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基于TCGA数据库探索舌癌干细胞关键基因的表达及其意义
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摘 要:目的 通过生物信息学方法研究舌癌中干细胞相关的关键基因,并利用关键基因的生物学作用和功能富集初步

探索舌癌干细胞关键基因的功能。方法 舌癌RNA-seq数据和相关临床信息从癌症基因组图谱(TCGA)下载。利用R
语言分析舌癌病例,WGCNA用于模块化差异基因。基于 mRNAsi确定重要舌癌干性相关的模块和关键基因。对关键

基因GO以及KEGG功能富集。结果 在TCGA数据库中的差异表达分析显示,正常组织和舌癌组织的mRNAsi具有

显著差异,舌癌组织明显要高于正常组织(P<0.05)。在生存分析中,观察到 mRNAsi评分高的患者比 mRNAsi评分

低的患者总体生存更差(P<0.05)。基于 mRNAsi确定了40个关键基因,GO以及 KEGG功能富集发现关键基因都

集中在细胞周期、范可尼贫血通路和 Wnt通路,P<0.05,FDR<0.25。结论 舌癌患者的 mRNAsi高评分可能预示着

预后不良,mRNAsi在舌癌的发生发展中起着重要的作用,并以此鉴定了40个舌癌干性相关的关键基因,这些基因有望

成为舌癌治疗的靶点。
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Explorationoftheexpressionandsignificanceofkeygenesinstem
cellsoftonguecancerbasedonTCGAdatabase

WangShan1,2,OuMingyu1,FuRong1,2,ZhangZhaoyin1,2,

WangHongwei1,2,YaoJinguang1,2
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  Abstract: Objective Tostudythekeygenesrelatedtotonguecancerstemcellsbybioinformaticsmeth-
ods,andtopreliminarilyexplorethefunctionofkeygenesintonguecancerstemcellsbyusingbiologicalfunc-
tionandfunctionalenrichmentofkeygenes. Methods RNA-seqdataontonguecancerandrelatedclinicalin-
formationweredownloadedfromTheCancerGenomeAtlas(TCGA).TheRlanguagewasusedtoanalyzethe
casesoftonguecancer,andWGCNAwasusedtomodularizedifferentialgenes.Importantmodulesandkey
genesrelatedtostemnessoftonguecarcinomawereidentifiedbasedonmRNAsi.GOandKEGGfunctionalen-
richmentforkeygeneswasperformed. Results DifferentialexpressionanalysisintheTCGAdatabase
showedthattherewassignificantdifferenceinmRNAsibetweenthenormaltissueandthetonguecancertis-
sue,andthemRNAsiofthetonguecancertissuewassignificantlyhigherthanthatofthenormaltissue(P<
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0.05).Inthesurvivalanalysis,itwasobservedthatpatientswithhighmRNAsiscoreshadworseoverallsur-
vivalthanpatientswithlowmRNAsiscores(P<0.05).40keygeneswereidentifiedbasedonmRNAsi,and
GOandKEGGfunctionalenrichmentshowedthatthekeygeneswereconcentratedincellcycle,Fanconiane-
miapathwayandWntpathway(P<0.05,FDR<0.25). Conclusion HighmRNAsiscoreinpatientswith
tonguecancermayindicatepoorprognosis,andmRNAsiplaysanimportantroleintheoccurrenceanddevelop-
mentoftonguecancer.BasedonmRNAsi,40keygenesrelatedtothestemnessoftonguecancerhavebeeni-
dentified,andthesegenesareexpectedtobecometargetsfortonguecancertreatment.
  Keywords: tonguecancer;cancerstemcells;mRNAsi

