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摘要：目的 采用生物信息学方法鉴定与食管鳞状细胞癌（ESCC）相关的生物标志物，为ESCC诊断和靶向治疗提供

依据。方法 从GEO数据库筛选并下载基因芯片数据集GSE23400、GSE45670、GSE20347和GSE17351，使用在线分析

工具GEO2R筛选ESCC的差异表达基因（DEGs），并采用韦恩图确定 4个数据集共同的DEGs。通过DAVID数据库对

DEGs进行基因本体论（GO）功能注释和京都基因与基因组百科全书（KEGG）通路分析；采用STRING数据库进行蛋

白相互作用（PPI）分析，采用Cytoscape软件的MCODE插件识别关键模块；采用CytoHubba插件筛选连接度最高的关

键基因，并通过UALCAN平台进行表达验证；采用Kaplan-Meier plotter数据库对关键基因进行生存分析。结果 共获

得146个共同DEGs，包括102个上调基因和44个下调基因。GO功能注释分析显示，共同DEGs主要参与细胞周期过程、

有丝分裂后期姐妹染色单体分离和细胞周期调控过程，存在于纺锤体、中心体细胞组分，发挥酶结合和腺苷三磷酸

（ATP）结合的分子功能。KEGG通路分析显示基因显著富集于细胞周期、ECM-受体相互作用和卵母细胞减数分裂。筛

选出10个关键基因，经基因表达水平验证和生存分析，有7个基因与ESCC预后有关，分别为CCNB1、CDK1、BUB1B、
ZWINT、AURKA、MAD2L1和MCM4，且均在ESCC组织中表达升高。结论 通过生物信息学方法鉴定获得ESCC的7个
关键基因，可作为ESCC潜在生物标志物和治疗靶点。
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Abstract: Objective To identify biomarkers for esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) using bioinformatics tools,
so as to provide insights into diagnosis and targeted therapy of ESCC. Methods The gene expression datasets
GSE23400, GSE45670, GSE20347 and GSE17351 were screened and downloaded from the Gene Expression Omnibus
(GEO) database. Differentially expressed genes (DEGs) of ESCC were screened using the online tool GEO2R, and the
common DEGs among the four datasets were determined using Venn diagram. Gene Ontology (GO) annotations and Kyo⁃
to Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) pathway analysis were performed using the DAVID database, and pro⁃
tein-protein interaction (PPI) analysis was performed using the STRING database. The key modules were identified using
molecular complex detection (MCODE) plugin in the Cytoscape software, and hub genes with the highest connectivity de⁃
gree were identified using the CytoHubba plugin, and the gene expression was validated on the UALCAN platform. Sur⁃
vival analysis of hub genes was performed using the Kaplan-Meier plotter database. Results Totally 146 common
DEGs were screened, including 102 up-regulated genes and 44 down-regulated genes. GO annotation analysis showed
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that the common DEGs were mainly enriched in biological processes of cell cycle, sister chromatid separation in the
late mitotic phase and cell cycle regulation, enriched in cellular components of spindle and centrosome, and molecular
functions of enzyme binding and ATP binding. KEGG pathway analysis showed that DEGs was significantly enriched in
cell cycle, extracellular matrix (ECM)-receptor interactions and oocyte meiosis. A total of 10 hub genes were screened,
and gene expression validation and survival analysis identified 7 genes associated with prognosis of ESCC, including
CCNB1, CDK1, BUB1B, ZWINT, AURKA, MAD2L1 and MCM4, which were all highly expressed in ESCC specimens.
Conclusion Seven hub genes of ESCC are identified based on bioinformatics, which may serve as biomarkers and thera⁃
peutic targets for ESCC.
Keywords: esophageal squamous cell carcinoma; bioinformaticr; biomarker; differentially expressed gene

2020 年统计数据显示，中国食管癌新发病例和

死 亡 病 例 分 别 占 全 球 病 例 总 数 的 53.70% 和

55.35% ［1］，其中食管鳞状细胞癌 （esophageal squa⁃
mous cell carcinoma，ESCC）占食管癌患者病理类型的

90% 以上。大多数 ESCC 患者在确诊时已处于晚期，

治疗效果差，生存率低［2-3］。研究表明，基因和信号传

导通路改变可对 ESCC 的发生发展产生影响［4］，因此

进一步探讨 ESCC 的分子机制，有助于精准预测 ESCC
患者的发病和进展，找到治疗的关键靶点。

生物信息学是生物学和信息学相结合的一门学

科，在疾病诊断、预后判断和药物筛选等方面起重要

作用，已被广泛应用于多种恶性肿瘤生物标志物筛选

和疾病诊断［5-6］。采用生物信息学方法可明确 ESCC
发生发展过程中的差异表达基因 （differentially ex⁃
pressed genes，DEGs） 并找到用于诊断的生物标志

