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综合生物信息学分析鉴定与胃癌预后相关关键基因
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　　［摘要］　目的　综合生物信息学方法分析识别与胃癌预后相关关键基因，探讨其能否作为胃癌预
后预测的潜在生物标志物。方法　从美国高通量基因表达（ＧｅｎｅＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＯｍｎｉｂｕｓ，ＧＥＯ）数据库下
载胃癌患者基因芯片数据集（ＧＳＥ７９９７３）并在癌症和肿瘤基因图谱（ＴｈｅＣａｎｃｅｒＧｅｎｏｍｅＡｔｌａｓ，ＴＣＧＡ）
数据库中获取胃癌转录组数据和相应临床资料。利用 Ｒ软件中的 Ｌｉｍｍａ和 ＷＧＣＮＡ程序包筛选差异
共表达基因。使用ＣｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｌｅｒ程序包对差异共表达基因进行 ＧＯ和 ＫＥＧＧ富集分析。采用 ＳＴＲＩＮＧ
数据库对差异共表达基因进行蛋白质相互作用（ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ，ＰＰＩ）网络分析，并用
Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软件筛选关键基因。通过在线工具 ＧＥＰＩＡ２验证关键基因的转录表达情况，利用 Ｋａｐｌａｎ
Ｍｅｉｅｒ单因素生存分析鉴定与胃癌预后相关的关键基因。最后采用ＲＴｑＰＣＲ和免疫组化方法验证预后
相关关键基因的差异表达。结果　共筛选出１８个差异共表达基因，通过ＰＰＩ网络分析，识别出１０个关
键基因（ＴＮＦＲＳＦ１１Ｂ、ＨＯＸＣ１０、ＨＯＸＡ１０、ＴＥＡＤ４、ＧＫＮ２、ＧＫＮ１、ＳＡＬＬ４、ＳＧＫ１、ＡＮＧＰＴ２、ＮＫＸ６２）。生存分
析结果显示ＨＯＸＡ１０（Ｐ＝０．０１４）和 ＡＮＧＰＴ２（Ｐ＝０．００２）的高表达可能与胃癌患者预后生存较差有关，
ＲＴｑＰＣＲ和免疫组化结果显示其在胃癌组织中高表达（Ｐ＜０．０５）。结论　ＨＯＸＡ１０和 ＡＮＧＰＴ２是胃癌
预后相关关键基因，可作为胃癌临床治疗和预后预测的潜在生物标志物。

　　［关键词］　生物信息学；胃癌；预后；加权基因共表达网络分析；差异共表达基因
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　　胃癌是全世界常见的恶性肿瘤，其发病率位居恶
性肿瘤的第５位，且每年全球新增的胃癌病例中超过
４０％来自中国［１－２］。胃癌在早期通常无任何症状，部

分患者确诊时已处于晚期，其生存率仅为２４％。近年
来开发出针对中晚期胃癌的一些靶向药物并批准用于

临床，包括曲妥珠单抗（ＨＥＲ２阳性患者第一线）、雷莫
西单 抗 （抗 血 管 生 成 第 二 线）和 ｎｉｖｏｌｕｍａｂ或
ｐｅｍｂｒｏｌｉｚｕｍａｂ（抗ＰＤ１第三线）药物［３－４］。然而，胃癌

患者总体预后仍然较差。因此，开发有效的生物标

记物用于胃癌预后预测及作为靶向治疗的靶标十分

重要。

　　由于基因组技术的进步，通过生物信息学对基因
表达谱的分析在分子机制研究中越来越受欢迎，并且

在发现疾病特异性生物标志物方面也发挥着越来越重

要的作用［５］。从全基因组表达谱中了解基因功能和

基因关联的一个重要方法就是加权基因共表达网络分

析 （ｗｅｉｇｈｔｅｄ ｇｅｎｅ ｃｏｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ ａｎａｌｙｓｉｓ，
ＷＧＣＮＡ）［６］。ＷＧＣＮＡ可用于检测高度相关基因的共
表达模块和与感兴趣的临床性状相关模块［７］，为预测

