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人类蛋白组学草图的肺癌分子标记物初探
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摘　 要：传统的肺癌分子标记物探索通常基于基因组或者转录组研究，而基于蛋白质水平的肺癌分子标记物探索通常局限在

低通量水平。 质谱技术已经开始产生高通量的全局正常及癌症蛋白组。 我们采用开源统计软件 Ｒ 对人类蛋白组学草图数据

及已发表的肺癌蛋白质组学数据进行二次分析，筛选出 ９１ 个潜在的候选肺癌分子标记物。 基因注解分析显示候选肺癌基因

富集了和代谢、ＴＰ５３ 通路以及 ＭｉｃｒｏＲＮＡ 调控等相关的基因。 最后，利用 Ｈｕｍａｎ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ａｔｌａｓ 数据库及 Ｐｕｂｍｅｄ 对前 ２０ 候选

标记物进行验证， 结果显示大部分候选肺癌基因大多能够得到验证。 可见数据挖掘在即将到来的质谱推动的组学大数据时

代将发挥重要作用。
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　 　 人类基因组草图的发表迄今已经有 １５ 年。 在

这期间，测序技术的不断成熟以及成本的不断下降

促使基因组学在生物医学研究中占据举足轻重的作

用［１］。 基因微芯片技术以及 ＲＮＡ 测序则推动了我

们对于基因在 ＲＮＡ 水平表达的认识［２， ３］。 基于转

录组学数据的研究使我们得以发现很多在疾病发生

发展中起重要作用的生物标记物，比如肿瘤生物标

记。 由于技术的限制，我们对于人类蛋白组学的认

识一直处于相对落后的状态。 近年来，质谱技术的

发展正在催生一个崭新的蛋白质组学时代的到

来［４， ５］。 蛋白组学数据的存储、分析、解析成为生物

信息学的一个新挑战［６］。 越来越多的杂志要求研

究人员将高通量数据上传到公共数据库，使得普通

研究人员借助简单的生物信息学方法能够对这些数

据进行挖掘、整合，以自己独特的角度进行数据的再

分析。



癌症分子标志物的研究具有重大的临床意义。
一方面，分子标记物可以大大提高癌症早期诊断率。
目前，前列腺癌特异抗原（ＰＳＡ）、癌胚抗原（ＣＥＡ）、
及甲型胎儿蛋白（ＡＦＰ）分别被广泛用于前列腺癌、
结肠癌和肝癌等的筛查，为高危人群提供了一个成

本较低的筛查手段。 另一方面，癌症分子标记物可

以为靶向治疗提供新的策略。 ＢＣＬ－ＡＢＬ 融合基因

是慢性粒细胞性白血病常见的突变，针对这个突变

酪氨酸激酶的靶向药伊马替尼大大提高了慢性粒细

胞白血病的生存期。
目前，肺癌在全世界范围内是导致最多癌症死

亡的杀手［７］。 尽管近年来我们在靶向治疗及早期

诊断方面取得了许多激动人心的进展，很多肺癌病

人的诊断往往已经到了晚期，使得病人失去手术机

会并且对标准化疗方案鲜有反应。 对于肺癌分子标

志物的界定以及功能学研究有助于我们更深入的认

识肺癌发生发展的分子生物学机理，从而能在早期

诊断以及靶向治疗方面取得新的突破。
最近，两个研究小组同时发表了人类蛋白组草

图［８， ９］。 人类蛋白组草图以及更多后续研究将成为

一个宝贵的金矿，从而推动我们对于生物标记物的

认识。 本研究将利用公开发表的人类蛋白质组草图

数据［９］，结合其他公共数据库的数据，探索潜在的

有价值的肺癌分子标记物。

１　 数据来源与方法

１．１　 数据来源

原始蛋白组数据来源于 ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎａｔｕｒｅ．
ｃｏｍ／ ｎａｔｕｒｅ ／ ｊｏｕｒｎａｌ ／ ｖ５０９／ ｎ７５０２／ ｆｕｌｌ ／ ｎａｔｕｒｅ１３３１９．ｈｔｍｌ
１．２　 分析方法

Ｒ⁃ｐｒｏｊｅｃｔ 开发的开源统计语言 Ｒ 用于进行所

有的数据分析以及作图。 Ｒ 编程使用图形界面软件

Ｒｓｔｕｄｉｏ。 数据录入采用 ｇｄａｔａ 库中的 ｒｅａｄ．ｘｌｓ 函数。
其他函数均为 Ｒ 基础库中包含的函数。 肺癌表达

数据来源于 ５ 株肺癌细胞系表达的平均值；正常参

照蛋白组原始 ＰＳＭ 数值进行 ｌｏｇ１０ 转化。 我们定义

量化指标以对１ ８１６个肺癌基因表达水平进行界定，
即 ｒａｔｉｏ ＝ 肺癌细胞系表达均值 ／ ｌｏｇ１０（ＰＳＭ）。

采用马克思普朗克分子遗传研究所开发的在线

工具 ＣｏｎｓｅｎｓｕｓＰａｔｈＤＢ （ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｃｐｄｂ． ｍｏｌｇｅｎ． ｍｐｇ．
ｄｅ ／ ）进行生物通路富集分析。 ＣｏｎｓｅｎｓｕｓＰａｔｈＤＢ 基

