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要!目的
!

采用
*

个芯片数据集来挖掘结直肠癌差异基因!通过基因注释和蛋白相互作用网络构建找

到关键基因&方法
!

下载
GKX

芯片数据
GFK*.)0
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GFK&(0(,
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GFK.&.&.
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GFK**'/+

!筛选结直肠癌和正常组

织间差异表达的基因!采用
$.!*!*

软件进行数据处理和分析!通过取交集获得候选的差异基因!通过
LA4T2HU

软件进行基因功能分析!通过
F:T24

R

和
#

C

:E3H<

S

?

软件进行基因编码蛋白的相互作用分析&结果
!

通过差异基

因分析并取
*

个
GKX

数据集的交集!一共获得
*.'

个差异表达基因!其中表达上调的基因
&//

个!表达下调的

基因
(,.

个&基因富集分析发现!表达上调的基因主要位于细胞核)细胞浆)微管)中心体和细胞外#主要参与

纺锤体组装#主要参与调节趋化因子活性!在细胞周期)有丝分裂
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坏关键节点及
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复制等信号通路中富集&
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个表达下调的基因主要富集在细胞外)参与代谢过程!发挥

的分子功能主要是催化活性和配体依赖性核受体活性!下调基因没有富集在某条信号通路上&通过蛋白互作

网络初步鉴定了
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等结直肠

癌相关的关键基因&结论
!

通过基因芯片结合生物信息学方法!发现了结直肠癌相关的关键基因!有助于明确

结直肠癌发病的分子机制!这些关键基因也可作为结直肠癌的治疗靶点&
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结直肠癌是第
.

位常见的恶性肿瘤"在全球肿瘤

相关性死亡的原因中也位列第
.

位$

(

%

#

&'(0

年美国

结直肠癌新发病例数预计超过
(*

万"死亡病例数超

过
,

万$

&

%

#结直肠癌发病机制复杂"包括多个基因*

多条通路的交互作用$

.

%

#到目前为止"结直肠癌仍是

全球医疗的重大难题"仍缺乏系统的*整体的理解其

发病的分子机制#传统的单基因检测的研究"虽然能

发现某些基因在肿瘤形成发展中发挥的具体作用"但

不能全面的挖掘出结直肠癌形成过程中更为广泛存

在的多个基因和通路的改变#近年来"随着基因芯片

技术在肿瘤中的广泛应用"大量的芯片数据产生"其

中大部分数据被储存在公共数据库中未被挖掘#整

合并重新分析这些数据可为新的研究提供线索"为全

面分析结直肠发病的分子机制提供便利$

*

%

#

本研究选取了
*

个
GKX

芯片数据集来鉴定结直

肠癌中差异表达的基因"这些差异表达基因可作为潜

在的结直肠癌标志物#进一步的功能富集分析可阐

明这些差异表达基因的生物学功能"信号通路分析可

明确它们调控结直肠癌的信号通路的关键分子"为揭

示结直肠癌发病机制奠定基础#

$

!

材料与方法
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!

芯片数据信息
!

从美国国立生物技术信息中心

&
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'的
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芯片数据库中选取了
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*

个芯片

数据集"从中获取结直肠癌和正常或相邻黏膜组织的

基因表达谱#

GFK).*0

采用美国昂菲公司人基因组

W(.."BA3&!'

芯片
G";,/'

平台"包括
/'

例早期结

直肠癌和
(&

例健康对照组织#

GFK&(0(,

采用美国

安捷伦公司人基因组
*d**MG*((&L

芯片
G";+*0'

平台"包括
(.&

例结肠癌患者和
)

例正常对照组织#

GFK.&.&.

芯片检测采用美国昂菲公司人基因组

W(.."BA3&!'

芯片
G";,/'

平台"包括
(/

例配对的

结直肠癌和非结直肠癌组织#

GFK**'/+

采用美国昂

菲公司人基因组
W&()

芯片
G";(.++/

平台"样本来

源于
)0

例结肠癌患者肿瘤和相邻正常黏膜组织及
,'

例健康对照者的结肠组织#

$!%
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数据处理
!

下载芯片数据压缩包和探针文件"

通过
$.!*!*

软件的
$>5

算法对芯片数据进行标准

化"采用
*

BE

R

L#
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G

$
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的入选标准"利用
$

语

言的
B2OO<

包筛选出差异表达基因进行进一步分析#

$!&
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差异基因筛选
!

