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摘要　 目的　 通过生物信息学分析筛选橘皮素治疗结直肠

癌（ＣＲＣ）的 ｍＲＮＡ 核心基因并利用生存分析方法验证 ｍＲ⁃
ＮＡ 核心基因对 ＣＲＣ 的预测效果。 方法 　 使用 ＤＭＳＯ 溶剂

和橘皮素处理 ＣＲＣ 的 ＨＣＴ１１６ 细胞 ４８ ｈ 后进行 ＲＮＡ 测序。
将测序结果进行预处理和差异表达分析。 从差异表达基因

中筛选 ｌｎｃＲＮＡ 关键基因，建立相应的 ｌｎｃＲＮＡ⁃ｍｉＲＮＡ⁃ｍＲ⁃
ＮＡ 调控网络，得到 ｍＲＮＡ 关键基因。 通过基因本体论

（ＧＯ）分析、京都基因组百科全书（ＫＥＧＧ）通路分析和蛋白

质互作网络（ＰＰＩ）分析，得到 ｍＲＮＡ 核心基因，并利用生存

分析方法对 ｍＲＮＡ 核心基因进行验证。 结果　 差异表达分

析后筛选出 １９７ 个 ｌｎｃＲＮＡ 差异表达基因、１２８ 个 ｍｉＲＮＡ 差

异表达基因和 １ ９３８ 个 ｍＲＮＡ 差异表达基因。 利用 ｌｎｃＲＮＡ⁃
ｍｉＲＮＡ⁃ｍＲＮＡ 调控网络筛选得到 ５ 个 ｌｎｃＲＮＡ 关键基因和

１１７ 个 ｍＲＮＡ 关键基因。 关键基因的 ＧＯ 分析和 ＫＥＧＧ 通路

分析结果表明它们富集在与 ＣＲＣ 密切相关的功能和通路

上，通过 ＰＰＩ 网络分析得到 ６ 个 ｍＲＮＡ 核心基因，采用生存

分析方法验证发现其中有 ３ 个 ｍＲＮＡ 核心基因（ＦＯＳ、ＣＣ⁃
ＮＤ２、ＭＸＤ１）与 ＣＲＣ 密切相关。 结论 　 通过生物信息学方

法分析橘皮素治疗 ＣＲＣ 的分子机制，筛选出 ３ 个差异表达

非常显著且对患者预后影响明显的基因，为 ＣＲＣ 的诊断、治
疗和预后治疗提供了新思路。
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　 　 作为第三大恶性肿瘤的结直肠癌 （ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ
ｃａｎｃｅｒ， ＣＲＣ）具有恶性程度高、病程进展迅速、易复

发和转移等特点，对人类健康和生命安全构成重大

威胁［１］。 目前对于 ＣＲＣ 的分子机制和核心基因的

不完全了解阻碍了对 ＣＲＣ 的各项研究。 橘皮素是

一类天然黄酮类物质，属于黄酮类化合物，广泛存在

于芸香科植物川橘果皮、酸橙果皮和柑橘茎叶中，目

前已被证实具有抑制细菌和抗肿瘤等药理作用［２］。
因此，该研究利用橘皮素治疗结直肠癌的 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ
数据预测核心基因，并利用生存分析对其进行预后

分析，为 ＣＲＣ 的诊断及治疗药物的研制提供新的作

用靶点。

１　 材料与方法

１． １　 数据资料收集　 使用 ＤＭＳＯ 溶剂和橘皮素药

物处理 ＣＲＣ 的 ＨＣＴ１１６ 细胞 ４８ ｈ，使用 ＴＲＩｚｏｌ 提取

实验组和溶剂对照组细胞的总 ＲＮＡ，使用逆转录试

剂盒将其逆转为 ｃＤＮＡ，进行 ＲＮＡ 测序。 最后，将
细胞样本分为 ３ 个橘皮素实验组和 ３ 个无橘皮素对

照组。
１． ２　 差异基因筛选方法　 本研究筛选差异表达使

用 Ｒ 语言中的程序包对橘皮素实验组和无橘皮素

对照组的 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 数据进行基因差异表达分析，差
异基因的筛选标准为 ｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜ ＞ １ 和 Ｐ ＜ ０. ０５。
１． ３　 ｌｎｃＲＮＡ 关键基因筛选　 根据基因种类，从筛

