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[摘 要] 目的：运用生物信息学方法结合基因表达数据库（Gene Expression Omnibus，GEO）筛选参与胃癌发生发展的关键基

因，以获得用于胃癌诊断、治疗靶标选择及预后判断相关分子标志物。方法：从GEO数据库中下载与胃癌（gastric cancer，GC）相

关芯片数据集，筛选差异表达基因（differentially expressed gene，DEG），对DEG 做功能富集分析，构建蛋白互作网络（protein-

protein interaction network，PPI），筛选关键基因（key gene），进而构建共表达网络、生存曲线以及层次聚类分析。结果：共筛选出

261个GC相关DEG，通过分析获得 14个关键基因，分别为 PLOD1、PLOD3、COL1A1、COL1A2、COL2A1、COL3A1、COL4A1、

COL4A2、COL8A1、COL12A1、COL15A1、ITGA2、LUM、SERPINH1。关键基因主要参与胶原纤维的组织、细胞外基质的组织、细

胞外结构的组织、皮肤形态发生、胶原的合成及血管的发育等生物学过程。生存曲线分析表明，基因COL3A1（P=0.0241）表达的

改变显著降低了胃癌患者整体生存率；基因 ITGA2（P=0.0679）的表达改变也显示与GC患者的无病生存率降低有关。与正常胃

组织相比，层次聚类分析表明，GC组织中基因PLOD1、PLOD3、COL3A1、ITGA2、COL1A2、COL1A1、COL4A1、LUM、COL12A1、

SERPINH1、COL8A1表达上调。结论：经筛选获得的关键基因可作为潜在分子标志物用于GC的早期诊断、治疗靶点选择和预

后判断，并为后续的研究提供参考。
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[Abstract] Objective: Bioinformatics combined with Gene Expression Omnibus (GEO) was used to screen key genes involved in the

development of gastric cancer in order to obtain molecular markers for diagnosis, target selection and prognosis prediction of gastric

cancer. Methods: The chip data sets related to gastric cancer (GC) from the GEO database were downloaded, and differentially expressed

genes (DEG) were screened. Functional enrichment analysis on DEG was performed, and protein-protein interaction network (PPI) was

constructed to screen key genes. Then, co-expression networks were further constructed, and survival curves were drawn and hierarchical

clustering analysis was performed. Results: A total of 261 GC-related DEGs were selected, and 14 key genes were obtained through

analysis, which were PLOD1, PLOD3, COL1A1, COL1A2, COL2A1, COL3A1, COL4A1, COL4A2, COL8A1, COL12A1, COL15A1,

ITGA2, LUM and SERPINH1. Key genes are mainly involved in biological processes such as generation of collagen fiber tissues, extra‐

cellular matrix tissues, extracellular structure tissues, skin morphogenesis, collagen biosynthesis and vascular development. Survival

curve analysis showed that the change in the expression of COL3A1 (P=0.0241) significantly reduced the overall survival rate of

patients with gastric cancer; the change in the expression of ITGA2 (P=0.0679) also showed a correlation with the reduction of disease-

free survival in gastric cancer patients. Compared with normal gastric tissues, hierarchical cluster analysis showed that the expressions

of genes PLOD1, PLOD3, COL3A1, ITGA2, COL1A2, COL1A1, COL4A1, LUM, COL12A1, SERPINH1 and COL8A1 in GC tissues

were up-regulated. Conclusion: The key genes obtained after screening can be used as potential molecular markers for early diagnosis,

treatment target selection and prognosis judgment of gastric cancer, which provide reference for subsequent research.
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胃癌（gastric cancer，GC）是消化道最常见的恶性

