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TOP2A：肺癌筛选及验证的新型预后标志物
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[摘　要]	 目的：肺癌是目前对人类健康和生命威胁最大的恶性肿瘤之一，它的发病率高、病死率高，且预

后不佳。本研究旨在筛选并验证新的肺癌预后标志物，为肺癌精准治疗提供依据。方法：根据检

索GEO数据库中120例肺癌组织和正常组织的表达谱的芯片数据，利用生物信息学和基因组学分

析，筛选得到TOP2A基因。通过TCGA数据库对TOP2A基因的表达产物DNA topoisomerase 2-alpha

进一步分析，探索了其在肺癌患者中的表达水平，分析该蛋白与预后生存期和肺癌增殖标志物的

共表达关系，评价该基因对肺癌细胞系的影响。结果：肺癌组织中TOP2A的表达水平显著高于正

常组织，且TOP2A表达量高的患者，其生存期较短。TOP2A表达水平与肺癌增殖能力密切相关。

结论：TOP2A基因有望成为新型肺癌预后标志物，为肺癌精准治疗策略选择提供重要依据。
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Abstract Objective: Lung cancer is one of the most dangerous malignant tumors with high incidence of mortality and poor 

prognosis. The purpose of this study is to screen and verify a new prognostic marker of lung cancer, and provide 

evidence for accurate diagnosis treatment of lung cancer. Methods: In this study, the microarray data of 120 cases 

of lung cancer and normal tissues in GEO were analyzed, and a potential prognostic marker of lung cancer, TOP2A 

was obtained. Furthermore, the expression of DNA topoisomerase 2-alpha (coded by TOP2A gene) in patients 

with lung cancer, the prognostic survival time and the co-expression of proliferation markers of lung cancer were 

analyzed by TCGA. Moreover, the effect of TOP2A on lung cancer cell line was also evaluated. Results: The 

results showed that TOP2A was highly expressed in lung cancer tissues, and the survival time of patients with high 

expression of TOP2A was shorter. TOP2A was closely related to the survival time and proliferation of lung cancer. 
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原发性肺癌(以下简称肺癌)是目前对人类健

