
 

六价铬致肺上皮细胞恶性转化的关键基因
筛选—基于 GEO 数据库
刘炘， 朱勇， 徐艳琼， 张恒东， 朱宝立， 韩磊

江苏省疾病预防控制中心职业病防治所，江苏省预防医学会，江苏 南京 210028

摘要 ：

[背景] 六价铬 [Cr(VI)] 能够诱导肺上皮细胞恶性转化，但其分子机制仍不十分明确。

[目的] 运用生物信息学分析方法挖掘 Cr(VI) 诱导肺上皮细胞恶性病变的关键基因并探讨其
发生机制。

[方法] 从公共基因表达数据库（GEO）中下载与 Cr(VI) 毒效应相关的高通量基因表达谱数据，

通过对各数据集中差异表达基因取交集获得共表达的差异表达基因；利用 DAVID 6.8 软件对
所选择的差异表达基因进行基因本体（GO）功能富集分析和京都基因与基因组百科全书
（KEGG）信号通路分析；采用 STRING 数据库和 Cytoscape 3.8.2 构建蛋白质相互作用集合并进
行可视化分析；借助 GEPIA2 在线分析工具得到核心基因（Hub 基因）在肺癌中的表达情况。

[结果] 筛选出 GSE24025 和 GSE36684 数据集中差异共表达的差异表达基因共 234 个，其中
上调基因 99 个，下调基因 135 个。GO 及 KEGG 分析结果主要富集在细胞黏附、负调节细胞
增殖及转录失调等条目。基于 STRING 数据库生成蛋白相互作用（PPI）集合，经 Cytoscape 软
件筛选出 4 个得分较高的功能模块和 6 个 Hub 基因，其中 FBLN1 在肺部各亚型肿瘤中的表
达趋势均与表达谱筛选的结果一致。

[结论] Cr(VI) 染毒引起肺上皮细胞多个基因的差异表达，涉及细胞形态、运动、生存及与癌
症相关的表型功能和信号通路受到影响。FBLN1 可能是细胞恶性病变的核心基因。
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Key  genes  in  malignant  transformation  of  lung  epithelial  cells  induced  by  hexavalent
chromium based on GEO database   LIU Xin,  ZHU Yong,  XU Yanqiong,  ZHANG Hengdong,  ZHU
Baoli,  HAN  Lei (Institute  of  Occupational  Disease  Prevention,  Jiangsu  Provincial  Center  for
Disease  Control  and  Prevention,  Jiangsu  Preventive  Medicine  Association,  Nanjing,  Jiangsu
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Abstract:

[Background] Hexavalent  chromium  [Cr(VI)]  can  induce  malignant  transformation  of  lung
epithelial cells, but its molecular mechanism is still unclear.

[Objective] This study aims to explore the key genes of Cr(VI)-induced malignant transformation
of lung epithelial cells and the mechanism of the transformation by bioinformatics analysis.

[Methods] High-throughput  gene  expression  profile  data  related  to  Cr(VI)-induced  toxic  effect
was  downloaded  from  the  Gene  Expression  Omnibus(GEO)  database,  and  the  co-expressed
genes were obtained by the intersection of differentially expressed genes in each dataset. DAVID
6.8 was used to analyze the function enrichment of gene ontology(GO) and Kyoto Encyclopedia
of Genes and Genomes(KEGG) pathways of  the selected differential  expression genes.  STRING,
and  Cytoscape  3.8.2  were  applied  to  construct  and  visualize  the  protein-protein  interaction
network. The expressions of Hub genes in lung tumor were obtained by GEPIA2.

[Results] A  total  of  234  differentially  expressed  genes  were  screened  out  from  the  GSE24025
and GSE36684 datasets, among which 99 genes were up-regulated while 135 genes were down-
regulated.  The  results  of  GO  and  KEGG  analyse  were  mainly  concentrated  in  cell  adhesion,
negative regulation of cell proliferation, and transcription disorders. A rotein-protein interaction
network was generated by STRING database and Cytoscape software.  Four functional  modules
with high scores and 6 Hub genes were finally retrieved. The expression trend of FBLN1 in lung
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cancer subtypes was consistent with the results of transcriptome screening.