将
*

个
GKX

芯片数据集筛选

出的在肿瘤中上调和下调基因分别导入在线软件
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'"通过取交集"获得在
*

个芯片数

据集中基因表达均发生改变的差异基因#

$!'

!

基因注释分析
!

采用
LA4T2HU.!(!.

软件进行

基因注释分析"分别显示差异基因的细胞组成&

##

'*

分子功能&

>L

'*生物学过程&

J"

'*信号通路&

J"5
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结果根据
-;E

R

('

&

"

'值的大小排序"同时呈现富集的

基因占总体的比例#

$!(

!
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网络构建
!

将表达差异基因导入
F:T24

R

('!,

在线分析网站&
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3
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R

('"获得蛋

白相互作用的数据"然后通过
#

C
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S
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软件

对结果进行可视化和进一步分析#

%

!

结
!!

果

%!$

!

芯片数据标准化
!

对基因芯片数据的标准化处

理"主要目的是消除由于实验技术所导致的表达量的

变化"并且使各个样本和平行实验的数据处于相同的

水平"从而得到具有生物学意义的基因表达量的变

化#以
GFK.&.&.

为例"该芯片数据在标准化前的箱

线图"见图
(5

#各样本的基因表达不在一条水平线

上"通过分位数标准化后"将
.*

例样本的芯片结果调

整到同一水平"见图
(J

#
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差异基因筛选
!

通过差异基因分析"

GFK).*0

芯片中获得
(.,,

个表达上调的基因"

(/.,

个表达下

调的基因"

GFK&(0(,

芯片中获得
/'',

个表达上调

的基因"

*)'

个表达下调的基因"从
GFK.&.&.

芯片中

获得
/&&

个表达上调的基因"

*)'

个表达下调的基因"

GFK**'/+

芯片分析获得
0&(

个表达上调基因"

0/.

个表达下调的基因#

*

个
GKX

数据集取交集分别得

到了表达上调的基因
&//

个"见图
&5

+表达下调的基

因
(,.

个"见图
&J

#

!!

其中表达上调的基因包括参与细胞分裂周期的

基因如
#6#+

*

#6#&,J

*

#6#5,

*

#6#5/

*

GNL&9$6(

等"与细胞黏附功能相关的分子
#6I.

*

#;67(

等"

参与肿瘤转移的基质金属蛋白酶家族分子
>>"(

*

>>".

*

>>"/

*

>>"/

*

>>"(&

等#表达下调的基

因包括参与机体代谢的
G"5N.

*

J.G7N/

*

5I#[;&

等"以及参与黏液分泌和免疫反应的
565>6K#(

*

#;#5(

*

#;#5*

等#

%!&
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GX

分析和信号通路富集分析
!

为了更系统全

面的了解上述差异基因的细胞定位*分子功能*参与

的生物学过程及信号通路"采用
LA4T2HU.!(!.

软件

将差异基因进行了基因富集分析并采用
GT<

S
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作图#结果发现"表达上调的基因主要分布于

细胞核和细胞外"其基因占比分别为
&'!+8

&

G

$

'!''(

'和
&&!+8

&

Gi'!''*

'"在细胞浆*微管*中心

体*微管中的基因数量少"基因占比分别为
.!,8

&

G

$

'!''(

'*

((!,8

&

Gi'!''.

'*

*!08

&

Gi'!''&

'"

结果见图
.5

+纺锤体的完整性决定了染色体分裂的

正确性"上调差异基因主要参与纺锤体组装其基因占

比为
'!/8

&

Gi'!'*

'"因而它们表达上调引起细胞异

常分裂是结直肠癌发生的关键因素"见图
.J

+趋化因

子在免疫监视过程中发挥重要作用"免疫监视功能过

低"异常细胞可逃过监视形成肿瘤"上调差异基因的

分子功能就是主要富集在调节趋化因子活性"其基因

占比为
&!+8

&

Gi'!''.

