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肺鳞癌潜在关键基因的生物信息学分析

游路宽，郑　轩，胡　毅
解放军总医院  肿瘤内科，北京　100853

摘要：目的  初步探索肺鳞癌发生发展相关差异表达基因，筛选肺鳞癌治疗潜在药物靶点。方法  从公共基因表达数据库

(GEO) 下载肺鳞癌相关芯片数据，利用 R 语言 Limma 程序包筛选差异表达基因，对差异表达基因进行 GO 和 KEGG 富集分析、

蛋白相互作用网络分析及网络关键基因生存分析。结果  筛选出共有差异表达基因 628 个，其中上调基因 263 个，下调基

因 365 个。对共有差异基因进行生物信息学相关分析，发现细胞周期、p53 信号通路、ECM 分子相关作用、DNA 错配修复、

PPAR 信号通路、细胞黏附分子等信号通路与肺鳞癌发生发展有关。同时筛选出了 MAD2L1、CCNB1、DLGAP5、CDC20、

TOP2A、MELK、BUB1B、CCNA2、CDK1、CCNB2 10 个关键基因，这些关键基因在肺鳞癌组织中全部表达上调且与患者

预后相关。结论  筛选出的差异基因和信号通路有助于加深对肺鳞癌发病分子机制的理解，同时为临床靶向治疗的研究提

供一定的理论依据。
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Abstract: Objective  To explore the differentially expressed genes related to the occurrence and development of squamous cell lung 
cancer along with screening out potential drug targets. Methods  The microarray data associated with squamous cell lung cancer were 
obtained from GEO database and identified differentially expressed genes (DEGs) based on Limma package of R statistical software.
Gene ontology (GO) and KEGG enrichment analysis, protein-protein interaction (PPI) network analysis, and survival analysis for 
network hub genes were performed. Results  A total of 628 DEGs (263 up-regulated and 365 down-regulated) were identified. Based 
on these DEGs, a number of bio-pathways appeared to be altered in squamous cell lung cancer, including cell cycle, p53 signaling 
pathway, ECM-receptor interaction, Mismatch repair, PPAR signaling pathway and Cell adhesion molecules (CAMs). The top 10 
centrality hub genes MAD2L1, CCNB1, DLGAP5, CDC20, TOP2A, MELK, BUB1B, CCNA2, CDK1 and CCNB2 were identified 
from the PPI network and they were associated with prognosis of patients. Conclusion  The present study identifies hub genes and 
signal pathways, which benefits us to get insight into the molecular mechanisms of carcinogenesis and development of the disease, 
and it may provide a theoretical basis for the study of clinical targeted therapy.
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  肺癌是最常见的恶性肿瘤之一。根据中国国

