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摘  要 

非小细胞肺癌(non-small cell lung cancer, NSCLC)仍是当今世界死亡率最高的恶性肿瘤，但其发生和发

展的分子机制的改变仍不清楚。本研究中，我们通过基因表达综合(Gene Expression Omnibus, GEO)数
据库下载基因表达微阵列数据GSE11830，例用edgeR软件筛选肿瘤组织及周围正常组织之间上调和下调

最明显的20个差异基因。为进一步了解差异基因的功能及机制，我们通过基因本体论(Gene Ontology, 
GO)数据库及京都基因与基因组百科全书(Kyoto Encyclopedia of Gene and Genomes, KEGG)数据库对

这40个差异基因的进行功能及通路富集进行分析。此外，我们通过癌症基因组数据库(The Cancer Ge-
nome Atlas, TCGA)下载NSCLC患者的临床信息，并对40个差异基因进行生存分析，发现5个上调基因及

3个下调基因与NSCLC生存期影响较为显著。利用cBioPortal可视化工具对这8个关键基因进行基因突变

及DNA扩增频率的分析，发现PKHD1L1、MME和IGSF10可能是NSCLC发生及影响预后的关键基因。 
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Abstract 
Non-small cell lung cancer (NSCLC) is still the malignant tumor with the highest mortality rate in 
the world, but the molecular mechanism of occurrence and development of NSCLC is still unclear. 
In this study, we downloaded gene expression microarray data GSE11830 through the Gene Ex-
pression Omnibus (GEO) database, and used the edgeR software to screen the 20 most significant-
ly up-regulated and down-regulated genes between tumor tissues and surrounding normal tissues. 
In order to further understand the functions and mechanisms of differential genes, we used the 
Gene Ontology (GO) database and the Kyoto Encyclopedia of Gene and Genomes (KEGG) database 
to perform enrichment analysis of these 40 differential genes. In addition, we downloaded the 
clinical information of NSCLC patients through The Cancer Genome Atlas (TCGA), and analyzed the 
survival of 40 differential genes, and found that 5 up-regulated genes and 3 down-regulated genes 
have a significant impact on NSCLC survival. In addition, we use cBioPortal which was a visualiza-
tion tool to analyze the gene mutation and DNA amplification frequency of these 8 key genes, and 
it is found that PKHD1L1, MME and IGSF10 may be the key genes for the occurrence and prognosis 
of NSCLC. 
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1. 背景 

目前为止，肺癌仍是中国发生率及死亡率最高的恶性肿瘤。根据世界卫生组织国际癌症研究机构

(international agency for research on cancer, IARC)统计数据，2020 年全球新发肺癌 220 万人，其中中国新

发肺癌 82 万人(https://www.iarc.who.int/faq/latest-global-cancer-data-2020-qa/)。非小细胞肺癌(non-small cell 
lung cancer, NSCLC)约占肺癌中的 80% [1]，包括腺癌、鳞状细胞癌及大细胞癌。相较于组织学分型，基

因分型在 NSCLC 的诊断、治疗、预后中发挥着越来越重要的作用。存在驱动基因突变的晚期 NSCLC 患

者，服用与之匹配的靶向药物比以铂类为基础的双联化疗方案可明显改善预后[2]，例如表皮生长因子受

体(epidermal growth factor receptor, EGFR)突变和间变性淋巴瘤激酶(anapestic lymphoma kinase, ALK)融合

突变的患者可以服用小分子酪氨酸激酶抑制剂(tyrosine-kinase inhibitor, TKI)。但 EGFR 突变的患者占

NSCLC 患者的 10%~30% [3]，ALK 融合突变患者仅占 3%~5% [4]，NSCLC 的 5 年生存率也仅有 23% [5]。
目前已知的NSCLC的驱动基因仍只是冰山一角，与NSCLC发生发展过程相关的潜在基因仍需继续探索，

以研究 NSCLC 更有效的治疗策略。 
随着微阵列技术的快速发展，微阵列分析在获得和理解分子机制方面展现出巨大潜能[6]，我们可以

通过一些高通量平台分析与肿瘤发生发展相关的差异性基因。在这项研究中，我们从基因表达综合(Gene 
Expression Omnibus, GEO)数据库中获取 NSCLC 肿瘤组织与正常组织信使核糖核酸(message Ribonucleic 
Acid，mRNA)微阵列数据集，通过生物信息学分析获取与 NSCLC 相关的关键基因，寻找与 NSCLC 预后

