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【摘要】目的：利用机器学习算法探索曲妥珠单抗耐药与敏感相关基因在胃癌中的诊断和预后效能。方法：从GEO数据库

中下载耐药和敏感基因数据，进行功能富集分析。利用TCGA数据以及GEO数据进行交集分析，筛选出与胃癌耐药相关

的特征基因。采用LASSO以及SVM-RFE方法进行特征基因的筛选。在测试组和验证组中评估特征基因的表达情况，

并通过受试者工作特征曲线分析这些基因的诊断价值。利用在线数据库分析SH3GL2的预后价值，进一步探讨其在胃癌

患者生存期中的作用；采用CIBERSORT算法评估SH3GL2与胃癌免疫细胞浸润的关系，分析其对免疫微环境的影响。

结果：得到 15个耐药相关基因，基于机器学习筛选出 12个与胃癌相关的诊断生物标志物，包括 MMP7、COCH、VCAN、

SH3GL2、SYNM、KLK6、STC2、PPP1R1B、CDH3、WNT11、PMEPA1和BCAT1。SH3GL2在测试组和验证组中均表现为

低表达，其高表达与胃癌的较差预后相关（P<0.01）。SH3GL2的表达水平与多种免疫细胞（激活的CD8+ T细胞、激活的

DC细胞）相关，与免疫抑制因子（如TGFB1、VTCN1）呈正相关，与免疫刺激因子（如CD70、CD80）呈负相关。结论：12个

筛选出的特征基因可能成为胃癌的潜在诊断生物标志物。SH3GL2在胃癌中低表达，其高表达可能通过抑制抗肿瘤免疫

以缩短胃癌患者的生存期。
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Abstract: Objective To explore the diagnostic and prognostic relevance of genes associated with trastuzumab resistance and

sensitivity in gastric cancer using machine learning algorithms. Methods The data on resistant and sensitive genes were

downloaded from the GEO database and subjected to functional enrichment analysis. Intersection analysis was performed

using TCGA and GEO data to identify feature genes related to gastric cancer drug-resistance. LASSO and SVM-RFE

methods were used for feature gene selection. The expressions of these feature genes were detected in both test and validation

groups, and their diagnostic value was analyzed using receiver operating characteristic curves. The prognostic value of

SH3GL2 was assessed using online databases, and its role in patient survival was further explored. CIBERSORT algorithm

was used to evaluate the relationship between SH3GL2 and immune cell infiltration in gastric cancer, and analyze its effect

on immune microenvironment. Results Fifteen resistance-related genes were identified, and 12 diagnostic biomarkers related

to gastric cancer were selected through machine learning, including MMP7, COCH, VCAN, SH3GL2, SYNM, KLK6, STC2,

PPP1R1B, CDH3, WNT11, PMEPA1, and BCAT1. SH3GL2 showed low expression in both test and validation groups, and

its high expression was associated with poorer prognosis in gastric cancer (P<0.01). SH3GL2 expression level was related to

various immune cells (activated CD8+ T cells, activated DC cells) and showed positive correlations with immune suppressive

factors (such as TGFB1, VTCN1) and negative correlations with immune stimulatory factors (such as CD70, CD80).
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Conclusion The 12 selected feature genes can serve as potential diagnostic biomarkers for gastric cancer. SH3GL2 has a low

expression in gastric cancer, and its high expression might shorten patient survival by inhibiting anti-tumor immunity.