[Conclusion] Cr(VI)  exposure  causes  the  differential  expression  of  multiple  genes  in  lung  epithelial  cells,  involving  cell  morphology,
movement, survival fate, phenotype function and signal pathway related to cancer development. FBLN1 may be the critical gene related
to malignant cytopathy.

Keywords: hexavalent chromium; Gene Expression Omnibus; bioinformatics analysis; differentially expressed gene; Hub gene

  

铬及其化合物具有良好的化学特性，在金属表
面处理、颜料及防腐材料、鞣革、有机合成等诸多
方面应用广泛，是国民经济发展不可或缺的重要原
料[1]。全球各类铬盐年产量约 1 600 万 t，数以百万计
的工人有职业性铬化合物接触史。铬工业生产中主要
产生六价铬 [Cr(VI)]，是铬主要的毒性形式，其毒作用是
三价铬 [Cr(III)] 的 100 倍，Cr(VI) 也是常见的环境、职
业重金属污染物[2]。

Cr(VI) 常以铬酸盐或重铬酸盐的形式存在，具有
强氧化性，对畜禽有较强的毒性，并能诱导 DNA 突变，

甚至引发肿瘤 [3]。国际癌症研究机构于 1990 年将
Cr(VI) 明确归为 I 类致癌物（Group 1）。在我国已确定
的 11 种职业性肿瘤中就有 Cr(VI) 所致的肺癌。铬
酸盐生产、色素生产、铬铁生产和镀铬等行业的工
人在职业活动中，可通过呼吸道吸入含铬的气溶胶，

引起途经器官的刺激症状，诱发鼻炎、气管 �炎、皮炎，

严重者可造成鼻黏膜溃疡、穿孔等铬鼻病症状，甚至
发生肺癌[4]。流行病学研究表明，暴露于 Cr(VI) 的工人
肺癌发病率比正常人群高出 30~40 倍[5]。 �实验数据揭
示，Cr(VI) 能够通过细胞膜特异性离子 �通道进入胞内，

被逐步还原成五价铬 [Cr(V)]、四价铬 [Cr(IV)] 与 Cr(III)；
长期接触 Cr(VI) 可诱导人肺上皮细胞产生氧化应
激、DNA 损伤等一系列细胞事件，促进其恶性转化，

进而导致肺脏的组织病理学改变 [6– 8]。尽管对于
Cr(VI) 化合物致癌作用的研究起步较早，通过人群
流行病学调查和分子机制探索也取得了一些成果，

但对 Cr(VI) 暴露所致肺部损伤的毒作用机制尚不完
全清楚。

因此，借助公共基因表达数据库（Gene Expression
Omnibus, GEO）收录的大量实验数据，利用生物信息学
工具寻找相关资源并实施深度分析，有助于提炼研究
成果的共性，降低单次实验的偶然性，提高过程效率
和结果准确性，并且可以节约实验成本[9]。本研究以
Cr(VI) 暴露对人肺上皮细胞转录组的影响为切入点，

利用 GEO 数据库寻找 Cr(VI) 染毒模型相关的表达谱，

鉴定差异表达基因并进一步进行功能和通路富集分
析，进而构建相关蛋白网络去挖掘关键靶点，发现

Cr(VI) 作用下基因表达的变化及细胞功能受到的关键
影响，预测与 Cr(VI) 诱导细胞表型改变及临床恶性转
化相关的基因特征及价值，以期在 mRNA 层面发现细
胞恶性转化过程的分子标志物，为早期干预 Cr(VI) 引
起的不良健康效应提供思路。 

