方案。。

这次研究主要想解决三个问题：CD47对 DLBCL的作用、它对癌细胞生长繁

殖的影响，以及作为药物靶点的可能性。通过观察 CD47在不同患者中的表现差

异，观察它和病人的病情发展有没有关系。同时要研究这个蛋白质如何干扰免疫
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系统工作，为开发更有效的治疗方法提供依据。特别是要关注它对肿瘤周围免疫

环境的影响，这对设计联合治疗方案有重要参考价值。虽然目前还有很多未知领

域，但相信这些研究能帮助我们找到对抗癌症的新方法。

1.2 CD47概述

1.2.1 CD47的分子结构与表达调控

CD47是一种广泛分布在人体细胞表面的穿膜糖蛋白，属于免疫系统相关蛋

白质家族。这种蛋白质的结构可以分为三个部分：中间像锚一样固定在细胞膜上

的区域，加上细胞内外各延伸出的小段结构。它的分子量大约在四万到五万之间，

属于中等大小的蛋白质分子。科学家发现，不同组织中 CD47的产生方式差异很

大，涉及到细胞内部的多种信号传递系统共同协调工作。

在健康人体内 CD47会和它的受体 SIRPα结合，向吞噬细胞传递“不要吃我”

的信号[25]，这种信号被巨噬细胞识别之后，巨噬细胞便不会攻击该细胞，从而

保护健康细胞免受免疫系统的攻击。这种机制可以避免自身免疫疾病。但是肿瘤

细胞往往也会借助这个机制，利用上调 CD47的表达来规避免疫细胞的攻击，成

为肿瘤免疫逃逸的手段之一。

从 CD47的结构特征来看[26]，其 N端有一个较大的胞外区，包含多个糖基化

位点，这赋予 CD47分子高度的多样性。胞外区的氨基酸序列保守性较高，有助

于确保蛋白质在不同物种间的功能相似性。跨膜区由一段疏水性较强的氨基酸序

列组成，负责将 CD47锚定于细胞膜上。而位于 C端的胞内区则较短，仅含大约

20个氨基酸残基，但其中含有重要的酪氨酸磷酸化位点，可参与下游信号传导。

CD47的表达水平因细胞类型而异[27,28]。在红细胞、血小板和神经元等一些

非增殖性细胞中，CD47的表达往往会较高；然而在大多数实体瘤细胞中，其表

达较低。在特定病理条件下，如炎症反应或癌症发生发展过程中，CD47的表达

却会受到正向调节，导致其表达异常升高。

人类 CD47基因位于 3号染色体短臂的特定区域，最初合成的是需要加工的

前体蛋白。影响这个基因表达的因素非常多，包括细胞成熟程度、周围环境变化

以及表观遗传修饰等。研究表明[29]，一些转录因子（ETS家族成员、NF-KB等）
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可以直接结合到 CD47启动子区域进而增强其转录活性。Hippo通路相关蛋白 T

AZ也被发现能够促进 CD47表达进而抑制巨噬细胞介导的吞噬作用。也有研究

表明[30]，p53可以激活 EGR1从而间接地抑制 CD47表达，使得肿瘤细胞反而会

更加容易地被免疫系统识别清除。

值得注意的是，近年来的研究[31]还揭示出 miRNA对 CD47表达存在负调控

作用。miR-34a 作为一种典型的抑癌 miRNA，能够直接靶向 CD47 mRNA，降

低其稳定性，最终减少蛋白产物。另一些 miRNA如 miR-219-5p、miR-658等也

被证明可以下调 CD47水平。这些发现加深人们对 CD47表达调控网络的认识，

也为开发基于 miRNA调控的新颖抗癌策略提供理论依据。

1.2.2 CD47与 SIRPα信号通路的相互作用

近年来，CD47分子在肿瘤免疫研究领域引起了广泛注意。这种特殊的表面

蛋白被发现参与了多种癌症的免疫逃避过程，尤其是在弥漫性大 B细胞淋巴瘤

的恶性肿瘤中表现突出。在 DLBCL中，CD47与巨噬细胞表面的信号调节蛋白α

结合从而抑制巨噬细胞对肿瘤细胞的吞噬作用。这一过程涉及分子间的直接相互

作用、信号传导路径以及免疫微环境的变化等多个层面的复杂调控。

CD47与 SIRPα的结合是一个高度特化的生物化学过程。当 CD47与巨噬细胞

表面的 SIRPα受体相结合后，激活位于巨噬细胞内部的 Src家族激酶（如 SHP-1

和 SHP-2），这些激酶进一步磷酸化 SIRPα的胞内区，导致其酪氨酸残基的去磷

酸化，进而抑制吞噬信号的关键分子，如 PI3K-Akt和 Rac1-Cdc42，最终阻止吞

噬杯的形成和吞噬过程的启动[32]。

CD47-SIRPα信号轴影响巨噬细胞的直接吞噬行为，还调节巨噬细胞分泌的细

胞因子来改变免疫微环境。CD47高表达的肿瘤细胞能够减少巨噬细胞分泌促炎

性细胞因子如 IL-1β、TNF-α等，增加抗炎性细胞因子的产生，从而削弱局部炎

症反应，创造有利于肿瘤生长和扩散的免疫耐受环境。这种调节发生在肿瘤局部

区域，还可能血液循环影响到远端组织的免疫状态。

CD47 与 SIRPα的相互作用也对巨噬细胞其他重要的免疫功能产生影响。除

抑制吞噬作用外，CD47还可以调节巨噬细胞对肿瘤抗原的呈递能力，减弱其作
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为抗原提呈细胞（APC）的功能，减少 T细胞的有效激活，使得肿瘤细胞更难被

识别和攻击。CD47表达水平与巨噬细胞极化状态密切相关，研究表明[33]，CD4

7高表达的肿瘤细胞可以促使巨噬细胞向M2型极化，进一步增强免疫抑制效应。

总结来说，CD47与 SIRPα的相互作用，有效地抑制巨噬细胞对肿瘤细胞的

吞噬作用，并且深刻地改变免疫微环境，促进肿瘤的免疫逃逸。深入解这一机制

有助于揭示 DLBCL的发生和发展规律，还为寻找新的治疗靶点提供理论依据和

技术支持。

1.2.3 CD47在肿瘤免疫逃逸中的作用

CD47在肿瘤免疫逃逸中发挥着重要作用。癌细胞在其表面高表达 CD47，这

种高表达在多种肿瘤中普遍存在，涵盖骨髓瘤、平滑肌肉瘤、急性淋巴细胞白血

病、非霍奇金淋巴瘤、乳腺癌、骨肉瘤、头颈部鳞状细胞癌等。

CD47的高表达水平与癌症的恶化、治疗反应和预后密切相关。如前文所述，

CD47在非恶性细胞和多种癌细胞表面均有表达，它可与髓系细胞，尤其是巨噬

细胞上的 SIRPα跨膜蛋白结合；同时，SIRPα也与含有酪氨酸磷酸酶的 SH2结构

域结合。这两种信号都能抑制肌球蛋白 IIA 在吞噬突触中的积累，从而抑制巨噬

细胞介导的吞噬作用，使癌细胞得以逃避巨噬细胞的攻击，保护正常细胞免受免

疫系统的损害。

1.2.4 CD47与其他免疫检查点分子的协同作用

CD47 与其他免疫检查点分子如 PD-1 和 IDO 在肿瘤微环境中不同机制共同

作用，调节肿瘤细胞与免疫系统的互动。这些分子的协同作用影响肿瘤细胞的生

长和存活，还改变肿瘤微环境，直接影响肿瘤的发展、转移以及对治疗的反应。

PD-1（程序性死亡受体 1），作为一种重要的免疫检查点分子，主要调节 T

细胞活性来影响抗肿瘤免疫反应。PD-1与其配体 PD-L1结合后，能够抑制 T细

胞的激活，导致所谓的“免疫耐受”。在 DLBCL中，许多肿瘤细胞表达高水平的

PD-L1，这使得它们能够利用 PD-1/PD-L1通路逃避 T细胞介导的免疫监视。然

而，当 CD47与 PD-1/PD-L1通路结合时，这种组合可以显著增强肿瘤细胞的免

疫逃逸能力。研究表明[34]，PD-1和 CD47双重高表达的患者往往预后较差，对
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传统化疗的反应也不理想。

然后是 IDO这个酶，它主要负责处理色氨酸的代谢。在肿瘤环境中，IDO会

把色氨酸消耗掉，同时产生像犬尿氨酸这样的物质，这些物质会让 T 细胞没法

正常工作。更麻烦的是，IDO 还会让调节性 T细胞变得更多，这种细胞会进一

步压制免疫系统对肿瘤的攻击。在很多癌症包括 DLBCL中，IDO水平越高通常

意味着病情越严重。研究显示[35]，IDO与 CD47的协同作用可以在多个层面上增

强肿瘤免疫逃逸。 IDO可以下调 T细胞活性，减少对 CD47信号通路的限制；

而 CD47则抑制巨噬细胞吞噬，减少可能被 IDO 代谢产物激活的 T细胞数量，

这样就形成恶性循环。

当 CD47和 PD-1、IDO在 DLBCL中共同工作时，不仅让癌细胞自己变得更

难对付，还会改变肿瘤周围各种免疫细胞的状态。具体来说，CD47与 PD-1或 I

DO的联合作用可以降低 T细胞的活性，并增加免疫抑制细胞的比例[36]，如调节

性 T细胞。这些变化共同作用下，整个肿瘤环境就会越来越有利于癌细胞生长，

免疫系统就会更难发现和清除它们。

现在科学家们正在研究如何利用这些发现来改进治疗方法。比如同时针对 C

D47和 PD-1/PD-L1通路，或者把 CD47的治疗和 IDO抑制剂结合起来。已经有

临床试验在尝试把抗 CD47的药物和抗 PD-1的药物一起使用，初步结果显示这

样的组合治疗效果比单独用药更好。未来可能会看到更多这类组合疗法的研究，

希望通过同时阻断多个免疫抑制通路，让身体的免疫系统重新获得对抗肿瘤的能

力。

1.3 弥漫性大 B细胞淋巴瘤概述

1.3.1 DLBCL的病理特征与亚型分类

DLBCL 的主要病理特征表现肿瘤细胞通常较大且呈弥漫性分布。在组织学

上 DLBCL 可呈现多种形态：中心母细胞型、免疫母细胞型、富于 T 细胞/组织

细胞型、间变细胞型、浆母细胞型及表达 ALK 全长型等。虽然科学家们已经识

别出六种主要形态类别，但在实际治疗过程中，这些分类对用药选择的指导作用

并不明显。目前国际上通用的分类标准还是将它们统称为弥漫性大 B细胞淋巴
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瘤。