共表达基因的功能和寻找在人类疾病中起关键作用的

基因提供了新的途径［８－９］。此外，转录组学中另一个

强有力的分析方法就是差异基因表达分析。它为研究

基因组如何调控生物表型的分子机制以及发现病变组

织和正常组织基因表达水平的定量变化提供了方

法［１０］。基因的不同表达有助于为某些疾病寻找潜在

的生物标志物。因此，将 ＷＧＣＮＡ和差异基因表达分
析的相结合，寻找差异共表达基因，为筛选肿瘤生物标

志物提供新的方法。

　　本研究从癌症和肿瘤基因图谱（ＴｈｅＣａｎｃｅｒ
ＧｅｎｏｍｅＡｔｌａｓ，ＴＣＧＡ）和高通量基因表达 （Ｇｅｎｅ

ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎＯｍｎｉｂｕｓ，ＧＥＯ）数据库中获取胃癌患者的
ｍＲＮＡ数据，采用 ＷＧＣＮＡ联合差异基因表达分析方
法，获得差异共表达基因。并对差异共表达基因进行

一系列生物信息学分析，挖掘出与胃癌预后相关的关

键基因；最后在胃癌组织样本中验证其表达，以期寻找

胃癌预后预测的潜在生物标志物。

１　材料与方法

１．１　数据及样本获取
　　胃癌患者转录组数据和对应临床数据（ＴＣＧＡ
ＳＴＡＤ）通过Ｒ软件ＴＣＧＡｂｉｏｌｉｎｋｓ程序包从ＴＣＧＡ数据
库（ｈｔｔｐｓ：／／ｐｏｒｔａｌ．ｇｄｃ．ｃａｎｃｅｒ．ｇｏｖ／）中下载［１１］，包括

３７５例胃癌样本和 ３２例正常样本。此外，还从 ＧＥＯ
数据库（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｇｅｏ／）下载胃
癌患者芯片表达谱 ＧＳＥ７９９７３，其中包含 １０例胃癌样
本和 １０例正常样本，芯片平台为 ＡｆｆｙｍｅｔｒｉｘＨｕｍａｎ
ＧｅｎｏｍｅＵ１３３Ｐｌｕｓ２．０Ａｒｒａｙ［１２］。根据制造商提供的
注释文件将探针转换为基因名称，同一基因的重复探

针被移除。保留了所有重复探针的中位数表达式值。

最终，选择２４６５４个基因的列表进行后续分析。胃癌
组织ｃＤＮＡ芯片购自上海芯超生物科技有限公司，其
中胃癌组织ｃＤＮＡ芯片包含３０例胃癌组织（含配对的
癌旁组织）及临床病理预后信息。

　　收集 ２０２０－２０２１年重庆医科大学第一附属医院
９４例胃癌患者的样本（其中含配对的癌旁组织 ８６
例）。患者术前均未接受过放疗或化疗等。本研究方

案经重庆医科大学伦理委员会批准（２０２０００８），遵循
赫尔辛基宣言的原则，所有参与者已签署书面知情同

意书。

３２５　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（６）



１．２　差异表达分析
　　在 Ｒ软件中采用 Ｌｉｍｍａ程序包标准化矩阵数
据［１３］，鉴定每个数据集的肿瘤组织和癌旁组织之间的

差异基因（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ，ＤＥＧｓ）。使用
ＢｏｎｆｅｒｒｏｎｉＨｏｌｍ（ＢＨ）法调整 Ｐ值。调整后 Ｐ＜０．０５
和 ｌｏｇ２ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ＞１表示基因差异具有统计学意义。
通过使用Ｒ软件中的ｇｇｐｌｏｔ２包［１４］，将 ＴＣＧＡＳＴＡＤ和
ＧＳＥ７９９７３数据集的 ＤＥＧｓ可视化为火山图和热图。
１．３　加权基因共表达网络分析及差异共表达基因的

