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甲状腺乳头状癌颈部淋巴结转移相关基因的生物信息学分析

侯建忠，樊友本，伍波

(上海交通大学附属第六人民医院普外科，上海 200233)

[摘　要]	 目的：利用生物信息学方法分析甲状腺乳头状癌( pap i l l ar y  t hy ro i d  c arc i n o ma，P TC)颈部淋巴

结转移的关键基因。方法：从美国国立生物技术信息中心(Nat i o n a l  Ce n te r  f o r  B i o te c h n o l o g y 

Information，NCBI)公共数据平台高通量基因表达(Gene Expression Omnibus，GEO)数据库检索

得到P TC的基因芯片G S E 6 0 5 4 2，使用G EO 2 R在线分析工具分别筛选P TC和癌旁组织的差异表

达基因(差异表达基因集A)以及P TC与颈部淋巴结转移癌组织之间的差异表达基因(差异表达基

因集B)。进一步筛选出差异表达基因集A和差异表达基因集B交集的差异表达基因集C。通过生

物信息学工具Dav id，Str ing，cBioPor tal对差异表达基因集C进行生物学功能及其编码蛋白的互

作分析，并对差异表达基因集C进行生存分析。结果：通过分析GSE60542芯片数据，一共获得 

1 086个差异表达基因A、194个差异表达基因B、39个差异表达基因C。基因本体(Gene Ontology，

GO)分析显示：差异表达基因集C主要的分子功能与氧化还原酶活性、蛋白质同源二聚化活性、

生长因子结合有关；这些基因主要参与细胞增殖、甲状腺激素的产生、神经细胞凋亡过程的负调

节、γ-氨基丁酸信号转导途径等生物学过程。通过cBioPortal在线分析网站，初步筛选出对患者生

存时间影响较大的基因CCL21。结论：基因芯片结合生物信息学方法能够有效分析PTC组织、癌

旁组织以及颈部淋巴结转移癌组织间差异表达基因，并筛选出PTC颈部淋巴结转移相关的关键基

因，为进一步研究PTC颈部淋巴结转移的分子机制提供一定的指导。
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Bioinformatics analysis for genes related to cervical lymph 
node metastasis of papillary thyroid carcinoma
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Abstract Objective: Bioinformatics methods were used to analyze key genes in cervical lymph node metastasis of 

papillary thyroid carcinoma (PTC). Methods: Microarray data of PTC GSE60542 was searched from Gene 

Expression Omnibus (GEO) database of National Center for Biotechnology Information (NCBI). The GEO2R 

online analysis tool was used to screen differentially expressed genes between PTC and paracarcinoma tissues 

(differentially expressed gene set A) and differentially expressed genes between PTC and cervical metastatic 
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lymph nodes (differentially expressed gene set B). The differentially expressed gene set C of the intersection of 

differentially expressed gene set A and differentially expressed gene set B was further screened. And bioinformatics 

tools including David, String and cBioPortal were applied to analyze the biological function of differentially 

expressed gene set C and their encoded proteins interaction. Then, we performed survival analysis on key genes. 

Results: By analyzing the GSE60542 microarray data, a total of 1 086 differentially expressed gene A, 194 

differentially expressed gene B, and 39 differentially expressed gene C were obtained. GO analysis showed that 

these genes are mainly involved in the molecular function of oxidoreductase activity, protein homodimerization 

activity, growth factor binding and involved in the biological processes of cell proliferation, thyroid hormone 

generation, negative regulation of neuron apoptotic process, gamma-aminobutyric acid signaling pathway. 

Through the online cBioPortal analysis website, the gene CCL21, which had a great influence on the survival time 

of patients, was initially screened. Conclusion: Microarray combined with bioinformatics methods can effectively 

analyze the differentially expressed genes between PTC tissues, paracarcinoma tissues, and cervical metastatic 

lymph node tissues, which may provide guidance for molecular mechanisms research of PTC pathogenesis.