  舌癌是一种常见的口腔颌面部恶性肿瘤,其病理

分型主要为舌鳞状细胞癌,约占所有口腔癌的52%,
尽管近年来口腔癌总体发病率有下降的趋势,但舌癌

的发病率却在增加,在年轻患者中的占比也有所增

长[1]。舌鳞状细胞癌的特点是高复发率和淋巴结转移

率,此外还有肿瘤细胞的免疫逃逸,这导致了高死亡

率。目前,舌癌的治疗手段仍以手术治疗为主,放/化

疗以辅,但这些都存在严重的并发症,而且并没有改善

5年生存率。因为舌癌在发生的前期症状相对隐秘,
部位也不易被察觉,这造成患者往往就诊时已经错过

了早期治疗阶段,最终引起患者的预后不佳[2]。这突

出了开发与疾病进展和患者生存相关的新型诊疗模式

的重要性,需要寻求更有效的治疗方法。
肿瘤干细胞被认为是许多癌症的起源,它在肿瘤

的发生发展过程中有丝分裂的活性低于其他的癌细

胞,并且通过自我更新和无限增殖维持着肿瘤细胞群

的生命力,肿瘤干细胞驱动了包括舌癌在内的大部分

癌症的生长,对肿瘤的增殖、转移及复发等起重要作

用,常被认为是研究治疗方法的重要模式细胞,肿瘤干

细胞靶向治疗新策略的开发也引起了人们的高度关

注[3]。干细胞指数是TathianeM 团队基于创新的一

类逻辑回归机器学习的生物信息学方法开发的,用以

量化干性特征[4]。在这项研究中,本课题组旨在利用

基于mRNA表达的干性指数(mRNAsi)探索与舌癌

干细胞相关的关键基因并进行功能分析。生物信息学

是以计算机为工具,利用数学、计算机科学以及统计学

等学科的方法,对各类组学生物信息进行储存、检索和

分析的科学[5-6]。本研究利用生物信息学分析的方法

探索舌癌的发生与发展的机制,为舌癌的治疗靶点提

供依据。

1 材料与方法

1.1 数据采集和整理 从 TCGA 数据库(http://

www.tcga.org)下载了13个正常和127个人舌癌标

本的 RNA-seq数据。TCGA 中正常和舌癌标本的

mRNAsi分别从以前的研究下载,并从同一数据库中

检索了132例患者的临床数据,包括性别、年龄、分级、

TNM分期、病理分期、生存时间和生命状态。使用

Perl语言的合并脚本将每个样本的RNA-seq数据合

并到一个矩阵文件中。为了将基因名称从Ensembl
ID更改为基因符号,在矩阵配置文件中使用了En-
sembl数据库。

1.2 mRNAsi的表达与临床相关分析 R中的“be-
eswarm”包用于比较舌癌组织与非癌组织中的 mR-
NAsi指数以及临床相关性分析,包括性别、年龄、分
级、TNM 分期。因TCGA数据库提供的舌癌患者资

料中,远处转移的患者只有1例,故在本研究中没有对

舌癌患者的 M分期进行单因素Cox回归分析。“sur-
vminer”和“survival”包 用 于 绘 制 mRNAsi相 关 的

“Kaplan-Meier”生存曲线。通过“limma”包对从TC-
GA数据库下载的舌癌患者数据进行差异表达分析,
鉴定肿瘤和正常组织之间的差异基因 ,错误发现率

(FDR)<0.05,P <0.05和|log2FC|>1。选择符

合标准的差异基因进行进一步分析,分别使用“pheat-
map”和“limma”包绘制热图和火山图。

1.3 WGCNA分析筛选关键基因 使用 WGCNA进

行聚类,并通过R软件绘制与mRNAsi和模块-性状

相关性。本节使用的R包为“matrixStats”、“Hmisc”、
“foreach”、“doParallel”、“fastcluster”、“dynamic-
TreeCut”、“survival”和“WGCNA”。首先删除了正

常数据集和检查并删除缺失值,然后删除离散样品,根
据样本的基因表达水平进行聚类。根据基因间的

Pearson相关系数选择幂值构建无尺度网络,考虑相

关系数R2 在无尺度网络拟合过程和无标度网络模型

中的平均连通性中,选择5作为幂值。根据幂值构建

基因之间的距离矩阵并聚类,动态剪切模块确定最小

50个基因,计算模块之间的相关性并合并相似度高的

模块。选择mRNAsi相关性最高的一个模块,将这个

模块和mRNAsi相关并过滤出关键基因。

1.4 关键基因表达情况 计算模块的显著性并确定

关键模块,再利用R中的“pheatmap”和“ggpubr”包用

于绘制关键基因表达情况的箱形图以及热图。最后利

用在线数据库STRING对关键基因行蛋白质相互作

用(PPI)网络构建并对结果进行可视化,根据计算的

结果绘制PPI网络中相邻节点图,选择相邻节点数最
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多的作为关键基因。

