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基于系统生物学整合技术挖掘结直肠癌形成中的核心通路和驱动基因
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!摘要"

!

目的
!

探索结直肠癌%

(/3/1+(7)3()1(-2/,)

#

GNG

&形成中的核心通路和关键基因(

方法
!

利用
,+7)

分析技术

从以往
$

项
GNG

发生相关转录组学研究中筛选癌及癌旁差异表达基因(采用
G/,W)7

方法合并
$

项研究的癌组织基因表达

谱数据#针对上述差异表达基因用
DGAK

软件进行共表达网络构建(利用
G]-2*+1

软件揭示该共表达网络中存在的核心亚网

络#并用
Z)7J+1

软件确定主要核心亚网络所富集的生物学功能(以重要核心亚网络%或通路&为重点#联合节点基因在
GNG

中

的表达变化方向和相应染色体区域扩增或缺失的信息#发现亚网络功能形成中的候选驱动基因(

结果
!

6+7)

分析转录组学

研究共发现差异表达基因
!"B&

个#其中在
$

项研究的癌组织中一致上调
##BC

个#一致下调
ELL

个#这些基因在
GNG

样本中

形成的共表达网络包括
BLE

个基因节点和
#C%!

条边#存在
!!

个核心亚网络(最大的核心亚网络由
BB

个基因和
C&%

条边组

成#功能涉及细胞周期和增殖信号调控#

BCD!;

$

EFCA!

$

GHEE&I

$

HBJKH

$

L.M!

等
##

个基因被预测为该信号功能的驱动

基因(

结论
!

细胞周期和增殖信号通路是结直肠癌发生中的核心通路#

BCD!;

和
HBJKH

等
##

个基因是该核心通路的驱

动基因(
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月#第
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卷

万人#且有上升趋势-

#

.

(

GNG

的发病与饮食$环境$

遗传等多种因素相关#其分子机制复杂#目前尚不明

确(近年来#随着微阵列和高通量测序等组学技术

的发展#组学检测逐渐进入广大生物医学研究者的

工作平台(但是#一次组学检测常发现数百甚至上

千
GNG

相关基因-

!FC

.

#使研究者难以确定哪些是重

要的#哪些是次要的(同时#组学检测费用昂贵#致

使许多
GNG

研究的样本量较小#再加上
GNG

个体

之间存在较大异质性-

$FB

.

#使得不同组学研究所得到

的差异基因表达谱有很大不同-

E

.

(因此#开发新的

数据分析和整合策略对组学数据挖掘$发现重要的

甚至新的
GNG

发生相关关键分子十分重要(

系统生物学观点认为!在大批疾病相关基因和

通路中#并非所有都有重要意义#其中许多都是被动

发生变化%)乘客*基因&#只有部分基因的变化是驱动

性的%)司机*基因&#研究者应该发现那些发挥)司机*

作用的基因和通路-

LF#"

.

(在本研究中#我们首先利用

,+7)

分析技术从既往
$

项研究中寻找
GNG

发生相关

差异表达基因#然后构建差异表达基因在癌组织中的

共表达网络#进而发现共表达网络中的核心亚网络并

分析其生物功能和基因节点的剂量
F

效应关系-

#"

.

#最

后确定
GNG

发生中的核心通路和驱动分子#从而为

今后
GNG

发生机制的研究提供候选分子(

/

!

资料和方法

#<#

!

基因表达谱芯片数据下载及预处理
!

从
ZM@

数据库中搜索并下载
$

项与
GNG

发生相关的表达

谱 芯 片 研 究 %

Z5ME%B#

-

##

.

$

Z5M!!$LE

-

#!

.

$

Z5M!&EBE

-

#&

.

$

Z5ML&CE

-

#C

.和
Z5M&B&%C

-

#$

.

&的原始

数据(所有研究的检测平台均为
'44

8

,+71-aD30;

!<"

#研究所包含的癌旁和癌组织样本均超过
#"

例(

具体情况为!

Z5ME%B#

包含配对的癌和癌旁样本各

&!

