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基于 GEO 和 TCGA 数据库筛选头颈部鳞状细胞癌差异表达
关键基因及其预后价值分析

刘思浩 a，张晓浩 b，许志鹏 a（陕西省人民医院 a. 口腔科；b. 口腔种植科，西安 710068）

摘  要：目的 基于基因表达综合数据库（GEO）和肿瘤基因图谱（TCGA）数据库生物学信息，筛选头颈部鳞状细胞

癌（HNSCC）中差异表达的关键基因，并分析其预后价值。方法 从 GEO 数据库下载 HNSCC 的 mRNA（GSE74530）
表达数据作为测试数据集，鉴定出差异表达基因（DEGs）。利用生物本体论（GO）和京都基因与基因组百科全书（KEGG）

富集分析，探讨 DEG 在 HNSCC 中的生物学功能。从 TCGA 数据库获取 HNSCC mRNA 表达数据作为验证数据集，初

步验证 DEGs 在 HNSCC 组织和正常组织中的表达情况。利用 cBioPortal 数据库分析 7 个上调 DEGs 的变异，然后通过

Kaplan-meier 法和 COX 回归分析评估其对 HNSCC 患者生存期的影响。借助 cBioPortal 数据库分析 ATP6V1C1 的共表达

基因。结果  GSE74530 测试数据集共筛选出 HNSCC 组织和癌旁组织的差异基因 1 432 个，其中最显著的 10 个基因中

上调的基因 7 个，分别是：MMP1，WDR66，PTPRZ1，TEAD4，RBM38，ATP6V1C1 和 CBLB，下调的是 CGNL1，
LOC100506990 和 ADH1B。GO 和 KEGG 富集分析结果显示：HNSCC 组织差异基因主要富集在淋巴细胞迁移和细胞

外基质调控等通路。TCGA 数据集证实 7 个上调的 DEGs 在 HNSCC 中呈高表达水平。cBioPortal 分析显示 7 个上调基

因中 ATP6V1C1 基因变化比例最高，其高表达患者的总生存率显著下降。相关性分析发现 BIRC5 是与 ATP6V1C1 关系

最紧密的基因。结论 HNSCC 患者 MMP1，WDR66，PTPRZ1，TEAD4，RBM38，ATP6V1C1 和 CBLB 高表达，其中

ATP6V1C1 最为显著，且其表达水平与 HNSCC 患者的预后不良相关。ATP6V1C1 有望成为 HNSCC 临床早期诊断及预

后的生物标志物，为临床诊疗提供新的思路。
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Abstract ：Objective To screen key differentially expressed genes in head and neck squamous cell carcinoma (HNSCC) and 
analyze their prognostic value, based on biological information from gene expression omnibus (GEO) and the cancer genome 
atlas (TCGA) databases. Methods HNSCC mRNA expression data (GSE74530) were downloaded from the GEO database as a 
test dataset, and differentially expressed genes (DEGs) were identified. The biological function of DEGs in HNSCC was 
investigated by gene ontology (GO) and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) enrichment analysis. HNSCC 
mRNA expression data were obtained from the TCGA database as a validation dataset to preliminarily verify the expression of 
DEGs in HNSCC tissues and normal tissues. Seven up-regulated DEGs variants were analyzed using the cBioPortal database, 
and their effects on the survival of HNSCC patients were evaluated by the Kaplan-meier method and COX regression analysis. 
The co-expressed genes of ATP6V1C1 were analyzed by the cBioPortal database. Results A total of 1 432 differential genes were 
screened from HNSCC tissue and paracancerous tissue in the GSE74530 test dataset, among which 7 of the 10 most significant 
genes were up-regulated, respectively: MMP1, WDR66, PTPRZ1, TEAD4, RBM38, ATP6V1C1 and CBLB were downregulated 
by CGNL1, LOC100506990 and ADH1B. GO and KEGG enrichment analysis showed that HNSCC tissue differential genes 
were mainly enriched in lymphocyte migration and extracellular matrix regulation pathways. The TCGA dataset confirmed that 7 
upregulated DEGs were highly expressed in HNSCC. cBioPortal analysis showed that the proportion of ATP6V1C1 gene changes 
was the highest among the 7 up-regulated genes, and the overall survival rate of patients with high expression of ATP6V1C1 gene 
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decreased significantly. Correlation analysis showed that BIRC5 was the most closely related gene to ATP6V1C1. Conclusion 
MMP1, WDR66, PTPRZ1, TEAD4, RBM38, ATP6V1C1 and CBLB were highly expressed in HNSCC patients, among which  
ATP6V1C1 was the most significant, and its expression level was associated with poor prognosis in HNSCC patients. ATP6V1C1 is 
expected to be a biomarker for early diagnosis and prognosis of HNSCC, providing a new idea for clinical diagnosis and treatment.

