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摘 要:目的 用生物信息学技术分析 HSPB1在肺腺癌中的异常表达及复杂的调控网络。方法 采用Oncomine、DN-
MIVD、UALCAN和 Kaplan Meier-plotter分 析 表 达 和 生 存 情 况。利 用 STRING 和 LinkOmics作 基 因 富 集 分 析

(GSEA)。通过GSEA富集激酶、miRNA和转录因子的靶网络。结果 在LUAD中发现 HSPB1过表达。HSPB1的表

达与LUAD的预后、分期和淋巴结转移状况有关,且与通过调控 MAPK信号通路和 VEGF信号通路与功能网络相关。

HSPB1涉及一些肿瘤相关的激酶、miRNA和转录因子。结论 HSPB1可能作为LUAD的预后和治疗生物标志物。
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  Abstract: Objective ToanalyzetheaberrantexpressionandcomplexregulatorynetworksofHSPB1in
LUADbybioinformaticstechniques. Methods Oncomine,DNMIVD,UALCAN,andKaplanMeier-plotter
wereemployedtoanalyzeexpressionandsurvivaldata.STRINGandLinkOmicswereusedforgenesetenrich-
mentanalysis(GSEA).GSEAwasperformedtoenrichkinase,miRNA,andtranscriptionfactortargetnet-
works. Results OverexpressionofHSPB1wasidentifiedinLUAD.TheexpressionofHSPB1correlated
withprognosis,stage,andlymphnodemetastasisstatusinLUAD,anditwasassociatedwithfunctionalnet-
worksviaregulationoftheMAPKsignalingpathwayandVEGFsignalingpathway.HSPB1wasimplicatedin
severaltumor-relatedkinases,miRNA,andtranscriptionfactors. Conclusion HSPB1mayserveasaprog-
nosticandtherapeuticbiomarkerforLUAD.
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  肺癌已被认为是世界上癌症相关死亡的主要原

因。根据组织学特点,将其分为非小细胞肺癌和小细

胞癌两种类型。非小细胞肺癌由大细胞癌、肺鳞状细

胞癌和肺腺癌(Lungadenocarcinoma,LUAD)组成。
其中,LUAD在所有肺癌中所占比例为60%[1]。近年

来,尽管LUAD患者的生存率不断提高,治疗方法不

断创新,但LUAD患者的预后仍然较差[2]。因此,发
现更多的LUAD分子标志物对改善患者预后和个体

化治疗具有重要意义。
热休克蛋白(Heatshockproteins,HSPs)是一类

具有一定分子功能的蛋白,是在热休克或其他应激条

件下,在蛋白质折叠和成熟过程中产生的一类蛋白。
HSP27、HSP40、HSP60、HSP70、HSP90和大HSP110、
GRP170在逆转或抑制应激或相对高温环境下细胞蛋

白的变性或展开中起着至关重要的作用。HSPB1被

命名为HSP27,是小HSPs家族的成员。越来越多的

证据表明[3],HSPB1在癌症的进展、耐药和转移中起

重要作用。有报道表明[4],HSPB1的功能通过调节

EMT和干性与涎腺样囊性癌的进展相关,提示EMT
与涎腺样囊性癌的放射耐药之间可能存在关联。此

外,PtdIns(4,5)p2关联可促进p53与HSPB1的相互

作用,从而稳定核p53[5]。关于 HSPB1与耐药的关

系,HSPB1通过激活磷酸化 AKT通路,抑制p21从

细胞核向血浆的移动起作用。最近的研究已经获得了

HSPB1表达与多种人类肿瘤预后相关的成果,包括食

管腺癌和胰腺导管腺癌[6-7]。
鉴于HSPB1是癌症的重要基因。随着生物技术

的快速发展,人们获得了大量数据,生物信息学分析被

广泛应用于了解癌症。在本设计中,通过使用综合生

物信息学方法来分析LUAD与 HSPB1的转录谱、生
存数据、功能等方面的关联,利用 Oncomine、UAL-
CAN、GEPIA等数据库分析其表达与临床特征及生

存状况的关系。
1 材料与方法

1.1 在线数据库分析 利用 Oncomine数据库(ht-
tps://www.oncomine.org)[8]分析 HSPB1基因 mR-
NA表达情况。在空缺中填上基因名称,并在Oncom-
ine数据库中选择差异基因分析模块(Cancervs.Nor-
malanalysis)。在癌症类型中选择LUAD。一系列的

研究结果在 Oncomine中进行 Meta分析。TIMER
2.0数据库主要包含免疫(immune)、探索(explora-
tion)、评估(estimation)3个部分。DiffExp模块输入