1    材料与方法 

1.1    数据集的获取和资料整合
以“chromium OR Cr OR chromate”作为搜索关键

词，以物种“Homo sapiens”为研究对象，从 GEO 数据库
（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo）中查找并选择研究
类型为 “Expression  profiling  by  array ” 或 “Expression
profiling by high throughput sequencing”的数据集，获得
针对人肺上皮细胞系 BEAS-2B 的表达谱数据 GSE24025
和 GSE36684[10–11]。所取得的数据集均来自 GPL 6244
平台（Affymetrix Human Gene 1.0 ST Array），其在原始
实验设计阶段皆为低浓度 Cr(VI) 诱导 BEAS-2B 细胞恶
性转化模型。依据细胞转化实验的结果，选择软琼脂
克隆形成实验中较小集落所关联的样本，作为化学物
刺激早期事件来探讨 Cr(VI) 的致癌机制。经筛选，

GSE24025 包含 3 例 Cr(VI) 处理样本，3 例对照样本；
GSE36684 包含 6 例 Cr(VI) 处理样本，11 例对照样本。
最终合并纳入 9 例 Cr(VI) 处理细胞株作为实验组，

14 例正常细胞株作为对照组。 

1.2     差 异 表 达 基 因 （differentially  expressed  genes,
DEGs）的筛选

首先分别获取 GSE24025 和 GSE36684 数据集
的 DEGs，然后将上调及下调基因各自取交集得到共
表达的 DEGs。GEO 表达谱数据的下载采用 R 语言
AnnoProbe 包，基因差异表达分析采用 Tinyarray 包。
DEGs 的筛选条件为差异倍数|log2FC| ≥ 1 及调整后
P < 0.05。 

1.3    功能富集分析
利用 DAVID 6.8（http://david.ncifcrf.gov）在线分析

工具对 DEGs 进行基因本体（gene ontology, GO）功能
富集分析[12]

，并了解相关基因参与的生物学过程、关
联的细胞组分和涉及的分子功能，以 P < �0.05 及功能
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条目涉及的基因数量作为纳入标准；同 �时进行京都基
因与基因组百科全书（Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes, KEGG）通路富集分析，以通路涉及的基因数
目作为纳入标准。通过在线数据库 TRRUST 2.0（https://
www.grnpedia.org/trrust/）挖掘调控 DEGs 的关键转录
因子[13]。 

1.4    蛋白质相互作用分析
将获得的DEGs 上传至 STRING 数据库（http://string-

db.org/）[14]
， 构 建 蛋 白 相 互 作 用 （protein-protein

interaction, PPI）集合，设定筛选条件为 combined score > 
0.4。同时应用 Cytoscape 3.8.2 绘制 PPI 网络图[15]；借
助 MCODE 插件对网络图中的相互作用基因进行筛
选。依据 MCODE score 得到显著模块，将得分最高模
块中的基因视为核心基因（Hub 基因）。 

1.5    Hub 基因在肺癌中的表达分析
本研究选取的 GEO 数据集切入点均是基于肺上

皮细胞构建的染毒模型，得到的 DEGs 很可能参与了
Cr(VI) 诱导的上皮细胞恶性转化。为进一步考证作为
关键节点的 Hub 基因在肺部肿瘤中的潜在作用，从
GEPIA2（http://gepia2.cancer-pku.cn/）在线分析工具中
选择肺癌数据后将 Hub 基因输入[16]

，查看各基因在肿
瘤组织与正常组织中的表达情况，与其在共表达谱中
的表达趋势进行比对，并根据一致性遴选出关键的
Hub 基因。 

1.6    数据分析方法
GEO 数据的清洗采用 dplyr 包，数据统计运算通

过 R 包中的各个统计模块实现。数据结果的可视化采
用 ggplot2、ggpubr 及 Vennerable 包等。 

2    结果 

2.1    DEGs 的筛选及共表达 DEGs 的获取
通过 AnnoProbe 包从 GEO 数据库得到 GSE24025

和 GSE36684 表达矩阵。以调整后 P < 0.05 且|log2FC|
≥ 1 作为判断 DEGs 的条件，从 GSE24025 数据集中筛
选出 DEGs 381 个，其中上调基因 127 个，下调基因
254 个；从 GSE36684 数据集中筛选出 DEGs 289 个，其
中上调基因 126 个，下调基因 163 个。

