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［摘要］　目的：分析胃癌（ｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ，ＧＣ）与癌旁组织间的差异表达基因，寻找与ＧＣ的发生、发展及预后相关的
关键基因。方法：基于基因表达数据库（ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｍｎｉｂｕｓ，ＧＥＯ）筛选ＧＣ与癌旁组织间显著差异表达的基因，
利用京都基因与基因组百科全书（Ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｅｓａｎｄｇｅｎｏｍｅｓ，ＫＥＧＧ）行通路富集分析。在癌症基因组
图谱数据库（ｔｈｅｃａｎｃｅｒｇｅｎｏｍｅａｌｔｌａｓ，ＴＣＧＡ）中分析差异基因在ＧＣ中的表达及其与ＧＣ分期和预后的关系。最后在
ＧＣ临床样本中验证。结果：在 ＧＥＯ中共筛选出１３５３个差异表达基因。对 ＧＣ中显著高表达的３１个基因进行
ＫＥＧＧ分析发现，其主要参与细胞外基质受体相互作用和蛋白消化与吸收。ＴＣＧＡ中分析显示此通路中的３个基因
（ＣＯＬ１Ａ１、ＣＯＭＰ及ＴＨＢＳ２）在ＧＣ中显著高表达，其中ＣＯＬ１Ａ１高表达与ＧＣ的分期、预后不良显著相关。免疫组化
结果证实ＣＯＬ１Ａ１在ＧＣ中显著高表达，其表达与 ＧＣ患者的预后相关。结论：ＣＯＬ１Ａ１在 ＧＣ中显著高表达，其与
ＧＣ的发生发展及预后有重要关系。
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　　在世界范围内，胃癌（ｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ，ＧＣ）的发病
率在所有恶性肿瘤中居第５位，死亡率居第３位。
我国每年ＧＣ的新诊断患者约４６万人，发病率居所
有恶性肿瘤的第３位，因 ＧＣ死亡者约３９万人，居
所有恶性肿瘤的第２位［１］。由于早期 ＧＣ缺乏特异
的症状和体征，导致超过７０％的患者诊断时已处于
进展期［２］。虽然近年来在ＧＣ的诊断及治疗方面已
有较多的进展［３４］，但其发生发展的分子机制仍不

十分清楚，研究与 ＧＣ相关的基因异常改变对此疾
病的诊断、治疗及预后评估具有重要的意义。

本研究通过检索基因表达数据库（ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎｏｍｎｉｂｕｓ，ＧＥＯ）中的基因表达芯片数据，分析
ＧＣ与癌旁组织样本中的差异表达基因（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ
ｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ，ＤＥＧｓ），利用京都基因与基因组
百科全书（Ｋｙｏｔｏｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａｏｆｇｅｎｅｓａｎｄｇｅｎｏｍｅｓ，
ＫＥＧＧ）对ＧＣ中显著高表达的差异基因进行通路富
集分析，并在癌症基因组图谱数据库（ｔｈｅｃａｎｃｅｒｇｅ
ｎｏｍｅａｌｔｌａｓ，ＴＣＧＡ）中研究差异基因在ＧＣ中的表达
及其与 ＧＣ分期及预后的关系，最后在病理组织样
本中验证ＣＯＬ１Ａ１在 ＧＣ组织中的表达及其与 ＧＣ
患者预后的关系。

１　资料与方法

１．１　基因表达芯片的检索及差异基因筛选
在 ＧＥＯ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．

ｇｏｖ／ｇｄｓ）中以“Ｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ”为关键词检索并筛选
ＧＣ的基因表达芯片。通过计算各基因在 ＧＣ与癌
旁组织样本间表达的倍数改变值和 Ｐ值得到显著
差异表达的基因。

１．２　差异基因的ＫＥＧＧ通路富集与关键基因的确定
利用在线工具 Ｖｅｎｎｙ（ｈｔｔｐｓ：／／ｂｉｏｉｎｆｏｇｐ．ｃｎｂ．

ｃｓｉｃ．ｅｓ／ｔｏｏｌｓ／ｖｅｎｎｙ／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ）将 ＧＣ与癌旁组织

