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  [摘 要] 目的 采用RNA测序联合生物信息学分析寻找与口腔鳞状细胞癌(OSCC)预后相关的基因。
方法 收集2019年2-10月宁夏医科大学总医院口腔颌面外科收治的3例OSCC患者的癌及癌旁组织,分别

提取RNA并构建DNA文库,进行Illumina高通量测序,整合数据筛选出差异表达基因(DEGs)。对其进行生

物学过程、信号通路及互作网络分析,进行可视化和模块分析。利用TCGA数据库对得分最高的模块基因生存

分析鉴定出候选基因,进一步采用GSE41613数据集对候选基因生存分析筛选出关键基因;人类蛋白质图谱数

据库评估关键基因在OSCC中的蛋白表达。用基因集富集分析(GSEA网站)预测关键基因在OSCC中可能调

控的信号通路。结果 通过3对OSCC组织RNA测序数据识别出1
 

818个DEGs,其中上调基因824个,下调

基因994个,其主要富集有丝分裂核分裂、细胞外区域、钙信号通路等。TCGA 数据鉴定出3个候选基因

ASPM、CENPF和KIF15;通过对GSE41613数据生存分析确定CENPF作为OSCC的关键基因。CENPF在

OSCC组织中表达量明显升高,差异有统计学意义(P<0.05)。CENPF表达量较高的OSCC预后较差,差异有

统计学意义(P<0.05);OSCC中CENPF蛋白表达较高,CENPF高表达者存在基础转录因子和细胞周期等多

个通路基因集的富集,差异均有统计学意义(P<0.05)。结论 转录测序共鉴定出1
 

818个DEGs,其中CEN-
PF在OSCC中表达量较高时其预后较差,其可能与OSCC的发生、发展及预后相关。
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[Abstract] Objective To

 

identify
 

key
 

genes
 

associated
 

with
 

the
 

prognosis
 

of
 

oral
 

squamous
 

cell
 

carcino-
ma

 

(OSCC)
 

by
 

RNA
 

sequencing
 

integrated
 

bioinformatics.Methods Carcinoma
 

and
 

adjacent
 

tissues
 

of
 

3
 

OSCC
 

patients
 

admitted
 

to
 

the
 

Department
 

of
 

Oral
 

and
 

Maxillofacial
 

Surgery,General
 

Hospital
 

of
 

Ningxia
 

Medical
 

University
 

from
 

February
 

to
 

October
 

2019
 

were
 

collected.RNA
 

was
 

extracted
 

and
 

DNA
 

libraries
 

were
 

constructed,and
 

Illumina
 

high-throughput
 

sequencing
 

was
 

performed
 

to
 

screen
 

out
 

differentially
 

expressed
 

genes
 

(DEGs)
 

by
 

integrating
 

the
 

data.The
 

biological
 

processes,signal
 

pathways
 

and
 

interaction
 

network
 

of
 

DEGs
 

were
 

analyzed,and
 

the
 

visualization
 

and
 

module
 

analysis
 

of
 

DEGs
 

were
 

conducted.Candidate
 

genes
 

were
 

identified
 

by
 

survival
 

analysis
 

of
 

TCGA
 

database
 

of
 

the
 

module
 

gene
 

with
 

the
 

highest
 

score,and
 

key
 

genes
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were
 

further
 

screened
 

by
 

GSE41613
 

data
 

set
 

for
 

survival
 

analysis
 

of
 

candidate
 

genes.The
 

human
 

Protein
 

Atlas
 

database
 

was
 

used
 

to
 

verify
 

the
 

protein
 

expression
 

of
 

key
 

genes
 

in
 

OSCC.Gene
 

set
 

enrichment
 

analysis
 

(GSEA
 

website)
 

was
 

used
 

to
 

predict
 

the
 

possible
 

signaling
 

pathways
 

of
 

key
 

genes
 

in
 

OSCC.Results According
 

to
 

the
 

sequencing
 

data
 

from
 

the
 

three
 

pairs
 

of
 

OSCC,a
 

total
 

of
 

1
 

818
 

DEGs
 

were
 

screened
 

out,including
 

824
 

upregu-
lated

 

