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基于 GEO 数据库整合 miRNA-mRNA 表达谱筛选卵巢癌的 
关键基因分子及生物信息分析

李　超，朱晓丹，张玲华，杨兴坤（佛山市妇幼保健院，广东佛山  528000）

摘　要：目的　卵巢癌是妇产科恶性肿瘤死亡的主要原因之一，但其致病分子机制还未被清晰阐明。该研究通过整合

生物信息学方法，旨在挖掘其潜在的关键基因分子及生物学功能，以便更全面地揭示其发病机制。方法　从 GEO (Gene 
Expression Omnibus) 数据库下载 miRNA 和 mRNA 表达谱芯片集。通过 R 语言“limma”包筛选差异表达的 miRNA 和

mRNA。通过 FunRich 软件对筛选的差异 miRNA 进行靶标预测，并与筛选的差异 mRNA 取交集得到共有差异基因。

通过 R 语言“clusterProfiler”包对共有差异基因进行富集分析和通路注释以挖掘其生物学功能。 运用 string 数据库和

cytoscape 软件进一步构建 miRNA- 靶基因调控网络，并鉴定分子网络中的关键基因分子。结果　共筛选鉴定出 167 个

共有差异基因。富集分析表明共有差异基因主要涉及细胞外组织、胚胎器官发育、突触后特化、胶原三聚体和 DNA 结

合转录激活等生物过程；通路注释表明共有差异基因主要参与蛋白质的消化吸收和松弛素信号通路行为。分子网络分析

筛选鉴定了 10 个候选关键基因，并发现 miR-29c-3p，miR-1271-5p 和 miR-133b 抑癌分子与共有差异基因存在最广泛的

靶向关系，处于调控中枢核心地位。上述关键基因分子在卵巢癌发生发展中扮演了重要角色。结论　该研究采用的系统

整合方法学和鉴定的关键基因分子有助于揭示卵巢癌的潜在致病机制，也为卵巢癌的早期筛查提供新的候选标志物。
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Screening Key Biomarkers and Bioinformatic Analysis of Ovarian Cancer by 
Integrated miRNA-mRNA Expression Profiles Based on GEO Database
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Abstract: Objective　Ovarian cancer is one of the leading causes of death in gynecological malignancies, of which molecular 
mechanism hasn’t been elucidated clearly yet. The research aims to reveal the potential key molecular and biological processes of 
ovarian cancer by means of integrated bioinformatics, in order to more fully clarify its pathogenesis. Methods　The microarray sets 
of miRNA and mRNA expression profiles were downloaded from the GEO (Gene Expression Omnibus) database. The differentially 
expressed miRNAs and mRNAs were screened by the “limma” package of R language. The target prediction was performed on 
the differentially expressed miRNAs identified by the FunRich program and overlapped differentially expressed genes (DEGs) were 
obtained combined with miRNA and mRNA datasets. The overlapped DEGs in the network were analyzed to explore the biological 
processes involved by enrichment and pathway analysis by the “clusterProfiler” package of the R language. The regulatory network 
of miRNA-gene was further constructed by string database and cytoscape software, and the key molecular were identified in the 
molecular protein-protein interaction (PPI) network among DEGs. Results　A total of 167 overlapped DEGs were identified. The 
enrichment showed that the overlapped DEGs were mainly involved in process named extracellular related organization, embryonic 
organ development, postsynaptic specialization, collagen trimer and DNA−binding transcription activator. The pathway analysis 
showed that these DEGs were involved in protein digestion and absorption and relaxin signaling pathway. The PPI molecular network 
identified 10 key genes, and found that miR-29c-3p, miR-1271-5p and miR-133b, existed the most extensive targeting relationship 
with overlapped DEGs, being three key miRNAs of the regulatory network, which played the role of tumor suppressor. These key 
molecules may play an important role in the occurrence and development of ovarian cancer. Conclusion　The methodology used 
and identification of key molecules in this study contributed to understanding the pathogenesis of ovarian cancer and providing new 
candidate biomarkers for early screening of ovarian cancer.
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卵巢癌是妇产科恶性肿瘤死亡的主要原因之一，