例+

Z5M!!$LE

包含配对的癌和癌旁样本各
#B

例+

Z5M!&EBE

包含非配对的癌旁样本
!C

例和癌样

本
&$

例+

Z5ML&CE

包含癌旁样本
#!

例和癌样本
B"

例+

Z5M&B&%C

包含癌旁样本
&E

例和癌样本
!B

例(

在
N<&<"<#

环境下#原始数据%

<(+3

格式&首先用

4N6'

-

#%

.提取表达谱数据#基于
R)1(/*+

文件-

#%

.剔

除那些在
$

项研究中均不表达的探针#再进一步基

于
.+7;+7

文件-

#B

.选择那些标记为)

D+14+(7

*的探针#

最终留存
#"B#B

个探针进行深入分析(

#<!

!

差异表达基因分析
!

$

项
GNG

相关研究的表

达谱数据在格式调整后#用
6+7)?M

软件-

#E

.继续在

N

统计平台下进行单独及合并的差异表达基因分

析(具体过程为!首先根据
6+7)?M

软件建议过滤

掉
&"X

低表达的基因和
&"X

样本间变异小的基因#

然后计算单独研究中癌和癌旁组织的差异表达基因

%其中
Z5ME%B#

和
Z5M!!$LE

为配对设计&#最后用

,)aD

法-

#E

.合并各单独研究的结果并选择假阳性率

%

4)3;+*-;(/:+1

8

1)7+

#

]?N

&

'

"<"#

的差异表达基

因(本研究剔除
$

项研究中差异表达方向不一致的

差异表达基因进行后续分析(

#<&

!

共表达网络的构建及可视化
!

为了构建差异

表达基因在
GNG

中的共表达网络#首先利用
;:)

软

件包-

#L

.中的)

(/,R)7

*命令将
$

项
GNG

相关研究的

表达谱数据合并#手工提取差异表达基因所对应的

表达谱数据#之后用
DGAK

软件-

!"

.对癌组织样本进

行共表达网络构建%

DGAK

可利用偏回归系数法去掉

那些间接相关的共表达基因对&(为了获得稳定的

共表达网络#我们将
#E#

个癌组织样本随机分成
'

组%

,gL"

&和
W

组%

,gL#

&#计算
'

$

W

组以及%

'd

W

&组的共表达网络#选择各组共表达分析有统计学

意义且相关系数绝对值
#

"<%

%且
.

$

"<"$

&的基因

对#并在
G

8

7/;()

H

+&<#<"

软件-

!#

.平台下获得
&

组

研究一致存在的共表达网络(

#<C

!

核心网络的搜索及功能分析
!

对于形成的共

表达网络#我们利用
G]-2*+1

软件-

!!

.进行核心亚网

络的搜索#其中参数
\

为
C

(对于
G]-2*+1

所确定的

核心亚网络#进一步用
Z)7J+1

-

!&

.

%

!""

#

!""

8

&"!31%

8

3,/)3%2*93%32*

"&对其所富集的
Z@

%

Z+2+

@27/3/

I8

&和
\MZZ

相关生物学功能进行分析#并

选择
W)

8

+;

因子
)

%

的功能为有统计学意义(

#<$

!

核心亚网络相关驱动基因的分析
!

那些

,N>'

水平受到
?>'

拷贝数影响的基因在癌症形

成中更可能发挥)驱动*作用-

LF#"

#

!C

.

(为了确定核心

亚网络中的驱动基因#我们从美国明尼苏达癌症中

心
(W-/D/17)3

网站%

!""

#

!""

$$$%+40/

#

/1"&5%/1

8

"&

下载所有核心亚网络基因在
GNG

样本-

!$

.中的基因

拷贝数变异信息%即下载
ZA5KAG

文件&+其中#)

m!

和
m#

*代表基因拷贝数缺失#)

!

和
#

*代表基因拷贝

/

"!%

/
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第
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期
<

苗
!