康和生命威胁最大的恶性肿瘤，发病率高，病死

率高，且预后不佳 [ 1 ]。其发病率连续5 0多年均在

上升 [ 2 ]，自2 0世纪7 0年代以来，我国肺癌发生率

呈显著上升趋势。肺癌对人类健康的危害日益加

剧，手术、化疗、放疗是肺癌主要治疗手段，但

是临床适宜手术治疗的患者只有20%~30%，且总

体预后欠佳，5年生存率仅从4%上升到12%[3]。

随着分子生物学和免疫学的不断发展，肿瘤标

志物在肿瘤的普查、诊断、判断预后和转归、评价

疗效和随诊等方面占有越来越重要的位置。胚胎抗

原、糖蛋白类抗原、角蛋白类抗原、酶类抗原等都

是目前报道应用较多的肿瘤标志物 [4-5]，但尚存在

大量的肿瘤标志物未得到临床验证。由于肺癌组织

病理的多样性、异质性和复杂性，目前还没有找到

一种敏感性和特异性均很高的肺癌肿瘤标志物。因

此，筛选出可以临床应用的高特异性肺癌标志物，

成为了肺癌治疗领域的重要课题。

医疗大数据的发展为解决多种临床难题提供

了新思路[6]，为肿瘤的诊断和治疗提供了创新性方

案，改变了传统的肿瘤诊疗模式。通过整合分析现

有数据库中的样本，筛选与肿瘤相关的关键性差异

基因，进而对其进行验证，将帮助我们对肿瘤的异

质性和复杂性进行更全面深入的认识。为了更及时

高效的对肿瘤进行预防、诊治，还可以利用差异基

因对肿瘤进行分类[7]。无论是肿瘤的预测与诊断，

治疗与监测，通过对医学资源发掘、收集、整理和

利用，都可以更精准和高效地进行分析。
TOP2A是Topoisomerase II Alpha的缩写，位于

17q21.2，其在转录过程中控制和改变DNA的拓扑

状态。TOP2A被认为参与了诸如染色体凝结、染

色体单体分离以及DNA转录和复制过程中扭转应

力的解除等过程。有研究 [8]显示TOP2A在PD-L1阴

性的非小细胞肺癌中可以作为潜在的标志物，但

是并没有更加深入的研究。

为了筛选并验证新的肺癌标志物，本研究在

6 0例非小细胞肺癌患者的肿瘤组织和癌旁组织临

床标本中进行筛选，利用生物信息学和基因组学

分析，确定了TOP2A有潜力成为新型肺癌预后标

志物。同时，在细胞水平上对该标志物进行验证，

结果显示TOP2A与肿瘤增殖和转移密切相关，进一

步证实了TOP2A基因有望成为肺癌的新型预后标志

物，为肺癌精准治疗策略选择提供重要依据。

1  资料与方法

1.1  基因表达数据

检 索 G E O 数 据 库 中 有 关 “ l u n g  c a n c e r ” 和

“genome-wide screening”的相关数据信息，并筛

选出与肺癌有关的mRNA。根据研究样本及研究方

向最终确定由Lu等 [9]提供的序列号为GSE55457的

芯片，该芯片由120个样本构成。

1.2  差异基因筛选

利用R语言中的“ l imma”和“ impute”包分

析芯片的差异基因。显著差异基因的筛选条件设

定为|logFC(Fold Change)|>1且P<0.01，通过贝叶

斯显著性检验，筛选差异表达的基因，并进行火

山图的绘制。

1.3  关键基因筛选

借助Cy toscape软件获得差异基因的相互作用

网络图。利用CentiScape和MCODE插件，分析基因

网络节点的连接度，筛选得到关键的差异基因。

1.4  TCGA 数据库数据分析

通过检索 TC G A 数据库中含有关键基因的样

本，得到了肺癌癌旁组织样本320例和肺癌组织样

本1 028例，并收集到以上样本所对应的病理数据

和预后资料。为了得到含有临床参数和生存资料

的病例，对肺癌组织样本进行了筛选，得到994例

含有完整资料的病例。

美国Broad研究所基因数据分析中心Firehose
网站(http://gdac.Broadinst itute.org/)和Memorial 
S l oa n K e tte r i ng癌症研究中心c B i oPo r t a l肿瘤基因

组网站(http://www.cbioportal .org/)提供了肺癌基

因表达数据和患者临床数据。The Human Protein 
atlas数据库(https://www.proteinatlas.org/)提供了

人肺癌组织免疫组织化学结果。

1.5  质粒信息

p R S - s h T O P 2 A ( T R 3 0 8 6 9 9 ) 、 p C M V 6 -

Conclusion: TOP2A is expected to become a new prognostic marker of lung cancer, which provides a reference 

for the timely diagnosis and treatment of lung cancer.

Keywords lung cancer; prognostic markers; GEO; TCGA; TOP2A
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TOP2A(SC127832)质粒购买自北京傲锐东源生物

科技有限公司。

1.6  细胞培养及转染

人源大细胞肺癌细胞系(NCI-H460)、人源肺

腺癌细胞系(A549)均购买自南京凯基生物科技发

展有限公司。两种细胞均使用RPMI 1640细胞培养

基(含10%胎牛血清，1%青霉素-链霉素)，在37 ℃ 

CO 2细胞培养箱中进行培养。相关质粒使用罗氏

X-tremeGENE 9转染试剂进行转染。

1.7  细胞增殖实时监测

使用RTCA xCELLigence细胞培养实时监测系

统(艾森生物，美国)对细胞增殖进行实施监测。

其 中 背 景 电 阻 参 数 使 用 5 0  μ L 培 养 基 进 行 测 量 。

将不同处理的肿瘤细胞接种到专用细胞培养板中

(E-plate 16,  ACE A Biosciences)，每孔100 μL培养

基。随后将细胞培养板连同检测系统放置于细胞

培养箱中进行培养，定期更换细胞培养基。

1.8  细胞存活检测

细胞存活率通过MTT比色法进行分析。不同

处理的细胞接种于96孔细胞培养板，每孔8 000个

细 胞 ， 置 于 3 7  ℃ 二 氧 化 碳 细 胞 培 养 箱 中 培 养 。

培 养 4 8  h 后 ， 向 每 孔 加 入 2 0  μ L  M T T 溶 液 并 在

培 养 箱 中 孵 育 4  h 。 随 后 移 除 溶 液 ， 向 每 孔 加 入 
150 μL二甲基亚砜。利用酶标仪进行吸光度检测。

1.9  细胞凋亡检测

凋亡检测试剂盒采用南京凯基生物的Annex in 
V/PI双染细胞凋亡检测试剂盒(KG AV116)，检测

方法详见说明书。

1.10  统计学处理

采用SPSS 16.0软件进行统计学分析。采用t检
验比较癌组织和癌旁组织中的表达水平。以P<0.05
为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  差异基因聚类分析、筛选及相互作用网络分析