Keywords papillary thyroid carcinoma; cervical lymph node metastasis; bioinformatics

2 0 0 8 — 2 0 1 2 年我国甲状腺癌发病率为 7 . 5 6 / 
10万，病死率为0.52/10万，甲状腺癌的发病率和

病 死 率 分 别 居 癌 症 发 病 率 和 病 死 率 的 第 7 位 和 第

22位 [1]。最近10年中，甲状腺乳头状癌( pap i l lar y 
thyroid carcinoma，PTC)的增长率最快，其增长是

甲状腺癌增长的主要因素，其他类型甲状腺癌构

成比则逐年下降 [ 2 ]。甲状腺癌患者如若发生颈部

淋巴结转移，可导致患者复发率增高和存活率降

低[3]。甲状腺癌相关分子标志物越来越引起人们的

关注，灵敏度高、特异性强的肿瘤标志物有助于

甲状腺癌的早期诊断，并为制订合理的治疗方案

提供帮助[4]。生物信息学是一门结合分子生物学与

计算机信息技术的新型交叉学科，通过生物信息学

分析能够高效地对研究所涉及的差异表达基因进行

功能分析，并筛选出可能发挥作用的关键基因[5]。

本研究采用生物信息学的方法筛选高通量基

因表达(Gene Expression Omnibus，GEO)数据库基

因芯片中P TC组织、癌旁组织以及颈部淋巴结转

移癌组织差异表达基因，分析P TC颈部淋巴结转

移相关差异表达基因的功能并进行关键基因的生

存分析，以期为进一步研究P TC颈部淋巴结转移

发生、发展的分子机制提供一定基础。

 

1  资料与方法

1.1  基因芯片的选取以及差异表达基因的筛选

本研究从美国国立生物技术信息中心(National 
Center  for  Biotechnolog y Infor mat ion，NCBI)的

GEO数据库(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds)中

以“papil lar y thyroid carcinoma”为关键词进行检

索，并筛选样本中包含P TC组织、癌旁组织以及

颈部淋巴结转移癌组织对照的系列，检索时间截

至2019年4月。从GEO检索到1个基因表达数据集

GSE60542。

1.2  差异表达基因的筛选

G EO 2 R ( h tt p : / / w w w. n c b i . n l m . n i h . g o v / g e o /
geo2r)是一种交互式网络工具，允许用户比较GEO
系列中的 2个或多个基因芯片数据。通过 G EO 2 R
分析，设定筛选条件P < 0 . 0 5 ， l o g F C 绝对值 > 1 ，

分别得到PTC和癌旁组织之间的差异表达基因(差

异表达基因集A )以及P TC与颈部淋巴结转移癌组

织 之 间 的 差 异 表 达 基 因 ( 差 异 表 达 基 因 集 B) ， 并

通过在线分析网站Bio infor mat ic s  & Evolut ionar y 
G e n o m i c s ( h t t p : / / b i o i n f o r m a t i c s . p s b.u g e n t . b e /
webtools/Venn/)筛选出差异表达基因集A和差异表

达基因集B之间的交集差异表达基因集C。

1.3  基因本体分析

基因本体(Gene Ontology，GO)分析可分为分

子功能(molecular f unction)，生物过程( biological 
process)和细胞组成(cellular component)分析3个部

分。GO分析广泛用于基因芯片数据的研究，David
是常用的基因功能分析的在线生物信息学软件，

能够对大规模的基因组数据进行功能分析。我们

将差异表达基因集C导入Dav i d  6 . 8在线分析网站

( https://dav id.nci fcr f .gov/)，以错误发现率(false 
discover y rate，FDR)<0.05作为入选标准，对差异
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表达基因集C进行功能注释，分析这些基因主要参

与的分子功能、生物过程和细胞组成。

1.4  蛋白互作网络构建

String(https://string-db.org/)是研究蛋白之间相

互作用的在线生物信息学网站。我们将差异表达基

因集C导入String 11.0在线分析网站(https://string-db.
org/)，将最低互作分值(minimum required interaction 
score)设置成中度可信(medium confidence: 0.4)进行分