选出的差异基因集中分别提取 ｌｎｃＲＮＡ 差异表达基

因集、ｍｉＲＮＡ 差异表达基因集和 ｍＲＮＡ 差异表达基

因集。 对 ｌｎｃＲＮＡ 差异表达基因集采用如下方法筛

选得到 ｌｎｃＲＮＡ 关键基因：①提高筛选标准，以 ｜
ｌｏｇ２ＦＣ ｜ ＞ ２ 和 Ｐ ＜ ０. ０５ 为新阈值，分别筛选出差异

表达更为显著的 ｌｎｃＲＮＡ 差异表达基因集和 ｍｉＲＮＡ
差异表达基因集，分别记为集合 Ａ 和集合 Ｂ，通过归

并排序算法对两个集合均按照 Ｐ 值由小到大进行

排序；②从 ＳｔａｒＢａｓｅ 数据库［３］中收集与 ｍｉＲＮＡ 差异

表达基因集 Ｂ 中 ｍｉＲＮＡ 存在调控关系的 ｌｎｃＲＮＡｓ，
记为 ｌｎｃＲＮＡ 基因集 Ｃ；③将集合 Ａ 与集合 Ｃ 取交

集，得到的 ｌｎｃＲＮＡ 基因集记为集合 Ｄ；④利用 ＧＥ⁃
ＰＩＡ 数据库［４］中的临床数据对集合 Ｄ 中的 ｌｎｃＲＮＡｓ
进行生存分析，得到有显著预后价值的 ｌｎｃＲＮＡ 关

键基因集。 显著 ｌｎｃＲＮＡ 能够通过大数据网站（如
ＧＥＰＩＡ 等）预测它们和临床病理参数的关系，以供

后续研究使用。
１． ４ 　 ｌｎｃＲＮＡ⁃ｍｉＲＮＡ⁃ｍＲＮＡ 调控网络构建 　 首

先，利用 ＤＩＡＮＡ 网站［５］获取 ｌｎｃＲＮＡ⁃ｍｉＲＮＡ 调控关

系数据，然后通过 ｍｉＲＤＢ 网站［６］ 获取 ｍｉＲＮＡ⁃ｍＲ⁃

·９２２·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２２ Ｆｅｂ；５７（２）



ＮＡ 调控关系数据。 利用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３. ７. ２ 软件［７］ 构

建 ｌｎｃＲＮＡ⁃ｍｉＲＮＡ⁃ｍＲＮＡ 调控网络，将其中的 ｍＲ⁃
ＮＡｓ 记为 ｍＲＮＡ 关键基因，以便后续研究。
１． ５　 基因功能注释和通路富集分析　 为了更深层

次了解橘皮素在治疗 ＣＲＣ 中的调控功能，对 ｍＲＮＡ
关键基因集进行基因本体论（ ｇｅｎｅ ｏｎｔｏｌｏｇｙ，ＧＯ）分
析和京都基因组百科全书 （ Ｋｙｏｔｏ ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ
ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）通路分析，从而找到差异