分别绘制 GSE24025 和 GSE36684 数据集 DEGs 的
火山图，上调基因标为红色，下调基因标为蓝色
（图 1A、图 1B）。将 2 组 DEGs 取交集后利用 Vennerable
包制作维恩图，得到 234 个共表达 DEGs，其中上调
基因 99 个，下调基因 135 个（图 1C、图 1D）。利用
Tinyarray 包绘制共表达 DEGs 的聚类热图（图 1E）。 

2.2    共表达 DEGs 的功能富集分析结果
将 234 个 DEGs 导入 DAVID 6.8 数据库中进行 GO

及 KEGG 富集分析。对于 GO 分析的结果，选择 P < 0.05
的条目，并按其在各个类别中富集到的基因数目进行
排序，结果显示，这些基因参与细胞黏附、蛋白水解、
免疫反应、负调节细胞增殖、轴突导向等生物学过程；
分子功能涉及锌离子结合、钙离子结合、金属肽酶活
性、金属内肽酶活性、肝素结合等；细胞组分结果提
示 DEGs 主要与细胞质膜、外泌体、胞外区域、胞外空间、
细胞表面等有关（图 2A）。对于 KEGG 分析的结果显示，

信号通路富集共涉及 4 条通路，但 P 值均大于 0.05。
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［注］ A：GSE24025 基因表达的火山图（红色为上调基因，蓝色为下调基

因）；B：GSE36684 基因表达的火山图（红色为上调基因，蓝色为下
调基因）；C：上调 DEGs 的维恩图；D：下调 DEGs 的维恩图；E：共
表达 DEGs 的聚类热图（色块为基因表达值：红色为表达上调，蓝
色为表达下调）。
图 1   GSE24025 及 GSE36684 数据集的 DEGs 分析

Figure 1   DEGs analysis of GSE24025 and GSE36684 datasets
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按照各条通路涉及的基因数目，包括轴突导向、肿瘤
中的转录失调、造血细胞谱系及致心律失常性右室心
肌病通路（图 2B）。将 DEGs 上传至人工注释的转录调

控网络数据库 TRRUST，查询可能调节该组基因的关键
转录因子。结果显示，RELA、NFKB1 及 EZH2 等蛋白因子
最有可能影响上述差异表达基因的转录过程（图 2C）。 

2.3    PPI 网络
将 234 个 DEGs 导入 STRING 数据库获得 PPI 网络，

该网络共有 223 个节点（靶点蛋白，其中 11 个 DEGs 未
在 STING 查询库中匹配到相应的蛋白）和 255 条边（蛋
白与蛋白间的相互作用，见补充材料图 S1A）。从 STRING

数据库下载蛋白节点和相互作用关系对文件，将其
导入 Cytoscape 进行网络图的优化展示（见补充材料
图 S1B）。依据输出联结度（layout degree）筛选联结度
最高的蛋白，基质金属蛋白酶 2（matrix metallopeptidase

2, MMP2）、配对盒 6（paired box 6, PAX6）、toll 样受体
4（toll like receptor 4, TLR4）、KIT 原癌基因受体酪氨酸
激酶（KIT proto-oncogene receptor tyrosine kinase, KIT）、
双糖素 （biglycan,  BGN）、整合素亚单位 α4（integrin

subunit  alpha  4,  ITGA4）及 雄 激 素 受 体 （androgen

receptor, AR）均与 10 个以上的节点分子产生关联。
 

2.4    MCODE 功能模块分析
用 Cytoscape 中的 MCODE 插件寻找密集连接的

区域，对 PPI 网络模型进行评价，共筛选出 4 个显著
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［注］ A：共表达 DEGs 的 GO 富集分析；B：共表达 DEGs 的 KEGG 信号通路分析；C：共表达 DEGs 的上游转录因子分析。