获取

　　共表达网络促进了基于网络的基因筛选方法，可
用于识别候选生物标志物和治疗靶点。将 ＴＣＧＡ
ＳＴＡＤ和ＧＳＥ７９９７３的基因表达谱分别在 Ｒ软件中利
用ＷＧＣＮＡ程序包构建共表达网络［６］。首先计算各个

基因之间的 Ｐｅａｒｓｏｎ系数使其转化为相似矩阵，通过
ＷＧＣＮＡ包的ｐｉｃｋｓｏｆｔｔｈｒｅｓｈｏｌｄ函数自动进行网络拓
扑分析选择软阈值 β，β可以强调基因之间的强弱相
关性。确定 β后相似矩阵转化为邻接矩阵，再将邻接
矩阵转化为拓扑重叠矩阵（ｔｏｐｏｌｏｇｉｃａｌｏｖｅｒｌａｐｍａｔｒｉｘ，
ＴＯＭ），设置模块最小基因数为５０，剪切高度为０．２５，
通过层次聚类是表达相近的基因置于同一基因模

块，并将阈值设置为２００００以消除异常值，利用动态
混合切割方法，将表达模式类似的基因分到不同模

块中。计算基因模块和表型（癌组织和正常样本）的

Ｐｅａｒｓｏｎ相关系数，选择与临床性状高度相关的模块
作为候选模块［１５］。随后，将候选模块中的共表达基

因与之前的差异基因取利用 Ｒ软件的 ＶｅｎｎＤｉａｇｒａｍ
程序包构建韦恩图取交集，得到差异共表达基因，作

为潜在预后相关基因进行下一步分析［１６］。

１．４　差异共表达基因的功能富集分析
　　Ｒ软件中的ＣｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｌｅｒ程序包对差异共表达基
因进行ＧＯ富集分析，包括生物过程、细胞成分和分子
功能［１７－１８］。同样再对差异共表达基因进行 ＫＥＧＧ富
集分析［１９］。

１．５　蛋白质相互作用（ｐｒｏｔｅｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ，
ＰＰＩ）网络的构建与关键基因的识别

　　使用在线数据库 ＳＴＲＩＮＧ（ＳｅａｒｃｈＴｏｏｌｆｏｒｔｈｅ
ＲｅｔｒｉｅｖａｌｏｆＩｎｔｅｒａｃｔｉｎｇＧｅｎｅｓ）构建差异共表达基因之
间的ＰＰＩ网络，置信评分≥０．４［２０］。随后通过软件
Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ（ｖ３．８２）可视化网络［２１］。在共表达网络

中，ＭＣＣ算法算是查找关键节点最有效的方法［２２］。

每个节点的 ＭＣＣ由 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ中的插件 ｃｙｔｏｈｕｂｂａ计
算并将前十名的视作关键基因。

１．６　关键基因表达水平及预后价值的验证
　　为了验证关键基因的可靠性，使用在线工具

ＧＥＰＩＡ２验证 ＴＣＧＡＳＴＡＤ数据中肿瘤组织与正常组
织关键基因的ｍＲＮＡ表达水平［２３］。然后，基于ＴＣＧＡ
ＳＴＡＤ数据，利用Ｒ软件中的生存包进行ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ
单因素生存分析，探索患者的整体生存（ｏｖｅｒａｌｌｓｕｒｖｉｖ
ａｌ，ＯＳ）与关键基因之间的关系。本研究仅选择完成
随访时间的患者进行生存分析，然后根据关键基因的

