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基于生物信息学筛选和鉴定结直肠癌 
关键的生物标志物

张永玲，范文涛*

（陕西中医药大学基础医学院，咸阳 712046）

摘　要：结直肠癌是世界范围内最为常见的恶性肿瘤之一，目前，关于结直肠癌的分子机制仍在不断的探索中。

本文通过生物信息学方法筛选和鉴定结直肠癌关键的生物标志物。从基因表达数据库（GEO）选择了 3 个数据

集［GSE21510（148个样本）、GSE32323（44个样本）、GSE15781（42个样本）］，对差异基因的表达以及功能富集进行

分析。通过建立蛋白互作网络，运用 STRING 和 Cytoscape 对分子进行分析。筛选出 472个差异基因，其中上调基

因 212个，下调基因 260个。差异基因的富集及其通路主要包括调节细胞增殖、识别受体信号通路、过氧化物酶体

增殖物激活受体（PPAR）信号通路等。其中15个核心基因主要富集在受体蛋白信号通路、细胞表面受体信号和趋

化因子信号通路上。生存分析表明，AGT、CXCL2 可能参与致癌，促进癌症的转移，影响预后。通过对 472个差异

基因和 15个核心基因的筛选识别，促癌基因 AGT 和 CXCL2 可能被视为结直肠癌的生物标志物，为结直肠癌的诊

断、治疗和研究提供新的分子靶标。
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Based on Bioinformatics
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Abstract: Colorectal cancer is one of the most common malignant tumors worldwide. At present, the molecular mechanism 

of colorectal cancer is still under continuous exploration. In order to determine the carcinogenic effect and progress of related 
candidate genes in colorectal cancer. Three data sets were selected from the gene expression database (GEO) [GSE21510 (148 
samples), GSE32323 (44 samples), GSE15781 (42 samples)], and analyzed the expression of differential genes and functional 
enrichment. By establishing a protein interaction network, using STRING and Cytoscape to analyze molecules. A total of 472 
differential genes were selected, including 212 up-regulated genes and 260 down-regulated genes. The rich functions of differ-
ential genes and their pathways mainly include regulation of cell proliferation, cell activity, ion transmission, decomposition of 
lipids, multicellular organisms, cytokine biosynthesis, monosaccharide metabolism, recognition of receptor signaling pathways, 
and carbonate dehydration enzyme activity, sodium reabsorption, peroxisome proliferator activated-receptor signaling pathway, 
and starch and sucrose metabolism. During the process of identifying and analyzing 15 core genes, it was found that these genes 
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结直肠癌是临床上最常见的消化道恶性肿瘤之

一，致死率在恶性肿瘤中居第三位。根据2018年全

美的癌症统计数据显示：男性和女性的结直肠癌发

病率在各类肿瘤发病率中均居于第三位［1］。该疾病

多发生在中年以上的男性，以 40～70岁最为常见。

随着人口老龄化以及生活习惯等因素的影响，结直

肠癌的发病率和死亡率呈逐步上升趋势，且越发年

轻化，但其发病原因仍然不明。现代临床早期诊断

主要检测癌胚抗原（carcinoembryonic antigen，CEA）

或糖类抗原199（carbohydrate antigen199，CA199）、糖

类抗原242（carbohydrate antigen242，CA242）、糖类抗

原 724（carbohydrate antigen724，CA724），其虽可以

诊断结直肠癌，但敏感度不高。越来越多的研究数

据发现，基因异常和突变的基因参与结直肠癌的致

癌作用和进展，如 p53 基因、原癌基因 K-ras 突变、

表皮生长因子受体（epidermal growth factor receptor，
EGFR）、Toll 样受体（toll-like receptor，TLR）、同源异型

