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生物信息学方法筛选胰腺癌进展相关的核心基因
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［摘要］目的·筛选胰腺癌进展相关的核心基因和关键通路。方法·通过GEO （Gene Expression Omnibus）数据库检索筛选得到包含

45例胰腺癌组织和 45例癌旁正常组织的基因芯片数据集 GSE28735。采用 GEO2R在线分析工具提取癌组织及癌旁正常组织的基因，

联合 RStudio 软件筛选差异表达基因 （differentially expressed genes，DEGs） 并对其进行可视化处理。通过基因功能注释在线工具

DAVID 对差异表达显著的基因进行基因本体（gene ontology，GO）功能富集和京都基因与基因组百科全书（Kyoto Encyclopedia of

Genes and Genomes，KEGG）通路富集分析。利用交互基因检索工具STRING及Cytoscape软件构建蛋白质-蛋白质相互作用（protein-

protein interaction，PPI）网络，结合节点度值进一步筛选核心基因。通过基因表达谱分析数据库GEPIA对 179例胰腺癌中核心基因的

表达水平与患者总生存期（overall survival，OS）、无病生存期（disease free survival，DFS）及肿瘤分期的关系进行分析。结果·从

GSE28735芯片中筛选得到 131个DEGs，其中表达上调的基因 115个，表达下调的基因 16个。GO功能富集分析显示DEGs主要在细胞

黏附、质膜、蛋白质结合方面富集。KEGG 通路富集提示磷脂酰肌醇 -3 激酶 （phosphatidylinositol 3-kinase，PI3K） /蛋白激酶 B

（protein kinase B，AKT）是DEGs富集的主要信号通路。通过PPI网络筛选得到 5个核心基因，分别为纤维连接蛋白 1 （fibronectin 1，

FN1）、间质表皮转化因子 （mesenchymal to epithelial transition factor，MET）、层粘连蛋白 β3 （polyclonal antibody to laminin β3，

LAMB3）、层粘连蛋白 α3 （laminin subunit α3，LAMA3）、整合素亚单位 α3 （integrin subunit α3，ITGA3）。MET、LAMA3、LAMB3 和

ITGA3的表达水平均与胰腺癌患者OS有关，仅MET、LAMB3和 ITGA3的表达水平与胰腺癌患者DFS有关，且基因低表达组的预后明

显优于基因高表达组。FN1、MET、LAMA3和LAMB3的表达水平在不同分期胰腺癌组织中的差异存在统计学意义。结论·胰腺癌中

异常表达的 FN1、MET、LAMB3、LAMA3、ITGA3 与细胞黏附、质膜组分、蛋白质结合功能的改变和 PI3K/AKT 通路相关，MET 和

LAMB3的表达升高可能预示胰腺癌患者的不良预后。
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[Abstract] Objective·To select pancreatic cancer progression-related core genes and key pathways. Methods·The dataset GSE28735 for pancreatic

cancer was obtained by searching and screening in the Gene Expression Omnibus (GEO) database. Genes in 45 cases of cancer tissues and 45 cases of

normal tissues adjacent to cancer were extracted by GEO2R and combined with RStudio to screen and visualize differentially expressed genes (DEGs).

Genes with significant differential expression were analyzed by gene ontology (GO) function enrichment and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

(KEGG) pathway enrichment analysis through the gene utilization function annotation online tool DAVID. The protein-protein interaction (PPI) network

was constructed by using the interactive gene retrieval tool, STRING and Cytoscape, to further screen core genes based on the node degree value. The

relationship between the expression levels of core genes and overall survival (OS), disease-free survival (DFS) and tumor stage of 179 cases of patients

was analyzed through the gene expression profile analysis database GEPIA. Results·A total of 131 DEGs were screened from the dataset GSE28735,

including 115 up-regulated genes and 16 down-regulated genes. GO function enrichment analysis showed that DEGs were mainly enriched in cell

adhesion, plasma membrane, and protein binding. KEGG pathway enrichment suggested that phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K)/protein kinase B

