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结肠腺癌诊断与预后相关关键基因的鉴定
周延杰 1（通信作者 *），蒋露 2，王珂 1*
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214400）

摘 要：目的   运用生物信息学技术鉴定新的用于结肠腺癌诊断和预后评估的生物学标志物。方 法   
从基因表达综合数据库(Gene Expression Omnibus，GEO)中下载3个结肠癌基因表达谱数据，利用

GEO2R工具对差异表达基因(Differential expression genes，DEGs)进行分析。采用WebGestalt在线工

具进行差异表达基因功能及通路富集研究。采用SRING数据库和Cytoscape软件进行蛋白相互作用(PPI)
网络构建并使用MCC算法从蛋白相互作用网络中筛选出前20个关键基因。采用GEPIA2在线工具从20个

基因中筛选影响预后的基因。最后，使用TCGA-COAD临床数据集验证核心基因的表达水平和诊断意

义。结 果   本研究共筛选了413个差异表达基因，通过构建蛋白相互作用网络，我进一步筛选出20个关键

基因，并通过生存分析选择了其中3个有预后价值的基因。最后，用TCGA-COAD数据集的临床分析，

验证了这些核心基因的诊断价值。结 论   SPP1、GRP和GNGT1在结肠腺癌中高表达，可作为诊断与预

后评估的标志物。

关键词：结肠腺癌；生物标志物；诊断；预后；SPP1、GRP、GNGT1
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Identification of Key Biomarkers Associated with Diagnosis and Survival 
Prognosis in Colon Adenocarcinoma

ZHOU Yan-ji1*, JIANG Lu2, WANG Ke1*

(1.Department of Clinical Laboratory, Jiangyin People’s Hospital, Jiangyin  Jiangsu 214400; 2.Department of Laboratory, 
Wuxi Center for Disease Control and Prevention, Wuxi Jiangsu  214023)

A B S T R A C T:  O b j e c t i v e   To identify novel molecular biomarkers for the early diagnosis 
and survival prognosis of colorectal adenocarcinoma (COAD) by bioinformatics technology. 
M e t h o d s   Three gene expression profile data were downloaded from the Gene Expression 
Omnibus(GEO), and the differential expression genes(DEGs) were identified by GEO2R. Gene 
Ontology (GO) and KEGG pathway enrichment analysis were conducted by WebGestalt online 
tool. String database and Cytoscape software were used for protein-protein interaction (PPI) 
network construction and module analysis. The top 20 Hub Genes were screened from the PPI 
network using MCC algorithm on CytoHubba app of Cytoscape software, and were verified by 
ONCOMINE database then. The core genes affecting CRC prognosis were screened by GEPIA2 
survival analysis web tool. Finally, the expression level and clinical indicators including core 
genes was analyzed by TCGA-COAD dataset. R e s u l t s   In total, 413 differentially expressed 
genes (DEGs) were identified, and the GO and KEGG enrichment analyses of DEGs were 
processed. After, the protein-protein interaction (PPI) network was constructed and 20 hub 
genes were identified. Furthermore, three core genes were selected via survival analysis. 
Finally, the diagnostic and prognostic value of these core genes was verified by clinical 
analysis of TCGA-COAD dataset. C o n c l u s i o n   SPP1, GRP and GNGT1 were all over-expressed 
in COAD, and may be regarded as novel diagnostic and prognostic biomarkers for COAD.
KEY WORDS: colon adenocarcinoma; biomarker; diagnosis; prognosis; SPP1, GRP, GNGT1
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0　引言

