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!!摘!要"目的!通过生物信息学分析!探索用于肺腺癌早期诊断的潜在生物标志物&方法!采用生物信息

学方法!选择早期肺腺癌的基因表达数据库#-/6$数据集-5/#F#&#%-5/&%?(B%-5/""&B(B%-5/""!%F'!筛

选肺腺癌与正常样本之间的差异表达基因!选择*+W2*在线分析工具进行基因本体论#-6$和京都基因与基

因组百科全书#>/--$分析!使用5,42X-和)OI8EL;JH绘制蛋白质.蛋白质相互作用#112$网络图!使用LOI8.

bPTT;确认112网络的中枢基因!并通过-/12+#数据库验证中枢基因的表达和总生存率&结果!共获得

"(?个差异表达基因!主要集中于血管新生%细胞膜筏%转化生长因子.'#,-[.'$结合功能和肿瘤组织中的蛋白

聚糖"创建了一个由"(?个节点和"B(条边组成的112网络"采用最大集团中心度#3))$算法筛选出"'个中

枢基因'1/)+3"%/X-%W\[%,/>%,231"%)+W"%+X-1,"%+)W47"%S314#和53+*&&除 ,231"
外!这些中枢基因在肺腺癌组织中的表达均下调&生存分析结果显示!1/)+3"和/X-的低水平表达与肺腺

癌患者的不良总生存率有关&结论!1/)+3"和/X-与肺腺癌患者的血管生成有关!可作为肺腺癌的早期

生物标志物&

关键词"肺腺癌"!生物信息学"!生物标志物"!1/)+3""!/X-
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!!肺癌是常见的恶性肿瘤(是导致癌症死亡的主要

原因)"*'肺腺癌约占所有肺癌的?'̂ '由于吸烟的

减少和药物治疗的改进(肺腺癌的病死率有所下降(

但(年生存率仍不容乐观)".#*'低剂量),$7*),%降

低了早期肺腺癌患者的死亡风险(但因为扫描辐射及

较高的假阳性(专家建议不将7*),作为肺腺癌普查

项目(仅用于高危人群筛查)%*'肺腺癌风险预测模型

是识别早期肺腺癌的有效手段之一(在此基础之上针

对高危人群进行的7*),(可有效避免过度诊断和假

阳性结果'因此(在肺腺癌筛查实际应用中(亟需补

充符合早期筛查要求的风险预测模型来选择高危人

群(必要时再行7*),筛查'近期研究表明(可通过

生物标志物建立有效的风险预测模型(在7*),之前

通过实验室检测进行肺腺癌风险评估)?*'

由于人类基因多样性+环境差异及种族不同的影

响(单个实验难以得到与肺腺癌相关的确切基因'目

前(通过测序技术可以对肿瘤组织进行核酸测序(然

后比较肿瘤组织和正常组织之间的差异表达基因

$*/-E%'基于微阵列和测序的生物信息学技术已广

泛应用于*/-E筛选(这也为包括肺腺癌在内的恶性

肿瘤生物标志物的获取提供了便利'通过生物信息

学筛选肺癌中的*/-E(可以扩大样本量并提高结果

的可信度'然而(目前已发表的研究仍有一些缺陷(

如在选择样本的标准上并不严格'b/等)(*使用基因

表达数据库$-/6%数据集 -5/?%?(!和肿瘤基因组

图谱$,)-+%数据来识别肿瘤组织和正常组织之间

的*/-E(确定W\[为肺癌的关键基因和潜在的生

物标志物(但其所选的数据集包含)期和*期肺癌数

据(尚不能满足早期诊断的要求'本研究拟选取的

-/6数据集将限定在早期肺腺癌(通过-/6#4在线

分析工具获得共同表达的*/-E(使用*+W2*在线

分析工具进行基因本体论$-6%和京都基因与基因组

百科全书$>/--%富集分析(使用5,42X-和)OI8.

