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基于生物信息学分析的食管鳞状细胞癌关键枢纽基因的筛选及验证
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[摘 要] 目的: 采用多种生物信息学分析工具，筛选与食管鳞状细胞癌（esophageal squamous cell carcinoma, ESCC）发生发展

相关的枢纽基因（Hub gene），并分析其生物学功能。方法：选取GEO食管鳞状细胞癌芯片数据GSE100942为研究对象，采用

GEO2R软件对数据进行处理和分析，筛选差异表达基因，并通过生物信息学工具DAVID、String、Cytoscape 构建差异表达基因的

蛋白互作网络并筛选Hub基因；应用GO及KEGG进行生物功能富集分析；同时通过网络工具MiRDB寻找可能调控Hub基因的

miRNA，并构建Hub基因-miRNA调控网络；利用GEPIA在线分析工具对筛选基因的表达和患者生存情况进行验证。结果：分
析GSE100942芯片数据共筛选出1229个表达差异达2倍以上及223个表达差异达4倍以上的差异基因，以及在食管癌组织中表

达均上调的20个Hub基因；功能富集分析显示这些差异基因主要富集到了癌症相关通路，并主要参与了细胞分裂及有丝核分裂

等生物学过程；从Hub基因进一步鉴定了DLGAP5、BUB1B、TPX2、TTK、CDC20、CCNB2、AURKA、DEPDC1为食管鳞状细胞癌

相关的8个关键Hub基因，他们参与了细胞增殖、细胞周期、信号通路等重要生物学过程。通过构建的miRNA调控网络分析，鉴

定了CEP55、ECT2、NEK2、DEPDC1及NUSAP1等5个Hub基因受该网络高度调控。结论：基因芯片结合生物信息学方法能够

有效分析与食管鳞状细胞癌发生发展相关的差异表达基因，筛选出的20个Hub基因和其中的8个关键基因可为进一步研究食管

鳞状细胞癌发病的分子机制及分子标志物的筛选提供理论指导。
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Screening and verification of key Hub genes in esophageal squamous cell carcino-
ma based on bioinformatics analysis

GUO Yanli, LIANG Xiaoliang, KUANG Gang, WU Xuan, KANG Xiaoliang, DONG Zhiming, SHEN Supeng, LIANG Jia, GUO Wei

(Pathology Laboratory of Hebei Cancer Institute, the Fourth Hospital of Hebei Medical University, Shijiazhuang, 050011, Hebei, China)

[Abstract] Objective: To screen the Hub genes associated with the occurrence and development of esophageal squamous cell carcino-

ma (ESCC) and to analyze their biological functions by using various bioinformatics analysis tools. Methods: ESCC chip profile

GSE100942 from GEO database was used as study subject; GEO2R tool was used to analyze the data and to screen the differentially ex-

pressed genes (DEGs), and the bioinformatics tools (DAVID, String, Cytoscape) were further used to construct protein-protein interac-

tion (PPI) network and identify the key Hub genes. GO and KEGG were used for the biological function enrichment analysis. In the

meanwhile, MiRDB was applied to identify the miRNAs that might regulate Hub genes and to construct Hub gene–miRNA network.

Importantly, the expression of DEGs and the patient survival were verified by the GEPIA analysis tool. Results: By analyzing

GSE100942 database, a total of 1229 DEGs with difference of 2 times and 223 DEGs with difference of 4 times were screened out. In

addition, 20 Hub genes, which were all up-regulated in ESCC tissues, were also identified. The functional enrichment analysis showed

that these DEGs were mainly enriched in cancer related pathways and involved in cell division and mitotic nuclear division. Among

those 20 Hub genes, DLGAP5, BUB1B, TPX2, TTK, CDC20, CCNB2, AURKA and DEPDC1 were identified as 8 key Hub genes that

related with ESCC, and involved in many important biological processes, such as cell proliferation, cell cycle and signal pathway. Five

Hub genes, CEP55, ECT2, NEK2, DEPDC1 and NUSAP1, were identified to be highly regulated by the miRNA regulatory network.

