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摘 要:目的 通过生物信息学方法探索影响Ⅳ期结直肠癌(colorectalcancer,CRC)患者淋巴结转移相关的核心基因,

为进一步对转移相关的潜在机制的探索提供线索。方法 本研究通过对GEO数据库进行检索,选择GSE63596的表达

谱芯片进行后续研究。采用Agilent微阵列技术对所有15例患者的 mRNA谱进行分析。差异分析采用LIMMA包进

行运算,统计学过滤条件为:|Log2FC|>2,P<0.05。采用加权基因共表达网络分析(weightedgeneco-expressionnet-
workanalysis,WGCNA)方法筛选出与CRC淋巴结转移相关的靶基因并构建预测模型。软件包glmnet,整合生存时间、

生存状态和基因表达数据,利用LASSO回归分析,以获得最优模型。结果 通过对GSE63596的表达谱芯片差异分析,

提示有501个基因在淋巴结阳性的肿瘤中表达上调,另外有102个基因表达下调。通过R语言软件中cutreeDynamic和

moduleEigengenes函数绘制聚类图,去除相似模块的影响,共得到15个模块,结果发现淋巴结阳性与drakgrey模块显著

相关(cor=0.64,P=0.01),构建PPI网络后刷选出8个 Hub基因。利用LASSO回归分析,以获得最优模型。设置

Lambda值为0.0407,构 建 的 模 型 公 式 为 Riskscore=(0.1454)*DGAT1+(-0.0684)*GDPD3+(0.1404)*

PDZK1IP1+(-0.1724)*PLA2G10。结论 筛选出与CRC转移相关的4个基因,可为CRC发生、转移和治疗的研究

提供参考。

关键词:结直肠肿瘤;淋巴结转移;生物信息学

中图分类号:R735.3   文献标识码:A   文章编号:1001-5817(2022)03-0367-06

doi:10.3969/j.issn.1001-5817.2022.03.011

StudyonthegenesrelatedtolymphnodemetastasisinpatientswithstageⅣcolorectalcancer
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  Abstract: Objective ToexplorethecoregenesrelatedtolymphnodemetastasisinpatientswithstageⅣ
colorectalcancer(CRC)bybioinformaticsmethods,soastoprovidecluesforfurtherexplorationofpotential
mechanismsrelatedtometastasis. Methods Inthisstudy,thechipofGSE63596expressionspectrumwas
selectedforfollow-upstudybysearchingthedatabaseGEO.ThemRNAspectraofall15patientswereanalyzed
bythetechniqueofAgilentmicroarraytechnique.LIMMApackagewasemployedtooperateforvarianceanaly-
sis.Theconditionsofstatisticalfilterwereasfollows:|Log2FC|>2,P<0.05.Weightedgeneco-expression
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networkanalysis(WGCNA)wasusedtoscreenoutthetargetgenesassociatedwithCRClymphnodemetasta-
sisandconstructpredictionmodels.Thesoftwarepackageglmnetwasadoptedtointegratethesurvivaltime,

survivalstatusandgeneexpressiondata.AndLASSOregressionanalysiswasusedtoobtaintheoptimalmod-
el. Results ThevarianceanalysisofthechipofGSE63596expressionspectrumshowedthat501geneswere
up-regulatedinpositivelymphnodetumors,and102genesweredown-regulated.ByusingthecutreeDynamic
andmoduleEigengenesfunctionsinRlanguagesoftware,theclustergraphwasdrawn,inwhichafterremo-
vingtheinfluenceofsimilarmodules,atotalof15moduleswereobtained.Theresultsshowedthatthepositivi-
tyoflymphnodeswassignificantlycorrelatedwiththedrakgreymodule(cor=0.64,P =0.01).EightHub
geneswereselectedaftertheconstructionofPPInetwork.LASSOregressionanalysiswasusedtoobtainthe
optimalmodel.TheLambdavaluewassetas0.0407andthemodelformulawasRiskscore=(0.1454)*
DGAT1+(-0.0684)*GDPD3+(0.1404)*PDZK1IP1+(-0.1724)*PLA2G10. Conclusion Fourgenes
relatedtoCRCmetastasisarescreenedout.Theycanprovidereferencefortheresearchontheoccurrence,me-
tastasisandtreatmentofCRC.
  Keywords: colorectalcancer;lymphnodemetastasis;bioinformatics

