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　　［摘要］　背景与目的：基因芯片技术是利用杂交测序方法，可大规模高通量地检测不同组织、细胞中的

基因表达水平的技术。该研究采用基因芯片技术筛选前列腺癌及前列腺炎症穿刺组织中差异表达的基因并对

其进行生物学信息分析。方法：采用美国Affymetrix Human U133 plus 2.0基因表达谱芯片，按一步法分别抽提

恶性程度较高的前列腺癌及前列腺炎症组织的总RNA，并分离纯化这两种组织的mRNA。经逆转录合成掺入

生物素标记的cDNA合成探针，与芯片杂交和严格洗片后，用荧光扫描仪扫描芯片荧光信号图像。用生物信息

学方法分析前列腺癌及前列腺炎症组织中差异表达基因。结果：按照表达差异倍数大于等于2，P<0.05的筛选

条件，筛选出差异基因1 819条，其中上调表达基因1 025条和下调表达基因794条。采用GO富集分析发现这些

差异基因主要涉及细胞周期、分子代谢等分子功能以及生物学过程；KEGG信号通路分析发现，这些差异基因

主要涉及嘌呤核苷酸代谢等代谢通路。STING在线工具分析对差异基因编码的蛋白质间的相互作用进行分析，

结果发现这些基因编码的蛋白间的相互作用主要集中在TPX2、ANLN、NUSAP1、MELK、DLGAP5、KIF11、

TOP2A及RRM2等20个关键节点基因。最后对重要节点基因进行文献挖掘，发现CEP55和ANLN基因可能与前列

腺癌的发生和转移有关。结论：在前列腺癌的发生、发展中，促使细胞进入增殖周期的相关基因的活化、代谢

相关酶类基因活性的异常、细胞黏附功能相关基因的抑制以及细胞移行相关基因的激活等因素发挥了重要的作

用。系统的分析这些基因发现，CEP55和ANLN基因与前列腺癌的发生和预后关系密切，为下一步研究实验提

供有价值的线索。进一步研究相关差异基因将有望发现新的早期诊断指标，为建立个体化治疗方案和预后评估

系统提供帮助。
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and cell types. This study aimed to compare and bioinformatically analyze differentially expressed genes between 
higher malignant degree of prostate cancer tissues and prostate inflammation tissues. Methods: The total RNAs were 
isolated from tissues of prostate cancer and prostate inflammation by TRIzol method and then purified, reversely tran-
scribed to cDNA with incorporating biotin labeling probe, hybridized with Affymetrix Human U133 Plus 2.0 (covering  
47 000 transcripts，representing 38 500 distinct genes). Picture signals of fluorescence in gene array were scanned and 
differential expression of gene in two tissues were compared by Command Console Software 4.0. These differential 
expressed genes were analyzed by bioinformatics methods finally. Results: According to the fold change ≥2, P<0.05, 
1 819 differential expression genes including 1 025 up-regulated genes and 794 down-regulated genes were discovered. 
GO enrichment analysis displayed that these differentially expressed genes were mainly involved in cell cycle, cell 
metabolism, etc. KEGG pathway analysis found that these genes were mainly involved in some metabolism pathways 
including purine nucleotide metabolism. The interactions between the proteins encoded by these genes were analyzed by 
STING. Twenty key nodes genes including TPX2, ANLN, NUSAP1, MELK, DLGAP5, KIF11, TOP2A, RRM2 were dis-
covered. Then this study revealed CEP55 and ANLN might be related to the occurrence and metastasis of prostate cancer 
by looking through literature. Conclusion: During the development of prostate cancer, the activation of genes related to 
cell cycle and cell migration, the abnormalities of genes related to metabolism and the inhibition of genes related to cell 
adhesion play  critical roles in the development of prostate cancer. CEP55 and ANLN were related to the occurrence and 
prognosis of prostate cancer by systematic analysis which provided a valuable clue for the next experiment.
  　［Key words］ Prostate cancer；Gene chip；Differential genes；Bioinformatics

