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摘   要 目的： 运用生物信息学方法探讨胃癌的预测指标和治疗靶点，并分析其与预后的关系。

方 法： 从 基 因 表 达 综 合（GEO） 数 据 库 下 载 3 个 微 阵 列 数 据 集（GSE13911、GSE33651、

GSE79973），运用 GEO2R 筛选出胃癌样本与正常组织样本间的差异表达基因，通过基因本体论（GO）

富集分析和京都基因与基因组百科全书（KEGG）分析对差异基因进行功能和通路注释，同时使用

STRING 和 Cytoscape 构建蛋白互作网络（PPI），筛选出枢纽基因，结合 Kaplan-Meier plotter 数据库

对筛选出的枢纽基因进行预后分析。

结果： 共筛选出 135 个差异表达基因，其中 68 个上调，67 个下调。GO 分析结果表明差异表达基因主

要参与信号转导、钙离子结合、细胞外外泌体等生物学过程。KEGG 分析显示差异基因主要富集的通

路包括 PI3K/Akt 信号通路、ECM 受体相互作用、黏着斑。经 PPI 分析筛选得出 COL1A1、COL1A2、

COL4A1、FN1、THBS1、CD44、COL2A1、COL4A2、CXCL8、COL5A1 为 枢 纽 基 因， 生 存 分 析 显 示

除 THBS1 的上调，其余基因的差异表达均影响胃癌患者的总体生存率。

结论： 所筛选的枢纽基因的异常表达可能参与胃癌的发生发展过程，与胃癌患者的预后密切相关，可

以作为潜在的预测指标和治疗靶点为胃癌的进一步研究提供依据。
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胃 癌 是 最 常 见 的 胃 肠 道 肿 瘤 之 一 ， 是 一 种 全

