
中国肿瘤生物治疗杂志 http://www.biother.org

Chin J Cancer Biother, Jul. 2020, Vol. 27, No. 7

∙临床研究∙DOI：：10.3872/j.issn.1007-385x.2020.07.013

非吸烟女性肺癌潜在相关基因的生物信息学分析及功能预测
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[摘 要] 目的：对非吸烟女性肺癌潜在相关基因进行生物信息学分析及功能预测，探讨非吸烟女性肺癌患者的发病机制及预

后标志物。方法：选择从GEO数据库下载非吸烟女性肺癌患者的基因芯片并用GEO2R软件筛选出差异表达基因（differentially

expressed gene，DEG），再利用 STRING 在线分析软件对 DEG 进行 GO 和 KEGG 分析以及蛋白互作（protein-protein interaction,

PPI）网络分析，然后利用插件（M-CODE）对所有DEG进行可视化处理，筛选关键DEG，最后利用GEPIA及Kaplan-Meier plotter在

线工具对关键DEG进行功能预测及预后分析。结果：共筛选出160个DEG，其中上调54个、下调 106个；GO分析其生物学功能

主要与血管形成、单个生物细胞间黏附、GTPase活性正调控和信号转导密切相关（均P<0.05）。KEGG分析发现，可能主要与细胞

黏附分子、白细胞迁移、紧密连接和胞吞作用相关（均 P<0.05）。PPI 网络分析获得 8 个关键 DEG，分别是 TIE1、PECAM1、

VEGFD、ICAM2、ESAM、EMCN、ROBO4和CLDN5。结论：TIE1、CLDN5、ICAM2、ESAM、VEGFD、ROBO4可能是非吸烟女性

肺癌发病机制的研究靶点，PECAM1、EMCN可能是预测非吸烟女性肺癌患者病情进展及预后的标志物。
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[Abstract] Objective: To explore the pathogenosis and prognostic markers for non-smoking female lung cancer patients with bioinfor‐

matics analysis and functional prediction of potential lung cancer associated genes in female non-smokers. Methods: Data for non-

smoking female patients with lung cancer were downloaded from the Gene Expression Omnibus (GEO) database and the differentially

expressed genes (DEGs) were identified using GEO2R. DAVID online data base was used to perform gene ontology (GO) and Kyoto

encyclopedia of genes and genomes (KEGG), and STRING online software was used to perform protein-protein interaction (PPI)

analysis; then the plug-in (M-CODE) was used to screen the key DEGs; finally, GEPIA and Kaplan-Meier plotter were used to perform

function prediction and prognosis analysis of key DEGs. Results: A total of 160 DEGs were screened, including 54 up-regulated and

106 down-regulated genes; GO enrichment analysis showed that these DEGs were mainly related to neovascularization, single cell

adhesion, positive regulation of GTPase activity and signal transduction (all P<0.05). KEGG pathway analysis revealed that DEGs were

mainly involved in cell adhesion molecules (CAMs), leukocyte transendothelial migration, tight junction and endocytosis (all P<0.05);

PPI network analysis revealed 8 key DEGs, including TIE1, PECAM1, CLDN5, VEGFD, ICAM2, ESAM, EMCN and ROBO4.

Conclusion: TIE1, CLDN5, ICAM2, ESAM, VEGFD and ROBO4 may be the research targets of the pathogenesis of non-smoking

female lung cancer patients. PECAM1 and EMCN may be the new bio-markers to predict the progression and prognosis of non-

smoking female lung cancer patients.
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肺癌是中国男性肿瘤病死的第一大原因，也是

女性病死的第二大原因，肺癌已成为世界范围内公

共卫生的主要难题，吸烟被认为是其重要的原因[1-2]。

近10年来，女性肺癌的比例较男性逐渐增高，但绝大

多数女性肺癌患者并无吸烟史。有研究[3-4]显示，15%

男性和 53%女性肺癌与吸烟无关，而且非吸烟女性
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肺腺癌（adenocarcinoma）的发生率更高且其预后更