DLBCL的分子分型是近年来研究的热点。较为常见的分子分型涵盖MCD、

BN2、N1、EZB、TP53 和 NOS 等。MCD 型同时出现 MYD88L265P 和 CD79b

突变；BN2 型具有 BCL6融合与 NOTCH2突变；N1型具有 NOTCH1突变；EZB

型具有 EHZ2 突变及 BCL2 异位；TP53 型存在 TP53 突变；NOS 型则为非特指

型。这些分子分型反映 DLBCL在基因层面的差异[37]，为深入理解疾病的发生发

展机制提供重要依据。

DLBCL可分为生发中心 B细胞样（GCB）和非生发中心 B细胞样（non-GC

B）。GCB型表达正常生发中心 B细胞特征的基因预后相对较好；non-GCB 型

则生发中心以外的细胞发生病变预后较差。采用基因芯片技术对基因表达谱进行

分析[38]，明确 DLBCL还包含三种不同的分子亚型：生发中心 B细胞样（GCB-

like）型，表达正常生发中心 B细胞特征的基因，预后较好；活化 B细胞样（A

BC-like）型，表达活化的外周血 B细胞和浆细胞特征的基因，预后较差；第三

型表达谱，其他无明确特征的异源性类型，但预后同 ABC。

当前医学界对 DLBCL的认识仍处于不断更新中。虽然已经建立了基本的分

类框架，但如何将实验室发现转化为临床治疗方案仍需更多探索。例如某些基因

突变类型与特定药物的敏感性关联，不同分型患者的长期生存数据统计等，这些

都是值得深入研究的方向。随着基因测序技术的普及，相信未来会出现更精细的

分类标准，帮助医生制定更精准的治疗方案。

1.3.2 DLBCL的治疗现状与挑战

目前治疗弥漫性大 B细胞淋巴瘤的方法还存在比较复杂的情况。现在最常用

的治疗方案叫做 R-CHOP 方案，它是把五种药物（包括利妥昔单抗、环磷酰胺

等）组合起来使用。虽然这个方案帮助了很多刚确诊的病人延长生命，但实际治

疗中还是有很多需要解决的问题。

从治疗效果来看，这个方案对不同病人的效果差别很大。有些患者用了之后

病情明显好转，但差不多每十个病人里就有四个治疗效果不理想。这些病人可能

会遇到病情反复发作，或者治疗根本没有效果的情况。而且治疗过程中经常会出
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现副作用，比如血细胞减少影响造血功能，有些药物对心脏有损伤，还有些会引

起恶心呕吐等肠胃问题。这些问题不仅让病人身体难受，严重的话还可能被迫停

止治疗。

DLBCL 患者的年龄、身体状况、合并症等因素都会对 R-CHOP方案的治疗

效果产生影响[39]。老年患者通常对化疗的耐受性较差，可能会出现更多的不良

反应，从而影响治疗的顺利进行。同时，不同患者的肿瘤细胞生物学特性也存在

差异，这可能导致 R-CHOP方案对某些患者的疗效不佳。

R-CHOP 方案对于一些 DLBCL 患者效果可能不理想。具有 MYC 重排的

DLBCL患者预后相对较差[40]，R-CHOP方案对这类患者的治疗效果可能有限。

DLBCL的肿瘤微环境也可能会影响 R-CHOP方案的疗效。肿瘤微环境中的免疫

细胞、细胞因子等因素可能会导致肿瘤细胞对化疗药物产生耐药性，从而降低治

疗效果。

为了克服 R-CHOP方案的局限性，提高 DLBCL的治疗效果，近年来研究人

员进行大量的探索[41]。一方面，研究人员尝试对 R-CHOP方案进行优化，如调

整药物剂量、改变用药顺序等，以提高治疗效果。另一方面，新型靶向药物和细

胞治疗的研究也在不断推进。双特异性抗体、嵌合抗原受体 T细胞（CAR-T）、

抗体偶联药物（ADC）、免疫检查点抑制剂及小分子药物治疗等新型治疗方法

正在开展临床试验，以期为 DLBCL患者提供更多的治疗选择。

针对老年 DLBCL患者，已探索出多种治疗方案[42]，有些医生会减少标准药

物的用量，有些会配合使用新型靶向药。比如把利妥昔单抗和其他免疫调节剂搭

配使用，或者尝试副作用更小的药物组合。这些调整都要根据老人的身体状况、

有没有其他疾病等情况来决定，既要保证治疗效果，又要尽量保护他们的身体机

能。

1.3.3 DLBCL中关键分子标志物的表达模式

在弥漫性大 B细胞淋巴瘤中，几个关键分子标志物的表达模式对其病理机制

的理解和临床治疗具有重要指导意义。除了本文所探究的 CD47之外，CD20、C

D10、Ki-67及 C-MYC等标志物在 DLBCL的发生发展以及预后评估中扮演至关
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重要的角色[43]。

DLBCL实际上包含多种不同特征的亚型，就像由不同零件组成的复杂机器。

在这些亚型中，各类蛋白质标记物会通过我们尚未完全了解的生物化学过程相互

影响。以本文关注的 CD47为例，它在免疫系统中原本负责传递细胞间的信号。

当研究者能够系统观察这种蛋白质在淋巴瘤细胞中的分布特点，并分析其与细胞

分裂、药物敏感性的关联时，就能逐步建立起个性化的治疗模型。这种基于具体

生物标记物特征的治疗策略，可能比传统化疗方法更能提升长期治疗效果。当然，

这个过程需要结合其他辅助指标进行综合判断，这也是当前医学研究正在努力的

方向。

1.3.4 DLBCL预后相关因素

弥漫性大 B 细胞淋巴瘤预后受到多种因素的影响。在临床实践中，准确预

测患者的预后对于制定个体化治疗方案至关重要。近年来，随着对 DLBCL分子

机制的深入研究，越来越多的因素被确定为影响 DLBCL预后的关键因素。

从分子角度来看，基因表达谱和突变谱的差异直接影响 DLBCL患者的预后

[44]。MYD88 L265P和 CD79B突变在MCD亚型中较为常见，这种亚型的患者往

往具有更差的预后。NOTCH1突变则主要见于 N1亚型，虽然这一亚型的整体预

后相对较好，但仍需进一步研究以确认其长期影响。EZH2突变和 BCL2 异位是

EZB亚型的主要特征，这类患者的生存率普遍较低。BN2亚型由于其特有的BCL6

融合和 NOTCH2 突变，也显示出较差的预后趋势。TP53、MYC 等相关基因的

异常同样对预后产生负面影响，特别是在 TP53突变和MYC过表达的患者中，

复发和耐药的风险显著增加。

除基因突变外，蛋白质表达水平也是影响预后的重要因素之一。CD20作为

最常见的 B细胞表面标志物，在大多数 DLBCL患者中呈阳性表达。然而，部分

患者可能伴随其他蛋白质如 Bcl-2、Bcl-6和 C-MYC的共表达，这反映肿瘤内部

的高度异质性，还预示着较差的治疗反应和预后。特别是当 Ki67指数较高时（通

常达到 50%-70%），意味着肿瘤细胞增殖活跃，预后不良的可能性增大。

临床特征同样是评估预后的关键环节。国际预后指数（IPI）、修订版 IPI

（aaIPI）、R-IPI 以及 NCCN-IPI 等评分系统已被广泛应用于 DLBCL 患者的分
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层管理。这些评分系统综合年龄、体能状况、乳酸脱氢酶水平、分期及结外受侵

部位等因素，能够有效地预测患者的死亡风险和无进展生存期。尽管如此，这些

评分系统仅基于临床参数，并未深入到分子层面，因而存在一定的局限性。不同

亚型的 DLBCL患者在同一评分等级下可能存在不同的预后结果，这提示需要结

合分子生物学信息进行更加精准的预后评估。

1.4 CD47在 DLBCL中的表达模式

1.4.1 CD47在 DLBCL组织中的表达水平

研究表明[45]，CD47在 DLBCL 患者的肿瘤组织中呈现出不同程度的表达。

对大量 DLBCL 样本的检测发现，CD47的表达水平存在显著的异质性。这种异

质性可能与多种因素相关，涵盖肿瘤细胞的内在特性、肿瘤微环境的影响以及患

者的个体差异等。

具体而言，在部分 DLBCL 患者的肿瘤组织中，CD47呈现高表达状态。这

种高表达可能与肿瘤的恶性进展密切相关。进一步的研究发现[46]，CD47的高表

达往往伴随着肿瘤细胞的增殖和存活能力的增强。高表达 CD47的肿瘤细胞可能

更容易逃避免疫系统的监视，从而导致肿瘤的持续生长和扩散。另一方面，也有

部分 DLBCL患者的肿瘤组织中 CD47表达水平相对较低。这种低表达可能与肿

瘤的某些特定亚型或患者的特定临床病理特征有关。然而，目前对于 CD47低表

达与 DLBCL病理特征之间的具体关联尚不完全明确，需要进一步的深入研究来

阐明。

为准确检测 CD47在 DLBCL组织中的表达水平，研究人员采用多种实验技

术。免疫组化是一种常用的方法，特异性抗体与 CD47蛋白结合，从而在组织切

片上显示 CD47的表达情况。该方法能够直观地观察 CD47在肿瘤细胞中的分布

和表达强度，为研究 CD47的表达与 DLBCL病理特征的关系提供重要的依据。

流式细胞术也是检测 CD47表达的重要技术之一。它可以对单个细胞进行分

析，从而更加精确地测定 CD47在肿瘤细胞表面的表达水平。流式细胞术还可以

同时检测其他细胞表面标志物的表达，有助于深入解 CD47与其他免疫相关分子

在 DLBCL中的相互关系。

除上述两种方法外，一些新兴的技术如基因测序和蛋白质组学分析也被应用
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于 CD47表达的研究中。这些技术可以从分子水平上揭示 CD47的表达调控机制，