利用基因芯片筛选6 0组肺癌组织和正常组织

的差异基因，并以FPKM为表达量，对其进行层次

聚类分析。如图1A所示，红色和蓝色分别代表高

表达基因和低表达基因，可见肺癌组织和正常组

织之间的基因表达谱存在显著差异。

为了更直观地显示差异基因的表达情况，我

们将差异基因数据进行火山图分析。以表达倍数

变化为横坐标，变化差异的 P 值为纵坐标，绘制

火山图，共筛选差异基因 2 6 8 个。如图 1 B 所示，

灰色表示无显著性差异的基因；红色代表显著上

调基因，共 2 1 6 个；绿色代表显著下调基因，共

52个。

为 了 进 一 步 缩 小 筛 选 基 因 的 范 围 ， 对 筛

选 出 来 2 6 8 的 差 异 基 因 通 过 C y t o s c a p e 软 件 中 的

CentiScape和MCODE插件进行分析，绘制出了差

异基因的相互作用网络进行分析。如图 1 C 和表 1
所示，在整个网络中 I L 6 、 C O L 1 A 1 、 G N G 1 1 、

L R R K 2 、 T O P 2 A 、 C D H 5 、 C X C R 2 、 C AV 1 、

PPBP、TIMP1、CD36、THBS2、CXCL2、MMP1
连接度最高，这些差异基因可能是正常肺组织癌

变及肺癌恶化过程中的关键基因。

2.2  TOP2A 基因在肺癌预后中的作用

通过分析 TC G A 数据库中肺癌患者生存情况

和TOP2A表达水平的相关性，结果显示，高表达

TO P 2 A 的 肿 瘤 患 者 与 低 表 达 TO P 2 A 肿 瘤 患 者 相

比，生存期显著缩短(图2A)。

本 研 究 中 分 析 的 G E O 数 据 为 1 2 0 例 女 性 数

据 。 我 们 利 用 T C G A 数 据 库 ， 对 T O P 2 A 在 男 性

和 女 性 中 的 表 达 情 况 进 行 了 分 析 ， 结 果 显 示 ，

与 男 性 肺 癌 患 者 相 比 ， 女 性 肺 癌 患 者 T O P 2 A
的 表 达 量 较 低 ( 图 2 B ) 。 同 时 利 用 T C G A 数 据 库

和 T h e  H u m a n  P r o t e i n  A t l a s 数 据 库 进 行 分 析 ，

TOP2A的表达量在肺癌组织中显著高于正常组织  
(图2C~2E)。

通 过 T C G A 数 据 库 分 析 T O P 2 A 基 因 与

M K I 6 7 ( K i - 6 7 蛋 白 的 基 因 ) 和 P C N A 基 因 表 达 水

平 的 关 系 ， 结 果 显 示 T O P 2 A 基 因 表 达 水 平 与

M K I 6 7 、 P C N A 基 因 表 达 水 平 呈 正 相 关 ( 图 3 A 、

3 B) ，由此可见， TO P 2 A 基因与肺癌细胞的增殖

水平显著相关。

2.3  TOP2A 基因促进肿瘤细胞增殖和转移

分别在人源肺癌细胞系 N C I - H 4 6 0 、 A 5 4 9 细

胞 中 过 表 达 TO P 2 A 基 因 和 低 表 达 TO P 2 A 基 因 ，

利 用 细 胞 培 养 实 时 检 测 R T C A 系 统 检 测 不 同 细

胞 的 增 殖 能 力 。 结 果 显 示 ： 与 对 照 组 肺 癌 肿 瘤

细胞相比，过表达 TO P 2 A 基因后， N C I -H 4 6 0 、

A549细胞的增殖能力均显著升高；与此同时，通

过 s h R N A 降低 TO P 2 A 基因表达后， N C I -H 4 6 0 、

A549细胞的增殖能力均显著降低(图4A、4B)。
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图1 差异基因聚类分析、筛选及相互作用网络分析

