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要!结直肠癌是消化系统常见的恶性肿瘤之一!死亡率居发达国家恶性肿瘤死亡率的第
)

位"本

文通过生物分析进行结直肠癌致病基因的识别"首先!基于
S.,

中
S".()&E

基因表达数据集!利用
T

语言的
U!VV9

包筛选出
!

"

%C%H

!

P16>:M54
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D

的结直肠癌差异基因
))(

个#其次!基于
,V!V

数据库中已知结直肠癌的致病基因和
"OT!#S

数据库!获得差异表达基因与致病基因的蛋白质互作网

络#接着利用
+
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@

软件的
+62=8@3,#.

插件进行蛋白质互作网络模块分析!获得一个含有
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个基

因的子网络#最后!通过对子网络的拓扑分析!获得了
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$
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+.W?W
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.ST$

和
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等
H

个新结

直肠癌致病基因"同时!通过功能富集分析和文献挖掘对新发现的致病基因进行验证"
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言

结直肠癌$

+1613@:856:54:@3

!

+T+

&包括结肠癌和直肠癌!是目前全球范围内较为常见的消化系统恶

性肿瘤之一(

$

)

'近几年来!随着经济的发展*人们生活水平的提高*饮食习惯的改变以及遗传因素的影

响等!我国结直肠癌的发病率和死亡率逐年上升(

D

)

!其病死率居世界范围内恶性肿瘤的第
&

位!发病率

居第
)

位(

)

)

!已严重威胁人类的健康'大多数研究者认为结直肠癌是一种复杂疾病!其发生与发展是在

遗传因素*环境因素以及肿瘤发展过程的个体反应等背景下!多因素参与相互作用的结果'因此!预测

并鉴定
+T+

的致病基因对深入理解其致病机制有着重要的意义'

由多个基因相互作用所产生的疾病通常被认为是复杂疾病!而挖掘与其相关的致病基因并阐释它

们在疾病发展过程中所产生的作用已逐渐成为人们研究复杂疾病的主要目标之一'随着生物信息学分

析的发展!基于网络的方法已经成为研究疾病机制的有力工具(

&'G

)

!其主要包括共表达网络(

*

)

*蛋白质互

作网络(

E

)

*蛋白质磷酸化网络(

(

)和
-#9

甲基化网络(

$%

)等生物分子网络'而随着蛋白质相互作用

$

?318@<4

'

F

318@<4<48@35:8<14

!

??!

&数据的丰富!基于蛋白质互作网络(

$$

)的方式逐渐成为挖掘复杂疾病候

选基因的主要方法'其中!模块分析或聚类分析作为一种工具和算法已经广泛应用到蛋白质互作网络

分析中!例如从局部扩展来探测社区的重叠社区发现算法$

U1:5654>]5\@

'
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A
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L

!

UX"',+-

&算法(

$D

)能够有效地发现无向图中的重叠区域'而拓扑分

析作为另外一种分析复杂网络的工具也被广泛应用!如其中的中心性分析中图中心的措施如度*介数和

接近中心性对识别在网络中具有关键作用的节点十分有用'在蛋白质互作网络中!通常称度数高的节

点为中心节点!介数高的节点为瓶颈节点!这些节点在网络中都发挥着举足轻重的作用'

疾病基因筛选面临的主要问题是数据高维且样本量少!因此其数据处理主要侧重于数据挖掘方法

的多重筛选与验证'本研究是基于结直肠癌的公开表达谱数据!进行结直肠癌差异表达基因分析以获

取疾病基因的初选%通过这些初选的疾病基因与结直肠癌已知致病基因之间的重要关系来组建互作网

络!进行结直肠癌致病的候选基因筛选%最后!利用功能富集分析和子网络的拓扑分析进行结直肠癌疾

病候选基因的筛选与验证'

<

!

实验材料与方法

<=<

!

材料来源

!!