图 2   共表达 DEGs 的功能富集分析
Figure 2   Functional enrichment analysis of co-expressed DEGs
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模块 （图 3）。将 MCODE  score 评分最高的模块视
为最重要的功能集合，共包括 6 个 DEGs，可以作为重
点关注的 Hub 基因。其中 TIMP 金属肽酶抑制剂
3（TIMP metallopeptidase  inhibitor  3, TIMP3）、具有血
小板反应蛋白 1 型基序 1 的 ADAM 金属肽酶（ADAM
metallopeptidase  with  thrombospondin  type 1  motif  1,
ADAMTS1）、具有血小板反应蛋白1 型基序5 的ADAM 金
属肽酶（ADAM metallopeptidase with thrombospondin
type 1  motif  5, ADAMTS5）为上调基因，MMP2、腓骨
蛋白 -1（fibulin-1, FBLN1）、BGN 为下调基因（图 4A）。
图 3B−3D 为评分略低（基因间相互连接关系不强）的
3 个模块，分别包括 4 个、15 个及 3 个 DEGs。 

2.5    Hub 基因在肺癌中的表达
通过 GEPIA2 中的表达分析功能，借助内部链接

的 TCGA 数据库，发现在原发性肺鳞癌（lung squamous

cell carcinoma, LUSC）组织中，基因MMP2、FBLN1、BGN
均为表达下调（P < 0.05，图 4A−4C），这与 Cr(VI) 作用于
肺上皮细胞所产生的改变完全一致；而在体外模型中
因 Cr(VI) 暴露激活表达的基因 （TIMP3、 ADAMTS1、
ADAMTS5）却在肿瘤样本中呈现相反的表达趋势
（图 4D−4F）。进一步观察存在一致趋势的 Hub 基因在
原发性肺腺癌（lung adenocarcinoma, LUAD）中的调控
情况，可见只有 FBLN1 在肿瘤组织中的表达明显低于
癌旁对照（图 4G）。
 

3    讨论
Cr(VI) 是一种常用的工业金属，也是确认的人类

肺癌致癌物。作为职业性化学毒物，其主要是通过呼
吸途径进入人体，入侵过程中不仅造成沿途器官（鼻、
支气管、肺）的损伤，同时还可引起皮肤、肝、肾、神经
及生殖系统的多系统毒性[17]。刘佳兴等[1] 发现，长期
接触低剂量铬酸盐可造成不良健康影响，表现为炎症
反应、肺功能及遗传损伤等。人群流行病学和动物研
究表明，颗粒状 Cr(VI) 的化合物，尤其是难溶和不溶性
化合物，是强致癌物质[18]。比如乙酸铬，能够在细胞内
存在较长时间，缓慢溶解释放，因而比易溶的 Cr(VI) 化
合物致癌性更强。多项研究试图厘清 Cr(VI) 的致癌机
制，尝试从多个角度进行阐释，包括氧化应激 [19–21]、
DNA 损伤[22]、染色体畸变、表观遗传调控[23–24] 等，关
注点更偏向于上游和间接的因素。对于直接效应分子
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图 3   MCODE 分析共表达 DEGs 的关键子模块
Figure 3   MCODE analysis on key modules of co-expressed DEGs
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［注］ A：MMP2 在 LUSC 中的表达；B：FBLN1 在 LUSC 中的表达；C：BGN

