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　　摘　要：　目的　分析人乳头状瘤病毒（ＨＰＶ）阳性的头颈鳞状细胞癌（鳞癌）特异表达基因及关键信号通路，
为ＨＰＶ相关头颈鳞癌筛选有价值的基因标记物，并为进一步的肿瘤机制研究提供参考。方法　从 ＧＥＯ高通量基
因芯片数据库中筛选出头颈鳞癌具有 ＨＰＶ感染信息的芯片，从中筛出差异基因进行基因本体分析及京都基因和
基因组（ＫＥＧＧ）信号通路富集分析，并筛出头颈鳞癌的特征基因簇和通路，以及关键基因并进行蛋白质相互作用网
络可视化分析。通过Ｃｂｉｏｐｏｒｔａｌ信息门户以及癌症基因组图谱（ＴＣＧＡ）数据库验证这些特异基因在 ＨＰＶ（＋）与
ＨＰＶ（－）头颈鳞癌中的表达差异并分析特异基因与头颈鳞癌患者生存预后的相关性。结果　从数据集ＧＳＥ５２０８８
与ＧＳＥ３９３６６中筛选出４２个共同差异基因，其中上调基因 ２５个，下调基因 １７个，经 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ两轮筛选确定白介
素６（ＩＬ６）、细胞表面标记物ＣＤ４４、基质金属蛋白酶１（ＭＭＰ１）、ＣＸＣ趋化因子配体基序１（ＣＸＣＬ１）４个特异基因。
信号通路富集分析显示共同差异基因参与细胞周期、ＮＯＤ样受体信号通路、肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）信号通路途径等
信号通路（Ｐ＜０．０１）。经ＴＣＧＡ数据库以及Ｃｂｉｏｐｏｒｔａｌ检验证实特异基因在ＨＰＶ（＋）与ＨＰＶ（－）头颈鳞癌中的表
达差异，且ＩＬ６、ＣＤ４４表达水平与头颈鳞癌生存预后呈负相关（Ｐ＜０．０１）。结论　ＨＰＶ（＋）头颈鳞癌具有特异性
基因表达，并可能参与关键信号通路调控肿瘤的发生发展。ＩＬ６、ＣＤ４４、ＭＭＰ１、ＣＸＣＬ１４个特异基因可能参与ＨＰＶ
（＋）头颈鳞癌发展及侵袭过程，其中 ＭＭＰ１、ＣＸＣＬ１有望作为诊断及预后的标志物，ＩＬ６、ＣＤ４４与头颈鳞癌预后存
在相关性，有望成为治疗ＨＰＶ（＋）头颈鳞癌的潜在靶点。
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　　头颈鳞状细胞癌（鳞癌）是一种常见的恶性肿
瘤，全球发病率排第六［１］。吸烟以及饮酒是公认的

头颈鳞癌的致癌危险因素［２］。近些年证实人乳头

状瘤病毒（ｈｕｍａｎｐａｐｉｌｌｏｍａｖｉｒｕｓ，ＨＰＶ）感染是头颈
鳞癌的独立危险因素，流行病学研究发现ＨＰＶ相关
的头颈鳞癌的发病率逐年升高［３］。与 ＨＰＶ（－）头
颈鳞癌相比，ＨＰＶ（＋）头颈鳞癌具有淋巴结转移
早，分期较晚，但对放化疗敏感，临床预后良好的特

点，其机制目前尚未完全明确，可能与 ＨＰＶ（＋）头
颈鳞癌具有独特的致癌及调控机制有关［４］。此外，

临床上尚无针对 ＨＰＶ（＋）头颈鳞癌特有的基因靶
点治疗。因此，本研究通过对 ＨＰＶ（＋）及 ＨＰＶ
（－）的头颈鳞癌基因芯片组织进行差异分析，筛选
出ＨＰＶ相关头颈鳞癌的特异性基因及相关通路，使
用Ｃｂｉｏｐｏｒｔａｌ和癌症基因组图谱（ｔｈｅｃａｎｃｅｒｇｅｎｏｍｅ
ａｔｌａｓ，ＴＣＧＡ）检验特异基因表达趋势以及头颈鳞癌
生存预后的相关性为进一步的机制研究提供参考。