本文从美国生物技术中心
S.,

$

M88

F

"##

]]]C4:K<C46NC4<MC

A

1\

#

A

@1

#&数据库下载结直肠癌基因

表达谱数据!登录号为
S".()&E

!平台为
977

L

N@83<Q?62=DC%

'下载其中的
ED

例包含癌旁样本
$D

例和

癌样本
*%

例作为样本数据!其中数据以
-#9

微阵列的表达谱数据形式给出!且维数是
H

万多'这一数

据作为本研究的实验数据!记为
!

%从在线孟德尔人类遗传学数据库$

,46<4@V@4>@6<54<4M@3<854:@<4

N54

!

,V!V

&中下载
$)H

个结直肠癌的疾病基因!这些疾病基因是已被证实的结直肠癌致病基因!该数

据在本文中当作验证数据!记为
!

%

'

<=>

!

方法

$CDC$

!

数据处理

在数据
!

的基础上!首先通过软件
T

对原始数据进行重复值合并*数据转换*标准化和缺失数据删

除等处理'然后!利用
O

检验法进行基因筛选实现降维!挑选出样本间有显著性差异的基因!即筛选出

结直肠癌的差异表达基因'这一过程是通过
T

中的
U!VV9

包$

M88

F
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F

5:̂5
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#

M8N6

#

6<NN5CM8N6

&来实现!其中涉及参数
!

和
P16>:M54

A

@

'参数
!

为基因间

差异的显著性水平!参数
P16>:M54

A

@

为实验组与对照组的差异表达的比值!且
!

"

"

和
P16>:M54

A

@

#

HHG!

吴慧慧 等%基于蛋白质互作网络挖掘结直肠癌致病基因
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'一般地!参数
!

越小且
P16>:M54

A

@

越大!则筛选的基因就越多'在具体实验中!依据研究需要选取

阈值
"

和
#

!一般分别取
%C%H

和
D

'通过数据处理获得的差异表达基因记为
!

$

'

$CDCD

!

蛋白质互作网络的构建

将基因集
!

%

和基因集
!

$

上传到
"OT!#S

$

"@53:M81167138M@3@83<@\5617<48@35:8<4

AA

@4@=

&数据库中!

通过
"TO!#S

在线分析工具获得疾病基因与差异基因之间的相互作用(

$)

)

!然后选取可靠性指数

$

+147<>@4:@=:13@=

&大于
%C(

的基因对!以及它们之间的作用数据!得到数据集
!

D

'将
!

D

导入
+

L

81=:5

F

@

软件中!对结直肠癌的已知疾病与差异表达基因之间的相互作用进行可视化(

$&

)

!得到相互作用网络图'

$CDC)

!

子网络的识别

重叠领域扩展聚类$

+62=8@3<4
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MK13M11>@Q

F

54=<14

!

+62=8@3,#.

&是一种从加权或

非加权的蛋白质网络中挖掘重叠的密集连接区域的复合物识别算法(

$H

)

!已有很多研究者利用其识别能

力在各种生物网络中检测有意义的局部结构(

$G'$*

)

'因此!本文可通过这种图聚类算法来挖掘蛋白质互

作网络中节点高度连接的重叠区域!其算法的聚类凝聚力定义为

"

$

#

&

$

%

<4

$

#

&

%

<4

$

#

&

&

%

K124>

$

#

&

&

! #

$

$

&

式中"

%

<4

$

#

&表示一组顶点
#

内的边的总重量%

%

K124>

$

#

&表示连接此组顶点到图的其余部分边的总

重量%

! #

为惩罚项'

本文通过
+

L

81=:5

F

@

的
+62=8@3,#.

插件来进行子网络的挖掘!其中!涉及到参数
N<4<N2N

>@4=<8

L

*

>@

A

3@@

和
!

的设定'通常情况下!参数
!

越大!一般被挖掘的聚类$模块&数量越少!

N<4<N2N

>@4=<8

L

和
>@

A

3@@

越大!反之亦然'因此!