析，获得了蛋白与蛋白之间相互作用的网络。

1.5  差异表达基因集 C 对 PTC 预后的影响

通 过 可 视 化 网 站 c B i o P o r t a l ( h t t p : / / w w w .
cbioportal.org/)分析含有507例样本[6]的PTC与正常

标本的TCGA数据。通过对差异表达基因集C的单

个基因进行生存分析，分析差异表达基因集C的单

个基因mRNA表达与PTC预后的关系，得到单个基

因对患者的总体生存Kaplan-Meier估计以及疾病/无

进展的Kaplan-Meier估计(以 log-rank test P<0.05为

差异有统计学意义)。

2  结果

2.1  差异表达基因筛选

通过检索G EO数据库，得到P TC颈部淋巴结

转移癌组织的基因芯片GSE60542。GSE60542含有

33个P TC样品、2 9个癌旁样品、2 3个颈部淋巴结

转移癌组织样品。通过GEO2R分析GSE60542芯片

数据，一共获得1 086个差异表达基因A、194个差

异表达基因B。通过在线分析网站Bioinformatics & 
Evolutionar y Genomics分析，得到39个差异表达基

因C(图1)。

2.2  差异表达基因集 C 的 GO 分析

对差异表达基因集C进行G O分析。首先，通

过分析差异表达基因集C的主要分子功能、主要参

与的生物学过程以及生物学组成，发现这些基因

主要的分子功能与氧化还原酶活性、蛋白质同源

二聚化活性、生长因子结合有关；这些基因主要

参与细胞增殖、甲状腺激素的产生、神经细胞凋

亡过程的负调节、γ-氨基丁酸信号转导途径等生物

学过程；而细胞组成分析显示：这些基因大多参

与细胞外区域、细胞外空间、质膜的组成部分、

膜的组成部分、细胞骨架等的组成(表1)。

2.3  蛋白互作网络分析

从蛋白水平对PTC组织、癌旁组织以及颈部淋

巴结转移癌组织差异表达基因的生物学功能和调控

作用进行研究，我们通过在线分析网站String构建

了差异表达基因集C编码蛋白的互作网络(图2)。

2.4  差异表达基因集 C 对 PTC 患者预后的影响

通过cBioPortal网站绘制单个基因生存曲线，分

析差异表达基因集C单个基因的表达与PTC患者预

后的关系，得到单个基因的总体生存Kaplan-Meier
估计以及疾病/无进展的Kaplan-Meier估计。对患者

生存时间影响较大的基因仅有CCL21，差异有统计

学意义(log-rank test P=0.0362，P=0.0499；图3)。

图1 差异表达基因集A，B，C

Figure 1 Differentially expressed gene set A, B, C
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图2 差异表达基因集C编码蛋白的互作网络 

Figure 2 Interaction network of differentially expressed gene sets C-encoded proteins
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表1 差异表达基因集C的GO分析

