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染色质开放状态对结肠癌相关功能通路影响的生物信息学分析

康争春△，闫飞虎△，王 振，赵子夜，于恩达，邢俊杰*

海军军医大学（第二军医大学）长海医院肛肠外科，上海 200433

［摘要］ 目的 利用癌症基因组图谱（TCGA）数据库的染色质开放性高通量测序（ATAC-seq）数据和转录

组测序（RNA-seq）数据，探索染色质开放状态对结肠癌相关功能通路的影响。方法 从 TCGA 数据库下载结肠癌

ATAC-seq 数据和 RNA-seq 数据，使用 R 3.5.3 软件对 ATAC-seq 数据进行质量控制。对全部样本 ATAC-seq 数据峰值

（peaks）进行基因注释，对所注释基因进行基因本体（GO）功能富集分析和京都基因与基因组百科全书（KEGG）

通路富集分析。选择结肠癌关键基因肿瘤抑制基因 APC（APC)、Kirsten 大鼠肉瘤病毒癌基因（KRAS）、v-raf 小鼠

肉瘤病毒癌基因同源物 B1（BRAF），对 3 个基因的启动子区 ATAC-seq 数据 peaks 与 RNA-seq 的每千个碱基的转录

每百万映射读取的片段数（FPKM）进行 Pearson 相关性分析。对 TNM 分期Ⅲ＋Ⅳ期和Ⅰ＋Ⅱ期的组织样本进行差

异 ATAC-seq 数据 peaks 分析，并对上调和下调 peaks 注释基因进行 KEGG 通路富集分析。结果 结肠癌 ATAC-seq
数据 peaks 在染色体分布均匀，大多数分布于启动子区（距离转录起始位点≤1 kb、＞1～2 kb、＞2～3 kb 者分别占

30.17%、5.42%、3.88%）和远端基因间区（26.17%），符合染色质开放区 2 种主要类型的分布。GO 功能和 KEGG
通路富集分析结果显示，结肠癌 ATAC-seq 数据 peaks 注释基因显著富集于癌症相关功能和通路，如 Wnt 信号通路的

细胞间信号转导、表皮生长因子受体（ErbB）信号通路等。结肠癌关键基因 APC、KRAS、BRAF 启动子区 ATAC-seq
数据 peaks 与其 RNA-seq 的 FPKM 呈正相关。TNM 分期Ⅲ＋Ⅳ期相对Ⅰ＋Ⅱ期患者上调 peaks 注释基因显著富集于

ErbB 信号通路、Wnt 信号通路、PI3K-Akt 信号通路、P53 信号通路等增殖、侵袭和转移相关信号通路，下调 peaks 注
释基因显著富集于 T 细胞受体信号通路、B 细胞受体信号通路、细胞黏附分子信号通路等免疫识别相关信号通路。

结论 染色质开放状态对结肠癌相关功能通路调控起着重要作用。
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Effect of chromatin opening state on colon cancer-related functional pathways: a bioinformatics analysis
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［ Abstract ］ Objective To explore the effect of open chromatin state on functional pathways related to colon cancer 
using the data of assay for transposase-accessible chromatin using sequencing (ATAC-seq) and RNA sequencing (RNA-
seq) from The Cancer Genome Atlas (TCGA) database. Methods ATAC-seq and RNA-seq data of colon cancer were 
downloaded from TCGA, and the quality of ATAC-seq data was controlled using R 3.5.3 software. The ATAC-seq peaks of 
all samples were annotated, and the Gene Ontology (GO) function and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) 
pathway enrichment analyses were carried out. The key genes of colon cancer, including APC regulator of Wnt signaling 
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pathway (APC), Kirsten rat sarcoma viral oncogene (KRAS) and v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1 (BRAF), 

were selected to analyze the correlation between ATAC-seq peaks of the 3 genes and the fragments per kilobase of exon model 

per million mapped fragments (FPKMs) of RNA-seq. The tissue samples of TNM stage Ⅲ＋Ⅳ and Ⅰ＋Ⅱ were selected to 

analyze the differential ATAC-seq peaks, and KEGG pathway enrichment analysis was performed for up-regulated and down-

regulated peaks annotated genes. Results The ATAC-seq peaks of colon cancer were evenly distributed in the chromosome, 

and most of them were located in promoter region (30.17%, 5.42% and 3.88% in the distance from transcription initiation  

site ≤1 kb, ＞1-2 kb and ＞2-3 kb, respectively) and distal intergenic region (26.17%), which were consistent with 2 main 

types of chromatin open region. GO function and KEGG pathway enrichment analyses showed that the peaks annotated genes 

in ATAC-seq data of colon cancer were significantly enriched in cancer-related functions and pathways, such as intercellular 

signaling conduction of Wnt signaling pathway and epidermal growth factor receptor (ErbB) signaling pathway. The RNA-seq 