球 性 的 健 康 问 题 。 近 来 ， 胃 癌 患 者 的 治 疗 在 很 大

程 度 上 取 决 于 肿 瘤 病 理 分 期 ， 病 理 活 检 仍 然 在 胃

癌的诊断中发挥着重要作用[1]。然而，活检对于潜

在 胃 癌 患 者 没 有 显 著 作 用 ， 大 多 数 具 有 特 定 不 适

症 状 的 患 者 其 实 已 发 展 至 中 晚 期 ， 因 此 全 球 胃 癌

患者的5年生存率仅为10%左右 [2]。由于对胃癌进

行了广泛筛查，在美国这一比率约为30.4%，而韩

国的胃癌患者5年生存率超过65%[1]。

研 究 表 明 ， 大 量 生 化 标 志 物 参 与 肿 瘤 的 发 生

发 展 过 程 并 可 用 于 早 期 筛 查 [ 3 ]， 但 许 多 现 有 指 标

过 于 敏 感 ， 在 不 同 种 类 的 肿 瘤 发 生 中 均 有 差 异 表

达 。 因 此 ， 有 必 要 进 一 步 探 究 胃 癌 发 生 发 展 中 新

的 、 特 异 性 高 的 诊 断 标 志 物 和 治 疗 靶 点 。 目 前 ，

高 通 量 测 序 已 成 为 生 命 科 学 领 域 研 究 的 重 要 工

具 ， 在 癌 症 早 期 诊 断 、 癌 症 分 级 和 预 后 预 测 等 研

究 中 的 使 用 愈 发 广 泛 [ 4 ]， 各 种 生 物 信 息 学 数 据 库

如GE O也为癌症基因表达谱的数据挖掘提供了平

台 [5]。本研究从GEO中下载原始数据，通过比较胃

癌 样 本 与 正 常 组 织 样 本 的 基 因 表 达 谱 筛 选 出 差 异

表 达 基 因 ， 对 差 异 基 因 进 行 生 物 信 息 学 分 析 并 结

合Kaplan -Meier  p lo t te r数据库进行预后分析，进

而 从 分 子 水 平 研 究 胃 癌 的 发 生 、 发 展 机 制 ， 为 胃

癌 的 诊 断 、 靶 向 药 物 研 究 及 判 断 预 后 提 供 有 价 值

的信息。

1　材料与方法

1.1  基因芯片数据

从 美 国 国 立 生 物 技 术 信 息 中 心 （ N C B I ）

的 G E O 数 据 库 （ h t t p s : / / w w w . n c b i . n l m . n i h .  g o v /

g e o / ） 中 筛 选 出 3 套 胃 癌 数 据 集 （ G S E 1 3 9 1 1 、

GSE33651、GSE79973），其中数据集GSE13911

和 G S E 7 9 9 7 3 基 于 G P L 5 7 0 平 台 （ [ H G - U 1 3 3 _

Plus_2] Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 

A r r a y ） ， 数 据 集 G S E 3 3 6 5 1 基 于 G P L 2 8 9 5 平 台

（GE Healthcare/Amersham Biosciences CodeLink 

Human Whole Genome Bioarray）。

1.2  差异表达基因的筛选

利用GEO数据库自带的在线分析工具GEO2R

（https://www.ncbi.nlm. nih.gov/geo/geo2r/）处理

原 始 数 据 ， 将 数 据 分 为 胃 癌 组 和 正 常 组 进 行 进 一

步分析。差异基因筛选标准：校正后P值<0.05，

|logFC|≥1。对每个数据集进行统计分析，使用在

线工具Venn diagram（bioinformat ics .psb.ugent .

be/webtools/Venn/）确定3组数据的相交部分。

1.3  差 异 表 达 基 因 的 基 因 本 体 论（gene 

ontology，GO）分析和通路（KEGG）分析

GO分析是大规模功能富集研究的常用方法，

基因功能被分成生物过程（bio log ica l  p rocess，

BP）、分子功能（molecu la r  f unc t i on，MF）和

differentially expressed genes were performed by Gene ontology (GO) and Kyoto Encyclopedia of Genes and 

Genomes (KEGG) analyses, Meanwhile, the protein-protein interaction network (PPI) was constructed using 

STRING and Cytoscape to pick up the hub genes, and the relations of the hub genes with prognosis were analyzed 

using the Kaplan-Meier plotter database. 

Results: A total of 135 differentially expressed genes were screened, of which 68 were up-regulated and 67 were 

down-regulated. GO analysis showed that the differentially expressed genes were mainly enriched in biological 

processes such as signal transduction, calcium ion binding and extracellular exosomes. KEGG analysis revealed 

that the major enriched pathways of the differentially expressed genes included PI3K/Akt signaling pathways, 

ECM receptor interactions and focal adhesions. PPI analysis showed that COL1A1, COL1A2, COL4A1, FN1, 

THBS1, CD44, COL2A1, COL4A2, CXCL8, COL5A1 were the hub genes. Survival analysis showed that except 

the up-regulation of THBS1, the abnormal expressions of other hub genes were significantly associated with the 

overall survival of the gastric cancer patients. 

Conclusion: The abnormal expressions of the screened hub genes may be involved in the development and 

progression of gastric cancer, and could be closely related to the prognosis of gastric cancer patients. These genes 

may serve as potential predictors and therapeutic targets for further research of gastric cancer. 
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细胞组分（cel lu lar  component，CC）3类。京都

基因与基因组百科全书（Kyoto  Encyc loped ia  o f 

Genes and Genomes，KEGG）是一个整合了大量

关 于 基 因 组 、 疾 病 、 化 学 物 质 和 药 物 、 生 物 途 径

和 系 统 功 能 信 息 的 数 据 库 ， 可 对 基 因 功 能 进 行 系

统分析。本研究使用David（https: / /david.ncifcrf .

gov/）数据库进行GO分析和KEGG分析，P<0.05且

基因数（gene count）≥10，可认为差异具有统计

学意义。

1.4  蛋白互作网络的构建和枢纽基因的筛选

利用STRING（http: / /s tr ing-db.org/）数据库

构 建 差 异 基 因 的 蛋 白 互 作 网 络 （ P P I ） ， 互 作 评

分>0.4作为阈值条件。将PPI网络导入Cytoscape

（www.cytoscape.org/）进行可视化，计算节点的

边（degree），具有较高连接度的节点往往对维护

整个网络的稳定更加重要，本研究选取前10位为

枢纽基因。

1.5  枢纽基因的预后分析

使 用 K a p l a n - M e i e r  p l o t t e r （ h t t p : / / k m p l o t .

