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·基础研究·

应用生物信息学确定结直肠癌辐射抗性
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【摘要】 目的 基于生物信息学的方法，筛选结直肠癌辐射抗性细胞中的差异表达基因，从分

子水平上初步探讨与结直肠癌抗辐射相关的潜在基因。方法 从基因芯片公共数据库（GEO）中下
载耐辐射的结直肠癌细胞基因表达谱数据（GSE43206），并利用 R语言中的 limma包进行差异基因
筛选。对差异基因中的编码基因分别进行基因本体论（GO）富集分析、京都基因和基因组百科全书
（KEGG）通路分析以及蛋白相互作用（PPI）分析，进一步筛选出 PPI网络中的关键基因。通过实时
荧光定量 PCR实验确定 5 Gy 酌射线照射后人结肠癌 HCT116 细胞中关键基因的mRNA相对表达
水平。采用 Student t-test检验进行统计学分析，P<0.05表示差异有统计学意义。结果 共筛选出

101个差异基因，包含 67个上调基因，34个下调基因。GO富集分析发现这些差异基因在细胞迁
移、DNA复制等生物学过程中富集。KEGG通路分析证实这些差异基因主要富集在乏氧诱导因子
1信号通路。通过构建 PPI网络，筛选出 NDRG1、PAG1、LRP1、PIM1、LDLR 和 PLAUR 共 6个
与结直肠癌抗辐射相关的潜在基因。实时荧光定量 PCR实验结果显示，与照射前比较，照射后人
结肠癌 HCT116细胞中 NDRG1、 PAG1、LRP1、PIM1、LDLR 和 PLAUR 关键基因的 mRNA表达量
显著上升，差异均有统计学意义（t=49.981，P<0.01；t=26.420、28.698、21.358、23.545，均 P<0.05；
t=50.601，P<0.01）。结论 利用生物信息学能够快速地筛选出与结直肠癌抗辐射相关的潜在基因，

且潜在基因在结直肠癌 HCT116细胞中差异表达。
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揖Abstract】 Objective To preliminarily explore potential genes related to radiation resistance in
colorectal cancer at the molecular level, we employed bioinformatics to screen different expression genes for
radiation resistance in colorectal cancer cells. Methods The comparison between the gene expression
levels of radiation resistance colorectal cancer cell lines and parental cell lines was downloaded from the
Gene Expression Omnibus(GEO) database. The differentially expressed genes(DEGs) were screened by using
the R Programming Language and were analyzed through Gene Ontology(GO) functional enrichment analysis
and kyoto encyclopedia of genes and genomes(KEGG) pathway analysis and by using protein -protein
interaction(PPI) networks. The hub genes were obtained on the basis of a PPI network. The mRNA relative
expression level of the hub genes was verified via quantitative real-time polymerase chain reaction in
HCT116 after radiation. The statistical significance of the results was analyzed via student t-test. Results A
total of 101 DEGs were found in GSE43206, including 67 upregulated genes and 34 downregulated genes.
The GO enrichment analysis suggested that these DEGs are enriched in biological processes, including cell
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migration and DNA replication. KEGG pathway analysis indicated that these DEGs were mainly enriched
in the hypoxia inducible factor-1 signaling pathway. Six radiation resistance genes with high connectivity
were identified on the basis of the PPI networks, including NDRG1, PAG1, LRP1, PIM1, LDLR, and PLAUR.
Quantitative real -time polymerase chain reation verified that the expression levels of hub genes were
markedly up-regulated in HCT116 after radiation, including NDRG1、PAG1、LRP1、PIM1、LDLR and PLAUR
(t=49.981, P<0.01; t= 26.420, 28.698, 21.358, 23.545, all P<0.05; t=50.601, P<0.01). Conclusions The
use of bioinformatics enabled effectively screening radiation resistance genes in colorectal cancer, which can
be used for further researches. The molecular biology experiments confirmed the differential expression of
potential genes after irradiation in colorectal cancer cell HCT116.
【Key words】 Colorectal neoplasms; Radiation resistance; Different expression genes; Bioinformatics
Fund programs: National Natural Science Foundation of China (81703042袁81572969, 81730086);