EL;JH构建和可视化蛋白质.蛋白质相互作用$112%网

络(采用LOI8bPTT;选择112网络的中枢基因(并使

用-/12+#数据库分析中枢基因的 Q4X+表达水平

和总生存率$65%(以期从具有代表性的数据集中寻找

肺腺癌早期诊断的生物标志物'

A!资料与方法

A$A!数据的获取!在-/6数据库)&*中查询,肺腺癌

$7Z+*%-和,非小细胞肺癌$X5)7)%-'在所得结果

中进一步确定选择数据集的标准如下!$"%应含有肺

腺癌组织和相应的邻近正常组织&$#%所有选定的肺

腺癌病例均应诊断为+期或(期肺腺癌&$%%数据集

的最近更新日期在(年以内'因此(从-/6数据库

中 选 择 了 -5/#F#&#+-5/&%?(B+-5/""&B(B 和

-5/""!%F''-5/#F#&#$平台-17(F'%包含#(例肺

腺癌+ 期患者的配对的肿瘤和邻近正常组织'

-5/&%?(B$平台-17&!!%%包含%%个肺腺癌+期患

者的肿瘤组织和%#个正常组织'-5/""&B(B$平台

-17"F'FF%包含(F个+期或(期肺腺癌组织和""个相

应的邻近正常组织'-5/""!%F'$平台-17(F'%包含&
对肺腺癌+期或(期患者的肿瘤组织和正常组织'所选

数据集包含来自美国+中国+法国的样本(相比其他研究

更具代表性'这些数据集的临床特征见表"'
表"!!所选择数据集的临床特征

-/6数据集 -5/#F#&# -5/&%?(B -5/""&B(B -5/""!%F'

更新日期 #'"B.'(.#( #'"F.'(.#' #'"B."#.'? #'"B.'(.#(

样本$(%

!正常组织 #( %# "" &

!肿瘤组织 #( %% (F &

肿瘤分期$(%

!+期 #( %% #! ?

!(期 ' ' #B #

!)期 ' ' ' '

!*期 ' ' ' '

A$B!识别差异表达的基因!采用-/6#4计算各个

数据集肺腺癌肿瘤组织和正常组织样本之间的

*/-E'-/6#4是基于4语言的MDQQ;算法比较两

组样本的不同'首先(设置 -/6#4(根据调整后的

!$'$'(和倍数变化$[)%的对数的绝对值'M89#[)'%"
的标准筛选出*/-E'然后(绘制这些数据集*/-E
的 WH<<图'最后(选择所有数据集共同表达的

*/-E来进一步研究'

A$C!基因注释和途径分析!*+W2*在线分析工具

可对共同*/-E进行 -6和 >/--注释)F*'-6分

析从生物过程+细胞成分和分子功能%个方面对基因

进行解释'>/--则分析基因可能参与的代谢途径'

以!$'$'(为差异有统计学意义'

A$D!112网络的建设!5,42X- 数据库和 )OI8.

EL;JH软件用于构建和可视化共同 */-E的112网
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络)!*'随后通过使用LOI8bPTT;程序中的最大集团

中心度$3))%算法(选取该算法得分最高的"'个基

因作为中枢基因(得到112关系最紧密的中枢基因'

A$E!中枢基因的表达及生存分析!应用-/12+#中

的基因表达数据库验证中枢基因的实际表达情况(并

探索中枢基因与患者 65的关系'采用 3;<IHM.)80
检验选择对肺腺癌患者65有显著影响的基因作为潜

在的肿瘤标志物'