家癌症中心统计，2015 年我国大约有 733 300 例

新发肺癌患者 ；同年，约有 610 200 例肺癌患者死

亡，其发病率和死亡率均居恶性肿瘤之首 [1]。非小

细胞肺癌占所有肺癌病例数 80％左右，包括鳞癌

(squamous cell lung cancer，SCLC)、腺癌和大细胞

肺癌等病理类型，其中约 30% 为肺鳞癌 [2]。近年来，

针对驱动基因突变的分子靶向治疗在肺腺癌方面

表现不俗，而在肺鳞癌方面却一直没有突破性进

展。目前已有研究表明，许多抑癌基因和致癌基

因的功能失调及其产物结构异常参与了肺鳞癌发

生发展的过程 [3-4]，但确切机制尚不明确。因此，

进一步探索肺鳞癌发生的病因学因素、分子机制

和途径对于优化诊断和治疗的意义重大。基因芯

片是一种高通量获取生物信息的技术，能高效检

测并分析肿瘤组织和癌旁组织的差异表达基因。

本研究拟通过分析基因表达数据库 (gene expression 

omnibus，GEO) 提供的肺鳞癌相关基因芯片数据，

筛选差异表达基因，并对这些基因进行关键基因

和信号通路等生物信息学分析，为进一步在分子

水平研究肺鳞癌发生发展机制和其临床靶向治疗

研究提供理论依据。
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材料和方法

1 数据集　于 2018 年 6 月 3 日通过 GEO(https ：//

www.ncbi.nlm.nih.gov/geo) 数据库下载肺鳞癌基因芯

片数据。每个数据集均需符合以下条件 ：1) 数据

集来自全基因组 RNA 表达芯片 ；2) 实验使用人类

肺鳞癌组织与正常组织对照。

2 方法　在 R 语言 (https ：//www.r-project.org) 中，

对肺鳞癌基因芯片原始数据的探针进行注释和过

滤 后， 使 用 Bioconductor(http ：//www.bioconductor.

org) 提 供 的 RMA(Robust Multi-array Average) 算 法

对各原始芯片数据进行背景校正及归一化等预处

理。 采 用 Limma(Linear Models for Microarray Data)

程序包对肿瘤组织和正常组织样本的基因表达值

进行比对识别差异表达基因 (differentially expressed 

genes，DEGs)。 选 取 调 整 后 的 P ＜ 0.05 且 表 达

倍数变化值的对数值 (log2 fold change，log2FC) 绝

对值＞ 1 为阈值，获得各数据集的差异表达基

因。采用韦恩图取交集的方法获取各数据集共

有 差 异 表 达 基 因。 利 用 DAVID6.8(https ：//david.

ncifcrf.gov) 对共有差异表达基因进行基因本体论

(gene ontology，GO) 和信号通路 (kyoto encyclopedia 

of genes and genomes，KEGG) 富 集 分 析。 利 用

STRING10.5(https ：//string-db.org) 对 共 有 差 异 表

达基因编码蛋白的相互作用进行网络分析。利

用 Cytoscape_v3.6.1 软 件 插 件 MCODE(Molecular 

Complex Detection) 和 Cytohubba 分别寻找蛋白相互

作用网络中与肺鳞癌发生发展相关的核心模块和

关键基因，并分析核心模块相关的生物学功能及

关键基因表达与肺鳞癌患者生存的关系。

结　果

1 基因芯片数据集汇总　通过 GEO 数据库查询肺

鳞癌相关研究并筛选抽提样本，共纳入 2 套基因

芯片数据集 ( 表 1)。

2 差异表达基因分析　2 套基因芯片集 GSE30219、

GSE3268 分别筛选出差异表达基因 2 467 个和 802

个，其中表达上调基因分别为 1 082 个和 327 个，

表达下调基因分别为 1 385 个和 475 个。为了减少

差异表达基因筛选结果的假阳性率，我们使用韦

恩图取交集的方法，确定两芯片集共同的差异表

达基因 628 个，其中表达上调基因 263 个，表达

下调基因 365 个，这些基因被用作后续分析 ( 图 1)。

图 1　GSE30219和GSE3268数据集差异表达基因分析结果 (上 )及
韦恩图法取共同差异表达基因 (下 )

Fig.1　Result of DEGs in GSE30219 and GSE3268 Datasets and 
Venn diagram for DEGs

3 共有差异表达基因的 GO 和 KEGG pathway 富集

分析　基因本体论 (Gene Ontology) 包括分子功能、

生物过程和细胞组成三部分。GO 和 KEGG pathway

分析，均利用超几何分布关系将差异表达基因富

集在某些基因功能和信号通路上，进而推测肿瘤

的发生发展可能与这些基因功能或信号通路的改

变有关。使用 DAVID 对 628 个共有差异表达基因

中的 263 个表达上调基因和 365 个表达下调基因

分别进行 GO 和 KEGG pathway 分析。表达上调的

表 1　纳入的 2 套肺鳞癌基因芯片基本信息
Tab. 1　Basic information for two sets of SCLC microarray

GEO series Platform Gene chip Tumor samples (n) Normal samples (n) Design type

GSE30219 GPL570 HG-U133_Plus_2 61 14 Samples unmatched

GSE3268 GPL96 HG-U133A 5 5 Samples matched

Notes:samples unmatched indicate tumor and normal tissues from different patients, while samples matched indicate tumor and normal tissues from same patients
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差异基因 ：功能主要富集在表皮发育、细胞分裂