Keywords: gastric cancer; drug resistance; trastuzumab; machine learning; bioinformatics

前 言

胃癌是全球最常见的恶性肿瘤之一，有很高的

发病率和死亡率，很多患者初次发现已属于进展期

胃癌[1-2]。近年来，免疫治疗联合分子靶向已成为晚

期不可切除胃癌的重要治疗手段[3]。既往研究表明，

HER2、p53、PD1和Bcl-2等多种分子标志物与胃癌的

发生和发展有关[3-5]。HER2 是表皮生长因子受体家

族的一员，在多种癌症中过表达，与胆道癌、膀胱癌、

乳腺癌和胃癌的发生相关[6-9]。HER2 可以通过同源

和异源二聚化激活酪氨酸激酶结构域，从而通过

RAS-MAPK 通路和磷脂酰肌醇 3-激酶-AKT-mTOR

通路调节细胞增殖、分化和其他生理功能[10]。因此，

HER2被认为是一个有价值的治疗靶点，而曲妥珠单

抗是一种靶向HER2的单克隆抗体，在进展期胃癌治

疗中有着显著的临床益处[11]；然而，局部耐药性限制

了曲妥珠单抗在胃癌治疗中的使用[12-13]。因此，研究

曲妥珠单抗耐药性的潜在机制对于开发新的治疗策

略至关重要。

本研究分析了基因表达综合（Gene Expression

Omnibus，GEO）数 据 库 中 的 差 异 表 达 基 因

（Differentially Expressed Genes，DEGs)，以确定潜在

的富集信号通路，并利用 GO、KEGG、LASSO 和支持

向 量 机 递 归 特 征 消 除（Support Vector Machine

Recursive Feature Elimination，SVM-RFE）分析寻找

有价值的诊断和预后生物标志物，以期为胃癌患者

在使用曲妥珠单抗耐药中的潜在机制提供理论依

据，为提高胃癌抗 HER2 治疗的有效性提供新的

见解。

1 数据和方法

1.1 数据的获取和筛选

利用 GEO 数据库的 2R 功能，按照 |logFC|>2，

P<0.001筛选标准，基于GSE77346数据集筛选出 824

个曲妥珠单抗耐药和敏感相关的基因，该数据集已

经过归一化处理。从 GEO 数据库下载 GSE65801、

GSE54129 和 GSE84437 数据集。将 GSE65801 和

GSE54129合并，作为测试组验证特征基因的诊断效

能；GSE84437 用于评估特征基因的预后价值。从

TCGA 数据库下载胃癌的表达数据（TCGA-STAD），

按照 |logFC|>1，FDR<0.05 筛选 DEGs，并作为验证组

评估特征基因的诊断价值。

1.2 功能富集分析

DAVID 数据库是一个用于功能注释的工具，帮

助探索特定基因集的生物功能。使用DAVID数据库

对 DEGs进行 GO 注释和 KEGG 分析，并通过在线数

据库（https://www. bioinformatics. com. cn/）可视化结

果。分析包括生物过程、细胞组成和分子功能等子

集，并将P<0.05作为统计学意义的标准。

1.3 DEGs的获取

从 TCGA 数据中获得 4 533 个 DEGs，从合并后

的 GSE65801 和 GSE54129 数 据 集 中 得 到 919 个

DEGs。基于这些分析结果，联合耐药和敏感相关的

824个基因，取交集之后得到 15个 DEGs。使用在线

工 具（https://bioinformatics. psb. ugent. be/webtools/

Venn/）对Venn图进行可视化。

1.4 LASSO和SVM-RFE筛选基因

LASSO 是一种回归分析方法，用于线性回归模

型的正则化和特征选择，其基本思想是在普通最小

二乘损失函数中加入 L1正则化项，从而控制模型复

杂度。LASSO 的目的是最小化损失函数，其数学公

式如下：

J ( β ) =∑
i = 1

n ( yi - xi β ) 2 + λ∑
j = 1

p

|| βj （1）

其中，yi是目标变量，xi是输入特征，β是待估计的参

数，λ 是正则化参数，用来控制惩罚项的强度。由于

其优良的特征选择能力和防止过拟合的特性，

LASSO 在统计建模和机器学习中广泛使用，此过程

通过R软件的glmnet包实现。

SVM-RFE 是 一 种 基 于 支 持 向 量 机（Support

Vector Machine, SVM）算法的特征选择方法，其主要