基因的分子功能、参与的主要生物过程以及它们所

属的代谢通路等。 ＤＡＶＩＤ 网站［８］ 是一个生物信息

数据库，它整合了生物学数据和分析工具，主要用于

ＧＯ 富集分析和 ＫＥＧＧ 通路分析。 将 ｍＲＮＡ 关键基

因集导入到 ＤＡＶＩＤ 数据库中进行分析，相关阈值设

置为 Ｐ ＜ ０. ０５、Ｋａｐｐａ Ｓｃｏｒｅ ＝ ０. ５、Ｍｉｎ Ｌｅｖｅｌ ＝ ５ 和

Ｍａｘ Ｌｅｖｅｌ ＝ ８。
１． ６　 ｍＲＮＡ 核心基因集筛选　 通过 ＳＴＲＩＮＧ 数据

库，收集 ｍＲＮＡ 关键基因集的蛋白质互作网络

（ＰＰＩ） 数据， ＰＰＩ 分数设置为 ０. ４， 并使用 Ｃｙｔｏ⁃
ｓｃａｐｅ３. ７. ２ 软件构建相应的 ＰＰＩ 网络［９］。 基于

ＭＣＯＤＥ 算法和 ｃｙｔｏＨｕｂｂａ 插件中拓扑分析方法 Ｄｅ⁃
ｇｒｅｅ、ＭＮＣ 和 ＥＰＣ 分 别 对 ＰＰＩ 网 络 进 行 分 析。
ＭＣＯＤＥ 算法中的阈值设为：Ｎｏｄｅ Ｄｅｎｓｉｔｙ Ｃｕｔｏｆｆ ＝
０. １、Ｎｏｄｅ Ｓｃｏｒｅ Ｃｕｔｏｆｆ ＝ ０. ２、Ｋ⁃Ｃｏｒｅ ＝ ２、Ｍａｘ. Ｄｅｐｔｈ
＝ １００；３ 个拓扑分析方法的阈值设置为： Ｄｅｇｒｅｅ
Ｓｃｏｒｅ≥３、ＭＮＣ≥２、ＥＰＣ≥４. ８，最终得到 ｍＲＮＡ 核

心基因集。
１． ７　 统计学处理　 通过 ＧＥＰＩＡ 数据库对 ｍＲＮＡ 核

心基因集进行在线生存分析，验证其有效性。 数据

集限定为 ＣＯＡＤ 和 ＲＥＡＤ 数据集，时间轴单位设置

为月；基因表达差异采用 ｔ 检验，在 ＣＲＣ 中表达量

与预后的关系采用 Ｌｏｇ⁃ｒａｎｋ 检验，以 Ｐ ＜ ０. ０５ 表示

差异有统计学意义。 核心 ｍＲＮＡ 能够通过大数据

网站（如 ＧＥＰＩＡ 等）预测它们和临床病理参数的关

系，以供后续研究使用。

２　 结果

２． １　 差异基因筛选　 ＲＮＡ 测序后共有 ２１ ４６０ 条基

因数据，根据阈值 Ｐ ＜ ０. ０５， ｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜ ＞ １ 对基因数

据进行差异表达分析，共得到 ２ ６１４ 个差异表达基

因，上调差异表达基因 １ ７１１ 个，下调差异表达基因

９０３ 个。 其中，含有 １９７ 个 ｌｎｃＲＮＡ 差异表达基因，
１２８ 个 ｍｉＲＮＡ 差异表达基因，１ ９３８ 个 ｍＲＮＡ 差异

表达基因。 差异表达基因的火山图如图 １ 所示，图
中红色为上调基因，绿色为下调基因。

图 １　 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 数据的差异表达分析火山图

２． ２　 ｌｎｃＲＮＡ 关键基因集　 以阈值 ｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜ ＞ ２ 且

Ｐ ＜ ０. ０５ 为标准对 １９７ 个 ｌｎｃＲＮＡ 差异表达基因再

次进行筛选，得到 １１６ 个 ｌｎｃＲＮＡ 基因，命名为集合

Ａ；以阈值 ｜ ｌｏｇ２ＦＣ ｜ ＞ ２ 且 Ｐ ＜ ０. ０５ 为标准对 ｍｉＲＮＡ
差异表达基因集进行筛选，得到 ９２ 个 ｍｉＲＮＡ 基因，
命名为集合 Ｂ；从 ＳｔａｒＢａｓｅ 数据库中共收集到 ６５ 个