Conclusion: Microarray combined with bioinformatics can effectively analyze the DEGs associated with the occurrence and develop-
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ment of ESCC. The identification of the 20 Hub genes and the 8 key Hub genes can provide theoretical guidance for further research on

the molecular mechanism and molecular marker screening of ESCC.
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[Chin J Cancer Biother, 2019, 26(2): 166-172. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2019.02.005]

食管鳞状细胞癌（esophageal squamous cell carci-

noma, ESCC）是我国的高发肿瘤，其发病率和病死率

一直居高不下。筛查与食管癌发生相关的异常基因

表达谱，构建异常基因相互作用网络，并进一步寻找

该网络中连接度较高的枢纽基因，对于明确食管鳞

癌发病原因、寻找早期预警标志物及治疗靶标均具

有重要意义。本研究以 GEO 数据库（Gene Express

Ominibus, http: //www.ncbi.nlm.nih.gov/geo）中食管鳞

癌基因表达谱芯片数据GSE100942为分析材料，筛

选食管鳞癌及癌旁非肿瘤组织的差异表达基因（dif-

ferentially expressed genes，DEGs），并对差异基因进

行聚类分析及功能富集分析，并进一步构建蛋白相

互作用（protein-protein interaction, PPI）网络及 miR-

NA调控网络，筛选出与食管鳞癌发生密切相关的关

键Hub基因，旨在进一步识别鉴定食管鳞癌发生发展

中的靶基因，为食管鳞癌发病分子机制的明确及分

子标志物的筛选提供理论指导。

1 材料与方法

1.1 研究工具和对象

隶属于美国国立生物技术信息中心（National

Center for Biotechnology Information, NCBI）的基因

表达数据库 GEO，是当今全球最大、最全面的公共数

据 资 源 平 台[1]。 本 研 究 选 取 GEO 数 据 库 中

GSE100942基因表达谱芯片数据为研究对象，该芯

片 为 Affymetrix 人 基 因 组 U133 2.0 芯 片 [HG-

U133_Plus_2]（安捷伦GPL570平台）。GSE100942数

据集共包括 4对食管鳞癌组织及其对应的癌旁非肿

瘤组织(#301, #327, #351, #363)。

1.2 差异基因分析

应用在线分析工具 GEO2R（https://www. ncbi.

nlm. nih.gov/geo/geo2r/）对食管鳞癌及对应的癌旁组

织进行DEGs分析。GEO2R[2]是一个基于R语言程序

的数据集分析工具，能够对相同实验条件下的两组

样品进行对比，筛选DEGs。基因表达的差异用差异

倍数（fold change, FC）表示。本研究设定的筛选标准

分别为P< 0.05，|logFC| ≥ 1（筛选表达差异大于等于

2倍的DEGs）；或P< 0.05，|logFC| ≥ 2（筛选表达差异

大于等于4倍的DEGs）。

1.3 PPI网络构建

利用在线数据分析软件 STRING（Search Tool

for the Retrieval of Interacting Genes）来分析蛋白质相

互作用对，并构建PPI网络。将最低相互作用分值选

择为高可信度，即选择可信度得分＞0.7的相互作用

进行研究。利用Cytoscape软件对网络数据进行可视

化分析，选择连通度分值>2的节点进行进一步分析。

1.4 以MCODE方法分析筛查食管鳞癌的Hub基因

MCODE分析（molecular complex detection）是检

测PPI网络中紧密连接区域的一种方法。本研究使

用MCODE分析从构建的 PPI网络中选取最重要的

模块进行进一步分析。

1.5 差异基因的功能富集

将 DEGs 数据导入 DAVID（https://david.ncifcrf.