１　研究方法

１．１　基因表达谱芯片筛选
从ＧＥＯ高通量基因芯片数据库中下载芯片数

据集，进行芯片筛选，目标芯片入选标准：①患者头
颈鳞癌标本，排除细胞株及动物；②入选芯片具有
ＨＰＶ检测信息；③需为基因表达芯片，各探针具有
归一化的表达值；④需复核芯片质量。本研究使用
的芯片数据集，编号是ＧＳＥ３９３６６，ＧＳＥ５２０８８。
１．２　信号通路富集分析和基因本体分析

京都基因和基因组（ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｅｓ
ａｎｄｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）数据库是一个可系统分析基
因产物在细胞中的代谢途径以及产物功能的数据

库，可用于系统分析基因组、生物通路、疾病、化学物

质等，通过ＤＡＶＩＤ生物信息资源数据库对差异基因
进行信号通路分析和基因本体分析，并从生物学功

能、细胞中的定位对基因产物进行标准化描述，对差

异表达基因的生物学进程、细胞组成及分子功能进

行基因本体分析，并对富集的信号通路（Ｐ＜０．０１）
进行分析。

１．３　差异基因筛选
对两个数据集的芯片分别进行数据下载以及差

异基因筛选，利用在线工具ＧＥＯ高通量基因芯片数
据库中２Ｒ分析各个芯片。以结合差异倍数进行综
合筛选，以矫正后的Ｐ＜０．０１且｜ｌｏｇ差异倍数｜≥ ２
为标准筛选差异表达基因，并将探针标准化为基因

名称，筛选出共同差异基因。

１．４　蛋白相互作用网络分析和筛选特异基因
通过在线分析工具 ＳＴＲＩＮＧ１１．０，以及 Ｃｙｔｏ

ｓｃａｐｅ３．８．０软件筛选关键基因。以蛋白节点存在关
联作用的蛋白个数为度值，通过网络结构，根据关联

积分值，获得整个网络中可能形成的蛋白质簇和关

键节点蛋白，并在Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ中进行可视化分析。最
终筛选特异基因并对其进行分析。

１．５　数据库验证表达趋势
ＴＣＧＡ数据库以及表达趋势验证：通过 ＵＡＬ

ＣＡＮ检索头颈鳞癌相关数据，获得来源于 ＴＣＧＡ的
正常组织４４例，癌组织３１８例。进一步验证特异基
因在ＴＣＧＡ数据库中ＨＰＶ（＋）头颈鳞癌（ｎ＝８０）和
ＨＰＶ（－）头颈鳞癌（ｎ＝４３４）两个亚组瘤体组织与
正常组织间的表达差异。

２　结果

２．１　患者基本临床病例信息
ＧＥＯ高通量基因芯片数据库中筛选及芯片质
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量分析，选定ＧＳＥ３９３６６、ＧＳＥ５２０８８两个符合入选标
准的芯片系列，对其 Ｍａｔｒｉｘ文件所提供的患者相关
信息进行分析，共纳入３９０例患者，ＧＳＥ３９３６６共保
留了１３８例样本。基本信息见表１。检索并获得来
源于ＴＣＧＡ的正常组织４４例，癌组织３１８例。患者
基本信息见表２。
２．２　信号通路富集分析和基因本体分析

通过ＤＡＶＩＤ６．８生物信息资源数据库对差异
基因（表１）以及特异基因（表２）在ＫＥＧＧ数据库中
富集的信号通路进行分析，通路富集与基因本体分

析的结果详见图１、２。细胞成分分析主要富集在细
胞外区域，分子变化功能显示与生长因子活性相关。

２．３　共同差异基因筛选
５５６个差异基因，从数据集ＧＳＥ５２０８８中筛选出

３０５个差异基因，ＧＳＥ３９３６６中筛选出２５１个差异基
因。进一步从中筛选出４２个差异基因，数据集的重
叠部分包含４２个基因（图３Ａ），其中１７个下调的基
因和２５个上调基因。
２．４　蛋白相互作用网络分析

使用 ＳＴＲＩＮＧ１１．０对差异表达基因构建了蛋

白互作用网络图（图３Ｂ），从中共获得１７个关键基
因。其中上调基因１２个，下调基因５个。
２．５　Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３．８．０软件筛选特异基因

通过 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ软件进行关键基因可视化分析
（图３Ｃ，Ｐ＜０．０１），从关键基因中筛选特异基因，共有
４个基因被鉴定为度≥４的特异基因。该可视化分析
图具有２９个节点和２０个边缘，可反映与节点相关联
的边的条数关联度（平均节点度：１．３８，平均聚类系
数：０．３８３；Ｐ＜０．０１）各基因状态如表３所示。
２．６　数据库验证特异基因在头颈鳞癌样本中的表达