与集合 Ｂ 存在调控关系 ｌｎｃＲＮＡ 基因，命名为集合

Ｃ；对集合 Ａ 和集合 Ｃ 取交集，得到 ３２ 个 ｌｎｃＲＮＡ 基

因，命名为集合 Ｄ；利用 ＧＥＰＩＡ 数据库进行生存分

析，共得到 ５ 个具有显著预后价值的 ｌｎｃＲＮＡ 基因

（ ＭＡＬＡＴ１、 ＮＥＡＴ１、 ＬＩＮＣ００３４２、 ＬＩＮＣ０１１３３、
ＬＩＮＣ００６６２），记为 ｌｎｃＲＮＡ 关键基因集，生存曲线如

图 ２ 所示。 由图 ２ 可知，５ 个 ｌｎｃＲＮＡ 关键基因的

Ｌｏｇｒａｎｋ Ｐ 均 ＜ ０. ０５，ＭＡＬＡＴ１（Ｌｏｇｒａｎｋ Ｐ ＝ ０. ０２２）、
ＮＥＡＴ１（Ｌｏｇｒａｎｋ Ｐ ＝ ０. ０１３）、ＬＩＮＣ００３４２（Ｌｏｇｒａｎｋ Ｐ
＝ ０. ０３５ ）、 ＬＩＮＣ０１１３３ （ Ｌｏｇｒａｎｋ Ｐ ＝ ０. ０３６ ） 和

ＬＩＮＣ００６６２ （ Ｌｏｇｒａｎｋ Ｐ ＝ ０. ０４５），这证明 ５ 个 ｌｎ⁃
ｃＲＮＡ 关键基因均对患者的生存周期有显著影响。
２． ３　 ｌｎｃＲＮＡ⁃ｍｉＲＮＡ⁃ｍＲＮＡ 调控网络　 针对 ５ 个

ｌｎｃＲＮＡ 关键基因，从 ＤＩＡＮＡ 网站获取 ６５１ 条与它

们相关的 ｌｎｃＲＮＡ⁃ｍｉＲＮＡ 调控关系数据，从 ｍｉＲＤＢ
数据库获取 ４１９ 条与它们相关的 ｍｉＲＮＡ⁃ｍＲＮＡ 调

控关系数据。 基于以上两组调控关系数据，利用

Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３. ７. ２ 软件的 Ｍｅｒｇｅ 功能构建相应的 ｌｎ⁃
ｃＲＮＡ⁃ｍｉＲＮＡ⁃ｍＲＮＡ 调 控 网 络。 ｌｎｃＲＮＡ⁃ｍｉＲＮＡ⁃
ｍＲＮＡ 网络由 １ ０５７ 个节点和 ９０９ 条边组成，共有

１１７ 个 ｍＲＮＡ 关键基因。 调控网络如图 ３ 所示。
２． ４　 ｍＲＮＡ 关键基因的 ＧＯ 和 ＫＥＧＧ 分析结果

　 通过ＤＡＶＩＤ数据库对１１７个ｍＲＮＡ关键基因进

·０３２· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２２ Ｆｅｂ；５７（２）



图 ２　 ５ 个 ｌｎｃＲＮＡ 关键基因的生存曲线图

Ａ：ＭＡＬＡＴ１ 基因生存曲线图；Ｂ：ＮＥＡＴ１ 基因生存曲线图；Ｃ：ＬＩＮＣ００３４２ 基因生存曲线图；Ｄ：ＬＩＮＣ００６６２ 基因生存曲线图；Ｅ：ＬＩＮＣ０１１３３ 基