基因名“HSPB1”,点击提交,即可得到该基因在多种

癌症中的表达情况的箱线图。
1.2 在 HumanProteinAtlas数据库中的分析 人

类蛋白质图谱(https://www.proteinatlas.org)[9]是
一个开放且可用的数据库,存储了大量关于蛋白质的

数据。组织图谱包括基于主要不同正常组织的RNA
深度测序(RNA-seq)和组织微阵列免疫组化的组织和

器官蛋白质的表达。通过在该数据库中选择肺腺癌正

常组织和肿瘤组织分析HSPB1蛋白的表达。
1.3 UALCAN和Kaplan-Meier绘图仪数据库分析

 UALCAN(http://ualcan.path.uab.edu)[10]是一

个分析31种癌症类型数据的通用交互式网站,因此,
本课题组分析 HSPB1在正常组织和癌组织中的表达

对患者肿瘤分期和转移情况的影响。Kaplan-Meier
plotter(https://kmplot.com/analysis/)[11]是一个

从基因表达方面分析和绘制生存信息的专业网站,本
课题组利用它来估计HSPB1的潜在预后意义。
1.4 cBioPortal数据库与 DAVIA 数据库分析 
cbiopportal(http://cbioportal.org)[12]是 一 个 包 含

225项癌症研究的综合性公共癌症基因组学数据集。
在 cBioPortal中,分 析 了 OncoPrint、CancerType
Summary、Mutations、Co-expression等 部 分 HSPB1
的数据。网络可以更好地解释 HSPB1与邻近基因的

相互作用。因此,本课题组通过DAVIA分析选择了

LUAD中基因本体分析(GO)和京都基因与基因组百

科全书(KEGG)分析的基因和过程。
1.5 LinkedOmics数据库分析 LinkedOmics(ht-
tp://www.linkedomics.org/)[13]是一个公开的门户

网站,包含了所有32种癌症的多组学数据。该应用程

序允许搜索与查询相关的属性,例如转录因子、mi-
croRNA或蛋白激酶的候选目标基因,分析结果可以

用普通图形表示。不仅如此,它还基于基因本体、生物

途径、网络模块等功能类别进行富集分析,以获得生物

学见解。在LinkFinder上,它还提供了火山图和热

图,用于图形化呈现LUAD中与 HSPB1相关的不同

表达基因。本课题组找到了LUAD中 HSPB1的GO
分析和KEGG通路,并预测激酶、miRNA和转录因子

的靶标网络。
1.6 GeneMANIA数据库分析 GeneMANIA (ht-
tp://www.genemania.org)[14]可以预测候选基因和

基因集的功能,能够使用非常大的功能关联数据集筛

选与一组输入基因相关的其他基因。因此,本课题组

利用该工具构建了最重要的激酶 ATM 和转录因子

FOXO4的蛋白-蛋白相互作用(PPI)网络。
2 结果

2.1 HSPB1在LUAD中的转录表达 HSPB1在包

括LUAD在内的癌症中表达显著上调(见图1A、图
1B),结果表明,HSPB1可能是这些癌症中的促癌基

因。为了进一步探讨 HSPB1的转录表达,采用 Meta
分析和多项研究中单项分析的方法分析正常组织和肿

瘤组织之间的表达情况,荟萃分析显示,HSPB1的表

达明显升高(P<0.01),见图1C。
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注:A和B(来自 TIMER2数据库),HSPB1在各种癌症组织中的转录

表达较高;C.对Oncomine数据库中7项研究的 Meta分析。
图1 HSPB1在LUAD中的转录表达(基于2022年1月数据)

2.2 HSPB1蛋白的表达 基于 HumanproteinAt-
las数据库在细胞和组织上分析HSPB1在蛋白水平上

的表达和定位,如图2A和图2B所示,HSPB1蛋白在

癌组织中的表达也高于正常组织。

2.3 HSPB1表达及与临床特征的关系 正常组织与

肿瘤组织差异有统计学意义(P<0.01),见图3A。在

HSPB1表达与临床特征关系分析中,1、2、3、4分期与

对照组相比表达有差异,在N0、N1、N2、N3期和对照

组相比表达有差异(P<0.01),见图3B、图3C。 注:A和B分别代表肺腺癌肿瘤组织和正常组织。

样品编号:1394;抗体编号:CAB004439。

图2 HSPB1蛋白在 HumanproteinAtlas数据库中的表达

注:A为正常组织和癌组织中 HSPB1mRNA水平的比较;

B、C为 HSPB1mRNA在肿瘤分期和转移状态中的表达。**P<0.01。

图3 HSPB1表达及与临床特征的关系
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2.4 HSPB1表达与LUAD存活的关系 使用中位