Tianjin Science and Technology Support Plan Project (14ZCZDSY00001); Technology and Development and
Research Projects for Research Institutes, Ministry of Science and Technology (2014EG150134); CAMS
Innovation Fund for Medical Sciences (2016-I2M-1-017)

结直肠癌是一种常见的恶性肿瘤，其致死率

在恶性肿瘤中占第 3位，仅次于肺癌和乳腺癌[1]。

目前，放疗在结直肠癌的治疗过程中发挥着不可

替代的作用[2]。然而，结直肠癌对放疗的抗性严重

地影响了放疗患者的治疗效果与生存质量，其放

疗抗性机制尚不明确 [3-4]。基因表达数据库（Gene
Expression Omnibus，GEO）是当今较大、且全面的
公共基因表达数据库，为基因研究提供了大量的高

通量数据[5]。本研究中我们主要利用 GEO数据库筛
选结直肠癌辐射耐受细胞中的差异表达基因，从分

子水平上初步探讨与结直肠癌抗辐射相关的潜在基

因，为下一步的实验研究提供理论基础。

1 材料与方法

1.1 数据获取

结直肠癌辐射耐受细胞的基因表达谱数据集

GSE43206来源于 GEO数据库（https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/geo/），芯片数据采用的平台为 GPL6244。
该数据集由 6 个样本构成，包括照射前后的结直
肠癌细胞，其中 ， GSM105861、 GSM105863、
GSM105865 是未照射的结 直 肠癌细胞 ，而
GSM105862、GSM105864、GSM105866是经辐射诱
导的耐辐射结直肠癌细胞。照射条件是来自 137Cs源
的 酌射线，照射总剂量为 80 Gy。
1.2 数据预处理及差异基因筛选

首先，我们从 GEO数据库下载原始的GSE43206
基因芯片数据，根据平台 GPL6244 提供的注释
文件，对基因功能进行注释，将探针名转化为对应

的基因名，形成基因表达矩阵。随后，利用 R语言
及相关的 Bioconductor软件包，对芯片数据进行预
处理分析[6]，经过数据过滤，log2转换，采用 K近
邻法补充缺失值[7-8]，再采用 RMA算法对数据进行
归一化处理。利用 R语言中的 limma包[9]对标准化数

据进行倍数差异分析和 t检验分析，从标准化的数
据中筛选出差异表达基因，筛选条件：P<0.05和
|log2 fold change|逸1。同时，为了确定样本中差异基
因的筛选情况，利用 pheatmap包对部分差异基因
进行分层聚类。差异倍数（fold change）=辐射耐受
株细胞中基因相对表达量/未照射细胞中基因相对表
达量。

1.3 生物信息学分析

利用 R语言中的 clusterProfiler包和 ggplot2包，
对差异基因中的编码基因进行基因本体论（gene
ontology，GO）功能富集分析和京都基因和基因组百
科全书（kyoto encyclopedia of genes and genomes，
KEGG）通路分析。其中 P<0 .01 和 Q <0.05 作
为筛选条件。随后利用公共人源蛋白相关数据库[10]

（https://www.hprd.org/），对差异基因中的编码基因构
建蛋白相互作用（protein-protein interaction，PPI）
网络，结果在 cytoscape3.6.0 软件 [11-12]中实现可视