华#等
<

基于系统生物学整合技术挖掘结直肠癌形成中的核心通路和驱动基因

数扩增#)

"

*代表基因拷贝数正常(接下来#首先计

算核心亚网络基因在
GNG

样本中的扩增频率和缺

失频率#然后联合这些基因在
GNG

中的表达变化方

向#确定那些在癌组织中扩增频率高且表达升高和

那些在癌组织中缺失频率高且表达降低的基因为亚

网络功能形成中的候选驱动基因(

-

!

结
!

果

!<#

!

GNG

及其癌旁组织之间的差异表达基因
!

当

]?N

'

"<"#

时#

6+7)?M

分析发现
Z5ME%B#

$

Z5M!!$LE

$

Z5M!&EBE

$

Z5ML&CE

和
Z5M&B&%C

等
$

项研究分别获得
&#B&

$

!#&"

$

!B!%

$

#BB"

和
!L%#

个差异表达基因(利用
,)aD

法合并
$

项研究的
.

值后共得到
!CC&

个差异表达基因#其中在
C

项及

以上研究的癌组织中一致上调的有
#&"C

个基因#

一致下调的有
#"#E

个基因+在
$

项研究的癌组织

中一致上调的有
##BC

个基因#一致下调的有
ELL

个基因(图
#

为
!CC&

个基因在
$

项研究中表达的

整体情况(

图
/

!

@F@

及其癌旁组织差异表达基因在
?

项研究中的表达模式

U#

&

/

!

1N

5

+*,,#3$

5

'))*+$3(6#((*+*$)#'44

<

*N

5

+*,,*6

&

*$*,#6*$)#(#*6(+37?,)B6#*,2*)=**$@F@'$6'6

D

'8*$)$3+7'47B83,'

GNG

!

G/3/1+(7)3()1(-2/,)

!<!

!

GNG

相关基因在癌组织中的共表达网络
!

在

$

项研究中一致上调或一致下调的
!"B&

个基因被

用于共表达网络构建(

!"B&

个差异基因在
'

组$

W

组和%

'dW

&组中的两两相关系数的频数分布如图

!

#发现有统计学意义的相关系数依次为
!B!LE%

$

!&!%CL

和
!$&$"%

个%其中一个系数对应一个共表

达基因对&+进一步将
&

组中相关系数绝对值
#

"<%

的挑出#依次获得
&ELB

$

&B!#

和
&L!%

个基因对#

分别对应
LL%

$

LEB

和
#"!#

个差异表达基因(利用

G

8

7/;()

H

+&<#<"

对
&

个共表达网络进行合并#发现

在
&

者中一致存在的网络是由
BLE

个基因和
#C%!

条边组成(

!<&

!

核心亚网络及其生物功能
!

G]-2*+1

从
GNG

共表达网络中发现
!!

个核心亚网络#其中最大的核

心亚网络有
BB

个节点基因#其余核心亚网络从大到

小依次为
!L

个节点基因%

#

个&$

#"

个节点基因%

#

个&$

L

个节点基因%

#

个&$

E

个节点基因%

#

个&$

B

个

节点基因%

&

个&$

%

个节点基因%

C

个&$

$

个节点基因

%

!

个&和
C

个节点基因%

E

个&(其中#最大的
$

个核

心亚网络%

50R>+7#

"

$

&如图
&

所示(

/

#!%

/
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图
-

!

:

组(

J

组和&

:XJ

'组样本中有意义共表达相关系数的分布

U#

&

-

!

V#,)+#2B)#3$3(7*'$#$

&

(B483++*4')#3$83*((#8#*$),(+37,'7

5

4*,3(:

#

J

#

'$6

&

:XJ

'

&

+3B

5

,

6+)2-2

I

403(/+44-(-+27;,)1T+*1+*<,gL"4/1'

I

1/0

H

#

,gL#4/1W

I

1/0

H

#

)2*,g#E#4/1)33

图
>

!

@F@

发生相关差异基因所形成的
?

个核心亚网络&

HB2O*)/

!

?

'

U#

&

>

!

U#A*83+*,B2L$*)=3+%,

&

HB2O*)/L?