中位表达值分为２组。Ｐ＜０．０５的预后相关关键基因
被认为具有统计学意义。

１．７　采用ＲＴｑＰＣＲ在胃癌患者ｃＤＮＡ芯片中验证预
后相关关键基因的表达

１．７．１　ＲＮＡ抽提　　①将待研磨的组织样品从液氮
或者－８０℃冰箱中取出，无菌刀片于干冰上将组织样
品切割成约 ３ｍｍ×３ｍｍ×３ｍｍ大小，置于装有 １ｍＬ
ＴＲＩｚｏｌ裂解液的１．５ｍＬＥＰ管中。将超细匀浆机工作
头浸入ＴＲＩｚｏｌ裂解液中 ５～１０ｓ灭活 ＲＮＡ酶后，研磨
组织；研磨后 ４℃、５０００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ，弃沉淀，吸
取上清至新的 １．５ｍＬＥＰ管中，室温放置 １０ｍｉｎ。
②每１０００μＬＴＲＩｚｏｌ加入２００μＬ１溴３氯丙烷，剧烈
震荡ＥＰ管１５ｓ，室温静置１０ｍｉｎ。③４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ
离心１５ｍｉｎ。④吸取上层上清至新的１．５ｍＬＥＰ管，
加入 １．５倍体积预冷的异丙醇，混匀后 ４℃静置
２０ｍｉｎ。⑤４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心 １５ｍｉｎ，弃上清。
⑥加入５００μＬ７５％乙醇，洗涤沉淀。⑦４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ
离心５ｍｉｎ，弃去大部分上清。⑧４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ再
次离心 １ｍｉｎ，弃去上清，室温干燥。⑨待 ＲＮＡ沉淀
基本透明时，加入 ＲＮａｓｅｆｒｅｅ水（加入体积视 ＲＮＡ沉
淀量而定）至完全溶解。⑩ ＲＮＡ纯化：在上述溶解的
ＲＮＡ溶液中加入２．５μＬＤＮａｓｅ和１０μＬＲＤＤｂｕｆｆｅｒ，
并加水补足到１００μＬ，再次重复上述①～⑨步骤，Ｎａｎ
ｏｄｒｏｐｏｎｅ分析测定所抽提 ＲＮＡ的浓度及质量，安捷
伦２１００生物分析仪检测 ＲＮＡ完整性，ＲＮＡ完整值
（ＲＮＡｉｎｔｅｇｒｉｔｙｎｕｍｂｅｒ，ＲＩＮ）大于 ７的样本可进行后
续实验。

１．７．２　ＲＮＡ逆转录获得ｃＤＮＡ　　根据ＴａＫａＲａ公司
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）的操
作指南，具体步骤如下：①将 ２μＬ５×ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）和５００ｎｇ总 ＲＮＡ加入
到ＰＣＲ管中，补充 ＲＮａｓｅＦｒｅｅＨ２Ｏ至１０μＬ，轻柔混
匀后离心。②按照３７℃ １５ｍｉｎ（逆转录反应），８５℃
５ｓ（逆转录酶的失活反应），４℃程序进行逆转录。
③得到的 ＲＴ产物ｃＤＮＡ可用于制备ｃＤＮＡ芯片。
１．７．３　ＲＴｑＰＣＲ反应　　以ｃＤＮＡ芯片为模板，根据
诺唯赞公司 ＣｈａｍＱＵｎｉｖｅｒｓａｌＳＹＢＲｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ
试剂盒说明书进行操作。以βａｃｔｉｎ作为内参，数据计
算采用２－ΔΔＣｔ方法。

４２５ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（６）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



１．８　免疫组织化学在胃癌患者组织切片中验证预后
相关关键基因的表达

　　①将胃癌石蜡切片脱蜡至水。②３％双氧水室温
孵化５ｍｉｎ，消除内源性过氧化物酶的活性。③蒸馏水
冲洗，ＰＢＳ浸泡５ｍｉｎ，重复２次。④１０％山羊血清（用
ＰＢＳ稀释）封闭，室温孵育１０ｍｉｎ，小心倒掉血清，加入
一抗工作液，４℃孵化过夜。⑤ＰＢＳ冲洗，５ｍｉｎ，重复
３次。⑥滴加１ｍＬ生物素标记二抗工作液，３７℃孵育
２０ｍｉｎ。⑦ＰＢＳ冲洗５ｍｉｎ，重复３次。⑧滴加１ｍＬ辣
根酶标记的链霉卵白素工作液，３７℃孵育 ２０ｍｉｎ。
⑨ＰＢＳ冲洗，５ｍｉｎ，重复３次。⑩ＤＡＢ显色剂显色，每
３０秒后立即显微镜观察有无染色，至２ｍｉｎ时变为灰棕
色提示着色。瑏瑡自来水充分冲洗，复染，脱水，透明，封
片。免疫组化评分标准：染色强度得分×阳性比例得分。