1.5 功能注释和通路富集分析 为了探究 mRNAsi
的生物学功能,利用GO和 KEGG数据库,这两个数

据库含有每个基因相关的功能信息,而富集分析就是

一个把这些功能进行整合计算的算法。GO分析可以

了解基因在机体内的功能,主要从细胞组分(cellular
component)、分子功能(molecularfunction)、生物过

程(biologicalprocess)这3个方面。KEGG分析可以

知道基因参与了哪些信号通路。因此对TCGA数据

库中的资料继续进一步分析。R包“org.Hs.eg.db”
用于基因注释,映射具有EnsembleID的关键基因。
“clusterProfiler”包、“enrichplot”包、“ggplot2”包进行

GO功能注释和KEGG分析,以探索和确定每个关键

基因的潜在生物学功能。条形图是使用R软件绘制

的,以显示最直观的结果。

1.6 统计学方法 使用R软件完成分析;应用 Wil-
cox检验来评估舌癌样本和正常样本之间mRNAsi评

分的差异;使用Kaplan-Meier分析和对数秩检验分析

低与高风险评分患者的总生存率差异;选择Kruskal-
Wallis检验来检查风险评分与临床病理学特征的相关

性;基于COX比例风险模型进行单变量和多变量分

析;所有数据集的合并都是使用Perl语言的合并脚本

执行的,统计学显著性设定为P<0.05。

2 结果

2.1 舌癌组织与正常组织之间的 mRNAsi差异以及

mRNAsi的临床相关性 mRNAsi表示肿瘤细胞和

干细胞的相似程度,可以量化癌症干细胞。在图1A
中可以看出,与正常样本相比,舌癌样本的 mRNAsi
升高(P<0.05)。在生存分析中,观察到mRNAsi评

分高的患者比 mRNAsi评分低的患者总体生存更差

(P<0.05),见图1B。在临床特征方面,123例舌癌

患者分别按性别、TNM 分期、肿瘤分期、组织病理学

类型进行分类,其中 mRNAsi与性别、T、N以及阶段

无关,仅仅随着肿瘤分期的改善而呈下降趋势(见图

1C~图1F),所有的单因素COX分析结果表明,上述

分析结果均无统计学意义(P>0.05)。

注:A.正常舌组织和舌癌组织 mRNAsi的差异;B.舌癌病例Kaplan-Meier生存曲线;C.舌癌病例性别的 mRNAsi分布;

D.舌癌病例T分期的 mRNAsi分布;E.舌癌病例N分期的 mRNAsi分布;F.舌癌病例肿瘤分期的 mRNAsi分布。

图1 mRNAsi表达差异以及 mRNAsi的临床相关性

2.2 筛选舌癌中的差异基因和干性相关模块 为了

更有针对性地构建舌癌的基因共表达网络,首先在13
例正常病例和127例舌癌病例的数据集中筛选出差异

基因。共筛选出4329个差异基因(见图2A),其中上

调3282个,下调1047个,提取了上调和下调的前20
个差异基因,并将其展示为热图(见图2B)。然后对过

滤的差异基因进行 WGCNA共表达网络分析。首先

删除正常样品以消除干扰(见图2C),再对现有样品进

行聚类后再此删除一批离散程度较高的样品(见图

2D),接下来再次对样品进行聚类并对用 mRNAsi对

其干性进行评分,并利用热图进行展现,准备这些样品

是为了后续与基因进行性状相关性分析。由于无尺度

网络遵循幂律,考虑到相关系数R2 在无标度网络拟合

过程和无标度网络模型中的连通性,选取5作为幂值。
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使用幂值,计算出基因之间的相关性,并得出距离矩

阵,将差异基因聚类为基因树,并将树动态剪切成最小

为50个基因的模块并用不同的颜色进行标注(见图

2E)。此外,本研究还计算了模块的相似度然后合并相

似度高(临界值=0.25)的模块,对这些模块与 mR-

NAsi进行了相关性分析,并用热图展现(见图2F),可
以看出 MEgreenyellow模块与 mRNAsi最显著相关。
此外,MEturquoise模块与 mRNAsi呈现出相对较高