化。最后，通过 cytoscape 3.6.0 软件的cytoHubba
插件 [13-14]中的点度心性 [16]、中介中心性 [17]等方法

确定 PPI网络中的关键基因。
1.4 采用实时荧光定量 PCR实验检测关键基因的

mRNA相对表达
将细胞接种于 6孔板中，每组 3个复孔。根据
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不同的处理方法，将人结肠癌 HCT116细胞（购自
美国 ATCC 细胞库）分为两组，照射组和未照射
组。24 h后，采用 137Cs 酌射线照射源（购自加拿大
原子能有限公司），照射剂量分别为 0和 5 Gy，吸
收剂量率为 0.99 Gy /min。收集照射后 24 h的人结
肠癌 HCT116 细胞，Trizol 法提取细胞总 RNA，
用反转录试剂盒（购自日本 TaKaRa 公司）反转录
mRNA生成 cDNA，采用实时荧光定量 PCR检测仪
（购自杭州博日科技有限公司，型号：FQD-96A）检
测照射后人结直肠癌 HCT116 细胞中NDRG1、
PAG1、LRP1、PIM1、LDLR 和 PLAUR 等基因的
mRNA表达，选择 GAPDH 基因作为 mRNA的内参
基因。扩增条件如下，恒温段：50益、2min，95益、
10min；循环段：95毅C、15 s，60 益、1 min；熔解
段：95益、15 s，60 益、1 min，95 益、15 s，循环
40次。数据采用 2-驻驻Ct法进行分析。

GAPDH引物序列：
正向：5’-GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT-3’
反向：5’-GGCTGTTGTCATACTTCTCATGC-3’
NDRG1引物序列：
正向：5’-CTCCTGCAAGAGTTTGATGTCC-3’
反向：5’-TCATGCCGATGTCATGGTAGG-3’
PAG1引物序列：
正向：5’-TTCAGCCGTTCAGTTACTAGCC-3’
反向：5’-TGGACTTCCTCGTAATGCTGC-3’
LRP1引物序列：
正向：5’-CTATCGACGCCCCTAAGACTT-3’
反向：5’-CATCGCTGGGCCTTACTCT-3’
PIM1引物序列：
正向：5’-GAGAAGGACCGGATTTCCGAC-3’
反向：5’-CAGTCCAGGAGCCTAATGACG-3’
LDLR引物序列：
正向：5’-ACGGCGTCTCTTCCTATGACA-3’
反向：5’-CCCTTGGTATCCGCAACAGA-3’
PLAUR引物序列：
正向：5’-TGTAAGACCAACGGGGATTGC-3’
反向：5’-AGCCAGTCCGATAGCTCAGG-3’

1.5 统计学分析

采用 SPSS19.0 软件中的 Student t-test 进行统
计学分析。每组实验至少重复 3次。原始数据均服
从正态分布且方差齐，采用 t检验比较组间差异，
P约0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 数据归一化处理结果

经过数据归一化处理，每组样本数据的中位值

保持一致（归一化后中位值为 52.48），消除了因个
体基因组间不同所造成的基因间的差别，显示出良

好的标准化程度，使得后续数据分析能够获得真实

的处理结果。

2.2 差异基因筛选结果

应用 R 语言中的 limma 包共筛选出差异基因
101个，其中 67个基因上调，占 66.34%；34个基
因下调，占 33.66%。对前 15个差异基因进行聚类
分析结果见图 1所示，上调基因和下调基因中所对
应的前 15个差异基因可以被明显识别并加以区分。

2.3 GO富集分析和 KEGG通路分析结果
GO富集分析结果显示，差异基因富集在与细

胞迁移、DNA复制、血管收缩等相关的生物学过
程中，结果见图 2。KEGG通路分析显示，经过功
能注释的差异基因主要富集在乏氧诱导因子 1 信
号通路（VEGFA、EGLN3、HK2、ENO2、PDK1）、胆
固醇代谢（SOAT1、LRP1、LDLR）等相关通路上。
2.4 筛选关键基因结果

结果显示，PPI网络主要由 122个基因和 123
种相互作用构成。同时，为了描述网络中存在的重

图 1 差异基因筛选的聚类分析图

Fig.1 Screening differentially expressed genes
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图 2 基因本体论富集分析图

Fig.2 Gene Ontology enrichment analysis
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要节点，我们采用点度中心性[16]、中介中心性[17]等

方法，筛选出排名前 10的基因，结果见表 1。通过
对得到的 Top基因取交集，最终得到在 PPI网络中
发挥关键作用的 6 个关键基因为 NDRG1、PAG1、
LRP1、PIM1、LDLR 和 PLAUR 基因。