盒 D10（homeoboxD10，HOXD10）基因等。p53 是一

种重要的肿瘤抑制基因，通过调节不同的下游基因，

在多种信号的转导过程中发挥着重要的作用［2］。原

癌基因 K-ras 是表皮生长因子受体信号通路的下游

分子，是引发和治疗结直肠癌的关键基因［3］。有相

关研究发现，有近 50% 的结直肠癌患者其 K-ras 基

因均发生突变［4］。TLR4是跨膜传递信号的受体，可

以识别病原病参与相关的免疫应答［5］。根据部分

临床研究发现，TLR4 位于外显子区域的 1196C>T
及 896A>G 两个位点的突变最为明显，其可以改变

氨基酸已被编码的序列［6］。也有研究表明，TLR4 基

因的多态性对炎性因子的合成过程产生影响，进而

引发结直肠癌［7］。郗昌磊等［8］运用蛋白免疫印迹

法（Western blot，WB）检测结直肠癌细胞中 HOXD10
的表达，发现过表达的 HOXD10 可以明显的降低

Notch 信号通路 Notch1及下游靶基因 Hesde 的蛋白

的表达，由此得知过表达的 HOXD10 可能通过下调

Notch 信号通路进而影响结直肠癌的发生。目前已

发现的可用于诊疗的分子靶点很多，但仍需不断寻

找有效的靶点。结直肠癌的早期症状不明显，晚期

其发病率和死亡率在消化系统的恶性肿瘤中仅次于

胃癌、食管癌和原发性肝癌。因此，开发有效的诊

断和治疗方法至关重要。在近几十年里，微阵列技

术和生物信息学分析日益广泛用于各类疾病相关基

因的分析层面，也更好地帮助我们识别差异表达基

因和功能通路参与结直肠癌的致癌作用和进展。然

而，通过分析独立的微阵列数据很难获得可靠的结

果。因此，在本研究中，从基因表达（gene expression 
omnibus，GEO，http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo）数据

库下载 3个数据集，并通过分析获得结直肠癌组织

和非肿瘤组织之间的差异基因；然后，通过京都基

因和基因组百科全书（kyoto encyclopedia of genes and 
genomes，KEGG）通路富集分析和蛋白质相互作用

（protein-protein interaction，PPI）网络分析进一步帮助

我们理解致癌分子机制。综上方法所述，472 个差

异基因和 15 个核心基因通过分析被确定为有可能

是结直肠癌候选的生物标志物。

1　材料和方法

1.1　GEO 数据库

GEO 是一个公共功能基因组学高通量基因

表达数据的数据存储库，包括芯片和微阵列数

据［9］。我们从 GEO 数据库筛选了 3 个基因表达数

据集 GSE21510、GSE32323、GSE15781（均来自于

GPL570平台）。GSE21510数据集包含 104个结直

肠癌组织样本和 44 个癌旁样本；GSE32323 包含

22个结直肠癌样本和 22个非肿瘤样本；GSE15781
包含25个结直肠癌样本和17个非肿瘤样本。

1.2　筛选差异基因

选择 GEO 数据库自带分析工具 Analyze with 
GEO2R 进行分组，分为癌组织组和正常组织组，

were mainly enriched in receptor protein signaling pathway, cell surface receptor signal transduction, and cytokine activity, 
growth factor activity, and chemokine signaling pathway. Survival analysis showed that AGT, CXCL2 may be involved in car-
cinogenesis, promote cancer metastasis, and affect prognosis. Through the screening and identification of 472 differential genes 
and 15 core genes, the tumor suppressor gene AGT and the tumor-promoting gene CXCL2 may be regarded as biomarkers of 
colorectal cancer, providing new information for the diagnosis, treatment and research of colorectal cancer molecular target.