com/ana ly s i s /）数据库来评估枢纽基因的预后价

值。对于每个基因，根据mRNA表达值自动将癌症

患 者 分 为 高 表 达 和 低 表 达 两 组 进 行 比 较 ， 每 个 基

因所用的探针ID显示在表3中，P<0.05认为差异有

统计学意义。

2　结　果

2.1  差异表达基因的筛选

该研究选择了3组基因表达谱（GSE13911、

G S E 3 3 6 5 1 、 G S E 7 9 9 7 3 ） 。 其 中 ， G S E 1 3 9 1 1 含

38个胃癌样本和10个正常组织样本，GSE33651含

4 0 个 胃 癌 样 本 和 1 2 个 正 常 组 织 样 本 ， G S E 7 9 9 7 3

含10个胃癌样本和10个正常组织样本。根据调整

后P<0.05和|logFC|≥1的标准，GSE13911中共鉴

定出3 288个差异基因，包括1 001个上调基因和

2 287个下调基因；GSE33651中共鉴定出2 178个

差异基因，包括1 588个上调基因和590个下调基

因；GSE79973共鉴定出1 405个差异基因，包括个

486上调基因和919个下调基因。绘制韦恩图分析

以得到3组数据集差异基因的交集，共135个基因

在3组中均有差异表达，其中68个基因明显上调，

67个明显下调（图1）。

2.2  差异表达基因的 GO 和 KEGG 分析

使 用 D A V I D 进 行 差 异 基 因 的 G O 和 K E G G 分

析 。 G O 分 析 显 示 差 异 基 因 主 要 富 集 的 B P ： 信 号

转 导 ， 细 胞 外 基 质 组 织 ， 细 胞 黏 附 ， 氧 化 还 原 过

程 ； 主 要 富 集 的 M F ： 钙 离 子 结 合 ， 相 同 蛋 白 结

合 ； 主 要 富 集 的 C C ： 细 胞 外 外 泌 体 ， 细 胞 外 空

间 ， 细 胞 外 区 域 ， 细 胞 外 基 质 ， 内 质 网 ， 细 胞 表

面，内质网腔。KEGG分析显示差异基因主要富集

的通路包括：PI3K/Akt信号通路，ECM受体相互

作用，黏着斑（表1）。

图 1　差异表达基因　　A：上调基因；B：下调基因
Figure 1　Diff erentially expressed genes　　A: Up-regulated genes; B:Down-regulated genes

A B
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表 1　胃癌差异基因的 GO 和 KEGG 分析结果
Table 1　Results of GO and KEGG analyses of the differentially expressed genes in gastric cancer

类型 基因功能 基因 基因数 P
BP GO：0007165~ 信号转导 EDNRA，TNFAIP6，RASSF6，CAP2，PDPN，LGALS1，RTKN2，