的负相关性,因此,选择 MEgreenyellow模块作为本

研究最感兴趣的模块,并使用该模块进行后续分析。

注:A.舌癌病例中4329个差异表达基因火山图;B.差异表达基因前20名热图;C.样本聚类树分析图,去除大于10000
离群样本;D.样本 mRNAsi热图;E.基因模块与临床特征之间的相关性热图;F.22个基因模块聚类树状。

图2 舌癌中的差异基因和干性相关模块

2.3 提取关键基因及共表达分析 MEgreenyellow
模块共有354个基因。用模块成员(MM)分数代表基

因与其模块的相关性,基因显著性(GS)分数代表基因

与mRNAsi的相关性。为了进一步缩小关键基因的

范围,本研究按照两个标准筛选每个基因:MM>0.8
和GS>0.5,以此得出了40个基因,对其进行共表达

可视化(见图3A、图3B)。用热图和箱线图显示这些

关键基因在舌癌样本和正常组织样本中的不同表达

(见图3C)。MEgreenyellow 模块正相关基因除了

RSPO1外均在肿瘤组织中表达上调(P <0.05),而
RSPO1在肿瘤组织中下调(P<0.05)。
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注:A.基因显著性(GS)分数与基因显著性(GS)分数进一步筛选关键基因;B.关键基因

在舌癌病例中表达热图;C.关键基因在舌癌病例中表达箱线图。

图3 关键基因的表达

2.4 关键基因的 GO/KEGG富集分析和关键基因

PPI网络可视化 GO富集分析包括以下3个部分:生
物过程、细胞成分和分子功能。关键基因的主要生物

学作用(排名第一)是核分裂和细胞器裂变,细胞组分

是染色体区域和纺锤体和,而分子功能是ATP酶活性

和微管蛋白结合(见图4A~图4C)。关键基因参与的

KEGG富集通路主要包括细胞周期、范可尼贫血通路

和 Wnt通路等(见图4D)。这些生物学作用以及通路

进一步表明40个关键基因在舌癌干细胞中发挥了重

要作用。除了 RSPO1、MMP7、APC2H 和 DVL3,剩
下的36个关键基因均参与了PPI网络的构建,利用R
语言对其进行可视化(见图4E),并选取与周围蛋白互

作关系最密切的、具有更多邻接节点数的绘制柱状图

(见图4F)。此外还绘制了热图表达这36个关键基因

的相关性(见图4G)。

注:A.关键基因GO分析的生物学过程;B.关键基因GO分析的细胞组分;C.关键基因GO分析的分子功能;

D.关键基因KEGG通路分析;E.关键基因PPI网络;F.关键基因PPI网络直方图,纵坐标为

基因名,横坐标为邻接节点数;G.关键基因上下基因相关性热图。

图4 功能注释和通路富集

3 讨论

大多数舌癌患者因其发病部位的隐蔽性导致确诊

时已经是晚期,常有较高的复发率和或转移率,造成患

者的预后不佳,临床上对其的治疗方法常采取手术扩

大切除和或放/化疗,往往存在许多并发症,如术后的

功能性残疾或美容缺陷,切除不彻底时容易复发,而化
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疗容易导致吞咽功能障碍、耳毒性、神经毒性、肾毒性。
对癌症的治疗目的是延长生命,同时保持生活质量,这
意味着需要探索新的治疗以及提高癌症的早期检测率

