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  [摘 要] 目的 通过生物信息学分析基因表达综合数据库(GEO数据库)中吉非替尼敏感和耐药非小

细胞肺癌(NSCLC)细胞的基因表达谱,研究导致NSCLC获得性耐药的潜在关键基因,为耐药NSCLC患者的

预后评价提供新思路。方法 通过GEO2R
 

网络工具分析
 

GSE123066
 

和
 

GSE83666
 

数据集识别差异表达基因

(DEGs)。通过韦恩图比较2组数据之间的DEGs找出关键的候选基因,然后对候选基因进行基因本体(GO)

分析、京都基因与基因组百科全书(KEGG)分析及蛋白质-蛋白质相互作用(PPI)分析,并对所得到的基因进行

临床预后分析、肿瘤组织及不同分期中的表达水平进行分析。
 

结果 筛选到46个核心
 

DEGs
 

与NSCLC耐药

显著相关,通过Cytoscape确定8个关键基因在 NSCLC细胞的吉非替尼耐药进展中起重要作用,分别是

SOD2、GADD45A、NCF2、LOX、CYR61、SOX2、JUP
 

和
 

MUC1,最后生存分析发现SOD2与NSCLC吉非替尼

耐药高度相关。
 

结论 SOD2可能是导致NSCLC细胞对吉非替尼获得性耐药的关键基因,其高表达与NSCLC
不良预后相关,表明SOD2可能是未来具有临床应用价值的潜在治疗靶点。
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[Abstract] Objective To

 

analyze
 

the
 

gene
 

expression
 

profiles
 

of
 

gefitinib-sensitive
 

and
 

drug-resistant
 

non-small
 

cell
 

lung
 

cancer(NSCLC)
 

cells
 

in
 

GEO
 

database
 

by
 

bioinformatics,to
 

study
 

the
 

potential
 

key
 

genes
 

leading
 

to
 

acquired
 

drug
 

resistance
 

of
 

NSCLC,and
 

to
 

provide
 

new
 

ideas
 

for
 

the
 

prognosis
 

evaluation
 

of
 

patients
 

with
 

drug-resistant
 

NSCLC.Methods The
 

GEO2R
 

network
 

tool
 

was
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

GSE123066
 

and
 

GSE83666
 

data
 

sets
 

to
 

identify
 

differentially
 

expressed
 

genes(DEGs).The
 

key
 

candidate
 

genes
 

were
 

identified
 

by
 

comparing
 

the
 

DEGs
 

between
 

the
 

two
 

groups
 

of
 

data
 

through
 

the
 

Wayne
 

diagram,and
 

then
 

GO
 

analysis,

KEGG
 

analysis
 

and
 

protein-protein
 

interaction(PPI)
 

analysis
 

were
 

performed
 

on
 

the
 

candidate
 

genes.The
 

clin-
ical

 

prognosis
 

analysis
 

and
 

expression
 

level
 

analysis
 

of
 

tumor
 

tissues
 

and
 

different
 

stages
 

were
 

performed
 

on
 

the
 

obtained
 

genes.Results A
 

total
 

of
 

46
 

core
 

DEGs
 

were
 

significantly
 

associated
 

with
 

drug-resistant
 

NSCLC.Cytoscape
 

identified
 

eight
 

key
 

genes
 

that
 

play
 

an
 

important
 

role
 

in
 

the
 

progression
 

of
 

gefitinib
 

resist-
ance

 

in
 

NSCLC
 

cells,namely
 

SOD2,GADD45A,NCF2,LOX,CYR61,SOX2,JUP
 

and
 

MUC1,respectively.
Among

 

them,SOD2
 

was
 

highly
 

correlated
 

with
 

gefitinib
 

resistance
 

in
 

NSCLC.Conclusion SOD2
 

may
 

be
 

the
 

key
 

genes
 

leading
 

to
 

acquired
 

drug
 

resistance
 

of
 

NSCLC
 

cells
 

to
 

gefitinib,and
 

their
 

high
 

expression
 

is
 

associat-
ed

 

with
 

poor
 

prognosis
 

of
 

NSCLC,indicating
 

that
 

SOD2
 

may
 

be
 

potential
 

therapeutic
 

targets
 

with
 

clinical
 

ap-

plication
 

value
 

in
 

the
 

future.
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  肺癌是对人群健康和生命威胁最大的恶性肿瘤之