!

值的选择应在一个合理范围内!一般认为不能太小'为便

于分析!被挖掘的子网络模块的数量应在适宜的范围!因此参数
N<4<N2N>@4=<8

L

和
>@

A

3@@

也有阈值!

一般分别不小于
%CH

和
G

'

$CDC&

!

子网络的拓扑分析与富集分析

在无标度网络中(

$E

)的中心节点通常由大量互作连线的节点来代表!而中心节点对应的蛋白质为核

心蛋白质$基因&!并且这些基因在生理调节的过程中扮演着重要的角色'因此!本文通过
+

L

81=:5

F

@

的

#@8]13̂9456

L

_@3

插件来筛选子网络中的中心节点!

#@8]13̂9456

L

_@3

插件可对有向网络和无向网络进

行拓扑分析!得到拓扑属性值如度*介数和接近中心性等!定义如下"
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&度$
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$
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& $
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&

式中"

'

为节点!

(

$

'

&表示节点
'

邻节点的集合%

>@

A

$

'

&表示
'

与网络中其他节点的关联性!当
>@

A

$

'

&

越大时!说明
'

在网络中越重要'

$

D

&接近中心性$
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'

&

$

$

*

%

#

$

><=8

$

'

!

*

&

$

)

&

式中"

><=8

$

'

!

*

&表示节点
'

!

*

间的最短路径长度%

)

:

$

'

&表示
'

接近中心位置的程度!当
)

:

$

'

&越小

时!越说明
'

是网络的核心点!在网络中作用越重要'

$

)

&介数$
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L
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'

%
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'

&

$

,-

$

'

&

$

,-

$

&

&

式中"

)

$

'

&为包含节点
'

的组成部分%

$

,-

表示从节点
,

到节点
-

的最短路径数%

+)

$

'

&表示
'

对网络中

其他节点之间通信连接的影响程度'当
+)

$

'

&越大时!表明
'

的重要度越高'

+

L

81Y2KK5

软件$

M88

F
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M2KC<<=C=<4<:5C@>2C8]
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:

L

81Y2KK5

#

<4>@QCM8N6

&通过网络特征对网络中的

节点进行排名!它实现了
$$

个节点的排名方法来评估生物网络中节点的重要性!包括度*边缘渗出成

GHG

数据采集与处理
./01234/
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分*最大社区成分*最大邻域成分和最大团中心等!其中最大团中心$

V5Q<N56:6<

;

2@:@48356<8

L

!

V++

&方

式能够更准确地预测蛋白质互作网络中的重要基因(

$(

)

!其定义为

V++

$

'

&

$

$

)

%

=

$

'

&

$

)

>

$

&+ $

H

&

式中"

=

$

'

&是包含节点
'

的最大团簇!$

)

>

$

&+ 是小于
)

的所有正整数乘积'如果节点
'

的邻节

点间没有边界!则节点
'

的最大团中心就是它的度'

子网络的拓扑分析就是利用网络节点度*介数*接近中心性等指标进行差异表达基因分析比较!筛选出

子网络的中心节点!即结直肠癌的致病基因'子网络富集分析的目的是用来注释这些差异表达基因参与的

生物学过程(

D%

)

!且通过选取基因本体论$

S@4@148161

AL

!

S,

&条目来实现'在
S,

条目中涉及错误发现率

$

P56=@><=:1\@3

L

358@

!

P-T

&!且
P-T

"

%

'阈值
%

越小表示
S,

条目样本变化判断越准确!试验中取
%$

%?%H

'

综上!本文所采用方法的流程为

$

$

&在
!

%

基础上!利用
T

软件和
U!VV9

包进行降维和筛选!获得差异表达基因!即基因集
!

$

%

$

D

&将基因集
!

%

和基因集
!

$

上传到
"OT!#S

在线工具!获得可靠性大于
%C(

的基因对!并从中删

除差异表达基因之间的基因对!得到数据集
!