and
 

994
 

downregulated
 

genes.They
 

were
 

mainly
 

enriched
 

in
 

mitotic
 

nuclear
 

division,extracellular
 

re-

gions
 

and
 

calcium
 

signaling
 

pathways.TCGA
 

data
 

identified
 

three
 

candidate
 

genes,including
 

ASPM,CENPF
 

and
 

KIF15.The
 

survival
 

analysis
 

of
 

GSE41613
 

data
 

identified
 

CENPF
 

as
 

the
 

key
 

gene
 

of
 

OSCC.Its
 

expression
 

in
 

OSCC
 

tissues
 

was
 

higher
 

(P<0.05).OSCC
 

with
 

higher
 

CENPF
 

expression
 

had
 

worse
 

prognosis
 

(P<
0.05).The

 

protein
 

expression
 

of
 

CENPF
 

in
 

OSCC
 

was
 

higher.The
 

samples
 

with
 

high
 

expression
 

of
 

CENPF
 

were
 

enriched
 

in
 

gene
 

sets
 

of
 

multiple
 

pathways
 

such
 

as
 

basic
 

transcription
 

factors
 

and
 

cell
 

cycle
 

(P<0.05).
Conclusion A

 

total
 

of
 

1
 

818
 

DEGs
 

are
 

screened
 

by
 

transcriptional
 

sequencing,among
 

which
 

the
 

prognosis
 

is
 

worse
 

when
 

CENPF
 

is
 

higher
 

in
 

OSCC,which
 

may
 

be
 

related
 

to
 

the
 

occurrence,development
 

and
 

prognosis
 

of
 

OSCC.
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  头颈部癌症(HNSC)在全球恶性肿瘤中位居第7
位,2018年全球报道约有89万新发病例,死亡45
万[1]。其中口腔鳞状细胞癌(OSCC)全球每年大约有

30万例新发病例和14.5万例死亡[2]。OSCC主要特

点为具有高度侵袭性,易局部复发、转移,且生存率较

低[3-4]。OSCC早期症状较轻,与口腔潜在恶性疾病相

似,不易鉴别,OSCC确诊时已进展至中晚期。因口

腔颌面部结构的特殊性,手术治疗后影响进食及吞咽

功能、美观和心理,严重影响了患者的生存。大量研

究表明,OSCC的发生、发展与基因异常表达密切相

关[5-6]。通过利用蛋白组学对OSCC发病机制的研究

表明,许 多 差 异 表 达 蛋 白 与 癌 症 的 发 生、发 展 有

关[7-8]。尽管从多方面对 OSCC发病机制进行了研

究,但仍没有达成公认的观点。因此,迫切需要寻找

有效的生物标志物用于OSCC的早期诊断、预后评估

和治疗。

RNA测序高通量技术结合生物信息学的方法开

始广泛用于肿瘤的研究,其在寻找肿瘤诊治的新型标

志物方面的有效性和可靠性已得到证明。本研究收

集3例OSCC患者的癌及癌旁组织,通过RNA测序

分析筛选差异表达基因(DEGs),应用生物信息学对

DEGs进行功能分析并进一步筛选关键基因,旨在为

研究OSCC的发生、发展提供新的生物标志物用于筛

查和诊治。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2019年2-10月宁夏医科大

学总医院口腔颌面外科收治的原发OSCC患者3例,

病例1:男,56岁;病例2:男,77岁;病例3:女,71岁;

