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[摘 要] 目的：通过TCGA和GEO数据库筛选与食管腺癌相关的关键基因，并分析其生物学功能、相关信号通路和临床意义。

方法：综合TCGA数据库食管腺癌数据和GEO数据库GSE92396芯片数据，使用R软件的DEseq2包和Limma包进行差异表达

基因分析，获得共同差异表达基因。利用R软件的 clusterProfiler包对共同差异表达基因进行GO功能富集分析及KEGG通路富

集分析。运用 string网站和Cytoscape3.7.2软件进行蛋白互作网络分析，筛选出调节食管腺癌蛋白表达量的关键节点基因，再结

合TCGA数据库分析关键节点基因与患者生存的关系。结果：通过数据库中90例食管腺癌组织和18例正常食管组织标本的基

因芯片数据的分析，获得共同差异表达基因521个，其中高表达基因356个，低表达基因165个，它们主要与表皮发育和表皮细胞

分化的代谢过程等相关功能和细胞因子及其受体相互作用等信号通路密切相关。蛋白互作网络分析得出15个关键节点基因，其

中CXCL8和CCL20低表达的食管腺癌患者生存期显著长于高表达者（中位生存期 32.4 vs 19.7个月，P<0.05；32.4 vs 13.9个月，

P <0.05）。结论：数据库挖掘显示CXCL8与CCL20基因可能在食管腺癌的发生发展及预后中起着重要作用，可以作为判断患者

预后的潜在指标。
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[Abstract] Objective: To screen the key genes associated with esophageal adenocarcinoma by using TCGA and GEO databases, and to

analyze their biological functions, relevant signaling pathways and clinical significance. Methods: The esophageal adenocarcinoma

data downloaded from TCGA database and GSE92396 microarray data from GEO database were integrated. The analysis of

differentially expressed genes (DEGs) were performed by using DEseq2 and Limma packages of R software to obtain the co-differentially

expressed genes, which were then chosen for the GO function enrichment analysis and KEGG pathway analysis with clusterProfiler

package of R software. The key node genes that regulate the protein expressions in esophageal adenocarcinoma were screened out by

protein-protein interaction (PPI) network analysis using the string website and Cytoscape 3.7.2 software. The correlation between key

node genes and the survival of patients was further analyzed by combining with TCGA database. Results: By analyzing the chip data of

90 cases of adenocarcinoma tissues and 18 cases of normal esophageal tissues from databases, a total of 521 co-differentially expressed

genes were obtained, including 356 upregulated genes and 165 downregulated genes. These genes were closely related to the metabolic-

associated functions mainly involving epidermis development, epidermal cell differentiation and signaling pathways involving cytokine-

cytokine receptor interaction, etc. The PPI network analysis revealed 15 key node genes. The survival time for patients with low

CXCL8 and CCL20 expression was significantly longer compared with the patients with high expression level (median survival: 32.4

vs 19.7 months, P<0.05; 32.4 vs 13.9 months, P<0.05). Conclusion: These results show that CXCL8 and CCL20 may play an important

role in the occurrence, development and prognosis of esophageal adenocarcinoma, and may be used as potential indicators to judge the

prognosis of patients.
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食管癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一，在所

有癌症病死率中居第 6位[1]。在西方国家，食管腺癌

是食管癌的主要亚型，而中国食管鳞状细胞癌（简称

食管鳞癌）的发病率占食管恶性肿瘤的90%以上，但

随着生活方式的改变,食管鳞癌的发病率逐年下降,

食管腺癌的发病率逐渐升高[2-4]。食管腺癌发病早期

症状不明显，临床发现时多为中晚期，目前治疗手段

主要是手术联合放化疗。在过去的 20年里，尽管治

疗模式不断完善，食管腺癌患者的预后改善却十分

有限，5年总生存率不足25%[5-6]。食管腺癌的早期诊

断有助于提升患者的生存率，因此筛选出食管腺癌

的生物标志物对其预防和早期诊治具有重要的意

义。由于肿瘤发生发展过程中的复杂性，传统的单

基因分析因无法揭示肿瘤复杂的信号转导网络而存

在一定的局限性，高通量测序技术的发展为肿瘤的

研究开辟了新的方向[7]。本研究结合癌症和肿瘤基

因图谱计划（TCGA）和人类肿瘤相关的基因表达汇

编（GEO）两大数据库的基因数据集，运用生物信息

学分析技术筛选共同差异表达基因，为食管腺癌的

发生与预后预测提供分子标志物。

1 资料与方法

1.1 数据来源

从 TCGA 数据库（http：//carcinomagenome. nih.

gov/）下载食管腺癌的RNA-seq数据及相应的随访数

据，筛选出 78例食管腺癌组织和 9例正常食管组织

的基因表达数据。在 GEO 数据（http：//www. ncbi.

