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基于GEO数据库筛选非小细胞肺癌对吉非替尼耐药的 
关键基因及其细胞学实验验证

李一青，赵春楠，陈向华，丁 萌，张竹青，耿学丽（承德医学院附属医院检验科，河北承德 067000）

摘  要：目的  基于基因表达综合（GEO）数据库筛选非小细胞肺癌（NSCLC）吉非替尼耐药中差异表达的关键基因，并进

行细胞学验证。方法  GEO数据库中下载吉非替尼敏感和耐药样本的数据集：GSE122005、GSE34228，使用R软件分析数

据的差异表达基因（DEGs）。利用基因本体论（GO）和京都基因与基因组百科全书（KEGG）富集分析，探讨DEGs在NSCLC
吉非替尼耐药中的生物学功能。建立蛋白质 -蛋白质相互作用（PPI）网络可视化DEGs并筛选枢纽基因。实时荧光定量PCR

（qRT-PCR）检测关键基因在NSCLC吉非替尼耐药细胞株 (PC9/GR)和敏感细胞株（PC9）中的表达水平。结果  GSE122005
数据集共筛选到1 240个DEGs,GSE34228数据集共筛选到2 062个DEGs，主要富集在鞘脂、TNF、NF-Kappa B信号通

路。两个数据库得到的差异基因取交集构建PPI网络，筛选得到三个枢纽基因：FOXA1、H4C6、KAT2B。qRT-PCR结果显

示：与PC9细胞相比，PC9/GR细胞中FOXA1的mRNA表达水平升高，H4C6和KAT2B的mRNA表达水平降低，差异有统

计学意义（t=11.55、23.44、25.12，均P＜0.05）。结论 通过生物信息学分析，筛选非小细胞肺癌吉非替尼耐药的关键基因

FOXA1、H4C6、KAT2B，其调控机制可能与TNF、NF-Kappa B通路相关，为临床诊疗提供了新的治疗思路。
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Abstract: Objective  To identify key differentially expressed genes (DEGs) associated with gefitinib resistance in non-small 
cell lung cancer (NSCLC) using the Gene Expression Omnibus (GEO) database, and to perform cytological validation. Methods  
Gene expression datasets related to gefitinib-sensitive and resistant samples, GSE122005 and GSE34228, were downloaded 
from the GEO database. DEGs were identified using R software. The biological functions of DEGs in gefitinib-resistant NSCLC 
were investigated by Gene Ontology (GO) and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) enrichment analysis. A 
protein-protein interaction (PPI) network was established to visualize DEGs and screen hub genes. The expression levels of 
hub genes in gefitinib-resistant (PC9/GR) and sensitive (PC9) NSCLC cell lines were assessed using quantitative real-time 
PCR (qRT-PCR). Results  A total of 1 240 DEGs were identified from the GSE122005 dataset, and 2 062 DEGs were screened 
from the GSE34228 dataset. The DEGs were primarily enriched in sphingolipid, TNF, and NF-Kappa B signaling pathways. 
After intersecting the DEGs obtained from both datasets and constructing a PPI network, three hub genes—FOXA1, H4C6, 
and KAT2B—were identified. qRT-PCR results demonstrated that, compared with PC9 cells, the mRNA expression level of 
FOXA1 was significantly increased in PC9/GR cells, while the mRNA expression levels of H4C6 and KAT2B were significantly 
decreased, with statistically significant differences (t=11.55, 23.44, 25.12,  all P<0.05). Conclusions  Through bioinformatics 
analysis, the key genes FOXA1, H4C6, and KAT2B were identified potentially involved in gefitinib resistance in NSCLC. Their 
regulatory mechanisms may be related to TNF and NF-Kappa B signaling pathways, providing new insights for clinical diagnosis 
and treatment.
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在中国，肺癌是最常见的恶性疾病之一 [1]，其中

非小细胞肺癌（NSCLC）约占 80%~85% 且五年生存

率 普 遍 低 于 15%[2-3]；约 60% 的 NSCLC 患 者 存 在
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EGFR（表皮生长因子受体）高表达，针对 EGFR 突变

开发的受体酪氨酸激酶抑制剂（TKIs）已经展示了很

大的临床应用前景 [4]。EGFR-TKIs 的代表性药物是
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吉非替尼 [5]，它可以直接抑制 EGFR 信号通路的激