TNM分期分别为Ⅱ、Ⅱ、Ⅲ期。本研究经宁夏医科大

学总医院伦理委员会审批,患者均签署知情同意书。

1.2 方法

1.2.1 标本采集 术中收集3例OSCC患者的癌及

癌旁组织(距肿瘤边缘至少0.5
 

cm),术后立即液氮中

保存冷冻新鲜组织标本,-80
 

℃保存。患者在术前未

接受过化疗、放疗或任何其他抗癌治疗。癌及癌旁组

织由宁夏医科大学总医院病理诊断科病理专家确认

为鳞状细胞癌和正常组织。

1.2.2 高通量RNA-seq 使用Trizol
 

Reagent提取

3对组织样本中的总RNA,其质量要求通过生物芯片

分析仪检测结果RNA完整值大于或等于7。去除总

RNA中的核糖体RNA并进行RNA片段化处理,按

NEBNext
 

Ultra
 

RNA文库准备试剂盒说明书将片段

mRNA反 转 录 合 成 第 一 链cDNA 并 合 成 第 二 链

cDNA,修复cDNA尾端、加dA尾,然后将接头连接,

聚合酶链反应扩增文库。经 Agilent2100
 

TapeSta-
tion和Qubit2.0检测纯化后的文库,合格后的文库

在北京博奥晶典生物技术有限公司使用Illumina平

台进行测序。

1.2.3 数据处理及DEGs的筛选 利用RNA测序

数据中肿瘤组织与相邻正常组织间的基因表达值以

确定 DEGs。利 用 “DEseq”包,调 整 P <0.05,

|log
 

FC|≥2,获得具有统计学意义的DEGs。使用R
软件包“Enhanced

 

Volcano”对 DEGs进行可视化绘

制火山图。

1.2.4 基因富集分析 利用基因本体(GO)富集分

析和京都基因与基因组百科全书(KEGG)信号通路
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分析
 

DEGs
 

的生物学过程和相关信号通路,通过注

释、可视化和 发 现 集 成 数 据 库———DAVID 数 据 库

(version
 

6.8,https:/david
  

http://ncifcrf.gov/)确定

DEGs的功能。设置错误发现率(FDR)<0.05作为

富集分析的纳入标准。以调节后P<0.01为临界值,
确定相关信号通路。GO 富集分析包括生物过程

(BP)、细胞组分(CC)和分子功能(MF)。

1.2.5 蛋白质互作网络(PPI)、模块构建及关键基因

筛选 将 DEGs输入STRING(https://string-db.
org/)在线数据库,设置PPI分析种类为人,以交互得

分大于或等于0.9分为阈值,导出tsv格式数据文件,
使用Cytoscape3.9.0软件对PPI进行可视化。采用

 

Cytoscape
 

软件中的
 

MCODE
 

插件对PPI中的关键

网络进行辨别,并从中挖掘出关键调控基因,设置参

数:Degree
 

Cutoff=2,Node
 

Score
 

Cutoff=0.2,Max.
Depth=100,K-Core=2,进行模块分析,并对得分较

高的模块进行KEGG富集分析。

1.2.6 基于 TCGA 数据库筛选候选基因 结合

TCGA数据库中 HNSC的数据,提取 MCODE
 

插件

分析后的模块中得分最高的基因在各个样本中的表

达数据,筛选原发性肿瘤的样本对这些基因的表达值

进行log2(x+0.001)变换。使用R软件计算正常样

本和肿瘤样本的表达差异,使用非配对的t检验进行

分析;绘制受试者工作特征(ROC)曲线。此外获得预

后数据集[9],并剔除随访时间短于30
 

d的样本,最终

获得HNSC的表达数据及对应样本的总生存期数据。
使用R软件包survival(version

 

3.2-7)的coxph函数

建立分析得分最高的模块基因表达与 HNSC的预后

关系,使用log-rank进行统计检验,R 软件包 max
 

stat(version
 

0.7-25)计算每个基因的最佳截断值,设
置最小分组样本数大于25%,最大分组样本数小于

75%,基于此,将患者分为高、低组,进一步使用R软

件包survival的survfit函数分析2组患者预后的差

异,利用log-rank方法评估不同组患者预后差异的显

著性,设置log-rang
 

P<0.05为候选基因筛选标准并

进一步验证。

1.2.7 利用GEO数据库筛选关键基因并进行免疫

组织化学(免疫组化)验证 从 GEO数据库中下载

GSE41613数据集的表达谱及生存数据,包含97例患

者的表达谱及临床信息,提取出候选基因的表达谱,
采用生存 R软件包进行 Kaplan-Meier分析和log-
rank检验,验证候选基因表达对预后的影响。候选基