通过ＵＣＳＣ癌症浏览器构建特异基因的分层聚
类，层次聚类显示它们在头颈部鳞癌样本与非癌样

品中的表达差异（图４、５）。根据 ｃＢｉｏＰｏｒｔａｌ的整体
生存数据绘制 ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ曲线。结果显示 ＩＬ６、
ＭＭＰ１、ＣＤ４４、ＣＸＣＬ１高表达组患者的总体生存率
（ｏｖｅｒａｌｌｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅ，ＯＳ）、无病生存率（ｄｉｓｅａｓｅｆｒｅｅ
ｓｕｒｖｉｖａｌ，ＤＦＳ）较低（图６）。其中，ＩＬ６、ＣＤ４４高表达
组患者的ＯＳ、ＤＦＳ与低表达组患者比较，差异具有
统计学意义（Ｐ＜０．０１）；ＭＭＰ１以及 ＣＸＣＬ１高表达
组患者的ＯＳ、ＤＦＳ与低表达组患者比较，差异无统

表１　患者基本信息（ＧＳＥ３９３６６）　（例）

患者信息
样本数（ｎ＝１３８）

ＨＰＶ（＋）（ｎ＝４３） ＨＰＶ（－）（ｎ＝９５）
年龄

　≥６０ ４ ４０
　＜６０ １０ ４２
　未知 ２９ １３
性别

　男 １１ ５８
　女 ３ ２４
　缺失 ２９ １３
部位

　口咽 ４ ９
　喉 ３ １４
　口腔 １ ４０
　下咽 １０ １４
　其他 １ ５
　未知 ２４ １３
临床分期

　Ⅰ ３ ５
　Ⅱ ６ ８
　Ⅲ １ １３
　Ⅳ １３ ５２
　未知 ２０ １７
淋巴结转移

　是 １３ ５２
　否 ２０ ３１
　未知 １０ １２
　　注：ＨＰＶ（人乳头状瘤病毒）。

表２　患者基本信息（ＴＣＧＡ头颈鳞癌）　（例）

患者信息
样本数（ｎ＝３６２）

癌组织（ｎ＝３１８） 正常组织（ｎ＝４４）
年龄（岁）

　≥６０ １７４ １６
　＜６０ １４４ ２８
性别

　男 ２３１ ３０
　女 ８７ １４
部位

　口咽 ６ １０
　喉 ７０ ８
　口腔 ４７ ６
　下咽 ８ ９
　舌 ９４ ２
　扁桃体 ２７ ６
　唇 ４２ １
　其他 ２４ ２
临床分期

　Ⅰ ２０ －
　Ⅱ ５１ －
　Ⅲ ５２ －
　Ⅳ １６３ －
　未知 ３２ －
淋巴结转移

　是 １４９ －
　否 １２１ －
　未知 ４８ －
　　注：ＴＣＧＡ（癌症基因组图谱）。
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图３　使用ＳＴＲＩＮＧ１１．０对差异表达基因构建了蛋白互作用网络图　Ａ：ＧＳＥ５２０８８、ＧＳＥ３９３６６数据集的共同差异基因４２个；
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表３　筛选出的特异基因度值