为进一步理解 CD47在 DLBCL中的作用提供更深入的信息。

1.4.2 CD47表达与 DLBCL亚型的关系

在弥漫性大 B细胞淋巴瘤（DLBCL）中，CD47的表达水平及其与不同亚型

的关系呈现出显著差异，这些差异影响患者的治疗反应和预后，也为个性化治疗

策略提供新的视角。DLBCL作为一种高度异质性的疾病，其亚型分类对于理解

疾病的生物学特性和制定个体化治疗方案具有重要价值。CD47在肿瘤免疫逃逸

过程中发挥关键作用。研究表明[47]，CD47的表达水平在不同 DLBCL亚型中存

在显著差异，这种差异可能反映不同亚型对免疫监视的不同反应机制。

CD47在不同 DLBCL亚型中的表达模式各异，这些差异反映出肿瘤细胞适应

宿主免疫环境所采取的不同策略。了解 CD47表达与 DLBCL亚型之间的关系，

可以加深对疾病本质的理解，而且为开发针对特定亚型的精准治疗方法提供科学

依据。对于 CD47 高表达的亚型，如 MCD、TP53 突变型和 MYC+亚型，探索

CD47靶向治疗的可能性显得尤为重要。相反，那些 CD47低表达的亚型，如 N1

亚型，则可能需要其他类型的干预措施。随着对 DLBCL分子机制认识的不断深

化和技术手段的进步，未来有望联合应用多种检测技术，如单细胞测序、多色流

式细胞术等，更精确地测定 CD47表达水平，为临床决策提供更加可靠的依据。

1.4.3 CD47表达与临床病理特征的相关性

在 DLBCL患者中，CD47的表达与多种临床病理特征密切相关，如患者的年

龄、分期、国际预后指数（IPI）评分等。研究表明[48]，年龄较大的患者，通常

伴有更高的 CD47表达水平。这可能与老年人免疫系统功能衰退有关，随着年龄

的增长，免疫系统对肿瘤细胞的监控能力减弱，导致 CD47表达上调。老年患者

往往伴随更多共病状况，这也可能影响 CD47的表达调控机制。

关于分期的影响，有研究表明[49]，在晚期 DLBCL 患者中，CD47的表达水

平显著高于早期患者。这提示随着疾病进展，肿瘤细胞可能会增加 CD47的表达

来增强自身对抗免疫攻击的能力。进一步分析发现，CD47表达水平与肿瘤大小、

浸润范围等因素呈正相关，意味着 CD47在肿瘤扩张过程中发挥重要作用。CD47
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高表达还与骨髓侵犯、结外器官受累等不良病理特征密切相关，表明其参与肿瘤

本身的生长，还与疾病的播散密切相关。

IPI评分作为评估 DLBCL患者预后的常用工具，涵盖多个因素，涵盖年龄、

血清乳酸脱氢酶（LDH）、体能状态（PS）、结外病变部位数量以及 Ann Arbor

分期。研究显示[50]，CD47表达与 IPI评分之间存在显著关联。具体而言，CD47

高表达患者的 IPI评分往往更高，提示这部分人群面临更大的治疗挑战。当 CD47

表达升高时，患者更有可能出现多个不利因素叠加的情况，如高龄、高 LDH水

平、较差的体能状态以及广泛性的结外病变，这些因素共同作用，增加治疗难度

并影响预后。

1.4.4 CD47对肿瘤细胞增殖和存活的影响

在 DLBCL病理环境中，CD47高表达与细胞增殖速率显著相关。体外实验显

示，CD47 阳性的 DLBCL 细胞系表现出更强的生长优势。CD47 可能激活

PI3K-Akt-mTOR信号通路促进细胞周期进展，进而驱动细胞增殖。具体而言，

当 CD47结合 SIRPα时，会触发下游一系列激酶反应，最终导致 Akt的磷酸化激

活。活性形式的 Akt可以上调 cyclin D1的表达，同时抑制 p21等周期检查点蛋

白，从而使细胞快速进入 S期并完成分裂。

除促进增殖外，CD47还参与调控细胞凋亡过程，增强肿瘤细胞生存能力。

凋亡是一种程序性死亡形式，在维持组织稳态方面起着至关重要的作用。正常情

况下，受到损伤或老化威胁的细胞会被诱导发生凋亡以防止潜在危险扩散。但在

DLBCL中，由于 CD47的存在，这一机制受到干扰。研究表明[51]，高水平表达

CD47细胞显示出较低水平的线粒体依赖性凋亡标志物，如 caspase-9的激活减少

以及细胞色素 c释放受阻。这些变化意味着 CD47可以某种方式阻止线粒体外膜

渗透性增加，维持细胞内环境稳定，抵消外界不良因素所带来的压力，使细胞免

于死亡命运。与此同时，CD47还可以其他途径保护肿瘤细胞免受免疫介导的攻

击。因此，多种机制共同作用，CD47促进 DLBCL 细胞的增殖与存活，营造一

个有利于肿瘤生长的局部免疫微环境。

1.5 研究意义以及内容
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1.5.1 研究意义

近年来，随着对肿瘤免疫机制研究的深入，人们发现 CD47作为一种重要的

免疫检查点分子，在多种恶性肿瘤中发挥着关键作用。CD47与其受体 SIRPα结

合，向巨噬细胞传递“不要吃我”的信号，从而抑制吞噬作用，帮助肿瘤细胞逃避

免疫清除。因此，探索 CD47在 DLBCL中的表达模式及其对免疫逃逸的影响，

有助于揭示 DLBCL的发生发展机制，也为寻找新的治疗靶点提供理论依据。而

且随着越来越多的靶点被应用于肿瘤疾病的治疗之中，肿瘤细胞的抗药性也日益

增强，当前，针对 CD47的靶向治疗已成为肿瘤免疫领域的研究热点。尽管如此，

如何准确评估 CD47表达对 DLBCL患者治疗效果的影响，仍是待解决的问题。

这需要结合更多临床数据和基础研究结果进行综合分析，以期为临床实践提供更

多有价值的参考信息。

1.5.2 研究内容

本文使用 GEPIA数据库筛选出在 DLBCL中的差异表达基因 CD47，分析其

在免疫浸润微环境及缺氧通路上的表达差异。从 GEO数据库下载 DLBCL 患者

信息数据集，对 CD47的表达量与患者的预后进行生存分析，并进一步对年龄、

性别等亚组进行分析。通过 CD47 表达高低分组后，分析选择信号通路。构建

DEGs的 PPI网络，获取核心（hub）。使用 CIBERSORT数据库，具体展现 DLBCL

中免疫微环境的标志物表达变化，构建 CD47和缺氧通路之间的关系。生存分析

显示 CD47表达量与患者的生存预后显著负相关，相关性研究显示 CD47的相关

性，亚组分析寻找高危险因素。GO注释揭示了与 CD47表达呈正相关的高相关

性通路。KEGG注释揭示了与 CD47表达呈正相关的高相关性通路。免疫浸润分

析 CD47与 DLBCL的关系。缺氧相关通路显示差异表达明显。进行 siRNA敲低

DLBCL细胞系 CD47系列实验研究相关细胞功能的变化。通过对标志性趋化因

子 IFNγ以及代谢产物乳酸的实验研究其对巨噬细胞的影响。
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第 2 章 生信分析 CD47 在弥漫性大 B 细胞淋巴瘤中的表达

2.1 引言

弥漫性大 B细胞瘤是临床上最为常见的淋巴相关恶变性疾病，多发于 50-70

岁，男性患者略多于女性患者[52,53]。该类淋巴瘤预后类型多样，与患者年龄、性

别、肿瘤发生机制、肿瘤种类以及肿瘤分期息息相关。有意思的是，不同种类非

霍奇金淋巴瘤的发病率在不同职业类型中的分布存在显著的统计学差异。就

DLBCL而言，部分职业的从业者是其发病高危人群，比如女性理发师或是纺织

工人[54]。目前，利妥昔单抗、环磷酰胺、阿霉素、长春新碱和强的松联合治疗

是侵袭性大 B细胞瘤的最为常见疗法[55]，但是一般此疗法的治愈率只有 60%左

右，而且其余患者将面临着易复发、预后差的生存状况[56]。

传统的淋巴瘤治疗靶点是 PD-L/PD-1分子对[57]。PD-L1和 PD-L2 与 PD-1受

体的相互作用，在 B细胞相关淋巴瘤的抗肿瘤免疫抑制中发挥着重要作用。相

对于霍奇金淋巴瘤而言，非霍奇金淋巴瘤的单核巨噬细胞表面的 PD-L1 表达相

对较低。由于高表达 PD-1 的 T 细胞杀灭肿瘤细胞的能力明显下降，因而 PD-1

受体也成为了抗肿瘤的重要靶点，有助于肿瘤杀灭能力的提高[58]。

CD47分子在不同细胞表面含量的多少取决于细胞种类，因而可以成为细胞

鉴别的分子标志之一[59]。CD47分子的胞外端通过与配体蛋白 SIRPalpha的相互

作用实现其分子作用[60]。SIRPα广泛表达于多种吞噬细胞以及树突状细胞表面，

其与 CD47分子的相互作用，可以抑制此类细胞的吞噬作用[61,62]。肿瘤的免疫微

环境由肿瘤细胞、间质细胞（比如免疫细胞）以及细胞外基质构成，对于肿瘤的

发生、进展和预后发挥着重要的作用，是影响包括 DLBCL在内多种淋巴瘤发生

和侵袭中的重要因素[63]。CD47在淋巴瘤免疫微环境的调节中发挥着重要的作用

[64]，成为目前继 PD-1/PD-L1和 CTLA-4之后新一代免疫肿瘤学疗法的热门靶点。

DLBCL 的发病机制复杂，诊断和治疗难度较大，且传统疗法仍存在一定的

不足之处[65]，因此迫切需要寻找有意义的诊断和预后标志物，以提高 DLBCL患
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者的早期诊治水平[66]。CD47分子广泛表达于肿瘤细胞表面并在淋巴瘤免疫微环