(AKT) was the main signaling pathway for DEG enrichment. Five core genes, fibronectin1 (FN1), mesenchymal to epithelial transition factor (MET),

polyclonal antibody to laminin β3 (LAMB3), laminin subunit α3 (LAMA3), and integrin subunit α3 (ITGA3), were obtained through PPI network

screening. The expression levels of MET, LAMA3, LAMB3 and ITGA3 were associated with OS of patients, and the expression levels of MET, LAMB3 and

ITGA3 were associated with DFS. The prognosis of low gene expression group was significantly better than that of high gene expression group. There

were significant differences in the expression levels of FN1, MET, LAMA3 and LAMB3 in the different stages of pancreatic cancer. Conclusion·The

abnormal expression of FN1, MET, LAMB3, LAMA3 and ITGA3 is related to the changes of cell adhesion, plasma membrane component, protein binding

function and PI3K/Akt pathway. The increased expression of MET and LAMB3 may predict poor prognosis of patients with pancreatic cancer.
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胰腺癌是一种顽固性恶性肿瘤，恶性程度较高。根

据 2018年全球肿瘤流行病统计数据［1］，胰腺癌位列常见

癌症排名第 11 位，2018 年有 458 918 个新病例，432 242

人因胰腺癌死亡（占所有癌症死亡人数的 4.5%），5年生

存率低于 5%。在美国，癌症患者中胰腺癌已成为第三大

死亡原因［2］。近年来发展中国家人们生活方式的改变，

比如吸烟比例提高、高热量食物摄入增多、体育锻炼缺

乏等，导致胰腺癌死亡率逐渐上升［3］。

胰腺癌起病隐匿，早期诊断困难，进展迅速，大多

数患者在确诊时已丧失治疗的最佳时机；同时，胰腺癌

手术切除率较低，并且对常规放射治疗和化学治疗不敏

感，故预后极差［1］。胰腺癌具有快速增殖能力和高度侵

袭转移倾向，发病机制复杂，目前尚缺乏有效的系统治

疗手段。高通量测序技术和系统生物学的不断发展，有

助于更好地了解胰腺癌潜在的分子机制，寻找新的分子

靶标和靶向疗法，从而延长患者的生存时间。

随着生命科学和计算机科学的迅猛发展，以计算机

为工具对生物信息进行储存、检索和分析的生物信息科

学，成为分析基因组学和蛋白质组学的一种重要方法。

本研究旨在通过生物信息学的分析方法，筛选与胰腺癌

发生和发展相关的核心基因与通路，探究核心基因对胰

腺癌患者预后的影响，以期为胰腺癌患者的精准治疗提

供新的干预靶点。

1 材料与方法

1.1 基因芯片数据来源

利用美国国立生物技术信息中心 （National Center

for Biotechnology Information， NCBI） 平 台 下 的 GEO

（Gene Expression Omnibus） 数据库检索含有人源胰腺癌

及癌旁组织样本的芯片数据集GSE28735。该数据集共包

含 90例组织样本数据，其中 45例为癌组织，45例为癌旁

正常组织。

1.2 差异表达基因的筛选

通过GEO2R在线分析工具提取癌组织及癌旁组织的

基因。为了提高筛选效率，首先利用 RStudio软件，以 P

值大小为参考标准，筛选出差异表达最显著的 250 个基

因；然后通过 RStudio软件的 limma数据包进一步筛选胰

腺癌组织样本和癌旁正常组织样本的差异表达基因

（differentially expressed genes，DEGs），筛选标准为 P<

0.05且|log2FC|>1 ［FC为差异倍数（fold change）］。利用

pheatmap、ggplot2数据包对其进行可视化处理。

1.3 DEGs的富集分析

在 基 因 功 能 注 释 在 线 工 具 DAVID （Database for