Figure 1 Cluster analysis, screening and interaction network analysis of differential genes

(A)差异基因聚类分析结果；(B)差异基因火山图；(C)差异基因相互作用网络分析结果。

(A) Results of cluster analysis; (B) Volcanic map of differential genes; (C) Results of interaction network analysis.
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利 用 M T T 分 析 检 测 过 表 达 T O P 2 A 基 因 和

低 表 达 T O P 2 A 基 因 后 肿 瘤 细 胞 对 化 疗 药 奥 沙 利

铂 ( o x a l i p l a t i n ， O X A ) 的 敏 感 度 ， 结 果 显 示 ，

与 正 常 的 A 5 4 9 、 N C I - H 4 6 0 细 胞 系 相 比 ， 过 表

达 T O P 2 A 基 因 后 ， 肿 瘤 细 胞 对 O X A 的 敏 感 度 降

低 ， 相 同 药 物 浓 度 下 细 胞 存 活 率 显 著 提 高 。 低

表 达 T O P 2 A 基 因 后 ， 肿 瘤 细 胞 对 O X A 的 敏 感

度 提 高 ， 相 同 药 物 浓 度 下 细 胞 存 活 率 显 著 下 降  
(图4 C、4 D)。

利 用 细 胞 凋 亡 检 测 试 剂 盒 检 测 过 表 达
T O P 2 A 基 因 和 低 表 达 T O P 2 A 基 因 后 肿 瘤 细 胞

在 O X A 作 用 下 ， 细 胞 凋 亡 的 程 度 ， 结 果 显 示 ，

在 给 予 2 0  μ m o l / L 、  O X A 的 情 况 下 ， 与 正 常 的

A 5 4 9、N CI -H 4 6 0细胞系相比，过表达TO P 2 A基

因 后 ， 肿 瘤 细 胞 凋 亡 的 比 例 显 著 降 低 。 低 表 达
T O P 2 A 基 因 后 ， 肿 瘤 细 胞 凋 亡 的 比 例 显 著 升 高

(图4 E)。

表1 连接度最高的14个基因列表

Table1 List of 14 genes which has the highest degree of connectivity

基因 连接度 校正P值

IL6 28 3.34E-12

COL1A1 13 1.60E-18

GNG11 12 8.96E-25

LRRK2 11 8.48E-11

TOP2A 11 5.36E-20

CDH5 10 1.29E-24

CXCR2 10 8.44E-14

CAV1 9 1.46E-22

PPBP 9 3.57E-11

TIMP1 9 4.24E-10

CD36 8 4.42E-02

THBS2 7 1.25E-16

CXCL2 7 3.77E-03

MMP1 7 1.25E-10
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图2 TOP2A基因在肺癌预后中的作用

Figure 2 Role of TOP2A in lung cancer prognosis

(A)TOP2A预后生存分析；(B)TOP2A在男性与女性中的表达情况；(C~E)TOP2A在正常组织与肿瘤组织中的表达情况。与

对照组比较，*P<0.05，**P<0.01。

(A) Prognostic survival analysis of TOP2A; (B) The expression of TOP2A in male and female; (C–E) Expression of TOP2A in normal tissue 

and tumor tissue. *P<0.05, **P<0.01 vs Normal group.
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图3 TOP2A与Ki-67、PCNA的相关性

Figure 3 Correlation of TOP2A and Ki-67, PCNA

(A)人体组织中TOP2A与Ki-67表达的相关性。(B)人体组织中TOP2A与PCNA表达的相关性。

(A) Correlation of TOP2A and Ki-67; (B) Correlation of TOP2A and PCNA.
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图4 TOP2A基因促进肿瘤细胞增殖、抑制凋亡

Figure 4 TOP2A promotes tumor cell proliferation and inhibits apoptosis

(A，B) TOP2A促进肿瘤细胞增殖；(C，D)TOP2A降低OXA敏感度；(E)TOP2A抑制OXA诱导的细胞凋亡。

(A, B) TOP2A promotes tumor cell proliferation; (C, D) TOP2A reduces OXA effectiveness; (E) TOP2A inhibits apoptosis.
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3  讨论