FPKMs of APC, KRAS and BRAF were positively correlated with ATAC-seq peaks in promoter region. The up-regulated peaks 

annotated genes were significantly enriched in ErbB signal pathway, Wnt signal pathway, PI3K-Akt signal pathway, p53 signal 

pathway and other signal pathways related to proliferation, invasion and metastasis, while down-regulated peaks annotated genes 

were significantly enriched in T cell receptor signaling pathway, B cell receptor signaling pathway, cell adhesion molecule 

signaling pathway and other immune recognition related signaling pathways in patients at TNM stage Ⅲ＋Ⅳ than at stage 

Ⅰ＋Ⅱ . Conclusion Open chromatin plays an important role in the functional pathways related to colon cancer.

［ Key words ］ colon neoplasms; The Cancer Genome Atlas; high-throughput sequencing; open chromatin

［Acad J Sec Mil Med Univ, 2021, 42(7): 762-769］

结肠癌是严重威胁我国居民生命健康的高发

消化道恶性肿瘤之一，目前建立的包括根治性手

术、放疗、化疗、分子靶向治疗、免疫治疗等在

内的综合治疗手段极大地改善了结肠癌患者预后，

但是仍有很大一部分患者出现治疗后复发、转移，

最终导致死亡率高［1-2］。导致这种治疗困境的根本

原因主要在于结肠癌的肿瘤异质性较大［3-5］，分子

调控机制尤为精细，单一、片面的研究结论无法解

释所有现象，从转录水平探索结肠癌的潜在转录调

控机制十分必要。由于染色质结构的特殊性，大

部分基因组 DNA 处于与核小体紧密结合缠绕的状

态，无法被反式因子接近、结合进而调控；小部分

DNA 因无核小体包裹而裸露在外，这些区域被称

为染色质开放区。染色质开放区在基因表达调控方

面起着核心节点的作用，是各种调控因子对基因进

行调控的必经之路［6-7］，对其进行深入研究有助于

了解结肠癌发生、发展过程中调控机制的变化。

染色质开放性高通量测序（assay for transposase-
accessible chromatin using sequencing, ATAC-seq）
技术是研究染色质开放状态的新技术，弥补了

MNase-Seq、FAIRE-Seq 和 DNAse-Seq 等 研 究 方

法的许多不足［8-9］，在基因调控领域具有极高的应

用价值。本研究利用癌症基因组图谱（The Cancer 
Genome Atlas, TCGA）［10］数 据 库 的 ATAC-seq 数

据，对结肠癌进展过程中的相关功能和信号通路改

变进行分析，从染色质开放状态层面探讨结肠癌的

通路及转录调控机制，为结肠癌的机制研究提供 

参考及线索。

1 资料和方法

1.1 结核癌组织样本 ATAC-seq 和转录本测序（RNA 
sequencing, RNA-seq）数据的下载及预处理 从TCGA
数据库（https://cancergenome.nih.gov/）下载结肠腺

癌 ATAC-seq 数据，包括测序 peaks 在各样本分布的

log2 (norm) 标准化数据和 TCGA_identifier_mapping
样本名称数据，对两者进行整合，得到通用样本名

称的 ATAC-seq 数据 peaks 的标准化数据。然后下

载结肠腺癌 RNA-seq 数据，获得每千个碱基的转录

每百万映射读取的片段数（fragments per kilobase of 
exon model per million mapped fragments, FPKM）。

提取同时检测 ATAC-seq 和 RNA-seq 的组织样本测

序数据，用于后续分析。

1.2 ATAC-seq 数据的质量控制 使用 R 3.5.3 软

件，先加载 karyoploteR 包，对结肠癌 ATAC-seq
数据峰值（peaks）进行染色体覆盖度可视化；然 
后加载 ChIPseeker 包、TxDb.Hsapiens.UCSC.hg38.
knownGene 包、org.Hs.eg.db 包、clusterProfiler 包，