CXCL8，GNB4，LRP8，ARHGAP11A，SPARC，ANTXR1，

ANGPT2，RIN3

15 0.029

BP GO：0030198~ 细胞外基质组织 COL4A2，COL4A1，OLFML2B，COL2A1，SPARC，NID2，

COL5A1，CD44，ITGA5，COL1A2，COL1A1，THBS1，COL8A1，

FN1

14 9.63E-10

BP GO：0007155~ 细胞黏附 ATP4B，NID2，COL5A1，THY1，TNFAIP6，CD44，ITGA5，

FAP，COL12A1， COL1A1， THBS1， COL8A1， FN1

13 7.92E-05

BP GO：0055114~ 氧化还原过程 RDH12，FMO5，ALDH6A1，CYP2C18，AKR1B10，CYP2S1，

GPX3，AKR7A3，CYP4F12，CBR3，HPGD，ALDH3A1

12 9.023

MF GO：0005509~ 钙离子结合 ASPN，CAPN9，S100A10，ACTN1，SPARC，NID2，SULF2，

CAPN13，SCIN，SULF1，SYTL2，LRP8，THBS1，SYTL1

14 9.29E-04

MF GO：0042802~ 相同蛋白结合 CAP2，COL2A1，NDC80，PBLD，INHBA，BAG2，COL1A2，

AKR7A3，GALE，MSANTD3，COL1A1，THBS1，FN1，TRIP13

14 0.001

CC GO：0070062~ 细胞外外泌体 RARRES1，KIAA1324，APOC1，SELENBP1，SERPINH1，

PBLD，PKM，CD44，GPX3，AKR7A3，COL12A1，GALE，

RAB27B，COL8A1，THBS1，RAB27A，FN1，ALDH6A1，

RNASE1，COL4A2，LGALS1，S100A10，ACTN1，NID2，

ADGRG2，COL5A1，THY1，NAPEPLD，AKR1B10，SCIN，

PLXDC2，COL1A2，GNB4，PLLP，ANTXR1，MUC5AC，

SYTL1，HPGD

38 2.90E-05

CC GO：0005615~ 细胞外空间 CTHRC1，NRG4，CXCL8，COL2A1，PSAPL1，SELENBP1，

SERPINH1，ALDH3A1，SOSTDC1，FAP，GPX3，COL12A1，

THBS1，ANGPT2，FN1，LGALS1，ACTN1，SPARC，CBR3，

TNFAIP6，CHGA，SULF2，SFRP4，SULF1，COL1A2，COL1A1，

MUC5AC，CMTM3

28 2.44E-07

CC GO：0005576~ 细胞外区域 NRG4，APOC1，CXCL8，COL2A1，FNDC1，GPX3，COL12A1，

COL8A1，THBS1，ANGPT2，FN1，COL4A2，COL4A1，

OLFML2B，ACTN1，SPARC，NID2，COL5A1，INHBA，SFRP4，

COL1A2，LRP8，MUC5AC，COL1A1，ADAMTS2

25 1.70E-04

CC GO：0031012~ 细胞外基质 ASPN，COL4A2，COL4A1，LGALS1，COL2A1，NID2，

COL5A1，PKM，COL1A2，COL12A1，COL1A1，THBS1，

COL8A1， FN1

14 1.05E-07

CC GO：0005783~ 内质网 FMO5，SULF2，ATP2A3，ITGA5，CYP2S1，SULF1，SMIM14，

APOC1，MAL，THBS1，SERPINH1，ALDH3A1，THY1

13 0.010

CC GO：0009986~ 细胞表面 CD44，SULF2，ITGA5，LGALS1，FAP，SFRP4，SULF1，

SPARC，ANTXR1，THBS1，ADGRG2

11 0.004

CC GO：0005788~ 内质网腔 COL4A2，COL4A1，COL1A2，COL12A1，COL2A1，COL1A1，

THBS1，COL8A1，SERPINH1，COL5A1

10 6.21E-06

通路 hsa04151：PI3K-Akt 信号通路 COL4A2，COL4A1，ITGA5，COL1A2，GNB4，COL2A1，

COL1A1，THBS1，ANGPT2，COL5A1，FN1

11 2.82E-04

通路 hsa04512：ECM 受体相互作用 COL4A2，COL4A1，CD44，ITGA5，COL1A2，COL2A1，

COL1A1，THBS1，COL5A1，FN1

10 1.75E-08

通路 hsa04510：黏着斑 COL4A2，COL4A1，ITGA5，COL1A2，ACTN1，COL2A1，

COL1A1，THBS1，COL5A1，FN1

10 2.59E-05
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2.3  PPI 网络构建和枢纽基因鉴定

利用STRING预测差异基因间的相互作用，将

数据导入Cytoscape进行可视化，PPI网络共涉及个

61节点和170条边（图2）。选取PPI网络中连通度

（degree）排序前10的为枢纽基因（表2）。结果表

明，最具代表性的基因为COL1A1，连通度为21，

其次分别为COL1A2、COL4A1、FN1、THBS1、

CD44、COL2A1、COL4A2、CXCL8、COL5A1。

图 2　差异表达基因的 PPI 互作网络（红色：上调，绿色：下调）
Figure 2　PPI network of the diff erentially expressed genes (Red: up-regulated; Green: down-regulated)

表 2　枢纽基因名称及连通度
Table 2　Names and degrees of the hub genes

基因 基因名 连通度
COL1A1 collagen type I alpha 1 chain 21
COL1A2 collagen type I alpha 2 chain 20
COL4A1 collagen type IV alpha 1 chain 15
FN1 fibronectin 1 15
THBS1 thrombospondin 1 15
CD44 CD44 molecule 15
COL2A1 collagen type II alpha 1 chain 15
COL4A2 collagen type IV alpha 2 chain 14
CXCL8 C-X-C motif chemokine ligand 8 12
COL5A1 collagen type V alpha 1 chain 12