最新数据显示 2018 年全球有 295 414 例新发患者 [1]。

卵巢癌的总体五年生存率低于 45%，主要是由于

诊断较晚已发生远处转移。目前临床实验室采用的

CA125 等标志物缺乏特异性，超声检查尤其易漏诊

早期病例 [2-4]。因此卵巢癌新型标志物的再挖掘，疾

病关键基因的再鉴定是其预防控制需要重点解决的

难题。

近年来表达谱的广泛应用积累了海量的基因组

学数据，这有赖被深入挖掘和解读。而生物信息学

能够从整体层面揭示复杂疾病的分子靶标，属于肿

瘤等研究领域较为革新的技术手段。检索国内外近

三年的相关研究，已有表达谱芯片与生物信息学联

合挖掘卵巢癌关键基因的多篇文章发表 [5-8]。 然而绝

大多数课题组选取的均为同一类型的芯片数据集，

存在准确度不高而产生假阳性的问题，故可能难以

获得可靠结果。miRNA 是一种非编码 RNA，主要

通过碱基配对与 mRNA 内的互补序列结合，导致

mRNA 沉默而负向调控下游基因的表达，广泛参与

细胞发育、分化和细胞周期 [9]。多项研究发现几乎

所有类型的肿瘤均可发生 miRNA 失调，从而影响靶

标基因的表达 [10-11]。因此本研究采用卵巢癌 miRNA-
mRNA 表达谱数据集进行联合分析，在国内还尚属

首次研究，具有较好的科学性和创新性。本文通过

整合生物信息学手段，构建分子蛋白调控网络并鉴

定卵巢癌致病关键分子及其涉及的生物学功能，将

为阐明卵巢癌的发生发展调控机制提供一些科学精

准的理论依据。

1　材料与方法

1.1　 资 料 来 源　GEO (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
geo/) 是一个公共的功能基因组学数据库 , 由美国国

立生物技术信息中心维护，收录了全球大量的高通

量基因表达数据。本研究从中检索卵巢癌的表达谱

芯片，限定实验类型为肿瘤组织对比正常组织。最

终确定了 GSE119055 和 GSE66957 两个符合条件的

数据集。前者为 miRNA 表达谱，包含了 3 个正常组

织和 6 个肿瘤组织。后者为 mRNA 表达谱，包含了

12 个正常组织和 57 个肿瘤组织。本研究资料来源于

公开数据库，无需医学伦理学再审查。

1.2　方法与统计学分析

1.2.1　差异基因 : 针对入选的 mRNA 数据集，根据

其平台注释文件，将探针 ID 转换为对应的基因名称；

采用 R 语言的“limma”包分析挑选差异基因 [12]，

定义命令包中的参数 adj.P.Val<0.05 且 logFC 绝对值

>1.5 的基因为具有统计学意义的差异表达基因。利

用 R 包“org.Hs.eg.db”转换基因名称为对应的基因

ID[13]，以便后续进行富集分析。miRNA 数据集采

用同样方法和参数标准进行处理。

1.2.2　靶标预测 : 采用 FunRich 软件进行筛选的差异

miRNA 的下游靶标预测，将预测的基因列表结果与

mRNA 数据集筛选到的差异基因取交集，得到共有

差异基因用于后续的调控网络、关键基因鉴定和功

能富集等过程分析 [14]。

1.2.3　调控网络 : 根据 miRNA 负向调控靶基因的原

理，纳入调控网络的 miRNA 与靶基因表达变化要

求负相关，筛选出表达情况符合条件的 miRNA- 靶

基因组合来构建调控网络。该构建鉴定过程采用

cytoscape3.7.1 软件进行可视化，直观剖析该调控网络。

1.2.4　关键基因 :String (https://string-db.org/) 数据库

是用于研究基因编码蛋白之间的相互作用网络，

用于挖掘核心的调控关键基因。通过 string 进行共

有差异基因的分子蛋白互作网络分析。接着采用

cytoscape3.7.1 版本中的“cytohubba”模块进行关键

基因的识别 [15]，数据导入来源为 string 数据库获得

的网络结果文件，选择 MCC 算法，得到排名前 10
的关键基因。

1.2.5　 功 能 注 释 : 利 用 R 包“clusterProfiler” 进 行

共有差异基因的 GO (Gene Ontology) 富集和 KEGG 
(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes， 京 都 基

因与基因组百科全书 ) 通路功能注释 [13]。GO 富集

分为三大类，分别是：分子生物学功能（Molecular 
Function, MF）、 生 物 学 过 程（Biological Process, 
BP） 和 细 胞 学 组 分（Cellular Components, CC）。