１．９　统计学分析
　　采用 Ｒ软件 ４．０．２版本（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｒｐｒｏｊｅｃｔ．
ｏｒｇ／）处理实验数据。计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，独立样本
采用独立样本 ｔ检验，配对样本采用配对样本 ｔ检验。
ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存分析采用 Ｌｏｇｒａｎｋ检验。Ｐ＜０．０５
表示差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　差异基因的鉴定
　　在ＴＣＧＡ数据集中一共识别出２６９４个 ＤＥＧｓ，包
括１１２４个上调基因和１５７０个下调基因（图１Ａ、Ｂ）。
进一步在 ＧＥＯ数据集 ＧＳＥ７９９７３中识别出 ８５７个
ＤＥＧｓ，其中 ４１０个表达量上调，４４７个表达量下调
（图１Ｃ、Ｄ）。
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图１　差异表达基因的鉴定
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２．２　加权基因共表达模块的构建及差异共表达基因
的获取

　　为了研究胃癌患者的功能聚类，利用 ＷＧＣＮＡ软
件包从 ＴＣＧＡＳＴＡＤ和 ＧＥＳ７９９７３数据集构建共表达
网络。结果在 ＴＣＧＡＳＴＡＤ中确定 ７个模块（图 ２Ａ）
以及在数据集 ＧＳＥ７９９７３中确定 １２个模块（图 ２Ｃ），
绘制模块性状的关系见图 ２Ｂ、Ｄ，以评估每个模块与
两个临床性状（癌症和正常）之间的关系。ＴＣＧＡＳＴＡＤ
中的蓝色模块（ｒ＝０．５５，Ｐ＝５ｅ－３４）和ＧＳＥ７９９７３的红
色模块（ｒ＝０．８１，Ｐ＝２ｅ－０５）和胃癌相关最高。分别
在ＴＣＧＡ数据集的蓝色模块和 ＧＳＥ７９９７３的红色模块
中发现了１１７６个和３８６９个共表达基因，并与之前的

ＤＥＧｓ取交集，识别出１８个差异共表达基因（图２Ｅ）。
２．３　差异共表达基因的功能富集分析
　　为了进一步了解差异共表达基因的潜在功能，采
用ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ包对其进行了基因富集分析。ＧＯ富
集分析显示，１８个差异共表达基因在生物学过程
（ＢＰ）中主要富集于肢体发育和胚胎附肢形态发生，在
细胞成分（ＣＣ）的结果中，揭示了这些基因主要参与转
录调节复合物。此外，在分子功能（ＭＦ）分析中，氧化
还原酶活性和氧化金属离子被认为与１８个基因有关
（图３Ａ）。在 ＫＥＧＧ通路富集分析中，这１８个基因主
要富集在细胞周期通路中（图３Ｂ）。
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Ａ：ＴＣＧＡＳＴＡＤ数据集模块聚类树状图；Ｂ：ＴＣＧＡＳＴＡＤ数据集基因模块和临床性状相关性　括号内数据为对应相关系数的
Ｐ值；Ｃ：ＧＳＥ７９９７３模块聚类树状图；Ｄ：ＧＳＥ７９９７３基因模块和临床性状相关性　括号内数据为对应相关系数的Ｐ值；Ｅ：共表
达基因和差异基因交集的韦恩图

图２　差异共表达基因的识别
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２．４　ＰＰＩ网络的构建和关键基因的鉴定
　　利用ＳＴＲＩＮＧ数据库建立了差异共表达基因之间
的ＰＰＩ网络，具有１８个节点和１７个边缘（图４Ａ）。通
过利用 ＣｙｔｏＨｕｂｂａ插件的 ＭＣＣ算法从 ＰＰＩ网络中选

