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宫颈癌差异表达基因筛选及功能分析 *
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摘要目的：筛选参与宫颈癌发生、发展的关键基因，为临床诊疗提供新的靶点。方法：在 NCBI-GEO数据库中筛选多组宫颈癌基

因表达检测数据集，利用 GEO2R分析工具筛选各组数据集的差异表达基因；应用 R分析筛选不同数据集之间共有的差异表达基

因；利用 DAVID在线分析对差异表达基因进行功能聚类和通路分析；利用 STRING分析差异表达基因编码蛋白之间的相互作用

关系。结果：共选择 6组表达数据集，筛选得到 59个差异表达基因（宫颈癌组织 vs正常组织），表达差异至少达 2倍，其中包含 50

个表达上调基因及 9个表达下调基因。这些差异表达基因参与细胞周期、DNA复制、细胞分裂等生物进程。蛋白互作分析表明，这

些差异表达基因多数存在相互作用。结论：利用生物信息学方法对不同来源的基因检测数据进行整合分析，有助于更准确的筛选

对宫颈癌发生、发展过程具有重要作用的关键基因，本文筛选的宫颈癌差异基因为进一步研究宫颈癌发生、发展的分子机制及临

床诊疗提供思路。
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Screening of Differential Expressed Genes in Cervical Cancer
and Functional Analysis*

To screen the key genes which contribute to cervical cancer progression, and provide novel potential target

for clinical diagnosis and therapy. GEO datasets of cervical cancer were obtained from NCBI-GEO database. GEO2R was used

to screen the genes with increased and decreased expression level in cervical cancer tissues. R was used to identify the common genes

between different GEO datasets. DAVID was used to analyze gene ontology and pathway for these genes. STRING was used to analyze

the interaction of proteins which is encoding by these genes. 59 common genes were indentified from 6 GEO datasets, which

contained 50 genes with increased expression level and 9 genes with decreased expression level in cervical cancer tissues. These genes

were found to be involved in cell cycle, DNA replication, cell division processes. Protein - protein interaction reveals the network

between these genes. Bioinformatics analysis can be used to effective screen cancer related genes. These candidate genes in

our data would be helpful in disclosing the molecular mechanism of cervical cancers, and also, helpful for clinical diagnosis and

treatment.
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前言

宫颈癌是女性常见恶性肿瘤之一[1]，全球发病率和死亡率

居女性恶性肿瘤的第四位[2]，且发病年龄趋于年轻化[3]。恶性肿

瘤的发生、发展是一个多分子参与且复杂的生物学过程，众多

的肿瘤相关基因在此过程中发生突变[4, 5]、扩增[6-8]、过表达[9]或表

达下调[10, 11]等变化。通过比较分析宫颈癌组织和正常对照组织

中的基因差异，可以筛选出参与宫颈癌发生、发展的基因。然

而，由于肿瘤异质性、样本数量和检测技术的差异，不同的研究

报道所得到差异基因具有很大的不同。因此，通过将多组检测

数据进行整合分析，筛选出其中共有的差异基因，可以更准确

的寻找出在宫颈癌发生、发展过程中发挥关键作用的基因。本

文对多组 NCBI-GEO 数据库中的宫颈癌表达数据进行了分

析，筛选出与宫颈癌发生、发展相关的关键基因，为进一步的分

·生物信息学·
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GEO ID
The number of tumor