B!结!!果

B$A!共同表达的*/-E!由-5/#F#&#数据集确认

的*/-E包括B#(个上调和"%F?个下调的*/-E(

由-5/&%?(B数据集确认的*/-E包括B!个上调和

%'B个下调的 */-E(由 -5/""&B(B数据集确认的

*/-E包括F(#个上调和"('&个下调的 */-E(由

-5/""!%F'数据集确认的*/-E包括#?(个上调和

&!!个下调的*/-E'各个-/6数据集差异表达基

因的火山图见图"+'通过WH<<图的结果发现(这些

数据集有"(?个共同的*/-E(包括"(个上调和"%B
个下调的*/-E(见图"S'所有数据集共同的*/-E
具体如下'$"%表达上调的基因!-673"+1463#+

b5&5,#+,61#++)"8:K"'&+ZS/#,+51*/[+b3-S%+

X3/"+-VS#+,231"+5Z7["+[+3!%++512X>"&$#%

表达下调的基因!+-/4+33/+51,SX"+516)>#+

5b%-7%+1,14S+S,X7B+-4>(+/*X4S+)*6"+

[+3"'F++7235#+ ,/>+[+3"!B+#+5,]S1&+

5,+4*"%+5b#*%)+57)&+?+*+)b"+[+S1?+

5,]""+,XX)"+)+W"+/1+5"+X,X-"+4+521"+

[-*(+b2-*"S+)4c+S+723)b"+5"14"+-23+1!+

+)W47"+)+W#+)6]?2#+,-[S4%+[6]["+7*S#+

[)X%+,S]%+X6,)b?+W-77%+)*%&++*+4S"+

5+5b"+5*14+572,#+,)[#"+)7/)"?++[/43,#+

)*B%++4+1%+[b7"+,+))"+[36#++X>4*#B+

,3/3?F+ 5W/1"+ 1/)+3"+ 17+)B+ 1,4[+

,3/3#'?+)*%''7-++)+*7+V+3#+565,*)"+

)6]F+"+)72)(++*b"S+111"4"?++[Y*?+)7/)"++

-b4+73)*"+[]c*&+W\[++bX+>+[/Y"+

)cc4"+7b[1+>7[?+)+7)47+1*/(++/5+3+17/.

>bb#+3cb"'+>7[B++S2%S1+W214"+-X-""++X.

-1,"+X*4-#+\251#+53+*&+X*4-?+4+31%+

131##+,3/3"''+)7*X"!++*4S#+\[*)"+1*>?+

,S]#+)67"%+"+3[+1?+-S1?+16*]7+S314#+

bSS+[-4+/X-+51+4)7"+3+)["+5[,1)+bc+7"+

)+3>#X"+-1)%+bS/-[+,231%+744)%#+*>>%+

3+7+b6]+(++76](+27"47"+)"8:K"&#+1*Y*#+

+167%+[S7X"+*Z6]"++d1?+[14"+)*(#+-1]%+

3cb""+57)6#+"+57)"+"+,)/+7#+)+#'

!!注!+为-5/#F#&#+-5/&%?(B+-5/""&B(B和-5/""!%F'的*/-E火山图&S为?个数据集中表达上调+表达下调及全部的共同*/-E'

图"!!从-/6数据库中识别肺腺癌中共同的*/-E

B$B!-6和>/--分析!通过*+W2*对所有上调 和下调的共同*/-E进行富集分析(结果显示(所有
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的共同*/-E在生物过程中的血管新生+分支结构的

形态形成和白细胞迁移等过程中显著富集&共同

*/-E的细胞成分聚集区域是膜筏+质膜的组成成分

和细胞外空间的位置等&共同*/-E的分子功能富集

于转化生长因子.'$,-[.'%结合+,-[.'激活受体活

性和肝素结合等(见图#+'>/--富集分析显示(共

同*/-E参与癌症中的蛋白聚糖+细胞黏附分子和神

经活性配体.受体相互作用等代谢途径中(见图#S'

B$C!112网络中枢基因!通过5,42X-数据库和

)OI8EL;JH软件绘制所有的共同*/-E的112网络(

由"(?个节点和"B(条边组成'利用LOI8bPTT;程

序的 3))算法(选择 3))得分最高的前"'位基因

$1/)+3"+/X-+W\[+,/>+,231"+)+W"++X.