'

83$,)+B8)*62',*63$6#((*+*$)4

<

*N

5

+*,,*6

&

*$*,#$@F@

!!

亚网络功能富集度分析发现%表
#

&!

50R>+7#

的功能主要涉及蛋白质等大分子的生物合成+

50R>+7&

的功能主要涉及细胞周期调控和增殖#该

通路已被广泛报道与多种癌症发生密切相关-

L

#

!%

.

+

50R>+7!

$

50R>+7C

和
50R>+7$

未发现富集某种

生物学功能#但其亚网络节点基因分别富集于不同

的染色体%表
#

&+尤其
50R>+7!

#其
!L

个节点基因

中分别有
#%

个和
##

个位于染色体
!"

Y

#&

和
!"

Y

##

#

提示
GNG

组织
?>'

拷贝数变异影响
50R>+7!

中

基因的表达(

!"

Y

#&

和
!"

Y

##

染色体区域拷贝数增

加#以及
!"

Y

#&

染色体区域多态性位点已被报道和

GNG

的发生显著相关-

!C

#

!B

.

(

!<C

!

核心亚网络关键基因的筛选
!

对于功能富集

明确的
50R>+7&

#进一步考察其所包含基因在
GNG

中上调$下调方向和对应染色体区扩增或缺失之间

的对应关系(为此#我们首先计算
(W-/D/17)3

网站

中下载的
!$B

例
GNG

样本中
!"EB%

个基因的扩增

频率$缺失频率及扩增频率减去缺失频率的差值#并

对所有的差值绘制概率密度图%图
C'

&(根据概率

密度图界定!%扩增频率
m

缺失频率&

#

"<!&

为扩

/

!!%

/
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增#%扩增频率
m

缺失频率&

$

m"<&!

为缺失#其余

为正常(随后
50R>+7&

中
BB

个基因在
GNG

中的

拷贝数变异相应分为扩增$缺失和正常#由于这些基

因在
GNG

中均呈高表达 %图
#

&#故
BCD!;

$

EFCA!

$

GHEE&I

$

HBJKH

和
L.M!

等
##

个基

因的高表达与染色体扩增正相关%图
CW

&#可能为细

胞周期和增殖调控的驱动基因+虽然
CBC#C

$

;;>C!

和
>BNH.#

等基因在
GNG

中高表达#但

其染色体区域却高频率缺失#提示这
&

个基因的表

达变化可能由其他机制%如
,-N>'

等&调控(

表
/

!

HB2O*)/

!

?

的功能富集度分析情况

!'2/

!

UB$8)#3$'4*$+#8"7*$)'$'4

<

,#,3(

&

*$*$36*,#$HB2O*)/L?

M21-(J+*(J)1)(7+1-;7-(; Z+2+; S-7

I

+2+; '*

[

0;7+*.:)30+ W)

8

+;4)(7/1

50R>+7#

# Z@

!

"""%C#!

-

%

.!

H

1/7+-2R-/;

8

27J+;-; #" C

$

"<"""# L

! Z@

!

"""L"$L

-

$

.!

,)(1/,/3+(03+R-/;

8

27J+;-; #" C

$

"<"""# L

& Z@

!

""CC!CL

-

$

.!

(+3303)1R-/;

8

27J+;-; #" C

$

"<"""# B

C Z@

!

"""%C#&

-

E

.!

71)2;3)7-/2)3-2-7-)7-/2 #" !

$

"<"""# B

$ Z@

!

"""L"$E

-

C

.!

R-/;

8

27J+;-; #" C

$

"<"""# B

50R>+7!

# !"

Y

#& !L #%

$

"<"""# $%

! !"

Y

## !L ##

$

"<"""# &B

50R>+7&

#

H

)7J

!

J;)"C##"

!

(+33(

8

(3+ BB #"

$

"<"""# !"

! Z@

!

"""B"CL

-

$

.!

(+33(

8

(3+ BB &E

$

"<"""# %&

& Z@

!

"""E!E&

-

C

.!

(+33

H

1/3-4+1)7-/2 BB C#

$

"<"""# $B

C Z@

!

"""""%B

-

%

.!

