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  摘 要:目的 拟用生物信息学方法,筛查出影响结直肠癌(CRC)预后的相关基因,为寻找CRC早期诊断

标志物提供指导。方法 用生物信息学手段,对正常结直肠和CRC组织进行对比分析,筛选出差异表达基因

(DEGs)。结果 共检测到62个DEGs,分析发现下调的DEGs在肾素和胰腺分泌调节信号通路富集,相关基

因为CLCA1和CLCA4,而上调的DEGs未见明显的信号通路。对其中6个下调基因进行分析,发现6个下调

基因中有2个对结肠腺癌预后有明显影响,通过富集分析发现,CLCA4在肾素分泌通路中表达明显降低。结

论 CLCA1和CLCA4在CRC中表达明显降低,有可能成为CRC的潜在诊断标志物和治疗靶点。
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Abstract:Objective To

 

screen
 

out
 

related
 

genes
 

affecting
 

the
 

prognosis
 

of
 

colorectal
 

cancer
 

(CRC),and
 

to
 

provide
 

guidance
 

for
 

finding
 

early
 

diagnostic
 

markers
 

for
 

CRC
 

by
 

using
 

bioinformatics
 

methods.Methods 
Using

 

bioinformatics
 

methods,a
 

comparative
 

analysis
 

of
 

healthy
 

colorectal
 

and
 

CRC
 

tissues
 

was
 

performed
 

to
 

screen
 

out
 

differentially
 

expressed
 

genes
 

(DEGs).Results A
 

total
 

of
 

62
 

DEGs
 

were
 

detected
 

in
 

this
 

study.
The

 

analysis
 

found
 

that
 

the
 

down-regulated
 

DEGs
 

were
 

enriched
 

in
 

the
 

renin
 

and
 

pancreatic
 

secretion
 

regula-
tion

 

signaling
 

pathways.The
 

related
 

genes
 

were
 

CLCA1
 

and
 

CLCA4,while
 

the
 

up-regulated
 

DEGs
 

had
 

no
 

ob-
vious

 

signaling
 

pathways.Analysis
 

of
 

the
 

6
 

down-regulated
 

genes
 

found
 

that
 

2
 

of
 

the
 

6
 

down-regulated
 

genes
 

had
 

significant
 

differences
 

in
 

the
 

prognosis
 

of
 

adenocarcinoma
 

of
 

colon.Through
 

enrichment
 

analysis,it
 

was
 

found
 

that
 

the
 

expression
 

of
 

CLCA4
 

in
 

the
 

renin
 

secretion
 

pathway
 

significantly
 

reduced.Conclusion The
 

ex-
pression

 

of
 

CLCA1
 

and
 

CLCA4
 

significantly
 

reduced
 

in
 

CRC,and
 

might
 

become
 

potential
 

diagnostic
 

markers
 

and
 

therapeutic
 

targets
 

for
 

CRC.
Key

 

words:colorectal
 

cancer; differentially
 

expressed
 

genes; biomarker
 

genes

  结直肠癌(CRC)的发病率和病死率在消化系统

恶性肿瘤中仅次于胃癌、食管癌和原发性肝癌[1],近
年来其发病率在我国不少地区有不断上升的趋势[2]。
有研究发现,普遍的筛查可有效提升CRC患者的生

存率,降低其病死率[3]。鉴于筛查的现实需要和目前

筛查方式的不足,急需寻找更方便快捷的筛查方法。
基因芯片和基因图谱是一种很成熟的检测技术,特别

适用于筛选差异表达基因(DEGs)[4]。运用生物信息

学方法整合和分析基因芯片应用过程中积累下来的

大量CRC数据,并与表达谱技术相结合,非常适用于

研究CRC可能存在的生物标记物基因。本研究结合

多种数据库开展CRC的研究。

1 资料与方法

1.1 筛查出有差异的上调和下调基因 从基因芯片

数据库(NCBI-GEO)中获取 GSE110224、GSE41328
和GSE15960基因在CRC组织及正常结直肠组织中

的表达谱,均是GPL570[G-U133_Plus_2]Affymetrix
 

Human
 

Genome
 

U133
 

Plus
 

2.0
 

Array,包括28个正
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常结直肠组织 标 本 和38个 CRC 组 织 标 本;采 用