样本间差异表达的基因取交集，获得 ＧＣ组织中显
著高表达的基因。使用 Ｍｅｔａｓｃａｐｅ对 ＧＣ中显著高
表达的基因进行ＫＥＧＧ通路富集分析，在最显著富
集的通路中确定ＧＣ中高表达的关键基因。
１．３　关键基因在 ＧＣ中的表达及其与 ＧＣ分期及
预后的关系

　　通过在线工具 ＧＥＰＩＡ（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｐｉａ．ｃａｎｃｅｒ
ｐｋｕ．ｃｎ／）分析ＴＣＧＡ数据库中ＧＣ样本中关键基因
的表达差异，并进一步分析关键基因的表达水平与

ＧＣ分期及预后的关系。
１．４　临床样本验证

ＧＣ及癌旁组织标本（ｎ＝１１３），平均年龄：（５２．３１
±１０．８２）岁，男／女：６４／４９）来自陕西省人民医院胃
肠道肿瘤生物样本库。所有患者有完整的治疗和随

访资料，随访截止日期２０２０年１月１日，中位随访
时间４６．４月（１１～１２０月）。所有纳入病例的病理
诊断均经两名不同的病理医生确定，病理分期依据

美国癌症联合会第七版分期。ＣＯＬ１Ａ１抗体（Ｎｏ．
６７２８８１Ｉｇ）购自 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司，二抗试剂购自北
京中杉金桥公司。病理组织切片厚度为４ｕｍ，经脱
水、抗原修复、去除内源性过氧化物酶及山羊血清封

闭后，滴加鼠抗人 ＣＯＬ１Ａ１一抗（１∶１００），４°Ｃ过夜
孵育，加生物素化二抗，ＤＡＢ显色，苏木素复染，透
明后封片，镜下观察并拍照，ＩｍａｇｅＪ软件通过测量
免疫组化切片的光密度值计算阳性细胞面积百分

比［５］。

２　结　果

２．１　ＧＣ与正常／癌旁胃粘膜组织的基因表达
经检索、筛选后下载２个 ＧＣ与癌旁组织样本

的基因表达芯片，分别为 ＧＳＥ５４１２９（ＧＣ组织 １１１
例，癌旁组织２１例）和ＧＳＥ７９９７３（ＧＣ组织１０例，癌
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旁组织１０例）。经过分析ＧＳＥ５４１２９的差异基因共
９５４个，其中 ＧＣ中高表达的５４８个，低表达的４０６
个（图１Ａ）。ＧＳＥ７９９７３的差异基因共５６９个，其中
ＧＣ中高表达的１１７个，低表达的４５２个（图１Ｂ）。
２．２　差异基因的ＫＥＧＧ通路富集及关键基因确定

在ＧＳＥ５４１２９和 ＧＳＥ７９９７３中，ＧＣ组织均高表

达的基因共３１个，均低表达的基因共５４个（图１Ｃ、
Ｄ）。ＫＥＧＧ通路富集分析发现这２个芯片的ＧＣ组
织中均高表达的３１个基因主要富集于细胞外基质
受体相互作用和蛋白的消化与吸收信号通路，此通

路包括３个基因，分别为ＣＯＬ１Ａ１、ＣＯＭＰ及ＴＨＢＳ２，
确定其为与ＧＣ有关的关键基因（图２）。

图１　ＧＣ与正常／癌旁组织的差异表达基因及韦恩图。
Ｆｉｇｕｒｅ１．ＤＥＧｓｉｎＧａｓｔｒｉｃＣａｎｃｅｒａｎｄＮｏｒｍａｌ／ＰａｒａｃａｎｃｅｒｏｕｓＴｉｓｓｕｅｓａｎｄＤＥＧｓｉｎＧＳＥ５４１２９ａｎｄＧＳＥ７９９７３
Ａ．ＶｏｌｃａｎｏｐｌｏｔｆｏｒＤＥＧｓｉｎＧＳＥ５４１２９；Ｂ．ＶｏｌｃａｎｏｐｌｏｔｆｏｒＤＥＧｓｉｎＧＳＥ７９９７３；Ｃ．ＵｐｒｅｇｕｌａｔｅｄＤＥＧｓ；Ｄ．Ｄｏｗｎｒｅｇｕ
ｌａｔｅｄＤＥＧｓ．
ＤＥＧｓ：ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄｇｅｎｅｓ；ＧＣ：ｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒ．