取的关键枢纽基因（图４Ｂ）。根据 ＭＣＣ评分，得分排
名前十的 ＮＫＸ６２、ＧＫＮ２、ＧＫＮ１、ＳＧＫ１、ＴＮＦＲＳＦ１１Ｂ、
ＡＮＧＰＴ２、ＨＯＸＣ１０、ＳＡＬＬ４、ＨＯＸＡ１０、ＴＥＡＤ４基因被选作
关键基因。
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Ａ：ＧＯ富集分析；Ｂ：ＫＥＧＧ富集分析

图３　差异共表达基因的功能富集分析
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Ａ：通过数据库ＳＴＲＩＮＧ构建的１８个重叠基因的ＰＰＩ网络包括１８个节点和１７个边缘ＰＰＩ网络；Ｂ：使用来自ＰＰＩ网络的ＭＣＣ
（最大集团中心性）算法鉴定关键基因 在ＭＣＣ中，得分高的基因由红色节点表示，得分低的基因由黄色节点表示

图４　ＰＰＩ网络可视化和潜在关键基因
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２．５　关键基因表达水平、预后价值的验证
　　在ＧＥＰＩＡ２工具内验证１０个关键基因（ＮＫＸ６２、
ＧＫＮ２、ＧＫＮ１、ＳＧＫ１、ＴＮＦＲＳＦ１１Ｂ、ＡＮＧＰＴ２、ＨＯＸＣ１０、
ＳＡＬＬ４、ＨＯＸＡ１０和 ＴＥＡＤ４）的 ｍＲＮＡ表达水平。如
图５所示，ＴＮＦＲＳＦ１１Ｂ、ＡＮＧＰＴ２、ＨＯＸＣ１０、ＨＯＸＡ１０、
ＳＡＬＬ４和 ＴＥＡＤ４在胃癌中显著上调，而 ＮＫＸ６２、
ＧＫＮ２、ＧＫＮ１、ＳＧＫ１在胃癌中下调。此外，使用 Ｒ软件
中生存包（图６）对１０个关键基因进行了 ＯＳ分析，以
研究胃癌患者中关键基因的预后价值。根据中位基因

表达值将患者分为高表达组和低表达组。Ｋａｐｌａｎ

Ｍｅｉｅｒ分析表明，在 １０个关键基因中，ＡＮＧＰＴ２和
ＨＯＸＡ１０的较高表达水平与胃癌患者的 ＯＳ较差显著
相关（ＬｏｇｒａｎｋＰ＜０．０５，图６）。ＲＴｑＰＣＲ在 ｃＤＮＡ芯
片中检测上述２个基因的相对表达量，比较癌和癌旁
的表达差异（图７）。在３０例胃癌ｃＤＮＡ芯片中，２７例
都呈现ＡＮＧＰＴ２高表达（图７Ａ），２０例都呈现ＨＯＸＡ１０
高表达（图７Ｂ）。对胃癌组织进行免疫组织化学染色，
结果显示ＡＮＧＰＴ２和ＨＯＸＡ１０在胃癌组织的免疫组化
评分均高于癌旁组织（图８）。
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图５　从ＴＣＧＡ数据库中验证来自胃癌患者组织和正常组织中１０个关键基因的表达水平
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图６　胃癌患者预后相关的１０个关键基因生存分析
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Ａ：ＡＮＧＰＴ２；Ｂ：ＨＯＸＡ１０

图７　ＲＴｑＰＣＲ验证胃癌患者预后相关关键基因表达
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图８　免疫组化观察胃癌患者预后相关关键基因在癌组织和癌旁组织中的表达