?>'1+

H

3-()7-/2)2*(J1/,/;/,+(

8

(3+ BB #E

$

"<"""# &%

$ Z@

!

"""%!%"

-

%

.!

?>'1+

H

3-()7-/2 BB #%

$

"<"""# &C

% Z@

!

"""B"%B

-

E

.!

,-7/;-; BB #$

$

"<"""# &!

B Z@

!

""""!BE

-

%

.!

,-7/7-((+33(

8

(3+ BB #B

$

"<"""# &!

E Z@

!

"""%!$L

-

$

.!

?>',+7)R/3-;, BB !C

$

"<"""# &!

L Z@

!

"""""EB

-

B

.!

6

H

J);+/4,-7/7-((+33(

8

(3+ BB #$

$

"<"""# &!

#" Z@

!

""""!BL

-

%

.!

6

H

J);+ BB #%

$

"<"""# &#

## Z@

!

""""!E"

-

B

.!

20(3+)1*-:-;-/2 BB #$

$

"<"""# !E

#! Z@

!

""""L#"

-

$

.!

(

8

7/T-2+;-; BB #"

$

"<"""# #B

#& Z@

!

""C&!E&

-

C

.!

R-/

H

/3

8

,+1,+7)R/3-;, BB !L

$

"<"""# #B

#C Z@

!

"""%!%#

-

B

.!

?>'F*+

H

+2*+27?>'1+

H

3-()7-/2 BB E

$

"<"""# #$

#$ Z@

!

"""%!B"

-

E

.!

?>'1+

H

3-()7-/2-2-7-)7-/2 BB $

$

"<"""# #&

#% Z@

!

"""""BC

-

%

.!

1+

I

03)7-/2/4(+33(

8

(3+ BB #&

$

"<"""# ##

#B Z@

!

"""B#$C

-

&

.!

(+33(/,,02-()7-/2 BB &

$

"<"""# #"

#E Z@

!

"""B"EE

-

B

.!

1+

I

03)7-/2/4,-7/;-; BB $

$

"<"""# L

#L Z@

!

""$"EB$

-

&

.!

(+3303)1

H

J

8

;-/3/

I

-()3

H

1/(+;; BB %&

$

"<"""# B

50R>+7C

# B

H

!! L C

$

"<"""# #$

50R>+7$

# #B

Y

!$ E &

$

"<"""# L

/

&!%

/
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图
0

!

核心亚网络
HB2O*)>

中关键驱动基因的确定

U#

&

0

!

W6*$)#(#8')#3$3()"*6+#A*+

&

*$*,3(HB2O*)>#$@F@

'

!

?+:+3/

H

,+27/4(07F/44:)30+;4/1(J1/,/;/,)3)R+11)7-/2;-2GNG

+

W

!

KJ+1+3)7-/2;J-

H

/4,N>' +a

H

1+;;-/2)2*

(/11+;

H

/2*-2

I

(/

H8

20,R+1:)1-)7-/2/4

I

+2+;-250R>+7&<GNG

!

G/3/1+(7)3()1(-2/,)

>

!

讨
!

论

GNG

的发生具有很大异质性-

$FB

.

#导致患者的

临床表现和预后具有很大不同#要研究
GNG

发生相

关的基因表达谱必须具有较大的样本量(然而#由

于基因表达谱芯片价格昂贵#很少有单个实验室能

够使用大量的基因芯片进行
GNG

及其癌旁差异表

达基因的筛选(在本研究中#我们基于既往
$

项有

关
GNG

发生的转录组学研究#用
6+7)?M

软件包中

的
,)aD

方法-

#E

.整合发现
GNG

及其癌旁组织中存

在
!CC&

个差异表达基因#其中一致性上调的有

##BC

个基因#一致性下调的有
ELL

个基因#

$

项研究

不一致的有
&B"

个基因%图
#

&(这样的分析不仅扩

增了研究的样本量#也找到了不同实验室之间可以

重复的研究结果#显著提高了
GNG

发生相关基因的

筛选效率(

表达谱芯片技术发现的数百甚至数千疾病相关

基因往往组成生物学通路信号执行相关功能-

!E

.