结直肠癌(CRC)是世界上最常见的癌症类

型之一，约占所有确诊癌症病例的11%，同时

结直肠癌还是全球第二大最致命的癌症 [1]。在

我国，结直肠癌的发病率呈逐年上升趋势，且

多数结直肠癌患者在确诊时已属于中晚期 [2]。

结 肠 腺 癌 ( C O A D ) 是 结 直 肠 癌 最 常 见 的 类

型，COAD的发病率和死亡率分别为10.2%和

9.2%[3]。结直肠癌发生的确切机制尚不清楚，

因此，更好地了解肿瘤发生的确切机制，识别

新的分子生物标志物，用于早期诊断、预后评

估、疾病监测至关重要。

高 通 量 基 因 芯 片 技 术 已 广 泛 应 用 于 医

学和生物学的多个领域，通过该技术我们能

够 共 享和探索各种分 子机制 [4 ]。本研 究通过

GEO2R工具鉴定了413个结直肠癌差异表达

基因(DEGs)，对这些基因进行功能富集和蛋

白互作关系研究，并鉴定了20个关键基因。

最后通过生存分析选择了3个具有预后价值的

关键基因，并用数据库中的临床数据进行了

验证。

1　资料与方法

1.1　微阵列数据

基因表达综合数据库(GEO)(http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/geo)是一个公共功能基因

组数据库、芯片和微阵列。我们从GEO下载

了 3 个 样 本 量 较 大 的 结 直 肠 癌 和 正 常 上 皮 的

基因表达谱，分别为GSE21815、GSE35279
和GSE71187。这三个数据集的微阵列数据均

为GPL6480平台，其中GSE21815数据集包含

132例结直肠癌样本和9例正常上皮细胞样本，

GSE35279数据集包含74例结直肠癌样本和5例

正常上皮细胞样本，GSE71187数据集包含47
例结直肠癌组织标本和12个正常结直肠组织

标本。

1.2　差异表达基因的识别

基 因 表 达 综 合 数 据 库 分 析 工 具 G E O 2 R 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r)
被认为是一种交互式在线工具，旨在比较GEO
系列中的两个或多个数据集，以便在不同实验

条件下识别差异表达基因。我们采用GEO2R检

测结直肠癌组织与正常上皮组织之间的差异，

选择P<0.05和|log fold change (FC)|>2作为

阈值，将筛选出的数据使用“ggplot2” R语言

包绘制差异表达基因的火山图及韦恩图。

1.3　功能富集分析

基 因间 交 互 关 系 检 索 工 具 W e b G e s t a l t 
(http://www.webgestalt.org/)是一个在线

生物信息软件工具，它集成了来自中央和公共

管理的数据库以及计算分析的功能类别。我

们用WebGestalt分析了差异表达基因的功能

（GO）和信号转到通路（KEGG）途径富集

分析。功能途径的富集分析可分为生物过程

(BP)、细胞组分(CC)和分子功能(MF)。
1.4　PPI网络建设及关键基因筛选

基 因 间 交 互 关 系 检 索 工 具 S T R I N G 
(http://string-db.org)在线数据库可用来预

测蛋白质相互作用网络、解释疾病的发生机

制和发展。我们筛选了STRING数据库中差异

表达基因蛋白质相互作用的综合得分>0.7的数

据，运用Cytoscape 3.7.1软件绘制了差异表达

基因的蛋白互作网络，并根据最大团系中心性

(MCC)筛选出前20位的关键基因。随后我们

使用GEPIA2(http://gepia2.cancer-pku.cn 
/#index)在线工具中的“生存分析”功能筛选

了影响结直肠癌预后的关键基因。

1.5　关键基因的验证

为了验证这3个临床研究数据集筛选出的关

键基因在直肠腺癌中普遍的诊断与预后价值，

我们使用TCGA-COAD数据库中的临床数据，

分析了所筛选的关键基因在结直肠腺癌和正常

肠上皮组织中的表达差异及其诊断价值，运用

R4.0.4软件绘制了箱线图和受试者工作曲线。
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2　结果