基因名 调控状态 度值 入度值 节点的度值 出度值

ＩＬ６ 上调 ７ ４ ３ ３
ＭＭＰ１ 上调 ４ ４ ３ ０
ＣＤ４４ 上调 ４ １ ３ ３
ＣＸＣＬ１ 上调 ４ １ ３ ３

　　注：ＩＬ６（白介素－６）、ＣＤ４４（一种细胞表面标记物）、ＭＭＰ１（基

质金属蛋白酶１）、ＣＸＣＬ１（ＣＸＣ趋化因子配体基序１）。下同。

计学意义（Ｐ＞０．０１）。

３　讨论

近年来ＨＰＶ相关的头颈鳞癌的发病率升高，且
呈年轻化趋势［５］，既往研究表明感染 ＨＰＶ是 ＨＰＶ

（＋）头颈鳞癌致病的独立危险因素［６］，然而 ＨＰＶ
（＋）头颈鳞癌的致癌及调控机制目前尚未完全明
确。有学者认为［７］Ｅ６、Ｅ７蛋白在 ＨＰＶ增殖过程中
起关键作用。Ｅ６能与细胞内相关蛋白形成复合物，
特异性结合Ｐ５３使其降解，引起细胞无限增值。Ｅ７
蛋白可结合视网膜母细胞瘤蛋白（Ｒｂ），导致细胞周
期失控，因此检测 ＨＰＶＤＮＡ是诊断 ＨＰＶ相关头颈
鳞癌的重要途径。现有多种方法可用来诊断 ＨＰＶ
（＋）头颈鳞癌，包括聚合酶链反应检测 ＨＰＶＤＮＡ
或ＲＮＡ，原位杂交检测 ＨＰＶＤＮＡ，免疫组化法检测
ＨＰＶ的癌基因 Ｅ６／Ｅ７或 Ｐ１６蛋白等，ＨＰＶ检测方
法多种多样，目前尚无统一、公认的方法。Ｈａｓｈｍｉ
Ａｔｉｆ等研究表明［８］Ｐ１６可作为ＨＰＶ相关头颈鳞癌诊
断以及预后标记物。但Ｐ１６蛋白的检测大多采用免
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图６　头颈部鳞癌患者（ｎ＝３１８）中特异基因ＩＬ６（Ａ）、ＣＤ４４（Ｂ）、ＭＭＰ１（Ｃ）、ＣＸＣＬ１（Ｄ）对应的生存（ＯＳ、ＤＦＳ）曲线

疫组化法，所需样本量大，其灵敏度根据染色方法的

选择而异，仅能进行半定量分析。李雅冬等［９］采用

基因芯片技术检测头颈部鳞癌中的 ＨＰＶＤＮＡ序
列，进而定性定量分析基因序列及表达谱，筛选基因

标记进而诊断头颈鳞癌。然而国内对于 ＨＰＶ（＋）
头颈鳞癌基因标记物报道较少，ＨＰＶ（＋）头颈鳞癌
基因靶向药物未见报道，因此本研究筛选出 ＨＰＶ
（＋）头颈鳞癌特异基因具有重要的临床以及社会
价值。

既往研究已有利用生物信息学方法筛选 ＨＰＶ
相关头颈鳞癌关键基因［１０］，张轶雯等［１１］学者通过

生物信息学方法筛选出 ＨＰＶ（＋）口咽癌特征基因
以及这些基因参与的Ｗｎｔ、ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路，但并
未阐述ＨＰＶ相关头颈鳞癌特征基因的研究方法，本
研究通过筛选 ＨＰＶ（＋）头颈鳞癌特征基因以及这
些基因参与的生物学过程和关键通路并筛选出

ＨＰＶ（＋）头颈鳞癌的特异性基因 ＩＬ６、ＣＸＣＬ１、
ＭＭＰ１、ＣＤ４４。这些基因主要位于核周区域，主要参
与细胞周期调控、ＮＯＤ样受体信号通路、ＴＮＦ信号
通路。已有研究表明 ＮＯＤ介导的信号通路可促进
头颈鳞癌的发展［１２］，肿瘤坏死因子（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓ
ｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦ）通路可诱导头颈鳞癌细胞凋亡和细胞
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存活［１３］，本研究中基因本体分析表明ＩＬ６主要参与
细胞增殖的调节［１４］（Ｇ１／Ｓ期、Ｇ２／Ｍ有丝分裂周
期），ＣＤ４４主要参与基因表达的调控［１５］，ＭＭＰ１主
要参与蛋白磷酸化的负调控［１６］，提示这些基因可能

参与调控ＨＰＶ（＋）头颈鳞癌的发生发展过程。而
特异基因富集于ＴＮＦ信号通路途径，ＮＯＤ样受体信
号通路等，ＮＯＤ１、ＮＯＤ２通过激活核转录因子κＢ
（ｎｕｃｌｅａｒｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒκＢ，ＮＦκＢ）信号通路诱
导细胞产生促炎性因子和细胞因子，包括 ＩＬ６、ＩＬ
８、ＣＸＣＬ１、ＣＸＣＬ２等，ＴＮＦα可通过激活 ＮＦκＢ诱
导ＭＭＰｓ基因的表达，调控细胞凋亡过程，因此，
ＮＯＤ样受体信号通路、ＴＮＦ信号通路作为此次研究
的关键通路，可能与特异基因ＩＬ６、ＣＸＣＬ１共同调控
ＨＰＶ相关头颈鳞癌发生发展以及肿瘤侵袭过程。