活，抑制肿瘤细胞增殖、侵袭和转移；在晚期非小细

胞肺癌患者中，吉非替尼与常规治疗结合可提升疗

效改善预后 [6]，但许多患者在口服吉非替尼约 12 个

月后出现耐药现象 [7]。目前，EGFR-TKIs 耐药机制的

不可预测性和多样性仍是 NSCLC 靶向治疗的关键

挑战。鉴于此，本研究基于基因表达综合（GEO）数据

库分析筛选 NSCLC 吉非替尼耐药的关键基因，通过

PCR 检测关键基因在耐药细胞株与敏感株中的表

达，为进一步阐明吉非替尼耐药发病机制和治疗靶

点提供方向，期望能对 NSCLC 吉非替尼耐药的治疗

预后开辟全新的思路，挖掘出具有潜力的治疗方案。

1 材料与方法

1.1 研究对象 从GEO数据库中下载GSE122005（含

3对吉非替尼敏感与耐药样本）和GSE34228（含26对

耐药与敏感样本）两个数据集的表达谱。NSCLC吉

非替尼耐药细胞系（PC9/GR）和NSCLC吉非替尼敏感

细胞系（PC9）均购自上海美轩生物有限公司。

1.2 仪 器 与 试 剂 胎 牛 血 清（美 国 Vivacrll 公 司，

C04001-050）；Trizol试剂（美国 Invitrogen公司，15596-
026）；SYBR Green荧光定量PCR试剂盒（北京天根生

化科技有限公司，FP205-02）；全自动荧光定量PCR分

析仪（美国Thermo Fisher公司，LightCycler 480）。

1.3 方法 
1.3.1  筛 选 差 异 表 达 基 因（DEGs）：R 软 件 分 析 从

GSE122005 和 GSE34228 数据集中获取的数据，以阈

值 P<0.05，|log2(FC)|≥1 为筛选条件，符合此条件的

被认为是差异表达基因。

1.3.2  差异基因进行基因本体论（GO）和京都基因

与基因组百科全书（KEGG）富集分析：运用 DAVID
（Version 6.8, http://david. ncifcrf. gov）在线工具进行

GO 的功能分析及 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。

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。

1.3.3  构 建 蛋 白 质 - 蛋 白 质 相 互 作 用 网 络（PPI）：

GSE122005 和 GSE34228 两 个 数 据 集 筛 选 的 差

异 表 达 基 因 取 交 集，通 过 STRING 数 据 库（https://
cn.string-db.org/）构建 PPI 网络。综合运用 Cytoscape
软件中的 MCODE 模块和 Cytohubba 插件进行关键

基因挖掘，取两者的交集作为核心候选基因。

1.3.4  实时荧光定量PCR（qRT-PCR）检测相关基因：

qRT-PCR实验验证筛选出的关键基因在PC9/GR和PC9
细胞中的mRNA表达水平。实验组为PC9/GR细胞，对

照组为PC9细胞。PC9与PC9/GR细胞使用含10%（v/
v）胎牛血清的1640培养基进行常规培养。TRIZOL试

剂提取PC9与PC9/GR细胞的总RNA。反转录试剂盒将

单链RNA合成双链cDNA，转录条件：65℃ 5min，25℃ 
5min，42℃ 30min，85℃ 5min。反应完成后放置在-20℃

保存。SYBR Green荧光定量PCR试剂盒将上述合成

的cDNA进行RT-PCR扩增。扩增条件：95℃ 5min，95℃ 
40s, 40℃ 40s，72℃ 1min，共40个循环，以GAPDH为内

参，采用荧光定量PCR仪检测，通过2-ΔΔCt 法计算基因

的相对表达水平，引物序列见表1。

表 1 基因引物序列

基因 正向引物（5’-3’） 反向引物（5’-3’）

H4C6 GGATTATTGAAGTTAGGAGTTC TCTCATACCTCAACCTCACG

FOXA1 CCATGGAGAAGGCTGGGG CAAAGTTGTCATGGATGACC

KAT2B GAAGAGAACAGAAGCTCCAGG GCAATTGGTAAAGACTCGCTG

GAPDH GCACCGTCAAGGCTGAGAAC TGGTGAAGACGCCAGTGGA

1.4 统计学分析 本研究通过 R 软件筛选 DEGs 并

分析其生物学功能和信号通路。所有数据用 Graph-
pad Prism 9.0 进行统计分析，两组间比较采用独立样

本 t 检验，以 P ＜ 0.05 为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 数据集DEGs的筛选 GSE122005 数据集共鉴

定到 1 240 个 DEGs，其中上调基因 580 个，下调基因

660 个；GSE34228 数据集共鉴定到 2 062 个 DEGs，

其中上调基因 991 个，下调基因 1 071 个。两个数据集

筛选出来的差异基因取交集，共获得 228 个 DEGs。

2.2 DEGs的GO和KEGG富集分析 通过DAVID
在线工具对228个DEGs进行功能富集。BP主要富集

在细胞器分裂、核分裂等；CC主要富集在纺锤体、染

色体等；MF主要为微管蛋白结合、微管肌动活性等，

见图1A。进一步的KEGG富集分析显示，DEGs主要

参与TNF、NF-Kappa B等信号通路上，见图1B。
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A. GO 富集分析；B. KEGG 富集分析。