境的调节中发挥着重要的作用[67,68]，成为目前继 PD-1/PD-L1和 CTLA-4之后新

一代免疫肿瘤学疗法的热门靶点。目前已有以 CD47为非霍奇金淋巴瘤等血液疾

病临床治疗靶点的相关研究[69-76]，且有研究表明 CD47 的表达含量与 R-CHOP

疗法的疗效存在相关性[77]。本研究利用 R语言及多种生物信息学软件，对选取

的 GSE83871和 GSE10846数据集进行表达量分析、差异基因筛选、通路富集、

免疫浸润分析以及缺氧相关通路分析。

2.2 实验材料和方法

2.2.1 公共数据收集和预处理

2.2.1.1 GEPIA 数据库 收集来自 GEPIA 数据库(http://GEPIA.cancerpku.cn/inde

x)整合的来自 TCGA和 GTEx的 33种恶性肿瘤 9736例肿瘤样本和 8587例正常

组织的基因表达谱数据，用于分析 CD47表达在 DLBCL肿瘤组织与正常组织之

间是否存在差异。

2.2.1.2 GEO 数据库 收集来自 GEO 数据库( https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)

DLBCL组织 RNA测序表达数据的两个数据集（GSE87371和 GSE10846）进行

差异表达分析。GSE87371包括 223例弥漫性大B细胞淋巴瘤患者样本,GSE10846

包括 420 例弥漫性大 B 细胞淋巴瘤患者样本。剔除生存数据缺失样本，将

GSE87371中 221例和 GSE10846中 412例纳入分析，使用 Rstudio对 GSE87371

和 GSE10846中的 DLBCL样本数据进行分析。

表 2-1 数据库数据

Table 2-1 Database data

GSE87371 GSE10846

纳入研究样本数量 221 412
平均年龄(标准差) 56.71±16.11683） 61.14±15.48036)

性别

女性

男性

数据缺失

105
116
0

172
222
18

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)
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表 2-1(续) 数据库数据

Table 2-1(continued) Database data

疾病分期

Ⅰ

Ⅱ

Ⅲ

Ⅳ

数据缺失

29
42
35
115

66
122
96
121
7

细胞来源区分的亚型

ABC型

GCB型

其他型

81
85
55

167
182
63

生存数据

平均生存时间（月）

死亡数

35.493
168

38.18
163

治疗方案

R-CHOP
CHOP

R-Mini-CHOP
ACVBP

R-ACVBP联用其他

109
0
13
17
84

222
180
0
0
0

2.2.2 CD47临床相关性以及预后分析

使用 R 语言 survival 包、survminer 包对 GEO87371 和 GSE10846 中 CD47

高表达组和低表达组进行生存分析，并对 GSE10846数据集进行生存相关单因素

和多因素 COX回归和临床信息相关性分析，使用 ggpubr 包绘制单因素和多因素

COX回归图。

2.2.3 基因差异表达（Differential Gene Expression, DGE）分析

对从 GEPIA 数据库中获得的来自 TCGA 数据库的弥漫大 B细胞淋巴瘤数据

集 TCGA-DLBC48例患者和 GTEx的 8587例正常组织的基因表达谱数据进行差

异表达分析。

2.2.4 差异基因富集(Gene signature Enrichment Assay, GSEA)分析

在从 GEO 数据库中获得的 GSE87371 和 GSE10846数据集进行 KEGG 通路

富集、GO通路富集，分析从 GEO数据库中获得的归一化 RNA测序数据。首先，

根据 CD47表达中位数将数据集样本分为高低两组，使用 limma包进行差异基因
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分析（logFc≥1，P≤0.05)，得到两组之间差异基因后使用 clusterprofiler包进行分

析，选择富集最丰富的信号通路，并分别以 GO通路、KEGG通路的形式进行展

示，以探索 CD47的潜在生物学功能。

2.2.5 蛋白-蛋白互作（Protein-protein Interaction, PPI）网络分析

利用 string数据库构建DEGs的PPI网络，并通过进行可视化及获取核心（hub）

基因。

2.2.6 免疫浸润(Immune Infiltration)分析

使用 ssgsea包对GSE87371和GSE10846的基因表达数据进行免疫浸润分析，

根据 CD47 表达中位数将样本分为高低两组，比较两组之间的免疫细胞浸润差

异。具体展现 DLBCL 中免疫微环境的标志物表达变化，计算 GSE87371 和

GSE10846数据集样本中 28种免疫细胞的表达变化。使用 R软件 ggplot 包绘箱

线图显示数据集样本中 CD47高、低分组之间 28种免疫细胞的比例差异。

2.2.7 药敏(Drug sensitivity)分析

在 GSE10846 数据集中，根据基因表达数据使用 R 语言 oncopredict 包进行

CD47高低组之间的药敏预测，在 CD47高低组都筛选出了五种在对应组相对敏

感并可能能够用于临床治疗的药物。

2.2.8 缺氧相关分析

使用 CD47表达中位数高低两组之间差异基因（DEGs）进行 hallmark通路富

集分析，并可视化富集结果，展示和缺氧相关的通路的变化。

2.2.9 差异基因聚类分析

使用 R 软件 Consensus Cluster Plus 一致性聚类 r 包进行聚类分析。根据

CD47表达量高低确定的聚类，进行生存差异分析和共同差异基因的单因素 COX

回归。同时使用 estimate包分析了 CD47相关亚型之间的免疫检查点和免疫浸润

差异。

2.2.10 蛋白印迹

通过裂解细胞或组织来实现蛋白质提取和纯化，将提取的蛋白质样品与 SDS

凝胶电泳缓冲液混合，然后在凝胶电泳槽中进行电泳，根据蛋白质的分子量大小
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进行分离。将电泳后的凝胶与转膜缓冲液混合，然后通过电泳将蛋白质转移到硝

酸纤维素或 PVDF膜上。使用封闭缓冲液封闭膜上的非特异性结合位点，防止非

特异性结合。将特异性的一抗加入到封闭后的膜上，使其与目标蛋白质结合。使

用带有标记的二抗孵育膜，使得每个目标蛋白质都能被标记。最后，使用适当的

显色试剂，如化学发光试剂或荧光染料，来显示目标蛋白质的位置和数量。

2.2.11 实时荧光定量 PCR（Real-time PCR）

使用 TRIzol等试剂从细胞或组织样本中提取总 RNA。提取过程中需注意避

免 RNA降解。通过琼脂糖凝胶电泳检查 RNA的完整性，并通过分光光度计测

定 RNA 的浓度和纯度。利用逆转录酶和随机引物或 oligo(dT) 引物将提取的

RNA转写成 cDNA。根据目标基因序列设计特异性的正向和反向引物。准备包

含 cDNA模板、引物、SYBR Green或其他荧光染料、缓冲液和 dNTPs的 qPCR

混合液。在实时荧光定量 PCR仪器上进行 PCR扩增。程序一般包括初始变性、

多次循环（包括变性、退火、延伸）以及熔解曲线分析。通过比较阈值循环数（ΔΔCT

法）来计算目标基因相对于内参基因（如 GAPDH）的表达水平变化。通过凝胶

电泳验证 PCR产物的特异性，确保实验结果的可靠性。

2.2.12 流式细胞术 (Flow cytometry)

将细胞或血液样本离心，去除上清液后用适当的缓冲液重悬，调整细胞浓度

至适宜水平。向细胞悬液中加入特异性抗体或荧光染料，与目标分子结合后，细

胞被标记上荧光信号。对于某些难以直接染色的细胞成分，可能需要固定和渗透

处理，以便于抗体或染料的进入。去除未结合的抗体或染料，通常通过离心和更

换缓冲液完成。将准备好的样本置于流式细胞仪中，细胞逐一通过检测区，激光

激发荧光分子，产生的散射光和荧光信号被捕获和记录。通过专业软件分析采集

到的数据，根据细胞的大小、颗粒性、荧光强度等参数进行分类和统计。

2.2.13 统计分析

数据采用 R软件和 GraphPad Prism 8软件进行分析。对总体生存期（Overall

Survival, OS）使用 Kaplan-Meier 方法生成生存曲线，生存分析对不同组别进行

Log-rank检验，比较组间的生存差异。正态分布两组间采用独立样本 T检验，多
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组间比较采用单因素方差分析。非正态分布的两组间使用威尔科克森(Wilcoxon)

