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!!摘!要"目的!采用稳健排序整合算法#''($筛选胃癌潜在的治疗和预后靶点!为胃癌的早期诊断%预后
评估和诊断试剂盒的开发提供依据&方法!挖掘高通量基因表达数据库#)*+$中,套胃癌基因表达谱数据
#)-*&.!"/%)-*0#%1/%)-*0&1%!%)-*00""/%)-*,//,#%)-*!!11/,%)-*!!1/!0$!筛选差异表达基因!并对
差异表达基因进行基因本体论#)+$和京都基因和基因组百科全书#2*))$功能富集分析!得到胃癌相关生物
学过程和细胞信号通路&对差异表达基因结果进行蛋白质3蛋白质相互作用#445$网络分析!构建蛋白互作网
络!使用''(法筛选网络核心基因&通过657*'-+'8算法进行免疫细胞浸润分析!使用'语言-9:;<;=>包
分析核心基因与总生存率的相关性&结果!通过生物信息学分析!共筛选得到!"个网络核心基因#6?)7%

6+@.(!%8?7-!%6+@#(!%6+@!(!%6+@!("%-44!%@AB%C))%85B4!%D6(E和-4('6基因$&免疫
细胞浸润分析显示!与胃癌组织相比!""种免疫细胞中6F.8细胞在正常胃组织中占主导地位&生存分析结
果表明!6?)7%6+@.(!%8?7-!%6+@#(!%6+@!(!%6+@!("%-44!%@AB%C))%85B4!%D6(E 和

-4('6在高%低表达组中! 均小于%$%&!这些基因表达量与胃癌患者的总生存期显著相关&结论!6F.8细
胞在胃癌的发生发展中起重要作用!6?)7%6+@.(!%8?7-!%6+@#(!%6+@!(!%6+@!("%-44!%@AB%

C))%85B4!%D6(E和-4('6可能成为胃癌的早期诊断和预后评估的关键靶点&
关键词"稳健排序整合算法"!胃癌治疗靶点"!核心基因"!免疫细胞浸润分析"!预后"!生物信息学
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!!胃癌是中国乃至世界范围内最常见的恶性肿瘤
之一'有研究显示(胃癌与肺癌和乳腺癌占据了&%\
的新发癌症病例)!*(已成为全球关注的焦点医疗问
题)"*(并且绝大多数胃癌患者在被确诊时已经进入进
展期(失去了最佳手术治疗机会'因此(胃癌的早期
诊断和预后评估意义重大'稳健排序整合算法
$''(%是由爱沙尼亚学者 '=<;J2J>PL等提出的一
种利用概率模型整合排序列表的分析方法'该算法
可以使用 '语言中的核心函数+'JS9HN'=IU(Q3
Q:LQ,包来实现)#*'本研究利用高通量基因表达数据
库$)*+%中的,套胃癌基因芯片表达谱数据集
$)-*&.!"/-)-*0#%1/-)-*0&1%!-)-*00""/-

)-*,//,#-)-*!!11/,-)-*!!1/!0%(采用基于''(
算法的多步骤生物信息学分析方法鉴定差异表达基

因(并分析其在胃癌发生和发展中的分子生物学功
能(以期为后续胃癌早期诊断预后模型的构建-实验
验证-机制研究和胃癌早期诊断试剂盒的开发提供理
论依据'

A!资料与方法

A$A!资料来源!在)*+$ONNMH!""XXX$IKS<$I>V$
I<O$QJ;"QLJ"%中检索胃癌相关基因表达谱数据'在
数据库的检索框中(首先输入+Q=HN:<KK=IKL:,(然后点
击+-L=:KO,进行检索'基因表达芯片选择标准如下!
$!%数据集为胃癌组织样本&$"%样本同时包含胃癌组
织及正常组织&$#%数据类型为基因表达谱&$.%数据
的组织来源为人源样本&$&%数据集的样本量$!%例'
根据以上筛选条件(最终筛选得到了,套符合要求的

)*+胃癌芯片表达谱数据'这些数据集分别是

)-*&.!"/- )-*0#%1/- )-*0&1%!- )-*00""/-

)-*,//,#-)-*!!11/,和)-*!!1/!0'

A$B!方法

A$B$A!胃癌表达谱数据预处理!胃癌基因表达谱数
据通过数据清洗-标准化和转换等步骤(获得数据表
达矩阵并进行后续的差异分析'

A$B$B!差异基因筛选!使用'语言><VV=包(根据
差异倍数$C6%的对数的绝对值%>JQ"$C6%%&!(并且
满足错误发现率$CF'%'%$%&分析'为了观察CF'
和C6之间的关系(利用火山图进行可视化(并按照每

个基因的变化倍数对结果进行排序(以便进行后续的
分析'