差。目前，非吸烟女性肺癌已成为一个独特而且庞

大的群体，环境因素和遗传易感性可能是导致非吸

烟女性肺癌风险的主要因素[5-6]。肺癌的早期治愈率

达80%，因而早期筛查和诊断尤为重要。本研究通过

从基因表达数据库（Gene Expression Omnibus, GEO）

中下载非吸烟女性肺癌患者的基因表达芯片，利用

GEO2R软件对肺癌组织与正常肺组织进行比较，筛

选出差异表达基因（differentially expressed gene，

DEG）并评估其与病情严重程度及预后的临床价值，

旨在为深入研究非吸烟女性肺癌发生的分子机制及

其早期诊断、精准治疗和预后判断的生物标志物。

1 资料与方法

1.1 芯片数据来源及DEG筛选

从 GEO 数据库（网址 https://www.ncbi.nlm.nih.

gov/geo/）下载数据集 GSE19804 和 GSE33356 芯片。

其中，GSE19804、GSE33356 共包含有 120 例肺癌组

织标本及 120例正常肺组织标本。其芯片平台分别

是GPL570、GPL6801。

运用GEO数据库中自带GEO2R软件对肺癌组

织和正常肺组织进行分析后得到各自的DEG，并进

行筛选。筛选标准：logFC>1或 logFC<-1。

1.2 GO和KEGG富集分析

利用 DAVID 在线数据库对 DEG 进行 GO 和

KEGG分析及功能注释，分析DEG主要参与的生物

学过程以及涉及的主要肿瘤相关信号通路，从而对

其机制及功能有更为全面的了解。

1.3 关键DEG的筛选及GEPIA、Kaplan-Meier plotter

数据库的验证

STRING是一个功能强大的蛋白质互作（protein-

protein interaction，PPI）网络在线分析网站（https://

string-db.org/），它收集了2 031个物种，包含960万种

蛋白和 1 380万种蛋白质之间的相互作用。利用该

网站构建得到关键DEG的 PPI网络，其中筛选条件

为 combined score>0.4，后用 M-CODE 插件筛选出

PPI网络中最为关键的基因，并运用GEPIA数据库，

对筛选出的可能与吸烟无关女性肺癌中发挥关键作

用的基因进行验证。并利用Kaplan-Meier plotter数

据库，根据癌组织中各基因的中位表达，将患者分为

高表达组和低表达组，用Log rank法比较两组患者的

总生存期（overall survival，OS），计算危险比（hazard

radio，HR）及 95%置信区间（confidence interval，CI），

以P<0.05表示差异具有统计学意义。进而验证上述

关键基因表达与女性肺腺癌、肺鳞癌和非吸烟女性

肺癌患者预后的关系。

2 结 果

2.1 筛选出160个非吸烟女性肺癌患者共同的DEG

对非吸烟女性肺癌患者组织芯片表达数据集

GSE19804、GSE33356 进行 DEG 筛选结果显示 ，

GSE19804数据集包含 1 171个DEG，其中上调基因

478 个、下调基因 693 个；GSE33356 数据集中包含

171个DEG，其中上调基因77个、下调基因94个。该

2个数据集的DEG如图1所示，去除重复及不完整数

据，共发现160个共同的DEG。

图1 从GSE33356和GSE19804数据集中筛选出

160个共同的DEG

Fig.1 160 common DEGs were screened from the GSE33356

and GSE19804 data sets

2.2 GO和KEGG分析160个DEG的生物学功能

160个共同的DEG中，GO分析结果显示其生物

学功能主要与血管形成、细胞黏附、GTPase活性

正调控、信号转导密切相关（F=4.68E-05，P=2.96E-08；

F=0.027，P=1.70E-05；F=0.078，P=4.96E-05；F=0.134，

P=8.57E-05；F=0.222，P=1.41E-04）；KEGG分析发现，

生物学功能主要与细胞黏附分子（cell adhesion

molecule，CAM）、白细胞穿内皮迁移、紧密连接、胞

吞作用信号通路密切相关（F=0.016，P=1.45E-05；

F=2.352 ，P=0.002 ；F=30.331 ，P=0.032 ；F=38.328 ，

P=0.043）。

2.3 PPI网络构建并筛选出8个关键DEG

将 160个共同的DEG导入STRING进行分析后

得到PPI网络，该网络由46个节点蛋白和135条相互

作用关系构成，最终筛选出处于关键位置的8个基

因即Hub 基因（图 2），分别为酪氨酸蛋白激酶 1

（tyrosine-protein kinase receptor 1, TIE-1）、血小板内

皮细胞黏附分子-1（platelet endothelial cell adhesion

molecule-1, PECAM1）、CLDN5（claudin 5）、血管内

皮生长因子 D（vascular endothelial growth factor D，

VEGFD）、细胞间黏附分子-2（intercellular adhesion
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molecule-2, ICAM2）、内皮细胞选择性黏附分子（en‐

dothelial cell selective adhesion molecule，ESAM）、内

皮黏蛋白（endomucin，EMCN）、肿瘤血管内皮调节

蛋白（roundabout homolog 4，ROBO4）。

Blue: DEGs in the PPI network; Red: TIE1, PECAM1, VEGFD, ICAM2, ESAM, EMCN, ROBO4 and CLDN5 genes