Key words: bioinformatics; colorectal cancer; biomarkers; oncogene

  （Acta Laser Biology Sinica, 2021, 30(4): 355-362）



357第 4 期

页眉文章标题

张永玲等：基于生物信息学筛选和鉴定结直肠癌关键的生物标志物

点 击 TO P250 进 行 分 析，保 存 分 析 数 据 。 根 据

P<0.01，｜logFC｜>1筛选出差异基因。

1.3　绘制韦恩图

采用韦恩图制作软件（venny2.1），将检索出的

差异基因绘制韦恩图，查找3组共有基因。

1.4　对共有差异基因进行 KEGG 和 GO 富集功能

分析

DAVID （http://david.ncifcrf.gov）［10］是一个在线的

可视化的生物信息数据库，整合了生物数据和分析

工具，为用户提供更加全面的基因和蛋白质功能注

释信息，可从中提取生物学信息。KEGG 数据库是

系统分析基因产物在细胞中的代谢途径以及这些

基因产物功能的数据库［11］。基因本体论（gene ontol-
ogy，GO）是一个主要的生物信息学工具，可以注释

基因和分析基因的生物过程［12］。运用 DAVID 在线

数据库可以将差异基因的功能和生物分析结果更

好地以可视化的方式呈现。P<0.05 被认为具有统

计学意义。

1.5　PPI 网络蛋白互作分析（筛选核心基因）

PPI 网络是使用搜索工具（http://string-db.org）来

检索基因相互作用的在线数据库［13］。通过分析功能

蛋白之间的相互作用可以为疾病产生的机制或疾病

的发展提供新的见解。STRING 数据库是一个常用

的 PPI 数据库，combine score>0.4被认为是具有统计

学意义。Cytoscape 是可视化的分子相互作用网络，

为用户提供了一个开放的生物信息学软件平台，内

含的插件 MCODE（molecular complex detection）是一

个应用程序集群，其通过基于给定的差异基因蛋白

互作网络图发现蛋白互作密集区域，即核心基因所

在区域［14-15］。选择的标准如下：MCODE score>5，de-
gree cut-off =2，node score cut-off=0.2，max depth=100，

k-score=2。核心基因的 KEGG 和 GO 分析模块使用

DAVID 可视化呈现。

1.6　核心基因选择和功能分析

运用 Cytoscape 中的插件 MCODE 选择核心基

因。网络的基因分析使用 cbioportal（http://www.cb-
ioportal.org）在线平台［16］。使用 Kaplan-Meier 曲线

（cbioPortal）对核心基因的总体生存和无病生存进

行分析。

1.7　核心基因验证

使用数据库 Oncomine（http://www.oncomine.
com）将正常组织与癌症组织进行对比分析。

2　结果与分析

2.1　筛选差异基因

从 GEO 数据库中筛选 3 个与结肠癌相关的数

据集，通过对数据集中的数据统一处理之后，鉴定

出 3 个数据集的差异表达基因：GSE21510（148 个

样本）、GSE32323（44个样本）、GSE15781（42个样

本）。其中 GSE21510中有 4 993个差异表达基因，

GSE32323 中有 2 504 个差异表达基因，GSE15781
中有 1  096 个差异表达基因。通过韦恩图（ven-
ny2.1）可见 3 个数据集包含了 472 个重复基因，其

中包括上调基因212个，下调基因260个（图1a）。

2.2　对差异基因进行 KEGG 和 GO 富集功能分析

运用 DAVID 在线可视化数据库分析差异基因

的功能和富集结果。利用 GO 分析，将所有差异基

因富集到生物学过程（biological process，BP）、细胞

组分（cellular component，CC）和生物学功能（molecu-
lar functions，MF）3种生物关系中。分析结果表明，

蛋白在生物学过程中主要参与调节细胞增殖、免疫

应答、离子传输、调节细胞活性、脂质的分解过程等

（表 1）。细胞学组分主要集中细胞外区域等。生物

学功能主要集中于蛋白结合、肽酶的活性、细胞骨

架的绑定以及结构分子活动。KEGG 通路分析结果

显示，下调的差异基因主要富集在过氧化物酶体增

殖物激活受体（peroxisome proliferator activated-recep-
tor，PPAR）信号通路、细胞因子与细胞因子受体的

相互作用以及醛固酮调节钠的重吸收，而上调的差

异基因主要富集于淀粉和蔗糖代谢 TGF-β信号通

路等。

2.3　PPI 网络蛋白互作分析（筛选核心基因）

使用 STRING 数据库、Cytoscape 在线分析软件

对差异基因和核心基因的 PPI 网络进行构建（图1b、

1c）。运用 Cytoscape 中的插件 MCODE，根据 score
排序，选择出得分最明显的区域图 1 c，即核心基

因。通过 DAVID 对核心基因的功能进行分析。GO
分析结果显示，核心基因在生物学过程中主要参与

蛋白耦合受体蛋白信号通路和细胞表面受体信号

转导，生物学功能主要集中于趋化因子受体结合、

细胞和生长因子活动（表 2）。KEGG 主要富集在趋

化因子信号通路以及受体的互动。

2.4　核心基因选择和功能分析

总共 15 个基因被确定为核心基因。这些核心
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基因的名称、缩写和功能如表 3所示。使用 cbioPor-
tal 在线平台对核心的基因构建共表达基因蛋白网