Keywords：head and neck squamous cell carcinoma；biomarkers；bioinformatics analysis
头颈部鳞状细胞癌 (head and neck squamous cell 

carcinoma，HNSCC) 是最具代表性的头颈部肿瘤之

一，占所有癌症的 4%，其是全球第六大最常见的

恶性肿瘤 [1-2]。手术、化疗、放疗及联合治疗等传

统治疗方法在 HNSCC 的治疗中均有效。手术切除

目前仍是 HNSCC 患者初次治疗的最佳方案，放疗

和 / 或化疗也常用于治疗 HNSCC，可缩小肿瘤，

但同时也带来了很多不良反应 [3-5]。近些年来尽管

HNSCC 的治疗策略有了巨大的改进，但其五年生

存率仍只有 30% ～ 65%，并且大约 10% 的 HNSCC
患者有转移性疾病和高复发风险 [6]。因此，进一步

改善 HNSCC 的检测方法并探索更好地治疗手段显

得尤为必要 [1,7]。本研究拟筛选 HNSCC 新的生物标

志物，为该疾病的诊断和预后评价提供参考，亦为

新的靶点药物开发提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 数据来源 从基因表达综合数据库（gene expression 
omnibus，GEO） 获 取 HNSCC mRNA 表 达 数 据

（GSE74530）作为测试数据集，其包括 6 例 HNSCC
患者的癌组织和癌旁正常组织相关信息。从肿瘤基因

图谱（the cancer genome atlas, TCGA）数据库（http://
portal.gdc.cancer.gov/）中获取 HNSCC mRNA 表达数据

和相应的临床资料，包括mRNA表达数据和生存信息，

作为验证数据集。最终获得 502 例 HNSCC 患者的相

关信息，其中 43 例患者包括癌组织和正常组织，剩

余的 459 例样本只包含癌组织。

1.2 方法

1.2.1 差异表达基因的筛选：利用 R 软件分析从

GSE74530 获取的数据，采用 DESeq2 分析方法 [10]，

以 阈 值 为 P<0.05, |log2(FC)|>1 为 筛 选 条 件， 符 合

此 标 准 的 被 认 为 是 差 异 表 达 基 因（differentially 
expressed genes, DEGs），结果以火山图和聚类分

析图展示。TCGA 获取的数据作为验证数据集，检

测某一基因在 HNSCC 癌组织和正常组织中的差异，

先进行样本正态性检验，若满足，采用成组设计

资料的 t 检验进行分析，若不满足，则选用 Mann-
Whitney U 检验分析。此外，43 例 HNSCC 患者的

癌组织和癌旁正常组织某一基因的表达差异采用配

对样本 t 检验进行，所有检验 P<0.05 为差异具有统

计学意义。

1.2.2 差异基因信号通路及生物学功能分析：运

用 DAVID（ Version 6.8, http://david. ncifcrf. gov）

在线工具进行基因本体（gene ontology，GO）的

功能分析及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。通过 GO 功能分析将 DEGs 功能注释分

为生物过程（biological process，BP）、细胞组分

（cellular component， CC）及分子功能（molecular 
function，MF）； KEGG 通 路 富 集 分 析 对 DEGs
信号通路进行总结，结果以气泡图展示，为明确

DEGs 在 HNSCC 过程中的作用。过滤条件设置为

校正 P 值 <0.05 且错误发现率 q 值 <0.05，P<0.05
为差异具有统计学意义。

1.2.3 肿瘤基因改变水平分析：基于 TCGA 的 HNSCC
数 据 库 利 用 cBioPortal 工 具（https://www.cbioportal.
org/）[11]，将错义突变（missense mutation）、缺失突