一,其发病率和死亡率增长最快[1]。非小细胞肺癌

(NSCLC)是肺癌中最常见的类型,约占肺癌病例的

85%[2]。近年来,表皮生长因子受体-酪氨酸激酶抑制

剂(EGFR-TKIs
 

)耐药性的产生已成为制约EGFR敏感

突变NSCLC疗效的关键难题[3]。本研究从基因表达

综合数据库(GEO数据库)中获得NSCLC吉非替尼耐

药相关基因表达数据(GSE123066和GSE83666),通过

GEO2R软件鉴定差异表达基因(DEGs),并对DEGs进

行基因本体(GO)分析、京都基因与基因组百科全书

(KEGG)通路富集分析、蛋白质-蛋白质相互作用(PPI)

分析及生存分析等,以期鉴定在吉非替尼耐药NSCLC
细胞中发挥重要作用的关键基因,为耐药NSCLC患者

的预后评价及发掘新的治疗方法提供新思路。

1 材料与方法

1.1 微 阵 列 数 据 集  从 GEO 数 据 库 下 载

GSE123066和GSE83666[4],2个数据集均基于Illu-

mina
 

Human
 

HT-12
 

V4.0表达谱芯片,展示了吉非

替尼敏感和耐药NSCLC细胞的基因表达谱。2个公

开数据集的生物信息学分析流程见图1。

图1  本研究分析流程图

1.2 DEGs的识别 通过使用GEO2R网络工具(ht-

tp://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/)比较吉非替

尼敏感和耐药 NSCLC细胞鉴定 DEGs。GEOquery
和limma(用于微阵列分析的线性模型)来自Biocon-

ductor项目的R包。P<0.05和|logFC|>1.0为差

异有统计学意义。使用 Venny
 

2.1(https://bioin-

fogp.cnb.csic.es/tools/venny/index.html)做韦恩

图,提取2个数据集中重叠的DEGs。

1.3 GO 和 KEGG 通路分析 使用 DAVID(ht-

tps://david.ncifcrf.gov/)数据库[5]进行GO分析和

KEGG通路富集分析。P<0.05的富集被设定为显

著富集的关键标准。对于GO分析,DEGs的功能分

为3组:生物过程(BP)、细胞成分(CC)和分子功能

(MF)。对于注释汇总结果列表,选择了GOTERM_

BP_DIRECT、GOTERM_CC_DIRECT和GOTERM
_MF_DIRECT。使用R语言的ggplot2包对富集结

果进行可视化。

1.4 PPI网络分析 STRING(https://string-db.

org/)数据库[6]用于对 DEGs进行 PPI网络分析。

P<0.05为网络交互关系差异有统计学意义,交互得

分>0.7分认为是高置信交互关系。应用Cytoscape
 

3.7.2软件进行[7]可视化PPI网络分析,并应用Cyto
 

Hubba识别PPI网络中的中心节点基因,然后将中心

节点基因作为候选DEGs进行后续分析。

1.5 基于TCGA数据库的生物信息学分析 基于癌

症基因组图谱数据库(TCGA),使用 GEPIA2(ht-

tp://gepia2.cancer-pku.cn)和 Oncomine(https://

www.oncomine.org)分析肺癌标本和相关临床数据

中的基因表达水平。

2 结  果

2.1 DEGs的识别 利用limma包从 NSCLC细胞

系HCC4006(GSE123066)和PC9(GSE83666)中获得

DEGs。GSE123066数据集中鉴定出807个 DEGs,

其中包括327个 上 调 基 因 和480个 下 调 基 因(图

2A)。从GSE83666数据集中鉴定出511个DEGs,包

含166个上调基因和345个下调基因(图2B)。使用

韦恩图显示GSE123066和GSE83666数据集的基因

交集。在GSE123066和GSE83666数据集中共发现46
个共同DEGs(图2C)。本研究还确定了2个数据集中

同时存 在6个 共 同 上 调 基 因(FAM129A、SLC2A3、

LOX、ABL1、SIRPA、TMEM45A)(图2D)和11个共同

下调基因(TCN1、CYB5R2、ID1、NMNAT2、ZDHHC11、

PRRG2、 HSPA2、 MYO5C、 ARHGDIB、STAT4、
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TP53INP1)(图2E)。所有46个DEGs,特别是共同上