A$B$C!''(分析!根据每个数据集中基因的C6对
上调和下调的基因进行排名'然后(使用'包根据,
套数据集中基因的排名来获取稳健的差异表达基因

$F*)H%'

A$B$D!功能富集分析!针对!$"$#中获取稳健的

F*)H(利用'语言的K>9HNL:4:JR<>L:包进行基因本体
论$)+%和京都基因和基因组百科全书$2*))%富集
分析(并生成可视化结果(如富集柱状图和通路图'

A$B$E!蛋白质3蛋白质相互作用$445%网络构建和可
视化!将稳健的差异表达基因$:JS9HNF*)H%上传到

-8'5E)在线数据库(并选择了置信度大于%$/作为
筛选标准'通过6TNJHK=ML$版本#$0$!%软件(生成

445网络(使用6TNJHK=ML插件 B6+F*来筛选445
网络中的显著模块'

A$B$F!核心基因筛选!使用!%种拓扑分析算法
$B66-FBE6-BE6-FLQ:LL-*46-7JNN>LELKU-*K3
6LIN:<K<NT-6>JHLILHH-'=P<=><NT-7LNXLLIILHH%对前

&%个基因进行排名(!%种算法的基因取交集得到核
心基因'

A$B$G!免疫细胞浸润分析!通过657*'-+'8算法
将归一化的基因表达矩阵转换成""种免疫细胞矩
阵'根据!'%$%&的标准对免疫细胞矩阵进行过滤(
然后用657*'-+'8算法识别正常组织和胃癌样本
之间""种免疫细胞的相对表达(并进行主成分分析
$46(%以确定正常组织和胃癌组织之间的差异'

A$B$H!癌症基因组图谱$86)(%数据库胃癌基因表
达谱数据下载!在 86)($ONNMH!""K=IKL:QLIJVL$
I<O$QJ;"%数据库中以+Q=HN:<KK=IKL:,为关键词进行
检索'对86)(数据库中的胃癌数据进行如下筛选!
$!%病例(选择86)(3-8(F$-NJV=KO=PLIJK=:K<IJ3
V=%&$"%文件中的数据分类(选择转录组谱$8:=I3
HK:<MNJVLM:JR<><IQ%&$#%数据类型(选择基因表达定
量&$.%实验策略(选择'E(测序$'E(3HL[%&$&%工
作流类型(选择 ?8-L[3C42B'随后(下载胃癌表达
谱数据和临床数据'

A$B$I!统计学处理!根据%>JQ"$C6%%&!且CF''
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%$%&筛选稳定的F*)H'采用多因素6+]比例风险
回归分析方法(建立具有预后价值的胃癌核心基因评
估模型'利用受试者工作特征$'+6%曲线及曲线下
面积$(A6%预测胃癌患者!%年生存率(使用2=M>=I3
BL<L:生存曲线来比较不同组之间生存率的差异'以

!'%$%&为差异有统计学意义'

B!结!!果

B$A!胃癌)*+基因表达芯片数据集筛选!根据前
期对)*+数据集的严格筛选条件(获得,套胃癌基
因表达数据(总样本量为,&0例'其中(胃癌样本为

&"#例(正常样本为"##例',套胃癌基因芯片表达

数据中上调基因和下调基因的数量分布情况见表!'
使用火山图$图!%显示了差异基因在各个数据集中的
分布情况(红色表示上调基因和绿色表示下调基因'
表!!!各)*+基因芯片表达数据差异基因分布#+$

序号 )*+编号 差异基因总数 上调基因 下调基因

! )-*&.!"/ !,/# 1/. 1//
" )-*0#%1/ .#& "&, !,1
# )-*0&1%! """" !%1" !!.%
. )-*00""/ "0 " ".
& )-*,//,# 1&, .!% ..,
0 )-*!!11/, 1 # &
, )-*!!1/!0 0"& "1% #.&

!!注!-<QI<R<K=IN(显著性&FJXI(下调&AM(上调&EJN(不显著'

图!!!各组基因表达芯片数据火山图

B$B!'JS9HN:=IU=QQ:LQ=N<JI算法筛选胃癌差异表
达基因!选择CF''%$%&且差异变化倍数&!作为
最终的差异表达基因'经过筛选(共计得到#..个显
著差异表达基因(其中包括!"0个显著上调基因和

"!1个显著下调基因'为了说明这些基因在,套胃癌
数据集中的表达模式一致性(绘制了排名最显著的前

"%个基因的表达谱热图(见图"'

B$C!差异基因功能及通路富集!对差异基因进行功
能和通路富集分析()+功能富集分析结果显示(在生
物学过程分类上(差异表达基因的主要富集于细胞外
基质组织(在细胞组分分类上(这些基因显著富集于
细胞外基质(内质网和基底膜等(同时(这些差异表达
基因在分子功能分类上显著富集于受体和配体的调