Ｋｕｍａｒ等［１７］研究表明头颈鳞癌中 ＩＬ６的调节
与ＨＰＶ感染有关，但未阐明ＩＬ６在ＨＰＶ（＋）头颈
鳞癌发展及侵袭中的作用。Ｊｉａｎ等［１８］研究发现头

颈鳞癌中ＩＬ６高表达者预后不良，然而ＩＬ６与ＨＰＶ
相关的头颈鳞癌机制尚不明确。ＩＬ６于口腔鳞状细
胞癌中的报道较多，ＩＬ６家族成员中的 ＯＳＭ（ｏｎ
ｃｏｓｔａｔｉｎＭ，ＯＳＭ）可促进 ＨＰＶ（＋）口腔鳞状细胞癌
发生发展［１８］，本研究中 ＩＬ６在特异基因里度值与
差异性表达程度均最高，提示ＩＬ６可能对ＨＰＶ（＋）
头颈鳞癌的肿瘤进展起促进作用，然而其在不同亚

组瘤体组织中的作用机制仍未确定。

此外，ＨＰＶ（＋）头颈鳞癌患者对放化疗敏感性
性比ＨＰＶ（－）头颈鳞癌患者高，且本课题组前期研
究已证实ＨＰＶ（＋）头颈细胞株对放化疗敏感性高
于ＨＰＶ（－）细胞株［１９］，但是导致这种敏感性增加

的机制尚不清楚，可能与ＩＬ６产生有关。ＨＰＶ可促
进肿瘤细胞分泌ＩＬ６，从而增加敏感性［２０］。已有证

据表明 ＩＬ６介导的 ＪＡＫ／ＳＴＡＴ３途径可促进细胞
增殖及血管生成，淋巴结转移，可能成为治疗头颈部

鳞癌的潜在有用靶点［２１］，故 ＩＬ６有望成为 ＨＰＶ
（＋）头颈鳞癌的靶点药物。

既往研究表明 ＭＭＰ１与头颈鳞癌的 ＤＦＳ显著
相关［２２］，且高表达组的预后显著差于低表达组。但

ＭＭＰ１与ＨＰＶ（＋）头颈鳞癌致病机制尚不清楚［２３］，

已有研究报道 ＭＭＰｓ作为乳腺癌［２４］等恶性肿瘤靶

向治疗的合适靶点，ＭＭＰ１是 ＭＭＰｓ基因家族成员，
提示ＭＭＰ１可能成为治疗 ＨＰＶ（＋）头颈鳞癌的潜
在药物靶点。同时，本研究结果表明 ＣＤ４４的表达
与头颈鳞癌的 ＤＦＳ呈负相关，但 ＭＭＰ１及 ＣＸＣＬ１
与肿瘤的预后无显著相关性，这种差异可能与患者

年龄、性别、职业暴露因素以及肿瘤的分期、分型、淋

巴结转移程度、肿瘤浸润深度有关［２５］，已有学者揭

示ＣＤ４４可以作为头颈鳞癌潜在分子标记物［２６］，其

在喉癌浸润转移中有重要作用，ＣＤ４４介导的信号通
路可能为抑制 ＨＰＶ（＋）头颈鳞癌细胞中的顺铂耐
药性提供新的药物靶点［２７］。已有文献报道 ＣＸＣＬ１
在口腔鳞癌基质细胞中高表且与口腔鳞癌不良预后

有关［２８］，故有望作为头颈鳞癌诊断预后的标志，但

与头颈鳞癌发生发展相关机制尚不明确［２９］。

综上，本研究筛选的特异基因中，虽然ＩＬ６、ＣＸ
ＣＬ１、ＭＭＰ１、ＣＤ４４在头颈鳞癌中已有报道，但在
ＨＰＶ相关头颈鳞癌中的研究较少，ＩＬ６、ＣＤ４４有望
成为治疗ＨＰＶ（＋）头颈鳞癌的关键靶点，而 ＭＭＰ１
及ＣＸＣＬ１可能作为诊断及预后的标志物。本研究
在ＧＥＯ数据库中筛选了与ＨＰＶ状态相关的两个数
据集，由于芯片系统检测的局限性，ｃＤＮＡ间可能存
在相同或相似序列，可出现交叉杂交影响分析结果，

往往需要Ｎｏｒｔｈｅｎ印迹、ＲＴＰＣＲ等实验在临床样本
中验证。然而，ＩＬ６、ＣＸＣＬ１、ＭＭＰ１、ＣＤ４４与头颈鳞
癌及ＨＰＶ的关系未见明确报道，但可作为潜在的生
物学标志物进一步挖掘研究。
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