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摘要    在应用基因芯片技术研究包括癌症在内的多因素疾病时, 筛选差异表达基

因是最重要的问题之一. 然而, 目前基因芯片研究的样本量较小, 不能完全反映在癌

症中广泛的基因表达改变的特点, 导致基于统计学方法筛选的差异表达基因在不同

的研究中的重复性很低. 本文通过分析 7套癌症数据, 发现每种癌症中都有大范围的

功能模块发生了基因表达的改变, 因此这些模块有很强的疾病识别能力. 其中 7个功

能模块能够有效识别多种癌症的疾病样本, 提示在不同癌症的发生与发展过程中存

在着共同的基因表达改变机制. 因此, 功能模块可以作为疾病的功能性的标记来取

代在基因芯片应用中难以重复发现的单个基因, 用于研究癌症的核心机制和建立更

稳定的诊断分类器. 
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在基因芯片数据的后续分析中, 筛选在疾病中差

异表达的基因是一项非常重要的任务[1~3]. 但是, 对同

一种癌症, 不同研究发现的差异表达基因往往高度不

一致[4,5]. 已经证明, 即使基因芯片检测的技术性误差

很小, 采用的统计学方法如SAM[2]等也很准确, 从研

究同一种癌症的不同实验中发现的差异表达基因仍然

很可能会高度不一致[6]. 在此情况下, 仅仅根据统计

学的控制, 如用错误发现率(false discovery rate, FDR)
来挑选差异表达基因具有很大的不确定性[7~9]. 近期

研究显示[10], 相对于差异表达基因选择的不确定性, 
显著富集差异表达基因的功能模块具有稳定性[11,12].  

本文使用另一种方法来寻找对不同癌症疾病样

本有分类能力的基因功能模块. 结果表明, 许多功能

模块对来自不同组织中的 5 种癌症, 都有较强的分类

能力, 提示这些功能模块中的基因表达发生了广泛

的改变 [13,14]及各种癌症的发生都涉及多个细胞过程 

的扰动. 特别地, 这 5 种癌症共享的基因功能模块覆

盖的功能很广泛, 提示它们有共同的发生机制. 显然, 
理解这些共同的机制对癌症的诊断有重要的意义 . 
例如, 可以选择一些功能模块作为特征构建稳定的

分类器来诊断癌症[15]. 

1  材料与方法 

1.1  数据集 
本文中分析的基因表达谱数据均来源于Gene 

Expression Omnibus(GEO)数据库[16](表 1). 
 对原始数据集的预处理如下: 对于cDNA数据, 
将各基因的原始表达值经过Log2 转化后, 再进行标

准化处理, 使各基因在样本中表达值的均值为 0, 标
准差为 1[24]. 对于缺失数据, 首先删除数据缺失率高

于 20%的克隆, 再对其他缺失的数据用k-近邻(k=15)
方法填补 [17]. 对于Affymetrix基因芯片数据, 用RMA 
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(Robust Multi-array Analysis)方法进行预处理. 使用

SOURCE数据库(2008年 7月)[25]将克隆编号注释为基

因编号. 

1.2  KNN 分类器评价癌症的功能表达改变 

基于Gene Ontology(GO)[26]中生物学过程(Biolo- 
gical Process)各节点中基因的表达值, 我们分别建立

KNN 分类器[27]来对样本分类. 对于每个节点, 两个

样本的距离用注释到该节点的基因的表达值的欧式

距离来衡量. 对于每个样本, 用与它最邻近的 3 个样

本中标签的多数作为其标签. 采用留一交叉检验法[28]

评价KNN分类器的分类准确率. 当分类器的准确率

达到给定阈值(如 90%)时, 对应的GO节点就作为一

个功能模块, 其中的基因可以用来刻画癌症的特征.  
然而, GO节点是以层次结构组织的, 存在很大

的冗余性. 虽然已经设计了很多的算法来降低其冗

余性, 如把注释到狭义GO节点中的基因从广义节点

中删除[29]或基于邻近GO节点的打分给基因加权[30], 
但是这些方法都依赖于特定的假设, 而这些假设的

合理性还需要进一步的评估. 根据本研究的目的, 我
们采用一个简单的方法来去冗余: 如果一个广义节

点的任一狭义节点达到准确率阈值, 就删除这个广

义节点. 如此挑选出来的特定节点足以支持我们的结

论: 各种癌症的发生都涉及广泛的细胞过程的扰动.  