物［7］，但 GEO 数据库中单个微阵列数据集分析结果

具有较高的假阳性率［8］。因此，本研究下载了 4 个

基因芯片微阵列数据集，采用生物信息学方法筛选出

ESCC 组织和正常食管组织间的 DEGs，并分析这些

DEGs 的功能、表达及与预后的关系，鉴定 ESCC 发

生发展过程中的生物标志物，为 ESCC 诊断和靶向治

疗提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料 以“esophageal squamous cell carcinoma，
Homo”为关键词，检索 GEO 数据库 （https://www.
ncbi.nlm.nih.gov/geo，截至 2022 年 3 月 1 日）中人

ESCC 基因芯片表达阵列数据集。纳入标准：（1）同

时具备 ESCC 组织和正常组织标本；（2）全基因组

RNA 表达谱芯片。筛选获得 4 个微阵列数据集

GSE23400、GSE45670、GSE20347 和 GSE17351，基

本信息见表 1。

表 1 ESCC 数据集基本信息

Table 1 Basic information of ESCC dataset

基因芯片号

Number of
dataset
GSE23400
GSE45670
GSE20347
GSE17351

ESCC组织

样本量

ESCC tissue
samples

53
28
17
5

正常食管

组织样本量

Normal sophageal
tissue samples

53
10
17
5

检测平台信息Platform information

GPL96 ［HG-U133A］Affymetrix Human Genome U133A Array
GPL570［HG-U133_Plus_2］ Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array
GPL571［HG-U133A_2］ Affymetrix Human Genome U133A 2.0 Array
GPL570［HG-U133_Plus_2］ Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Array

最后

更新时间

Last update
date

2019-06-28
2019-03-25
2018-12-06
2019-03-25

1.2 方法

1.2.1 DEGs 筛选 采用 GEO 数据库的在线分析工

具 GEO2R 分析 4 个数据集，以| log2 差异倍数（fold
change，FC） |>1 （log2FC>1 为上调 DEGs，log2FC<

-1 为下调 DEGs） 和调整后 P<0.01 为条件，筛选

ESCC 组织与正常食管组织样本的 DEGs。采用

“ggplot”R 包将 GEO2R 分析结果绘制成火山图，采

用韦恩图在线分析工具 （http://bioinformatic s. psb.

ugent.be/webtools/Venn）对 4 个数据集的 DEGs 取交

集获得共同 DEGs。
1.2.2 DEGs 间相互作用分析和关键模块筛选 以

medium confidence>0.4 为条件，通过 STRING 数据

库（http://string-db.org）进行共同 DEGs 的蛋白相互

作用（protein-protein interaction，PPI）分析，了解基

因间是否存在相互作用及其密切程度。Cytoscape 是用

于分子相互作用网络可视化的开放生物信息学分析软
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件，其中 MCODE 是一种分子复合物检测插件，可识

别相互作用网络中节点连接度最高的基因集合，即关

键模块。本研究使用 MCODE 插件筛选 PPI 网络中的

关键模块，设置 Degree Cut - off 为 2，Node Score
Cut-off 为 0.2，K-Core 为 2，Max Depth 为 100。
1.2.3 DEGs 功能与信号通路分析 通过 DAVID 数

据库（https://david.ncifcrf.gov），以人源基因为背景，

采用“enrichGO”和“enrichKEGG”函数对共同 DEGs
和关键模块基因进行基因本体论（Gene Ontology，GO）
功能注释和京都基因与基因组百科全书（Kyoto Ency⁃
clopedia of Genes and Genomes，KEGG）通路分析，了