'"见图
.#

+肿瘤恶性增生主

要表现为细胞增殖失控"上调差异基因主要富集在与

细胞增殖相关的信号通路上"其中细胞周期*有丝分

裂
G(-G(
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F

期*

>->
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G(

期*

G&

(

>

期
675

破坏关

键节点及
675

复制的基因占比分别是
&(!08

&

G

$

'!''(

'*

(&!08

&

G

$

'!''(

'*

(,!08

&

G

$

'!''(

'*

+8

&

G

$

'!''(

'*

(,!08

&

G

$

'!''(

'"结果见图
.6

#

!!

注!

5

为标准化前+

J

为标准化后

图
(

!!

芯片数据标准化

!!

(,.

个表达下调的基因主要富集在细胞外&基因

占比
i&0!,8

"

G

$

'!''(

'*参与代谢过程&基因占

比
i()!&8

"

Gi'!'&)

'+机体内大多数化学反应都是

催化反应"而下调的基因在调控催化活性方面发挥着

重要作用"其基因占比为
('!.8

&

Gi'!''+

'"核受体

通过调控靶基因从而影响肿瘤细胞的药物敏感性"下

调的基因可调控配体依赖性核受体活性"基因占比为

&!/8

&

Gi'!'.)

'"从而影响肿瘤的治疗效果+这些基

因参与多条信号通路"但没有富集在某条信号通路上

&

G

%

'!',

'"见图
*

#

!!

注!

5

为表达上调的基因+

J

为表达下调的基因

图
&

!!

差异基因韦恩图

!!

注!

5

为细胞定位+

J

为生物学功能+

#

为分子功能+

6

为生物学

通路

图
.

!!

基因注释分析结直肠癌中表达上调的基因

!!

注!

5

为细胞定位+

J

为生物学功能+

#

为分子功能+

6

为生物学

通路

图
*

!!

基因注释分析结直肠癌中表达下调的基因

)

.&/(

)
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%!'

!

蛋白互作网络构建
!

构建结直肠癌差异表达基

因对应的蛋白的相互作用关系"有助于系统的研究疾

病分子机制"找到结直肠癌相关的关键基因#通过

3:T24

R

软件获得蛋白质相互作用结果"选取相互作用

强&联合分数
(

'!/

'的蛋白质"再用
H

C

:E3H<

S

?

软件构

建蛋白互作网络"去除无相互作用的基因"得到了一

份包含
&(.

个差异表达基因及
('&,

条相互作用关系

的蛋白作用网络#见图
,

#根据互作节点的数量的降

序排列"筛选出其中的前十位基因"见表
(

"它们是结

直肠癌的关键基因#

!!

注!节点表示在结直肠癌中差异基因对应的蛋白产物"其中关键基

因用矩形显示+两节点间的线表示两节点对应的蛋白之间有相互作用

图
,

!!

差异基因的蛋白质相互作用网络

表
(

!!

蛋白相互作用筛选出的
('

个关键基因

排序 基因名 互作节点数&个' 结直肠癌中表达水平

( #6M( ,*

上调

& ##7J( */

上调

. NX"&5 */

上调

* >56&;( *.

上调

, NNM *'

上调

+ JWJ(J .)

上调

/ 5W$M5 .0

上调

0 $$>& .*

上调

) WJK&# .*

上调

(' 5F"> ..

上调

&

!

讨
!!

论

!!

迄今为止"已有许多的研究者进行了大量的基础

和临床研究"来揭示结直肠癌形成和进展的原因和机

制"但全球结直肠癌的发病率和病死率仍居高不下"

主要原因是大部分聚焦在单个遗传学事件或结果来

源于单个队列研究$

(.

%

#本研究整合了
*

个
GKX

数据

集"利用生物信息学的方法进行深度分析"首先"鉴定

出了
*.'

个差异表达基因"包括
&//

个表达上调的基

因和
(,.

个表达下调的基因#表达上调的基因主要

位于细胞核*细胞浆等"主要参与纺锤体组装"组装过

程的异常可引起染色体异常分裂从而发生癌变$

(*

%

#

其分子功能主要为调节趋化因子活性"参与细胞周期

及
675

复制等"从而参与调控肿瘤免疫监视$

(,

%

"参

与肿瘤细胞的迁移*增殖及凋亡$

(+

%

#下调基因主要富

集在细胞外"参与代谢过程"发挥催化活性*配体依赖

性核受体活性等作用"这些都是肿瘤发生发展的重要

原因$

(/

%

#

#6M(

是调控
G&->

关键节点的重要基因"在结

直肠癌患者组织中检测到
#6M(

高表达"且
#6M(

核

浆比越高"患者预后越差$

(0

%

#

##7J(

是调节细胞周

期的重要基因"结直肠癌细胞中高表达的
##7J(

可

促进肿瘤细胞增殖和肿瘤生长$

()