　　前列腺癌在许多欧美国家是男性最常见的

恶性肿瘤之一，其死亡率仅次于肺癌，居男性

肿瘤的第二位［1］。虽然我国前列腺癌的发病率

较低，但随着我国人口老龄化、饮食结构调整

及诊断技术的提高，该发病率逐年增高，跃居

男性泌尿生殖系统恶性肿瘤的第3位。基因芯

片技术是将大量的靶基因全长或片段有序而高

密度地固定排列在玻片、硅片或尼龙膜固相支

持物上的一项技术，具有高通量、多参数、平

行化等优点，在功能基因组学研究中正发挥越

来越重要的作用。自问世以来基因芯片技术已

广泛用于人类多种肿瘤基因表达谱等方面的研

究，为肿瘤相关基因的研究提供了一种全新的

方法。目前，利用基因芯片进行前列腺癌的研

究主要集中在三个方面，包括通过分析前列腺

癌以及正常前列腺组织进行前列腺癌发生、发

展相关的基因研究［2］，通过分析原发性前列腺

癌组织和转移性前列腺癌组织进行前列腺癌侵

袭和转移相关的基因研究［3］以及通过分析治

疗后复发和未复发的前列腺癌患者组织标本进

行前列腺癌预后和复发倾向预测的研究［4］。虽

然，利用基因芯片筛选前列腺癌差异基因的报

道较多，但对前列腺癌与前列腺炎症组织差异

表达基因分析的报道甚少。因此，有必要对相

关的差异表达基因进行筛选分析。本实验应用

基因芯片技术检测了恶性程度较高的前列腺癌

和前列腺炎症穿刺组织中基因表达的不同，初

步筛选出相关的基因，为进一步深入研究其在

前列腺癌的发生、发展中的作用以及找到更客

观的临床诊断指标提供新的线索。

1　材料和方法

1.1　材料

1.1.1　基因芯片

　　所用基因芯片为美国Affymetrix公司的U133 
plus 2.0基因表达谱芯片，由上海伯豪生物技

术有限公司提供。该芯片包含了人类基因组

47 000个转录本，涵盖了38 500个明确的人类

基因。其芯片数据库来源于GenBank、dbEST
和RefSeq。序列簇信息由UniGene(2003年1月

25日)数据库建立，并经由华盛顿大学、加州大

学圣克鲁斯分校和美国国立生物技术信息中心

(National Center for Biotechnology Information，

NCBI)的公共数据库共同整合而成。

1.1.2　前列腺癌组织标本

　　按照我国医学伦理委员会制度与操作规程

进行临床标本的资料和收集。4例前列腺癌组织
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及4例前列腺炎症组织穿刺标本来自于上海市