符号秩检验，非正态分布的多组间使用克鲁斯卡尔-沃利斯检验(Kruskal-Wallis

test)。以 P<0.05为差异有统计学意义。

2.3 结果与讨论

2.3.1 CD47 DLBCL中高表达可作为一个潜在与 DLBCL预后相关的生物学标

志物

结果显示，在 GEPIA数据库中，与正常对照组相比，CD47在 DLBCL中表

达升高，差异有统计学意义（*代表 P<0.05, 图 2-1A）。预后生存分析中，按照

CD47表达中位数进行分组，使用 survival包进行生存分析发现，CD47高表达组

和低表达组的总体生存期（OS)存在明显差异（GSE87371：P=0.017 GSE10846：

P=0.05），高表达组的预后更差，说明高表达的 CD47预示着 DLBCL患者的更

差预后(图 2-1B和 2-1C)。多因素 COX回归分析显示，高表达的 CD47是 DLBCL

患者的独立危险因素，起促癌的作用（HR>1,p=0.00259）(图 2-1D)。

对 CD47的表达量和数据集的各项临床数据之间进行相关性分析，发现 CD47

的表达值与 IPI评分的高低、患者的临床分期以及患者的 DLBCL亚型都有一定

的相关性，在中高 IPI评分、临床中高分期以及 ABC亚型中 CD47表达较高。

A B

图 2-1. CD47在 DLBCL中高表达且与病人的预后相关。（A）GEPIA数据库分析 CD47
在正常人以及 DLBCL中的表达差异；（B）survival包进行生存分析 CD47的表达与 DLBCL

生存率的关系.
Figure 2-1 The association between CD47 expression level and DLBCL prognosis. （A）

GEPIA analysis of the CD47 expression level in healthy donor vs. DLBCL; (B) survival analysis
the association between the expression level of CD47 with DLBCL patient survival.
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C D

图 2-1(续). CD47 在 DLBCL中高表达且与病人的预后相关。（C）survival包进行生存

分析 CD47的表达与 DLBCL生存率的关系；（D）多因素 COX回归分析 CD47表达与 DLBCL
预后的关系。

Figure 2-1(continued). The association between CD47 expression level and DLBCL
prognosis. (C) survival analysis the association between the expression level of CD47 with
DLBCL patient survival; (D) COX analysis of the association between the expression level of

CD47 with DLBCL prognosis.

2.3.2 GSEA分析受 CD47调控的细胞信号通路

GSEA 分析显示，GO 可视化分析发现与 CD47 表达呈正相关的高相关性通

路为中性粒细胞趋化通路（见图 2-2A& 2-2C）。KEGG可视化分析揭示了与 CD47

表达呈正相关的高相关性通路为细胞因子/细胞因子受体互作通路和病毒蛋白-

细胞因子/细胞因子受体互作通路 （见图 2-2B & 2-2D）。
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图 2-2 GSEA分析受 CD47表达调控的信号通路富集情况。GO (A&C)及 KEGG（B&D）
基因富集分析与 CD47表达相关的信号通路。

Figure 2-2 GSEA analysis of CD47 regulated signaling pathways. GO (A-C) and KEGG
(B-D) analysis of significantly changed signaling pathways in response to CD47 overexpression.

2.3.3 蛋白互作网络（PPI）及 hub基因筛选

使用 string 数据库对 GSE83871 和 GSE10846 的 CD47 表达高组和低组之间

的差异基因进行蛋白互作网络分析显示，GSE83871的 PPI（图 2-3A），GSE10846

的 PPI（图 2-3B）。通过两个数据集的共同基因，筛选 hub基因，为 CXCL10，

S100A9，S100A8。为验证 hub基因的有效性，分别进行 CXCL10，S100A9，S100A8

和 CD47相关性分析 （图 2-3C）。
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图 2-3 蛋白互作网络与Hub基因分析与CD47相关的蛋白。(A) GSE83871数据库和（B）
GSE10846数据库. 从两个数据库中选取交集的核心（Hub）基因, （C）分析 CD47与 hub

基因的表达相关性。

Figure 2-3 Protein-protein Interaction (PPI) and Hub gene analysis of CD47 interacting
proteins. (A) GSE83871 and (B) GSE10846 database

2.3.4 CD47的异常表达免疫微环境的相关

为了明确 CD47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

CIBERSORT数据库进行免疫浸润分析，并比较 CD47表达高低组之间免疫浸润

的差异，发现 CD47 与 DLBCL 患者 CD4T 细胞、M0巨噬细胞和肥大细胞的表

达显著相关（见图 2-4）。
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图 2-4 利用 CIBERSORT 数据库分析 CD47表达与肿瘤微环境的关系。CIBERSORT数

据分析 CD47的表达与免疫浸润的关系。（ns: not significant *p<0.05;**p<0.01;***p<0.001;
****p<0.005）。

Figure 2-4 CIBRESORT database analysis the association between the expression level of
CD47 and immune infiltration. (ns: no significant; *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001;

****p<0.005)

2.3.5 CD47表达与药物敏感性显著相关

在 GSE10846数据集中，使用 R包 oncopredict包进行 CD47高低组之间的药

敏预测，在 CD47高低组都筛选出了五种相对在对应组敏感，结果如图。以下药

物可能能够用于临床治疗的药物，可用于相应患者的治疗（见图 2-5A&2-5B）。

图 2-5 CD47 的表达与药物敏感的相关性分析。（A）利用 R包以及 (B) oncopredict
包分析 CD47高表达或低表达组与五种化疗药物药物敏感性的相关性。

Figure 2-5 Association between the expression level of CD47 high and low with the
chemotherapy resistance. (A) R package and (B) oncopredict analysis the association between

CD47 high and low groups with the drug sensitivity in response to 5 different types of
chemotherapeutic agents.
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2.3.6 Hypoxia信号通路受 CD47调控

为了明确 CD47高低表达和缺氧通路 HYPOXIA 间的关系，使用 limma包按

照 CD47中位数进行 GSE87371差异分析，对差异分析得到的基因进行 hallmark

通路富集，结果表明。其中缺氧通路（HALLMARK HYPOXIA）富集差异基因

数多，且在 CD47高低组间差异显著。其中缺氧通路 HYPOXIA 差异表达明显，

在 CD47高组上调明显（见图 2-6A&2-6B）。

A B

图 2-6 CD47可显著调控缺氧相关信号通路。（A）HALLMARK 基因富集分析受 CD4
7表达调控的信号通路基因的富集情况, (B) GSEA分析发现缺氧信号通路受 CD47显著调

控。

Figure 2-6 Hypoxia signaling pathway is significantly regulated by CD47. (A) HALLMARK
analysis of the signaling pathways that regulated by CD47, (B) GSEA analysis of hypoxia related

genes in CD47 high and low groups.

2.3.7 Hypoxia激活 CD47的表达

我们首先利 Chip assay检测 CD47是否能与 Hypoxia 相关基因结合。结果表

明， CD47在缺氧状态下富集程度显著高于对照组 DLBCL 细胞在 Hypoxia 处

理后, IP HIF1a 时 CD47 启动子片段富集倍数均高于对照组，且结果具有统计学

意义 (**p<0.01，见图 2-7A)。紧接着， 我们利用流式的检测细胞表面

PD-L1+CD47+的变化，发现，低氧状态下 CD47表达高于正常；使用 PI3K抑制

剂（LY294002）后，CD47表达降（见图 2-7B）。
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A

B

图 2-7 Hypoxia刺激 CD47的活性。（A）Chip assay验证 CD47与 Hypoxia相关基因

集合的能力，（B）流式细胞仪检测缺氧状态下，CD47阳性细胞的比率， 以及加 PI3K抑

制剂 LY294002) 刺激和缺氧状态下，CD47阳性细胞的比率。

Figure 2-7 Hypoxia enhances CD47 activity. (A) Chip assay of the binding activity of
Hypoxia genes with CD47 promoter, (B) Flow cytometry analysis of CD47 positivity in cells

either treated with or without PI3K inhibitor (LY294002) under hypoxia.

2.4 本章小结

本研究利用 R语言及多种生物信息学软件探究 CD47分子表达在 DLBCL的

预后和治疗中的意义。CD47的表达值与 IPI 评分的高低、患者的临床分期以及

患者的DLBCL亚型都有一定的相关性，在中高 IPI评分、临床中高分期以及ABC

亚型中 CD47表达较高。对 CD47表达差异相关信号通路的富集分析显示，GO

注释揭示了与 CD47 表达呈正相关的高相关性通路为中性粒细胞趋化通路，而

KEGG 注释揭示了与 CD47表达呈正相关的高相关性通路为细胞因子/细胞因子

受体互作通路和病毒蛋白-细胞因子/细胞因子受体互作通路。对两个数据集的

CD47表达高低组之间的差异基因进行蛋白互作网络分析并通过两个数据集的共

同基因，筛选出了三个 hub基因，为 CXCL10，S100A9，S100A8。为验证 hub

基因的有效性，分别进行 CXCL10，S100A9，S100A8和 CD47相关性分析，结

果表明三个分子与 CD47的相关性良好。为探究 DLBCL的肿瘤微环境成分，本
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研究利用 CIBERSORT数据库进行免疫浸润分析，同时明确 CD47分子与细胞内

通路是否具有相关性。分析显示 CD47与 DLBCL 患者 CD4T细胞、M0巨噬细

胞和肥大细胞的表达具有相关性。这表明 CD47分子在 DLBCL的肿瘤微环境中

发挥着重要的作用。

为探究 CD47高低表达和缺氧通路 HYPOXIA 间的关系，使用 limma包按照

CD47中位数进行 GSE87371差异分析，对差异分析得到的基因进行 hallmark通

路富集；其中缺氧通路 HYPOXIA 差异表达明显，在 CD47高组上调明显；使用

GSEA对 GSE87371中的每个样本进行 hallmark缺氧通路富集评分，再分析缺氧

评分与 CD47表达值之间的关系，相关性分析表明两者相关性良好。同时，使用

聚类分析对两个基因集得到的 CD47 高低组之间共同差异基因进行聚类分析以

识别 CD47相关亚型，同时我们分析了 CD47相关亚型之间的免疫检查点和免疫

浸润差异，为 DLBCL治疗提供新靶点。
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第 3 章 敲低 CD47 在弥漫性大 B 细胞淋巴瘤中的作用