相关的潜在靶点。 
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2. 方法 

2.1. 基因表达谱数据采集 

在 GEO (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo)数据库中检索“NSCLC”，按以下标准进行筛选：所有组

织样本均为人类 NSCLC 肿瘤组织及周围正常组织；微阵列或 RNA 测序数据应未 mRNA；组织样本由权

威机构测试获得美国食品药品监督管理局(FDA)认可。选择“表达谱芯片”、“智人”，下载发布日期较

新且肿瘤组织与正常组织样品数目相匹配的微阵列数据集 GSE11830，其微阵列数据包含 6 例肿瘤组织样

本和 6 例周围正常组织样本，所有数据均通过 Affymetrix U33Plu2.0 平台进行检测。 

2.2. 数据预处理与寻找差异基因 

首先下载 GSE11830 的平台注释文件，将基因名称与探针名称一一对应并删除不能相互匹配的探

针，当多个探针对应同一个基因时取中位数作为基因的最终表达率。edgeR 软件(版本：4.0.2，
http://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/edgeR.html) 的 limma 包 ( 版 本 ： 3.10.3 ，

http://www.bioconductor.org/packages/2.9/bioc/html/limma.html)通过经典贝叶斯方法(topological map-matching, 
TMM)对微阵列数据进行差异性分析[7]。使用 Benjamini & Hochberg 方法执行获得校正后的差异显著性

(adj.P.Value)，选择差异显著性小于 0.05 且选择绝对对数(|logFC|)变化大于１作为阈值进行下面的分析。

然后利用 edgeR 安装 pheatmap 包对微阵列数据进行差异分析，并选取上调及下调最显著的差异基因各 20
个绘制热图[8]。 

2.3. 功能及通路富集 

基因本体论(Gene Ontology, GO)数据库包括生物学过程(Biological, BP)、细胞组分(Cellular Compo-
nent, CC)、分子功能(Molecular Function, MF)，京都基因与基因组百科全书(Kyoto Encyclopedia of Gene and 
Genomes, KEGG)数据库整合基因组学、生物化学及系统功能组学信息。通过Cluster Profiler软件包(版本：

3.1, http://bioconductor.org/packages/3.1/bioc/html/clusterProfiler.html)将差异显著性小于 0.05 的 40 个差异

基因的进行功能富集分析及通路富集分析[9]。 

2.4. 差异基因的生存分析及其肺癌中基因组变化情况 

入癌症基因组数据库(The Cancer Genome Atlas, TCGA)数据库，下载肺恶性肿瘤转录组分析基因表

RNA 测序数据(HTSeq-FPKM)，manifest 以及样品数据，metadata 数据及 clinical 数据中的 JSON 文件下

载。例用下载的 NSCLC 患者的临床信息分析对 40 个差异基因进行生存分析，安装 edgeR 软件 surviva
包 (版本 3.2-7，https://cran.r-project.org/web/packages/survival/index.html)及 survminer (版本：0.4.8，
https://cran.r-project.org/web/packages/survminer/index.html)包对差异基因进行生存分析并选取绘制生存曲

线[10]，Kaplan-meier 生存曲线用 log-rank 进行验证，将病人分为基因的高表达组与低表达组，认为 P 值

小于 0.05 有统计学意义寻找关键基因。癌症基因组学的可视化工具 cBioPortal (http://cbioportal.org)提供

可视化数据和多维癌症基因数据分析[11]。本项研究中，我们从 6531 个样本中分析关键基因突变及 DNA
拷贝数目的发生频率。 

3. 结果 

3.1. 差异基因分析 

从 GSE11830 数据集中，NSCLC 肿瘤组织与周围正常组织之间差异最明显的 20 个上调基因为

SERTM1、FLJ34503、LOC101928161、IGSF10、CLDN18、FCN3、CADM3-AS1、SGCG、LOC400568、

https://doi.org/10.12677/acm.2021.114238
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PKHD1L1、TMEM100、BEX1、SLC6A4、EDNRB、MME、FABP4、CXorf31、SLC19A3、LINC00968、
LINC00551；差异最明显的 20 个下调基因分别为 LOC101929486、GJB2、RPRM、HCN3、C10orf91、FLJ13744、
KRT6A、MMP7、MMP1、SPINK1、MSMB、MUC3B、FAM111B、PVRL4、CP、TOX3、C12orf74、GDF15、
LINC01021、TMPRSS4 (见图 1)。 