gov/）在线网络生物信息学分析网站，利用GO分析

（gene ontology analysis）和KEGG(kyoto encyclopedia

of genes and genomes) 对 DEGs 进行功能富集[3-4]，分

析这些基因主要参与的生物学过程以及主要涉及的

肿瘤相关通路，以错误发现率（false discovery rate,

FDR）<0.05作为入选标准。

1.6 Hub基因的表达验证及患者生存分析

GEPIA (http://gepia.cancer-pku.cn/ index.html)是

一种包含了来源于TCGA及GTEx数据库中的 9736

个肿瘤组织及 8587 个正常组织数据的在线分析网

站。本研究应用GEPIA数据分析工具对筛选得到的

Hub基因进行表达水平的验证及患者生存分析。

1.7 Hub基因的miRNA调控网络的构建

从 MiRDB (http://mirdb.org)数据库下载可能调

控Hub基因的miRNA，并将miRNA与靶基因的作用

评分低于 80分的进行删除。利用Cytoscape软件构

建Hub基因-miRNA调控网络。

1.8 统计学处理

应用上述方法中介绍的各种数据分析软件，对

所筛查的各种信息数据进行统计分析。

2 结 果

2.1 食管鳞癌及癌旁组织中差异表达基因的筛查

GEO2R分析结果显示共筛查出 1229个差异倍

数达 2倍以上的显著DEGs，包括 408个上调基因及

820个下调基因；其中有 223个基因表达差异倍数达

4倍以上，为巨大DEGs，包括65个上调基因及158下

调基因。

2.2 PPI网络构建及Hub基因的筛选鉴定

将筛选获得的223个巨大差异基因输入STRING

网站，构建 PPI网络（图 1），并进一步应用Cytoscape
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软件中的MCODE分析对 PPI网络中连接最为紧密

的基因进行分组，形成多个模块。结果显示共有6个

有意义的模块从PPI网络中被划分了出来（表1），前3

个模块评分较高（图2）。其中评分最高的模块1中共

包含了ECT2、KIF2C 、NEK2 、TTK 等 20个基因，共

形成了 190 种相互作用关系，具有较高连接度，为

Hub 基因。GSE100942 芯片数据分析结果（表 2）显

示，这 20 个 Hub 基因在食管癌组织中均表达上调。

除这6个模块外，其他基因间的相互作用比较分散。

图1 表达差异巨大的223个DEGs所构建的PPI网络

Fig. 1 The PPI network was constructed by 223 DEGs with huge difference

表1 223个DEGs构成的PPI网络中连接度较高的6个模块及其包含的基因

Tab.1 The six modules with high connection degree and their genes from the PPI network composed of 223 DEGs

Cluster

1

2

3

4

5

6

Score

(Density*#Nodes)

20

7.25

3.714

3

3

3

Nodes

20

9

8

3

3

3

Edge

190

29

13

3

3

3

Node ID

ECT2, KIF2C, NEK2, TTK, NUSAP1, NUF2, TRIP13, UBE2C, KIF4A,

KIF20A, CCNB2, CDC20, BUB1B, BUB1, CEP55, AURKA, TOP2A,

TPX2, DEPDC1, DLGAP5

CNN1, ACTG2, MYH11, SMTN, DES, TPM1, LMOD1, SORBS1, MYL9

MMP3, CXCL10, TNFSF10, P2RY14, IL6, STAT1, MMP1, CXCR2

COL4A6, COL1A2, COL14A1

CDKN2A, HMGA2, IGF2BP2

KLF1, HBB, AQP1

2.3 差异基因的功能富集

利用 DAVID 对筛选的 DEGs 进行功能富集分

析，GO功能注释结果（表3）显示，这些差异基因主要

参与的生物学过程（biological processes, BP）为细胞

分裂及有丝核分裂等；主要参与的细胞组成（cell

composition, CC）为细胞外基质、肌动蛋白细胞骨架

等；主要参与的分子功能（molecular function,MF）则

为蛋白的结合及肌动蛋白结合等。

KEGG通路分析显示，有 41个差异基因富集到

了癌症相关通路，24个基因富集到 cGMP-PKG信号

通路，19个基因富集到了细胞周期相关通路（表4）。

进一步利用GO分析结果，观察这20个Hub基因

参与的主要生物学功能，发现有8个基因与食管癌发

生的生物学过程密切相关，为食管癌的关键Hub基
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因。其中的DLGAP5、BUB1B、TPX2基因主要参与

了细胞增殖的过程，TTK、CDC20基因主要参与了细

胞增殖的相关调控过程，CCNB2、AURKA基因主要

参与了细胞周期的调节，而DEPDC1基因主要参与

了信号转导，尤其是Wnt信号通路的正向调节过程。

图2 223个DEGs对应的蛋白质相互作用紧密连接度最高的3个模块

Fig. 2 The three modules with the highest connection degree from the PPI network of 223 DEGs

图3 GEPIA 工具验证分析显示20个Hub基因在食管癌组织中表达均上调

Fig. 3 The 20 Hub genes were up-regulated in esophageal cancer tissues verified by GEPIA