  结直肠癌(colorectalcancer,CRC)是消化到最常

见的恶性肿瘤之一,根据最新的流行病学调查的研究

发现,每年在全球范围内的新发病例超过了100万例,
更重要的是超过一半的患者确诊时已经到了晚期[1]。
淋巴结转移是晚期CRC最常见的转移方式[2],同样也

是CRC患者预后的决定性因素之一[3]。具体说来,对
于没有淋巴结转移的患者,术后的5年生存率甚至超

过了80%,而有淋巴结转移的患者即便没有远处转移

的征象,术后的5年生存率下降到了约55%[3-4]。然

而,目前对晚期CRC的淋巴结转移的关键机制尚不明

确,这制约了进一步对CRC淋巴结转移针对性的临床

进展。为此,本研究通过生物信息学方法对可切除的

远处转移性结直肠癌(Ⅳ期)淋巴结状态进行分析,并
对原发病灶的基因表达谱进行运算,通过一系列的方

法探索影响Ⅳ期CRC患者淋巴结转移相关的核心基

因,为进一步对转移相关的潜在机制的探索提供线索。

1 方法

1.1 表达谱芯片下载及分析 本研究通过对 GEO
数据库(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/)进行

检索,检索关键词包括“colorectalcancer”,“CRC”,
“lymphnode”,“metastasis”等,最终选择 GSE63596
的表达谱芯片进行后续研究。GSE63596数据集采用

了GPL17077平台文件,纳入了15例可切除的Ⅳ期

CRC患者,其中7例术后病检提示淋巴结阴性,8例为

淋巴结阳性。男性10例、女性5例;年龄范围在45~
80岁之间。采用Agilent微阵列技术对所有15例患

者的mRNA谱进行分析,差异分析采用LIMMA包

进行运算,统计学过滤条件为:|Log2FC|>2,P <
0.05。

1.2 淋巴结转移风险模型 本研究通过对术后淋巴

结的状态以及原发病灶的表达谱数据进行分析,采用

加权基因共表达网络分析(weightedgeneco-expres-
sionnetworkanalysis,WGCNA)方法筛选出与CRC
淋巴结转移相关的靶基因并构建预测模型。首先分别

计算了每个基因的标准差(standarddeviation,SD),
剔除了SD最小的前25%的基因,去除了离群的基因

和样本,随后通过主要连接关系和Pearson相关矩阵

建立两个基因之间的相关矩阵。并通过对网络拓扑结

构的分析,确定软阈值大小和相应的平均连通性。拓

扑重叠矩阵(topologicaloverlapmatrix,TOM)用于

度量一个基因的网络连通性,为了将表达谱相似的基

因分类到基因模块中,根据基于TOM 的差异测度进

行平均连锁层次聚类。为了进一步分析模块,计算模

块特征基因(MEs)的差异性,通过Pearson检验来评

估 MEs与淋巴结转移的相关性,以确定相关模块。选

择与转移高度相关的模块作为淋巴结转移模块进一步

进行分析。

1.3 蛋白互作网络构建及LASSO回归分析 选择

与淋 巴 结 转 移 风 险 最 高 模 块 进 行 分 析。利 用

STRING数据库(https://string-db.org/)进行蛋白-
蛋白的互作(PPI)分析,删除没有互作关系的蛋白。
同时利用R软件的LASSO回归分析包筛选转移模块

中基因。logrank用于检验KM 生存分析比较两组之

间的生存差异,进行了timeROC分析以比较预测模型

的准确性和风险评分。LASSO回归算法进行特征选

择,采用10倍交叉验证,以上分析采用R软件包glm-
net。对于Kaplan-Meier曲线,P 值和95%置信区间

(CI)的危险比(HR)通过logrank检验和单变量Cox
比例危险回归得出。

2 结果

2.1 差异基因分析 差异基因分析采用 R 软件

LIMMA包进行筛选,基于|Log2FC|>2,P <0.05。
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为阈值筛选GSE63596数据集中淋巴结阳性与淋巴结