肿瘤之一，其发病率和病死率在所有癌症中均位列

第二，且中晚期GC患者所占比例较高，有不断上升

的趋势，疗效极差[1]。预计 2020年中国GC发病率为

24.30/10万[2]，可见我国GC防控局势严峻。目前，GC

的诊断主要通过内镜检查、影像学检查并结合肿瘤

标志物筛查。GC治疗方式主要有外科手术、内镜、

化学药物、基因及综合治疗等。肿瘤分子标志物是

肿瘤细胞或组织自身产生和释放的某种物质，常以

抗原、酶、激素等代谢产物的形式存在于肿瘤细胞内

或宿主体液内[3]。发现GC高危预警、早期诊断和有

效治疗的分子标志物，对GC的临床治疗具有重要意

义[4]。本研究从基因表达数据库（Gene Expression

Omnibus，GEO）中下载与GC有关的数据集，筛选差

异表达基因（differentially expressed gene，DEG），对

DEG做相关生物信息学分析，筛选可能参与GC发生

发展的关键基因（key gene），以期为GC的诊断、治疗

及预后判断提供更多有效的靶点。

1 材料与方法

1.1 数据的获取

从 GEO 数据库（http://www. ncbi. nlm. nih. gov/

geo/）中获取与 GC 相关的 3 组数据集：GSE33651、

GSE26899 和 GSE2701。GSE33651 共有 52 个样本，

包括GC组40个、正常组12个；GSE26899共有108个

样本，包括GC组 96个、正常组 12个；GSE2701共有

49个样本，包括GC组44个、正常组5个。

1.2 GC相关DEG的筛选

利用 GEO2R（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/

geo2r/）以|log2FC|＞1且校正后P值（adj. P value）<0.05

为筛选标准分别对三组数据集进行DEG筛选。利用

R软件包绘制火山图。为降低假阳性率，对3组数据

的DEG取交集绘制维恩图。

1.3 GO和KEGG富集分析

利用DAVID（https://david.ncifcrf.gov/）对DEG进

行基因本体（Gene Ontology，GO）功能注释，同时进

行京都基因与基因组百科全书（Kyoto Encyclopedia

of Genes and Genomes，KEGG）通路分析，以 P<0.05

为截取标准。

1.4 蛋白互作网络（protein-protein interaction network，

PPI）构建及关键基因获取

利用STRING数据库（https://string-db.org/）对DEG

进行PPI构建，将此PPI数据导入Cytoscape软件，利用

MCODE插件筛选DEG中的关键基因。筛选条件为

MCODE score>5，degree cut-off=2，node score cut-off=

0.2，Max depth=100，k score=2，获得关键基因。

1.5 关键基因共表达分析及生存率分析

利用 cBioPortal在线分析工具（https://www.cbio‐

portal.org）对筛选得到的关键基因进行共表达网络分

析、整体生存率及无病生存率分析。

1.6 关键基因生物学过程分析

利 用 Cytoscape 中 的 BINGO（Biological Net‐

works Gene Oncology Tool）插件分析关键基因参与

的生物学过程和功能。

1.7 关键基因的层次聚类分析

使用 UCSC（University of Colifornia Santa Cruz,

http://genome.ucsc.edu/）对关键基因进行层次聚类，

分析关键基因与肿瘤发生或性别等的关系。

2 结 果

2.1 筛选得出216个GC相关DEG

通过GEO2R对 3组数据集进行分析，得到表达

上、下调的 DEG，绘制火山图（图 1）。数据集

GSE33651共筛选出6 067个DEG，其中上调基因 4 075

个，下调基因 1 992 个（图 1A）；数据集 GSE26899

共筛选出 2 248 个 DEG，其中上调基因1 066个，下

调基因 1 182个（图 1B）；数据集GSE2701共 2 627个

DEG，其中上调基因 1 540个，下调基因1 087个（图

1C）。将3个数据集筛选结果取交集制作维恩图（图

1D），得到差异共表达基因216个，其中上调基因153个、

下调基因108个。

2.2 DEG涉及的生物学过程与信号通路

GO分析结果（表1）表明，261个差异共表达基因

主要在对药物的反应、防御病毒、细胞增殖、各种器

官组织的发育、血管生成、胶原蛋白的合成与分解、

氧化还原等生物学过程富集。分子功能的变化主要

集中在蛋白质结合、蛋白质同源二聚活性、钙离子结

合上。细胞组成变化主要集中在细胞外基质（extra‐

cellular matrix，ECM）、细胞质核周区、细胞器膜、外

泌体、基底膜、内质网及溶酶体等。KEGG通路分析

结果（表 2）表明，DEG主要富集于ECM受体相互作

用、蛋白质消化吸收、局部黏附、阿米巴病、PI3K-Akt

信号通路及癌症通路等。

2.3 PPI的构建及关键基因的获取

通过 STRING 网站对差异共表达基因构建 PPI