复旦大学附属中山医院泌尿外科，均按照2014
年《中国前列腺癌诊断治疗指南》经组织病理

学检查确诊。患者年龄57～73岁，平均65岁。

将标本收集后迅速置于-80 ℃冰箱冷冻保存 

待检。

1.2　方法

1.2.1　前列腺组织RNA的提取和纯化 

　　前列腺炎症组织和前列腺癌组织总RNA
的提取采用TRIzol一步法抽提，用超微量分光

光度计NanoDrop ND-2000在260 nm和280 nm
处分别测定吸光度值(D)，抽提所得总RNA经

Agilent Bioanalyzer 2100(购自美国Agilent科技

有限公司)电泳质检合格后使用RNeasy迷你试

剂盒(型号：74004，购自德国QIAGEN公司)和
RNase-Free DNase Set(型号：79254，购自德国

QIAGEN公司)纯化总RNA。

1.2.2　样品RNA的放大和标记

　　实验样品RNA采用Affymetrix表达谱芯片配

套试剂盒GeneChip 3’ IVT PLUS反转试剂盒(型
号：902416，购自美国Affymetrix公司)对样品

总RNA中的mRNA进行放大、标记和纯化，获

得带有生物素标记的cRNA。

1.2.3　芯片杂交 

　　按照Affymetrix表达谱芯片配套提供的杂交

标准流程和配套试剂盒GeneChip® 杂交清洗染

色试剂盒(型号：900720，购自美国Affymetrix
公司)说明书进行操作。在滚动杂交炉中在45 ℃
的条件下滚动杂交16 h，杂交完成后把杂交好的

芯片进行洗脱、染色。

1.2.4　芯片扫描和检测分析 

　　芯片杂交结果采用GeneChip® 3000扫描仪

(型号：00-00212，购自美国Affymetrix公司)进
行扫描，用Command Console 4.0软件(购自美国

Affymetrix公司)读取原始数据，质控合格的数

据采用R软件中Affy包进行归一化处理，所用的

算法为MAS 5.0。

1.2.5　芯片数据生物信息学分析

　　采用GO富集分析、KEGG通路、STING在

线分析工具等生物信息学方法分析前列腺癌及

前列腺炎症组织中差异表达基因，并通过对重

要节点基因文献挖掘的方法，找到与前列腺癌

的发生、发展相关的基因。

2　结　　果

2.1　芯片检测质量判断

2.1.1　RNA质检结果

　 　 所 抽 提 的 总 R N A 经 超 微 量 分 光 光 度 计

NanoDrop检测A260 nm和A280 nm值，算得A260 nm/ 
A280 nm均大于1.8，表明所提取总RNA纯度较高；

经Agilent Bioanalyzer 2100定量电泳仪检测，

RIN(RNA完整系数)大于7.0且28s/18s大于0.7 
(图1)。符合电泳质控标准，表明总RNA质量完

好，可以进行芯片实验(表1)。

图 1　8例样本的电泳图

Fig. 1    Electrophoresis map of 8 samples

2.1.2　基因表达谱芯片荧光信号扫描结果

　　采用GeneChip® Scanner 3000基因芯片扫描

系统对8个样本芯片进行扫描，其荧光信号扫描

图显示：芯片信号整体分布均匀，阳性质控探

针信号清晰，阴性质控探针无明显信号存在，

可以进行后续数据分析。

2.2　基因芯片检测结果的分布情况

2.2.1　芯片数据的散点图分析

　　芯片的原始数据经过标准化处理，转化为

log2的值后，在一个二维坐标系中绘制散点图。

分布在对角线两侧平行线上的点是表达水平无

明显差异的基因，分布在对角线之外的点为表

达有差异的基因，且距离对角线越远表示表达

差异倍数越大，分布在对角线两侧平行线之外
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的点为差异表达倍数大于2倍的基因。如图2所

示，表达谱芯片的散点图中的点分布大部分集

中在对角线两侧平行线之外，说明存在许多表

达显著改变的基因。

图 2　R软件归一化处理样本原始数据的散点图

Fig. 2    The scatter plot of the normalized raw data with 

R software

2.2.1　芯片数据的热图分析

　　热图直观地显示了各个样本中不同基因的

表达水平。黑色代表0，表示基因表达水平没有

变化，红色代表表达水平升高，绿色代表表达

水平降低；颜色的亮度代表基因表达水平升高

或降低的程度。表达相似的基因(探针)和样本聚

类在一起。如图3所示，可以看出炎性组织和前

列腺癌组织间的表达谱明显不同。

图 3　R软件归一化处理样本原始数据的热图

Fig. 3    The heatmap of the normalized raw data with R software

2.3　基因芯片检测的数据结果及生物信息学 

分析

2.3.1　基因表达谱芯片数据结果

　　本研究选择4例确诊的恶性程度较高的前列

腺癌组织标本，以4例前列腺炎症组织作为对

照，按照Fold Change大于等于2，t检验P<0.05
的筛选条件，筛选与前列腺癌有关的基因。结

果发现表达差异基因1 819条中上调的有1 025
条，下调的有794条。以Fold Change大于等于

5、t检验P<0.01为条件进一步筛选基因，结果发

现表达差异基因241条，其中上调的有128条，

下调的有113条，部分上调和下调基因见表2，

其中负号表示与炎症组织比较，在癌组织中该

基因表达下调。

2.3.2　差异表达基因的相互作用网络分析

　　通过STING在线工具对241个前列腺癌差

异基因的蛋白-蛋白相互作用网络进行分析。

结果显示，在整个网络中，TPX2、ANLN、

表 1　总RNA的质量检测结果

Tab. 1    The results of total RNA detection

No. Concentration ρB/(ng·μL-1) Volume V/μL D260 nm/D280 nm RIN 28s/18s

1 100.9 30 1.89 8.9 1.5

2 140.8 30 1.80 8.6 1.4

3 107.4 30 1.81 8.3 1.1

4 89.7 30 1.82 8.5 1.3

5 540.4 30 1.92 8.4 1.3

6 266.8 30 1.88 9.0 1.4

7 246.7 30 1.86 9.1 1.4

8 308.7 30 1.90 8.8 1.4

夏前林，等.　前列腺癌差异表达基因的筛选及相互作用的生物信息学分析
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表 2　部分上调和下调的差异表达基因(癌/炎症组织)