及 DNA 复制等，通路主要富集在细胞周期、细胞

外基质受体相互作用及 p53 信号通路等。表达下

调的差异基因 ：功能主要富集在白细胞迁移、细

胞黏附和信号传导等，通路主要富集在补体和凝

血级联反应、细胞黏附及吞噬等 ( 表 2、表 3)。

表 2　共有差异表达基因的 GO 分析
Tab. 2　Gene ontology analysis of differentially expressed genes

Expression Category Term Count P

Up-regulated GOTERM_BP GO:0008544 (epidermis development) 14 4.71E-10

GOTERM_BP GO:0051301 (cell division) 24 4.08E-09

GOTERM_BP GO:0006260 (DNA replication) 16 1.43E-08

GOTERM_BP GO:0000082 (G1/S transition of mitotic cell cycle) 13 4.68E-08

GOTERM_BP GO:0031581 (hemidesmosome assembly) 6 5.64E-07

GOTERM_CC GO:0005737 (cytoplasm) 126 5.55E-12

GOTERM_CC GO:0005654 (nucleoplasm) 81 7.76E-11

GOTERM_CC GO:0070062 (extracellular exosome) 79 8.01E-10

GOTERM_CC GO:0005634 (nucleus) 117 8.04E-08

GOTERM_CC GO:0005829 (cytosol) 80 5.40E-07

GOTERM_MF GO:0005515 (protein binding) 169 1.52E-06

GOTERM_MF GO:0005198 (structural molecule activity) 16 4.77E-06

GOTERM_MF GO:0098641 (cadherin binding involved in cell-cell adhesion) 16 3.17E-05

GOTERM_MF GO:0042802 (identical protein binding) 26 1.49E-04

GOTERM_MF GO:0005200 (structural constituent of cytoskeleton) 9 2.44E-04

Down-regulated GOTERM_BP GO:0050900 (leukocyte migration) 16 2.72E-08

GOTERM_BP GO:0007155 (cell adhesion) 30 7.36E-08

GOTERM_BP GO:0007165 (signal transduction) 52 1.55E-07

GOTERM_BP GO:0045766 (positive regulation of angiogenesis) 13 3.96E-06

GOTERM_BP GO:0043129 (surfactant homeostasis) 5 1.11E-05

GOTERM_CC GO:0070062 (extracellular exosome) 116 6.26E-16

GOTERM_CC GO:0005615 (extracellular space) 73 2.31E-15

GOTERM_CC GO:0005887 (integral component of plasma membrane) 60 1.96E-08

GOTERM_CC GO:0005886 (plasma membrane) 126 3.46E-08

GOTERM_CC GO:0009986 (cell surface) 32 9.30E-08

GOTERM_MF GO:0005178 (integrin binding) 14 1.29E-07

GOTERM_MF GO:0008201 (heparin binding) 13 7.20E-05

GOTERM_MF GO:0005515 (protein binding) 201 7.73E-04

GOTERM_MF GO:0042802 (identical protein binding) 28 0.001 622 779

GOTERM_MF GO:0044325 (ion channel binding) 9 0.001 662 392

Notes: BP-biological process; CC-cellular component; MF-molecular function

表 3　共有差异表达基因的 KEGG pathway 分析
Tab. 3　KEGG pathway analysis of differentially expressed genes