KEGG 是一个整合了基因组、化学和系统功能信息

的综合数据库，被广泛用于基因通路的富集注释。

设置命令包中的筛选参数 pvalueCutoff =0.05 为具有

生物统计学意义。

2　结果

2.1　差异基因　GSE119055 数据集共鉴定出 31 个差

异表达的 miRNA, 其中 28 个为下调的 miRNA, 3 个

为上调的 miRNA。GSE66957 数据集共鉴定出 3 844
个差异表达的基因，其中 1 995 个为下调的基因，

1 849 个为上调的基因。差异表达分子分布图见图 1。

2.2　共有差异基因与调控网络　根据筛选的差异

miRNA 和 mRNA 列 表 集， 结 合 FunRich 软 件 预

测得到的差异 miRNA 的靶基因，取重叠的交集

基因得到共有差异基因文件。将结果文件导入

cytoscape 软件可视化分析，结果如图 2A 所示。 
其 中 miR-29c-3p，miR-1271-5p 和  miR-133b
处于网络调控的中枢地位，调控的靶基因数量

最多。
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A：差异表达的 miRNA；B：差异表达的基因。横轴：log2(FC)；纵轴：-log10(adj.P.Val)。FC 表示肿瘤样本对比正常组织的表达变化倍数，

adj.P.Val 表示校准后的 P 值。绿色：差异表达下调；红色：差异表达上调。

图 1　差异表达分子的火山图分布情况

A ：miRNA- 靶基因调控网络筛选图。椭圆表示差异靶基因，三角形表示差异 miRNA，线代表调控存在靶向调控关系。红色表示表达上调，

绿色表示表达下调。B：关键共有差异基因鉴定网络图。红色越深，得分越高，生物统计学意义越显著。

图 2　关键网络基因的筛选与鉴定图

2.3 　关键基因鉴定　通过 string 数据库和“cyto-
hubba”模块鉴定共有差异基因中的关键基因结果见

表 1，均为过表达差异基因。根据最新的 MCC 算法

筛选前 10 位关键基因，分别为 COL1A1，COL3A1，

COL4A1，COL10A1，COL9A1，COL4A5，SST，

ADRA2C，ADCY6 和 TGFBI。值得注意的是，CO-
L1A1，COL3A1 和 COL4A1 得分最高，处于网络的

关键核心位置，见图 2B。
表 1                                         处于分子蛋白互作网络中枢的前 10 位关键基因功能情况

No Gene Full name Gene functions

1 COL1A1 collagen type I alpha 1 chain 编码 I 型胶原蛋白的亲 α1 链，存在于大多数结缔组织中，与肺癌和食管癌有关。

2 COL3A1 collagen type III alpha 1 chain 编码 III 型胶原蛋白的亲 α1 链，基因突变与动脉瘤有关。

3 COL4A1 collagen type IV alpha 1 chain 编码 IV 型胶原蛋白 α 蛋白，异常基因表达与大脑、肾脏和肌肉缺陷有关。

4 COL10A1 collagen type X alpha 1 chain 编码 X 型胶原蛋白的 α 链，异常表达可能与肺癌有关。

5 COL9A1 collagen type IX alpha 1 chain 编码 IX 型胶原蛋白的三个 α 链之一，存在两个可变单体。

6 COL4A5 collagen type IV alpha 5 chain 编码 IV 型胶原蛋白的六个亚单位之一，遗传变异与遗传性肾炎有关。

7 SST somatostatin 属于激素生长激素，影响正常细胞和肿瘤细胞的增殖。

8 ADRA2C adrenoceptor alpha 2C G 蛋白耦合受体超级家庭的成员，主要负责调解神经递质传播。

9 ADCY6 adenylate cyclase 6 编码腺素环化酶系列蛋白质的成员，这是合成环性 AMP 所需的。

10 TGFBI transforming growth factor beta induced 编码含有 RGD 的蛋白质，抑制细胞黏附，促进细胞增殖和迁移。

注：本表注释主要参考 NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene) 中较明确的结论。
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2.4　功能富集注释　采用“clusterProfiler”包的 GO
富集分析和 KEGG 通路注释结果见图 3。富集分析