2.1　差异表达基因的鉴定

通过GEO2R在线工具，在基因表达谱数

据处理和标准化后，以P<0.05和|logFC|>2
为截止标准，提取三个数据集中的差异表达基

因（GSE35279中1357个、GSE21815中1493个

和GSE71187中1884个）。火山图和维恩图是

用R4.0.4.中的“ggplot2”软件包绘制的。这

三个数据集中重叠的差异表达基因共有413个

（图1）。

2.2　差异表达基因的富集分析

为了阐明重叠差异表达基因的生物学功

能，我们通过Webgalt在线工具进行了功能注

释和通路富集分析。结果表明，生物过程功能

富集分析中重叠的差异表达基因与组织发育、

管腔形态发生、组织形态发生、管腔发育、骨

骼系统发育、参与形态发生、动物器官形态发

育、循环系统发育、细胞增殖和上皮发育显

著相关（图2A）。在分子功能富集分析中，

差异表达基因与受体调节活性、受体配体活

性、RNA聚合酶Ⅱ调控区序列特异性DNA结

合、RNA聚合酶Ⅱ调节区DNA结合、细胞外

基质结构成分、转录调控区序列特异性DNA
结合、序列特异性双链DNA结合、赋予拉伸

强度的细胞外基质结构成分、激素活性、转录

调控区DNA结合显著相关（图2B）。在细胞

成分分析中，差异表达基因与含胶原蛋白、细

胞外基质、基底膜、细胞外基质成分、胶原蛋

白三聚体复合物、基底外侧质膜、质膜区、内

质网腔超分子聚合物、超分子复合物相关（图

2C）。此外，KEGG信号通路富集分析表明，

这些差异表达基因在Wnt信号通路、糖尿病

并发症中的AGE-RAGE信号通路、肿瘤的中

心碳代谢、氨基酸生物合成、乳腺癌、疟疾、

胃癌、ECM受体相互作用、TGF-beta信号通

路、MiRNA调节通路中发挥着关键作用（图

2D）。

2.3　PPI网络构建与关键基因筛选

为了评估差异表达基因间的相互关系，我

们首先在STRING网站获取了这些差异基因的

相互作用网络数据，当置信值为0.7作为临界

标准，蛋白相互作用网络包含388个节点和334
条边。我们用Cytoscape 3.7.1软件绘制了差异

表达基因的蛋白互作网络（图3A），并最大

团系中心性(MCC)筛选出前20位的关键基因：

SST、PPBP、SPP1、GCG、GCG、INSL5、

CXCL8、EDN3、CXCL11、PYY、P2RY1、

H T R 1D、G P R 4、S A A 1、I L 6、P L C B 1、

APLN、GRP、ADRA2C、GNGT1、GAL
（图3B）。

接下来我们使用GEPIA2在线工具分析了

20个关键基因的预后作用，发现3个关键基因

SPP1、GRP和GNGT1的表达水平与结肠腺癌

(COAD)患者的生存显著相关(图4)。
2.4　关键基因的验证

最后，我们通过TCGA-COAD临床数据集

验证了上述3个关键基因在结肠腺癌和正常肠

上皮组织中的表达水平，并探讨了它们的诊断

价值。结果表明，3个基因在临床病例中表达上

调，且受试者工作曲线（ROC）显示这种差异

表达具有诊断意义（图5）。

3　讨论

根据2018年的全球疾病负担研究，结直

肠癌对人民的健康构成了重大威胁，它一直是

全球第三大常见癌症。近十年来，人们对结直

肠癌的发病机制的研究越来越多，其治疗策略

不断发展。然而，由于原发肿瘤的术后复发和

转移，结直肠癌的死亡率和发病率仍然很高。

因此，识别新的分子靶点对结直肠癌的早期诊

断、治疗和预后具有重要意义。

本研究通过GEO2R从三个基因芯片微阵

列数据集中获得了结直肠癌和非癌变组织之间

的差异表达基因，三个数据集共有413个共同
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的差异表达基因。通过基因功能和信号通路的