Tab. 2    Parts of up-regulated and down-regulated differentially expressed genes (cancer/inflammation)

Probe ID P value Fold change Gene name Gene annotation

207147_at 0.008 113.88 DLX2 Distal-less homeobox 2

242138_at 0.000 49.67 DLX1 Distal-less homeobox 1

217428_s_at 0.000 38.16 COL10A1 Collagen, type X, alpha 1

215379_x_at 0.007 34.46 IGLV1-44 Immunoglobulin lambda variable 1-44

214669_x_at 0.003 27.81 IGKC Immunoglobulin kappa constant

205713_s_at 0.004 26.87 COMP Cartilage oligomeric matrix protein

225681_at 0.002 25.56 CTHRC1 Collagen triple helix repeat containing 1

202095_s_at 0.004 25.38 BIRC5 baculoviral IAP repeat containing 5

210052_s_at 0.002 23.95 TPX2 TPX2, microtubule-associated

209138_x_at 0.002 22.62 IGLC1 Immunoglobulin lambda constant 1

201890_at 0.000 22.46 RRM2 Ribonucleotide reductase M2

219978_s_at 0.001 20.41 NUSAP1 Nucleolar and spindle associated protein 1

219148_at 0.000 20.08 PBK PDZ binding kinase

218755_at 0.009 19.53 KIF20A Kinesin family member 20A

219773_at 0.008 17.60 NOX4 NADPH oxidase 4

204603_at 0.002 16.77 EXO1 Exonuclease 1

221577_x_at 0.005 16.63 GDF15 Growth differentiation factor 15

1554867_a_at 0.004 16.57 PRR16 Proline rich 16

225655at 0.000 13.38 UHRF1 Ubiquitin-like with PHD and ring finger domains 1

204619_s_at 0.000 13.12 VCAN Versican

33767_at 0.000 -164.53 NEFH Neurofilament, heavy polypeptide

217566_s_at 0.000 -72.31 TGM4 Transglutaminase 4

230577_at 0.001 -63.31 LINC00844 Long intergenic non-protein coding RNA 844

229580_at 0.000 -45.24 CLSTN2 Calsyntenin 2

204734_at 0.002 -39.50 KRT15 Keratin 15

205827_at 0.001 -22.58 CCK Cholecystokinin

230238_at 0.000 -19.40 SOWAHA Sosondowah ankyrin repeat domain family member A

231325_at 0.000 -19.39 UNC5D Unc-5 homolog D

223753_s_at 0.000 -19.00 CFC1 Cripto, FRL-1, cryptic family 1

230595_at 0.005 -18.88 PGM5-AS1 PGM5 antisense RNA 1

243311_at 0.000 -17.66 DEFB132 Defensin, beta 132

214235_at 0.000 -16.07 CYP3A5 Cytochrome P450, family 3, subfamily A, polypeptide 5

219669_at 0.005 -14.58 CD177 CD177 molecule

205979_at 0.000 -14.56 SCGB2A1 Secretoglobin, family 2A, member 1

223497_at 0.002 -14.45 FAM135A Family with sequence similarity 135, member A

230220_at 0.001 -14.41 UNC80 Unc-80 homolog

207935_s_at 0.006 -14.01 KRT13 Keratin 13

214234_s_at 0.000 -13.15 CYP3A5 Cytochrome P450, family 3, subfamily A, polypeptide 5

206799_at 0.001 -12.48 SCGB1D2 Secretoglobin, family 1D, member 2

205083_at 0.000 -11.97 AOX1 Aldehyde oxidase 1

209351_at 0.000 -11.89 KRT14 Keratin 14
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N U S A P 1 、 M E L K 、 D L G A P 5 、 K I F 11 、