3.2. 富集分析 

为进一步了解差异基因的功能及机制，我们例用 ClusterProfiler 软件包对其进行富集分析。差异基因的

GO 富集分析显示，BP 主要与老化、痛觉、多细胞生物过程、负生长调节相关；CC 分析可见差异基因主

要与膜筏、投影终端、神经细胞体、突触前相关；MF 方面主要与激素结合、金属肽酶抑制剂活性、氯离

子跨膜转运蛋白活性、蛋白酶结合相关(见图 2(a)~(c))。KEGG 通路富集分析显示四种重要的途径，包括血

管平滑肌收缩，心肌细胞的肾上腺素信号传导，cGMP-PKG 信号通路，肾素－血管紧张素系统(见图 2(d))。 

3.3. 生存分析 

为探索差异基因与 NSCLC 总生存期(overall survival, OS)之间的关系，我们通过绘制生存曲线进行统

计学分析。我们发现表达上调基因 GDF15 (log-rank, p = 0.032)、IGSF10 (log-rank, p = 0.009)、MME 
(log-rank, p = 0.021)、PKHD1L1 (log-rank, p = 0.050)、SGCG (log-rank, p = 0.034)会降低 NSCLC 的 OS，
而表达下调差异基因 FAM111B (log-rank, p = 0.002)、KRT6A (log-rank, p = 0.026)、RPRM (log-rank, p = 
0.045)则会改善 OS (见图 3(a)~(h))。 
 

 
Figure 1. The GSE11830 data set has the most significant difference between up-regulated and down-regulated genes. Red: 
high expression; green: ground expression 
图 1. GSE11830 数据集差异最显著的上调基因及下调基因。红色：高表达；绿色：地表达 
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3.4. 预后相关差异基因在肺癌中的发生频率 

根据癌症基因组学 cBioPortal 获得的数据，在 6531 个样本中对 8 个与预后相关的差异基因进行基因

突变类型及DNA扩增的分析，如图4所示。可见上调基因中，GDF15、IGSF10、MME、PKHD1L1、SGCGFAM
基因发生突变或 DNA 扩增的频率分别为 1.2%、12%、12%、15%、1.5%，下调基因 FAM111B、KRT6A、
RPRM 发生突变或 DNA 扩增的频率为 1.2%、1.9%、0.7%。 

4. 讨论 

尽管近年来晚期 NSCLC 在放疗、化疗、靶向治疗、免疫治疗方面取得了一些突破性的进展，但其 5
年生存率仍旧很低。微阵列技术目前已经广泛应用于肿瘤的诊断、治疗及预后评估。在本项研究中，我

们进行了一系列的生物信息学分析，在 NSCLC 肿瘤组织与正常组织之间筛选出差异最明显的 20 个上调

基因和 20 个下调基因。通过富集分析发现差异基因通路富集主要位于血管平滑肌收缩，心肌细胞的肾上

腺素信号传导，cGMP-PKG 信号通路，肾素－血管紧张素系统。主要功能富集于细胞老化、多细胞生物

过程、负生长调节等生物学过程，激素结合、金属肽酶抑制剂活性、氯离子跨膜转运蛋白活性、蛋白酶

结合等分子功能，这些均显示差异基因与肿瘤发生或转移密切相关。此外，我们利用 TCGA 数据库下载

NSCLC 患者的临床信息，对 40 个差异基因进行生存分析，筛选出对 NSCLC 预后有明显影响的关键基

因，其中包括 5 个上调基因和 3 个下调基因，表明这些基因与肺癌显著相关，可能在肺癌的发生发展中 
 
 

 
(a)                                                   (b) 

 
(c)                                                   (d) 

Figure 2. Differential gene enrichment analysis of function and pathway. (a) BP enrichment analysis. (b) CC enrichment 
analysis. (c) MF enrichment analysis. (d) KEGG enrichment analysis. 
图 2.差异基因的功能和通路富集分析。(a) BP 富集分析。(b) CC 富集分析。(c) MF 富集分析。(d) KEGG 富集分析 
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(a)                                                   (b) 

 
(c)                                                   (d) 

 
(e)                                                   (f) 
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(g)                                                   (h) 