解 ESCC 组织与正常食管组织间差异富集的功能和通

路。GO 功能注释主要包括生物学的 3 个方面：生物过

程、细胞成分和分子功能。P<0.05 提示富集的功能与

通路在 ESCC 组织与正常食管组织间存在差异。

1.2.4 关键基因筛选与 TCGA 数据库表达验证 采用

Cytoscape 软件中 Cytohubba 插件的 MCC 算法，按基

因节点连接度筛选出关键模块中连接度最高的基因，

即关键基因，其对 ESCC 的发生发展具有重要影响。

利用 UALCAN 平台 （http://ualcan.path.uab.edu），挖

掘 TCGA 数据库中 ESCC 组织与正常食管组织中关

键基因的表达数据进行表达验证。关键基因 mRNA
相对表达量采用中位数和四分位数间距［M（QR）］

描述，组间比较采用 R 4.0.2 软件进行 Mann-Whit⁃
ney U 检验，以 P<0.05 为差异有统计学意义。

1.2.5 关键基因生存分析 采用 Kaplan-Meier plotter
数据库 （http://kmplot.com/ analysis） 分析关键基因

的表达与 ESCC 患者总生存率的关系，采用 log-
rank 检验比较关键基因高表达与低表达的患者总生

存率差异。

2 结 果

2.1 ESCC 组织与正常食管组织的 DEGs 鉴定 火

山 图 显 示 ， 数 据 集 GSE23400、 GSE45670、
GSE20347 和 GSE17351 分 别 含 有 498、 7 859、

1 298、1 454 个 DEGs，见图 1。韦恩图显示，共获

得 174 个共同 DEGs，其中 28 个共同 DEGs 在 4 个

数据集中的表达水平不一致，为保证筛选基因的准确

性予以剔除，最终获得 146 个共同 DEGs，包括 102
个上调基因和 44 个下调基因，见图 2。
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注：A为GSE23400; B为GSE45670; C为GSE20347; D为GSE17351。Note: A, GSE23400; B, GSE45670; C, GSE20347; D, GSE17351.

图 1 ESCC 组织与正常食管组织 DEGs 的火山图

Figure 1 Volcano map of DEGs in normal and ESCC tissues
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注：A为共同DEGs；B为共同上调DEGs；C为共同下调DEGs。Note: A, common DEGs; B, common up-regulated DEGs; C, common down-
regulated DEGs.

图 2 ESCC 组织与正常食管组织 DEGs 的韦恩图

Figure 2 Venn diagram of DEGs in normal and ESCC tissues

2.2 DEGs 的生物过程和信号通路 GO 功能注释分

析结果显示，共同 DEGs 主要参与的生物过程包括细

胞周期过程、有丝分裂后期姐妹染色单体分离和细胞

周期调控过程；细胞成分主要作为纺锤体、中心体发

挥作用；介导的分子功能主要包含调控组蛋白激酶活

性、酶结合、腺苷三磷酸 （adenosine triphosphate，
ATP）结合和腺苷核苷酸结合等。KEGG 通路分析结

果显示，共同 DEGs 主要富集于细胞周期、细胞外基

质（extracellular matrix，ECM） -受体相互作用和卵

母细胞减数分裂等信号通路。见表 2。

表 2 共同 DEGs 的 GO 功能注释和 KEGG 通路分析结果

Table 2 GO functional annotation and KEGG pathway analysis results of common DEGs

项目 Item

生物过程Biological process

细胞成分Cellular component

分子功能Molecular function

KEGG

条目Term

GO：1903047
GO：0022402
GO：0000819
GO：0010564
GO：0098813
GO：0005819
GO：0030496
GO：0005694
GO：0000779
GO：0098687
GO：0035173
GO：0019899
GO：0005524
GO：0032559
GO：0030554
hsa04110
hsa04512
hsa04114
hsa03030
hsa04914

特征描述Description

有丝分裂细胞周期过程Mitotic cell cycle process
细胞周期过程Cell cycle process
姐妹染色单体分离Sister chromatid segregation
细胞周期过程的调节Regulation of cell cycle process
核染色体分离Nuclear chromosome segregation
纺锤体Spindle
中体Midbody
染色体Chromosome
浓缩染色体，着丝粒区域Condensed chromosome, centromeric region
染色体区域Chromosomal region
组蛋白激酶活性Histone kinase activity
酶结合Enzyme binding
ATP结合ATP binding
腺苷核糖核苷酸结合Adenyl ribonucleotide binding
腺苷酸核苷酸结合Adenyl nucleotide binding
细胞周期Cell cycle
ECM-受体相互作用ECM-receptor interaction
卵母细胞减数分裂Oocyte meiosis
DNA复制DNA replication
黄体酮介导的卵母细胞成熟Progesterone-mediated oocyte maturation

基因数目

Count
34
39
19
41
20
21
12
25
11
16
5

26
22
22
22
11
7
7
4
5

P值

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
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2.3 PPI 网络分析和关键模块构建 PPI 网络包括