2.5 潜在抗性基因在 酌 射线照射后人结肠癌
HCT116细胞中的 mRNA表达水平
结果显示，在人结肠癌HCT16细胞中，NDRG1、

PAG1、LRP1、PIM1、LDLR 和 PLAUR 等潜在抗
性基因接受照射后，mRNA表达量显著上升，与照

射前相比，差异均有统计学意义（t=49.981，P<
0.01； t=26.420、28.698、 21.358、 23.545，均 P<
0.05；t=50.601，P<0.01）。虽然这些抗性基因在照
射后的 mRNA相对表达水平与生物信息学预测结
果相一致，但仍略有差别。实时荧光定量 PCR实
验证实，NDRG1和 PLAUR（t=49.981、50.601，均
P<0.01）的 mRNA 相对表达水平在照射后变化明
显，约为 3 倍差异的表达量变化，而基因芯片结
果显示的差异变化明显的抗性基因为 NDRG1 和
PAG1，差异倍数分别为 2.60倍和 1.96倍。结果见
图 3。

表 1 蛋白相互作用网络中根据节点中心度筛选的前 10个

基因

Table 1 The top 10 genes in protein-protein interaction network

Network topology parameters

基因名 点度中心性 基因名 中介中心性

NDRG1 18 NDRG1 29.78

PAG1 16 LDLR 29.00

ENO2 12 HSPA5 25.95

RGS2 10 LRP1 24.87

LRP1 09 PIM1 25.03

PIM1 08 HSP90AA1 23.40

VEGFA 08 PAG1 22.57

LDLR 07 PLAUR 22.45

PLAUR 07 EFNA1 22.33

EPHA2 06 EPHA3 22.28

图 3 潜在辐射抗性基因 mRNA相对表达量 图中，与照射

前相比，差异均有统计学意义（*：t=26.420、28.698、21.358、

23.545，均 P<0.05；**：t=49.981、50.601，均 P<0.01；）

Fig.3 The relative expression of potential radiation resistance

genes
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3 讨论

结直肠癌是常见的胃肠道肿瘤之一。尽管在筛

查、诊断和治疗方面取得了进展，但其致死率在恶

性肿瘤中仍占第 3位[1]。目前，手术切除仍旧作为

治疗结直肠癌的主要方法，同时与放疗、化疗及靶

向治疗等联合应用可提高疗效和降低转移的可能

性。如术前放疗可有效缩小肿块、提高保肛率，并

控制癌细胞可能的转移，从而为后续的手术治疗提

供有利条件。而在术后使用放疗可以降低局部复发

率，延长生存期[2]。遗憾的是，部分结直肠癌患者

在临床上表现为放疗不敏感甚至放疗抗拒，严重影

响了后续的治疗效果。因此，对结直肠癌患者放疗

敏感性的探索是近年来的研究热点。

本研究在分子水平上，利用生物信息学技术初

步探索结直肠癌抗辐射细胞中的差异表达基因。首

先，在公共数据库 GEO 中下载相关的芯片数据，
通过对芯片数据的预处理并应用 R语言中的 limma
包，共筛选出 101个差异基因，其中包含 67个上
调的差异基因和 34 个下调的差异基因。对这些
差异基因进行 GO 富集分析和 KEGG 通路分析，
结果发现，这些差异基因富集在与细胞迁移、

DNA复制、血管收缩等相关的生物学进程中以及
乏氧诱导因子 1 信号通路、胆固醇代谢等相关通
路上。多项研究表明，电离辐射可能通过微环境、

细胞-细胞连接、细胞外基质连接、蛋白酶分泌
和诱导上皮 -间质转化（endothelial mesenchymal
transdifferentiation，EMT）等复杂的途径促进肿瘤细
胞的迁移和侵袭[19-20]。大量的化学物质和一些物理