对 ATAC-seq 数据 peaks 的位置特征进行归纳分类

并可视化，进一步绘制维恩图展示结果。

1.3 结肠癌全部 ATAC-seq 数据 peaks 注释基因基

因本体（Gene Ontology, GO）功能和京都基因与

基因组百科全书（Kyoto Encyclopedia of Genes and 
Genomes, KEGG）通路富集分析 使用 R 3.5.3 软

件，加载 ChIPseeker 包、TxDb.Hsapiens.UCSC.hg38.
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knownGene 包、org.Hs.eg.db 包、clusterProfiler 包、

ggplot2 包，对结肠癌全部ATAC-seq数据 peaks 进行

基因注释，并对其进行 GO 功能富集分析及 KEGG
通路富集分析。

1.4 结肠癌关键基因的表达与其启动子区 peaks 的相

关性分析 利用TCGA数据库中同时检测ATAC-seq
和 RNA-seq 的结肠癌组织样本测序数据，计算结肠

癌关键基因肿瘤抑制基因 APC（APC regulator of 
Wnt signaling pathway, APC）［11］、Kirsten 大 鼠 肉

瘤病毒癌基因（Kirsten rat sarcoma viral oncogene, 
KRAS）［12］、v-raf 小鼠肉瘤病毒癌基因同源物 B1
（v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1, 
BRAF）［13］的表达（RNA-seq 的 FPKM 数据）与

注释到该基因启动子区的 ATAC-seq 数据 peaks 的
Pearson 相关系数。

1.5 TNM 分 期 Ⅲ＋Ⅳ 期 与 Ⅰ＋Ⅱ 期 差 异 开 放

peaks 注释基因的 KEGG 通路富集分析 将结肠癌

ATAC-seq 数据的 peaks 按照 TNM 分期分成Ⅰ＋Ⅱ

期和Ⅲ＋Ⅳ期两组。使用 R 3.5.3 软件，加载 limma
包，利用 Wilcoxon 秩和检验筛选两者之间的差异

peaks，筛选条件为 log2|FC|＞1［FC为差异倍数（fold 
change）］ 且 校 正 P＜0.05， 并 加 载 ChIPseeker
包、TxDb.Hsapiens.UCSC.hg38.knownGene 包、 
org.Hs.eg.db 包、clusterProfiler 包对差异 peaks 进行

启动子区域基因注释。最后按照 TNM 分期Ⅲ＋Ⅳ

期相对Ⅰ＋Ⅱ期上调和下调分为 2 类，分别对注释

基因进行 KEGG 通路富集分析。

2 结 果

2.1 组织样本的一般情况 共有 36 个结肠癌组织

样本纳入本研究（经质量控制，无排除样本），均

含有 ATAC-seq 数据和 RNA-seq 数据。其中有 17
个 TNM 分期Ⅰ＋Ⅱ期和 19 个Ⅲ＋Ⅳ期结肠癌组

织样本。检测的ATAC-seq数据peaks为 122 872个，

RNA-seq 数据 FPKM 为 19 658 个。

2.2 结肠癌 ATAC-seq 数据质量控制情况 由图 1
可见，ATAC-seq 数据中检测到的 peaks 在各个染色

体分布较为均匀。由图 2 可见，位于启动子区域的

peaks 占比最高（距离转录起始位点≤1 kb、＞1～ 

2 kb、＞2～3 kb者分别占 30.17%、5.42%、3.88%），

其次为远端基因间区（26.17%），符合染色质开

放区的 2 种主要类型的分布，即基因上游的启动子

和远端的调控元件（增强子和沉默子）。维恩图

分析显示，染色质开放区 peaks 可以符合多种位置

特征，间接解释了生物调控的多样性与复杂性。由 
图 3 可见，染色质开放区 peaks 大多位于转录起始

位点附近，符合染色质开放性的特征，证实了测序

数据的可靠性与真实性。

图 1 结肠癌 ATAC-seq 数据 peaks 覆盖度图

Fig 1 Covered length of ATAC-seq peaks of colon cancer
The abscissa represents the chromosome position, and the red band represents the standardized value of peaks. ATAC-seq: Assay for 

transposase-accessible chromatin using sequencing; Chr: Chromosome.
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图 2 结肠癌 ATAC-seq 数据 peaks 位置特征饼图及维恩图

Fig 2 Pie chart and Venn diagram of location characteristics of ATAC-seq peaks of colon cancer
ATAC-seq: Assay for transposase-accessible chromatin using sequencing; UTR: Untranslated region.

图 3 结肠癌 ATAC-seq 数据 peaks 距离转录起始位点

分布热图

Fig 3 Heat map of distance from peaks to transcription 

initiation sites in ATAC-seq data of colon cancer
The negative value represents the 5' end of transcription initiation 

site, the positive value represents the 3' end of transcription 

initiation site, and the red line represents peaks. ATAC-seq: Assay 

for transposase-accessible chromatin using sequencing.