因生存曲线图

行 ＧＯ 富集分析，在生物过程方面，ｍＲＮＡ 关键基因

功能主要集中于 ＲＮＡ 聚合酶 ＩＩ 启动子转录的调控

和 ＴＯＲ 信号通路等生物过程，表 １ 给出了生物过程

中差异性显著的前 ５ 个条目。 ＫＥＧＧ 通路分析结果

表明 ＣＲＣ 的发生发展与 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路密切相

关。 表 ２ 给出差异性显著的前 ５ 条 ＫＥＧＧ 通路分析

通路。 通过 ＧＯ 富集分析和 ＫＥＧＧ 通路分析证实

ｍＲＮＡ 关键基因集与 ＣＲＣ 密切相关。

表 １　 差异性显著的前 ５ 个 ＧＯ 条目

ＧＯ 号 ＧＯ 条目 Ｐ 值

ＧＯ：０００６３５７ ＲＮＡ 聚合酶 ＩＩ 启动子转录的调控 １． ７５ × １０ － ４

ＧＯ：０００６９５０ 响应胁迫 ７． ３０ × １０ － ４

ＧＯ：００３１９２９ ＴＯＲ 信号 ３． ８１ × １０ － ３

ＧＯ：００４８０１５ 磷脂酰肌醇介导的信号传导 ５． ５３ × １０ － ３

ＧＯ：００４８６６１ 平滑肌细胞增殖的正调控 ７． ５０ × １０ － ３

表 ２　 差异显著的前 ５ 个 ＫＥＧＧ 通路分析条目

ＫＥＧＧ 号 ＫＥＧＧ 通路 Ｐ 值

ｈｓａ０４１５１ 粘着斑 ９． ３４ × １０ － ４

ｈｓａ０４０６８ ＦｏｘＯ 信号通路 ３． ５３ × １０ － ３

ｈｓａ０５２０５ 癌症中的蛋白聚糖 ４． １２ × １０ － ３

ｈｓａ０４１５１ ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路 ４． ５２ × １０ － ３

ｈｓａ０４１１０ 细胞周期 １． ５０ × １０ － ２

２． ５　 ｍＲＮＡ 核心基因集　 将 １１７ 个 ｍＲＮＡ 关键基

因上传至 ＳＴＲＩＮＧ 数据库，构建对应的 ＰＰＩ 网络，将
结果导出并保存为 ｔｓｖ 格式。 利用 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ３. ７. ２
软件将该 ＰＰＩ 网络可视化，由 ４８ 个节点和 ４５ 条边

组成，如图 ４ 所示。 利用 ＭＣＯＤＥ 算法和 ｃｙｔｏＨｕｂｂａ
插件中 Ｄｅｇｒｅｅ、ＭＮＣ 及 ＥＰＣ 拓扑分析方法对 ＰＰＩ 网
络进行分析。 ＭＣＯＤＥ 算法分析结果如图 ５ 所示，拓
扑分析方法前 １０ 名结果如表 ３ 所示。 利用 Ｐｙｔｈｏｎ
语言的 ｎｕｍｐｙ 程序包对 ＭＣＯＤＥ 算法的结果基因集

和拓扑分析方法的结果基因集取交集，得到 ６ 个

ｍＲＮＡ 核心基因 （ＦＯＳ、ＧＡＤＤ４５Ａ、ＣＣＮＤ２、ＭＹＣＮ、
ＢＡＣＨ１ 和 ＭＸＤ１）。 这些核心基因在橘皮素治疗

ＣＲＣ 中起到重要的调控作用，有成为生物标志物和

药物靶点的潜力。

表 ３　 拓扑分析方法前 １０ 名结果

基因 ＭＮＣ Ｄｅｇｒｅｅ ＥＰＣ
ＦＯＳ ３ ６ ５． ５４５
ＣＣＮＤ２ ３ ３ ５． １４８
ＨＳＰ９０Ｂ１ ２ ２ ４． ８１２
ＣＨＤ１ ２ ４ ４． ７４２
ＢＡＣＨ１ ２ ２ ４． ７２４
ＭＩＡ３ ２ ３ ４． ８４４
ＢＴＡＦ１ ２ ２ ４． ６５５
ＭＹＣＮ ２ ３ ４． ５４４
ＭＸＤ１ ２ ４ ５． ９
ＧＡＤＤ４５Ａ ２ ２ ４． ３１１
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图 ３　 ｌｎｃＲＮＡ 关键基因对应的 ｌｎｃＲＮＡ⁃ｍｉＲＮＡ⁃ｍＲＮＡ 调控网络