肺 癌 是 呼 吸 系 统 最 常 见 的 肿 瘤 ， 肺 癌 严 重

威胁人类的身体健康，发病率和致死率均列居首

位 [ 1 0 - 1 1 ]。尽管多年来，随着医学现代化进程的加

强，肺癌的诊疗能力大大提高，但其预后差的问

题始终未得到根本解决。因此，从根本上分析肺

癌的发生和发展机制，抑制相关的蛋白质通路，

进一步提高患者生存期成为目前治疗肺癌的主要

研究方向。

在 I L 6 、 C O L 1 A 1 、 G N G 1 1 、 L R R K 2 、
T O P 2 A 、 C D H 5 、 C X C R 2 、 C A V 1 、 P P B P 、

T I M P 1 、 C D 3 6 、 T H B S 2 、 C XC L 2 、 M M P 1 中，

CXCR2、CD36、CXCL2、MMP1等基因与肺癌的

关系已多次被印证[12-15]。Ki-67蛋白和PCNA蛋白是

目前报道较多的与肿瘤增殖相关的标志蛋白[16-17]，

而GNG11、LRRK2、PPBP、THBS2、TOP2A基因

却鲜有报道，因此本文将重点验证TOP2A基因在

肺癌预后中的作用。

本研究对GEO数据库中6 0例肺癌组织和相应

的6 0例癌旁组织的表达谱芯片数据进行分析，通

过对差异基因聚类分析、绘制相互作用网络、细

胞学验证等方法，筛选得到有望成为新型肺癌标

志 物 的 TO P 2 A 基 因 。 TO P 2 A 与 乳 腺 癌 的 关 系 密

切，它通常与ERBB2同时被删除或扩增，因此这两

个基因通常在乳腺癌患者中联合检测，以便进一

步指导使用抗癌药物赫赛汀[18-20]。在胶质母细胞瘤

中，TOP2A可以被miR-144-3p等肿瘤抑制因子靶向

抑制，进而引起肿瘤细胞凋亡[21]。

通过 TC G A 数据库中芯片数据的分析，结果

发 现 T O P 2 A 的 表 达 水 平 与 患 者 的 生 存 期 呈 正 相

关。同时，通过对男性和女性肺癌患者中TOP2A

表达水平的分析，发现TOP2A在男性肺癌患者中

的表达量高于女性肿瘤患者，这一点需要在临床

诊治过程中予以考虑。通过比较TOP2A在肺癌组

织和正常肺组织中的表达水平，结果显示TOP2A

在肺癌中的表达水平显著高于正常组织，并且在
T O P 2 A 表 达 水 平 高 的 组 织 中 ， 肺 癌 增 殖 相 关 的

蛋白质表达水平也相对较高。利用人源肺癌细胞

系，升高和降低肿瘤细胞内TOP2A的表达，结果

显示TOP2A基因可以促进肿瘤细胞增殖、抑制凋

亡，该结论与前期生物信息学和基因组学分析结

果一致。前期研究 [22]显示：拓扑异构酶，特别是
TOP2A和TOP3A在肺癌组织中高表达，且与不良

预后显著相关。这与我们的结论是一致的。在此

基础上，本研究进一步发现TOP2A与肺癌的转移

可能存在密切关系，这也解释了高表达TOP2A患

者预后较差的原因。同时，本研究利用肺癌细胞

系在体外进行研究，为进一步研究TOP2A在肺癌

中的作用机制奠定了基础。本研究利用生物信息

学还筛选得到一些其他的具有类似功能的基因，

这些结果为我们后续研究提供了一定的思路。

近 年 来 ， 针 对 肺 癌 的 治 疗 方 法 主 要 包 括 手

术、化疗、放疗、介入、物理消融、分子靶向治

疗、免疫治疗等[23-24]，但肺癌的生存率尚未得到较

大提高，仍然停留在12%左右，且肺癌患者预后较

差，治疗的不良反应较大，生存质量难以保障。

因次，肺癌的早期诊断和早期治疗是降低肺癌病

死率、改善肺癌患者生活质量的最有效手段。

综 上 ， T O P 2 A 与 肺 癌 患 者 的 生 存 期 密 切 相

关，且显著影响了肺癌细胞的增殖、凋亡过程。

基于TOP2A在肺癌中的作用，其有望成为肺癌新

型的预后标志物，具有广阔的开发和利用前景。
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