３　讨论

　　胃癌是全世界高发的恶性肿瘤，被发现时多处于
晚期，进展期患者预后较差，且对化疗不敏感。因此，

鉴定有效的生物标志物来预测胃癌的预后及作为潜在

靶标非常重要。本研究通过全面的生物信息学分析，

采用ＷＧＣＮＡ与差异基因表达分析相结合的方式，利
用ＴＣＧＡＳＴＡＤ和 ＧＳＥ７９９７３数据库中的胃癌患者数
据鉴定出１８个重要基因。这些基因主要富集在细胞
周期等重要途径中。此外，根据 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ中 ｃｙｔｏｈｕｂ
ｂａ插件的ＭＣＣ评分，筛选了前１０个胃癌相关关键基
因（ＮＫＸ６２、ＧＫＮ２、ＧＫＮ１、ＳＧＫ１、ＴＮＦＲＳＦ１１Ｂ、ＡＮＧＰＴ２、
ＨＯＸＣ１０、ＳＡＬＬ４、ＨＯＸＡ１０、ＴＥＡＤ４）。其中，ＡＮＧＰＴ２和
ＨＯＸＡ１０的上调与胃癌总生存率差有显著相关性。最
后，在胃癌组织中对 ＡＮＧＰＴ２和 ＨＯＸＡ１０进行了进一
步的验证。

　　血管生成素２（ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ２，ＡＮＧＰＴ２）是一种生
长因子，属于血管生成素／领带（酪氨酸激酶与 Ｉｇ和
ＥＧＦ同源结构域）信号通路［２４］。它是参与血管生成的

主要途径之一。相关研究表明其过表达会起到诱导肿

瘤血管生成的作用，会加快肿瘤的迁徙和转移［２５］。对

肿瘤血管生成和转移的研究已经证实ＡＮＧＰＴ２在癌症
中的重要性，为此，ＡＮＧＰＴ２也被提议作为不同癌症类
型的生物标志物。相关研究表明，原则上，ＡＮＧＰＴ２表
达水平与小细胞肺癌和非小细胞肺癌的分期成正

比［２６］。然而，需要进一步明确其在肺癌每种类型和亚

型中的确切作用和表达水平。ＡＮＧＰＴ２在胃癌中的作
用机制尚不清楚，需要更进一步的研究。ＨＯＸＡ家族
基因是参与细胞增殖和凋亡的关键转录因子［２７］。据

报道，ＨＯＸＡ１０在多种癌症中表达失调，但其在胃癌中
的作用仍存在争议。例如，ＳＥＮＴＡＮＩ等［２８］报道

ＨＯＸＡ１０在约 ３０％的胃癌病例中呈阳性表达，在除肠
化生外的非肿瘤性胃黏膜中很少表达，其表达与浸润

深度呈显著负相关，预示具有肠黏蛋白表型的患者预

后较好。尽管如此，ＬＩＭ等［２９］研究表明，ＨＯＸＡ１０的高
表达预示着胃癌患者的不良预后。因此，应进一步探

讨ＨＯＸＡ１０在胃癌中的作用。
　　本研究通过全面的生物信息学分析识别出２个与
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胃癌预后相关的关键基因（ＡＮＧＰＴ２、ＨＯＸＡ１０）。有研
究表明，在其他肿瘤组织中较高水平的 ＡＮＧＰＴ２或
ＨＯＸＡ１０与癌症患者的预后不良有关，这与本研究分
析验证结果一致。然而，本研究存在一定局限性，尚需

通过一系列实验生物学方法，进一步验证影响胃癌患

者预后的生存相关基因分子机制和生物学功能。

　　综上所述，本研究综合生物信息分析，通过 ＷＧＣ
ＮＡ与差异基因表达分析相结合方式，识别验证了与
胃癌预后显著相关的关键基因 ＡＮＧＰＴ２和 ＨＯＸＡ１０，
为胃癌患者潜在的个体化治疗提供了依据。
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ｍｉＲ１９６ｂａｎｄＨＯＸＡ１０ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅａｐｏｏｒｐｒｏｇｎｏｓｉｓｇａｓｔｒｉｃ

ｃａｎｃｅｒｓｕｂｔｙｐｅ［Ｊ］．ＷｏｒｌｄＪＧａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌ，２０１３，１９（４１）：

７０７８－７０８８．ＤＯＩ：１０．３７４８／ｗｊｇ．ｖ１９．ｉ４１．７０７８．
（收稿：２０２２０１０５；修回：２０２２０２２５）

（编辑　汪勤俭）

２３５ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（６）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　