GEO2R在线工具对CRC组织标本和正常结直肠组

织标本的DEGs数据进行分析(|logFC|>2和调整

P<0.05);然后再用 Venn软件对原始数据进行分

析,检测3个 基 因 芯 片 之 间 的 差 异,logFC<0的

DEGs为下调基因,logFC>0的DEGs为上调基因。

1.2 分析筛选出的DEGs的生物学特征 在 DA-
VID数据库里,用基因本体论(GO)分析筛选出的

DEGs的生物学特征,分成生物过程(BP)组、分子功

能(MF)组和细胞成分(CC)组3组。用京都基因与基

因组百科全书(KEGG)分析信号通路情况。

1.3 分析蛋白质相互作用 通过检索相互作用基因

的搜索工具(STRING)分析蛋白-蛋白相互作用(PPI)
网络,再用 MCODE插件进一步分析。

1.4 分析筛选出的 DEGs对生存率的影响及对

RNA的表达 利用 UALCAN数据库评估筛选出的

基因对生存率的影响,计算出有95%置信区间的

logrankP 值和风险比(HR)。利用基因表达数据交

互分析(GEPIA)网站对标本的 RNA表达数据进行

分析。

2 结  果

2.1 CRC的DEGs分析 用于鉴别的DEGs共包括

38份CRC组织标本和28份正常结直肠组织标本。
通 过 GEO2R 在 线 工 具,分 别 从 GSE110224、

GSE41328和GSE15960中提取出177、290和3
 

235
个DEGs。用Venn软件对3个数据集中的常用数据

集进行识别,共检测到62个常见DEGs(21个上调基

因,41个下调基因)。见表1、图1。

2.2 DEGs的GO和 KEGG通路分析 在DAVID
数据库里采用GO分析筛选出的62个DEGs,KEGG
通路分析表明,下调的DEGs在肾素分泌和胰腺分泌

调节信号通路富集,主要相关的基因是 CLCA1和

CLCA4,而上调的DEGs未见明显的信号通路(P<
0.05),见表2、3。

2.3 PPI和 MCODE插件分析 PPI分析36个

DEGs被导入到含有59个节点和60条变的 DEGs
 

PPI网络复合体中,62个DEGs中有36个被纳入到

DEGs
 

PPI网络,其中包括10个上调基因和26个下

调基因。采用 MCODE插件进一步分析结果显示,6
个中心节点均为下调基因,见图2。

表1  CRC组织与正常结直肠组织相比得出的3个基因芯片都包含的21个上调基因和41个下调基因

基因表

达情况
基因名称

上调基因 CDH3、CXCL10、UBD///GABBR1、GDF15、MMP7、FOXQ1、KRT80、INHBA、AJUBA、CLDN1、EPHX4、CEMIP、CTHRC1、

TESC、CLDN2、CHI3L1、CRNDE、REG1A、MSX2、KRT23、DPEP1

下调基因 HSD17B2、ZG16、UGT2B17、TRPM6、PYY、SLC26A3、PKIB、C10orf99、CLCA1、ABCA8、SLC51B、LYPD8、PCK1、ADH1C、

UGT2A3、GCNT2、SST、LAMA1、CWH43、GUCA2A、DHRS9、GUCA2B、CHP2、SCARA5、CLCA4、NXPE4、SLC26A2、AN-

PEP、CEACAM7、ADTRP、ISX、BEST2、ADH1B、GCG、GBA3、CLDN8、MS4A12、C2orf88、BEST4、CA1、SI

  注:A为上调基因;B为下调基因;数据为DEGs。

图1  Venn软件分析结果

2.4 UALCAN和 GEPIA的核心基因分析 CRC
基因表达数据来源于数据库中的结肠腺癌(COAD)
和直肠腺癌(READ)两种癌症所表达的数据。利用

UALCAN数据库对6个核心基因对CRC的预后影

响进行分析,发现CLCA1和CLCA4基因低表达时对

COAD的预后有明显影响(P<0.05),对READ无明

显影响,且剩余4个基因差异无统计学意义(P>
0.05)。用GEPIA对核心基因再进行分析发现,CRC
组织与正常结直肠组织相比,CLCA1和CLCA4基因