Expression Term Count P

Up-regulated hsa04110 (Cell cycle) 18 1.88E-10

hsa03030 (DNA replication) 9 3.29E-07

hsa04512 (ECM-receptor interaction) 10 4.48E-05

hsa04115 (p53 signaling pathway) 8 3.05E-04

hsa05203 (Viral carcinogenesis) 11 0.006 649 561

hsa04974 (Protein digestion and absorption) 7 0.007 276 821

hsa00010 (Glycolysis / Gluconeogenesis) 6 0.009 688 538

hsa03430 (Mismatch repair) 4 0.009 703 227

Down-regulated hsa04610 (Complement and coagulation cascades) 14 1.56E-08

hsa04514 [Cell adhesion molecules (CAMs)] 14 6.81E-05

hsa04145 (Phagosome) 12 0.001 901 863

hsa00590 (Arachidonic acid metabolism) 7 0.004 997 117

hsa03320 (PPAR signaling pathway) 7 0.007 300 379

Notes: hsa-Homo sapiens;KEGG-Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
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4 编 码 蛋 白 相 互 作 用 网 络 构 建 及 分 析　 为

分 析 共 有 差 异 表 达 基 因 之 间 相 互 关 系， 利 用

STRING10.5(https ：//string-db.org) 在线工具对 628

个差异表达基因进行编码蛋白相互作用网络关系

(protein-protein interaction network，PPI) 构 建， 设

置最低要求的相互作用分数为 0.9，得到了由 621

个节点、927 条连线构成的相互作用关系图。为了

寻找该编码蛋白相互作用网络中与肺鳞癌发生发

展相关的核心模块和关键基因并初步探索其生物

学功能，采用 Cytoscape_v3.6.1 软件插件 MCODE

对该蛋白相互作用网络进行分析，得到了由 19 个

共表达基因构成的核心模块，除 MLF1IP 基因外，

其余 18 个基因均为上调的差异表达基因 ( 图 2)。

对该核心模块进行 GO 和 KEGG 分析，发现其参

与的重要生物学过程主要是细胞分裂、蛋白质泛

素化分解代谢、姐妹染色单体结合与分离、G2/M

期有丝分裂细胞周期转变等过程，参与的主要信

号通路有细胞周期和 P53 信号通路等 ( 图 3)。最

后利用 Cytoscape_v3.6.1 软件插件 cytohubba，采用

MCC(Maximal Clique Centrality) 算法得到 MAD2L1、

CCNB1、DLGAP5、CDC20、TOP2A、MELK、

BUB1B、CCNA2、CDK1、CCNB2 这 10 个 在 差 异

表达基因编码蛋白相互作用网络中的关键节点基

因。碰巧的是，这 10 个关键基因均为肺鳞癌组织

中上调的差异表达基因。除 TOP2A 基因外，其余

9 个关键基因同时存在于前面分析的核心模块中。

最后为初步探索这 10 个关键基因的表达与肺鳞癌

患者预后的关系，我们采用癌症基因组图谱 (the 

cancer genome atlas，TCGA) 中肺鳞癌样本数据对

10 个关键基因进行了生存分析，发现这 10 个关

键基因的表达情况与肺鳞癌患者的预后显著相关

(P ＜ 0.000 1)，表达越高预后越差 ( 图 4)。

讨　论

  近 年 来， 得 益 于 PD1/PD-L1 免 疫 治 疗 及 其

他化疗药物及方案的应用，肺鳞癌的治疗取得了

诸多进展，然而在靶向治疗方面仍亟待突破。因

此，对肺鳞癌分子病因学机制的深入了解非常必

要。本研究对 GEO 中肺鳞癌相关芯片数据集进行

分析，发现了肺鳞癌组织和正常组织的差异表达

基因。对差异表达基因进行功能和通路富集分析，

同时筛选出了与肺鳞癌发生发展及预后密切相关

基因模块和关键基因，为后续研究肺鳞癌治疗提

供了潜在标靶。

  我们对差异表达基因进行 GO 分析发现，在生

物学过程方面，上调的差异表达基因主要集中在

细胞分裂，而下调的差异表达基因主要集中在细

胞黏附和白细胞迁移。显然，几乎所有肿瘤的最

基本特征是细胞的失控性生长，而细胞与细胞之

间黏附功能的丧失又是肿瘤获得侵袭性、转移表

型的重要步骤 [5]。在分子功能方面，上调的差异表

达基因主要集中在蛋白结合、细胞之间钙黏素结

合、细胞骨架结构成分等，而下调的差异表达基

因主要集中在整合素结合、离子通道结合等。钙

黏素是一种跨膜糖蛋白家族，主要参与同源细胞

间的连接，其表达失调是癌症发生过程中上皮 -

间 质 转 变 (epithelial-mesenchymal transition，EMT)