nlm.nih. gov/geo）中以“esophageal cancer；esophageal

neoplasms；esophageal adenocarc-inoma”为关键词筛

选包含癌组织与癌旁组织的食管腺癌基因芯片数据

集 ，最 终 纳 入 GSE92396 芯 片 数 据 进 行 分 析 。

GSE92396数据中包含 12例食管腺癌组织和 9例正

常食管组织。

1.2 食管腺癌组织中的差异表达基因筛选

分别使用 R 软件的 DEseq2 包和 Limma 包对

TCGA数据库下载的RNA-seq数据及GEO数据库中

的 GSE92396 基因芯片数据进行差异表达分析。

差异表达基因筛选条件为：Fold change（FC）>2，

P.adjust<0.05（FDR 校正）。差异分析结果绘制火山

图，并采用维恩图取交集获得共同差异表达基因。

1.3 食管腺癌相关共同差异表达基因的GO和KEGG

富集分析

利用 R 软件的 clusterProfiler 包[8]对共同差异表

达基因进行GO功能富集分析及KEGG通路富集分

析，以P. adjust<0.05（FDR校正）为阈值筛选差异表达

基因的主要富集功能和通路。

1.4 食管腺癌相关共同差异表达基因的蛋白互作网

络分析

将共同差异表达基因导入 string（https：//string-

db.org/）在线分析网站进行蛋白质互作网络分析，其

结果运用Cytoscape3.7.2软件筛选关键的蛋白表达模

块与关键节点基因。

1.5 食管腺癌相关的关键节点基因与患者的生存分析

提取TCGA数据库中所有食管腺癌患者的生存

资料，利用R软件 survival包，将上述过程中获得的关

键节点基因分为高表达组和低表达组，以总生存期

(overall survival,OS)为结局终点，进行生存分析。将

两组数据绘制 Kaplan-Meier 生存曲线，并进行 Log-

rank统计检验，以 P<0.05或 P<0.01表示差异有统计

学意义。

2 结 果

2.1 筛选出的食管腺癌相关差异表达基因

TCGA数据库中食管腺癌的转录组测序数据分析

结果显示，表达上调的基因1 909个，表达下调的基因

2 260个。GSE92396基因芯片筛选结果显示，表达上调

的基因679个、表达下调的基因769个。使用火山图（图

1）描述差异表达基因的整体分布情况。使用维恩图（图

2）筛选出共同差异表达基因521个，其中表达上调的基

因356个、表达下调的基因165个。

A：TCGA; B: GSE92396

图1 火山图分析差异表达基因

Fig.1 Volcano map of differentially expressed genes

图2 维恩图显示共同差异表达基因

Fig.2 Venn diagram showing the co-differentially

expressed genes
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2.2 共同差异表达基因涉及的生物学作用和主要信

号通路

利用 R 软件的 clusterProfiler 包对筛选出来的

521个共同差异表达基因进行GO功能分析与KEGG

通路富集分析（图3），结果显示差异表达基因主要与

表皮发育和表皮细胞分化的代谢过程等功能相关

（表1），主要富集表达于细胞因子-细胞因子受体相互

作用等信号通路（表2）。

A: GO function enrichment results; B: KEGG pathway enrichment results

图3 共同差异表达基因的功能与通路富集分析结果

Fig.3 Function and pathway enrichment analysis results of co-differentially expressed genes

2.3 蛋白互作网络分析获得15个关键节点基因

将共同差异表达基因导入 string在线分析网站

进行蛋白互作网络分析 ，其结果进一步导入

Cytoscape3.7.2 软件进行蛋白互作网络可视化处理

（图 4），利用CytoHubba插件对蛋白互作网络中的基

因进行节点得分计算，以Degree≥6作为阈值，筛选得

到前15个关键基因CXCL8、VEGFA、MMP9、CXCL1、

TIMP1、ICAM1、MMP1、SPP1、IVL、MMP3、PKP1、

CCL20、AGT、COL1A1及ANXA1基因。以默认参数

Degree≥6、Node Score Cutoff≥0.2、K-core≥2 及 Max.

Depth=100作为标准，使用MCODE插件进行重点蛋

白表达模块的筛选（图5）。

图4 共同差异表达基因的蛋白质互作网络

Fig.4 Protein-protein interaction network of co-differentially expressed genes
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图5 食管腺癌相关关键节点基因的3个重点蛋白表达模块（A、B、C）

Fig.5 Three key protein expression modules（A, B, C）of esophageal adenocarcinoma related key node genes

图6 食管腺癌相关关键节点基因CXCL8（A）和CCL20（B）与患者生存期的分析

Fig.6 Survival analysis of CXCL8 (A) and CCL20 (B) in esophageal adenocarcinoma

表1 GO富集分析显示的前10位的食管腺癌相关共同差异表达基因

Tab.1 The top 10 co-differentially expressed genes in esophageal adenocarcinoma in GO enrichment analysis

ID

GO:0008544

GO:0043588

GO:0009913

GO:0030216

GO:0043062

GO:0030198

GO:0031424

GO:0070268

GO:0071621

GO:0018149

Description

Epidermis development

Skin development

Epidermal cell differentiation

Keratinocyte differentiation

Extracellular structure organization

Extracellular matrix organization

Keratinization

Cornification

Granulocyte chemotaxis

Peptide cross-linking

Count

55

50

43

41

39

35

32

30

17

15

P. adjust

8.00E-18

2.83E-16

5.11E-14

6.04E-15

5.09E-09

2.18E-08

3.42E-12

1.26E-18

9.30E-06

1.41E-08

表2 食管腺癌相关共同差异表达基因涉及的信号通路

Tab.2 Signaling pathways associated with the co-differentially expressed genes in esophageal adenocarcinoma