数作为截断值对高和低表达式进行分组,如图4A所

示,HSPB1基因高表达与低表达在总生存期上有显

著差异(P<0.001),HSPB1基因表达越高的患者总

生存期越短。HSBP1-5′UTR的cg07681419位点甲

基化和 HSBP1-Body的cg17365504位点甲基化升高

的患者生存期延长(P=0.045;P=0.025),见图4B、
图4C。

注:A为LUAD患者 HSPB1表达与总生存率的关系;B为 HSPB1-5′UTR甲基化

表达与LUAD患者生存的相关性;C为 HSPB1的超甲基化与LUAD生存的关系。

图4 HSPB1表达与LUAD生存的关系

2.5 HSPB1的基因组改变及相互作用网络 LUAD
的 HSPB1基因存在一些突变形式,见图5A。利用

STRING数据库检测蛋白-蛋白相互作用网络,发现

有一些蛋白与 HSPB1相互作用,如CYCS、CDC5L、

MAPK14等,见图5B。为了了解这些蛋白的功能,使
用DAVID软件进行GO分析和KEGG通路分析,这
些蛋白互作基因GO富集的生物学过程包括:肽基丝

氨酸磷酸化、应激诱导的过早衰老、蛋白质自磷酸化、

MAPK级联等,见图6A。GO富集的细胞组分包括:

细胞核、细胞质、核质、黏附灶和PRP19复合体上,见
图6B。GO富集的分子功能包括:参与钙依赖性蛋白

丝氨酸/苏氨酸激酶活性、钙调素依赖性蛋白激酶活

性、ATP结合、商品结合和ATP酶活性,见图6C。在

KEGG通路分析中,发现在 MAPK信号通路、弓形虫

病、甲型流感、军团病和VEGF信号通路上富集,见图

6D。特别是两条通路(MAPK信号通路和 VEGF信

号通路)对LUAD至关重要。

注:A为 HSPB1患者的突变类型的分布;B为 HSPB1邻居的交互网络。

图5 HSPB1的改变和相互作用网络
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注:A为GO分析的生物过程分析;B为GO分析的细胞成分分析;

C为GO分析的分子功能分析;D为KEGG通路分析。

图6 互作基因的富集分析

2.6 功能网络富集分析 利用LinkedOmics对功能

网络进行富集分析。GSEA中的CC模块表明,不同

基因位于线粒体内膜、线粒体蛋白复合物、呼吸链、

NADH脱氢酶复合物和核糖体上。BP分析提示它们

参与线粒体基因表达、线粒体呼吸链复合体组装、

NADH脱氢酶复合体组装、翻译延伸和三磷酸核苷代

谢过程。此外,它们还参与核糖体的结构成分、氧化还

原酶活性、作用于 NAD(P)H、电子转移活性、组蛋白

结合、解旋酶活性,如表1所示。

表1 HSPB1基因编码蛋白的相互作用蛋白GO功能和KEGG通路富集分析

Geneset Description Ontology Count FDR

GO:0140053 mitochondrialgeneexpression BP 55 0
GO:0033108 mitochondrialrespiratorychaincomplexassembly BP 38 0
GO:0010257 NADHdehydrogenasecomplexassembly BP 31 0
GO:0006414 translationalelongation BP 62 0
GO:0009141 nucleosidetriphosphatemetabolicprocess BP 67 0.000265
GO:0005743 mitochondrialinnermembrane CC 162 0
GO:0098798 mitochondrialproteincomplex CC 102 0
GO:0070469 respiratorychain CC 44 0
GO:0030964 NADHdehydrogenasecomplex CC 27 0
GO:0005840 ribosome CC 84 0
GO:0003735 structuralconstituentofribosome MF 70 0
GO:0016651 oxidoreductaseactivity,actingonNAD(P)H MF 37 0
GO:0009055 electrontransferactivity MF 45 0
GO:0042393 histonebinding MF 68 0.002571
GO:0004386 helicaseactivity MF 56 0.002571
hsa00190 Oxidativephosphorylation KP 48 0
hsa03010 Ribosome KP 58 0
hsa05012 Parkinsondisease KP 44 0.001708
hsa03050 Proteasome KP 23 0.002049
hsa05016 Huntingtondisease KP 58 0.00244

 Note:BP,biologicalprocess;CC,cellularcomponent;GO,geneontology;GSEA,genesetenrichmentanalysis;KP,KEGGpath-
way;MF,molecularfunction
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2.7 LUAD中激酶、miRNA和转录因子靶点网络的