%

#

>56&;(

也是调

控细胞有丝分裂的关键分子"已有研究发现该基因在

肝癌中的异常高表达与患者的生存时间呈负相关"下

一步可作为结直肠癌治疗的靶点$

&'

%

#在结直肠癌患

者组织中检测到
NX"&5

基因表达增加"细胞实验发

现"敲降
NX"&5

可抑制结肠癌细胞的增殖和侵袭能

力$

&(

%

#

NNM

是纺锤体组装关键节点"已有研究发现

NNM

在结肠癌组织中高表达"

NNM

过表达结肠癌细

胞可抵抗细胞凋亡$

&&

%

"

NNM

还可通过线粒体调节肿

瘤细胞的活力$

&.

%

#

JWJ(J

也同样参与纺锤体组

装$

&*

%

"本研究首次提出该基因在结直肠癌中表达上

调"其具体的作用机制尚无研究#

5W$M5

基因也已

证实在结直肠癌患者组织中表达上调"该基因在细胞

分裂和染色体稳定性发挥重要作用"可作为结直肠癌

患者的预后标志物$

&,

%

#

$$>&

基因过表达与肿瘤的

侵袭性和化疗药物抵抗相关"可作为结直肠癌治疗的

靶分子$

&+

%

#

WJK&#

在结肠癌患者中高表达"可作为

其诊断的标志物"研究表明"抑制
WJK&#

能减缓结直

肠癌细胞生长速度"增加细胞对化疗药物的敏感性"

因而可开发相应的分子靶向药物用于结直肠癌患者

个体化治疗$

&/

%

#

5F">

是调控正常有丝分裂纺锤体

功能的关键基因"可影响
675

双链断点的修复"能作

为化疗药物的靶点$

&0

%

"但目前尚无研究报道该基因与

结直肠癌的关系"研究者首次发现该基因在结直肠癌

中表达上调#

'

!

结
!!

论

!!

本研究联合
*

张结直肠癌基因芯片数据集"采用

生物信息学的分析方法"获得了
*.'

个差异基因"构

建了蛋白互作网络"最终获得
('

个关键基因"主要和

细胞周期*纺锤体组装*染色体稳定性*肿瘤细胞侵袭

和化疗药物耐药有关#这些发现有助于理解结直肠

癌的成因和潜在的分子机制"筛选出的基因可作为结

直肠癌治疗的靶点#
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R

?TOB24?OA:<:2E4324:U?3

S

24@B?<33?O=B

C

HU?H̀

S

E24:

R

?4?JWJ(J2424@2Y2@A<B3Z2:U?<TB

C

-E43?:

HEBET?H:<BH<4H?T

$

%

%

!G?4?3#UTEO#<4H?T

"

&'(+

"

,,

&

((

'!

0,,-0+.!

$

&,

%

MXI I >

"

%57GJG

"

I[W7#;

"

?:<B!5ATET< 2̀4<3?

<23<

S

TE

R

4E3:2HO<T̀?T24HEBET?H:<B<@?4EH<TH24EO<

$

%

%

!

%"<:UEBNT<43B>?@

"

&'(/

"

,(

&

(

'!

.&-.)!

$

&+

%

75755 P

"

PWF[

"

[57G[F

"

?:<B!7<4E-62<O24E-

N?:T<H

&

765N

'

?4U<4H?3T?3Y?T<:TEB-24@AH?@<4:2

S

TEB2̂-

?T<:2E4=

C

<H:2E4E4:U?$$>&

S

<:UZ<

C

24HEBET?H:<B

H<4H?T3

$

%

%

!IETO#<4H?T

"

&'(0

"

,

&

/

'!

&,-.*!

$

&/

%

#5##9X;57 5

"

#5;5J$KFK#

"

>5;5"K;;KW

"

?:

<B!W=HI('?\

S

T?332E4H<4

S

T?@2H:

S

TE

R

4E323<4@3?432:2Y-

2:

C

:E:U?<4:24?E

S

B<3:2H:T?<:O?4: ÊTHEBET?H:<BH<4H?T
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