富集分析，我们发现差异表达基因在与肿瘤相

关的功能和通路中富集，如细胞增殖、细胞外

基质结构成分、Wnt信号通路 [5]、癌症中心碳

代谢、ECM-受体相互作用 [6]和TGF-β信号通

路 [7]，因此我们有理由相信，这些差异表达基

因在结直肠癌的发生发展过程中发挥了重要的

作用。

我 们 通 过 S T R I N G 在 线 工 具 构 建 了 差

异 表 达 基 因 的 蛋 白 相 互 作 用 网 络 ，并 通 过

CytoHubba筛选了最重要的20个基因，有通过

GEPIA的预后分析功能筛选出3个具有预后作

用的基因：SPP1，GRP，GNGT1。最后通过

TCGA-COAD数据库中的临床数据验证了这3
个基因在直肠腺癌中呈高表达，且ROC曲线这

种差异表达具有诊断价值。

分泌型磷蛋白1(SPP1，又称骨桥蛋白)是

一种细胞外基质趋化因子样磷糖蛋白，促进细

胞-基质相互作用，在各种恶性肿瘤中过表达，

并在肿瘤发生和转移中发挥作用。Wei等人发

现SPP1过表达可增强KRAS基因突变细胞的非

锚定生长、细胞迁移和侵袭，过表达也可诱导

图 1  三个结肠癌研究基因表达数据集中的差异表达基因
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图 2  差异表达基因的功能及信号通路富集分析

图 3  差异表达基因的蛋白 - 蛋白相互作用网路与其中的 20 个关键基因

PI3K信号转导和基质金属肽酶9(MMP9)的表

达，并抑制KRAS突变细胞中E-钙连蛋白的表

达[8]。Zeng等人发现SPP1的表达可激活激活的

整合素β1/FAK/AKT通路，促进卵巢癌的进

展[9]。Zhang等人发现SPP1可上调PD-L1，介

导肺腺癌中巨噬细胞极化，促进免疫逃逸[10]。

胃泌素释放肽(GRP)是一种与炸弹素具有

同源性的小调节肽。GRP及其受体在多种生理

功能中发挥重要作用，包括感觉传递、中枢自主

通路调节、体温调节、垂体激素分泌、胃和胰腺
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图 4  SPP1,GRP 与 GNGT1 与结肠腺癌的预后相关

图 5  SPP1,GRP 与 GNGT1 在直肠腺癌组织中呈高表达且具有诊断价值
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急性脑栓塞患者动脉介入溶栓治疗临床疗效观察

WT1基因在监测急性髓细胞白血病微小残留病中的临床意义

PBL教学模式在口腔种植修复教学中的应用效果

优质护理管理模式在肾内科应用的效果评价

急性左心衰竭患者不同院前急救模式的疗效

经胸乳入路腹腔镜下甲状腺切除术的治疗效果分析

热疗辅助放疗治疗晚期肝癌的效果分析

探讨腹腔镜右半结肠切除术与开腹手术治疗结肠癌的比较情况

手术治疗外伤性颈段脊柱脊髓损伤患者的临床研究

经尿道等离子电切术治疗膀胱肿瘤的治疗效果分析
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分泌、食物摄入和饱腹感。越来越多的证据表

明，GRP在某些癌症中作为有丝分裂原、形态原

和促血管生成因子[11]。Patel等人发现前GRP C
端非酰胺化肽在结直肠癌细胞系和肿瘤中大量

表达，刺激结直肠癌细胞和正常结肠黏膜的增

殖，这些肽是新型结直肠癌治疗的有吸引力的靶

点[12]。Ni等人发现GRP在有淋巴结转移的乳腺

癌患者中高表达。此外，在有淋巴结转移的患者

中，胃泌素释放肽表达量较高的患者生存时间较

短。过表达胃泌素释放肽显著增强了细胞的侵袭

性。相反，通过短发夹RNA方法敲除胃泌素释

放肽，显著减少了MCF-7细胞的侵袭[13]。

鸟嘌呤核苷酸结合蛋白(G蛋白)γ转导活性

肽1(GNGT1)编码异三聚体G蛋白γ亚基家族的

一个成员(gamma1)。Alsaleem等发现e-钙粘

蛋白表达减少/丢失与差异表达基因相关，包

括调控GPIK3-AKT信号通路的GNGT1[14]。此

外，Mucaki等发现GNGT1是一种对卡铂化疗

有有效反应的基因[15]。

综上所述，我们通过对GEO数据库中基因表

达谱的综合生物信息学分析，挖掘出了三个与结

肠腺癌预后相关的核心分子，包括SPP1、GRP和

GNGT1。这些核心基因在结肠中呈高表达，可

被认为是新的COAD诊断和预后生物标志物。
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