变（truncating mutation）、基因扩增（amplification）、

深度缺失（deep deletion）、转录水平升高（mRNA 
high）和转录水平下降（mRNA low）均列入分析范围，

选择 Z-score 作为阈值判断指标。

1.2.4 生存分析：基于 TCGA 数据库，以 7 个显著

上 调 的 DEGs 在 HNSCC 组 织 中 mRNA 表 达 的 中

位值为界，将其分为高表达组和低表达组，利用

Kaplan-Meier 曲 线 分 析 DEGs（MMP1，WDR66，

PTPRZ1，TEAD4，RBM38，ATP6V1C1，CBLB）

表达水平与 HNSCC 患者生存期的关系。分析采用

单因素 COX 回归，P<0.05 为差异具有统计学意义。

1.2.5 单基因共表达分析：通过 cBioPortal 数 据 库

中 HNSCC 患者的数据，提取 ATP6V1C1 的共表达

基因（相关性分析采用 Pearson 和 Spearman 两种检

验方法，两者均显著相关才视为具有统计学意义），

采用 ggplot2 工具绘制与其相关性最强的 5 个共表

达基因热图。

1.3 统计学分析 生物信息学分析采用 R 软件进行

分析。配对样本的比较采用两组间配对 t 检验进行。

总生存期分析采用 KM 曲线，统计采用 COX 回归

分析。相关性检验分析采用 Pearson 和 Spearman 两

种方法。P<0.05 为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 DEGs 的筛选及 GO 和 KEGG 分析 我 们 对

GSE74530 数据集进行标准化，标准化后每个样本

的表达水平相似。以 P<0.05，|log2(FC)|>1 为筛选标

准共鉴定到 1 432 个 DEGs，见图 1。通过 DAVID 
在线工具对 HNSCC 组织和癌旁正常组织 DEGs 进
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行功能富集，见表 1。表 1 中呈现了前 5 个 GO 条目，