于 ＫＥＧＧ、ＷｉｋｉＰａｔｈｗａｙｓ 等数据库。 ｐ 值大于 ０． ０１
作为显著性检验的标准。 我们使用 Ｐａｎｔｈｅｒ 在线工

具（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｐａｎｔｈｅｒｄｂ．ｏｒｇ ／ ）进行基于生物功能的基

因注解。

１．３　 论文图文

使用微软 Ｗｏｒｄ 文本处理软件准备本论文草

稿，Ｉｎｋｓｐａｃｅ 软件准备论文中矢量图制作。

２　 结果分析

２．１　 候选肺癌分子标志物筛选

首先，下载 ５ 株肺癌细胞系的蛋白质表达数

据［９］。 这 ５ 株肺癌细胞系分别为： Ａ５４９， Ｈ４６０，
Ｈ２２６， Ｈ２３ 和 Ｈ５２２， 涵盖了常见的肺癌类型。 表 １
为 ５ 株肺癌细胞系在 ＡＴＣＣ 细胞系数据库中的相关

信息。 在 ５ 株肺癌细胞系中检测到蛋白质表达的基

因数目高达 １２ ６６８ 个。 其中，有 １ ８１６ 个基因在 ５
株细胞系中均能检测到蛋白质表达（肺癌共表达

基因）。

表 １　 本研究所涉及的肺癌细胞系

Ｔａｂｌｅ １　 Ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

细胞系 病理类型 年龄 性别

Ａ５４９ Ｃａｒｃｉｎｏｍａ ５８ 男性

Ｈ４６０ ＬＣＬＣ 未确定 男性

Ｈ２２６ ＳＣＣ 未确定 男性

Ｈ２３ Ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ， ＮＳＣＬＣ ５１ 男性

Ｈ５２２ Ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ， ＮＳＣＬＣ ５８ 男性

　 　 接下来，下载涵盖１８ ０９７个基因表达的人类蛋

白组草图。 所有蛋白质表达水平由 ＰＳＭ 表示，其中

ＰＳＭ 是该蛋白质在 ＰｒｏｔｅｏｍｉｃｓＤＢ 数据库中的多肽

谱配对数。 人类蛋白质草图将作为人类蛋白质表达

的正常参照，用于和肺癌细胞系蛋白组进行比较从

而发现潜在的肿瘤标记物。 依次检索１ ８１６个肺癌

共表达基因在人类蛋白组草图中的表达水平

（ＰＳＭ），并且进行 ｌｏｇ１０ 转换，转换后的 ＰＳＭ 数值可

以同前面下载的肺癌共表达基因进行比较。
为了获得肺癌共表达基因的表达水平，首先将

１ ８１６个肺癌共表达基因在 ５ 株肺癌细胞中的表达

进行平均。 然后，采用简化的量化指标以对１ ８１６个
肺癌基因表达水平进行界定，即 ｒａｔｉｏ ＝ 肺癌细胞系

表达均值 ／ ｌｏｇ１０（ＰＳＭ）。 这个比率将作为肺癌生物

标记物指数。 图 １（ａ）为肺癌生物标记物指数的直

方图分布，处于柱状图中心位置的基因在肺癌组

织的表达水平和在人类蛋白质草图中的表达水平

最为接近。 而处于柱状图两侧的基因则是表达水

平偏离（高于或者低于）人类蛋白组草图表达水平

的基因。
　 　 利用 Ｒａｔｉｏ 对 １ ８１６ 个肺癌共表达基因进行由

高到低的排序见图 １（ｂ），以筛选出在肺癌组织中表
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达水平远高于人类蛋白质草图参照的基因。 以

０．７２５ ８作为 ｌｏｇ２（ｒａｔｉｏ）的阈值能够筛选出 ５％在肺

癌中上调表达的基因（合计 ９１ 个），即肺癌的候选

分子标记物。 表 ２ 为前 ２０ 的候选分子标记物。

图 １　 候选肺癌标记物筛选

Ｆｉｇ．１　 Ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｏｆ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ｆｏｒ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ

　 　 为了研究哪些生物学功能在肺癌发生发展过

程中被富集，基因注解（Ｇｅｎｅ Ｏｎｔｏｌｏｇｙ）被用于对

９１ 个候选肺癌标记物进行分析。 图 ２ 只显示了基

因注解显著的结果，发现催化活性、蛋白结合等生

物学功能被富集，其中包括已知的肺癌相关蛋白

ＮＲＡＳ。 被富集的生物学功能横跨了细胞表面受

体到转录因子及下游基因表达的“信号传递”过程，
包括受体活性、 转运蛋白、ＤＮＡ 结合转录因子、 蛋

白质结合转录因子、酶调控因子及催化活性。 这提

示癌症是一个复杂的疾病，细胞内部细胞传递的各

个步骤都可能被癌细胞利用产生对癌细胞有利的

表型。

图 ２　 候选肺癌生物标记物显著富集的生物功能及其比例

Ｆｉｇ． ２　 Ｇｅｎｅｏｎｔｏｌｏｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ

　 　 为进一步研究这 ９１ 个肺癌候选标记物所参与

的生物通路。 采用马克思普朗克分子遗传研究所开

发的在线工具 ＣｏｎｓｅｎｓｕｓＰａｔｈＤＢ 获取这 ９１ 个肺癌候

选标记物所富集的生物通路。 结果发现三羧酸循环

和氧化呼吸链相关基因在肺癌当中被大量富集，支
持肺癌在发生发展过程中代谢通路的重塑。 值得注

意的是，和 Ｐ５３ 相关的基因在肺癌候选标志物中也

被富集，其中包括参与代谢的基因和受 Ｐ５３ 转录调

控的 基 因。 还 发 现 许 多 肺 癌 候 选 标 记 物 受

ＭｉｃｒｏＲＮＡ 调控，提示基于 ＭｉｃｒｏＲＮＡ 的药物研发可

能为肺癌的治疗提供新的方向，９１ 个候选肺癌生物

标记物采用 ＣｏｎｓｅｎｓｕｓＰａｔｈＤＢ 进行功能注解，显示

的是显著富集的生物通路。 节点大小表示该通路相

关基因数目；节点颜色越深，ｐ 值越小；节点间连线

越粗，两个节点共有基因越多；节点间连线颜色指示

候选基因中参与该通路的基因数目，粉色最多，灰色

最少 （见图 ３）。
２．２　 基于公共数据库及 Ｐｕｂｍｅｄ 的验证

首先， 我 们 采 用 ｈｕｍａｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｔｌａｓ 数 据

库［１０， １１］对前二十个候选肿瘤标记物进行验证。 前

２０ 个候选标记物中除了 ＰＲＯＸ１ 和 ＳＴＭＮ２ 外，其他

标记物在数据库均有免疫组化数据。 我们发现除了
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ＹＪＥＦＮ３、 ＲＡＢ３９Ａ 和 ＬＲＲＣ１６Ｂ ３ 个基因只有 １ 个

病例出现低表达， 大部分候选标记物在肺癌组织中

都有低、中、高等不同程度的表达。 尽管免疫组织化

学的数据和所采用的抗体关系密切，但是大部分候

选基因在肺癌的表达能够得到验证（见图 ４）。

图 ３　 候选肺癌生物标记物富集的生物通路

Ｆｉｇ．３　 Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｐａｔｈｗａｙｓ ｆｏｒ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ

图 ４　 候选生物标记物在人类蛋白质图谱数据库中的验证

Ｆｉｇ． ４　 Ｖａｌｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ｉｎ ｈｕｍａｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｌｔａｓ
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　 　 不同数目的肺癌组织用不同抗体对候选生物标