节功能&通过 2*))通路富集(分析发现(表达差异
基因显著富集于蛋白的消化和吸收-胃酸分泌-化学
致癌及其他物质能量代谢途径'

B$D!F*)H的445网络构建!将#..个差异基因导

入-8'5E)数据库(来观察基因445网络(并使用'
语言插件 B6+F*进行分析构建子网络(其中(红色
表示上调基因(绿色表示下调基因(见图#'

B$E!核心基因筛选!使用 B66-FBE6-BE6-FL3
Q:LL-*46-7JNN>LELKU-*K6LIN:<K<NT-6>JHLILHH-'=P<=><NT-

7LNXLLIILHH!%种拓扑分析算法对前&%个基因进行排
名(!%种算法的基因取交集得到核心基因(分别是!

6?)7-6+@.(!-8?7-!-6+@#(!-6+@!(!-6+@!("-

-44!-@AB-C))-85B4!-D6(E和-4('6'

B$F!免疫细胞浸润分析!使用657*'-+'8算法(
胃癌组织中""种免疫细胞种类$图.(%'与其他免
疫细胞相比(6F.8细胞在胃癌组织中表达较低(而
在正常胃组织中表达较高$图.7%'以上结果表明(

6F.8细胞对于胃癌的发生发展可能起着至关重要
的作用'此外(本研究还构建了可视化小提琴图以证
明上述发现$图.6%'46(图$图.F%显示(在正常胃
组织和胃癌组织中免疫细胞浸润具有个体差异'
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图"!!''(算法筛选的胃癌F*)H

!!注!(为#..个差异基因445网络&7-6-F为子网络&红色表示上调基因(绿色表示下调基因'

图#!!差异基因445网络

B$G!生存分析!使用'语言-9:;<;=>包分析!"个核
心基因与患者总生存率的相关性(将患者样本分为高-

低表达两组(以获得2=M>=I3BL<L:生存曲线'生存曲
线分析结果表明(6?)7$!^%$%%1%-6+@.(!$!^
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%$%%!%-8?7-!$!^%$%%.%-6+@#(!$!^%$%%"%-
6+@!(!$! %̂$%!%%-6+@!("$! %̂$%%/%--44!$!^
%$%.&%-@AB$!^%$%%0%-C))$!'%$%%!%-85B4!

$! %̂$%!#%-D6(E$!'%$%%!%和-4('6$! %̂$%%#%
在高-低表达组间相比(! 值均小于%$%&(说明这些基
因高-低表达与胃癌患者的总生存期显著相关'

!!注!(为胃癌组织中""种免疫细胞种类&7为6F.8细胞表达情况&6为可视化小提琴图&F为46(图&EJ:V=>(正常胃组织&89VJ:(胃癌组织'
图.!!免疫细胞浸润分析
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C!讨!!论
!!根据"%!&年的中国癌症统计数据(胃癌是中国
乃至世界范围内发病率和死亡率最高的四种癌症之

一).3&*'很多胃癌患者在被诊断时已经处于进展期(
错过了最佳的手术切除的机会(晚期和进展期胃癌患
者的&年总生存率较低)0*'因此(挖掘和寻找关键的
潜在胃癌治疗和预后的标志物具有极其重要的意义'

生物信息学技术和方法的不断发展推动了人们对

恶性肿瘤大数据挖掘研究的认知和理解'通过基因芯
片-'E(3HL[技术及公开数据库(如)*+和86)(的
应用(研究人员能够从转录组-蛋白组和其他组学层面
更深入地了解癌症的发生和发展机制'本研究利用了
)*+数据库中的,个胃癌基因芯片表达谱数据集
$)-*&.!"/-)-*0#%1/-)-*0&1%!-)-*00""/-
)-*,//,#-)-*!!11/,-)-*!!1/!0%'通过''(算
法的多步骤生物信息学分析方法(初步鉴定出#..个
显著的稳健差异表达基因(其中包括!"0个上调表达
基因和"!1个下调表达基因'同时(通过经典的生物
信息学注释和富集分析方法筛选出!"个核心基因
$6?)7-6+@.(!-8?7-!-6+@#(!-6+@!(!-
6+@!("--44!-@AB-C))-85B4!-D6(E 和