阴性的原发性肿瘤的差异基因。根据相应平台注释信

息,统计将探针ID转换为genesymbol,如涉及多个

探针对于同一个genesymbol时,取多个探针对应的

平均值。分析之前采用normalize.quantiles函数进行

数据标准化处理,以及主成因分析(principlecompo-
nentanalysis,PCA)的预处理。针对数据预处理结

果,通过箱线图进行评估数据标准化情况(见图1A);
数据批次效应情况通过对比批次去除前后可视化

PCA图进行评估(见图1B、图1C)。差异分析的结果

提示有501个基因在淋巴结阳性的肿瘤中表达上调,
另外有102个基因表达下调。差异表达基因(differ-
entiallyexpressedgenes,DEGs)的具体分布采用火山

图(见图1D)以及聚类分析的热图(见图1E)进行可视

化展现。

  为探索淋巴结转移的相关分子机制和潜在的信号

通路,将DEGs进行GO功能富集以及KEGG信号通

路富集分析。结果提示在淋巴结阳性的肿瘤组织中

cAMP信号通路被显著激活,而对白介素1的反应受

A:数据标准化后箱线图。B、C:PCA结果图;

D:差异基因火山图;E:差异基因表达热图

图1 GSE63596数据集的预处理以及差异基因分析

到了显著抑制(见图2)。然而DEGs的富集分析虽然

在一定程度上提示了淋巴结转移的相关机制,但是这

其中存在很多不相关因素的干扰。因此,还需要进一

步分析并筛选出淋巴结转移的核心功能分子。

图2 差异表达基因富集分析

2.2 基因模块与临床性状关联分析 本研究通过构

建 WGCNA模型对经过处理后的数据进行分析,确定

了软阈值(β);β值的一般范围在1~20之间时,本研究

中β=20(见图3A)以及相应的平均连接度=0.12
(见图3B)。

图3 WGCNA模型的软阈值(β)以及平均连接度

  通过R语言软件中cutreeDynamic和 moduleE-
igengenes函数绘制聚类图,去除相似模块的影响,共
得到15个模块(见图4A),每种模块间的相关性(见图

4B)。需要分析的主要变量参数为淋巴结转移的状态,
方块中分别显示了每个模块与其的相关性系数及其P
值(见图4C),结果发现淋巴结阳性与drakgrey模块显

著相关(cor=0.64,P <0.01)。为了进一步分析模

块,计算模块特征基因(MEs)的差异性,通过Pearson
检验来评估 MEs与淋巴结转移的相关性,以确定相关

模块,结果也证实了drakgrey模块的基因与淋巴结转

移的强相关性(r=0.53,P <0.01),见表1、图5A。
将drakgrey模块中的DEGs提取出来,构建PPI网络

后刷选出8个Hub基因(见图5B)。
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图4 WGCNA模型的核心模块筛选