2.3 结肠癌全部 ATAC-seq 数据 peaks 注释基因

KEGG 通路富集分析结果 结肠癌样本中大量癌症

相关 GO 功能和 KEGG 信号通路出现显著富集，包

括 Wnt 信号通路的细胞间信号转导、细胞黏附分

子结合相关功能、结直肠癌信号通路、表皮生长因

子受体（epidermal growth factor receptor, ErbB）信

号通路、MAPK 信号通路、细胞凋亡、TNF 信号

通路等（图 4），体现了结肠癌发病过程中异常增

殖信号通路大量活化、调控稳态逐渐失衡的过程。

2.4 3 个结肠癌关键基因的表达与其启动子区 
ATAC-seq 数 据 peaks 的 相 关 性 APC、KRAS、
BRAF 基因启动子区 ATAC-seq 数据 peaks 均与其 
RNA-seq 的 FPKM 呈正相关（APC-chr5:112737575- 
112738074：r＝0.419，P＝0.011；KRAS-chr12: 
25250266-25250765：r＝0.437，P＝0.008；KRAS-
chr12:25384622-25385121：r＝0.42，P＝0.011；
BRAF-chr7:140924032-140924531：r＝0.337，P＝
0.045；BRAF-chr7:140924750- 140925249：r＝0.359，
P＝0.032），提示染色质开放性可能通过直接影响

结肠癌的关键基因参与结肠癌发生、发展。

40 000

30 000

20 000

10 000

0

In
te

rs
ec

tio
n 

si
ze

/b
p

35 105

32 160

14 60614 567

6 936

4 912
3 602

3 116
1 7911 0481 040 938 727 557 438 224 49 27 13

Downstream
3'-UTR
5'-UTR

Distal intergenic
Exon

Promoter
Intron

80                60         40          20           0
Set size/kb

－3             －2           －1                0                 1                 2                 3
Set size/kb

Promoter (≤1 kb) (30.17%)
Promoter (＞1-2 kb) (5.42%)
Promoter (＞2-3 kb) (3.88%)
3'-UTR (0.21%)
5'-UTR (1.61%)
1st exon (1.06%)
Other exon (2.07%)
1st intron (10.72%)
Other intron (17.85%)
Downstream (≤0.3 kb) (0.83%)
Distal intergenic (26.17%)

第 7 期．康争春，等．染色质开放状态对结肠癌相关功能通路影响的生物信息学分析



书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报　   2021 年 7 月，第 42 卷· 766 ·

图 4 结肠癌 ATAC-seq 数据 peaks 注释基因 GO 功能（A）和 KEGG 通路（B）富集分析

Fig 4 GO function (A) and KEGG pathway (B) enrichment analyses of annotated genes of colon cancer ATAC-seq peaks
ATAC-seq: Assay for transposase-accessible chromatin using sequencing; GO: Gene Ontology; KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes 

and Genomes; MAPK: Mitogen-activated protein kinase; TNF: Tumor necrosis factor; ErbB: Epidermal growth factor receptor.

2.5 TNM分期Ⅲ＋Ⅳ期与Ⅰ＋Ⅱ期差异ATAC-seq
数 据 peaks 注 释 基 因 的 KEGG 通 路 富 集 分 析 
结果 筛选得到 TNM 分期Ⅲ＋Ⅳ期与Ⅰ＋Ⅱ期差

异 ATAC-seq 数据 peaks 注释基因共 384 个，其中

上调 218 个、下调 166 个。上调 peaks 注释基因

显著富集的 KEGG 通路包括 ErbB 信号通路、Wnt
信号通路、PI3K-Akt 信号通路、P53 信号通路等

（图 5A），说明这些信号通路在结肠癌进展过程

中持续加强，促进癌症发展。下调 peaks 注释基因

显著富集的 KEGG 通路包括 T 细胞受体信号通路、

B 细胞受体信号通路、细胞黏附分子信号通路等 
（图 5B），这些信号通路的减弱可能与肿瘤细胞

的免疫逃逸、局部扩散转移、远处脏器转移密切

相关。有的信号通路在上调和下调 peaks 注释基

因显著富集 KEGG 通路中均出现，如 MAPK 信号

通路、环磷酸鸟苷 -蛋白激酶 G（cyclic guanosine 
monophosphate/protein kinase G, cGMP-PKG） 信 号

通路等，提示其作用方式和作用效果可能有所改变。
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图 5 结肠癌TNM分期 Ⅲ＋Ⅳ期相对Ⅰ＋Ⅱ期上调（A）和下调（B）ATAC-seq数据 peaks注释基因的KEGG通路富集分析

Fig 5 KEGG pathway enrichment analysis of up- (A) and down-regulated (B) annotated genes of colon cancer  