1.3  富集上调(或下调)基因的模块 

为了检验一个功能模块在癌症中是否显著地上

调(或下调), 我们首先寻找每一模块中上调(或下调)
的基因. 如果一个基因在癌症样本中的表达均值大

于(或小于)正常样本中的均值, 就认为此基因在癌样

本中上调(或下调). 然后, 我们采用超几何分布来检 
 

表 1  研究使用的 7 套癌症数据 
数据 样本量(原位癌/正常) 基因数 

肺癌[17] 18  (13/5) 9476 

肺癌[18] 38  (21/17) 8751 

结肠癌[19] 23  (15/8) 19772 

结肠癌[20] 64  (32/32) 19772 

前列腺癌[21] 103  (62/41) 12953 

胃癌[22] 132  (103/29) 14123 

肝癌[23] 156  (82/74) 9350 

测这些上调(或下调)的基因是否显著富集在模块中

(这里用 P值来衡量).  
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其中 x是模块中上调(或下调)基因的个数, N是在模块

中所有有注释的基因的个数, K是所有的上调(或下调)
的基因的个数, M是数据集中在 GO 中有注释的基因

的个数.  

2  结果 

2.1  具有较强疾病识别能力的功能模块 

用 KNN 分类器对前列腺癌、肝癌、肺癌、胃癌

和结肠癌数据进行分类, 控制分类准确率的阈值为

90%, 分别得到 26, 60, 138, 182 和 334 个功能模块. 
结果表明, 具有较高疾病识别能力的功能模块覆盖

了广泛的在癌症中被扰乱的细胞过程. 更重要的是, 
在分类准确率的阈值为 85%时, 有 7 个功能模块为 5
种癌症所共有(表 2), 表明这些癌症可能有共同的发

生机制.  

2.2  不同癌症共享的 7 个功能模块 

Hanahan和Weinberg[31]认为所有的癌症都可能共

同涉及 6 个基本的功能特征(Hallmarks)的扰动, 而我

们找到的功能模块和这些特征也是高度相关的.  
(1) 通常认为, 正调控 IκB 激酶/NFκB 级联(posi- 

tive regulation of I-kappaB kinase/NF-kappaB cascade) 
功能模块是癌前生长信号的一部分(癌症第一个功能

特征). 在这个模块中, 致癌基因NF-κB p65 曾被发现

在胃癌组织中激活[32]. 而NF-κB基因抑制剂也已经被

成功地运用到抗癌治疗中[33]. 这个基因在在本研究

中的除了前列腺癌外的 6 套数据中被检测到, 我们发

现它在肝癌的癌样本中下调, 在其他 5 套数据的癌样

本中都上调. 
(2) RNA 聚合酶Ⅱ启动子转录起始(transcriptionini- 

tiation from RNA polymeraseⅡpromoter)功能模块在癌

细胞增殖中有重要的作用. 在这个模块中, 转录因子

E2F 基因的功能改变会导致抗生长因子的敏感性降

低(癌症的第二个功能特征). 同时发现在这个模块中 
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的转录因子, 如 E2F2, E2F3 和其他的转录起始因子

在 7 套数据所有的癌症样本中都显著上调.  
(3) 细胞周期阻滞(cell cycle arrest)功能模块是

指细胞周期在某一阶段被阻滞的一个过程. 例如, 细
胞在分裂的G1 期, DNA遭到破坏而无法进入G2 期[34]. 
这种改变可以使癌细胞避免凋亡(癌症的第 3 个功能