（图2A），可见该网络有多个关键模块。

通过Cytoscape中的MCODE插件寻找密集连接

的区域，筛选PPI中最重要的模块，共获得 14个关键

基因，分别是：PLOD1、PLOD3、COL1A1、COL1A2、

COL2A1、COL3A1、COL4A1、COL4A2、COL8A1、

COL12A1、COL15A1、ITGA2、LUM、SERPINH1（图

2B）。
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2.4 基因共表达分析及生存曲线的构建

使用 cBioPortal网站分析上述 14个关键基因及

其共表达网络，结果见图3。图中粗体黑色圆圈节点

代表本试验中的关键基因，细框黑色节点代表其共

表达基因。从图中可以看出，部分基因有着紧密的

联系，分子网络密集。

利用 cBioPortal 中的数据分析关键基因表达改

变对GC患者整体生存率和无进展生存率的影响，结

果见图4和图5。基因COL3A1（P=0.0241）表达的改

变显著 降 低 了 GC 患 者 整 体 生 存 率 ；基因 IT‐

GA2（P=0.0679）的表达改变与 GC 患者的无进展生

存率降低相关；其他基因表达的改变对GC患者的整

体生存率和无进展生存率无明显影响。

A, B and C: Volcanic maps of the data sets GSE33651, GSE26899 and GSE2701, respectively;

D: Wayne map of differentially co-expressed genes

图1 GC相关DEG的筛选

Fig.1 Screening of DEGs related to GC

表1 GC样本中DEG的GO分析

Tab.1 GO analysis of DEGs in gastric cancer samples

GO ID

GO:0042493

GO:0051607

GO:0001501

GO:0008283

GO:0005518

GO:0001525

GO:0055114

GO:0070062

GO:0005764

GO:0005604

GO:0031090

GO:0048471

GO:0005783

GO:0005515

GO:0042803

GO:0042802

GO:0005509

Description

Response to drug

Defense response to virus

Skeletal system development

Cell proliferation

Collagen binding

Angiogenesis

Oxidation-reduction process

Extracellular exosome

Lysosome

Basement membrane

Organelle membrane

Perinuclear region of cytoplasm

Endoplasmic reticulum

Protein binding

Protein homo dimerization activity

Identical protein binding

Calcium ion binding

Count

13

10

7

11

9

15

18

84

8

9

5

16

22

159

23

26

23

P

1.07E-05

1.12E-05

0.00109

0.00111

3.64E-08

4.11E-06

0.005086

3.38E-12

0.038789

1.38E-05

0.032981

0.027347

0.005795

1.31E-05

8.04E-04

7.29E-05

6.33E-04
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表2 GC样本中DEG的KEGG分析

Tab.2 KEGG analysis of DEGs in gastric cancer samples

Pathway ID
Hsa04512

Hsa04974

Hsa04510

Hsa05200

Hsa04145

Hsa05146

Hsa04151

Description
ECM receptor interaction

Protein digestion and absorption

Focal adhesion

Pathways in cancer

Phagosome

Amoebiasis

PI3K-Akt signaling pathway

Count
12

8

11

10

7

9

12

P
2.35E-09

5.13E-05

8.88E-05

0.03053

0.040735

3.91E-04

0.030495

图2 PPI网络图（A）及紧密连接度最高的基因模块（B）

Fig.2 PPI network (A) and the gene module with the highest connection degree (B)

Blue arrow: interaction; Green arrow: state change;