记物进行染色，根据染色强度分为高表达 （Ｈｉｇｈ），
中表达 （Ｍｅｄｉｕｍ），低表达 （Ｌｏｗ），无法检测 （ＮＤ）。

其次，利用 Ｐｕｂｍｅｄ 对部分候选肺癌基因进行

检索。 由于对于 ＰＲＯＸ１ 和 ＳＴＭＮ２ 在人类蛋白质图

谱中没有相应的数据可以分析该基因在肺癌组织中

的表达，Ｐｕｂｍｅｄ 将用于进行文献检索。 有研究表明

ＰＲＯＸ１ 在肺癌中过表达，而采用慢病毒介导的

ｓｈＲＮＡ 敲低 ＰＲＯＸ１ 则会抑制肺癌细胞的增殖，提
示 ＰＲＯＸ１ 很可能是一个潜在的肺癌标志物［１２］。 另

外，ＳＴＭＮ２ 作为调控微管动态的基因，是 ＷＮＴ 通路

的下游。 研究表明 ＳＴＭＮ２ 在肝癌中高表达并且对

于维持肝癌细胞锚定非依赖的生长状态有重要意

义［１３］，而它在肺癌中的作用尚不清楚。

３　 讨论

利用公共数据库的蛋白质组学数据以及开源统

计语言 Ｒ 对已发表的数据进行再分析与再解析，探
索肺癌共表达基因作为肺癌分子标志物的可能性。
发现 ＮＲＡＳ 在内的已知肺癌标记物，筛选出一系列

具体功能尚未清楚的肺癌候选标记物。 进一步的湿

实验验证将为最终界定这些基因在肺癌发生发展中

的作用以及它们作为肺癌分子标记物的可行性。 值

得注意的是，该策略也可能富集一些正常肺组织相

对一般组织高表达的基因，从而导致一定的假阳性

率。 比如，ＰＥＸ１３ 是一个在过氧化物酶体中高表达

的基因，其上调有可能是正常肺组织为适应高氧环

境的常态，也可能是肿瘤细胞特定代谢进化而来的

优势表型［１４］。 因此，候选标记物具体生物学功能需

要进一步实验验证。
基因注解分析显示：筛选出的候选肺癌标志物

富集了和代谢、ＴＰ５３ 以及 ＭｉｃｒｏＲＮＡ 调控相关的基

因。 代谢和 ＴＰ５３ 通路被富集，说明肺癌发生发展

过程中癌细胞进化并且重塑了它们的代谢网络且

ＴＰ５３ 通路被异常调节。 代谢通路的重塑可能和癌

细胞的“Ｗａｒｂｕｒｇ”效应相关［１５］，即癌细胞倾向于上

调无氧代谢通路；而 Ｐ５３ 作为抑癌基因在大多数癌

症中有直接突变或者其他相关蛋白的突变，使得

Ｐ５３ 无法行使正常功能［１６］。
　 　 随着质谱技术的不断发展，越来越多的实

验室开始对蛋白质组学研究产生新的兴趣，这意味

着未来会有越来越多的组学数据产生。 而大部分组

学数 据 将 会 被 存 储 在 公 共 数 据 库 如 ＰＲＩＤＥ，
ｐｒｏｔｅｏｍｅｉｃｓＤＢ 等［９， １７］。 借助开源软件 Ｒ 对公共数

据库中的数据进行二次分析、解析以及整合将有助

于获得新的认知。 而将这种“干”研究获得的信息

用于指导实验设计并进行“湿”实验验证则将成为

未来生物医学研究的大趋势［１８］，即计算生物学与实

验生物学的互相补充。 过去十几年兴起的系统生物

学代表了这一新的趋势，并且已经在生物和医学研

究中扮演着重要的角色［１９］。

４　 结论

通过基于公共数据库的数据挖掘筛选出 ９１ 个

潜在的肺癌分子标志物。 基因注解分析显示这些肺

癌标志物富集了和代谢、ＴＰ５３ 网络相关的基因以及

ＭｉｃｒｏＲＮＡ 靶基因。 人类蛋白组草图的发表对于生

物医学研究人员有重大意义。 蛋白质组学产生的大

数据以及这些数据通过公共数据库的共享将深远的

影响生物医学研究。
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［１７］ＶＩＺＣＡＩＮＯ Ｊ Ａ ， ＣＯＴＥ Ｒ Ｇ ， ＣＳＯＲＤＡＳ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ
ＰＲｏｔｅｏｍｉｃｓ ＩＤＥｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ （ＰＲＩＤＥ） ｄａｔａｂａｓｅ ａｎｄ ａｓｓｏｃｉ⁃
ａｔｅｄ ｔｏｏｌｓ： ｓｔａｔｕｓ ｉｎ ２０１３［ Ｊ］． Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓｅａｒｃｈ，
２０１３，４１（Ｄａｔａｂａｓｅ ｉｓｓｕｅ）：Ｄ１０６３－１０６９．

［１８］黄晓韵，曹波，杨跃．基于 ＳＡＳ 的多元统计方法实现芯片

数据挖掘［Ｊ］．生物信息学，２０１０，８（２）：１４７－１４９．
　 　 ＨＵＡＮＧ Ｘｉａｏｙｕｎ， ＣＡＯ Ｂｏ ，ＹＡＮＧ Ｙｕｅ．Ｍｉｃｒｏａｒｒａｙ ｄａｔａ

ｍｉｎｉｎｇ ｉｓ ａｃｈｉｅｖｅｄ ｂｙ ｍｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＳＡＳ
［Ｊ］． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ，２０１０，８（２）：１４７－
１４９．

［１９］ ＨＯＯＤ Ｌ． Ｓｙｓｔｅｍｓ ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｐ４ ｍｅｄｉｃｉｎｅ： ｐａｓｔ， ｐｒｅｓ⁃
ｅｎｔ， ａｎｄ ｆｕｔｕｒｅ ［ Ｊ］． Ｒａｍｂａｍ Ｍａｉｍｏｎｉｄｅｓ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｊｏｕｒ⁃
ｎａｌ，２０１３，４（２）： ｅ００１２．
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