Annotation， Visualization and Integrated Discovery） 中 ，

根据基因本体（Gene Ontology，GO）数据库和京都基因

与基因组百科全书 （Kyoto Encyclopedia of Genes and

Genomes，KEGG）通路数据库对差异表达显著的基因进

行生物学富集分析。在RStudio软件中，以P<0.05为入选

标准对富集结果进行筛选，利用 ggplot2数据包对富集分

析的结果进行可视化处理。

1.4 蛋白质-蛋白质相互作用网络的构建

通过交互基因检索工具 STRING （Search Tool for the

Retrieval of Interacting Genes） 对差异表达显著的基因在

线 绘 制 蛋 白 质 - 蛋 白 质 相 互 作 用 （protein-protein

interaction，PPI）网络，以结合分数>0.4为阈值条件。在

Cytoscape 软件中对 PPI 网络进行可视化处理，使用

CytoHubba网络分析插件筛选PPI网络的核心基因。

1.5 核心基因表达水平的生存分析和病理阶段分析

基因表达谱分析数据库 GEPIA （Gene Expression

Profiling Interactive Analysis）纳入了 179例胰腺癌患者的

临床和病理信息以及基因表达数据，验证 5个核心基因在

179例胰腺癌组织和 171例正常组织中的表达差异；利用

基因表达水平中位数将患者分为基因高表达组 （89 例）

和基因低表达组 （89 例），并绘制 Kaplan-Meier 生存曲

线，采用 Log-rank 检验进行生存分析，探究核心基因表

达水平的高低与患者总生存期（overall survival，OS）和

无病生存期 （disease free survival，DFS） 的关联；通过

GEPIA 在线分析和单因素方差分析对不同病理阶段的基

因表达水平进行可视化处理及统计分析。P<0.05 表示差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 DEGs的筛选

为了提高筛选效率，我们将GEO2R在线分析结果根

据P值大小升序排列，选取其中的前 250个基因。在R语

言 limma包中设置差异基因筛选条件为P<0.05且|log2FC|>

1，共得到131个DEGs，其中与癌旁正常组织相比表达上

调的基因 115 个，表达下调的基因 16 个。利用 R 的

ggplot2 和 pheatmap 数据包分别对前 250 个基因和筛选出

来的131个DEGs进行可视化处理，见图1。
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2.2 DEGs的富集分析结果

对筛选得到的 DEGs进行 GO 功能富集分析和 KEGG

通路富集分析。结果表明 DEGs主要在细胞黏附、质膜、

蛋白质结合中富集；主要富集的通路为磷脂酰肌醇 3-激

酶 （phosphatidylinositol 3-kinase， PI3K） /蛋 白 激 酶 B

（protein kinase B，AKT）信号通路。对DEGs的富集结果

进行可视化处理，见图2。

Note：A. Biological processes of DEG enrichment. B. Cell component of DEG enrichment. C. Molecular function of DEG enrichment. D. KEGG pathway of DEG

enrichment.

图2 DEGs的GO功能富集和KEGG通路富集分析

Fig 2 Enrichment analysis of GO function and KEGG pathway of DEGs

Note：A. Volcanic map of top 250 genes. Green dots represent significantly down-regulated genes in pancreatic cancer; red dots represent significantly up-regulated genes in

pancreatic cancer; black dots represent no significant difference in expression levels of genes between pancreatic cancer and adjacent tissues. B. Heatmap of 131 DEGs. Green

box represents significantly down-regulated genes in pancreatic cancer; red box represents significantly up-regulated genes in pancreatic cancer.