思想是迭代训练 SVM 模型，并逐步移除最不重要的

特征，以选择最佳特征子集。SVM-RFE的分析通过

R软件的kernlab包和 caret包实现。

1.5 诊断效能

使 用 受 试 者 操 作 特 征（Receiver Operating

Characteristic, ROC）曲线评估特征基因的诊断价值，

曲线下面积（Area Under the Curve, AUC）大于 0.5 表

示具有诊断效能。

1.6 预后分析

提取GSE84437数据集的临床和表达数据，利用

survival 包和 survminer 包分析 SH3GL2 对胃癌患者

预后的影响。GEPIA 和 KM-plotter 数据库是在线工

具，可分析基因对肿瘤预后的影响。本研究利用这
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些数据库进一步验证SH3GL2与胃癌预后的关系。

1.7 免疫细胞浸润分析

CIBERSORT 算法用于解析复杂组织中各个免

疫细胞的相对比例，主要应用于高通量基因表达数

据的分析，可以在复杂的生物样本中分离和定量不

同免疫细胞类型，适用于多种肿瘤和疾病的研究，能

帮助研究者更好地理解免疫微环境，该过程通过R软

件实现。TISIDB 数据库是一个在线的综合数据库，

可用于分析基因表达、预后和免疫细胞浸润情况，本

研究利用该数据分析 SH3GL2 与胃癌中不同免疫检

查点之间的相关性以及SH3GL2与胃癌TNM分期的

关系。TIMER数据库是一个专用于免疫相关分析的

在线数据库，本研究利用该数据库重点分析SH3GL2

与免疫检查点之间的关系。

1.8 统计学分析

利用R（版本 4.3.1）软件进行统计学分析，P<0.05

认为结果具有统计学意义。ROC曲线评价 12个特征

基因在 STAD 中的诊断价值，AUC>0.5、P<0.05 表示

具有统计学意义。利用R软件和Graphpad Prism 8对

数据进行可视化。

2 结 果

2.1 功能富集分析

为探索与曲妥珠单抗耐药相关基因的功能富集

和通路，使用 GSE77346 的注释表达矩阵，并通过

DAVID数据库对 802个基因进行GO和KEGG分析，

结果通过在线工具进行可视化（图 1）。GO富集分析

显示：在生物学过程方面，耐药与敏感相关基因主要

富集在RNA聚合酶 II的正负调控、信号传导、细胞黏

附、细胞分化和细胞迁移等方面；在细胞成分方面，

主要富集于质膜、细胞外基质（Extracellular Matrix，

ECM）、胞液、核染色质和高尔基体；在分子功能方

b：KEGG分析

a：GO分析

图1 耐药与敏感相关基因的功能富集分析

Figure 1 Functional enrichment analysis of genes related to drug resistance and sensitivity
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面，这些基因主要与蛋白质结合、DNA结合转录因子

活性、RNA 聚合酶 II 特异性、钙离子结合、序列特异

性双链DNA结合和蛋白激酶结合有关。KEGG分析

表明，耐药和敏感相关基因与多种信号通路相关，包

括 ECM 受体相互作用、PI3K-Akt 通路、细胞黏附和

Wnt 信号通路，同时还与小细胞肺癌和胃癌等疾病

有关。

2.2 DEGs

对原始数据集进行预处理后，从TCGA-STAD数

据 集 中 识 别 出 4 533 个 DEGs，从 GSE65801 和

GSE54129合并组中识别出919个DEGs，从GSE77346

数据集中识别出 824 个与曲妥珠单抗耐药组和敏感

组相关的DEGs。使用Venn图工具确定 15个共同的

DEGs（图 2a）。火山图显示 GSE65801 和 GSE54129

合并组中这 15个共同基因的差异表达情况，其中，基

因 MMP7、COCH、VCAN、SERPINA3、SYNM、

KLK6、STC2、KRT23、PPP1R1B、CDH3、WNT11、

PMEPA1 和 BCAT1 在 胃 癌 中 上 调 ，SH3GL2 和

ALDH3A1在胃癌中下调（图2b）。

b：DEGs在测试组中的表达情况a：3个数据集的Venn图
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Figure 2 Acquisition of DEG