110 个节点（26 个下调基因和 84 个上调基因），979
条边。关键模块筛选得到 40 个关键基因，分别为

MAD2L1、 MCM2、 BUB1、 CCNB1、 FOXM1、
AURKB、 KPNA2、 GINS1、 KIF4A、 DTL、 KIF14、
TTK、CDC20、RAD51AP1、CDK1、PRC1、BUBIB、
ATAD2、 CKS1B、 PBK、 NEK2、 CDKN3、 CENPF、

ZWINT、 KIF20A、 UBE2C、 ECT2、 AURKA、

CEP55、 NUSAP1、 TOP2A、 KIAA0101、 TPX2、
MCM4、GMNN、TRIP13、FEN1、FANC1、BIRC5 和

RFC4。GO 功能注释结果显示，该模块基因主要富集

于细胞周期、纺锤体和 ATP 结合等。KEGG 通路分析

结果显示，该模块基因主要富集于细胞周期、卵母细

胞减数分裂和黄体酮介导的卵母细胞成熟等。见表 3。

表 3 关键模块 GO 功能注释和 KEGG 通路分析结果

Table 3 GO functional annotation and KEGG pathway analysis results of key modules

项目 Item
生物过程Biological process

细胞成分Cellular component

分子功能Molecular function

KEGG

条目Term
GO：0022402
GO：0007049
GO：1903047
GO：0005819
GO：0005694
GO：0015630
GO：0005524
GO：0032559
GO：0030554
hsa04110
hsa04114
hsa03030

特征描述Decription
细胞周期过程Cell cycle process
细胞周期Cell cycle
有丝分裂细胞周期过程Mitotic cell cycle process
纺锤体Spindle
染色体Chromosome
微管细胞骨架Microtubule cytoskeleton
ATP结合ATP binding
腺苷核糖核苷酸结合Adenyl ribonucleotide binding
腺苷酸核苷酸结合Adenyl nucleotide binding
细胞周期Cell cycle
卵母细胞减数分裂Oocyte meiosis
黄体酮介导的卵母细胞成熟Progesterone-mediated

oocyte maturation

基因数目Count
34
35
30
18
22
22
19
19
19
9
6
4

P值

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

2.4 关键基因筛选与表达验证 筛选出连接度最高

（且连接度一致） 的 10 个关键基因，见图 3。从

UALCAN 平台获得 11 份正常食管组织样本和 162
份 ESCC 组织样本，10 个关键基因在 ESCC 组织中

的表达均显著增加，差异有统计学意义（P<0.05）。

见表 4。
2.5 关键基因生存分析 与预后相关的关键基因有

7 个，分别为 CCNB1、 CDK1、 BUB1B、 ZWINT、
AURKA、MAD2L1 和 MCM4，这 7 个基因的高表

达组患者总生存率均高于低表达组 （P<0.05）。见

图 4。
3 讨 论

由于各种微阵列研究中样本的差异，通过对微阵

列数据集的综合分析可以获得比单个微阵列更大的样

本量和更准确的疾病相关调节因子［9］。本研究选择

了 4 个高质量的 GEO 数据集，通过综合生物信息学

分析，鉴定出与 ESCC 相关的 146 个共同 DEGs，包

括 102 个上调基因和 44 个下调基因。这些基因主要

富集于细胞周期、纺锤体、中心体、酶结合和 ECM-
受体相互作用相关的生物学过程中，其中来自 PPI
网络的关键模块主要与 DNA 复制、细胞周期、上皮

细胞-间充质转化等现象有关，与 YANG 等［10］研究

BIRC5BUB1B

MAD2L1

CDK1

AURKB
RFC4

CCNB1

ZWINT
MCM4

AURKA

图 3 关键基因网络连接图

Figure 3 Link diagram of key gene network
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结果一致。经关键基因筛选和生存分析，CCNB1、
CDK1、 BUB1B、 ZWINT、 AURKA、 MAD2L1 和

MCM4 是与 ESCC 预后相关的 7 个生物标志物，其

高表达组患者的生存率均显著高于低表达组，提示这

些基因在 ESCC 的进展中可能起抑癌作用［11］。

由 CCNB1 基因编码的细胞周期蛋白 B1 已被证

明在肿瘤发生和发展中起重要作用，细胞周期蛋白

B1 的失调可导致不受限制的细胞周期进展和恶性转

化［11］。大量研究表明，细胞周期蛋白 B1 与恶性肿

瘤细胞的分化、生长、凋亡、转移、化学耐药性有

关，并在多种恶性肿瘤细胞中高表达［12-13］。CDK1
是一种丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶，在细胞周期 G2/M
点的细胞增殖中起关键作用，可与细胞周期蛋白 B
结合形成细胞周期蛋白 B-CDK1 复合物，调节细胞