2.4  枢纽基因的预后分析

为研究10个枢纽基因的预后价值，本研究使

用Kaplan-Meier plotter进行预后分析，共有876例

胃 癌 患 者 的 数 据 可 用 于 分 析 总 体 存 活 率 。 其 中 ，

除THBS1的上调（HR=0.84，95% CI=0.7~1.01，

P=0 . 0 6 5 ） 对 胃 癌 患 者 总 体 存 活 率 无 明 显 影 响 ，

其 余 基 因 的 差 异 表 达 均 影 响 胃 癌 患 者 的 总 体 生 存

率，9个影响胃癌患者预后的枢纽基因的具体信息

见图3。
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3　讨　论

本研究从GSE13911、GSE33651、GSE79973

数据集中共筛选出135个差异表达基因，包括68个

上 调 基 因 和 6 7 个 下 调 基 因 。 此 外 ， G O 分 析 结 果

表 明 差 异 基 因 主 要 参 与 信 号 转 导 、 钙 离 子 结 合 、

细 胞 外 外 泌 体 等 生 物 学 过 程 。 K E G G 分 析 显 示 差

异 基 因 主 要 富 集 的 通 路 包 括 ： P I 3 K / A k t 信 号 通

路，ECM受体相互作用，黏着斑。本研究预测了

胃癌相关的10个枢纽基因：COL1A1、COL1A2、

C O L 4 A 1 、 F N 1 、 T H B S 1 、 C D 4 4 、 C O L 2 A 1 、

COL4A2、CXCL8、COL5A1。

P P I 分 析 结 果 显 示 ， 有 6 个 枢 纽 基 因 属 于 胶

原蛋白（col lagen，COL）家族，其中COL1A1、

图 3　差异表达基因的预后分析
Figure 3　Prognostic analysis of diff erentially expressed genes
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C O L 1 A 2 、 C O L 4 A 1 是 连 通 度 排 名 前 三 的 枢 纽 基