在CRC中表达明显降低(P<0.05)。见图3、4。

2.5 KEGG通路富集分析 通过DAVID数据库重

新对这3个筛选出的基因进行KEGG通路富集分析,
结果显示只有CLCA4在肾素分泌的通路中明显表达

降低(P<0.05)。
表2  CRC的DEGs的KEGG通路分析

通路编号 名称
 

数量

(个)
 

百分比

(%)
P 基因

hsa04924 肾素分泌 2 66.666
 

67 0.009
 

303
 

678CLCA1、CLCA4

hsa04972 胰腺分泌
 

2 66.666
 

67 0.013
 

519
 

407CLCA1、CLCA4
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  注:
  

A为STRING分析PPI结果;B为 MCODE分析所得中心节点。

图2  PPI和 MCODE插件分析结果

  注:A为CLCA1基因;B为CLCA4基因;*P<0.05。

图3  CRC组织较正常结直肠组织表达明显下调的基因

表3  CRC的DEGs的GO分析

表达情况 分类 项目
数量

(个)
百分比

(%)
P

错误发生率

(%)

上调 GOTERM_BP_FAT GO:0042127~细胞增殖调节 5 3.267
 

974 0.005
 

325
 

0 6.646
 

518

GOTERM_BP_FAT GO:0016338~不依赖钙离子的细胞黏附 2 1.307
 

190 0.020
 

945
 

0 23.866
 

400

GOTERM_BP_FAT GO:0016337~细胞黏附
 

3 1.960
 

784 0.027
 

893
 

0 30.539
 

700

GOTERM_CC_FAT GO:0044421~细胞外部区域部分 6 3.921
 

569 0.001
 

827
 

0 1.628
 

932

GOTERM_CC_FAT GO:0005615~细胞外空间 5 3.267
 

974 0.003
 

963
 

0 3.502
 

800

GOTERM_CC_FAT GO:0005911~细胞连接
 

3 1.960
 

784 0.015
 

394
 

0 13.003
 

150

GOTERM_MF_FAT GO:0005198~结构分子活性 5 3.267
 

974 0.003
 

808
 

0 3.488
 

039

GOTERM_MF_FAT GO:0008083~生长因子活性 3 1.960
 

784 0.012
 

612
 

0 11.140
 

150

GOTERM_MF_FAT GO:0005125~细胞因子活性 3 1.960
 

784 0.018
 

138
 

0 15.662
 

420

下调 GOTERM_BP_FAT GO:0006811~离子转运 7 2.310
 

231 0.002
 

293
 

0 2.988
 

199

GOTERM_BP_FAT GO:0008610~脂类生物合成的过程 4 1.320
 

132 0.021
 

026
 

0 24.483
 

890

GOTERM_BP_FAT GO:0007584~对营养的反应 3 0.990
 

099 0.027
 

306
 

0 30.641
 

070

GOTERM_BP_FAT GO:0008272~硫酸的运输 2 0.660
 

066 0.027
 

379
 

0 30.708
 

930

GOTERM_CC_FAT GO:0000267~电解反应 9 2.970
 

297 0.003
 

496
 

0 3.663
 

326
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续表3  CRC的DEGs的GO分析

表达情况 分类 项目
数量

(个)
百分比

(%)
P

错误发生率

(%)