表明共有差异基因主要涉及细胞外组织、胚胎器官

发育、突触后特化、胶原三聚体和 DNA 结合转录

激活等过程。KEGG 通路分析表明这些差异基因主

要参与蛋白质的消化吸收和松弛素信号通路行为。

A: GO 富集气泡图：横轴为基因占比，纵轴为富集到的条目描述信息。点的颜色对应 p.adjust 的值，而点大小对应该条目下的差异基因个数。

B: KEGG 通路气泡图：横轴为基因占比，纵轴为富集的通路描述信息，点的颜色对应 p.adjust 的值，而点的大小对应通路下的差异基因个数。

图 3　差异表达基因的功能富集分析图

3　讨论

卵巢癌在我国的死亡率居女性恶性肿瘤之首，

但相关致病分子机制尚未完全阐明。需要指出，乳

腺 癌 易 感 基 因（breast Cancer susceptibility gene，

BRCA）是早已被明确鉴定的卵巢癌关键基因之一，

但卵巢癌 BRCA 变异频率介于 3%~27%，我国卵巢

癌患者 BRCA 变异率为 28.45%。BRCA 基因检测

为卵巢癌预防、诊断和治疗提供了精准建议。但仍

需要鉴定新型关键分子进行联合筛查剩余大部分病

例以此提高诊断率，这正是本研究的出发点。

综合目前的研究 [11, 16-17]，除了致病基因外，

miRNA 等非编码 RNA 表达失调也能够广泛介导

各种类型的恶性肿瘤。本研究为了提高预测准确

度，整合了卵巢癌 miRNA-mRNA 表达谱来鉴定共

有差异表达基因。根据 miRNA 与靶 mRNA 互补结

合，负向调控基因的原理，我们构建了 miRNA- 基

因调控网络并鉴定出 3 个具有中枢地位的抑癌关键

miRNA：miR-29c-3p，miR-1271-5p 和 miR-133b。

同 时 通 过 cytoscape 可 视 化 网 络 中 的 共 有 差 异 基

因， 预 测 筛 选 出 10 个 关 键 基 因， 即 COL1A1，

COL3A1，COL4A1，COL10A1，COL9A1，

COL4A5，SST，ADRA2C，ADCY6 和 TGFBI。查

询 NCBI 数据库发现这 10 个基因绝大多数都参与了

某些肿瘤发生。 我们通过 R 包注释了共有差异基

因涉及的生物过程，发现 11.3%（18/160）的共有

差异基因跟 DNA 转录激活功能相关（见图 3A）。

很明显可以合理推论出这些差异 miRNA 和差异基

因的异常表达很可能介导了卵巢癌的发生和发展。

针对挖掘到的充当抑癌角色的三个关键 miRNA：

miR-29c-3p，miR-1271-5p 和 miR-133b，乃是本文

最重要的发现之一。检索 miRbase 和 genecards 等

权威数据库发现 miR-29c-3p 和 miR-1271-5p 的分子

功能均包括细胞群增殖负调控、细胞迁移负调控和

基因表达负调控；而 miR-133b 通过与 mRNA 3’-
UTR 结合，参与转录后基因沉默。这些专业数据库

得到的证据反映了本研究生物信息挖掘的科学性，

也揭示了本文挖掘到的关键标志物调控卵巢癌的致

病分子机制。同时结合近年来发表的经实验验证

类的相关研究发现，HU Zhenhua 等 [18] 人通过体外

裸鼠移植模型证实过表达的 miR-29c-3p 通过下调

FOXP1/ATG14 通路抑制自噬，表明 miR-29c-3p 是

卵巢癌的新型靶标。WANG Lin 等 [19] 人通过 qRT-
PCR 验证证实 miR-1271-5p 在卵巢癌组表达显著降

低；DU 等 [20] 人利用 miR-1271-5p 模拟物和抑制剂

进行过表达和敲除实验，并通过双重荧光素酶活性

分析证明了 miR-1271-5p 直接靶向 SPIN1 抑制乳腺

癌的增殖和发展。LIU Xiaoqin 等 [21] 人发现 miR-
133b 通过靶向表皮生长因子受体介导 Akt 和 Erk1/2
失活抑制卵巢癌细胞的增殖和侵袭。这些涉及到三

个关键 miRNA 分子的研究结论都与我们研究中揭
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示的关键 miRNA 表达情况和靶标预测结果相符。

综上所述，结合已发表的研究，显示出本研究

通过整合 miRNA-mRNA 数据集挖掘卵巢癌疾病关

键分子的可靠性。当然这些潜在关键分子需要更深

入的体外实验鉴定其所涉及的相互作用靶标和调控

通路。虽然如此，表达谱的生物信息学预测还是提

供了很好的方法，缩小了体外实验研究的范围，节

省了宝贵的资源。未来，我们相信研究人员利用计

算生物学实施肿瘤大数据战略，或许能够一次性揭

示众多复杂多样的肿瘤发生的关键分子。
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