调基因和共同下调基因被认为是促进人NSCLC细胞

吉非替尼耐药的候选基因。

2.2 46个DEGs的GO功能富集分析 利用DAVID
数据库对2个数据集获得的46个DEGs进行功能富集

分析。GO富集分析主要从
 

BP、CC、MF
 

3个方面预测

靶基因的功能。分析发现DEGs主要富集在BP,包括

对药物的反应、蛋白质磷酸化的正调控、细胞周期阻滞、

对内质网应激的反应、凋亡过程的正调控等(图3A
 

)。

对于GO
 

CC分析,DEGs显著富集在细胞外泌体和肌

动蛋白细胞骨架(图3B
 

)。GO
 

MF分析包括烟酸核苷

酸腺苷酰(基)转移酶活性和肌动蛋白丝结合(图

3C)。

利用STRING数据库和Cytoscape
 

3.7.2软件对

获得的46个DGEs构建PPI网络并确定关键基因。

STRING构建的PPI网络共有45个节点和18条边。

利用Cytoscape软件,确定了连接度最高的前8个基

因(图3D),其是促进人NSCLC细胞吉非替尼耐药的

候选基因。其中连接最多的基因是SOD2,其次是

GADD45A、NCF2、LOX、CYR61、SOX2、JUP 和

MUC1。这8 个 中 心 基 因 包 括 3 个 模 块:SOD2、

GADD45A和 NCF2可形成一个模块,LOX、CYR61
和SOX2可形成一个模块,JUP和 MUC1可形成另

一个模块。

  注:A:GSE1230666数据集DEGs的火山图;B:GSE83666数据集DEGs的火山图;C:46个共同DEGs韦恩图;D:6个共同上调DEGs韦恩图;

E:11个共同下调DGEs韦恩图。

图2  GSE123066和GSE83666
 

DEGs的鉴定

2.3 DEGs的GO功能富集分析 将6个共同上调

和11个共同下调的 DEGs视为一个整体提交 DA-

VID数据库进行功能富集分析。这17个DEGs主要

富集在BP方面,包括细胞对多巴胺的反应、肌动蛋白

细胞骨架重组的调节、对热的反应和自噬的调节。对

于GO
 

CC分析,17个DEGs无显著富集。对这17个

DEGs进行GO
 

MF分析,发现这些DEGs只在烟酸

核苷酸腺苷酰(基)转移酶活性上显著富集(图4A)。

利用DAVID数据库对2个数据集获得的6个共同上

调DEGs进行功能富集分析。本研究发现,这6个共

同上调的DEGs在BP方面显著富集于响应内质网应

激、细胞蛋白质修饰过程和蛋白质磷酸化的正调控,在

GO
 

MF分析中显著富集于SH3结构域结合(图4B)。

本研究还利用DAVID数据库分析了11个共同下调的

DEGs,发现只有2个基因(TP53INP1和HSPA2)在BP
功能中显著富集,即对热的响应(图4C)。
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  注:A.P<0.05时DEGs的GO_BP分析;B.P<0.05时DEGs的GO_CC分析;C.P<0.05时DEGs的GO_MF分析;D.DEGs的PPI网络分析。

图3  46个DEGs的GO功能富集分析

  注:A.17个DEGs功能富集分析;
 

B.6个共同上调DEGs功能富集分析;C.11个共同下调DEGs功能富集分析。

图4  DEGs的GO功能富集分析
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2.4 SOD2提示 NSCLC临床预后不良 在鉴定的

8个与人 NSCLC细胞吉非替尼耐药相关的 DEGs
中,只有SOD2和SOX2的表达水平与总生存时间相

关。其中,SOD2表达越高,生存时间越短,而SOX2
表达水平越高,生存时间越长。见图5。

  对于SOD2,在肺腺癌(LUAD)或肺鳞癌(LUSC)

中未观察到明显变化(图6A)。与正常组织相比,

SOX2在 LUAD 和 LUSC中表达均上调(图6B)。

SOD2的 mRNA表达与患者个体癌症分期无关(图

6C),而SOX2的mRNA表达与患者个体癌症分期显

著相关(图6D)。

  注:A.SOD2;B.GADD45A;C.NCF2;D.LOX;E.CYR61;F.SOX2;G.JUP;H.MUC1。

图5  肺癌中8个相关DEGs和对总生存期的Kaplan-Meier曲线
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  注:A.SO2在LUAD或LUSC中的变化;B.SOX2在LUAD或LUSC中的变化;C.SOD2的mRNA表达与患者个体癌症分期关系;D.SOX2