Figure 3. Prognostic Survival Analysis of Differential Genes in NSCLC. (a) GDF15; (b) IGSF10; (c) MME; (d) PKHD1L1; 
(e) SGCG; (f) FAM111B; (g) KRT6A; (h) RPRM 
图 3. 差异基因在 NSCLC 中的预后生存分析。(a) GDF15; (b) IGSF10; (c) MME; (d) PKHD1L1; (e) SGCG; (f) FAM111B; 
(g) KRT6A; (h) RPRM 
 

 
Figure 4. Visual analysis of the frequency of prognosis-related gene mutations and DNA amplification 
图 4. 预后相关基因的基因突变及 DNA 扩增频率的可视化分析。 
 

发挥了重要作用。例用 cBioPortal 工具研究这 8 个关键基因的突变或 DNA 扩增频率，其中 PKHD1L1、
MME 和 IGSF10 的频率最高，分别为 15%、12%、12%。 

多囊肾和肝病 1-L (polycystic kidney and hepatic disease-like1, PKHD1L-1)是一种蛋白质编码基因，

它编码的纤维囊蛋白-L 在细胞免疫中发挥重要作用，在活化的 CD4+ T 细胞及 CD8+ T 细胞中上调，
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被用作 T 淋巴细胞激活信号的启动子[12] [13]，具有信号受体活性的功能。Zheng 等证明 PKHD1L-1 在

甲状腺癌组织中的表达明显低于与之匹配的正常组织，可能是与甲状腺癌细胞的相关的抑癌基因，与

肿瘤的增值、集落形成和细胞侵袭相关[14]。与 PKHD1L-1 有关的疾病还包括大颗粒 T 淋巴细胞白血

病和子宫内膜癌[15] [16] [17]。我们的结果提示此基因可能与 NSCLC 的预后相关，可能是其潜在治疗

靶点。 
膜金属肽内切酶(membrane metalloendopeptidase, MME)是一种蛋白质编码基因，该基因编码的蛋白质

是 II 型跨膜糖蛋白和急性淋巴细胞性白血病抗原，也是是一种中性内肽酶，可在疏水残基的氨基侧切割

肽，并使几种肽激素失活，包括胰高血糖素，脑啡肽，P 物质，神经降压素，催产素和缓激肽。ＭＭE
具有金属内肽活性、外肽酶活性等功能[18] [19]，同时参与神经肽加工、蛋白质加工及水解等过程[18] [20]。
Benjiamin 等证明 MME 是雄激素调控基因，存在转移的前列腺癌的原发组织中表达下调[21]。MME 通过

PTEN 结合抑制前列腺癌细胞生长和转移[22]，Osman 等提出 MME 的缺失与前列腺癌的复发相关[23]。
我们的研究结果提示，MME 基因在肺癌中存在错译突变及 DNA 扩增，可能在未来肺癌的诊断和靶向治

疗中发挥重要作用。 
免疫球蛋白超家族成员 10 (immunoglobulin superfamily member10, IGSF10)同样是一种蛋白质编码基

因，与细胞分化、多细胞生物发育、神经元迁移的调节等过程相关，被证实影响大鼠骨肉瘤的发生发展

[24]。Ling 等证实敲除 IGSF10 可激活整合素 b1/FAK 通路，从而影响肺癌细胞的增值和黏附[25]。Wu 等

验证了 IGSF10 在乳腺癌组织中显著下调[26]，Thutkawkorapin 等提出 IGFSF10 可能与直肠癌和胃癌的发

生发展相关，但仍需要进一步验证[27]。 
本研究从 GEO 网站中下载 NSCLC 肿瘤组织及与之匹配的正常组织的微阵列数据集，通过绘制热图

对差异基因进行可视化分析，同时对差异基因的功能和通路进行富集。接着，我们 TCGA 网站的临床数

据对差异基因进行生存分析从而筛检出与预后相关的关键基因。最后，我们通过 cBioPortal 中的数据库

对关键基因的突变及 DNA 扩增频率进行统计。本研究也存在一定的一些局限性，我们无法评价 GEO、

TCGA 及 cBioPortal 数据库的数据质量，同时需要更多的临床研究来证实我们的结果。 

5. 结论 

综上所示，本研究通过生物信息学分析，得出 PKHD1L1、MME 和 IGSF10 可能是 NSCLC 发生及影

响预后的关键基因。然而，我们还需要进一步的实验和临床数据来证实我们的研究结果，指导探索 NSCLC
新的诊断及治疗途径。 
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