的重要标志。当发生 EMT 时，上皮肿瘤细胞向间

充质样细胞过渡，失去细胞间 E- 钙黏蛋白的表达，

并且获得 N- 钙黏蛋白和 α- 平滑肌肌动蛋白的表

达，使肿瘤细胞迁移并进入血流 [6]。整合素是细

胞黏附分子家族的重要成员之一，包括多种亚型，

主要介导细胞与胞外基质的双向信号传导。不少

研究表明整合素参与并促进肺癌的肿瘤血管生成

和转移，其中整合素 αvβ3 已成为众多抗肿瘤血

管生成药物的靶点 [7-8]。在通路富集分析方面，上

调的差异表达基因主要集中在细胞周期、DNA 复

制、p53 信号通路、钙黏素相关作用等方面。p53

基因是一种肿瘤抑制基因，且在所有人类肿瘤中突

变率最高。由 p53 介导的细胞信号转导通路在细胞

正常活动中作用广泛，对阻滞细胞周期、调节细胞

凋亡、DNA 损伤修复和抑制肿瘤血管生成中均发

挥重要作用 [9-11]。目前有研究表明 p53 基因突变可

促进肿瘤生成和转移，对治疗的抗性和基因组不

稳定 [12-13]。而下调的差异表达基因通路主要富集

在补体与凝血级联反应，细胞黏附分子、花生四烯

酸代谢及 PPAR 信号通路。已有研究报道过氧化物

酶体增殖物激活受体 (peroxisome proliferator-activated 

receptor，PPAR) 可能以细胞类型依赖性方式在肺鳞

癌上皮间质转化及转移中发挥双向作用 [14]。

  通过对差异表达基因编码蛋白互作网络构建

并挖掘核心模块，我们发现该核心模块的功能主

要集中在细胞分裂及细胞周期信号通路方面，从

一定程度上反映了肿瘤失控性增长的特性。而筛

选的 10 个关键基因通过 TCGA 数据库中肺鳞癌样

本基因表达和生存数据分析，提示关键基因高表

达是肺鳞癌患者预后较差的高风险因素。其中，

DLGAP5 基因编码的蛋白 DLG7，作为一种动力蛋

白可稳定染色体附近的微管 [15]。目前在许多类型

的人类癌症如肝细胞癌、鳞状细胞膀胱癌和移行
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图 2　编码蛋白相互作用网络图 (上 )和MCODE
插件确认的网络核心模块图 (下 )

Fig.2　Protein-protein interaction network 
for products of DEGs and subnetwork 
screened by MCODE plug-in

  Notes: Each dot represents a protein, and 
the interaction between the proteins is 
indicated by a line. The more protein links, 
the more important the position in the 
network is
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细胞癌中均检测到 DLG7 的高表达 [16]。Wang 等 [17]