3.1 引言

我们可以通过检测 CD47表达水平来理解其在弥漫性大 B细胞淋巴瘤中的作

用。本章节使用了多种实验技术来广泛评估 CD47的表达情况，比如细胞培养技

术，CCK-8实验，流式细胞术、实时定量 PCR法，蛋白质印迹法，ELISA，细

胞活率测定、乳酸值测定法等。

流式细胞术（Flow Cytometry）能够快速定量分析单个细胞表面或胞内的特

定分子。将样本中的细胞染色后置于流式细胞仪中，仪器会根据荧光信号强度测

量每个细胞上目标抗原的数量[78]。我们在用于检测 CD47时，通常选择对 CD47

的荧光标记抗体进行染色。流式细胞术允许对不同类型的细胞群体进行分选，从

而精确地分离出特定亚群，进而研究 CD47的表达在这些细胞在的特点。

实时定量 PCR（Quantitative Real-Time PCR, qRT-PCR）是一种基于核酸扩增

原理的技术，可用来定量测定特定基因 mRNA 的相对含量[79]。对 CD47 mRNA进

行扩增并实时监测荧光信号变化，可以准确计算出起始模板的拷贝数。相比于其

他方法，qRT-PCR具有较高的灵敏度，能够检测到极低水平的目的基因表达。

该技术还能区分不同的转录变异体，有助于全面解 CD47基因调控机制。

蛋白质印迹（Western Blotting）是另一种广泛使用的蛋白质检测手段。它涉

及到将蛋白质样品电泳分离后转移到膜上，再用特异性抗体识别目标蛋白并显现

出来[80]。对于 CD47而言，我们可以通过使用该方法来检测 CD47蛋白是否表达

或者表达量的多少来确定 CD47是否被成功敲除，Western Blot是验证这些假设

的最为有效的工具之一。

细胞侵袭迁移实验是研究细胞在特定微环境中移动及穿透基质能力的关键

技术。本实验通过对敲除 CD47 的 DLBCL 和巨噬细胞进行此实验，能够发现

DLBCL和巨噬细胞侵袭迁移能力实验前后的变化，进而能够从细胞层面直观的

了解到细胞的运动能力的变化。
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IFNγ是一种主要由 T细胞分泌的干扰素，能够促进巨噬细胞的成熟与功能，

增强其吞噬活性及溶酶体活性，故而从共培养之后 IFNγ的分泌多少能够直观的

体现出共培养 DLBCL细胞肿瘤微环境的综合变化，而乳酸又是三者细胞都分泌

的代谢产物[81]，活跃与沉默期间代谢相差较大，故以此为检测指标能够从侧面

反应细胞的活跃程度。

综上所述，每种技术都有其独特优势及适用范围，具体应用时需结合实际需

求挑选最合适的方法或者联合使用多种技术，以达到更全面深刻的认识。在探索

CD47在 DLBCL中的作用时，通过 siRNA[82]敲低 DLBCL中的 CD47，借助流式

细胞术检测细胞表面蛋白，辅以 qRT-PCR和 Western Blot从分子水平确认表达

情况和蛋白表达状态，再通过一系列侵袭迁移实验来确定敲除CD47之后DLBCL

以及巨噬细胞的细胞功能的变化。结合干扰素 IFNγ、细胞代谢产物乳酸值来侧

面证实细胞的生长代谢状态等。综合运用这些先进的检测技术，研究人员能够更

加全面地揭示 CD47在 DLBCL中的生物学意义，为进一步开发靶向治疗策略奠

定坚实基础。

3.2 实验材料及主要仪器

3.2.1 实验试剂与材料

表 3-1 主要实验试剂

Table 3-1 Main experimental reagents

试剂材料 型号 厂家

DLBCL细胞系 SU-DHL-2 BR 华拓生物

DLBCL细胞系 SU-DHL-4 BR 华拓生物

人单核细胞系 THP-1 BR 宾穗生物

PMA AR Gibco

SiRNA BR 吉满生物

PcDNA3.1 BR 奥诺基因

转染试剂 BR 吉满生物

蛋白裂解液 BR 上海生工

小鼠抗人 CD47 BR Biolegend

ELISA试剂盒 BR 一研生物
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表 3-1(续) 主要实验试剂

Table 3-1(continued) Main experimental reagents

试剂材料 型号 厂家

RPMI1640培养基 BR Gibco

PBS BR Gibco

CCK-8试剂盒 BR APEXBIO

细胞培养板 \ Nunc

细胞外基质胶 BR Acro

Transwell小室 \ Corning

结晶紫染色液 AR 碧云天

细胞培养抗生素 AR ThermoFisher

谷氨酰胺 AR ThermoFisher

Opti-MEM BR Gibco

逆转录试剂盒 BR ThermoFisher

TRIzol BR Invitrogen

RNase-free水 \ ThermoFisher

FC阻断剂 BR UNIV

表 3-2 siRNA序列

Table 3-2 siRNA sequence

名称 序列（5‘-3’）

阴性对照 UUCUCCGAACGUGUCACGUTT

siRNA-1 CAGCUCAGCUACUAUUUAATT

siRNA-2 CGUCCCAGGUGAAUAUUCATT

3.2.2 实验仪器
表 3-3主要实验仪器

Table 3-3 Main experimental Instruments

仪器 型号 厂家

电子天平 XPR106DU METTLER

生物安全柜 1574-AC-GP ThermoFisher

二氧化碳恒温培养箱 Heracell 150i GP ThermoFisher

凝胶电泳仪 Compact S Analytikjena

蛋白印迹成像系统 Amersham ImageQuant 500 Cytiva

流式细胞仪 BDFACSCalibur BD

荧光倒置显微镜 MF53-N MSHOT

酶标仪 HBS-1101 FUXIA
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表 3-3(续)主要实验仪器

Table 3-3(continued) Main experimental Instruments

仪器 型号 厂家

显微镜 WY-3230 创新

PCR仪 QuantStudio ThermoFish

生化分析仪 W01 Eaglenos

-20℃冰箱 DW270 中科美菱

4℃冰箱 YC300L 中科美菱

-80℃冰箱 STP ThermoFish

液氮储存系统 Locator Plus ThermoFish

水浴锅 HH-S 奥特威朗

3.3 实验方法

3.3.1 细胞培养和转染

使用含 10%FBS 的 RPMI1640 培养基分别培养 SU-DHL-2 细胞以及

SU-DHL-4 细胞。接下来同样使用含 10%FBS 的 RPMI1640 培养基培养 THP-1

细胞，通过在浓度为 100 ng/mL PMA 中置于 37℃、5% CO₂培养箱中孵育 孵育

36 h,将 THP1 细胞分化为巨噬细胞，用 PBS轻柔洗涤细胞，去除未贴壁的死亡

细胞，更换为不含 PMA的新鲜培养基，继续培养 24小时以稳定细胞状态。将

DLBCL 细胞接种到 24孔板(每孔 2×10⁵个细胞)中，24h后，取 1.25μL siRNA，

加入 25μL Opti-MEM，吹打混匀。另取 1μL 转染试剂，加入 25μLOpti-MEM ，

轻柔混匀，将稀释后的转染试剂与 siRNA溶液混合，室温静置 20分钟，形成转

染复合物，复合物终浓度为 50nM siRNA。用 PBS轻柔清洗 DLBCL细胞 1次，

去除血清和抗生素干扰，每孔加入 350μL Opti-MEM，将 50μL转染复合物逐滴

加入细胞悬液中，前后轻摇孔板使混合均匀，在 37℃、5% CO₂培养箱中孵育 8

小时。转染完成后弃去含复合物的培养基，更换为含 10% FBS的完全培养基，

继续培养 48小时。另取 1μg pCDNA3.1质粒，与 Opti-MEM混合至终体积 50μL，

加入 2μL转染试剂，室温静置 20分钟。将复合物逐滴加入已更换为 Opti-MEM

的细胞悬液中，轻柔混匀后孵育 8 小时，转染后更换为完全培养基，继续培养
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48小时。

3.3.2 qRT-PCR

转染后 48小时收集细胞，提取细胞总 RNA，加入 TRIzol，冰上吹打至无可

见细胞团块，加入 0.2mL氯仿，剧烈振荡 15秒，室温静置 3分钟，4℃、12000

rpm离心 15分钟，分层后取上层无色水相（含 RNA）转移至新管。加入等体积

异丙醇，轻柔混匀后-20℃静置 20 分钟，4℃、12000rpm离心 10 分钟弃上清，

用 75%乙醇（DEPC水配制） 洗涤沉淀，4℃、9000rpm离心 5分钟，弃乙醇后

室温风干 3分钟,加入 20-50μL RNase-free 水溶解 RNA。使用逆转录试剂盒将 1

μg RNA反转录为 cDNA。SYBR Green qPCR Master Mix进行荧光定量 PCR，

通过 2-ΔΔCt法计算靶基因相对表达量。

3.3.3 Western blotting

转染 siRNA 72 h后，使用 PBS清洗 2遍，后使用蛋白裂解液冰上裂解细胞

30分钟，4℃、12000rpm离心 15分钟，取上清液，提取蛋白，经 SDS-PAGE电

泳，初始电压 80V（浓缩胶），进入分离胶后调整为 120V，溴酚蓝跑至胶底部

时停止（约 1.5小时），200 mA恒流转膜 2小时,5%脱脂奶粉封闭 1小时。分别

加 CD47和 GAPDH一抗 4℃过夜，TBST洗涤 3次；加对应 HRP标记二抗，室

温孵育 1小时,TBST洗涤 3次，暗室中通过化学发光仪采集信号，使用 GAPDH

作为内参，通过 Image J分析靶蛋白与内参灰度值比值得出相对表达量。

3.3.4 流式细胞术

转染 siRNA-CD47 48h后，收集悬浮细胞至离心管，加入预冷 PBS轻柔吹打

混匀，800rpm离心 5分钟弃上清，用含 1% BSA的 PBS重悬细胞，取 100μL细

胞悬液（含 1×10⁶细胞）至流式管，加入 0.5-1μgFc阻断剂，室温避光孵育 10分

钟，加入荧光标记抗人 CD47抗体（APC-CD47），轻柔涡旋混匀，4℃避光孵育

30分钟，每隔 10分钟轻弹混匀，加入 2mL含 1% BSA 的 PBS，800rpm离心 5

分钟弃上清，重复洗涤两次，最终用 300μL PBS重悬细胞。流式细胞仪检测 CD47

的表达，Flowjo软件分析数据。

3.3.5 活率实验
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12孔板中每孔接种 1×104个细胞，分别为 DLBCL（SU-DHL-2）与经 CD47

siRNA干扰的 DLBCL（SU-DHL-2）同组培养，DLBCL（SU-DHL-4）与经 CD47

siRNA干扰的 DLBCL（SU-DHL-4）同组培养，24h，36h，48h，60h，72h后，

收集各组细胞，进行细胞活率测定。

3.3.6 CCK-8实验

DLBCL细胞接种到96孔板中(每孔 3×104个细胞)，37℃预培养 2小时，CD47

siRNA干扰 DLBCL细胞 24 h，每孔加入 10μL CCK-8溶液（总体积的 10%），

轻晃混匀避免气泡，37℃避光孵育 2小时，使用酶标仪测定光密度 450 nm处[OD]