-4('6%'之后(利用逐步多因素6+]风险比例模
型构建了胃癌核心基因的预后评估模型(结果发现这
些基因在高-低表达组中! 值均小于%$%&(说明这些
基因高低表达组与胃癌患者的总生存期显著相关'
免疫细胞浸润结果表明(与其他免疫细胞相比(6F.
8细胞在胃癌组织中表达较低(而在正常胃组织中表
达较高(表明6F.8细胞对于胃癌的发生发展可能起
着至关重要的作用),*'在胃癌发展的过程中(6F.8
细胞的功能和数量可以受到多种因素的影响)1*'免
疫系统中的6F.8细胞可以识别和攻击癌细胞(发挥
抗癌免疫应答的作用)/*&其能够激活其他免疫细胞(
如6F18细胞和自然杀伤细胞(增强其对癌细胞的杀
伤效应)!%*'此外(6F.8细胞还可以产生细胞因子(
如干扰素"和肿瘤坏死因子(抑制癌细胞的增殖和生
存)!!*'癌细胞和其他免疫抑制细胞(如调节性 8细
胞$8:LQ细胞%和肿瘤相关巨噬细胞(可以释放免疫抑
制因子(限制6F.8细胞的功能和增殖)!"*'这种抑
制性微环境可以导致免疫耐受和免疫逃逸(使得胃癌
细胞能够逃避免疫系统的攻击'

6?)7-6+@.(!-8?7-!-6+@#(!-6+@!(!-
6+@!("--44!-@AB-C))-85B4!-D6(E 和

-4('6可能成为胃癌的早期诊断和预后的关键靶
点'6?)7属于一种特异性蛋白质(它在神经内分泌
细胞中起到储存和释放激素的作用'有研究发现(高
表达的6?)7基因与胃癌的恶性生物学行为如侵袭
和转移相关'此外(6?)7也被认为参与了胃癌细胞
的血管生成和肿瘤微环境的调节)!#*'6+@.(!是编
码胶原蛋白#$!链的基因(可以与其他细胞外基质分
子相互作用(调节肿瘤细胞与基质的相互作用(从而
影响胃癌的浸润和转移能力)!.*'8?7-!是一种细胞

外基质蛋白质(具有调节细胞3细胞和细胞3基质相互
作用的功能(8?7-!可以影响肿瘤微环境中的血管
生成过程(为胃癌的生长和转移提供支持)!&*&6+@#(!
是编码胶原蛋白%$!链的基因(其在组织的弹性和稳
定性中发挥关键作用'6+@!(!和6+@!("分别是编
码胶原蛋白&$!链和编码胶原蛋白&$"链的基因'
6+@#(!-6+@!(!-6+@!("与胃癌细胞的增殖-迁移-
凋亡和侵袭密切相关)!0*'-44!可通过激活45#2"
(28信号通路抑制胃癌细胞的增殖-侵袭-转移和上皮
间质转化)!,*'@AB 是一种编码骨架蛋白的基因(
@AB在细胞外基质中发挥重要的调节作用(并参与多
种生物学过程(是弥漫型胃癌的核心基因)!1*'C))是
人类体内的一种蛋白质(属于纤维蛋白原家族的成员之
一(在肿瘤细胞中通过激活*B8信号通路(促进癌细
胞的恶性侵袭(与肿瘤细胞的早期浸润和术后复发密切
相关)!#*'85B4!是一种由85B4!基因编码的蛋白质(
85B4!通过抑制金属蛋白酶的活性(参与调节细胞外
基质的降解和重建(血清85B4!水平升高与胃癌患者
预后不良相关(因此(高表达的85B4!是患者预后不良
的独立衡量指征)!/*'D6(E是一种编码大分子基质蛋
白的基因(在细胞外基质中起着重要的调节作用(
D6(E基因的表达与特定免疫细胞6F._ 8-6F1_ 8
和免疫分子如 6F"-6F#F 和 6F#* 密切相关)"%*'
-4('6是一种由细胞分泌的酸性且富含半胱氨酸的蛋
白质(在肿瘤进展的不同阶段可参与细胞外基质的重塑
过程(充当肿瘤抑制或启动的因子)"!*'

本研究在分析和筛选过程中采取了循序渐进-系
统并具有逻辑性的方法(然而(在深入分析时需要注
意以下问题和不足之处!首先(后续根据临床样本(采
用实时荧光定量46'$[46'%和蛋白质印迹$̀ LHNL:I
S>JNN<IQ%来验证上述差异表达基因的结果&其次(在
临床样本中(应用该基因模型来评估胃癌患者的预后
时(需要进行相应的检测'这将有助于确定该基因模
型在不同样本集群中的适用性(还可以探索这些差异
表达基因在胃癌发生发展中的功能和机制(从而更好
地理解其生物学意义'

综上所述(6F.8细胞在胃癌的发生发展中起着
重 要 作 用(6?)7-6+@.(!-8?7-!-6+@#(!-
6+@!(!-6+@!("--44!-@AB-C))-85B4!-
D6(E和-4('6可能为胃癌的早期诊断和预后的
关键靶点'研究这些基因在胃癌发生和发展中的分
子生物学功能(可为后续胃癌早期诊断预后模型的构
建-实验验证-机制研究和胃癌早期诊断试剂盒的开
发提供了理论依据'
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