因(log-rank
 

P<0.05)被认为是关键基因。通过

GSE41613数据集验证关键基因表达对患者预后的影

响。利用人类蛋白质图谱数据(http://www.pro-
teinatlas.org/)输入关键基因,进入正常组织及病理

组织栏目从中选取OSCC的免疫组织切片,根据染色

强度、染色密度、定量分析关键基因蛋白质表达情况。

1.2.8 关键基因 GSEA富集分析 从 GSEA网站

(https://www.gsea-msigdb.org/)下载GSEA软件

(version
 

3.0),根据关键基因的平均表达情况分为高

表达组和低表达组,并从分子特征数据库(http://

www.gsea-msigdb.org/gsea/downloads.jsp)下 载

c2.cp.kegg.v7.4.symbols.gmt子集合,以评估相关

途径和分子机制,分析过程中以 P<0.01、FDR<
0.05为截断值,表示差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 DEGs的筛选 3对 OSCC组织和相邻正常组

织共识别出1
 

818个DEGs,其中上调基因824个,下
调基因994个。见图1。

2.2 DEGs功能富集 OSCC的DEGs在BP中主要

富集在肌肉收缩、有丝分裂核分裂;在CC中主要富集

在细胞外区域、细胞外间隙;在 MF中主要富集在蛋

白质异二聚体活性、肌动蛋白结合。见图2A。这些

基因在人类疾病中的通路有癌症中的转录失调、在新

陈代谢方面有酪氨酸代谢、细胞过程中在细胞周期等

方面显著富集。见图2B。

2.3 PPI构建及模块聚类 1
 

818个DEGs进行可视

化显示543个节点,2
 

059条蛋白相互作用边所构成

的网络。有2个 得 分 较 高 的 模 块,模 块1得 分 为

34.811分,由38个节点和644
 

边组成。见图3A。模

块2得分为12.800分,由16个节点96
 

边组成。见图

3B。2个模块中DEGs
 

的KEGG主要富集在细胞周

期、酗酒、p53
 

信号通路、细胞衰老、病毒致癌作用等信

号通路。见表1、2。
表1  模块1的KEGG富集

条目 信号通路名称 P 数目 富集类型

hsa04110 细胞周期 <0.001 11 细胞增殖和凋亡

hsa04114 卵细胞成熟 <0.001 8 细胞增殖和凋亡

hsa04115 p53
 

信号通路 <0.001 4 细胞增殖和凋亡

hsa04218 细胞衰老 <0.001 4 细胞增殖和凋亡

hsa05166 T细胞白血病病毒1感染 <0.001 6 病毒传染性疾病

hsa05170 人类免疫缺陷病毒1型感染 0.008 3 病毒传染性疾病

hsa04914 孕酮介导卵母细胞成熟 <0.001 6 内分泌系统

hsa04068 Fox0信号通路 0.002 3 信号传导

hsa05203 病毒致癌作用 0.007 3 癌症概述

hsa01524 铂耐药 0.009 2 抗肿瘤药耐药性
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  注:红色为上调基因;绿色为下调基因。

图1  RNA测序DEGs火山图

  注:A.DEGs的GO富集图;B.DEGs的KEGG信号通路富集图。

图2  DEGs的GO、KEGG富集图

  注:A.模块1;B.模块2。

图3  候选基因的核心模块图
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表2  模块2的KEGG富集

条目 信号通路名称 P 数目 通路富集类型

hsa05322 系统性红斑狼疮 <0.001 15 免疫性疾病

hsa05034 酗酒 <0.001 15 物质依赖

hsa05202 癌症中的转录失调 <0.001 9 癌症概述

hsa05203 病毒致癌作用 0.006 3 癌症概述

hsa04217 凋亡 0.003 3 细胞增殖和凋亡

2.4 基于TCGA数据库生存分析筛选候选基因 将

得分最高的模块1中的38个基因进行生存及表达分

析,确定 ASPM、CENPF、KIF15作为 OSCC的候选

基因。3个候选基因在 OSCC组织中的表达水平均

高于正常组织,差异均有统计学意义(P<0.000
 

1)。
见图4A。ROC曲线下面积分别为

 