图 ４　 ｍＲＮＡ 关键基因对应的 ＰＰＩ网络

２． ６　 ｍＲＮＡ 核心基因与患者的预后关系 　 利用

ＧＥＰＩＡ 数据库对 ６ 个 ｍＲＮＡ 核心基因进行生存分

析，各自的生存曲线图如图 ６ 所示。 其中，ＦＯＳ、ＣＣ⁃
ＮＤ２ 和 ＭＸＤ１ 表达水平对患者的总生存时间有着

显著 影 响 （ Ｐ ＜ ０. ０５ ）。 而 ＧＡＤＤ４５Ａ、 ＭＹＣＮ 和

ＢＡＣＨ１ 对患者的生存率影响差异无统计学意义。

图 ５　 ＭＣＯＤＥ 分析结果图

３　 讨论

　 　 ＣＲＣ 的发生与外界环境、行为方式、遗传等多

种因素密切相关，尽管目前对 ＣＲＣ 的研究已取得了

较大进步，但是 ＣＲＣ 的预后仍然效果不佳。 随着测

序技术的飞速发展和生物信息技术的不断突破，
ＣＲＣ 的分子机制研究成为了当前的一个热点，寻找

ＣＲＣ 诊断及预后的生物标志物和药物靶点为 ＣＲＣ
的诊疗提供了新的思路。 橘皮素已被证实具有抑制
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图 ６　 ６ 个 ｍＲＮＡ 核心基因表达与患者预后的生存曲线

Ａ：ＦＯＳ 基因生存曲线图；Ｂ：ＣＣＮＤ２ 基因生存曲线图；Ｃ：ＭＸＤ１ 基因生存曲线图；Ｄ：ＧＡＤＤ４５Ａ 基因生存曲线图；Ｅ：ＭＹＣＮ 基因生存曲线图；
Ｆ：ＢＡＣＨ１ 基因生存曲线图

细菌和抗肿瘤等药理作用，但对橘皮素治疗 ＣＲＣ 的

分子机制却不甚了解。 因此，本文以橘皮素治疗

ＣＲＣ 的 ＲＮＡ⁃ｓｅｑ 数据为研究对象，通过生物信息学

分析方法，筛选出 １１７ 个 ｍＲＮＡ 关键基因。 ＧＯ 富

集分析和 ＫＥＧＧ 通路分析结果表明，关键基因均富

集在与 ＣＲＣ 相关的功能和通路上。 其中，ＫＥＧＧ 分

析结果表明 ＰＩ３Ｋ⁃Ａｋｔ 信号通路与 ＣＲＣ 密切相关。
研究［１０］表明，ＳＰＯＣＫ１ 在 ＣＲＣ 细胞系中过表达，沉
默 ＳＰＯＣＫ１ 可逆转 ＣＲＣ 细胞中的 ＥＭＴ 过程，显著

减弱了迁移 ／侵袭，抑制体外增殖和体内肿瘤的生

长。 敲除 ＳＰＯＣＫ１ 明显降低了 ＨＣＴ１１６ 细胞中 ｐ⁃
ＰＩ３Ｋ 和 ｐ⁃Ａｋｔ 的蛋白表达水平。 此外，ｍＲＮＡ 关键

基因还显著富集在乙型肝炎、肺结核、胰腺癌、甲型

流感、前列腺癌等多种疾病的相关信号通路，提示橘

皮素对多种疾病具有治疗作用，为今后的相关研究

提供了新的思路。
通过生存分析，从 ｍＲＮＡ 关键基因中筛选出 ３

个与 ＣＲＣ 预后密切相关的核心基因（ＦＯＳ、ＣＣＮＤ２
和 ＭＸＤ１）。 其中，ＦＯＳ 和 ＣＣＮＤ２ 已被文献［１１ － １２］ 证

实与 ＣＲＣ 有密切关系。 有研究［１３］表明，ＭＸＤ１ 参与

了乳腺癌癌细胞的增殖和转移过程，在乳腺癌组织

中 ＭＸＤ１ 表达显著下调，并影响了乳腺癌患者的预

后。 因此，课题组推断 ＭＸＤ１ 也极有可能与 ＣＲＣ 的

发生和发展相关。 综上所述，３ 个核心基因有成为

生物标志物和药物靶点的可能，对 ＣＲＣ 的发病机制

及治疗提供了新的思路，也为 ＣＲＣ 药物靶点研究提

供重要参考。
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