因 ， 这 表 明 胶 原 蛋 白 基 因 与 胃 癌 的 侵 袭 和 进 展 关

系 最 为 密 切 ， 可 能 是 胃 癌 的 潜 在 靶 点 。 胃 癌 发 展

通常是多步骤的渐进过程，COL1A1在胃癌组织中

显 著 过 表 达 ， 但 从 癌 前 病 变 到 肿 瘤 阶 段 其 表 达 量

无显著变化 [6]，这表明COL1A1可能在癌前病变的

发生中发挥作用，COL1A1的高表达可能作为胃癌

患者的早期诊断标志物，Wang等 [7]证实miR -129 -
5p可以通过选择性降低COL1A1的表达来抑制胃癌

细胞的增殖、侵袭和迁移。研究 [8-9]表明COL1A2 

在结直肠癌和髓母细胞瘤中表达上调，Li等[6]认为

COL1A2 的表达与肿瘤大小和侵袭深度有关，其

过表达提示不良预后，Ao等[10]证明COL1A2基因的

沉 默 可 抑 制 胃 癌 细 胞 的 增 殖 侵 袭 ， 同 时 通 过 失 活

PI3k/Akt信号转导途径促进细胞凋亡。COL4A1的

突 变 是 多 效 的 ， 可 导 致 多 种 肿 瘤 进 展 ， 膀 胱 癌 细

胞中过表达的COL4A1通过诱导肿瘤出芽在肿瘤侵

袭中起关键作用[11]，Jin等[12]研究发现COL4A1高表

达有助于乳腺癌细胞的增殖。COL4A1可作为肝内

胆管癌预后的生物标志物之一[13]，还可通过多种机

制如细胞增殖和miRNA介导的转录后修饰驱动胃癌

细胞发生曲妥珠单抗耐药[14]，这表明靶向COL4A1

可能是癌症治疗的潜在方法。COL2A1、COL4A2、

COL5A1分子并非特异表达于胃癌，在胃癌研究中

相对较少，可作为潜在的靶点进行进一步探索。

一些研究表明，PI3k/Akt途径的许多组分通过

扩增、突变和易位比癌症发展中其他途径更易被靶

向而导致途径激活[15]，纤连蛋白1（FN1）主要参与

该途径，在各种恶性肿瘤中表达。FN1参与细胞粘

附和迁移过程，有研究[16]表明纤连蛋白的表达可促

进胃癌细胞的运动和侵袭，与胃癌进展显著相关。

尽管THBS1在血管生成中的作用已得到充分

证 实 ， 但 其 在 肿 瘤 转 移 中 的 作 用 仍 有 待 探 索 。 一

项研究 [17]表明，THBS1的表达与乳头状甲状腺癌

的侵袭程度呈负相关，而其他研究报道THBS1是

前 列 腺 癌 、 结 肠 癌 和 乳 腺 癌 细 胞 迁 移 和 侵 袭 的 有

效刺激因子，这表明THBS1在癌细胞侵袭和迁移

中的作用产生了混合的结果。有研究 [ 18]表明，与

邻近的正常组织相比，THBS1在胃癌组织中显著

过表达，Huang等 [19]认为肿瘤微环境中的THBS1有

调 节 血 管 生 成 、 粘 附 、 增 殖 、 侵 袭 、 迁 移 和 免 疫

的功能，THBS1的多效性取决于环境条件，其与

不 同 受 体 结 合 可 能 对 细 胞 行 为 和 生 物 过 程 产 生 不

同甚至相反的影响，THBS1对胃癌进展的影响仍

需要进一步研究。

根据癌症干细胞（CSC）理论，癌症干细胞可

以 驱 动 肿 瘤 发 生 过 程 ， 包 括 癌 症 的 发 生 、 进 展 、

转移和疾病复发 [20]。CD44是一种CSC标志物，通

过STAT3-cyclin D1途径调节癌症干细胞[21]，可在

多 种 肿 瘤 包 括 肺 癌 、 结 直 肠 癌 、 乳 腺 癌 、 肝 细 胞

癌 、 头 颈 癌 和 下 咽 鳞 状 细 胞 癌 中 起 预 后 标 志 物 的

作用[22]，Wang等 [23]研究表明表达CD44的癌细胞易

于 伪 装 从 而 逃 脱 人 体 免 疫 系 统 的 识 别 和 攻 击 ， 使

肿瘤更易转移。

趋 化 因 子 （ C X C ） 在 肿 瘤 生 物 学 中 起 到 重 要

作 用 。 虽 然 一 些 C X C 趋 化 因 子 通 过 将 免 疫 细 胞 吸

引 到 肿 瘤 组 织 中 或 通 过 抑 制 肿 瘤 新 血 管 形 成 而 具

有 抗 肿 瘤 活 性 ， 但 其 它 趋 化 因 子 可 通 过 直 接 刺 激

生 长 、 增 强 细 胞 运 动 或 刺 激 血 管 生 成 来 促 进 肿 瘤

生长、侵袭和转移 [24-26]。已知CXCL8在许多恶性

肿 瘤 中 是 强 血 管 生 成 因 子 ， 有 研 究 证 明 人 胃 癌 细

胞表达的CXCL8蛋白与肿瘤血管的数量相关，表

明CXCL8确是胃癌的血管生成因子 [27]，可作为胃

癌的分子靶标进行研究。

为 验 证 生 物 信 息 学 分 析 的 结 果 ， 本 研 究 使 用

Kaplan-Meier plot ter  数据库检验枢纽基因的预后

价值。除THBS1外，所有枢纽基因均与胃癌患者

的 总 体 生 存 率 显 著 相 关 ， 此 外 ， 预 后 结 果 表 现 出

与 生 物 信 息 学 分 析 基 本 相 同 的 表 达 趋 势 ， 从 而 验

证 了 本 研 究 方 法 的 准 确 性 。 本 研 究 可 为 将 来 胃 癌

的 分 子 机 制 、 生 物 标 志 物 及 靶 向 药 物 的 研 究 提 供

思 路 ， 今 后 仍 需 分 子 生 物 学 实 验 进 一 步 探 讨 差 异

基因在胃癌进展中的具体作用机制。
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