GO-BP 条目中，DEGs 主要富集在细胞外基质调节、

淋巴细胞迁移、中性粒细胞激活和表皮生长发育。

在 GO-CC 条目中，DEGs 主要位于细胞外基质、

内质网腔、细胞膜外侧、细胞质囊泡腔和细胞 - 底

物连接。而 GO-MF 则主要富集在细胞黏附与分子

靶向、受体配体活性调节、细胞骨架 actin 结合能力、

酶抑制剂活性和细胞因子受体结合能力。KEGG 通

路富集分析显示，DEGs 富集在人乳头瘤病毒感染、

细胞因子受体相互作用、PI3K-AKT 信号通路、局

部黏附和 EB 病毒感染，见图 2。

A：差异表达基因的火山图，蓝色，显著上调基因； 红色，显著下调基因。 B：差异表达前 150 位基因的热图。

 图 1 差异表达基因

图 2 DEGs 的 KEGG 富集分析

表 1  DEGs 的 GO 分析 (Top 5)
通路
类型

功能通路 ID 功能通路的描述 P value
基因
数目

BP GO：0043062 细胞外结构组织 9.22E-28 98

BP GO：0030198 细胞外基质调节 2.3E-29 93

BP GO：0050900 淋巴细胞迁移 6.92E-14 82

BP GO：0042119 中性粒细胞激活 1.62E-10 74

BP GO：0008544 表皮生长发育 1.45E-11 73

CC GO：0062023 细胞外基质 3.13E-24 90

CC GO：0005788 内质网腔 1.31E-16 65

CC GO：0009897 细胞膜外侧 1.58E-08 58

CC GO：0060205 细胞质囊泡腔 8.19E-09 53

CC GO：0030055 细胞 - 底物连接 2.14E-05 51

MF GO：0050839 细胞黏附与分子靶向 3.51E-08 70

MF GO：0048018 受体配体活性调节 4.14E-06 62

MF GO：0003779 细胞骨架 actin 结合能力 0.000132 52

MF GO：0004857 酶抑制剂活性 2.75E-05 49

MF GO：0005126 细胞因子受体结合能力 2.22E-08 48

2.2 HNSCC 中上调基因的筛选 通过分析 GSE74530
数据集中 DEGs，我们发现具有显著差异的基因有

10 个，其中包括 7 个上调基因：MMP1，WDR66，

PTPRZ1，TEAD4，RBM38，ATP6V1C1 和 CBLB，

3 个下调基因：CGNL1，ADH1B 和 LOC100506990。

本研究的目的是筛选新的 HNSCC 生物标志物，因此

进一步深入探究 7 个上调基因的表达情况，见图 3。

6 对来自 HNSCC 患者的癌旁正常组织和癌组织的配

对分析发现，MMP1，WDR66，PTPRZ1，TEAD4，

RBM38，ATP6V1C1 和 CBLB 这 7 个基因在癌组织中

高表达，差异具有统计学意义（P<0.001）。

图 3 GSE74530 数据集 7 个上调基因的表达

2.3 TCGA HNSCC 数据库作为验证数据集验证筛

选的 7 个上调基因 采用 TCGA HNSCC 数据库作

为验证数据集，验证测试数据集 GSE74530 的筛选

结果，见图 4。相比正常组织，癌组织中 MMP1，

WDR66，PTPRZ1，TEAD4，RBM38，ATP6V1C1
和 CBLB 基因均上调，差异具有统计学意义（均
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P<0.001）。鉴于临床样本个体差异较大，为了更进

一步评价 HNSCC 患者与正常个人之间 7 个上调基因

的表达差异，我们进一步筛选出 43 对有癌组织和癌

旁正常组织的患者样本数据进行分析，结果见图 5。

在 HNSCC 癌 组 织 中 MMP1，WDR66，PTPRZ1，

TEAD4，RBM38，ATP6V1C1 和 CBLB 较癌旁组织中

高表达，差异具有统计学意义（均 P<0.001）。

图 4 7 个上调基因在 TCGA 数据集 HNSCC 患者的表达

图 5 7 个上调基因在 TCGA 数据集 HNSCC 患者配对样本中的表达
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2.4 HNSCC 中 MMP1，WDR66，PTPR1，

TEAD4，RBM38，ATP6V1C1 和 CBLB 基 因 的 表

达分析 应用 cBioPortal 分析 7 个上调基因的错

义突变、缺失突变、扩增、深度缺失、mRNA 表

达升高、mRNA 表达降低等基因变化情况，见图

6。MMP1，WDR66，PTPR1，TEAD4，RBM38，

ATP6V1C1 和 CBLB 在 HNSCC 中 改 变 的 比 例 分

别 为 11%，7%，8%，9%，6%，34% 和 11%。

ATP6V1C1 基 因 在 HNSCC 中 变 化 比 例 最 高， 且

主 要 是 mRNA 表 达 水 平 升 高 和 基 因 扩 增， 这 与

GSE74530 测试数据集、TCGA HNSCC 验证数据集

的结果是一致的。

图 6 HNSCC 中 MMP1，WDR66，PTPR1，TEAD4，RBM38，ATP6V1C1 和 CBLB 基因的表达分析

2.5 7 个上调的 DEGs 与 HNSCC 患者生存预后的

关系 见 图 7。 利 用 Kaplan-Meier 曲 线 分 析 7 个

上调的 DEGs 对 HNSCC 患者生存期的影响，结果

显 示 MMP1，WDR66，PTPR1，TEAD4，RBM38

和 CBLB 高 表 达 患 者 和 低 表 达 患 者 的 总 生 存 期

（overall survival，OS）之间无显著性差异，而高

表达 ATP6V1C1 患者 OS 期显著低于低表达患者

（P=0.019，HR：1.38，95% CI：1.05 ～ 1.80）。

图 7 7 个上调的 DEGs 与 HNSCC 患者总生存期的关系

2.6 HNSCC 中 ATP6V1C1 基因的共表达分析 见

图 8。本研究进一步分析了 HNSCC 中 ATP6V1C1
基因的共表达基因，发现与 ATP6V1C1 共表达最

显著的 5 个基因分别为 NAT1，ADH1B，BIRC5，

AQP9 和 BCL2A1， 其 中 NAT1，ADH1B，BIRC5
和 AQP9 的相关性具有统计学意义（r=0.103，0.102，

0.261，0.156，均 P ＜ 0.05）。

3 讨论 
本研究利用生物信息学方法证实 HNSCC 患者癌旁

正常组织和癌组织中有 7 个显著差异表达的基因，

分 别 是 MMP1，WDR66，PTPR1，TEAD4，RBM38，

ATP6V1C1 和 CBLB，其中 ATP6V1C1 基因的高水
图 8 HNSCC 中 ATP6V1C1 基因的共表达分析
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平表达与 HNSCC 患者的不良预后有关。这就提示