周期进展［14］。既往研究发现，与正常组织相比，

CDK1 在恶性肿瘤组织中的表达也明显高于正常组

织［15-16］。

表 4 ESCC 组织与正常食管组织关键基因 mRNA 相对表达量

比较［M（QR）］

Table 4 Comparison of relative mRNA expression of hub genes

in normal and ESCC tissues [M (QR)]

关键基因

Hub genes
CCNB1
CDK1
BUB1B
BIRC5
AURKB
RFC4
ZWINT
AURKA
MAD2L1
MCM4

正常食管组织

Normal tissues
（n=11）

3.857（6.254）
2.110（3.574）
0.793（2.209）
1.154（4.037）
1.320（2.274）
1.628（1.371）
3.706（6.192）
1.741（2.207）
0.929（2.112）
2.906（8.825）

ESCC组织

ECSS tissues
（n=162）

22.567（16.379）
15.619（11.086）
6.959 （5.177）

11.501 （9.045）
11.885 （8.484）
8.538 （6.715）

16.372（13.538）
12.360 （9.433）
6.723 （5.031）

21.319（16.334）

Z值

-4.934
-5.091
-4.751
-5.202
-5.124
-5.019
-4.535
-4.875
-4.960
-4.639

P值

<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001
<0.001

注：A为CCNB1；B为CDK1；C为BUB1B；D为ZWINT；E为AURKA；F为MAD2L1；G为MCM4。Note: A, CCNB1; B, CDK1; C, BUB1B;
D, ZWINT; E, AURKA; F, MAD2L1; G, MCM4.

图 4 ECSS 关键基因生存分析

Figure 4 Survival analysis of ESCC Hub genes
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BUB1B、MAD2L1 和 ZWINT 是纺锤体主轴装配

检查点（spindle-assembly checkpoint，SAC）的重要

核心组件，SAC 在有丝分裂和减数分裂中主要通过

延迟细胞分裂进程维持基因组的稳定性，确保染色体

的准确分离［7］。BUB1B 主要在细胞周期中发挥作用，

在包括 ESCC 在内的多种恶性肿瘤组织中，BUB1B
的表达明显高于邻近的正常组织，而 BUB1B 突变会

导致有丝分裂过程中染色体分离异常，增加肿瘤易感

性［17］。MAD2L1 可确保在细胞分裂过程中染色体在

赤道板上正确对齐，同时其与 CDC20、BUB1B 的相

互作用影响多种恶性肿瘤的发展［18］。ZWINT 用于调

节有丝分裂纺锤体检查点活性，在恶性肿瘤组织中过

度表达，可能是支持早期诊断和预后评估的生物标志

物［19］。

AURKA 主要调节有丝分裂过程中心体和微管的

功能，确保中心体的正确分离和细胞质的完全分

裂［20］。它在调节有丝分裂的许多环节中起着关键作

用，特别是在从 G2 到 M 的过渡期间，AURKA 活

性显著增加。有文献报道，AURKA 的高表达促进

ESCC 的增殖［21］。

MCM 蛋白家族参与 DNA 复制的许多基本步骤，

能够成为增殖标记点。本研究中，与正常食管组织相

比，MCM4 在 ESCC 组织中的表达显著增加。MCM4
的表达与传统增殖标志物 Ki-67 具有相似的分布，

且与 Ki-67 相关，表明 MCM4 可能是潜在的增殖标

志物。据报道，MCM 蛋白与传统增殖标志物相比可

以更准确地测定肿瘤增殖分数，这是因为后者无法在

早期 G1 阶段标记细胞或在分化早期下调［22］。因此，

MCM4 表达增加提示 MCM4 在区分食管疾病进展的

各个阶段可能是更敏感的标志。

综上所述，本研究共确定了 7 个 ESCC 分子生

物标志物（CCNB1、CDK1、BUB1B、ZWINT、AURKA、
MAD2L1 和 MCM4），并且这些基因的高表达与较好

的临床预后相关，能为 ESCC 诊断和靶向治疗提供一

定的理论依据。但本研究结果未经体内和体外试验验

证，标志物的生物学功能还需要进一步阐明。今后将

收集和扩展临床样本，尝试通过外部实验验证基因在

蛋白质水平上的表达和预后作用。
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