GOTERM_CC_FAT GO:0005903~刷毛缘 3 0.990
 

099 0.005
 

513
 

0 5.721
 

754

GOTERM_CC_FAT GO:0005576~胞外区域 11 3.630
 

363 0.016
 

880
 

0 16.592
 

690

GOTERM_MF_FAT GO:0008509~阴离子跨膜转运体活性 6 1.980
 

198 0.000
 

019
 

7 0.022
 

198

GOTERM_MF_FAT GO:0031404~与氯离子的结合
 

5 1.650
 

165 0.000
 

027
 

9 0.031
 

388

GOTERM_MF_FAT GO:0043168~与阴离子的结合
 

5 1.650
 

165 0.000
 

056
 

2 0.063
 

258

GOTERM_MF_FAT GO:0005254~氯离子通道活性 4 1.320
 

132 0.000
 

596
 

0 0.669
 

397

  注:A为CLCA1的表达水平对COAD患者生存率的影响;B为CLCA4的表达水平对COAD患者生存率的影响。

图4  CLCA1和CLCA4对CRC患者预后的影响

3 讨  论

  CRC作为全球癌症相关死亡的第4大原因,在
CRC不同发展阶段诊断的患者5年生存率差异很大,
早期诊断的患者生存率超过70%,而晚期诊断的患者

生存率不到10%[5]。超过一半的CRC患者在诊断时

已有局部和远处转移,尤其是淋巴结转移严重影响患

者的预后[6]。并且有研究发现越年轻的CRC患者预

后也越好[7],因此如果有便捷的早期筛查方法在常规

体检或者是转移发生前及早地发现CRC,能够有效提

高CRC的生存率。
本研究利用生物信息学方法对3个芯片进行了

深入分析,集中研究了多个基因,与正常结直肠组织

相比,CRC组织中的CLCA1和
 

CLCA4存在明显差

异,同时发现这两个基因的低表达能够对COAD患

者的 生 存 率 产 生 影 响,这 一 发 现 提 示 CLCA1 和
 

CLCA4可能是诊断和治疗CRC的潜在生物标志物。
但CLCA1和

 

CLCA4的低表达通过 GEPIA分析只

对COAD的预后有明显影响,而在READ组织中的

明显低表达却未对其预后有明显影响,这可能与数据

库的标本收入量等有关,还需进一步做更深入的

研究。
CLCA1和CLCA4是钙活化氯离子通道家族中

的成员,与CLCA2一起具有相似的一级结构。钙活

化氯离子通道调控因子作为一种在氨基酸末端中具

有对称多半胱氨酸基序的蛋白质[8],在多种癌症中都

出现表达失调[9-10]。同时,对钙活化氯离子通道蛋白

的研究发现,其不仅可以调节炎性反应,还参与致

癌[11],由于其相似的一级结构,使其可能在作用效能

上也存在类似情况。
有研究发现,CRC患者的CLCA1血清水平较健

康 对 照 者 明 显 降 低,并 且 CLCA1 血 清 水 平 和

CLCA1mRNA表达水平与CRC的转移和分期呈负

相关,还发现CLCA1可能通过下调 Wnt/β-catenin信

号通路和上皮细胞-间质转化(EMT)发挥 抑 癌 作

用[12]。异常的Wnt信号可以触发EMT过程,这在癌

症转移中至关重要。CLCA1表达的增加降低了β-
catenin的表达水平,抑制了EMT从而抑制肿瘤的活

性,这与一些文章发现的 Wnt/β-catenin激活和炎症

性肠病是导致CRC的两个主要因素的结论不谋而

合,这两个因素能导致肠道内肠上皮内环境稳态的破

坏,如细胞增殖增加、细胞分化和凋亡减少等[13-15]。
同时,EMT过程使上皮细胞转化为间质细胞,使细胞

失去黏附和极性,从而发生迁移和侵袭[16]。
对于CLCA4,近期也有研究指出,CLCA4在细

胞中发挥生物学功能是通过使PI3K/AKT信号失活

和调节EMT介导的,并且CLCA4
 

的降低与CRC患

者的淋 巴 结 转 移 有 关[17],这 与 LIU 等[18]发 现 的

CLCA4抑制肝癌细胞的增殖和侵袭的机制相似。
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综上所述,应用生物信息学分析方法,本研究筛

选出了CLCA1和CLCA4两个基因,对其进行更进一

步的作用机制讨论,发现它们严重影响CRC的转移,
且最 终 影 响 CRC 患 者 的 预 后。本 研 究 丰 富 了

CLCA1和CLCA4在CRC中的认识,二者有可能可

以作为CRC的诊断依据和治疗靶点。
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