构建 为了研究 HSPB1是否具有转录因子、激酶和

miRNA靶点网络,使用GSEA进行分析,见表2。选

择最重要的 Kinase_ATM 和转录因子FOXO4,使用

GeneMANIA构建PPI网络。Kinase_ATM和转录因

子FOXO4的富集分析有助于 DNA完整性检查点、

DNA损伤检查点和细胞周期检查点,见图7。

表2 LinkedOmics分析、HSPB1靶向的激酶、miRNA和转录因子

Enrichedcategory Geneset LeadingEdgeNum P-value

Kinasetarget Kinase_ATM 46 0
Kinase_CDK1 76 0
Kinase_MAPK13 10 0
Kinase_RPS6KB1 8 0.004386
Kinase_CHEK1 40 0.005128

miRNAtarget TTTGCAC,MIR-19A,MIR-19B 219 0
TGTTTAC,MIR-30A-5P,MIR-30C,MIR-30D,MIR-30B,MIR-30E-5P 185 0

TGAATGT,MIR-181A,MIR-181B,MIR-181C,MIR-181D 168 0
TGCACTT,MIR-519C,MIR-519B,MIR-519A 161 0

AATGTGA,MIR-23A,MIR-23B 161 0
TranscriptionFactortarget TTGTTT_V$FOXO4_01 625 0

KCCGNSWTTT_UNKNOWN 37 0.001081
V$SOX5_01 80 0.001261
V$FOX_Q2 57 0.001513

GCGSCMNTTT_UNKNOWN 21 0.001892

 Note:LeadingEdgeNum,thenumberofleadingedgegenes;FDR,falsediscoveryrateofBenjaminiandHochbergfromgeneset
enrichmentanalysis(GSEA).V$,theannotationfoundinMolecularSignaturesDatabase(MSigDB)fortranscriptionfactors(TF)

图7 激酶ATM与转录因子FOXO4蛋白-蛋白相互作用

3 讨论

人类HSPB1的结构已被先前的研究阐明,但在癌

症中尚未得到充分的研究。HSPB1蛋白组学分析的

研究认为它在LUAD的发展中起重要作用[15]。在本

研究中,利用大量的生物信息学数据来研究HSPB1在

LUAD中的过表达功能,在几个数据库中发现了LU-
AD中HSPB1的过表达,通过疾病亚组的互作,发现

HSPB1表达与临床病理特征的关系存在差异,其表达

与临床分期和淋巴结转移有关。在生存研究中,高表

达与生存状况不佳有关。所有这些发现都提高了

HSPB1作为LUAD诊断、治疗和预后生物标志物的

重要性和准确性。
本课题组推测 HSPB1可能通过与其他蛋白质相

互作用 的 网 络 起 作 用。在 接 下 来 对 邻 域 基 因 与
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HSPB1相互作用的分析中,发现其对与癌症相关的基

因有着密切的影响。根据GO和KEGG分析,它们涉

及肽基丝氨酸磷酸化、应激诱导的过早衰老、蛋白质自

磷酸化、MAPK级联等。蛋白质包括钙依赖性蛋白丝

氨酸/苏氨酸激酶活性、钙调素依赖性蛋白激酶活性、

ATP结合、钙调素结合和ATP酶活性。MAPK信号

通路和 VEGF信号通路是它们的信号途径。此外,

XUZH等[16]发现 MAPK信号通路在LUAD的核心

基因中富集。CHENT M 等[17]也通过GEO数据库

的分析揭示了 MAPK信号通路是LUAD的重要通路

之一。基因可以通过 MAPK信号通路影响癌症的表

型,例如增殖和侵袭。

GSEA富集了 miRNA靶基因、转录因子靶基因

和激酶靶基因。SHIDB等[18]报道了 miR-31C与

HSPB1的作用,然而其他 miRNA与 HSPB1的作用

值得注意。叉头盒O(FOXO)家族已被强调为影响许

多癌症发展的重要转录调控因子,FOXO4调节细胞周

期,抵抗氧化应激和对缺氧的反应[19]。ATM、CDK1、

MAPK13、RPS6KB1 和 CHEK1 是 前 5 位 激 酶。

ZHAOMN等[20]发现CDK1是关键基因,CDK1低

表达的LUAD患者的总生存期明显更好。ATM 与

DNA完整性、DNA 损伤和细胞周期检查点广泛相

关[21-23]。与这些结果一致,本课题组预测HSPB1可以

通过DNA相关检查点调控激酶 _ATM 和FOXO4。
综合生物信息学分析的优势在于,它提供了一种新的

视角,可以将多种生物标志物分析合并在一起,而不是

单一角度进行精确优化。肿瘤中免疫细胞浸润的类型

和比例与临床结果密切相关,不仅对患者的生存有预

测价值,而且影响肿瘤对治疗的反应。因此,它们作为

药物靶点和临床生物学靶点具有广阔的前景。
总之,本研究为 HSPB1在LUAD中的价值提供

了广泛的证据,这种过表达在LUAD的发病机制中具

有重要意义。此外,一些 miRNA、癌症相关激酶和转

录因子可能是其靶点,HSPB1在LUAD的预后标志

物中起关键作用。
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