表1 drakgrey模块与淋巴结转移的相关的基因

Gene MM_R MM_pvalue GS_R GS_pvalue logFC P.Value

AHCYL2 0.900110553 4.84E-06 0.674112847 0.005852344 1.911684126 0.002705763
AKR1B15 0.861645275 3.65E-05 0.6909267 0.004341642 2.560471294 0.001781106
AOC1 0.883723702 1.25E-05 0.716653308 0.002645051 2.68600088 0.00099272
CACFD1 0.84679896 6.82E-05 0.764048222 0.000912699 1.030656588 0.000701196
CAPN5 0.939167758 2.12E-07 0.660837343 0.007315777 1.88781891 0.003494504
CCL28 0.885478553 1.13E-05 0.728158829 0.002083407 2.255759914 0.000794651
CEACAM7 0.938101161 2.37E-07 0.690682892 0.004361069 3.728270113 0.001692817
CYP4F12 0.82041117 0.000179193 0.647374999 0.009079108 1.542107953 0.004763506
DENND2A 0.851750304 5.58E-05 0.669103533 0.006374502 1.100293585 0.003992311
DGAT1 0.85815074 4.26E-05 0.657428081 0.007734395 1.004312003 0.005221333
DOK4 0.883364031 1.27E-05 0.759855141 0.001012199 1.481709673 0.000471546
ETHE1 0.885764676 1.12E-05 0.675355623 0.005728185 0.894357859 0.004433227
FXYD3 0.802251733 0.000319841 0.642114054 0.009852142 2.260369138 0.004707825
GDPD3 0.833392338 0.000113748 0.806762898 0.000278515 2.052338256 8.97E-05
GPRIN2 0.927906239 6.22E-07 0.805562492 0.000289058 3.1746084 7.30E-05
HSD11B2 0.85717851 4.44E-05 0.662155371 0.007158798 2.366822101 0.003227445
LIPH 0.8513781 5.67E-05 0.744147517 0.00146593 3.398008981 0.000474774
LRATD1 0.887589217 1.01E-05 0.749275196 0.001302733 2.29003354 0.000464067
LRRC31 0.838020771 9.58E-05 0.679473916 0.005331548 2.190524688 0.002340089
MAGEE1 -0.824742979 0.000154603 -0.671954546 0.006073009 -0.614392071 0.008255649
MAGI3 0.902399655 4.19E-06 0.659381948 0.007492246 0.886306405 0.005723607
MAPK3 0.832910611 0.00011576 0.718465724 0.002549342 1.047872122 0.001730543
MS4A8 0.841494405 8.40E-05 0.650773035 0.008605603 3.923591167 0.003770935
MYO1A 0.8716744 2.30E-05 0.800078186 0.00034147 3.328531559 8.71E-05
MYO1D 0.866314534 2.96E-05 0.665120193 0.006815359 0.846653686 0.005534523
NRARP 0.82318401 0.000163111 0.726461663 0.002159619 1.520529874 0.001017191
OR2A4 0.874592906 1.99E-05 0.835265367 0.000106194 1.809792185 3.70E-05
PDZD3 0.900216457 4.81E-06 0.745375915 0.001425411 3.056367202 0.000469778
PDZK1IP1 0.886325811 1.08E-05 0.681374674 0.005155972 3.107002496 0.002106441
PI3 0.884416066 1.20E-05 0.676892802 0.005577503 2.836883837 0.002339924
PLA2G10 0.944788894 1.14E-07 0.732486329 0.001898811 3.151624604 0.000652125
PRR5L 0.8449277 7.35E-05 0.685697191 0.004773711 0.894657646 0.003759817
RAPGEFL1 0.90045055 4.74E-06 0.674811239 0.005782313 1.762879363 0.002745602
SDR16C5 0.840920389 8.59E-05 0.659466153 0.007481946 2.8624802 0.003294995
SH3GLB2 0.830746744 0.000125165 0.742510133 0.001521379 0.976833301 0.001202203
SLC37A3 0.838326093 9.47E-05 0.685033411 0.004830905 0.745552013 0.00494795
SLC44A2 0.888747025 9.47E-06 0.649623444 0.008763577 0.785457607 0.007560785
STYK1 0.882002481 1.37E-05 0.70631511 0.003247404 1.86913083 0.001410053
TMEM253 0.880243918 1.50E-05 0.738917856 0.001648958 1.855152321 0.000668772
TSPAN1 0.898186996 5.45E-06 0.657546878 0.007719499 3.038756479 0.003392868
VILL 0.881233763 1.42E-05 0.684651353 0.004864069 1.386063493 0.002558562
VIPR1 0.837924501 9.62E-05 0.685692888 0.00477408 2.337523838 0.002028518
VSIG2 0.880461336 1.48E-05 0.706190894 0.003255253 3.448932954 0.001209618
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图5 淋巴结转移的核心模块与核心基因