2.4 差异表达基因的验证

应用TCGA及GTEx数据分析在线分析工具GE-

PIA对模块 1中的 20个Hub基因在食管癌中的表达

情况进行验证，并进行生存分析。结果（表2，图3）显

示：食管癌组织中，这20个Hub基因的表达均明显高

于癌旁正常黏膜组织，且与GSE100942基因芯片分

析结果一致。生存分析显示：多数Hub基因高表达的

患者表现出了较差的生存期，但差别无统计学意义

（数据未列出）。

2.5 Hub基因相关的miRNA调控网络

由MCODE分析模块 1中的 20个Hub基因构建

的miRNA的调控网络，共涉及 142个miRNA及 134
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种相互作用关系（图4）。在这个网络中，由于CEP55

(连接度=21)、ECT2 (连接度=19)、NEK2(连接度=

17)、DEPDC1(连接度=16)和NUSAP1(连接度=10)等

5个基因具有较高的连接度，受miRNA网络高度调

控。此外，miR-627-3p，miR-491-3p，miR-546-3p，

miR-1285 and miR-4521 等 miRNA 调控着多个 Hub

基因的表达。

表2 20个Hub基因涉及的生物学功能及其在ESCC组织中表达的验证

Tab.2 The biological functions of 20 Hub genes and the verification of their expression in ESCC tissues

Gene.symbol

ECT2
KIF2C
NEK2
TTK
NUSAP1
NUF2
TRIP13
UBE2C
KIF4A
KIF20A
CCNB2
CDC20
BUB1B
BUB1
CEP55
AURKA
TOP2A
TPX2
DEPDC1
DLGAP5

Expression in GSE100942

UP OR
DOWN

UP
UP
UP
UP
UP
UP
UP
UP
UP
UP
UP
UP
UP
UP
UP
UP
UP
UP
UP
UP

Fold
Change

4.10
4.24
4.94
4.56
4.28
4.10
4.28
4.04
4.70
4.72
4.00
5.10
4.54
4.12
4.20
4.54
5.30
4.10
4.10
4.74

P

0.023
0.015
0.004
0.006
0.004
0.005
0.012
0.006
0.004
0.006
0.015
0.012
0.011
0.022
0.026

0.006391
0.010458
0.006468
0.011452
0.01507

Expression in TCGA
and GTEx

UP OR
DOWN

UP
UP
UP
UP
UP
UP
UP
UP
UP
UP
UP
UP
UP
UP
UP
UP
UP
UP
UP
UP

P

<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05
<0.05

Gene ontology analysis
(Biological processes)

Positive regulation of cytokinesis
Regulation of cardiac muscle cell contraction
Mitotic nuclear division
Positive regulation of cell proliferation
Mitotic cytokinesis
Sister chromatid cohesion
Transcription from RNA polymerase II promoter
Positive regulation of ubiquitin protein ligase activity
Mitotic cytokinesis
Mitotic cytokinesis
Regulation of cell cycle
Positive regulation of cell proliferation
Cell proliferation
Regulation of chromosome osegregation
Mitotic cytokinesis
Cell cycle
Mitotic cytokinesis
Cell proliferation
Cell migration/signal transduction
Cell proliferation

The line represents a relationship between miRNA and target gene. Yellow node stands for Hub gene. Blue node stands for miRNA.

图4 从DEGs筛选出的20个Hub基因的miRNA调控网络

Fig. 4 The miRNA regulating network of 20 Hub genes screened from DEGs
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3 讨 论