TOP2A、CDC6、RRM2、PBK、ASPM、

KIF20A、CCNB1、PBC1、CDK1、BUB1、

CDC20、NCAPG、NUF2、CENPF、CEP55、

CENPA、UBE2C、MUC、EZH2、CCN、

CKAP2和MLF1IP6蛋白与其他大于等于5个蛋白

存在相互作用关系，这些蛋白节点为蛋白互作

网络的中心节点(图4)。

2.3.3　差异表达基因的GO富集及KEGG通路 

分析

　　通过GO富集分析发现，上述差异基因主

要涉及上皮细胞的生长、细胞周期的进程、细

胞移行、纤维母细胞生长因子受体信号通路调

节、细胞骨架蛋白结合小分子代谢过程、细胞

表面受体信号通路、细胞黏附、细胞调节氨基

酸代谢过程等分子功能、细胞组成以及生物学

过程。

　　同时将基因芯片差异表达基因作KEGG通

路分析，发现这些基因显著富集在谷胱甘肽代

谢、p53信号通路、细胞周期、细胞外基质受体

相互作用、蛋白的消化和吸收以及 TGF-β信号

通路上(表3)。

图 4　差异表达基因的蛋白与蛋白相互作用图

Fig. 4    The protein-protein interactions among differentially expressed genes

表 3　差异表达基因KEGG通路路径列表

Tab. 3    The KEGG pathways of differentially expressed genes

ID Description P value Count Enrich factor Gene ID

hsa00480 Glutathione metabolism 0.000 111 3.29 GSTO2/GGT6/GCLC/GPX2/GSTM1/GSTM2/GSTM3/GSTM4/
GSTP1/RRM2/GGCT

hsa04115 p53 signaling pathway 0.000 13 2.93 CDKN2A/CHEK1/SESN3/IGF1/GTSE1/SERPINB5/RPRM/RRM2/
THBS1/CCNB1/CCNB2/CCNE2/CDK1

hsa04110 Cell cycle 0.000 23 2.88
CDKN2A/CDKN2B/CDKN2C/CHEK1/E2F3/E2F5/ORC6/
MAD2L1/MCM4/MCM6/MCM7/MYC/BUB1/BUB1B/TTK/

MAD1L1/CCNB1/CCNB2/CCNE2/PTTG1/ESPL1/CDK1/CDC6

hsa04512 ECM-receptor interaction 0.002 13 2.46 COL1A1/COL1A2/COL4A6/COL9A2/COMP/FN1/HMMR/ITGB4/
LAMA4/LAMB3/SDC1/THBS1/THBS2

hsa04974 Protein digestion and 
absorption 0.002 14 2.42 COL1A1/COL1A2/COL3A1/COL4A6/COL5A2/COL9A2/COL10A1/

COL12A1/COL13A1/COL15A1/DPP4/SLC7A8/KCNN4/ATP1A2
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3　讨　　论