图1 胰腺癌组织及癌旁组织中DEGs的可视化分析

Fig 1 Visual analysis of the DEGs in pancreatic cancer and adjacent tissues
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2.3 PPI的构建与核心基因的筛选

利用 STRING 在线分析 DEGs 对应蛋白的 PPI 网络，

通过 Cytoscape 软件进行整合后构建 PPI 的可视化结果，

获得 DEGs 对应蛋白的 PPI 网络 （图 3）。通过使用

CytoHubba网络分析插件筛选 PPI中相互作用程度最高的

前 5 个 DEGs 的 对 应 蛋 白 ， 分 别 为 纤 维 连 接 蛋 白

（fibronectin1，FN1）、间质表皮转化因子 （mesenchymal

to epithelial transition factor， MET）、 层 粘 连 蛋 白 β3

（polyclonal antibody to laminin β3，LAMB3）、层粘连蛋

白 α3 （laminin subunit α3，LAMA3）、整合素亚单位 α3

（integrin subunit α3，ITGA3）。其生物学功能及节点度值

（degree）具体见表1。

2.4 DEGs表达水平与患者生存及肿瘤分期的关系

利用GEPIA在线工具分析 5个DEGs在胰腺癌患者癌

组织和癌旁正常组织样本中的表达情况，结果显示其在

癌组织中的表达水平均高于正常组织，差异均存在统计

学意义（P<0.01），见图4。

5 个 DEGs 中， MET （P=0.000， HR=2.2）、 LAMA3

（P=0.000， HR=2.1）、 LAMB3 （P=0.002， HR=1.9） 和

ITGA3 （P=0.007，HR=1.8）的表达水平与胰腺癌患者OS

有关，且基因低表达组（n=89）的预后明显优于基因高

表达组 （n=89）；而 FN1 （P=0.160，HR=1.3） 的表达水

平与胰腺癌患者的 OS 无关联（图 5A‒E）。DEGs 表达水

平与胰腺癌患者 DFS 的关联分析显示，MET （P=0.000，

图3 DEGs对应蛋白的PPI网络图

Fig 3 PPI network diagram of DEGs corresponding proteins
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HR=2.2）、 LAMB3 （P=0.023， HR=1.7） 和 ITGA3 （P=

0.000，HR=2.4）的表达水平与胰腺癌患者DFS有关（图

5G、I、J），而 FN1 （P=0.140，HR=1.4） 和 LAMA3 （P=

0.067，HR=1.5）的表达水平对胰腺癌患者的DFS并无显

著影响（图5F、H）。

进一步探究 DEGs 表达水平与胰腺癌分期进展的关

系，结果显示在Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ期胰腺癌组织中，FN1

（P=0.048）、 MET （P=0.010）、 LAMA3 （P=0.004） 和

LAMB3 （P=0.000） 的表达水平差异均存在统计学意义，

而 ITGA3 （P=0.127）在不同分期胰腺癌组织中的表达水

平差异无统计学意义（图6）。

3 讨论

胰腺癌是一种遗传性或获得性致癌基因突变导致的

疾病。由于其具有起病隐匿、早期诊断困难、远处转移、

化学治疗抵抗等特点，患者在发现时往往已进展至晚期

或已失去手术治疗的机会，因此预后较差［4］。目前，关

于胰腺癌的发病机制尚未阐明。因此，深入了解胰腺发

生发展过程中失调的分子是改善胰腺癌患者预后的重要

途径之一。本研究基于 GEO数据库，以生物信息学的方

法对癌组织和癌旁正常组织的DEGs进行分析、筛选、整

合，对胰腺癌进展的潜在机制进行挖掘。

表1 PPI网络中5个DEGs的生物学特点

Tab 1 Biological characteristics of the five DEGs in PPI network

Gene

FN1

MET

LAMB3

LAMA3

ITGA3

Degree

24

15

11

11

11

Biological characteristic

Involved in cell adhesion，cell movement，wound healing and maintenance of cell morphology

Regulating cell proliferation，dispersion，proliferation and differentiation

Involved in cell adhesion，migration and interaction with other extracellular matrix components；playing an important role in regulating cell migration

and mechanical signal transduction

Involved in cell adhesion，migration and interaction with other extracellular matrix components；playing an important role in regulating cell migration

and mechanical signal transduction

Involved in cell adhesion，invasion foot formation and matrix degradation

Note：FN1 (A), MET (B), LAMA3 (C), LAMB3 (D), ITGA3 (E) mRNA expression levels determined by the GEPIA database. The cutoff of |log2FC| is 1; the default cutoff of

P value is 0.01.