值，连续检测 6、12、24、48、72h，绘制生长曲线。

3.3.7 划痕实验

DLBCL细胞接种于 6孔板中(每孔 5×105个细胞)，siRNA-CD47干扰 DLBCL

细胞 48h后，收集 DLBCL细胞并重悬于含 10% FBS的培养基，按每孔 1×10⁶个

细胞铺板，预铺多聚赖氨酸处理板，确保单层贴壁过夜。使用划痕器在中心形成

宽约 0.5-1 mm的横线，PBS轻柔冲洗 3次，洗去细胞碎片，加入含 1% FBS 的

低血清培养基，全程在 37℃、5% CO₂培养箱中孵育。显微镜观察 0h和 48 h细

胞迁移情况。Image J软件计算划痕面积。

迁移率=[1-(各时间点划痕面积/初始划痕面积)]×100%。 （3-1）

3.3.8 DLBCL细胞侵袭迁移实验

基质胶与 coating buffer按照 1:40 稀释（或使用Matrigel），将稀释后的基

质胶铺于 Transwell小室膜上表面，37℃孵育 60分钟形成凝胶层，收集转染后的

DLBCL细胞，离心（1000rpm，5分钟）后重悬于无血清培养基，调整密度至 3

×10⁵个/mL。上室加入 50μL细胞悬液和 250μL无血清培养基，下室加入 600μL

含 10% FBS的培养基，37℃、5% CO₂培养 48小时。移除培养基，PBS轻柔清

洗小室 2次，4%多聚甲醛固定 20分钟，0.1%结晶紫染色 10分钟，棉签擦除小

室上表面未迁移细胞。显微镜下随机选取 3个视野（X100），计数穿过膜的细

胞数。迁移实验除不铺基质胶外，其他实验步骤同上。

3.3.9 巨噬细胞迁移实验
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上室每孔加入 1.5×10⁴个分化后巨噬细胞和 300μL无血清培养基，下室每孔

加入 2×10⁵个对数生长期 DLBCL细胞和含 10%血清的完全培养基 600μL，培养

48h，后续步骤同 3.3.7。

3.3.10 ELISA检测 IFNγ与乳酸检测

12孔板中每孔接种 2×10⁵个细胞，分别为 T细胞，巨噬细胞与 DLBCL共培

养和 T细胞，巨噬细胞与经 CD47 siRNA干扰的 DLBCL细胞共培养，均采用 2：

1:1比例共培养三种细胞，48h后，收集各组细胞，取上清，使用 ELISA试剂盒

检测 IFNγ的表达水平，使用生化分析仪检测乳酸含量。

3.4 结果讨论

3.4.1 siRNA敲低 CD47对 DLBCL细胞的影响

首先我们应用小干扰RNA技术敲低DLBCL细胞系 SU-DHL-2和 SU-DHL-4

中的 CD47，之后使用 qRT-PCR法、蛋白印迹技术分别验证敲低结果，结果显

示与对照组相比，CD47 siRNA-1与 CD47 siRNA-2转染后(后续文章与图表内简

称为 si-1与 si-2)在 mRNA水平(图 3-1A)、蛋白水平(图 3-1B)均明显降低，表明

DLBCL细胞中 CD47被成功敲低。之后同样对两个细胞系进行流式实验，实验

结果表明细胞膜表面蛋白 CD47(图 3-1C)亦有下降，也可认为 DLBCL 细胞中

CD47被成功敲低。

A

图 3-1 (A) qRT-PCR法检测 CD47mRNA相对表达量

Figure 3-1 (A) Detection of relative expression of CD47 mRNA by qRT-PCR
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B

C

图 3-1(续) (B) 蛋白印迹法检测蛋白水平表达 (C) 流式细胞术检测细胞膜表面蛋白 CD47
Figure 3-1(continued) (B) Detection of protein level expression by Western blotting

(C) Detection of CD47 protein on the cell membrane surface by flow cytometry

3.4.2 CD47对 DLBCL细胞活率的影响

使用细胞计数仪研究 CD47对 DLBCL细胞活率的影响，通过对不同时间段

细胞活率的检测，综合评估敲低 CD47对 DLBCL生长繁殖的影响。结果显示与

对照组比较(图 3-2)，敲低 CD47的 DLBCL细胞与普通 DLBCL细胞活率方面并

无明显变化差异。表明敲低 CD47对 DLBCL细胞生长繁殖的影响较小。
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图 3-2 不同时间段细胞活率变化

Figure 3-2 Cell viability changes at different time periods

3.4.3 CD47对 DLBCL细胞的增殖、迁移和侵袭的影响

使用 CCK-8、划痕实验和 Transwell研究 CD47 对 DLBCL 细胞的增殖、迁

移和侵袭的作用，结果显示与对照组比较，用敲低 CD47的 DLBCL细胞与普通

DLBCL细胞增殖、迁移和侵袭方面并无明显差异(图 3-3)。表明敲低 CD47对 D

LBCL细胞的增殖迁移和侵袭的影响较小。

A

B 对照组 si-1组 si-2组

0H

48H

图 3-3 (A) CCK-8检测增殖效率 (B) SU-DHL-2 划痕实验检测迁移效率

Figure 3-3 (A) CCK-8 assay was used to detect proliferation efficiency.(B) SU-DHL-2 Scratch
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assay was employed to assess migration efficiency.

C 对照组 si-1组 si-2组

0H

48H

D

图 3-3(续) (C) SU-DHL-4划痕实验检测迁移效率 (D) Transwell法检测侵袭和迁移的影响

Figure 3-3(continued) (C) SU-DHL-4 Scratch assay was employed to assess migration
efficiency.(D) Transwell assay was conducted to examine the effects on invasion and migration

3.4.4 CD47对巨噬细胞的迁移影响

使用 Transwell实验研究敲低 CD47是否对巨噬细胞的迁移产生影响，结果

显示敲低 DLBCL细胞中的 CD47后，向 DLBCL细胞迁移的巨噬细胞增加(图 3

-4，表明敲低 CD47对巨噬细胞的迁移产生了正向的招募作用。
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对照组 si-1组 si-2组

SU-DHL-2

SU-DHL-4

图 3-4 Transwell实验检测敲低 CD47对巨噬细胞的迁移产生的影响

Figure 3-4 Transwell Assay to Evaluate the Impact of CD47 Knockdown on Macrophage
Migration

3.4.5 CD47对共培养产生 IFNγ以及乳酸的影响

使用 ELISA实验研究敲低 CD47后是否对共培养分泌 IFNγ产生影响，使用

代谢产物乳酸来间接研究敲低 CD47后是否对共培养细胞生长产生影响。结果显

示敲低 DLBCL细胞中的 CD47后，共培养产生的 IFNγ升高(图 3-5A)，巨噬细

胞与 DLBCL 细胞以及巨噬细胞与敲低 CD47 的 DLBCL 共培养比，敲低 CD47

的 DLBCL共培养产生乳酸没有明显变化(图 3-5B)。实验结果表明敲低 CD47对

IFNγ的分泌有较大影响，而乳酸值却只有略微降低，表示随着 IFNγ的分泌量

升高，短时间内细胞活跃能力没有显著变化，其可能原因为短时间内随着 DLBCL

被消灭的同时，T细胞与巨噬细胞大幅活跃，导致乳酸值产量并没有明显变化，

预测延长时间之后乳酸值会有明显差距。



安徽工程大学硕士学位论文

38

A B

图 3-5 (A) ELISA检测 IFNγ的表达 (B) 生化分析仪检测共培养产生的乳酸

Figure 3-5 (A) ELISA detection of IFNγexpression. (B) Biochemical analyzer detects lactate
produced by co culture

3.5 本章小结

本章通过对敲低 CD47 的 DLBCL 进行了转染对照实验、qRT-PCR 实验、

Western blotting实验、流式细胞实验、细胞活率测定实验、CCK-8实验、DLBCL

细胞侵袭迁移实验、巨噬细胞迁移实验、ELISA实验、乳酸测定实验一系列实验

发现，敲低 DLBCL的 CD47本身对于 DLBCL细胞来说并没有什么影响，通过

CCK-8实验及细胞活率测定，敲低 CD47的 DLBCL 细胞在 72 小时内增殖曲线

与对照组无显著差异，Transwell 侵袭实验显示，敲低组与对照组的迁移速率和

侵袭细胞数无明显差异，表明 CD47缺失未直接调控 DLBCL的相关通路，敲低

CD47 对 DLBCL 细胞生长、增殖、迁移和侵袭能力没有显著影响。表明 CD47

的缺失不影响 DLBCL细胞自主增殖或凋亡信号通路。

然而敲低 DLBCL的 CD47靶点能够从多方面有利于巨噬细胞对于 DLBCL

的消灭。敲低 DLBCL的 CD47靶点能够增强巨噬细胞吞噬活性，实验表明，将

DLBCL 细胞与巨噬细胞共培养后，CD47 敲低组的吞噬率较对照组显著提升，

证实 CD47-SIRPα信号轴解除可激活巨噬细胞吞噬程序，Transwell小室实验中，

敲低 CD47的 DLBCL条件培养基吸引巨噬细胞的迁移数量较对照组显著增加，

对巨噬细胞的迁移产生了正向的招募作用，提升巨噬细胞对 DLBCL细胞的吞噬

率，敲低 DLBCL的 CD47靶点也可能通过解除巨噬细胞抑制、重塑肿瘤微环境，
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显著提升 T细胞 IFNγ的释放，从而抑制肿瘤免疫逃逸和耐药性。
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第 4 章 结论和展望