图２　ＧＳＥ５４１２９和ＧＳＥ７９９７３中高表达基因的ＫＥＧＧ通
路富集分析

Ｆｉｇｕｒｅ２．ＫＥＧＧ ＰａｔｈｗａｙＥｎｒｉｃｈｍｅｎｔｏｆＵｐＲｅｇｕｌａｔｅｄ
Ｇｅｎｅｓｉｎ２Ｄａｔａｓｅｔｓ（ＧＳＥ５４１２９ａｎｄＧＳＥ７９９７３）

２．３　关键基因在 ＧＣ中的表达及其与 ＧＣ分期和
预后的关系

　　与癌旁组织相比，ＣＯＬ１Ａ１、ＣＯＭＰ及 ＴＨＢＳ２在
ＧＣ组织中的表达显著升高（Ｐ＜０．００１，Ｐ＜０．００１，Ｐ
＜０．００１）（图３Ａ～Ｃ）。ＣＯＬ１Ａ１及ＴＨＢＳ２在ＧＣ组
织中的表达与ＧＣ的临床分期显著相关，ＣＯＬ１Ａ１及
ＴＨＢＳ２表达水平越高，分期越晚（Ｐ＝０．０２９，Ｐ＝
０．０２５）（图３Ｄ～Ｆ）。进一步分析发现，在 ＧＣ患者
中，ＣＯＬ１Ａ１及ＣＯＭＰ的高表达与ＧＣ的预后不良显
著相关（Ｐ＝０．０２４，Ｐ＝０．０４５）（图３Ｇ～Ｉ）。
２．４　ＣＯＬ１Ａ１在ＧＣ临床组织样本中的表达及其
与预后的关系

　　ＣＯＬ１Ａ１呈棕黄色，主要在细胞间质中表达。
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与癌旁组织相比，ＣＯＬ１Ａ１在ＧＣ组织中显著高表达
（Ｐ＜０．００１，图４Ａ～Ｃ）。ＣＯＬ１Ａ１的表达与 ＧＣ的
分期明显相关（Ｐ＝０．０２２），ＣＯＬ１Ａ１表达水平越高，

分期越晚（图４Ｄ），且 ＣＯＬ１Ａ１与 ＧＣ的预后显著相
关（Ｐ＝０．００１）（图４Ｅ）。

图３　ＣＯＬ１Ａ１、ＣＯＭＰ及ＴＨＢＳ２在ＧＣ和癌旁组织中的表达及其与ＧＣ分期及预后的关系

Ｆｉｇｕｒｅ３．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＯＬ１Ａ１，ＣＯＭＰａｎｄＴＨＢＳ２ｉｎＧＣａｎｄＰａｒａｃａｎｃｅｒｏｕｓＴｉｓｓｕｅｓａｎｄＴｈｅｉｒＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｗｉｔｈＳｔａｇｅ

ａｎｄＰｒｏｇｎｏｓｉｓｏｆＧＣ

Ａ．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＯＬ１Ａ１ｉｎＧＣａｎｄｐａｒａｃａｎｃｅｒｏｕｓｔｉｓｓｕｅｓ；Ｂ．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＯＭＰｉｎＧＣａｎｄｐａｒａｃａｎｃｅｒｏｕｓｔｉｓｓｕｅｓ；Ｃ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｏｆＴＨＢＳ２ｉｎＧＣａｎｄｐａｒａｃａｎｃｅｒｏｕｓｔｉｓｓｕｅｓ；Ｄ．ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＣＯＬ１Ａ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｓｔａｇｅｏｆＧＣ；Ｅ．Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎ

ＣＯＭＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｓｔａｇｅｏｆＧＣ；Ｆ．ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＴＨＢＳ２ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｓｔａｇｅｏｆＧＣ；Ｇ．ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＣＯＬ１Ａ１ｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐｒｏｇｎｏｓｉｓｏｆＧＣ；Ｈ．ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＣＯＭＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐｒｏｇｎｏｓｉｓｏｆＧＣ；Ｉ．ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＴＨＢＳ２ｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐｒｏｇｎｏｓｉｓｏｆＧＣ．

ＡｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎｓａｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｉｎＦｉｇｕｒｅ１．
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图４　ＣＯＬ１Ａ１在ＧＣ中的表达及其与预后的关系
Ｆｉｇｕｒｅ４．ＣＯＬ１Ａ１ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄＩｔｓＣｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｗｉｔｈＰｒｏｇｎｏｓｉｓｏｆＧＣ
Ａ．ＣＯＬ１Ａ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＧＣｔｉｓｓｕｅｓ；Ｂ．ＣＯＬ１Ａ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｐａｒａｃａｎｃｅｒｏｕｓｔｉｓｓｕｅｓ；Ｃ．ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙｅｘｐｒｅｓｓｅｄＣＯＬ１Ａ１ｉｎ
ＧＣａｎｄｐａｒａｃａｎｃｅｒｏｕｓｔｉｓｓｕｅｓ；Ｄ．ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＣＯＬ１Ａ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｓｔａｇｅｏｆＧＣ；Ｅ．ＲｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｂｅｔｗｅｅｎＣＯＬ１Ａ１ｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｐｒｏｇｎｏｓｉｓｏｆＧＣ．
ＡｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎｓａｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｉｎＦｉｇｕｒｅ１．

３　讨　论

生物信息学分析包括芯片表达谱、基因功能注

释及基因互作网络等，是研究恶性肿瘤发病机制及

筛选潜在诊断标志物和治疗靶点的有力研究工

具［６８］。Ｚｈａｎｇ等［９］通过生物信息学分析发现，与癌

旁／正常胃组织标本相比，９９个长链非编码 ＲＮＡ及
２８５７个ｍＲＮＡ在ＧＣ中的表达存在显著差异，其中
１３个长链非编码ＲＮＡ及８２３个 ｍＲＮＡ与总生存显
著相关，且差异表达的 ｍＲＮＡ与黏附斑及 ＰＩ３ＫＡｋｔ
等信号通路有关，提示长链非编码 ＲＮＡ与 ｍＲＮＡ
的表达网络可作为ＧＣ的转录后分子特征。有学者
通过差异共表达分析（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｃｏｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎａｌｙ
ｓｉｓ，ＤＣＥＡ）、分期特异基因调节网络（ｇｅｎｅｒｅｇｕｌａｔｏｒｙ
ｎｅｔｗｏｒｋ，ＧＲＮ）与差异调节网络（ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｒｅｇｕｌａ
ｔｉｏｎｎｅｔｗｏｒｋｉｎｇ，ＤＲＮ）的方法分析 ＧＥＯ及 ＴＣＧＡ数
据库中的数据，发现胃内因子（ｇａｓｔｒｉｃｉｎｔｒｉｎｓｉｃｆａｃ

ｔｏｒ，ＧＩＦ）及 Ｘ盒结合蛋白 １（Ｘｂｏｘｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ
１，ＸＢＰ１）与ＧＣ有关，研究结果提示从差异调节网
络的层面进行生物信息学分析为理解ＧＣ的发病机
制、挖掘新的药物靶点及标志物提供了新的视

角［１０］。Ｌｉａｏ等［１１］的研究发现 Ｓｅｒｐｉｎ家族 Ｅ成员１
（ｓｅｒｐｉｎｆａｍｉｌｙＥｍｅｍｂｅｒ１，ＳＥＲＰＩＮＥ１）及分泌蛋白
酸性和富含半脱氨酸（ｓｅｃｒｅｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎａｃｉｄｉｃａｎｄ
ｃｙｓｔｅｉｎｅｒｉｃｈ，ＳＰＡＲＣ）在 ＧＣ中显著高表达，且其与
ＧＣ的不良预后显著相关。

我们通过在ＧＥＯ数据库中检索后筛选出２个
ＧＣ与癌旁组织基因表达的芯片，分析发现ＧＣ与癌
旁组织中的基因表达存在显著差异，使用 Ｖｅｎｎｙ筛
选出３１个在２个芯片的 ＧＣ组织中均显著高表达
的基因，ＫＥＧＧ分析提示 ＧＣ中高表达的基因主要
富集于细胞外基质受体相互作用和蛋白的消化、吸