-1,"++)W47"+S314#和53+*&%作为中枢基因(中

枢基因相互作用关系图(见图%'3))得分越高代表

该蛋白质与其他蛋白质的112关系越紧密(见表#'

!!注!+为-6分析后!$'$'(的前"'位结果&S为>/--富集分析后取!$'$'(的前(位结果'

图#!!-6和>/--分析结果(112网络构建结果及获取的中枢基因

!!注!红色到黄色的节点代表中枢基因的连接关系由强到弱'

图%!!共同*/-E的中枢基因及相互作用关系

B$D!中枢基因的验证及生存分析!-/12+#在线分

析工具的Q4X+表达水平验证结果显示(除,231"
外(其余B个中枢基因在肺腺癌患者中均表达下调(

见图?+(验证的结果与前文的研究结果一致'此外(

通过 -/12+#进行了中枢基因在肺腺癌患者的 65
分析见图?S'根据所得到的生存分析结果进行3;<.

IHM.)80检验发现(1/)+3"和/X-的低表达与预

后不良相关$!$'$'(%(见图?)'最终(1/)+3"和

/X-被选为诊断和预后的潜在生物标志物'
表#!!3))算法得分前"'位的中枢基因

排名 蛋白质名称 得分$分% 基因名称

" B&'&$/X51'''''?(F?#" %"' 1/)+3"

# B&'&$/X51'''''%&##BB %'& /X-

% B&'&$/X51'''''#&"?'( #!B W\[

? B&'&$/X51'''''%&B%F( #FF ,/>

( B&'&$/X51'''''#"!%!! #?# ,231"

& B&'&$/X51'''''%%B"B" "(% )+W"

F B&'&$/X51'''''?#!%?' "#& +X-1,"

! B&'&$/X51'''''%F%(F? %! +)W47"

B B&'&$/X51'''''%&%F'! %( S314#

"' B&'&$/X51'''''#!!!?' #F 53+*&
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!!注!+为使用-/12+#的数据库验证肺腺癌肿瘤组织和正常组织中1/)+3"+/X-+W\[+,/>+,231"+)+W"++X-1,"++)W47"+S314#

和53+*&的Q4X+表达水平&S为1/)+3"+/X-+W\[+,/>+,231"+)+W"++X-1,"++)W47"+S314#和53+*&的Q4X+表达水平对

肺腺癌患者的预后影响&)为使用 3;<IHM.)80检验比较肺腺癌中不同基因对生存预后影响的贡献度(由蓝到红表示影响程度由强到弱'

图?!!中枢基因的验证及生存分析结果

C!讨!!论

!!肺腺癌是最常见的恶性肿瘤之一(中晚期肺癌患

者往往预后不良(缺乏早期诊断肺腺癌的生物标志物

是重要原因之一'本研究选择早期肺腺癌的-/6数

据集(通过生物信息学方法来确认与早期肺腺癌患者

相关的中枢基因(期望得到可用于早期肺腺癌患者筛

选和改善预后的生物标志物'

本研究中筛选的?个 -/6 数据集 -5/#F#&#+

-5/&%?(B+-5/""&B(B和-5/""!%F'(包含来自不同

地区的数百个+期或(期样本(既考虑了方法+环境

和种族等差异的影响(又将研究对象限定在早期肺腺

癌中'通过比较发现(?个数据集的*/-E为"(种上

调基因和"%B种下调基因'*+W2*在线分析工具分

析结果显示(这些*/-E主要富集于血管新生+细胞

膜筏+,-[.'结合及癌症的蛋白聚糖相关基因'同

时(使用LOI8bPTT;程序获得"'个中枢基因(分别是

1/)+3"+/X-+W\[+,/>+,231"+)+W"++X.