#故

对于
GNG

差异表达基因的理解不能仅停留在基因

倍数的差异#而应该对其形成的信号网络进行探索(

共表达网络是一种探索疾病相关基因间正向或负向

相关变化的方法#许多有共表达关系的基因更倾向

于形成生物学通路信号-

!"

.

(为了得到稳定的共表

达网络#我们首先将
$

项
GNG

研究中的癌组织表达

谱数据合并#随机分为
!

组#并与所有样本组进行
&

次共表达网络构建#取其共有且相关系数绝对值
#

"<%

的共表达基因对构成
#

个由
BLE

个基因和
#C%!

条共表达关系组成的稳健的网络#该网络清楚地展

示了
GNG

相关差异表达基因在癌症表型维持中的

组织模式(根据共表达网络的拓扑结构#

G]-2*+1

发现了
$

个较大的核心亚网络
50R>+7#

"

$

%图
&

&#

提示这些亚网络有可能通过不同的功能促进
GNG

的发生和发展(尽管
50R>+7!

$

C

$

$

所富集的功能

并不能用目前
\MZZ

和
Z+2+@27/3/

I8

数据库所

搜集的通路信号功能解释#但是#我们发现
50R>+7

&

的功能主要涉及细胞周期和增殖调控#

50R>+7#

的功能主要涉及蛋白质等大分子合成%表
#

&(事实

上#细胞周期和增殖调控等生物学功能均报道与癌

症的发展密切相关-

L

#

!%

.

#提示我们的共表达网络分

析在揭示
GNG

发生机制上是有效的(

在癌症相关亚网络中的众多基因中#许多基因

的表达变化是被动的或伴随的#只有少数基因才发

挥)始动*作用%亦即)司机*基因&#发现这些具有始

动作用的基因才是研究的关键-

LF#"

#

!C

.

(许多致癌因

素首先通过破坏基因组
?>'

稳定性#然后导致

?>'

拷贝数变异和基因组突变#并通过这些异常的

结构变化来促进癌相关基因在
,N>'

和%或&蛋白

层面量和质的变化-

!EF!L

.

(一些学者认为!癌症相关

差异表达基因中#同时具有相应基因组结构变化%突

变$扩增$缺失等&者可能是癌症形成的)司机*基

/

C!%

/
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基于系统生物学整合技术挖掘结直肠癌形成中的核心通路和驱动基因

因-

LF#"

#

!C

.

(围绕该假设#我们进一步获得
50R>+7&

中所有基因在
GNG

组织中对应染色体区域扩增和

缺失的频率#并将其与这些基因在
GNG

中的表达变

化方向相结合#以发现
50R>+7&

中的)司机*基因(

我们发现
BCD!;

$

EFCA!

$

GHEE&I

$

HBJKH

和

L.M!

等
##

个基因的高表达与染色体扩增正相关#

提示这些基因是
50R>+7&

能形成的始动因素#是本

研究中的关键基因%图
C

&(事实上#

BCD!;

和

HBJKH

已被报道在细胞周期调控中发挥关键作

用-

&"F&#

.

(

归纳而言#本研究利用
,+7)

分析的方法从既往

$

项
GNG

发生相关基因组研究中获得了
!CC&

个癌

和癌旁组织差异表达基因+并进一步经共表达网络

分析发现细胞周期和增殖调控等生物学功能是

GNG

发生中的核心通路+最后#联合基因拷贝数变

异数据发现
BCD!;

$

EFCA!

$

GHEE&I

$

HBJKH

和
L.M!

等
##

个基因的高表达与染色体扩增正相

关#是
GNG

细胞周期和增殖调控通路的关键驱动基

因#为今后课题组深入研究
GNG

发生的分子机制提

供大量研究基础(当然#本研究也存在不足#例如在

探讨基因表达变化和基因组拷贝数变异关系时#所

用的信息来自不同的样本群#当两个样本群存在较

大变异时#研究推论将会受到影响(
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