络（图 2a）。使用 Kaplan- Meier 曲线对核心基因的

总体生存进行分析（图2 b），发现结直肠癌患者含有

CXCL2、AGT 基因，其生存率相比无病生存率较差。

2.5　核心基因的验证

利用数据库 Oncomine 将基因 AGT 与 CXCL2 在

正常结直肠组织中的表达与结直肠癌组织中的表

达进行对比，结果用箱式图显示（图 3）。选取 On-
comine 数据库中3个数据集进行进一步验证（图 4），

结果发现，AGT 与 CXCL2 在结直肠癌组织确实呈

高表达。

3　讨论

结直肠癌已经成为中国三大癌症之一，绝大多

数的结直肠癌来源于腺瘤，其发病率正以螺旋速度

递增，但其病因仍然模糊不清。结直肠癌并非不可

防治，是最易自我筛查的疾病，但其潜伏期较长，早

期诊断率较小。

近几年有关结直肠癌分子机制的研究还是甚

少。本研究基于 GEO 数据库，选择 3 个数据集，筛

选出差异基因和核心基因，并对其蛋白互作网络、

分子功能以及生存曲线通过 cytoscape、cbioportal 等

生物信息工具进行分析，最终根据分析结果确定了

AGT、CXCL2 基因对结直肠癌具有促进作用。就目

前，在我们所能查阅到的文献中，只有 1 篇文献研

究了 AGT 与结直肠癌的相关性：AGT 不仅可以调节

血压和稳定体液平衡，而且能够抑制肿瘤细胞的增

殖、迁移；AGT M235T 多态性与中国人结直肠癌的

分化程度密切相关［17］。本研究结果与上述研究结

果有所出入，分析原因如下：1）样本量有限，所以有

必要扩大样本量；2）我们在 GEO 数据库中所选取

的数据集中的样本主要来自于日本和挪威，不能排

除这种差异是由种族的差异而引起的，所以需要在

扩大样本量的基础上增加多种族的样本来源，来获

得更加准确的分析结果；3）我们的研究是一个描述

图 1　差异基因的韦恩图、PPI 网络和核心基因
Fig. 1　Venn diagram, PPI network and core gene diagram of differential genes

（a）在mRNA表达谱集GSE21510、GSE32323和GSE15781中选择倍数变化>2且P<0.01的基因。3个数据集显示472个基因的重叠，即

472个差异基因；（b）使用Cytoscape构建差异基因的PPI网络；（c）从获得的PPI网络中筛选出最重要的模块，即核心基因。
 (a) Select genes with fold change>2 and P value<0.01 in the mRNA expression profile sets GSE21510, GSE32323 and GSE15781. The 3 data sets 
show an overlap of 472 genes, that is, 472 differential genes; (b) Use Cytoscape to construct a PPI network of differential genes; (c) Screen out the 

most important module, the core gene, from the obtained PPI network.
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表 1　差异基因 KEGG 和 GO 富集功能分析
Tab. 1　KEGG and GO enrichment function analysis of differential gene

Term Description Count P-value

GO:0042127 Regulation of cell proliferation 43 7.28E-06

GO:0006811 Ion transport 41 2.13E-05

GO:0016477 Cell migration 21 3.67E-05

GO:0048870 Cell motility 21 1.59E-04

GO:0016042 Lipid catabolic process 14 5.97E-04

GO:0006955 Immune response 32 0.002 169

GO:0006928 Cell motion 24 0.003 194

GO:0044243 Multicellular organismal catabolic process 4 0.029 167

GO:0007155 Cell adhesion 27 0.044 145

GO:0006959 Humoral immune response 6 0.054 829

GO:0019725 Cellular homeostasis 19 0.062 331

GO:0043062 Extracellular structure organization 9 0.063 089

GO:0042089 Cytokine biosynthetic process 3 0.063 724

GO:0040012 Regulation of locomotion 10 0.063 872

GO:0005996 Monosaccharide metabolic process 11 0.065 221

GO:0002221 Pattern recognition receptor signaling pathway 3 0.071 012

GO:0042310 Vasoconstriction 3 0.071 012

GO:0051092 Positive regulation of NF-κB transcription factor activity 4 0.090 274