0.885、0.901、

0.814。见图4B。ASPM、CENPF、KIF15均与总生

存期相关,差异均有统计学意义(P=0.020、0.009、
0.040)。见图4C。

  注:A.3个候选基因ASPM、CENPF、KIF15在OSCC组织中的表达均较正常组织增高;B.3个候选基因ASPM、CENPF、KIF15在OSCC组织

中的ROC曲线;C.3个候选基因ASPM、CENPF、KIF15与OSCC的总生存期相关。
 

图4  候选基因在OSCC组织及正常组织中的表达、ROC曲线及生存分析

2.5 关键基因的GEO数据库生存分析及免疫组化

验证 3个候选基因 ASPM、CENPF、KIF15中只有

CENPF高表达时 OSCC预后较差,差异有统计学意

义(P=0.03)。见图5A。肿瘤组织中染色:高;强度:
强;数量:75%~25%;正常组织中染色:低;强度:中;

数量:<25%。见图5B。
 

2.6 CENPF基因的GSEA富集分析 CENPF基因

主要富集在相关信号通路基础转录因子、细胞周期、黄
体酮介导的卵母细胞成熟、卵母细胞减数分裂等信号通

路,其与模块1中基因富集的通路是一致的。见图6。
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  注:A.3个候选基因ASPM、CENPF、KIF15在GSE41613数据集 OSCC组织中的生存分析;B.关键基因CENPF在 OSCC组织中的免疫组

化图。

图5  候选基因在GSE41613数据集中的生存分析及关键基因CENPF在OSCC组织中的免疫组化图

图6  CENPF功能富集分析
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3 讨  论

  OSCC是最常见的HNSC之一,约占所有新诊断

的临床癌症患者的3%[10]。OSCC发生的主要风险

因素有香烟、酒精和槟榔的摄入,其他原因如遗传易

感性、饮食和致癌病毒感染也是OSCC的潜在促进因

素[11]。其中致癌病毒,如人类乳头瘤病毒较为明显,
约占人类癌症的20%[12]。口腔癌还与致癌物代谢、

DNA修复和细胞周期控制障碍引起的基因畸变有

关[13]。由于OSCC的发病机制尚不明确且术后易复

发,所以,5年生存率较低[14]。因此,寻找更有效的方

法改善OSCC患者的预后是很重要的。近年来,许多

研究通过生物信息学对数据进行深部挖掘寻找生物

标志物在多种癌症包括OSCC中得到证实,其在OS-
CC的发生和进展中发挥着关键作用。

 

ZHANG等[15]

从胃癌患者中收集6对样本进行RNA测序,通过生

物信息学分析发现了14个代谢基因被确定为胃癌患

者的潜在靶点,并与免疫细胞浸润相关。其中支链氨

基酸转氨酶2的失调与胃癌患者的总生存期相关。

YE等[16]通过生物信息学联合分析 GEO 和 TCGA
数据库确定CEACAM5、CEACAM6、CLCA4与头颈

部鳞状细胞癌(HNSCC)预后相关,并通过实时荧光

定量聚合酶链反应和免疫组化证实其在 HNSCC组

织中低表达。YANG等[17]通过生物信息学与体外实

验结合的方法证实了 AUNIP过表达预示着 OSCC
患者预后不良。本研究通过RNA测序结合生物信息

学基于 TCGA和 GEO数据库分析表明CENPF与

OSCC预后相关。
本研究通过RNA鉴定出1

 

818个DEGs,其中上

调基因824个,下调基因994个。随后用
 

DAVID
 

数

据库对DEGs进行了 GO和 KEGG富集分析。GO
富集分析中BP参与肌肉收缩、有丝分裂核分裂;MF
主要分布于蛋白质异二聚体活性、肌动蛋白结合;CC
分布在细胞外区域、蛋白质的细胞外基质(ECM)。