图4 5个DEGs在179例胰腺癌组织和171例正常组织中的表达

Fig 4 Expression of the five DEGs in 179 cases of pancreatic cancer tissues and 171 cases of adjacent normal tissues
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在 GSE28735基因芯片数据集中，共筛选出 115个在

胰腺癌中表达上调的基因和16个表达下调的基因。GO功

能富集分析结果提示DEGs主要在细胞黏附、质膜、蛋白

质结合中富集。KEGG通路富集主要表现在PI3K/AKT信

号通路。综合富集结果，可以推测细胞黏附功能相关基

因的高表达与胰腺癌的发生发展有关。细胞黏附分子参

与细胞的识别、活化、信号转导、增殖与分化、伸展与

移动过程，是免疫应答、炎症发生、凝血、肿瘤转移以

及创伤愈合等一系列重要生理和病理过程的分子基础［5］。

在肿瘤细胞中经常观察到细胞黏附状态改变直接促进了

癌症的发展［6］。Bergmann 等［7］在一项包含胰腺癌前病

变、原发胰腺导管腺癌以及胰腺癌肝转移组织的大样本

队列试验中发现，原发胰腺导管腺癌中L1细胞黏附分子

的免疫组织化学阳性率达 92.7%，淋巴结转移率达

80.0%，肝转移率达 100%，提示 L1细胞黏附分子的表达

与胰腺癌的恶性生物学行为密切相关。另有研究［8］ 表

明 ， L1 细 胞 黏 附 分 子 可 以 通 过 转 化 生 长 因 子 β1

（transforming growth factor β1，TGF-β1） 等途径在胰腺

癌的侵袭转移中起作用。由此可见，细胞黏附分子在胰

腺癌组织与正常组织中的表达水平存在差异，且细胞黏

附分子与胰腺癌的发生发展及转移有关。

PI3K/AKT信号通路主要调控细胞的增殖、分化、凋

亡以及迁移等［9］。该通路活性异常不仅能导致细胞恶性

转化，而且与肿瘤细胞的迁移、黏附、肿瘤血管生成以

及细胞外基质的降解等相关［10］。已有研究［11］ 表明，

PI3K/AKT 信号通路在胰腺癌发生发展中占有重要地位。

通过研究阻断PI3K/AKT通路产生的信号转导作用的分子

机制可以为新型抗肿瘤药物开发提供新靶点和新思路，

Note：A‒E. OS of pancreatic cancer patients with high FN1 (A), MET (B), LAMA3 (C), LAMB3 (D), ITGA3 (E) expression and low FN1 (A), MET (B), LAMA3 (C), LAMB3

(D), ITGA3 (E) expression. F‒J. DFS of pancreatic cancer patients with high FN1 (F), MET (G), LAMA3 (H), LAMB3 (I), ITGA3 (J) expression and low FN1 (F), MET (G),

LAMA3 (H), LAMB3 (I), ITGA3 (J) expression. Red curve represents high gene expression group; blue curve represents low gene expression group. KPM—transcripts per

kilobase of exon model per million mapped reads.