ATAC-seq peaks at TNM stage Ⅲ＋Ⅳ versus stage Ⅰ＋Ⅱ

ATAC-seq: Assay for transposase-accessible chromatin using sequencing; KEGG: Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes; TGF: 
Transforming growth factor; PI3K-Akt: Phosphatidylinositol 3-kinase/protein kinase B; NOD: Nucleotide-binding oligomerization domain; 
MAPK: Mitogen-activated protein kinase; ErbB: Epidermal growth factor receptor; cGMP-PKG: Cyclic guanosine monophosphate/protein 
kinase G; AMPK: Adenosine monophosphate-activated protein kinase; ABC: Adenosine triphosphate-binding cassette.
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3 讨 论

结肠癌作为严重威胁我国人民生命健康的最

常见的消化道恶性肿瘤之一，其进展调控机制一直

以来都是肿瘤科研工作者研究的热点。本研究以染

色质开放状态为切入点，利用公共数据库 TCGA 挖

掘结肠癌进展过程中染色质开放状态的变化及相关

功能、信号通路的改变，研究结果对后续科研工作

者研究结肠癌进展机制及治疗靶点具有十分重要的

参考意义。

染色质的开放状态直接影响染色质的可及性，

进而影响肿瘤的发生、发展及大量的生物学行为。

Denny 等［14］发现核转录因子 I/B（nuclear factor I/
B, Nfib）通过广泛增加的染色质可及性促进小鼠模

型小细胞肺癌转移；Gomez 等［15］发现干细胞能够

分化出与癌症发生密切相关的染色质可及性特征，

这将干细胞与人类癌症联系起来；Britton 等［16］通

过染色质开放状态分析证实激活蛋白 1（activating 
protein 1, AP1）是食管腺癌的转录调节因子，在食

管腺癌基因表达中发挥尤为重要的作用；Young 和

Trowbridge［17］则提出染色质开放状态分析可以作

为鉴定癌症起源细胞的新策略。

本研究对 TCGA 数据库的 ATAC-seq 数据进行

质量控制，发现测序数据 peaks 在染色体分布较为

均匀；随后对 peaks 的位置特征进行归纳分析，发

现位于启动子区域的 peaks 最多，并且大部分 peaks
具有多种位置特征，间接解释了转录调控的多样

性。染色质开放区 peaks 大多位于转录起始位点附

近，符合染色质开放性的特性，证实了测序数据的

可靠性与真实性。

对全部结肠癌样本的 ATAC-seq 数据 peaks 进
行相应位置的基因注释，并进行 GO 功能和 KEGG
通路富集分析，结果显示大量的癌症相关 GO 功能

和 KEGG 信号通路出现显著富集，如 Wnt 信号通

路的细胞间信号转导、细胞黏附分子结合相关功

能、ErbB 信号通路、MAPK 信号通路等，反映了

结肠癌发生、发展过程中的分子功能和信号通路逐

渐紊乱失调，增殖信号通路呈现异常活跃状态。对

目前所知的一些结肠癌关键调控基因如 APC［11］、 
KRAS［12］、BRAF［13］启 动 子 区 的 ATAC-seq 数 据

peaks 与其 RNA-seq 的 FPKM 数据进行相关性分

析，结果显示启动子区染色质开放状态的 peaks

与其 RNA-seq 的 FPKM 呈正相关，进一步证明染

色质可及性对于肿瘤的转录调控具有不可或缺的 
作用。

为了更进一步探索染色质开放状态在结肠癌

进展过程中的变化与规律，本研究筛选了 TNM 分

期Ⅲ＋Ⅳ期相对Ⅰ＋Ⅱ期有差异的染色质开放状态

peaks，发现Ⅲ＋Ⅳ期上调的 peaks 注释基因显著富

集于与癌症增殖、侵袭、转移相关的信号通路，而

下调的 peaks 注释基因则显著富集于与免疫识别相

关的信号通路。这一结果提示在结肠癌进展过程

中，促增殖、侵袭和转移的信号通路持续活化，而

有助于对肿瘤细胞进行免疫清除的信号通路处于持

续抑制、失活状态，揭示了染色质开放状态对于肿

瘤生物学行为的重要影响。

综上所述，本研究利用 TCGA 数据库挖掘染色

质开放状态与结肠癌相关基因表达调控的关系，并

进一步分析了中晚期和早中期结肠癌染色质开放区

的差异表达基因，从染色质开放区基因群富集的功

能和信号通路角度分析了结肠癌进展过程中染色质

可及性的变化，结果发现染色质开放状态对结肠癌

相关功能通路起着重要作用，并有可能作为结肠癌

的诊治靶标应用于临床实践，这为深入研究结肠癌

调控机制提供了借鉴和参考。
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