2.3 特征基因的筛选

基于上述研究得到的 15个基因，利用LASSO回

归和 SVM-RFE 进一步筛选。LASSO 回归在选择

lambda 最小值时，筛选出 12 个特征基因（图 3a），

SVM-RFE 则筛选出 14 个特征基因（图 3b）。通过

Venn图工具取交集，得到 12个与胃癌诊断相关的生

物标志物（MMP7、COCH、VCAN、SH3GL2、SYNM、

KLK6、STC2、PPP1R1B、CDH3、WNT11、PMEPA1 和

BCAT1）（图 3c）。在测试组中分析这 12个基因的表

达情况，并绘制箱线图（图 4）；在验证组中也进行分

析（表1）；使用ROC曲线评估这些特征基因的诊断效

能。在测试组中，MMP7、COCH、VCAN、SH3GL2、

SYNM、KLK6、STC2、PPP1R1B、CDH3、WNT11、

PMEPA1、BCAT1 的 AUC 值 分 别 为 0.694、0.854、

图3 获取特征基因

Figure 3 Acquired feature genes
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0.879、0.844、0.643、0.781、0.816、0.715、0.776、0.856、

0.897、0.847；在验证组中，这些基因的AUC值分别为

0.832、0.778、0.882、0.880、0.687、0.783、0.867、0.739、

0.867、0.606、0.925、0.815。研究发现SH3GL2在测试

组和验证组中均低表达，并且具有良好的诊断效能

（0.844和0.880）。

2.4 SH3GL2在胃癌中的预后价值

基于TIMER数据库的分析表明 SH3GL2在胃癌

图4 特征基因正在测试组中的诊断效能

Figure 4 Diagnostic efficacies of feature genes in test group

a：特征基因在测试组中差异表达的箱线图；b：特征基因在测试组中的ROC曲线
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中低表达（图 5a），这一结果与前文研究结果一致。

分析 GSE84437 数据集发现，SH3GL2 的高表达与胃

癌较差的预后相关（P=0.034），表明 SH3GL2 高表达

是胃癌预后的风险因素（图 5b）。KM-plotter 数据库

的分析表明，SH3GL2高表达与胃癌更差的总生存期

相关（图5c）。在GEPIA数据库中，SH3GL2的高表达

与胃癌较差的总生存期和无病生存期相关（图5d、e）。

此外，SH3GL2的高表达与较差的TNM分期相关（图

5f）。这些结果表明，SH3GL2在胃癌中低表达，且高

表达与胃癌更差的预后相关。

2.5 免疫浸润分析

为更好地理解 SH3GL2 在表达和预后方面的相

悖结果，本研究基于测试组数据进一步分析SH3GL2

基因

MMP7

COCH

VCAN

SH3GL2

SYNM

KLK6

STC2

PPP1R1B

CDH3

WNT11
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logFC
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-2.145 80

2.047 61
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调整后P值
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6.68×10-13

2.25×10-6
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3.52×10-2
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5.80×10-10

表1 特征基因在TCGA数据集中的表达情况

Table 1 Analysis of feature gene expression in the TCGA
dataset
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Figure 5 Relationship between SH3GL2 and the prognosis of gastric cancer
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与肿瘤免疫微环境的关系。首先，评估不同组织