ID

hsa04060

hsa05323

hsa04657

hsa05146

hsa04610

Description

Cytokine-cytokine receptor interaction

Rheumatoid arthritis

IL-17 signaling pathway

Amoebiasis

Complement and coagulation cascades

Count

23

11

10

10

9

P. adjust

0.003479955

0.009415404

0.032126996

0.03899629

0.03899629
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2.4 食管腺癌相关的关键节点基因与患者的生存分析

利用TCGA数据库中食管腺癌患者生存数据对

筛选出的关键基因进行生存分析，结果发现CXCL8

与CCL20与食管腺癌患者的预后密切相关（P<0.05）。

食管腺癌患者中 CXCL8 与 CCL20 低表达者，总

生存时间显著长于高表达者（CXCL8表达，中位生

存期 32.4 vs 19.7 个月，P<0.05; CCL20 表达，32.4 vs

13.9个月，P<0.05）。

3 讨 论

食管腺癌是高病死率的恶性肿瘤，且全球发病

率呈上升趋势[9]。大多数食管腺癌患者起病隐匿，发

现时多已发展为中晚期。随着诊断技术的不断发

展，已在多种肿瘤中发现了有效的分子标志物，但食

管腺癌的诊断及预后仍缺乏有效的生物标志物[10-11]。

本项研究基于TCGA和GEO两大数据库的基因数据

集，运用生物信息学方法，对食管腺癌的基因数据集

进行分析，筛选出共同差异表达基因 521个，共同差

异表达基因主要汇集于表皮发育和表皮细胞分化的

代谢过程等相关功能，且主要富集于细胞因子-细胞

因子受体相互作用等信号通路。对共同差异表达基

因进行蛋白互作网络分析 ，结果显示 CXCL8、

VEGFA、MMP9、CXCL1、TIMP1、ICAM1、MMP1、

SPP1、IVL、MMP3、PKP1、CCL20、AGT、COL1A1 及

ANXA1这 15个基因可能在食管腺癌的蛋白表达调

控机制中发挥重要的作用。蛋白互作网络分析联合

生存分析筛选结果显示，CXCL8与CCL20可能在食

管腺癌的发生发展及预后中起着重要的作用。

CXCL8是促炎因子CXC家族中的一种趋化因

子，在多种肿瘤细胞、内皮细胞、浸润的中性粒细胞

以及肿瘤相关巨噬细胞中都表达上调，它在肿瘤微

环境中通过与细胞表面 G 蛋白偶联受体 CXCRl 和

CXCR2的结合发挥促肿瘤作用[12]。唐欣等[13]通过对

高通量数据挖掘发现，CXCL8 mRNA在宫颈癌组织

中表达上调,且其高表达与患者生存期缩短有关联。

龚珍强等[14]的研究结果表明：成纤维细胞来源的

CXCL12能够增强CXCL8在结肠癌细胞和人脐静脉

内 皮 细 胞（HUVEC）中 的 分 泌 , 并 且 CXCL8 和

CXCL12 均能促进结肠癌细胞的增殖和侵袭能力。

HOSONO等[15]的研究结果表明，食管癌患者CXCL8

高表达与淋巴结转移密切相关，且肿瘤微环境中的

CXCL8上调可增强食管癌细胞的转移及侵袭能力。

ŁUKASZEWICZ-ZAJĄC等[16]的研究结果表明，与健

康人群相比，食管癌患者血清中的CXCL8表达显著

上调，其诊断价值优于传统肿瘤标志物。亚组分析

结果表明，血清CXCL8水平与肿瘤T分期呈正相关。

趋化因子CCL20，又名巨噬细胞浸润相关蛋白30、

肝激活调节趋化因子，在多种肿瘤中参与疾病的进

展。趋化因子受体CCR6是目前发现的CCL20唯一

受体[17]。程先硕等[18]的研究显示，趋化因子CCL20通

过AKT/MMP3信号轴可促进结肠癌 SW480细胞的

侵袭和迁移。刘检等[19]的研究结果表明，CCR6在食

管癌淋巴结转移患者中呈高表达 ,CCR6 及 CCR6-

CCL20趋化轴参与调控肿瘤细胞的增殖、侵袭和迁

移,可能参与调节食管癌细胞上皮-间质转化的发生。

LIU等[20]的研究结果表明，CCL20可将不同种类的T

淋巴细胞亚群募集到食管癌中，是患者生存的潜在

预测指标。

综上所述，本研究通过对TCGA和GEO数据库

的基因芯片进行分析，发现CXCL8与CCL20很可能

是食管腺癌的潜在靶基因，对食管腺癌的发生发展

及患者的预后评估具有重要的意义，为今后食管腺

癌的诊断和预后评估提供了潜在的生物标志物。
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