2.3 LASSO 回归分析 为确定上述方法筛选出的

Hub基因对预后的影响,基于TCGA数据库,下载Ⅳ
期结直肠癌的表达谱数据和临床相关数据作为验证

级。在本研究中,使用R软件包glmnet,整合生存时

间、生存状态和基因表达数据,利用 LASSO 回归分

析,以 获 得 最 优 模 型。本 研 究 设 置 Lambda值 为

0.0407,获得基因4个(DGAT1、GDPD3、PDZK1IP1、

PLA2G10),见图6,构建的模型公式为 Riskscore=
(0.1454)*DGAT1+ (-0.0684)*GDPD3+
(0.1404)*PDZK1IP1+(-0.1724)*PLA2G10。

图6 LASSO回归分析筛选Lambda值

以及构建Riskscore模型

  基于LASSO 回归分析的构建Riskscore模型评

分,分为高风险组和低风险组,进一步使用“pheatmap”
程序包绘制风险曲线图和生存状态图。可见参数基因

在高危风险组的预后明显短于低风险组(HR=2.63,

95%CI:1.857~3.1112,P=0.036)。ROC分析用

于模型的构建过程中对结果预测的性能的一个评估。
本研究中的预后模型分别绘制了1、3、5年OS的ROC
曲线,结果提示该模型具有较强的预后判断价值(见图

7)。

图7 Riskscore模型的预后预测价值

3 讨论

CRC的淋巴转移的发生机制目前仍旧存在争议,
随着高通量技术的发展以及生物信息方法的应用,使
得人们对病因以及机制的研究有了新的方法。本研究

通过 WGCNA以及LASSO回归分析最终确定了4个

与淋巴转移最为相关的 Hub基因(DGAT1、GDPD3、

PDZK1IP1、PLA2G10),并 基 于 其 表 达 水 平 构 建 了

Riskscore评分的预测模型。

DGAT1是一种表达于内质网的多膜蛋白。它可

以通过将酰基辅酶 A转化为甘油三酯来合成甘油三

酯,甘 油 三 酯 在 脂 质 合 成 中 起 着 关 键 作 用[5-6]。

DGAT1是 MBOAT家族的成员,该家族的其他成员

同样在脂质代谢、信号转导和激素治疗中发挥重要作

用[7]。有研究认为DGAT1参与肿瘤细胞中IL-8表达

的负调控[8]。IL-8可通过 Wnt/β-catenin途径介导的

EMT促进肿瘤的迁移[9]。GDPD3在维持CML干细

胞静止和TKI抵抗中起重要作用[10-11]。另外,在肌层

浸润性膀胱尿路上皮癌患者中,GDPD3的表达水平还

能与新辅助化疗的反应具有相关性[12]。但是尚未有

足够证据表明,GDPD3可以直接参与了肿瘤的转移过

程。PDZK1IP1是一种分子量比较小的蛋白(~17
kDa),在多种癌症中上调,虽然PDZK1IP1没有酶活

性或转录活性,但它通过调节多种细胞信号通路发挥

其所描述的作用。PDZK1IP1过表达激活 Notch通

路,从而使该通路更为活跃[13-14]。此外,PDZK1IP1的

过表达可以通过增加活性氧(ROS)减少NFκB活化和

细胞自噬[15]。ROS活性的增加可以提高基因突变率

和基因组的不稳定性[16-17]。有研究报道[18],PLA2G10
的过度表达促进了SK-LMS-1细胞的生长和G1/S转

换,反之,PLA2G10的敲除减缓了细胞生长并导致G1
期阻滞。而这种现象在CRC中同样被观察到,且被认

为与炎症的发生密切相关[19-20]。
在本研究中,筛选取4个基因构建了转移相关的

预后模型,并绘制风险曲线及热图,希望从基因角度对
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预测CRC患者的预后,以期为CRC的发生、发展及转

归的生物学过程研究提供依据。但不可否认的是,本
研究结果还需进一步在临床样本中获得更为可靠的验

证,以及通过体内/外实验验证上述基因的临床和生物

学意义。
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