图2 DEG的PPI网络构建（A）和关键DEG（B）的筛选结果

Fig.2 PPI network construction of DEGs (A) and screening results of key DEGs (B)

2.4 关键DEG的表达及其与预后的关系

用GEPIA数据库进一步验证 8个关键基因在非

吸烟女性肺腺癌和肺鳞癌中的表达情况，发现8个关

键基因均在肺癌（包括肺腺癌和肺鳞癌）组织中低表

达，甚至表达缺失，而在正常组织中呈现高表达（图3）。

生存分析结果显示，仅PECAM1和EMCN与非吸烟

女性肺腺癌预后相关（图 4）。其中PECAM1与非吸

烟女性肺腺癌患者的 OS 率和无进展生存（progress

fress survial，PFS）率呈正相关，即 PECAM1 表达越

高，OS、PFS率越高，预后越好。EMCN与非吸烟女

性肺腺癌患者的OS呈正相关。而 8个关键DEG与

非吸烟女性肺鳞癌患者预后的研究因样本量少，无

法进行生存分析。同时去除吸烟因素探讨 8个关键

基因与女性肺鳞癌和女性肺腺癌预后关系的研究中

发现，ICAM2、ROBO4基因与女性肺鳞癌预后呈正

相关，而 EMCN、PECAM1、ROBO4、VEGFD 与女性

肺腺癌预后呈正相关，其表达越高预后越好。

*P<0.05

LUSC: Lung squamous carcinoma; LUAD: Lung adenocarcinoma; X axis: Tissue types;

Y axis: Gene expression level [log2(TPM+1)]; T: Lung cancer group; N: Control group

图3 肺癌组织中关键DEG的GEPIA验证结果

Fig.3 GEPIA verification results of key DEGs in lung cancer tissues
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图4 非吸烟女性肺癌患者预后相关DEG的Kaplan-Meier生存曲线

Fig.4 Kaplan-Meier survival curve of prognosis-related DEGs in non-smoking female lung cancer patients