samples

The number of normal

samples

The number of up-regulated

genes in cervical cancer

The number of down-regulated

genes in cervical cancer

GSE9750 33 24 579 1654

GSE7410 40 5 608 1239

GSE63514 28 24 2515 1297

GSE67522 20 22 515 534

GSE39001 43 12 296 268

GSE52903 55 17 366 593

表 1数据集基本信息

Table 1 Information of GEO datasets

表 2差异表达基因列表

Table 2 The list of differentially expressed genes

Up-regulated genes Down-regulated genes

AIM2，BIRC5，BUB1，CCNB2，CDC45，CDK1，CDKN2A，CDKN3，CKS1B，CKS2，CXCL10，

CXCL9，EZH2，FEN1，GINS2，GMNN，HMMR，KIF11，KIF15，KIF20A，KIF23，KIF2C，

LAMP3，LMNB1，MAD2L1，MCM3，MCM5，MCM6，MMP12，NCAPG，NDC80，NEK2，

NUSAP1，PBK，PCNA，PRC1，RACGAP1，RAD51AP1，RFC4，RFC5，RNASEH2A，SMC4，

STAT1，STMN1，TIMELESS，TK1，TOP2A，TPX2，TTK，TYMS

ALOX12，CFD，CRNN，CRYAB，EDN3，

ENDOU，MAL，PPP1R3C，SLIT2

子机制研究提供参考。

1 材料与方法

1.1 材料

在 NCBI-GEO 数据库（NCBI - Gene Expression Omnibus

database）中搜索以宫颈癌为研究对象的基因表达数据，筛选

2008年～ 2018年间发表的的表达数据集进行分析，本文共选

取了 6 组表达数据集进行分析：GSE9750 [12]，GSE7410 [13]，

GSE63514[14]，GSE67522[15]，GSE39001[16]，GSE52903[17]。

1.2 方法

1.2.1 差异表达基因筛选 利用 GEO2R 分析工具对每个数

据集中差异表达基因进行筛选（宫颈癌 vs正常组织），差异表

达基因的筛选参数设置为基因表达水平上调或下调 2 倍

（LogFC > 1或 < -1），Student's T检验 P < 0.01。然后利用 R分

析语言[18]对 6组数据进行整合分析，筛选出 6组数据中共有的

表达上调基因及表达下调基因。

1.2.2 基因功能分析[19, 20] 利用 DAVID (The Database for An-

notation, Visualization and Integrated Discovery)在线分析工具对

筛选出的差异表达基因进行功能注释簇集分类（Gene ontology，

GO）和通路分析（KEGG pathway and REACTOME pathway）。

分析宫颈癌组织中表达发生显著改变的基因所涉及的主要功

能及信号通路（P < 0.01, FDR < 0.05）。

1.2.3 蛋白互作分析 [21] 利用 String 在线分析（https:

//string-db.org/）对差异表达基因的编码蛋白进行互作分析，分

析宫颈癌表达变异基因之间的相互作用（P < 0.01）。

1.3 统计学分析方法

差异基因筛选利用 Student's t双尾检验（P < 0.01），且基因

表达水平差异超过 2倍（即 LogFC > 1或 < -1）。基因功能和蛋

白互作分析是将筛选出的差异基因列表分别输入 DAVID数据

库和 String数据库中，利用数据库默认的统计学方法计算 P

值，P < 0.01被认为具有统计学意义。

2 结果

2.1 宫颈癌中表达变异的基因分析

选择 NCBI-GEO 数据库中的 6 组表达数据（GSE9750、

GSE7410、GSE63514、GSE67522、GSE39001、GSE52903），共包

含 219例宫颈癌组织和 104例正常对照组织。筛选出各组数据

中表达差异达 2倍以上的基因（P < 0.01, LogFC ≥ 1或≤ -1），

数据的基本信息如表 1所示。然后筛选 6组数据中共有的差异

表达基因，共 59个，其中包含上调基因 50个，下调基因 9 个

（表 2）。

2.2 差异表达基因功能分析

利用 DAVID分析将筛选出的 59个差异表达基因进行功

能聚类分析（P < 0.01, FDR < 0.05），如图 1A所示，差异基因主

要参与细胞分裂、DNA复制、核分裂等生物学进程，主要组成

核质、细胞质基质、微管、纺锤体等细胞组分。通过对差异基因

进行 KEGG和 REACTOME通路分析，发现 7条相关通路（图

1B，表 3），主要与细胞周期、DNA复制、细胞分裂等生物学进

程相关，表明细胞周期、DNA复制进程的改变在宫颈癌发生、

发展过程中发挥重要作用。

2.3 差异表达蛋白互作分析

利用 STRING在线分析工具将 59个差异表达基因编码蛋

白进行互作分析。结果显示（图 2），在此 59个差异表达基因编

码的蛋白中，14个蛋白与其他蛋白无相互作用，有 45个蛋白

与另外至少一种蛋白存在相互作用，其中 25个蛋白至少与其

他 5种蛋白存在相互作用，此 25个基因主要参与细胞周期和

DNA复制相关的信号通路中。此 25个基因分别为：MCM6，
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图 1差异表达基因功能聚类及通路分析

Fig. 1 Function clustering and pathway analysis of differentially expressed genes

表 3差异表达基因的通路富集分析

Table 3 The significant enriched pathway analysis of differential expressed genes

Pathway Genes

hsa04110：Cell cycle
CDK1，CDC45，CDKN2A，MAD2L1，CCNB2，PCNA，BUB1，TTK，

MCM3，MCM5，MCM6

hsa03030：DNA replication RFC5，RFC4，PCNA，MCM3，RNASEH2A，MCM5，FEN1，MCM6

R-HSA-176974：Unwinding DNA GINS2，CDC45，MCM3，MCM5，MCM6

R-HSA-176187：Activation of ATR in response to replication stress RFC5，CDC45，RFC4，MCM3，MCM5，MCM6

R-HSA-983189：Kinases KIF23，KIF2C，KIF11，KIF15，RACGAP1，KIF20A

R-HSA-2514853：Condensation of Prometaphase Chromosomes CDK1，CCNB2，NCAPG，SMC4

R-HSA-2500257：Resolution of Sister Chromatid Cohesion CDK1，KIF2C，MAD2L1，CCNB2，BUB1，BIRC5，NDC80