研究发现 DLGAP5 基因的沉默可引起 NSCLC 细胞

周期停滞并抑制增殖，同时可抑制体外细胞的迁移

和侵袭。此外，该基因的高表达也与患者较差的

预后相关。MELK 基因编码母体胚胎亮氨酸拉链激

酶，该酶属于 AMPK/snf1 蛋白激酶家族的丝氨酸 /

苏氨酸激酶。研究显示 MELK 通过磷酸化 CDC25B

和凋亡信号调节激酶 1 来促进增殖，并且 MELK

通过在 Ser15 位点磷酸化 p53 来诱导细胞凋亡 [18]。

目前该基因已作为抗癌药物研究的靶标。但值得

注意的是，Cheng 等 [19] 通过实验发现 MELK 在肺

癌 A549 细胞系中的敲低抑制细胞增殖，却促进了

TGF-β 存在下的细胞迁移。提示我们在肿瘤微环

境中，存在 TGF-β 在内的许多因子，倘若临床上

应用 MELK 抑制剂可能会促进患者的 EMT 和转移。

TOP2A 基因编码 DNA 拓扑异构酶，该酶在转录过

程中控制和改变 DNA 拓扑状态，影响染色体浓缩

与分离，促进肿瘤的发生 [20-21]。目前 FDA 已批准

图 3　编码蛋白相互作用网络核心模块基因的GO分析
(上 )和KEGG pathway分析 (下 )

Fig.3　GO and KEGG pathway analysis of DEGs in the 
subnetwork of PPI network
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图 4　编码蛋白相互作用网络关键基因的生存分析
Fig.4　Survival analysis of hub genes in PPI networks

几 种 靶 向 TOP2A 基 因 的 抗 癌 剂 上 市。CDC20 编

码细胞周期分裂蛋白 20，其最主要的功能是激活

后期促进复合物 APC，启动染色单体分裂并进入

后期 [22]。MAD2L1 基因编码的蛋白是有丝分裂纺

锤体装配检查点的一个重要组成部分，可通过隔

离 CDC20 抑制后期促进复合物的活性，确保所有

染色体在分裂中期平板上排列对齐。有研究表明

通过 siRNA 降低 MAD2L1 的表达可减少肿瘤细胞

生长并抑制细胞迁移和侵袭 [23]。其余的关键基因

CDK1、CCNB1、CCNB2、CCNA2 及 BUB1B 均 编

码细胞周期进程中相关重要功能蛋白，影响细胞

分裂生长，且有不少研究明确表明它们与肿瘤发

生发展关系密切 [24-27]。

  本研究筛选出的差异基因和代谢通路可以帮

助我们更深入地理解肺鳞癌潜在分子发生发展机

制，同时为临床治疗的研究提供一定的理论依据，

其靶向治疗价值和意义有待后续研究证实。
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miR-20b-5p 的表达减少，PTEN mRNA 的表达增

加 ；在位内膜组织较正常内膜 miR-20b-5p 的表达

增加，PTEN mRNA 的表达减少，且 miR-20b-5p

与 PTEN mRNA 的表达呈负相关关系，提示在位内

膜有更强的增殖能力，而凋亡能力减弱，这有利

于子宫内膜的异位存活。有文献报道 PTEN mRNA

是 miR-20b-5p 的靶基因之一，能够在转录后水平

抑制其表达且 miR-20b-5p 能够明显促进前列腺

癌细胞的增殖及转移 [5,18]。上述结果均表明 miR-

20b-5p 可能通过调节 PTEN 的表达，影响细胞增

殖，从而在子宫内膜异位症发病中发挥重要作用。

  有 研 究 表 明，PTEN 是 miR-106a-5p 的 直 接

靶基因。而本研究中，异位内膜组织较在位内膜

组 织 miR-106a-5p 的 表 达 量 明 显 下 降，PTEN 的

表达升高，但未发现两者之间存在明显的相关性。

miR-106a-5p 在 EM 中的具体作用机制有待进一步

验证。

  综上，异位内膜较在位内膜 miR-20b-5p 和

miR-106a-5p 表达明显下降，在位内膜较正常内

膜 miR-20b-5p 表达明显升高、miR-106a-5p 的表

达无明显差异。在异位及在位组织中 miR-20b-5p

与 PTEN 的表达呈负相关关系。提示 miR-20b-5p

可能通过 PTEN 上调细胞增殖，促进 EM 的发病。

miR-20b-5p 可能成为 EM 潜在治疗位点。
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