ATP6V1C1 可能是 HNSCC 潜在的生物标志物，为

预测患者的预后提供一定的参考价值。

ATP6V1C1 基 因 编 码 V-ATP 酶（V-ATPase） 中

V1 结构域的 C1 亚基，该亚基与 V 型 ATP 酶催化结

构域的组装和功能密切相关。V-ATP 酶参与细胞转

化、癌变和转移 [12]。V-ATP 酶在真核生物中具有多

种功能，包括细胞内环境的酸化和质子穿过质膜到细

胞外环境的过程，从而影响肿瘤微环境的 pH 值 [13]。 
在本研究中，我们发现 ATP6V1C1 基因 HNSCC 癌

组织较癌旁组织高表达，这与 PÉREZ-SAYÁNS 等 [13]

人的取样方法不同（其采用细胞刷取样），但是研

究结果一致，并且其证实 ATP6V1C1 作为口腔鳞状

细胞癌的诊断标记物具有很高的灵敏度和特异度。

此外，是一个关键的质子泵依赖的 pH 调节剂，它

的过表达发生在肿瘤转移之前 [14]。因此 ATP6V1C1
有 望 成 为 HNSCC 新 的 标 记 物。 值 得 注 意 的 是， 
PÉREZ-SAYÁNS 等 [15] 人认为口腔鳞状细胞癌组织中

ATP6V1C1 的表达与病人临床病理参数、预后参数之

间没有显著相关性。这与我们的研究结果不一致，原

因可能为：①检测的方法不同。本研究 PCR 的方法

检测癌组织中基因表达水平改变，而 PÉREZ-SAYÁNS
等 [15] 的研究采用免疫组织化学方法检测 ATP6V1C1
蛋白表达水平改变；②样本量的差异。本研究样本量

502 例， PÉREZ-SAYÁNS 研究的样本量为 48 例；③

口腔鳞状细胞癌本身的异质性。口腔鳞状细胞癌是一

种异质性肿瘤，具有不同的鳞状分化、角化、侵袭模

式、炎症、基质反应、坏死性变性和血管化，可能促

使一些免疫组织化学标志物在肿瘤不同部位的差异表

达；④免疫组织化学法进行蛋白定量检测本身的难度。

因此，未来我们应进一步扩大样本量，并结合检测

ATP6V1C1 基因及蛋白的表达，深入确定 ATP6V1C1
是否作为口腔鳞状细胞癌的可靠生物标记物。

BIRC5 作为 IAP 家族中的一员是癌症的核心

分子和治疗靶点，参与细胞凋亡，促进肿瘤相关血

管生成 [16-18]。其高表达与口腔鳞状细胞癌患者的总

生存率较低密切相关 [19]。本研究发现与 ATP6V1C1
相关性最强的基因为 BIRC5，且 ATP6V1C1 预示

着头颈部肿瘤预后不良，因此，ATP6V1C1 可能与

BIRC5 生物作用类似，有望成为潜在的判断 HNSCC
预后的指标。未来我们可以深入探究 HNSCC 中

ATP6V1C1 调节 BIRC5 的机制，深入理解其发病机

理进而为诊断和治疗肿瘤提供一定的理论支撑。

以 往 的 研 究 表 明 NAT1，ADH1B 和 AQP9 这

些基因在多种肿瘤的发生发展过程中发挥重要的作

用，介导细胞增殖、肿瘤炎症免疫微环境调控等过

程，但其在 HNSCC 中的研究还不清楚 [20-22]。需要

在后续的研究中进一步深入的探究 ATP6V1C1 相关

性基因在 HNSCC 中的生物学意义，为 HNSCC 生

物标志物的筛选、靶点药物的开发提供理论依据。

本研究发现 MMP1，WDR66，PTPRZ1，TEAD4，

RBM38，ATP6V1C1 和 CBLB 在 HNSCC 中高表达，其

中 ATP6V1C1 最为显著，其与 HNSCC 患者的不良预

后密切相关。另外，研究发现 ATP6V1C1 与促癌分子

BIRC5 呈正相关。尽管存在局限性，但我们的初步研

究提示 ATP6V1C1 可能是 HNSCC 新的潜在的生物标

志物和新的治疗靶点。
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