GO:0044421 Extracellular region part 63 9.99E-10

GO:0005576 Extracellular region 101 7.89E-09

GO:0005615 Extracellular space 46 1.64E-07

GO:0044420 Extracellular matrix part 12 5.37E-04

GO:0005886 Plasma membrane 136 0.00148

GO:0044459 Plasma membrane part 86 0.001978

GO:0005125 Cytokine activity 17 7.47E-05

GO:0005201 Extracellular matrix structural constituent 11 9.99E-05

GO:0004089 Carbonate dehydratase activity 5 7.23E-04

GO:0005509 Calcium ion binding 40 0.003 009

GO:0008233 Peptidase activity 26 0.012 119

GO:0070011 Peptidase activity, acting on L-amino acid peptides 25 0.013 448

GO:0005198 Structural molecule activity 25 0.057 527

GO:0004725 Protein tyrosine phosphatase activity 7 0.061 358

GO:0042802 Identical protein binding 25 0.062 305

GO:0008092 Cytoskeletal protein binding 20 0.086 232

hsa04960 Aldosterone-regulated sodium reabsorption 9 7.40E-05

hsa03320 PPAR signaling pathway 10 6.47E-04

hsa04060 Cytokine-cytokine receptor interaction 19 0.004 892

hsa00500 Starch and sucrose metabolism 5 0.059 818

hsa04350 TGF-β signaling pathway 7 0.086 703
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表 2　核心基因 KEGG 和 GO 富集功能分析
Tab. 2　Enrichment function analysis of core genes KEGG and GO

Term Description Count P-value

GO:0005125 Cytokine activity 8 1.15E-10

GO:0005179 Hormone activity 4 1.17E-04

GO:0008083 Growth factor activity 3 0.009 297

GO:0007186 G-protein coupled receptor protein signaling pathway 12 1.23E-12

GO:0006935 Chemotaxis 8 9.00E-12

GO:0007166 Cell surface receptor linked signal transduction 12 3.16E-10

GO:0007626 Locomotory behavior 8 3.99E-10

GO:0006955 Immune response 8 2.40E-07

GO:0007267 Cell-cell signaling 7 2.83E-06

GO:0008283 Cell proliferation 3 0.047 023

GO:0040017 Positive regulation of locomotion 2 0.076 889

hsa04062 Chemokine signaling pathway 8 2.76E-09

hsa04060 Cytokine-cytokine receptor interaction 8 2.94E-08

表 3　核心基因功能
Tab. 3　Core gene functions

No Gene symbol Full name Function

1 CXCL3 C-X-C motif che-
mokine 3

Has chemotactic activity for neutronphils. May play a role in inflammation and 
exert its effects on endothelial cells.

2 SST Somatostatin Somatostatin inhibits the release of somatotropin.

3 SSTR1 Somatostatin receptor type 1 This receptor is coupled via pertussis toxin sensitive G proteins to inhibition of ad-
enylyl cyclase. 

4 CXCL11 C-X-C motif che-
mokine 11

Chemotactic for interleukin-activated T-cells but not unstimulated T-cells, neu-
trophils or monocytes.

5 CXCL10 C-X-C motif che-
mokine 10

Plays thereby an important role during viral infections by stimulating the activation 
and migration of immune cells to the infected sites.

6 GPER1 G-protein coupled
estrogen receptor

G-protein coupled estrogen receptor that binds to 17-beta-estradiol (E2) with high 
affinity, leading to rapid and transient activation of numerous intracellular signaling 
pathways. 

7 CXCL1 Growth-regulated alpha protein Has chemotactic activity for neutrophils. 

8 CCL28 C-C motif che-mokine 28 Chemotactic activity for resting CD4, CD8 T-cells and eosinophils. 

9 CXCL8 Interleukin-8 IL-8 is a chemotactic factor. It is released from several cell types in response to an 
inflammatory stimulus.