RFC4，MCM3，PCNA，DC45，MCM5，NCAPG，TOP2A，SMC4，

TTK，PRC1，BUB1，CDK1，NDC80，K1F11，CCNB2，MAD2L1，

KIF23，BIRC5，CCNB2，KIF20A，RACGP1，KIF2C，NEK2，

KIF15。

3 讨论

宫颈癌是严重威胁女性健康和生命的生殖系统恶性肿瘤，

其发病率仅次于乳腺癌，在妇科恶性肿瘤中排名第二位，近年

来发病患者趋于年轻化。宫颈癌发生发展的机制目前并不清

楚。人乳头瘤病毒（Human Papilloma Virus, HPV）感染，尤其是
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图 2差异表达基因编码蛋白相互作用网络

Fig. 2 Protein - protein interaction network of differential expressed genes

HPV16和 18型的持续感染被认为是宫颈癌发生的重要原因

之一，目前针对 HPV病毒的疫苗已经获准应用于适龄女性的

HPV感染预防。然而，HPV感染并非宫颈癌发生、发展的全部

原因，一方面，HPV感染并不一定导致宫颈癌，另一方面，宫颈

癌患者并非全部是 HPV感染阳性。恶性肿瘤的发生、发展机制

复杂，影响因素众多，其中，肿瘤细胞不受控的快速增殖、逃避

程序性凋亡、免疫逃逸、增强的迁移能力等均是肿瘤发生、发展

的关键，这其中涉及到多分子、多信号通路的变异。由此可见，

宫颈癌的发生、发展是一个多分子参与的复杂生物学过程，系

统研究宫颈癌发生、发展过程的分子变化，对于宫颈癌的临床

诊断和靶向治疗具有十分重要的意义。

随着高通量基因检测技术的不断发展，大量的宫颈癌临床

样本被测序，相关基因的检测数据被报道，其中包括基因突变、

基因扩增、表达水平变化等。其中，宫颈癌组织中基因表达水平

的变化是一项重要的研究内容。由于肿瘤的高度异质性，不同

研究团队所报道的在宫颈癌组织中表达水平发生变化的基因

数量和种类有很大的差异。因此，整合分析来源于不同报道基

因表达数据集，筛选其中共有的差异表达基因和信号通路，可

以发现在宫颈癌发生、发展过程中发挥关键作用的基因和信号

通路，从而为宫颈癌的诊断和治疗提供新的靶点及思路。

本文通过对近十年内发表的 6组基因表达数据集进行整

合分析，包含 219例宫颈癌组织样本，通过统计学分析，共筛选

出 59个在 6组基因表达数据集中共有的、表达水平差异达 2

倍以上的基因（宫颈癌组织 vs正常组织），其中包括在宫颈癌

组织中表达水平上调的基因 50个，下调的基因 9个。此结果提

示我们上述 59个共有差异表达基因在不同宫颈癌患者的发

病、发展过程中发挥共性的关键作用。为了进一步了解宫颈癌

发生发展过程中的生物学过程变化，本研究采用 DAVID对基

因功能和信号通路进行了富集分析。结果显示，表达差异基因

与细胞周期（hsa04110：Cell cycle）、DNA复制（hsa03030：DNA

replication）、DNA解旋（R-HSA-176974：Unwinding DNA）等生

物学过程密切相关。

细胞周期、DNA复制调控的紊乱是肿瘤发生的重要因素。

本研究发现，参与细胞周期调控、DNA复制的相关基因 CDK1,

CDC45, CDKN2A, MAD2L1, CCNB2, PCNA, BUB1, TTK,

MCM3, MCM5, MCM6, RFC5, RFC4, RNASEH2A, FEN1在宫

颈癌组织中的表达水平发生了显著的变化，表明这些基因表达

变化引起的细胞周期、DNA复制紊乱在宫颈癌发生、发展过

程中发挥重要作用。既往研究表明，CDK1（cyclin-dependent

kinases1，细胞周期依赖性激酶 1）通过形成 cyclinB1-CDK1复

合物，调控细胞周期 G2/M期，若细胞 G2/M期调节失控，可导

致在 DNA复制错误或复制不完全的情况下仍然启动M期，导

致细胞的恶性增殖，最终发展成为肿瘤。Zhong等研究人员发

现，提升 CDK1基因表达水平可以促进宫颈癌细胞系 -Hela的

G2/M周期转化，并且促进 Hela细胞的增殖能力[22]。张冬雅等

研究人员利用免疫组化技术检测临床组织标本中的 CDK1表

达水平，结果显示，CDK1在宫颈上皮不典型增生（CIN）和宫颈

鳞癌组织中的表达水平显著高于其在正常宫颈组织中的表达

水平[23]。CDC45（cell division cycle 45）对 DNA复制的起始和延

伸具有调控作用，既往研究报道显示 CDC45是宫颈癌的致癌

基因[24]。PCNA（Proliferating Cell Nuclear Antigen，增殖细胞核

抗原）是一种细胞核蛋白，对细胞增殖的启动具有调控作用，其
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表达水平变化可反映细胞内 DNA合成的状态，可作为评价细