Pink line: other

图3 cBioPortal分析共表达网络

Fig.3 Key genes and their co-expression genes were

analyzed using cBioPortal

2.5 关键基因的生物学过程分析

对关键基因参与的生物学过程分析结果如图 6

所示，节点颜色深浅代表显著性大小，节点大小表示

本体中涉及的基因数量。获得的14个关键基因主要

参与胶原纤维的组织、ECM的组织、细胞外结构的组

织、皮肤形态发生、胶原的生物合成过程及血管的发

育等生物学过程。

2.6 关键基因的层次聚类分析

经UCSC对关键基因进行层次聚类分析，结果见

图7。GC患者中男性的发病人数明显多于女性。与

正常胃组织相比，GC 组织中基因 PLOD1、PLOD3、

COL3A1、ITGA2、COL1A2、COL1A1、COL4A1、

LUM、COL12A1、SERPINH1、COL8A1表达上调，表

明这些基因的表达增加可能与GC的发生有很大的

关系。

3 讨 论

GC是常见的恶性肿瘤之一，具有易复发、早转

移、高死亡率的特点[5]。为深入了解其中的分子机

制，筛选可用于GC诊断和药物治疗的靶点的关键基

因，本研究采用生物信息学方法对GEO数据库中的3

组 GC 相关数据集进行分析，得到差异共表达基因

216个。通过构建DEG的 PPI并分析连接最紧密的

模块，共获得 14个关键基因。这些关键基因主要参

与胶原纤维的组织、ECM的组织、细胞外结构的组

织、皮肤形态发生、胶原的生物合成过程及血管的发

育等生物学过程。

ECM是肿瘤微环境中重要的成分，其蛋白质的

沉积和交联为癌细胞增殖、迁移及浸润提供了必要

的生物化学和生物物理的支持。胶原蛋白是ECM的

主要成分，胶原蛋白的交联与ECM的硬度有关，能够

增强癌细胞的迁移、侵袭和粘附性[6-7]。研究[8-9]表明，

肿瘤微环境中胶原蛋白的状态（含量、成熟度、形态

和结构）发生变化，胶原的特征可作为预测GC早期

淋巴结转移的独立指标。有研究[10]发现，COL12A1

·· 906



胡鑫, 等 . 基于GEO数据库筛选胃癌分子标志物

表达升高与GC的发生、侵袭、转移及临床分期高度

相关。本研究中筛选到的14个关键基因中有9个属

于胶原蛋白基因，层次聚类分析表明，基因COL1A1、

COL1A2、COL3A1、COL4A1、COL8A1、COL12A1的

表达增加与GC的发生有很大的关系。进一步对GC

患者生存率的分析表明COL3A1表达的改变与GC

患者的不良预后高度相关。上述研究结果提示本研

究所筛选的一组胶原蛋白作为GC检测、预后判断及

治疗靶标的应用价值。

图4 cBioPortal分析关键基因表达改变对GC患者OS的影响

Fig.4 Overall survival analysis of key genes by cBioPortal
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图5 cBioPortal分析关键基因表达改变对GC患者无进展生存率的影响

Fig.5 Progression-free survival analysis of key genes by cBioPortal

PLOD编码赖氨酰羟化酶，对于胶原蛋白的生物

合成、交联和沉积至关重要[11]，人类基因组 PLOD包

括 PLOD1~3三个成员。膀胱癌中检测到 PLOD1异

常表达，并且通过 siRNA介导的敲除或PLOD1抑制

剂处理显著降低了膀胱癌细胞的恶性表型[12]。最新

的一项生物信息研究[13]表明，PLOD家族基因表达的

升高与GC患者生存率呈高度负相关。SERPINH1定

位于内质网，作为胶原蛋白特异的分子伴侣参与胶

原蛋白的生物合成，进而促进ECM形成。在GC中

表达明显增高，且与肿瘤浸润深度、预后明显相关，

可作为癌症标志物[14-15]。ITGA2编码整联蛋白 α2亚

单位，可和 β1亚单位形成异二聚体的穿膜受体，与
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图6 Cytoscape分析关键基因参与的生物学过程

Fig.6 Biological process network of key genes analyzed by Cytoscape

图7 关键基因的层次聚类分析

Fig.7 Hierarchical clustering analysis of key genes

ECM的胶原蛋白、层粘联蛋白等结合。α2β1整联蛋

白在多种癌细胞中高表达，从而促进癌细胞的迁移、

浸润及血管新生[16-17]。通过特异性抗体阻断 ITGA2

可以抑制体外GC细胞的增殖和迁移[18]。LUM是富

含白氨酸的小蛋白酶家族的成员，作为肿瘤基因和

肿瘤抑制基因具有双重作用[19]。研究[20]表明，成纤维

细胞来源的LUM通过激活整联蛋白 β1介导的FAK

信号通路而促进GC细胞的增殖、迁移和浸润。本研
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究中聚类分析表明，与正常组织相比，GC 组织中

PLOD1、PLOD3、SERPINH1、LUM、ITGA2基因表达

显著升高。生存曲线分析表明，ITGA2表达升高的

GC患者无病生存率明显低于低表达的GC患者。这

些结果提示这5个基因可作为GC治疗的潜在靶点及

预后判断的分子标志物。

综上所述，本研究运用生物信息学的方法对GC

芯片数据进行挖掘，筛选出可能参与GC发生和发展

的关键基因，这些基因作为潜在分子标志物将有助

于GC的早期诊断、治疗靶点选择和预后判断，并为

后续的研究提供指导。此外，本研究为利用生物信

息学方法对现有数据的二次挖掘，为阐明GC发生、

浸润、转移等机制还需进一步的实验室和临床验证。
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