的mRNA表达与患者个体癌症分期关系。

图6  基于TCGA数据库数据的SOD2和SOX2在LUAD和LUSC肿瘤组织及不同分期中的表达水平

3 讨  论

  吉非替尼和厄洛替尼作为治疗晚期EGFR突变

NSCLC的一线治疗药物,在治疗早期阶段显示出可

观的疗 效[8]。然 而,多 数 患 者 在 几 个 月 后 对 这 些

EGFR-TKIs表现出耐药,最终导致治疗失败[9-10]。目

前,已发现多种耐药机制,如 EGFR-T790M 突变、

PIK3CA突变、MET或FGFR1扩增[11-12]等基因突

变。此外,有研究报道,异常表达蛋白可能是造成癌

细胞耐药的关键因素,例如EZH2基因过表达发生在

多种人类恶性肿瘤中,EZH2
 

高表达可导致肿瘤细胞

耐药,在黑色素瘤中,UHRF1/UBE2L6/UBR4介导

的泛素化调节EZH2的丰度,从而调节黑色素细胞分

化表型[13]。RNF25通过调节ERK和NF-κB通路之

间的串扰促进EGFR突变的 NSCLC细胞对吉非替

尼的耐药[14]。在吉非替尼耐药的NSCLC细胞中,纤

溶酶原激活剂尿 激 酶 受 体(PLAUR)被 证 明 通 过

EGFR/p-Akt/survivin信 号 通 路 诱 导 吉 非 替 尼 耐

药[15]。肺癌,尤其是NSCLC的基因表达谱已经通过

高通量测序平台广泛实施,基因表达谱有助于有效预

测患者最终发生EGFR-TKI耐药的关键因素。

本研究中,锰SOD2是STRING构建的PPI网络

中连接最多的基因,已有研究表明SOD2的高表达与

NSCLC的不良临床预后相关。SOD2是参与活性氧

(ROS)代谢的多态酶,其可以催化超氧自由基歧化成

过氧化氢[16-18]。多个共同上调的DEGs在BP方面显

著富集于响应内质网应激通路,活性氧的产生被证实

与内质网应激和未折叠蛋白反应有密切联系。天然

倍半萜内酯类化合物山金车内酯D(AD)诱导肝细胞

癌(HCC)细胞发生内质网应激介导的胀亡,并且该过

程是活性氧依赖的,内质网应激过程中PERK-eIF2
 

α-

ATF4-CHOP通路的激活是 AD诱导的胀亡的关键

因子[19]。研究表明,SOD2表达对癌细胞发生发展至

关重要,circRNA
 

SOD2通过作为 microRNA-2355-

5p的竞争性内源RNA介导钙调蛋白调节的血影蛋

白 相 关 蛋 白-2,促 进 NSCLC 的 EMT 进 程[20]。

CHANG等[21]研究表明,C8-神经酰胺作为一种强效

的化疗药物可能通过调节SOD1和SOD2的开关,促

进内源性ROS水平,最终触发 NSCLC
 

H1299细胞
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凋亡。此外,MA等[22]发现,NRF2(也是本研究中心

基因)通过上调SOD2和GPX4诱导 HCC827细胞对

EGFR-TKIs耐药,提示靶向 NRF2-GPX4/SOD2通

路可能是克服EGFR-TKIs耐药的潜在策略。综上所

述,本研究预测活性氧介导的内质网应激反应在

NSCLC细胞吉非替尼获得性耐药方面起到重要作

用,需要进一步研究证实。

性别决定区 Y-Box2(SOX2)是一个重要的节点

基因,研究表明去泛素化酶PSMD7通过修饰SOX2
降解激活Nocth1通路促进胰腺癌进展[23]。在结直肠

癌中,SOX2通过lncRNA
 

AC005392.2-GLUT1轴加

速糖酵解促进血管生成拟态[24]。在胰腺癌中,抑制

NR5A2通过破坏SOX2/MYC信号传导和恢复化疗

敏感性来靶向胰腺癌中的干性[25]。有研究发现,超级

强化子驱动的SOX2在鼻咽癌中通过染色质重组促

进肿瘤形成[26]。本研究生存分析结果显示,SOX2表

达越高,生存时间越长,这预示着在吉非替尼耐药的

NSCLC中SOX2可能起到了抑癌作用。为了充分发

挥SOX2作为NSCLC耐药治疗靶点的潜力,需要更

全面地了解SOX2的所有功能。

总之,本研究提出SOD2可能是导致NSCLC细

胞对吉非替尼获得性耐药的关键基因,可能是未来具

有临床应用价值的潜在治疗靶点。其潜在的复杂分

子机制仍需进一步探索。
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