在 LUSC 中的表达；D：TIMP3 在 LUSC 中的表达；E：ADAMTS1 在
LUSC 中的表达； F：  ADAMTS5 在 LUSC 中的表达；G： FBLN1 在
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图 4   Hub 基因在肺癌组织中的表达
Figure 4   The expression of Hub genes in lung cancer tissues
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和下游基因介导的 Cr(VI) 促细胞恶性转化机制缺乏综
合的理解，表型改变的节点事件还有待阐明。

本研究通过搜集 GEO 公共数据库中铬染毒人肺
组织细胞相关的数据集，确定以肺上皮细胞 BEAS-
2B 为研究对象，筛选得到 GSE24025 和 GSE36684 表
达矩阵。在获得 234 个共表达 DEGs 的基础上，发现铬
诱导表达的基因主要富集于细胞黏附、负调节细胞增
殖及转录失调等与细胞恶性行为相关的通路上通过
PPI 和模块分析发掘节点分子和 Hub 基因，证实 Cr(VI)
诱导下调的基因 FBLN1 在不同亚型肺癌组织中均保
持低表达。综合一系列生物信息学分析的手段，有理由
认为 Cr(VI) 可能通过调节 FBLN1 参与了肺上皮细胞的
恶性转化；FBLN1 的失调具有促进肺癌发生发展的潜能。

FBLN1 全称为 Fibulin-1，定位于染色体 22q13，
编码一种分泌型糖蛋白 ，参与形成细胞外基质
（extracellular matrix, ECM），作为基底膜和弹性纤维的
构成部分，在维持组织结构中发挥重要作用 [25]。Liu
等[26] 发现 FBLN1 能介导肺组织重塑，参与慢性阻塞性
肺疾病。作为相对分子质量较小的 ECM 蛋白，FBLN1
可与纤维蛋白原、层黏连蛋白-1 等结合，传递细胞信
号并调节细胞生长、迁移和侵袭，因而可能在肿瘤细
胞与周围微环境的相互作用中起关键作用[27]。FBLN1
可抑制细胞外信号调节激酶和肌球蛋白轻链激酶的
磷酸化，还能降低细胞内钙水平，对于信号级联反应
的激活（如 Ras/丝裂原活化蛋白激酶通路）非常重要。
有研究认为在平滑肌细胞中，FBLN1 受到磷酸化核因
子 κB 分子的调节[28]

，这与本研究在共表达 DEGs 上游
转录因子分析中的结果一致（图 2C）。有文献报道，

FBLN1 能诱导乳腺癌细胞化疗耐药，上调 ECM 组分的
含量，促进肿瘤细胞的存活[29]。 �此外在胃癌[30]、结肠
癌[31]、前列腺癌[27] 及皮肤黑色素瘤[32] 中，FBLN1 的表
达下调与启动子区甲基化的影响有关，其上调表达可
明显降低肿瘤细胞增殖、侵袭及转移等生物学行为。

本研究利用 TCGA 数据库进行探索 ，发现在
LUSC 病例中患者总体生存呈现与预期相反的改变，

即 FBLN1 低表达却与较好的远期预后相关（结果未给
出）。目前关于 FBLN1 在肺部恶性肿瘤中的作用与机
制的研究尚十分有限。这可能是由于 FBLN1 高表达的
患者存在 FBLN1 突变，而突变型 FBLN1 缺乏调节 ECM
的能力，造成肿瘤细胞行为进一步不受限制；此外，亦
有可能是 FBLN1 的上调表达反馈性地激活了某些参
与肺癌细胞恶性表型的基因。以上假设均需要更为深
入的实验设计加以验证。

多芯片联合筛选是采用生信技术寻找差异基因
的趋势，也是本研究的优势。但是本研究的局限性在
于仅利用生信技术进行数据挖掘和解读，缺乏动物实
验或者病人组织样本的交叉验证，未能实现体内和体
外层面实验数据的融合；对于数据挖掘的结果应在未
来的研究规划中予以检验，最终论证 FBLN1 成为
Cr(VI) 致肺癌的早期干预靶点及个体化治疗标志物的
潜能。
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