3 讨 论

尽管随着医疗水平的不断发展，在肺癌新增病

例中非吸烟女性肺癌患者比率正在大幅上升[6]。目

前，肺癌尤其是非吸烟女性肺癌的具体分子机制尚

未完全阐明，涉及众多基因的异常表达和失活、突变

以及多种相关信号通路的参与[7]。随着二代测序技

术的发展，利用生物信息学手段分析非吸烟女性肺

癌患者相关的治疗靶点是目前研究的热点。本研究

利用GEO2R软件对GEO数据库非吸烟女性肺癌的

组织芯片表达数据集 GSE19804、GSE33356 进行

DEG筛选，共筛选出160个DEG；然后对这些DEG进

行功能和通路富集分析，发现这些基因主要涉及细

胞黏附、GTPase活性正调控、信号转导、血管内皮细

胞增殖与血管形成方面。KEGG分析结果表明，主要

与CAM、白细胞迁移、紧密连接、内吞作用、PPAR等

信号通路相关，有利于进一步深入研究其作用机制。与

此同时筛选出了非吸烟女性肺癌发生发展及预后密切

相关基因模块和 8 个关键基因（TIE1、PECAM1、

CLDN5、VEGFD、ICAM2、ESAM、EMCN和ROBO4），

为后续研究肺癌治疗提供了潜在靶标。为了证实这

些基因的功能，运用GEPIA数据库进一步验证8个关

键DEG在非吸烟女性肺癌中的表达情况，结果显示8

个关键DEG均在肺癌组织中低表达，而在正常组织

中呈现高表达，表明在非吸烟女性肺癌中抑癌基因

的失活占主导地位。付世东等 [8]、ZHAO等[9]在非小

细胞肺癌DEG筛选及其与患者预后的关系中也发现

了这一点。

血管形成和转移是癌细胞存活和迁移的 2个关

键步骤。TIE-1是一小类酪氨酸激酶受体，广泛存在

内皮细胞中，它的过表达不仅能降低肿瘤内微血管

密度和晚期肿瘤的生长，还能改善残存的、成熟的微

血管灌注，限制循环肿瘤细胞的静脉灌注及转移性

肿瘤细胞的外渗，从而减少转移[10]，与本实验结果相

符。ROBO4是一种血管特异性受体，主要表达于活

跃肿瘤血管。研究[11-12]表明，ROBO4通过与SLIT2相

互作用抑制内皮细胞迁移，提示ROBO4可能负调控

新生血管的形成。本研究发现，在女性肺鳞癌、肺腺

癌患者中，ROBO4与OS呈正相关，而与女性非吸烟

肺腺癌患者预后无关，ROBO4可能作用于女性肺癌，

但与吸烟因素无关。肿瘤细胞与脑血管内皮细胞的

黏附和肿瘤细胞的跨细胞迁移是脑转移的关键步

骤，而血脑屏障中主要的紧密连接蛋白是 CLDN5，

CLDN5缺失最近也被证明能够直接在转移性肿瘤细

胞之间发挥作用[13]，但其作用机制尚不清。研究[14]发

现，CLDN5通过调控人脑血管内皮细胞 hCMEC/D3

细胞的增殖、迁移和通透性来调控血脑屏障的通

透性，降低肺癌脑转移。机制研究[15]发现，CLDN5

表达的下调，丧失了对 3-磷酸肌醇依赖蛋白激酶-1

（3-phosphoinositol dependent protein kinase-1，PDK1）

与Akt相互作用的抑制能力，导致Akt持续磷酸化，

使肺鳞癌细胞增殖紊乱。而在本研究中却未发现

CLDN5的表达与非吸烟女性肺癌患者以及女性肺鳞

癌、肺腺癌患者的预后均无关。ICAM2参与各种细

胞之间的黏附与识别。LEE等[16]在非小细胞肺癌脑

转移（brain metastases, BM）中的回顾性分析发现，包

括 ICAM2在内的基因可以预测风险,确定早期BM风

险的NSCLC患者亚群，指导治疗。但是在本研究中

并未发现 ICAM2 与非吸烟女性肺腺癌患者预后相

关。同源的 ICAM1的表达与胰腺癌的转移和患者的

预后也存在争议[17-18]。EMCN和 ESAM目前与肿瘤

的关系鲜有报道。其中EMCN与非吸烟女性肺腺癌

·· 804



邢益桓, 等 . 非吸烟女性肺癌潜在相关基因的生物信息学分析及功能预测

患者呈正相关，其意义重大，但尚待进一步基础实验

验证。

PECAM1是免疫球蛋白（Ig）超家族的血管相关

分子，主要在血小板、白细胞和内皮细胞表达，参与

了许多生理及病理过程尤其是血管形成[19]和晚期转

移性肿瘤的进展[20]。本研究生存分析结果显示，

PECAM1与患者OS、PFS密切相关。PECAM1表达

越高，非吸烟女性肺癌患者的OS率越高，而且它还

可预测疾病进展。但是在胃癌患者血清中的

PECAM1浓度较高时，患者预后差、生存期短[21]，可能

在不同系统的肿瘤中其发挥不同的作用，或许与女

性激素有关，有待深入研究。VEGFD是淋巴管生成

最有效的调节因子，也参与血管形成，是肿瘤领域的

一个药物基因组学靶点[22]。在本研究中发现，

VEGFD在肺癌中呈低表达，而且与对照组比较差异

有统计学意义，但是在生存分析中VEGFD与非吸烟

女性肺腺癌无相关性，这与KOWALCZUK等[23]研究

结果一致，该研究在非小细胞肺癌中并没有发现

VEGFD表达与淋巴结转移或患者预后之间的关系，

VEGFD可能在不同肿瘤病理类型扮演着不同角色。

综上所述，本研究利用生物信息学手段，立足大

数据获得了非吸烟女性肺癌患者的8个关键DEG及

其生物学功能，其中PECAM1和EMCN与非吸烟女

性肺腺癌预后相关，为后续研究非吸烟女性肺癌诊

断和治疗及预后提供了潜在靶标。目前 PECAM1、

EMCN与肺癌的发生、发展等的相关性研究还很少，

尽管大数据显示其相关性，但大数据不等于证据，尚

需进行后续基础和临床研究，这也是课题组下一步

研究的重点。
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