图 1 GO 和 KEGG 富集分析

2.3 关键基因的筛选 综合运用Cytoscape（3.9.0）软

件中CytoHubba插件得到20个hub基因，见图2A，使

用MCODE插件得到13个hub基因，见图2B。为筛选

新的NSCLC吉非替尼耐药的生物标志物，取交集得

到三个关键基因：FOXA1、 H4C6、 KAT2B，见图2C。

A.CytoHubba 软件确认关键基因结点图；B.MCODE 软件确认关键基因结点图；C.CytoHubba 与 MCODE 得到的 hub 基因交集。

图 2 Cytoscape 软件筛选枢纽基因

2.4 关键基因的细胞学验证 见表2。qRT-PCR检

测了实验组（PC9/GR）与对照组（PC9）中三个枢纽基因

FOXA1、H4C6、KAT2B的mRNA表达水平，结果显示：

与敏感株PC9比较，FOXA1的mRNA表达水平在耐

药株中显著升高；H4C6和KAT2B则在敏感株PC9中

表达增高，差异均具有统计学意义（均P<0.05）。

表 2 FOXA1、H4C6、KAT2B 在 PC9 与 PC9/GR 细胞中的表达

项目 PC9 PC9/GR t 值 P 值

FOXA1 mRNA 0.90±0.02 2.50±0.02 23.44 ＜ 0.000 1

H4C6  mRNA 1.00±0.02 0.25±0.02 25.12 ＜ 0.000 1

KAT2B mRNA 0.90±0.02 0.17±0.02 11.55 0.000 3

3 讨论

吉非替尼作为第一代EGFR-TKI，在治疗非小细

胞肺癌患者中取得了显著的临床治愈效果 [8]，但患者

在接受一段时间治疗后常出现获得性耐药，这已成

为当前临床治疗的主要挑战之一 [9]。NF-κB信号通

路的异常激活已被证实与乳腺癌等多种肿瘤的发生

发展相关 [10-12]，WANG等 [13] 的研究进一步提示TNF/
NF-κB信号通路与EGFR-TKI耐药有关。本研究基于

GEO数据库筛选与qRT-PCR实验验证，鉴定出三个

差异表达基因：FOXA1、H4C6、KAT2B。富集分析表

明TNF、NF-Kappa B信号通路可能参与NSCLC吉非

替尼耐药的发生。 
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FOXA1 最初在肝脏中发现，后在多种器官和组

织中呈现差异性表达，在细胞增殖、分化及肿瘤发生

中起关键作用，其表达异常与肺癌等多种癌症的发展

密切相关 [14]。FOXA1是NSCLC的核心调控因子 [15]。

ZHU 等 [16] 研究显示，FOXA1 在 NSCLC 细胞和组织

中表达上调，敲低 FOXA1 可显著抑制细胞增殖与迁

移。NTZIFA 等 [17] 进一步指出，FOXA1 的 DNA 甲基

化状态可能作为预测耐药机制的潜在标志。与上述

研究一致，本研究发现 FOXA1 在吉非替尼耐药细胞

株中高表达。结合通路富集分析，FOXA1 可能通过

调控 TNF/NF-Kappa B 信号通路参与吉非替尼耐药，

这些结果进一步验证了 FOXA1 具有成为 NSCLC 吉

非替尼耐药诊断标志物的潜能并为诊疗提供了新的

思路，未来可以深入研究吉非替尼耐药中 FOXA1 的

调控机制，深入理解其机理进而为治疗耐药提供一

定的理论支撑。

以往的研究表明H4C6在多种肿瘤的发生发展

过程中发挥重要的作用，在多种癌组织中甲基化程

度升高 [18-19]。此外，H4C6的高甲基化对肺癌诊断也

具有较高的敏感性和特异性，能够有效区分肺癌患

者与良性肺病患者 [20]。KAT2B 作为一种组蛋白乙

酰转移酶，参与基因表达调控及多种生物学过程 [21]。

研究显示，其在肺腺癌中呈低表达状态，可作为预

测 NSCLC 患 者 预 后 的 潜 在 指 标 [22]。目 前，H4C6、

KAT2B 在 NSCLC 吉非替尼耐药中的作用尚不明确。

本研究证实，H4C6、KAT2B 在吉非替尼耐药细胞中

表达下调，提示其可能是一个保护性因子，需要在后

续研究中进一步深入探究其在吉非替尼耐药中的生

物学意义，为 NSCLC 吉非替尼耐药生物标志物的筛

选、靶点药物的开发提供理论依据。

综上所述，本研究通过分析 NSCLC 吉非替尼敏

感和耐药样本的基因表达谱，系统筛选并验证吉非

替尼耐药相关的关键基因 FOXA1、H4C6、KAT2B，

有助于我们更好地了解 NSCLC 吉非替尼耐药的发

生和发展机制。然而本研究仍存在一定局限，本实验

中仅验证了三个关键基因在肺腺癌中的表达情况，

未验证在肺鳞癌的表达，后续需进一步结合实验与

临床数据开展深入研究。
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