因素，如紫外线和 酌射线，可影响 DNA复制，诱
导 DNA发生突变，在人类癌症的发生发展中发挥
着至关重要的作用 [21]。另外，电离辐射通过诱导

EMT，有助于癌细胞的转移和侵袭[20]。Lee等 [22]证

实，乏氧诱导因子1信号通路的激活在辐射诱导的
EMT中起重要作用。

通过对差异基因构建 PPI 网络，我们发现
NDRG1、PAG1、 LRP1、PIM1、 LDLR 和 PLAUR
共 6个基因在 PPI网络中发挥着主导作用。研究发
现，NDRG1基因是一种抑癌基因，可以抑制肿瘤
转移、癌细胞的迁移和侵袭[23]。在 p53介导的细胞
凋亡中扮演着至关重要的作用。Ma等[24]研究证实，

降低 NDRG1的表达可以促进结肠癌细胞的 EMT，

通过激活核因子 资B 信号通路实现。目前关于
NDRG1基因是否与放射敏感性相关的研究尚未见
报道。PAG1基因主要编码一种与糖脂富集相关的
磷酸化蛋白。在对神经母细胞瘤的研究中发现，通

过降低 PAG1的表达可以激活蛋白激酶 B和酪氨酸
蛋白激酶 c-Src的表达，进而促进肿瘤细胞增殖[25]。

已有报道证实，在喉癌相关的辐射耐受细胞株中，

通过 siRNA 降低 PAG1的表达可以增强辐射耐受
细胞的放射增敏作用 [26]。LDLR 和 LRP1基因分别
编码低密度脂蛋白受体和低密度脂蛋白受体相关蛋

白 1，其中 LDLR 基因与晚期结肠癌患者的临床分
期有关[27]。而 LRP1是一个多功能的具有内吞作用
的细胞表面受体[28]。LRP1蛋白的表达影响着肿瘤
细胞的迁移和侵袭 [29]，然而，对于 LDLR 和LRP1
蛋白在放射敏感性中发挥的作用亦缺乏相关的报

道。PIM1基因编码一种丝氨酸/苏氨酸激酶，研究
表明，PIM1激酶参与调节细胞周期、凋亡、干细
胞分化、细胞代谢和细胞自噬等细胞生理学过程，

从而在肿瘤的发生发展中起重要作用[30-31]。同时，

Gu等[32]证明 miR-124 和 miR-144 通过靶向 PIM1
可以增强前列腺癌细胞的放射敏感性。PLAUR的
编码蛋白通过与 Pro-UPA 蛋白的相互作用，主要
参与伤口愈合、血块溶解、组织重塑等生理过程；

同时，进一步激活相关的促侵袭蛋白的表达，如血

纤维蛋白溶酶原、间质金属蛋白酶等，导致细胞外

基质降解，促进肿瘤细胞的迁移和侵袭[33]。而三阴

性乳腺癌细胞的强侵袭性正是由于相关蛋白尿激酶

纤维蛋白溶酶原激活物受体、泛素相关蛋白和基质

金属蛋白酶的高表达造成的[34]。

本研究通过实时荧光定量 PCR实验，验证潜
在辐射抗性基因在 5 Gy 酌射线照射后的人结直肠
癌 HCT116 细胞中的 mRNA 差异表达水平，结果
显示，潜在抗性基因的表达趋势与测序结果一致，

进一步证实了高通量测序结果的准确性。

通过对结直肠癌芯片数据的挖掘以及生物信息

学分析，共筛选出 NDRG1、PAG1、LRP1、PIM1、
LDLR 和 PLAUR 等 6个与结肠癌细胞抗辐射能力
关系密切的核心基因，这些关键基因有望成为预测

结直肠癌患者的放射敏感性以及放疗疗效评价的重

要基因，为接下来我们深入的研究提供参考依据和

实验基础。例如，采用体内外实验模型，增加和降

低这些基因的表达水平从而深入了解这些基因是
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否直接影响直肠癌的放射敏感性，如果是，那么

这些基因的调节差异以及可能不同的作用机制何

在？如果在结直肠癌是如此，在其他肿瘤的放疗敏

感性的调节下是否也会产生同样的影响？总之，本

研究为结直肠癌辐射抵抗的分子机制研究提供了初

步的理论基础和方向，具有重要意义和临床应用价

值。
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