Table 1 GO analysis for differentially expressed gene set C

GO分析 Count P

分子功能

氧化还原酶活性 4 0.006310094

蛋白质同源二聚化活性 5 0.047780146

生长因子结合 2 0.049977780

生物学过程

细胞增殖 5 0.005514412

甲状腺激素的产生 2 0.023336985

神经细胞凋亡过程的负调节 3 0.027622762

γ-氨基丁酸信号转导途径 2 0.042380272

生物学组成

细胞外区域 10 0.002197687

细胞外空间 8 0.010904214

质膜的组成部分 8 0.014063757

膜的组成部分 17 0.015482502

细胞骨架 4 0.031434217
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3  讨论

随着分子生物学技术的发展及其在临床领域

中的应用，甲状腺癌发生、发展、转移及预后相关

基因的研究及其相关分子标志物越来越引起人们的

关注。微阵列型研究以及新一代测序技术等现代生

物技术的发展以及生物信息学的应用为我们从分子

水平揭示甲状腺癌的发生、发展机制提供了很好

的手段[7]。本研究采用生物信息学方法比较分析了

GEO数据库中GSE60542数据集PTC组织、癌旁组

织以及颈部淋巴结转移癌组织基因的表达差异，筛

选出39个表达差异明显的基因，并采用Dav id在线

生物信息学分析工具对筛选出的差异表达基因进行

GO功能注释分析，通过String网站分析PTC颈部淋

巴结转移相关的蛋白-蛋白互作网络分析，最后通

过cBioPor tal网站对关键基因绘制生存曲线，分析

差异表达基因与PTC预后的关系。

本研究GO功能注释结果显示：差异表达基因

集C主要的分子功能与氧化还原酶活性、蛋白质同

源二聚化活性、生长因子结合有关；这些基因主

要参与细胞增殖、甲状腺激素的产生、神经细胞

凋亡过程的负调节、γ-氨基丁酸信号转导途径等生

物学过程；而细胞组成分析显示这些基因大多参

与细胞外区域、细胞外空间、质膜的组成部分、

膜的组成部分、细胞骨架等的组成。蛋白-蛋白互

作网络分析结果显示，差异表达基因集 C 中存在

3条蛋白质相互作用网络，分别为LY VE1- CCL21-

GABBR2-GABRB2，DIO2-IYD-SLC26A4，CHRDL1-

SERPINA1-MMRN1-PRSS3P2，但这些蛋白质之间

相互作用的关系，尚需进一步的实验证实。

为进一步筛选出PTC颈部淋巴结转移相关的关

键基因，我们通过cBioPor tal网站绘制生存曲线，

筛选出对患者生存时间影响较大的基因CCL 2 1。

C C L 2 1 又 称 6  C k i n e 或 次 级 淋 巴 组 织 趋 化 因 子 ，

是一种主要表达于外周免疫器官或组织的趋化因

子， C C L 2 1 与其特异性受体 C C R 7 在多种肿瘤的

淋 巴 结 转 移 中 起 重 要 作 用 [ 8 ]。 据 文 献 [ 9 ] 报 道 ：

CCL21/CCR7轴在促进乳腺癌诱导的淋巴管生成中

具有重要作用。还有研究 [10]指出：CCL21/CCR7

轴可以调节MEK/ER K1/2信号通路促进膀胱癌细

胞侵袭和迁移，并与膀胱癌淋巴结转移相关。Sun

等 [11]研究发现：CCL21/CCR7在肺癌中通过ERK/

A kt信号通路诱导血管内皮生长因子VEGF-D上调

从而促进淋巴管生成，并进一步研究发现CCL 2 1

和 C C R 7 的表达水平与人非小细胞肺癌的临床分

期、淋巴结转移以及患者生存时间相关。有学者

在甲状腺癌中也进行了相关研究，Zhang等[12]研究

表明：CCL21/CCR7相互作用显著上调细胞周期

蛋白A、细胞周期蛋白B1和细胞周期蛋白依赖性激

酶1(CDK1)的表达，最终导致PTC细胞中G2/M期

细胞的比例增加，从而影响P TC细胞的增殖。但

CCL21基因是否与PTC淋巴结转移相关，尚需实验

验证。

本研究从生物信息学角度对P TC颈部淋巴结

转移相关基因进行探索，但缺少相应的实验学验

证，此为本研究的不足。由于本研究仅纳入1个基

因芯片数据(GSE60542)，一定程度上限制了差异

表达基因的筛选，最终只发现1个与患者预后生存

图3 CCL21基因表达与患者总体生存Kaplan-Meier估计以及疾病/无进展的Kaplan-Meier估计

Figure 3 Kaplan-Meier estimate and Kaplan-Meier estimate of disease/progression-free survival of CCL21 gene expression in 
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相关的基因。综上，本研究利用生物信息学方法

通过对GEO芯片数据进行差异表达基因的功能分

析以及蛋白-蛋白互作网络分析、并通过生存分析

进一步探究了关键基因与PTC颈部淋巴结转移患者

预后的关系，为进一步研究PTC颈部淋巴结转移分

子机制具有一定的指导意义。
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