KEGG同样富集在ECM受体。其中ECM 构成组织

器官的支架。肿瘤诱导ECM 改变,如增加组织刚度

和结缔组织,以及破坏基底膜是恶性肿瘤的标志,并
在诊断和组织学上被利用。在实体恶性肿瘤中基质

和周围组织ECM 的降解和重建是增殖、侵袭和转移

的必要条件[18]。
本研究构建PPI获得2个模块。同时,通过分析

TCGA数据库中HNSC患者的癌及正常组织中表达

和生存数据分析模块1中的38个基因,确定了与总

生存期密切相关的3个候选基因 ASPM、CENPF和
 

KIF15。其在OSCC组织中表达水平均高于癌旁组

织,差异均有 统 计 学 意 义(P<0.000
 

1);ASPM、

CENPF、KIF15均与总生存期相关,差异均有统计学

意义(P=0.020、0.009、0.040)。另外,本研究分别将

2个模块进行 KEGG分析表明,主要富集在细胞周

期、p53信号通路、细胞衰老、酗酒、病毒致癌作用等。
其中p53信号通路已在各种癌症中得到证实,如胰腺

癌[19]、食管鳞状细胞癌[20]和肺癌[21]。此外,酗酒和病

毒致癌作用已在OSCC中得到证实[22-23]。
大量研究表明,ASPM、KIF15作为致癌因子均在

多种癌症中发挥着重要作用,如 ASPM 在结直肠

癌[24]、膀胱癌[25]中过表达,促进肿瘤细胞增殖。KI-
NA等[26]结合TCGA数据库分析证明ASPM

 

突变在

中低分化 HNSCC中明显富集。据文献报道,KIF15
过表达促进癌细胞增殖并且可能成为很多肿瘤诊断

或治 疗 的 新 靶 点,包 括 肺 癌[27]、胃 癌[28]和 其 他 肿

瘤[29]。本研 究 基 于 TCGA 数 据 库 中 HNSC 样 本

ASPM、KIF15在肿瘤组织中的表达明显高于正常组

织,但生存分析结果显示,KIF15、ASPM 高表达的

OSCC患者表现出更好的生存预后。与大多数研究

不相符合。所以,本研究从 GEO 数据集中下载了

GSE41613数据集对3个候选基因ASPM、CENPF和

KIF15进行进一步生存分析,结果显示,CENPF高表

达的 OSCC 预 后 较 差,差 异 有 统 计 学 意 义(P =
0.03),但候选基因ASPM、KIF15在GSE41613数据

集的OSCC患者中生存分析无明显差异。最终确定

CENPF为OSCC的关键基因。
为探索CENPF基因调控 OSCC进展的分子机

制,本研究进行富集分析结果显示,CENPF主要富集

在相关信号通路基础转录因子、细胞周期等信号通

路,其细胞周期通路在本研究测序数据中的DEGs和

模块1中的基因均有富集。同时,也有研究表明,

CENPF在细胞周期方面具有重要影响[30-31]。CEN-
PF人类蛋白质图谱数据库中的免疫组化结果表明其

在OSCC 组 织 中 高 表 达。先 前 有 大 量 研 究 表 明,

CENPF作为多种恶性肿瘤的生物标志物促进了肿瘤

的发生、发展,包括甲状腺癌[32]和黑色素瘤[33]等。

SUN等[34]发现,CENPF过表达与乳腺癌不良预后及

肿瘤骨转移相关。DE
 

LA
 

GUARDIA 等[35]研究表

明,CENPF基因在 HNSCC中过表达且与淋巴结转

移相关,均与本研究结果相同。但CENPF在 OSCC
中的体内外研究较少见,其作用机制尚不清楚,其在

OSCC中的作用尚有待于进一步探索。
综上所述,本研究转录组测序鉴定出1

 

818个

DEGs,其中CENPF表达水平较高的 OSCC预后较

差,其可能与OSCC的发生、发展及预后有关。
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