10 PPBP Platelet basic protein LA-PF4 stimulates DNA synthesis, intracellular cAMP accumulation, prostaglan-
din E2 secretion, and synthesis of hyaluronic acid and sulfated glycosaminoglycan.

11 PYY Peptide YY This gut peptide inhibits exocrine pancreatic secretion, has a vasoconstrictory ac-
tion and inhibitis jejunal and colonic mobility.

12 AGT Angiotensinogen Essential component of the renin-angiotensin system (RAS), a potent regulator of 
blood pressure, body fluid and electrolyte homeostasis.

13 INSL5 Insulin-like peptide INSL5 Activates RXFP4 with high potency and appears to be the endogenous ligand for 
this receptor.

14 CXCL2 C-X-C motif chemokine 2 Produced by activated monocytes and neutrophils and expressed at sites of inflam-
mation. 

15 CXCL5 C-X-C motif chemokine 5 Involved in neutrophil activation. 
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图 2　核心基因的相互作用网络和生存曲线分析
Fig. 2　Analysis of interaction network and survival curve of core genes

（a）使用 cbioPortal分析核心基因及其共表达基因。黑色粗体轮廓的节点代表核心基因，黑色细体轮廓的节点代表共表达基因；（b）使用

cbioPortal在线平台对核心基因进行总体存活和无病存活分析。
 (a) Use cbioPortal to analyze Hub genes and their co-expressed genes. The nodes with black bold outlines represent core genes, the nodes with the black 
body outline represent co-expressed genes; (b) Use the cbioPortal online platform to analyze the overall survival and disease-free survival of core genes.

图 3　AGT 和 CXCL2 在正常结直肠组织与结直肠癌组织中的表达
Fig. 3　The expression of AGT and CXCL2 in normal colorectal tissues and colorectal cancer tissue

图 4　AGT 和 CXCL2 在 Oncomine 3 个数据集中的验证结果
Fig. 4　The verification results of AGT and CXCL2 in Oncomine’s three data sets

（a）AGT；（b）CXCL2。1.大肠癌与正常Graudens结肠的比较；2.直肠癌与正常Skrzypczak结直肠的比较；3. 结肠癌与正常Skrzypczak结肠直

肠比较。Oncomine数据集结果显示AGT、CXCL2在结直肠癌组织中呈现明显的高表达。
(a) AGT; (b) CXCL2. 1. Colorectal carcinoma vs. normal graudens colon; 2. Colorectal carcinoma vs. normal skrzypczak colorectal; 3. Colon carcinoma 

vs. normal skrzypczak colorectal. The results of the Oncomine dataset showed that AGT and CXCL2 were significantly over-expression in colorectal 
cancer tissues.
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性的研究，还有待功能验证。CXCL2是一种趋化因

子，与 CXCR2受体结合参与细胞的增殖和凋亡、肿

瘤的形成及其发展，以及干细胞的分化、中性粒细

胞的聚集、神经递质的释放。宋宏伟等［18］运用免疫

组化染色分析结直肠癌及癌旁组织中 CXCL2 蛋白

的表达，结果发现 CXCL2 表达可能通过某种特殊

的途径影响结直肠组织，从而致癌，但其具体途径

还有待研究。郑敏［19］运用免疫印迹法、酶联免疫吸

附法（enzyme linked immunosorbent assay，ELISA）检

测发现，结直肠癌组织及血清中的 CXCL2 蛋白表

达均明显高于癌旁正常组织。当根据解剖部位分

为结肠、直肠时，CXCL2在结肠的高表达比在直肠

更加明显［20］。CXCL2 联合检测 CEA、CA199 能够

有效的诊断结肠癌［21］。

本研究旨在识别可能参与结直肠癌的致癌或

进展的差异基因。通过对 472 个差异基因和 15 个

核心基因的识别，发现促癌因子 AGT、CXCL2可能

被视为对结直肠癌诊断的生物标志物，为后续的研

究提供分子靶标。然而，未来还需要进一步的研究

来阐明这些基因在结直肠癌细胞中的生物功能及

其激活途径。
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