胞增殖状况的指标[25, 26]。肿瘤细胞具有旺盛的、不受控的增殖能

力，因此 PNCA表达水平在肿瘤组织细胞中可能发生显著改

变。刘东伯等研究人员的实验结果显示，与正常宫颈及 CIN组

织相比，宫颈癌组织中 PCNA表达水平显著升高，并且 PNCA

表达水平与宫颈癌患者的恶性程度呈现正相关，PNCA表达的

升高程度随宫颈癌分化程度的下降以及 TNM（Tumor Node

Metastasis）分期的升高而升高，表明 PCNA在宫颈癌的发展、

浸润、转移过程中发挥了重要作用[27]。MCM（minichromosome

maintenance，微小染色体维系蛋白）基因家族是影响染色体有

丝分裂稳定性的主要基因，其编码的MCM蛋白家族是一组与

启动 DNA复制密切相关的蛋白质。目前发现MCM蛋白家族

包括 MCM2、MCM3、MCM4、MCM5、MCM6、MCM7。本文的

研究结果显示 MCM3, MCM5, MCM6在宫颈癌组织中表达显

著上调。郭冲等研究人员检测了宫颈炎、CIN、宫颈癌临床组织

标本的MCM5蛋白表达水平，结果显示，MCM5蛋白表达水平

随着组织病理学分级的升高而逐步提高，差异有统计学意

义 [28]。刘丽娜的临床研究结果也显示，随着宫颈病变程度的加

重，MCM5的 mRNA表达水平逐渐升高（表达：正常宫颈＜

CIN＜宫颈癌）。提示我们MCM5可用于宫颈癌前病变和宫颈

癌的鉴别诊断，对宫颈癌的早诊、早治具有重要价值[29]。RFC

(replication factor C) 是一种复合体蛋白，包含 5 个亚基，对

DNA复制具有重要作用。本文发现，RFC的两个亚基 RFC4和

RFC5表达水平显著上调。Liu等研究发现，SIX1基因过表达可

以上调 RFC4及 RFC5的表达水平，促进 DNA复制，进而促进

宫颈癌细胞的增殖、迁移和侵袭[30]。由此可见，细胞周期、DNA

复制相关的调控基因在宫颈癌发生、发展过程中具有关键的作

用，此类基因有望成为宫颈癌临床诊断的分子标志物和临床治

疗的靶点。

此外，本文通过对蛋白互作的分析发现，在 59个差异表达

基因编码蛋白中，45个基因编码蛋白与其他蛋白存在相互作

用，其中 25个蛋白至少与其他 5种蛋白存在相互作用，此 25

个基因分别为：MCM6, RFC4, MCM3, PCNA, DC45, MCM5,

NCAPG, TOP2A, SMC4, TTK, PRC1, BUB1, CDK1, NDC80,

K1F11, CCNB2, MAD2L1, KIF23, BIRC5, CCNB2, KIF20A,

RACGP1, KIF2C, NEK2, KIF15,所筛选出的 25个蛋白主要参

与细胞周期、DNA复制相关的信号通路，提示此 25个基因在

宫颈癌发生发展过程中可能发挥更为核心的调控作用。如在细

胞纺锤体组装调控中发挥关键作用的 Nek2，Nek2在多种恶性

肿瘤中高表达[31]，研究显示 NEK2表达水平的上调与宫颈癌细

胞的增殖、侵袭和迁移能力密切相关[32]。TOP2A(DNA topoiso-

merase 2-alpha)调控 DNA解螺旋，对 DNA复制具有重要作用。

马菁雯等研究人员发现 [33]，宫颈鳞状细胞癌（CSCC）组织中

TOP2A的蛋白表达明显高于正常宫颈组织，TOP2A的表达水

平与 FIGO分期以及淋巴结转移呈正相关性。

综上所述，本研究利用生物信息学方法整合分析了宫颈癌

基因表达相关数据，筛选出了 59个在宫颈癌中表达发生显著

变化的基因，通过功能分析发现，这些基因主要与细胞周期、

DNA复制的生物学过程相关，表明细胞周期、DNA复制调控

的紊乱是促进宫颈癌发生、发展的重要分子生物学机制。因此

参与细胞周期调控的相关分子，如 TOP2A、CDK1、MCM3等未

来可能成为宫颈癌临床诊断、治疗的分子标志物和作用靶点。
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