随着科学技术的发展，高通量测序技术及基因

芯片技术日趋成熟。肿瘤研究是表达谱基因芯片在

疾病研究中应用最多的领域。基因表达谱芯片为分

析肿瘤与正常组织之间的差异基因，寻找新型肿瘤

标志物提供了强有力的工具，对于肿瘤分类与分型

的基因标记物以及药物治疗潜在靶点的筛查具有重

要的意义。

本研究利用 GEO 数据库中基因表达谱芯片

GSE100942数据为分析材料，共筛选出223个在癌及

癌旁组织中表达差异巨大的基因。并对筛选出的差

异基因进行GO及KEGG富集分析。结果显示，这些

差异表达基因主要参与了细胞分裂及有丝核分裂等

生物学过程。肿瘤的生长在一定程度上取决于有丝

分裂事件的增加。同时，这些基因还主要参与了细

胞外基质、肌动蛋白细胞骨架等细胞组成；以及蛋白

的结合及肌动蛋白结合等分子功能。这些是调节细

胞增殖、迁移及侵袭的基础生物学条件，其异常是导

致肿瘤形成的基本特征。KEGG通路富集发现有41

个差异基因富集到了癌症相关通路，其中包括了

CDH1、PTEN、MMP1等肿瘤相关的明星因子，均已

被证实在肿瘤的发生发展中扮演着重要的角色。

应用Cytoscape软件中的MCODE分析对差异基

因构成的PPI网络中连接最为紧密且位于重要节点

位置的基因进行分组，筛查出连接度最高的ECT2、

KIF2C、NEK2、TTK等20个Hub基因，这20个基因形

成190种相互作用关系将其紧密联系在一起，构成一

个相对独立的网络，并可能通过拮抗或协同作用起

到相似的生物学功能。进一步通过GO分析发现其

中与肿瘤发生的生物学过程密切相关的 8 个关键

Hub 基 因 ，包 括 与 细 胞 增 殖 相 关 的 DLGAP5、

BUB1B、TPX2 基因；与细胞增殖调控相关的 TTK、

CDC20基因；与细胞周期相关的CCNB2、AURKA基

因；与细胞迁移及信号转导密切相关的DEPDC1基

因。细胞增殖异常及细胞周期调控异常是肿瘤发生

发展过程中的重要环节。肿瘤的生长在一定程度上

取决于有丝分裂事件的增加。有丝分裂过程中的关

键步骤是主轴装置的调节组装和姐妹染色单体的分

离。DLGAP5在染色单体的正确分离中起重要作用，

而它的激活和被招募到纺锤体则是由TPX2调节的。

SHI等[5]通过大规模数据的生物信息学分析发现DL-

GAP5在人类肺癌中是具有潜在价值的诊断和预后

生物标志物。SCHNEIDER 等[6]的研究也发现 DL-

GAP5的高表达与肺癌患者的较差预后相关。同时，

DLGAP5及BUB1B表达的联合检测可预测肾上腺皮

质肿瘤的预后不良[7]。TTK基因编码特异性蛋白激

酶，具有磷酸化酪氨酸，丝氨酸和苏氨酸的能力。研

究已表明该基因是一种关键的有丝分裂检查点蛋

白，用于在有丝分裂期间准确分离染色体，当该蛋白

质不能降解并产生过量的中心体导致异常的有丝分

裂纺锤体时，可能引起肿瘤的发生[8]。TTK基因在多

种肿瘤中表达异常，并且与早期复发及预后差相

关[8,10]。CDC20同样在染色体分离和有丝分裂中具有

重要功能，是纺锤体组装检查点（SAC）的靶标，研究

指出该基因有望成为治疗人类恶性肿瘤的潜在靶

标[11]。CCNB2是细胞周期蛋白家族的成员[12]，AUR-

KA基因是细胞周期调节的激酶[13]，在细胞周期调控

中扮演者重要的作用。DEPDC1是一种新发现的癌

相关和细胞周期相关基因，目前已被证明是一种新

的膀胱癌治疗靶点[14]。DEPDC1在肝细胞癌[15]和前

列腺癌[16]中过表达，敲除DEPDC1基因可抑制肿瘤细

胞的生长并诱导凋亡。而与这 8个关键Hub基因紧

密相连的其他12个Hub基因可能起某种链接或辅助

作用，共同参与相同的生物学过程，影响肿瘤进程。

此外，miR-627-3p、miR-491-3p、miR-546-3p、miR-

1285及miR-4521调控着该网络中多个Hub基因的表

达，间接影响了整个网络状态，也可能成为基因治疗

的潜在靶点。

综上，通过 GSE100942 基因芯片筛查出的 DL-

GAP5、BUB1B、TPX2、TTK、CDC20、CCNB2、AUR-

KA、DEPDC1等8个基因在多种肿瘤中表达异常，并

已明确在某些特定肿瘤的发生发展中扮演着重要的

角色。这8个基因位于食管鳞癌DEGs构成的表达谱

网络中的关键节点位置，可作为食管鳞癌发生过程

中的关键Hub基因，为进一步研究食管鳞癌发生发展

的分子机制及分子标志物的筛选提供指导。
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