特征). 在这个功能模块中, TP53 基因在除前列腺癌

样本外的 6 套数据的癌样本中均上调.  
(4) 水转运(water transport)功能模块同样与癌症

有关. 作为血管再生(癌症的第 5 个功能特征)的起始

步骤 ,  细胞的迁移是由水通道的渗透性决定 [ 3 5 ] . 
Saadoun等人 [36]的研究表明, 水通道蛋白aquaporin- 
1(AQ P-1)的缺失可能会降低内皮细胞的迁移. 发现

AQP-1基因在 7 套数据的癌样本中都下调, 而水转运

的功能模块在除结肠癌的两套数据外的其他 5 套数

据的癌样本中都显著下调.  
( 5 )  其他 3 个功能模块 ,  即上皮 -间质转化

(epithelial to mesenchymal transition)、骨质矿化正调

控(regulation of bone mineralization)和同嗜性细胞黏

附(homophilic cell adhesion), 都和组织入侵和转移有

关(癌症的第 6 个功能特征). 在上皮-间质转化(EMT)
过程中, 上皮细胞变得独立于邻近细胞以便能自由

移动. 这样起源于上皮细胞的肿瘤运动能力就会增 
强, 通过细胞间黏附作用的协助从而可能入侵淋巴

或血管[37]. 同嗜性细胞黏附功能模块在肿瘤中会使

其他细胞围绕在它周围. 众所周知的E-cadherin蛋白

就是一个细胞间黏附受体, 它在许多癌症中作为入

侵和转移的抑制子而在肿瘤的发展过程中起重要的

作用[38]. 本研究发现, E-cadherin基因在前列腺癌和

肺癌的癌样本中上调, 而在肝癌、胃癌和结肠癌的癌

样本中下调. 骨质矿化功能模块在癌细胞转移过程

中也起着重要的作用[39]. 在此模块中, 骨质形成素蛋

白 2(BMP2)可能诱使神经管细胞瘤的细胞凋亡 [40], 
它在 7 套数据的癌样本中都下调.  

值得注意的是, 这 7 个功能模块涉及到 6 个癌症

功能特征中的 5 个, 提示这些模块的扰动可能是在肿

瘤形成过程中共有的特征. 癌症的第 4 个功能特征

(无限增生)表现为端粒酶的维持, 而采用本实验方法

并没有找出端粒酶维持功能模块. 这可能是因为目

前只有 20 个基因被注释到这个模块. 但是对于肺癌、

结肠癌、胃癌来说, 此模块的分类准确率在 90%以上.  

3  讨论 
通过对 5 种癌症的 7 套数据的分析发现, 大范围

的功能模块在癌症中都被扰动并且具有较强的疾病

分类能力. 值得注意的是, 为了评估一个 GO 节点中

基因表达和疾病的关系, 实验中没有选择少量的差

异表达基因而是用注释到 GO 节点中的所有基因来

构建分类器. 这样构建的分类器虽然可能在一个数

据集中达不到最好的分类效果, 但是不会受到差异

表达基因筛选的不确定性的影响. 分类的准确性和

稳定性可以靠比较基于不同的假设的算法加以改进. 
 
表 2  分类准确率在 85%以上时, 7 套数据共有的 7 个功能模块a)

GO 节点 前列腺癌 肝癌 胃癌 肺癌[17] 肺癌[18] 结肠癌[19]
 

结肠癌[20] 

 
正调控 IκB  

激酶/NFκB 级联 
0.88 

(7.11×10−3)d13

0.93 
(1.29×10−1)d

0.98 
(7.35×10−1)d

0.94 
(1.63×10−2)d

0.87 
(2.21×10−2)d

1.00 
(6.05×10−2)u

1.00 
(4.04×10−2)d

        