中免疫细胞的分布情况（图 6a）；然后，分析 SH3GL2

与不同免疫细胞的关系。结果显示，SH3GL2 与

M1 型巨噬细胞（R=-0.34，P=3×10-6）、活化的 NK

细 胞（R=-0.16，P=0.03）、活化的 CD4+记忆 T 细胞

（R=-0.36，P=8.1×10-7）、T细胞滤泡辅助细胞（R=-0.15，

P=0.045）呈负相关，与浆细胞（R=0.47，P=1.2×10-11）、

未活化的 CD4+记忆 T细胞（R=0.59，P=2.2×10-16）、未

活化的 NK 细胞（R=0.16，P=0.027）呈正相关（图

6b~h）。选择感兴趣的免疫细胞，下载TISIDB数据，

并 通 过 GraphPad Prime 进 行 可 视 化 ，研 究 发 现

SH3GL2 与活化的 CD8+T 细胞和活化的 DC 细胞呈

负相关（图 6i、j）。最后，进一步研究与免疫检查点相

关的基因，结果发现SH3GL2与TGFB1、VTCN1等免

疫抑制因子呈正相关，与CD70、CD80等免疫刺激因

子呈负相关（图6k~n）。这些结果表明，SH3GL2高表

达与胃癌的抗肿瘤免疫呈负相关，这在一定程度上

解释了SH3GL2与胃癌较差预后相关的潜在机制。

3 讨 论

癌症治疗中的药物耐药性由多种机制共同作

用[14]。曲妥珠单抗是一种关键的靶向抗癌药物，已被

批准用于 HER2 过表达的胃癌患者。然而，许多

HER2 过表达患者在初次或二次治疗时并未对曲妥

珠单抗产生有效应答[15]。因此，理解潜在的耐药机制

并寻找应对策略，对于推动有效治疗方案的制定至

关重要。

本研究通过分析GSE77346数据集，确定在曲妥

珠单抗耐药组和敏感组中存在表达差异的 824 个

DEGs。利用DAVID数据库对这些DEGs进行GO和

KEGG分析，结果发现这些基因主要参与细胞黏附、

RNA 聚合酶 II 的正负调控、ECM 受体相互作用、

c
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图6 SH3GL2与免疫微环境的关系

Figure 6 Relationship between SH3GL2 and immune microenvironment
a：胃癌不同组织中免疫细胞的分布；b：SH3GL2与M1型巨噬细胞负相关；c：活化的NK细胞；d：活化的CD4+记忆T细胞；e：T细胞滤泡辅助细胞；

f：浆细胞；g：静息状态的CD4+记忆T细胞；h：静息状态的NK细胞；i：SH3GL2与活化的CD8+T细胞正相关；j：活化的DC细胞；k：SH3GL2与TGFB1

正相关；l：VTCN1；m：CD70；n：CD80
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PI3K/AKT 通路和 Wnt 信号通路等过程。先前的研