　　前列腺癌的发生是一个复杂的过程，是许

多肿瘤相关基因表达失常或多种肿瘤抑制基因

失活所致，因此在肿瘤组织癌变过程中对相关

基因及基因组的变化研究显得尤为重要［1，5］。

随着人类基因组计划的完成，基因芯片作为后

基因组时代发展起来的一项DNA分析技术，具

有快速、高效、平行化地检测大规模基因表达

的优势，结合基因芯片表达数据的生物信息学

分析，为我们更好地理解前列腺癌发生、发展

的机制提供了有益的线索。本实验中我们采用

了美国Affymetrix公司的U133 plus 2.0寡聚核苷

酸点阵基因表达谱芯片，在前列腺癌组织中筛

选出1 819条差异表达的前列腺癌相关基因，表

明前列腺癌的发生、发展是一个多基因、多途

径相互作用和相互影响的复杂过程。

　　从基因的功能分类来看，这些差异表达的

基因主要涉及上皮细胞的生长、细胞周期的

进程、细胞移行、纤维母细胞生长因子受体信

号通路调节、细胞骨架蛋白结合小分子代谢过

程、细胞表面受体信号通路、细胞黏附、细胞

调节氨基酸代谢过程等分子功能、细胞组成

等生物学过程。通过对这些基因分类有助于

我们从分子水平了解前列腺癌发生的机制，为

寻找新的前列腺癌标志物和探索基因治疗提供

依据。在KEGG通路分析中我们注意到前列腺

癌组织中大量与代谢相关的基因表达，涉及糖

原降解、胆固醇合成、脂肪酸的氧化、3-磷酸

肌醇的生物合成、嘌呤核苷酸的合成、谷胱甘

肽的代谢通路，表明在前列腺癌中脂类代谢、

核酸代谢以及糖代谢都发生了显著改变，也说

明了与前列腺炎症组织相比，前列腺癌细胞获

取能量的范围更广，可以从碳水化合物到脂

肪酸和氨基酸。这与多项研究报道的结果一

致［6-9］。由于前列腺特异抗原(prostate specific 
antigen，PSA)在临床前列腺癌诊断中存在很多

缺陷，因此，通过对代谢分子及相关基因的研

究来找到新的特异度和灵敏度更高的肿瘤标志

物，成为前列腺癌研究的一个新的热点。

　　对这些差异基因进行相互作用网络分析

发现以TPIP13、TPX2、ANLN、NUSAP1、

MELK、DLGAP5、KIF11、TOP2A、CDC6、

RRM2、PBK、ASPM、KIF20A、CCNB1、

PBC1、CDK1、BUB1、CDC20、NCAPG、

NUF2、CENPF、CEP55、CENPA、UBE2C、

MUC、EZH2、CCN、CKAP2、MLF1IP等基因

为中心构成了相互作用的网络，其中TOP2A、

CDC6、CCNB1、CDK1、BUB1、CDC20、

UBE2C、MUC、EZH2和CCN等基因与前列腺

癌的关系已有大量文献报道。我们通过文献挖

掘发现目前CEP55和ANLN基因与前列腺癌的

关系报道较少，且这两个基因可能与前列腺癌

的发生和预后关系密切。CEP55蛋白是新近发

现的典型卷曲螺旋蛋白家族成员之一，定位于

人染色体10q23.33，其转录的cDNA由464个氨

基酸构成，包含9个外显子［10］。其主要功能是

锚定微管聚合相关蛋白，参与纺锤体形成，进

而调控细胞增殖。既往研究显示，CEP55可能

是通过PLKl和TEXl4等信号通路参与肿瘤多种

生物学功能［11-12］。CEP55在前列腺癌中的报道

很少，Shiraishi等［13］研究发现，在根治性前列

腺癌切除术的术后复发患者中，CEP55表达量

显著增高，且术后随访资料显示CEP55水平越

高，患者生存率越低，提示CEP55与前列腺癌

的预后密切相关。本实验中，CEP55表达上调

5.5倍，也提示在前列腺癌中该基因可能存在过

表达现象。但其在前列腺癌发生、发展过程中

的作用以及具体机制还不明确，值得进一步研

究。ANLN是一种肌动蛋白结合蛋白，位于染

色体7p14.2，全长84 kb，编码1 124个氨基酸。

ANLN作为卵裂沟形成的一个关键蛋白，在细

胞有些分裂过程中发挥重要作用。研究发现，

ANLN在多种肿瘤中存在过表达现象［14-16］。

Zhou等［17］研究发现，ANLN在乳腺癌组织中

存在过表达现象，进一步在乳腺癌细胞中敲除

ANLN基因发现，细胞生长受到抑制，并且可通

过显著提高Cdc2的磷酸化水平和降低Cyclin D1
的表达来抑制乳腺癌细胞的转移。同时发现，
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在敲除ANLN基因后大多数乳腺癌细胞处于G2/M
期，这也与ANLN基因参与调节细胞质分裂的功

能一致。ANLN蛋白在前列腺癌中的研究报道

甚少，Tamura等［18］等在激素抵抗性前列腺癌

组织标本的全基因组表达谱中发现ANLN存在

过表达现象，与本实验结果一致。

　　综上所述，前列腺癌的发生、发展涉及到

许多基因的异常表达，而这些异常表达的基因

参与了多种分子生物学过程，深入研究这些基

因将有利于进一步了解前列腺癌的发病机制。

GO和KEGG通路分析结果也说明了前列腺癌的

发生、发展是一个多因素的过程，虽然涉及到

许多基因，但其中相当一部分可能是继发性改

变，所以只有进一步筛选出关键的基因或信号

通路，才有可能为疾病的诊断、治疗提供有效

的指导，为建立个体化治疗方案和预后评估提

供帮助。
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