图5 Kaplan-Meier曲线分析评估5个DEGs对胰腺癌患者预后的意义

Fig 5 Prognostic significance of the five DEGs for pancreatic cancer patients assessed via Kaplan-Meier analysis
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进而增强化学治疗药物对胰腺癌的敏感性，使特异性抗

癌新药的研发成为可能［12］。本研究KEGG富集结果发现

PI3K/AKT信号通路参与胰腺癌的发生发展过程，该结果

为寻找胰腺癌新的治疗靶点提供了方向。

通过构建 PPI网络，探究 DEGs表达的蛋白之间的相

互作用。运用CytoHubba插件筛选出节点度值最高的 5个

DEGs。MET、LAMA3、LAMB3 对患者的 OS 或 DFS 有显

著影响并且在不同病理阶段的表达水平差异有统计学意

义，推测MET、LAMA3、LAMB3可能成为胰腺癌预后评

价、诊断、靶向治疗的潜在靶标。

MET 是一种原癌基因，编码肝细胞生长因子的异二

聚体跨膜受体酪氨酸激酶，可作为肝细胞生长因子

（hepatocyte growth factor，HGF） 的受体。HGF 与 MET

蛋白结合可触发PI3K/AKT信号通路、丝裂原活化蛋白激

酶（mitogen-activated protein kinase，MAPK）信号通路、

Wnt/β -catenin 信号通路和信号转导及转录激活蛋白

（signal transducer and activator of transcription，STAT） 信

号通路［13］。这些通路的激活可以驱动与癌症有关的各种

生物学过程，例如细胞增殖、迁移、侵袭、凋亡抑制、

上皮向间充质转化以及血管生成等［13-14］。据报道，在人

类几种恶性肿瘤中均发现了MET蛋白的失调和扩增，其

中包括胃癌［15］、结直肠癌［16］、乳腺癌［17］和非小细胞肺

癌［18］。已有研究［19］证实受体酪氨酸激酶 c-Met与胰腺癌

的发病机制之间存在关联。Neuzillet等［20］研究表明，胰

腺癌组织中 c-Met表达的增加伴随着复发率的提高和生存

时间的缩短。有文献［21］ 表明，MET 可通过激活 PI3K/

AKT信号通路来介导癌症的发展。这与我们分析得到的

结果一致。

LAMA3和LAMB3属于层粘连蛋白家族，是常见的基

底膜蛋白家族之一［22］。其广泛参与许多生物过程，例如

附着、迁移以及与其他细胞外基质成分的相互作用，并

且在调节细胞迁移和机械信号转导中起着重要作用［22-24］。

研究［25］ 发现，LAMA3 的表达水平与胃癌的发生有关，

其高表达可以抑制胃癌的发生。 Svoboda 等［26］ 发现

LAMA3基因在肝癌组织中表达水平较癌旁正常组织上调。

同样，LAMB3的高表达在甲状腺乳头状癌、肝细胞癌的

发生和发展中起着重要作用［27-29］。也有研究［30］ 表明

LAMB3在胰腺癌中异常过表达，并且与胰腺癌患者的OS

密切相关。Zhang 等［31］还发现，LAMB3 可能通过 PI3K/

AKT信号转导途径介导胰腺导管腺癌的侵袭和迁移。本

研究发现胰腺癌组织中 LAMA3、LAMB3的表达水平与正

常胰腺组织相比明显升高，且 LAMA3、LAMB3高表达组

患者预后较差，其在胰腺癌不同病理阶段的表达水平的

差异也存在统计学意义，提示这 2个基因可能在胰腺癌进

展中发挥重要的作用。

综上所述，本研究利用数据库分析获得 5个在胰腺癌

Note：Analysis of FN1 (A), MET (B), LAMA3 (C), LAMB3 (D), and ITGA3 (E) gene expression in stage Ⅰ, Ⅱ, Ⅲ, and Ⅳ pancreatic cancer.

图6 5个DEGs在不同病理分期胰腺癌中的表达

Fig 6 Expression of the five DEGs in pancreatic carcinoma with different pathological stages
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组织异常表达的 DEGs，其可能通过 PI3K/AKT 信号通路

介导胰腺癌的进展。其中MET、LAMA3和LAMB3的表达

升高与患者的不良预后有关。然而，目前对 MET、

LAMA3、LAMB3的上下游调控关系及蛋白之间的相互作

用关系尚不明晰，其作为胰腺癌预后评判和分子治疗靶

标的价值仍有待于进一步研究。
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