以延长患者的生命和提高患者的生活质量。随着生物

信息学技术的发展,通过挖掘数据库中的相关基因逐

渐成为改善恶性肿瘤治疗方案的重要步骤,WGCNA
全程为加权基因相关性网络分析,它作为一种常用的

生信分析方法,可以鉴定数据库中所提供的癌症患者

的共表达的基因集合,它已经成功用于肿瘤、小鼠遗传

学、酵母细胞学等方面的研究,并取得了一定的成

果[7]。研究表明,肿瘤干细胞驱动了包括舌癌在内的

大部分癌症的生长[8]。本研究主要着力于生物信息学

对TCGA来源的数据集(包含了13例正常样本、123
例舌癌样本以及132例患者的临床信息)进行分析,从
而筛选出干性最相关的关键基因,并利用这些基因对

ERN条件以及候选利基因子进行初步验证。
首先,本课题组分析了舌癌中临床病理特征与

mRNAsi之间的关系,与正常样本相比,舌癌样本具有

更高的干性指数。而生存分析发现,mRNAsi高的舌

癌患者比mRNAsi低的舌癌患者总体生存率更差,这
可能意味 mRNAsi高往往代表着患者的不良预后。
此外,就临床特征而言,mRNAsi与性别、TNM 分期

和肿瘤级别以及分期无关,总体而言却呈现一个正比

上升的趋势。mRNAsi相关基因可能在舌癌患者的发

生发展和预后中发挥非常重要的作用。
在13例正常病例和127例肺舌癌病例的数据集

中共筛选出4329个差异基因,其中上调基因3282
个,下调基因1047个。可以看出 MMP1、MMP13、

MAGEA4、LINC01614、LINC01322、PAEP、LHX1等

基因在上调基因里排名最高。基质金属蛋白酶家族因

需要金属辅助因子而得名,主要功能是降解基质中的

蛋白质,这一特性在肿瘤中被用于摧毁防止肿瘤侵袭

的组织屏障[9-10]。结果表明 MMP1、MMP13在舌癌中

高表达且十分显著,它们可能在舌癌的高侵袭性以及

高转移性中起到了重要的作用,这一结论与已有的研

究结果一致[11],但可能需要更多的研究来阐明它们的

机制。MAGEA4是属于黑色素瘤抗原基因A家族的

基因,癌症患者可对其产生免疫反应[12],这将有助于

开发癌症靶向免疫疗法药物。遗憾的是,在舌癌中

MAGEA4仍然属于盲区,包括LINC01614、LINC0132
2、PAEP、LHX1,目前没有研究证明其在转录水平以

及翻译水平的变化,这些可能是一个很好的研究方向。
此外,LHX1被认为与细胞的定位以及定向迁移有

关[13]。
本课题组对这些差异基因通过 WGCNA进行了

样品以及基因的模块化分析,WGCNA是一种通过将

基因表达数据转换为共表达模块来分析基因和表型之

间复杂相关性的工具[14]。通过 WGCNA可以将样品

和基因通过相似度进行聚类分成不同的模块,将模块

与样品性状相关联,在这里性状指的就是 mRNAsi。
通过GS和 MM 进一步的筛选,得出40个基因,它们

在肿瘤组织中除了RSPO1外均呈高表达与 mRNAsi
协调一致,这也初步证明了它们的干性特征[15-16]。进

一步对它们进行功能注释和富集发现,40个关键基因

的主要生物学作用是核分裂和细胞器裂变,而主要的

分子功能是ATP酶活性和微管蛋白结合。关于信号

通路富集,富集的通路主要包括细胞周期、范可尼贫血

通路和 Wnt信号通路。Wnt信号通路、裂变以及细胞

周期毋庸置疑地都参与了干性研究,有研究表明,其通

过 Wnt/β-连环蛋白信号传导调节舌鳞状细胞癌的生

长、迁移和侵袭、上皮间质转化和干细胞样特性,而微

管蛋白也有研究表明与干性特性有关[17-19]。对于范可

尼贫血通路,它的突变将会引起范可尼贫血症,这类患

者易于患上癌症。因为范可尼贫血通路蛋白主要是保

护基因组的稳定性,通过同源重组最大限度地修复

DNA损伤,协调DNA复制并微调有丝分裂检查点,
以确保细胞分裂过程中无错误的染色体分离[18]。研

究表明[20],未接受造血干细胞移植治疗的范可尼贫血

患者口腔白斑发生率较高,而白斑是口腔癌的癌前病

变,这说明范可尼贫血通路可能与口腔癌的发生密切

相关。此外,有研究发现,相对于普通肿瘤细胞而言,
富含范可尼贫血基因的肿瘤细胞在小鼠体内异种移植

物中具有更高的肿瘤球形成能力,而且其含有更大比

例的具有癌干表型的肿瘤细胞[18]。这些证据均进一

步证实了这40个基因干性相关方面的可靠性。
综上所述,本研究结果表明舌癌患者的 mRNAsi

高评分可能预示着预后不良,通过筛选和分析40个舌

癌干性相关的关键基因的功能发现它们在舌癌的发生

与发展中起着重要的作用,有可能作为舌癌治疗的靶

点,但以上的结果还停留在生物信息学分析得出的结

论,因此还需要通过实验进一步验证。
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