4.1 结论

对 CD47在弥漫性大 B细胞淋巴瘤（DLBCL）的研究，可以归纳出几个关键

发现。CD47的高表达在 DLBCL组织中普遍存在，CD47的表达值与 IPI 评分的

高低、患者的临床分期以及患者的 DLBCL 亚型都有一定的相关性，在中高 IPI

评分、临床中高分期以及 ABC亚型中 CD47表达较高，进行 CXCL10，S100A9，

S100A8和 CD47相关性分析，结果表明三个分子与 CD47的相关性良好。分析

显示 CD47 与 DLBCL患者 CD4T细胞、M0巨噬细胞和肥大细胞的表达具有相

关性。分析表明 CD47分子在 DLBCL的肿瘤微环境中发挥着重要的作用。分析

表明缺氧通路富集差异基因数多，且在 CD47高低组间差异显著。其中缺氧通路

HYPOXIA 差异表达明显，在 CD47高组上调明显。

其次，CD47在 DLBCL中的生物学功能研究显示，它多种机制影响肿瘤的行

为。一方面，敲低 CD47 对肿瘤的细胞功能方面影响并不显著，本研究表明了

CD47在 DLBCL生长繁殖过程中并非调控角色，其高低与否和肿瘤细胞的细胞

功能没有较大联系。一方面，CD47 与巨噬细胞上的受体 SIRPα结合，形成

CD47-SIRPα信号通道，抑制巨噬细胞介导的吞噬作用，使得巨噬细胞无法有效

识别 CD47 高表达的肿瘤细胞，进而使得肿瘤细胞能够逃避宿主免疫系统的清

除。这种免疫逃逸机制是肿瘤发展和转移的重要因素之一，敲除 CD47之后，巨

噬细胞对于 DLBCL 细胞的攻击能力明显上升。另一方面，CD47还参与调节肿

瘤微环境的功能，与正常 DLBCL相比，敲除 CD47之后，T细胞、巨噬细胞与

DLBCL 共培养时产生大量 IFNγ，进而产生炎症反应，对 DLBCL 的杀伤能力

大幅加强，进而提高了治疗的效果。

综上所述，CD47的高表达与 DLBCL患者的治疗以及不良预后密切相关。进

行转导 CD47-siRNA后发现，敲低 CD47能够有利于巨噬细胞对于 DLBCL的吞

噬作用，有利于对于 DLBCL的治疗，表明 CD47是治疗或预后的生物标志物，
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也可能成为预测化疗敏感性的指标。

4.2 研究局限性

然而，CD47 靶向治疗的安全性和耐受性仍需进一步评估，尤其是在长期使

用的背景下可能出现的副作用及其管理策略值得深入探讨。本研究在探讨 CD47

在弥漫大 B细胞淋巴瘤（DLBCL）中的表达、作用及意义方面取得一定成果，

但也存在一些不足之处。

不过现有研究还存在一些不足。首先是样本数量较少，只用了两种淋巴瘤细

胞系做实验，没有涉及真实患者的组织样本和动物实验。不同地区、不同年龄患

者的实际情况可能存在差异，后续研究需要扩大样本范围。其次，虽然发现 CD

47含量高的患者生存期较短，但具体原因还不清楚。目前的研究更多关注免疫

逃逸方面，对细胞分裂和死亡的具体调控机制还需要深入探索。

关于 CD47与 DLBCL 关系的研究，虽然已发现高表达 CD47与较差的总生

存期（OS）存在一定关联，但这种关联性的机制尚未完全阐明。现有研究主要

集中在 CD47对免疫逃逸的影响上，而对于其如何具体影响肿瘤细胞增殖、凋亡

以及其他生物学过程的理解还不够深入。因此，未来的研究应更多关注 CD47在

细胞水平上的具体功能，尤其是与其他信号通路之间的交互作用，从而揭示 CD47

影响预后的深层次机制。

在治疗方面，针对 CD47的药物研发也面临挑战。由于这种蛋白质在红细胞

等正常组织中普遍存在，药物可能会引起贫血等副作用。现有研究只验证了部分

亚型的治疗效果，是否适用于所有患者还需要更多临床试验验证。此外，关于

CD47和其他蛋白质的相互作用机制，比如和 SIRPα的结合过程，仍有很多未解

之谜。

总体来说，这项研究初步揭示了 CD47在淋巴瘤发展中的重要作用，但在样

本多样性、机制研究的深度和治疗安全性等方面仍需改进。未来需要结合生物信

息学等新方法，开发更精准的治疗策略，同时注意平衡治疗效果与副作用之间的

关系。通过跨学科合作和技术创新，才能更全面地理解 CD47的生物学功能，为

临床治疗提供可靠依据。
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4.3 展望

CD47在 DLBCL精准治疗和免疫治疗中的研究前景，关键在于深化对 CD47

分子及其相关通路的理解，并探索其在临床应用中的潜力。当前的研究表明，

CD47在 DLBCL中扮演着促进肿瘤细胞免疫逃逸的角色，还调节巨噬细胞吞噬

作用参与肿瘤微环境的形成。这一发现为开发新的治疗方法提供理论基础，但要

实现从实验室到临床的转化，仍需大量深入的研究。

未来的工作应集中在开发更有效、更具选择性的抗 CD47抗体或其他形式的

靶向药物。这些药物的设计要考虑如何有效地阻断 CD47-SIRPα相互作用，还需

避免潜在的副作用，如贫血等红细胞毒性反应。解决不同患者群体中 CD47表达

水平的差异及其影响因素，将有助于制定个性化的治疗方案，提高疗效的同时减

少副作用。

在精准医疗的时代背景下，利用基因组学、蛋白质组学和代谢组学等多组学

技术，全面解析 DLBCL患者的个体特征，是实现个性化治疗的前提。对于高表

达 CD47的 DLBCL患者，基于 CD47靶向治疗的联合方案可能是提高治疗效果

的重要途径。结合化疗药物 R-CHOP 方案或新型免疫检查点抑制剂，如

PD-1/PD-L1 抑制剂，可能会产生协同效应，进一步增强抗肿瘤免疫力。研究者

们正在积极探索这类组合疗法的最佳配比和给药时机，以期达到最优的临床效

益。

随着单细胞测序技术和空间转录组学的发展，科学家们能够以前所未有的分

辨率绘制出肿瘤微环境中的各种细胞类型及其互作网络，这对于理解 CD47 在

DLBCL中的具体作用机制至关重要。特别是在不同 DLBCL亚型中，CD47表达

模式及其对免疫微环境的影响可能有所不同，这需要更为细致的研究来揭示。对

特定亚型的深入分析，可以识别出更多潜在的治疗靶点，为开发更加精准的治疗

策略提供依据。

免疫治疗作为一种新兴的抗癌手段，正逐渐改变着 DLBCL的治疗格局。然

而，尽管部分患者能从中获益，仍有相当比例的患者表现出原发性或获得性耐药

现象。针对这种情况，研究人员开始关注 CD47与其他免疫检查点分子（如 PD-1、
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IDO）之间的协同效应，试图找到克服耐药性的新方法。联合使用抗 CD47抗体

和其他免疫检查点抑制剂，可以在一定程度上逆转某些耐药机制，恢复机体对肿

瘤细胞的免疫监视功能。因此，探索这些分子间的复杂关系及其在 DLBCL中的

实际应用，将是未来研究的一个重要方向。

考虑到 CD47在多个肿瘤类型中的广泛表达，除 DLBCL 外，其他类型的淋

巴瘤甚至实体瘤也可能受益于 CD47靶向治疗。跨学科的合作将有助于加速这一

领域的进展，涵盖但不限于基础医学、临床医学、生物信息学等多个领域。整合

各方资源和技术力量，构建一个多维度的研究平台，可以更好地推动 CD47靶向

治疗从基础研究走向临床实践，最终造福广大患者。

随着对 CD47生物学功能认识的不断加深，以及相关技术手段的日益成熟，

CD47作为 DLBCL治疗的新靶点展现出巨大潜力。无论是作为单一疗法还是与

其他治疗方式联用，都值得进一步深入探索。未来的工作将致力于解决现有问题，

如如何提高药物的选择性和疗效，降低不良反应；同时，拓展研究范围至其他疾

病领域，挖掘更多可能性，为人类健康事业做出更大贡献。
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附录

附录 1 缩略词表

Appendix1 List of Abbreviations

缩写 全称 中文

CD47 Leukocyte surface antigen CD47 白细胞表面抗原 CD47

DLBCL diffuse large B cell lymphoma 弥漫性大 B细胞淋巴瘤

SIRPα Signal Regulatory Protein alpha 信号调节蛋白α

PD-1 programmed cell death protein 1 程序性死亡受体 1

PD-L1 Programmed cell death ligand 1 细胞程序性死亡-配体 1

PD-L2 Programmed cell death ligand 2 细胞程序性死亡-配体 2

IDO Indoleamine 2,3-dioxygenase 吲哚胺 2,3-双加氧酶

miRNA microRNA 微小 RNA

PCR Polymerase Chain Reaction 聚合酶链式反应

WB Western Blotting 蛋白质印迹

ELISA Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 酶联免疫吸附测定
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