究表明，黏附分子与胃癌、结直肠癌和乳腺癌的发生

及侵袭相关[16-19]。此外，细胞黏附作用也可能涉及多

种癌症治疗中的耐药机制[20-22]。ECM 是组织中的非

细胞成分，由多种糖蛋白（如胶原蛋白、层粘连蛋白

和纤维连接蛋白）组成，且多种细胞受体（如整合素

和钙黏蛋白）直接与ECM成分相互作用[23]。ECM通

过与细胞表面受体相互作用，调节细胞行为，并在细

胞间交流、增殖、粘附和迁移中发挥重要作用[24]。有

研究发现，对 5-FU和/或奥沙利铂化疗未产生反应的

患者，ECM基因的TGF-β相关上调现象更为明显[25]，

表明化疗诱导的 TGF-β1/SMAD3/ECM 相关基因通

路的激活，可能是胃癌药物耐药性的潜在生物标志

物。PI3K/AKT 通路在调节胃癌对奥沙利铂和顺铂

的耐药机制中也发挥着重要的作用[26-27]。有研究使

用胃癌耐药细胞系，探讨曲妥珠单抗与糖酵解抑制

剂联合对细胞活性、凋亡和代谢的影响，结果发现，

在曲妥珠单抗耐药细胞系中，MACC1 显著上调[28]。

MACC1 的下调可以逆转耐药性，而 MACC1 的过表

达则促进了胃癌细胞的耐药性，并激活了 PI3K/AKT

信号通路。MACC1通过PI3K/AKT信号通路增强胃

癌细胞对曲妥珠单抗的耐药性。Wnt信号通路在多

种癌症的侵袭转移、免疫治疗和耐药过程中发挥重

要作用。Gelsolin样肌动蛋白封端蛋白（CAPG）是丝

状蛋白超级家族的成员，能以钙离子和多磷脂酰肌

醇依赖的方式封闭和阻止丝状蛋白的生长。体内外

实验表明，CAPG 通过参与 Wnt/β-catenin 信号通路，

影响胃癌的增殖、迁移、侵袭和转移[29]。有研究建立

了耐曲妥珠单抗的NCI-N87R细胞系，该细胞系源自

人类胃癌细胞系NCI-N87[30]。NCI-N87R表现出干性

和上皮-间质转化样表型，同时上皮标志物 E-钙黏蛋

白水平降低，而Wnt信号通路活性增强。当胃癌细胞

在Wnt3a条件培养基中培养时，Wnt信号通路活性和

对曲妥珠单抗的耐药性增加。在 Wnt3a缺失培养基

中培养的胃癌患者来源的类器官，相比在完全培养

基中培养的更易受到曲妥珠单抗剂量依赖性细胞活

力抑制的影响，这表明曲妥珠单抗耐药的胃癌细胞

表现出上皮-间质转化样表型，并且 Wnt/β-连接蛋白

信号通路促进了曲妥珠单抗的耐药性。以上结果表

明，曲妥珠单抗耐药的分子机制与多个关键信号通

路相关。

通过 TCGA 数据和 GEO 数据的研究，初步筛选

出 15个诊断胃癌的生物标志物。随后，利用LASSO

回归和SVM-RFE进一步筛选出 12个特征基因，分别

为 MMP7、COCH、VCAN、SH3GL2、SYNM、KLK6、

STC2、 PPP1R1B、 CDH3、 WNT11、 PMEPA1 和

BCAT1。ROC曲线显示这些基因在胃癌诊断中效果

良好。随后，从这 12个特征基因中选择在GEO数据

集和 TCGA 数据集中表达均下调的 SH3GL2 进行进

一步研究。综合多个数据库的结果显示，SH3GL2的

高表达与胃癌预后较差相关。后续研究探讨了

SH3GL2 与 胃 癌 免 疫 微 环 境 的 关 系 ，结 果 发 现

SH3GL2的表达与活化的CD8+ T细胞、活化的DC细

胞、活化的 NK 细胞和 M1型巨噬细胞呈负相关。先

前的研究已经报道 CD8+ T细胞[31-32]、DC 细胞、NK 细

胞和MI型巨噬细胞在抗肿瘤免疫中的作用[33-35]。这

些研究结果表明，SH3GL2可能通过调控免疫细胞浸

润来抑制抗肿瘤免疫反应。此外，本研究还显示

SH3GL2 与 TGFB1、VTCN1 呈 负 相 关 ，与 CD70、

CD80呈正相关。有研究指出，TGFB1激活后能促进

胃癌的侵袭和转移，而抑制 TGFB1 可以抑制胃癌生

长[36-37]。CD80可刺激激活T细胞，在自身和体液免疫

中发挥重要作用，并在癌症免疫治疗中起作用[38-39]。

基于上述的结果，可认为不同的调控机制在特定环

境中对细胞过程的调节可能导致了 SH3GL2 在表达

和预后方面的相悖结果。

本研究也存在一定的不足。首先，研究基于在

线数据库的数据进行分析，虽然结合了多个数据集，

但仍然缺乏相应的验证。其次，SH3GL2在表达和预

后方面相悖的结论未进行验证，缺乏有力的证据论

证这一观点。最后，仅初步探讨了胃癌耐药可能的

机制，未进行更深入的研究。

4 结 论

本研究筛选出 12 个用于胃癌诊断的生物标志

物，结果表明SH3GL2的高表达可能抑制胃癌的抗肿

瘤免疫，并与胃癌较差的预后相关。本研究为胃癌

曲妥珠单抗治疗耐药机制提供新的见解，为改善

HER2耐药患者的生存期提供了理论研究。
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