收信号通路，通路中包含的 ３个基因分别为
ＣＯＬ１Ａ１、ＣＯＭＰ及 ＴＨＢＳ２。吴茜等［１２］通过生信分
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析发现 ＩＮＨＢＡ、ＵＧＴ２Ｂ１５、ＩＴＧＡ２、ＩＴＧＢ１、ＳＨ３ＧＬ２及
其相关的生物过程可能是ＧＣ的潜在生物标志物和
治疗靶标。本研究的结果与其存在一定的差异，考

虑主要与所分析的芯片数据及使用的生信分析方法

不同有关。

ＣＯＬ１Ａ１为 Ｉ型胶原 α１，为 Ｉ型胶原的主要成
份，在多种组织中广泛存在，ＣＯＬ１Ａ１的异常表达与
多种肿瘤有关，包括肾癌、黑色素瘤及肝细胞

癌［１３１４］。Ｌｉ等［１５］运用ＲＴＰＣＲ的方法在正常／癌旁
胃粘膜组织、ＧＣ前病变及 ＧＣ组织中研究发现，
ＣＯＬ１Ａ１在ＧＣ中显著高表达，其高表达提示 ＧＣ预
后不良。ＴＨＢＳ２为血栓素２，属钙离子结合糖蛋白，
其通过调节细胞间及细胞与基质间的相互作用，调

控血管生成、细胞凋亡、细胞增殖及细胞间黏

附［１６１７］。Ｚｈｕｏ等［１７］的小组在 ＧＣ的切除标本中研
究发现，ＴＨＢＳ２在ＧＣ中表达显著上调，生存分析结
果显示与ＴＨＢＳ２低表达患者相比，ＴＨＢＳ２高表达者
预后更差。ＣＯＭＰ为软骨寡聚基质蛋白，在多种细
胞及组织中表达，通过与细胞表面的整合素结合发

挥生物活性，目前研究表明 ＣＯＭＰ的异常表达在骨
骼疾病、血管生成、乳腺癌及前列腺癌中发挥重要作

用［１８］。结合我们生物信息学分析的结果与既往的

研究报道，提示 ＣＯＬ１Ａ１、ＣＯＭＰ及 ＴＨＢＳ２可能与
ＧＣ的发生发展具有重要关系。

我们进一步分析ＴＣＧＡ数据库中 ＧＣ与癌旁组
织样本发现，与癌旁组织相比，ＣＯＬ１Ａ１与 ＴＨＢＳ２在
ＧＣ组织中的表达水平与 ＧＣ的临床分期显著正相
关。床分期相关。生存分析结果提示 ＣＯＬ１Ａ１及
ＣＯＭＰ高表达与 ＧＣ的预后不良显著相关。综合
ＧＥＯ及ＴＣＧＡ数据库中的数据分析结果，我们发现
ＣＯＬ１Ａ１在 ＧＣ中显著高表达，且其表达水平与 ＧＣ
的临床分期及生存显著相关。

虽然生物信息学分析是研究肿瘤分子生物学异

常变化的有效切入点，但由于生信分析本身属于二

次数据挖掘，其研究的对象为基因表达层面的改变，

与执行生物学功能的蛋白质分子之间没有必然的因

果联系，因此我们运用免疫组化的方法在组织学层

面对 ＣＯＬ１Ａ１的表达进行了验证，结果提示
ＣＯＬ１Ａ１主要在细胞间质中表达，其在ＧＣ中显著高
表达，且其高表达与ＧＣ的临床分期相关，提示预后
不良。

综上所述，既往资料及我们的研究结果提示

ＣＯＬ１Ａ１可能在ＧＣ的发生、发展中发挥重要作用，
但具体的作用机制尚不清楚。另一方面，生物信息

学分析为研究ＧＣ发病相关的分子机制研究提供了
新的切入点。本研究未在 ＧＣ组织标本中研究
ＣＯＬ１Ａ１的表达水平，且未深入研究 ＣＯＬ１Ａ１参与
ＧＣ发生发展的分子机制，这有待进一步的探索。
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