RNA 聚合酶Ⅱ 
启动子转录起始 

0.91 
(2.10×10−3)u

0.86 
(3.49×10−4)u

0.94 
(5.46×10−7)u

0.89 
(4.69×10−3)u

0.97 
(2.22×10−5)u

0.97 
(7.29×10−5)u

0.91 
(1.59×10−11)u

        

细胞周期 
阻滞 

0.85 
(8.44×10−1)u

0.91 
(3.84×10−1)u

0.99 
(3.12×10−3)u

0.94 
(4.79×10−1)u

1.00 
(3.84×10−1)u

0.98 
(9.63×10−1)u

0.91 
(2.43×10−1)u

        

水转运 0.88 
(1.36×10−3)d

0.90 
(8.05×10−4)d

0.89 
(3.07×10−2)d

0.94 
(7.40×10−4)d

1.00 
(6.21×10−3)d

1.00 
(6.77×10−2)d

0.87 
(8.09×10−2)d

        

上皮-间质 
转化 

0.85 
(5.83×10−2)d

0.87 
(7.31×10−2)d

0.88 
(8.47×10−1)d

0.94 
(4.61×10−1)d

1.00 
(1.39×10−1)d

1.00 
(9.02×10−1)d

0.96 
(8.35×10−1)d

        

同嗜性 
细胞黏附 

0.90 
(1.11×10−1)d

0.85 
(8.21×10−1)d

0.95 
(2.00×10−1)d

0.94 
(8.94×10−1)d

0.97 
(9.86×10−1)d

0.98 
(1.02×10−1)d

1.00 
(8.288×10−7)d

        

骨质矿化 0.86 
(2.54×10−2)d

0.92 
(8.37×10−3)d

0.87 
(1.31×10−1)d

1.00 
(4.64×10−1)d

0.95 
(6.22×10−2)d

0.98 
(1.17×10−1)d

0.87 
(1.378×10−1)d
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正调控 

a) u, d 分别代表模块富集上调和下调基因的 P值 

特别地, 通过整合基因表达谱数据和其他数据, 也可

以提高癌症诊断的准确性. 例如, 把基因表达谱和蛋

白质相互作用数据结合, Chuang等人[41]发现, 由一些

基因形成的表达模式一致的蛋白质互相作用子网络

对于鉴别癌症转移很有效. 类似地, Taylor等人[42]的

研究显示, 人类蛋白质互作组的全局模块化改变可

以用来评估癌症的预后结果. 因此, 通过整合不同的

数据来提高算法来提高分类的正确率和稳定性值得

在以后的工作中深入研究.  
研究结果提示, 有些生物学通路的表达改变可

能是某种癌症特异的特征, 例如, 与囊泡相关的模块

在对前列腺癌样本的分类准确率很高, 而与病毒基

因组复制和病毒转移相关的模块在对肝癌样本分类

时能达到很高的准确率. 然而, 一个模块对不同癌症

的分类的不同准确率能否揭示一些癌症特异 
的信息需要进一步研究. 近期工作中[6,43]发现, 在癌

样本中存在广泛改变的基因表达, 当考虑基因表达

的相关性时, 在不同癌症中差异表达的基因具有很

高的一致性, 提示在不同的癌症中基因表达被扰动

的模式存在相似性. 由于基因表达存在相关, 很难在

小样本的基因芯片实验数据中找到癌症特异的表达

改变, 因此在本研究中主要研究不同癌症共享的功

能模块上.  
同时需要指出, 找出的功能模块如细胞周期、信

号传导、生长调控等与Segal等人[44]用基因富集分析

方法找出的模块相似. 但本实验发现的模块不依赖

于那些很难重复发现的单个差异表达基因, 因此这

些模块可以作为功能特征来建立稳定的癌症分类器. 
另一方面, 传统的寻找生物学上重要的单个基因仍

然值得研究. 例如, 在未来的工作中, 将集中研究那

些富集表达高度改变基因的功能模块[45], 寻找在肿

瘤发生过程中起关键作用的单个基因. 
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