-1,"++)W47"+S314#和53+*&(其中仅,231"
在早期肺腺癌中表达上调(其余B个基因均为表达下

调'生存分析结果显示(1/)+3"和/X-的表达水

平降低与肺腺癌患者生存预后不良相关(值得进一步

研究'-/12+#是一款广泛用于分析基因表达和分

析肿瘤组织与正常组织样本之间的相互作用的在线

分析工具)B*(结果经验证后可极大地提高可信度'本

研究中(-/12+#在线分析工具的 Q4X+表达水平

验证结果显示(除,231"外(其余B个中枢基因在肺
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腺癌患者中均表达下调(验证结果与-/6#4的筛选

结果一致(根据所得到的生存分析结果进行 3;<IHM.

)80检验发现(1/)+3"和/X-低表达与肺腺癌患

者预后不良相关$!$'$'(%'

1/)+3"(也称为)*%"(主要在血小板+单核细

胞+中性粒细胞和特定,细胞的表面发现)"'*(参与内

皮细胞的细胞间连接)""*'1/)+3"在血管生物学中

的基本作用是可参与嗜异性或同质性结合'有研究

表明(1/)+3"与整合素激活+血管生成和白细胞迁

移有关)"#*'此外(1/)+3"也是组织中早期血管成

分的重要标志物'X/\3+X 等)"%*发现(1/)+3"
可与,-[.'受体$,-[.'4%发生物理相互作用(并干

扰体内)*!@ ,细胞介导的肿瘤清除过程')b/X
等)"?*发现(在转移了+(?B细胞的严重联合免疫缺陷

小鼠 中(1/)+3" 可 促 进 肺 癌 的 进 展 和 转 移'

,+>+5/等)"(*报道(1/)+3"在正常组织的染色结

果高于肿瘤组织(而近期的一项研究发现(1/)+3"
也在其他的癌症中存在表达差异(如早期喉鳞状细胞

癌和血管肉瘤)"&."F*'这些研究结果与本研究基于生

物信息学的结果一致'

/X-是血管内皮的一种糖蛋白(可与 ,-[.'4
的'"和'%肽结合

)"!*'/X-作为一种多效性细胞因

子(具有调节细胞迁移+增殖和分化等不同的功能)"B*'

肿瘤生长与血管形成高度相关(因此组成血管内皮的

/X-往往是检测肿瘤特异性新生血管的重要标志

物)#'*'>Z3+4等)#"*通过免疫组化分析发现(血管

增殖和形成在肿瘤生长和侵袭中具有重要作用'近

年来(胆管癌和胶质母细胞瘤等多种癌症已被发现与

/X-的表达水平有关)##.#%*'此外(在癌症患者的血

液中也检测到可溶性/X-)#?*'这些结果与生物信息

学分析得出的/X-与早期肺腺癌(尤其是与血管生

成相关是一致的'上述研究结果共同表明(/X-可

作为早期肺腺癌的有效生物标志物'

有研究报道(1/)+3""/X-比值是评价血管生

成的重要指标'因为1/)+3"可用于识别内皮细

胞(而 /X- 可识别活化的内皮细胞'S+Z3+X
等)#(*报道显示(在肾细胞癌中(1/)+3""/X-比值

与肿瘤分期一致$!$'$'''"%'3+426X2等)#&*报

道显示(1/)+3""/X-可用于评估喉鳞状细胞癌的

预后'因此(有望将1/)+3""/X-比值用于评估肺

腺癌的肿瘤进展'

综上所述(本研究选取来自不同地区的早期肺腺

癌患者的?个-/6数据集(通过生物信息学分析发

现(*/-E主要与血管新生+细胞膜筏+,-[.'结合和

癌症蛋白聚糖相关(生存分析表明(1/)+3"和/X-
的表达下调与肺腺癌患者预后不良具有相关性'本
研究结果表明(1/)+3"和/X-在早期肺腺癌的诊

断和进展中具有重要作用(可作为肺腺癌诊断和预后
判断的潜在生物标志物'
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