D

!利用
+

L

81=:5

F

@

得到
!

D

蛋白质互作网络%

$

)

&在步骤$

D

&的基础上!通过
+62=8@3,#.

聚类算法对蛋白质互作网络进行分析!获取其子网络!

记子网络的基因集为
!

)

%

$

&

&在步骤$

)

&的基础上!进行子网络拓扑分析!列出节点度*介数*接近中心性排名前
$%

的差异表

达基因!并对这些差异表达基因进行分析比较!筛选出子网络中的中心节点!即结直肠癌的致病基因'

>

!

实验结果与分析

>=<

!

实验结果

!!

在原始数据
!

的基础上!通过一系列的预处理和基因的筛选!共获得了
))(

个差异基因
!

$

!其中

"$

%?%H

!

#

$

D

'

采用
"OT!#S

在线分析工具可获得
DGE

个可靠性指数大于
%C(

的基因对!即
!

D

$

DGE

'利用
+

L

'

81=:5

F

@

对
!

D

可视化的结果如图
$

所示'在图
$

中!蛋白质相互作用网路由
$)D

个基因对组建'在此基

图
$

!

差异表达基因和已知疾病基因的蛋白质互作网络

P<

A

C$

!

?318@<4

'

F

318@<4<48@35:8<144@8]13̂ 17<>@48<7<@>><77@3@48<566

L

@Q

F

3@==@>

A

@4@=54> 4̂1]4><=@5=@

A

@4@=

*HG!
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础上!通过
+62=8@3,#.

插件!取
N<4<N2N>@4=<8

L#

%CH

!

>@

A

3@@

#

G

!

!

"

%C%%$

!可挖掘出一个含有
H)

个节点的子网络模块!如图
D

所示!其中图
$

!

D

中的粉色为识别差异表达基因!青色为结直肠癌的已知

疾病基因'

图
D

!

蛋白质互作网络中识别的子网络

P<

A

CD

!

"2K

'

4@8]13̂ <>@48<7<@>731N??!4@8]13̂

为了识别子网络中潜在的枢纽基因!

#@8]13̂9456

L

_@3

插件统计网络中节点的度*介数和接近中心

性!且节点度*介数和接近中心性最高的点被认为是中心节点!统计结果如表
$

所示!表中所列的是子网

络中节点度*介数和接近中心性分别排名前
$%

的差异表达基因'从表
$

可知!节点度*介数和接近中心

性都排在前
$%

的差异基因有
P,"

!

++#-$

!

+.W?W

!

.ST$

和
#,")

'因此!

P,"

!

++#-$

!

+.W?W

!

.ST$

和
#,")

在被识别的网络中具有重要作用!即为网络的中心节点'

!!

此外!通过
+

L

81=:5

F

@

的
+

L

81Y2KK5

插件获得了排名前
$H

的差异表达基因!包括
O?H)

!

P,"

!

表
<

!

子网络中的中心基因

?*9=<

!

-)#0,*.

$

)#)("#(@9A#)06%,7

S@4@= -@

A

3@@ S@4@= W@8]@@44@==:@48356<8

L

S@4@= +61=@4@==:@48356<8

L

P," $H P," %C%&$($&%D ++#-$ $C%%%%%%%%

++#-$ $& +-+DH9 %C%$%$E&(& +,U$9 $C%%%%%%%%

".T?!#.$ E ++#-$ %C%%E&(HE) +.W?W %C*D*D*D*)

+.W?W * P,ZV$ %C%%HG*&%G .ST$ %CGGGGGGG*

.ST$ G +.W?W %C%%H$D&*% P," %CGHH$*D&$

+-+DH9 G #,") %C%%&))G)H #T&9$ %CG&EDH*$&

#T&9$ H S-P$H %C%%)H$()G Y.ÙD %CHE)))))&

#,") H .ST$ %C%%DD$$%D #,") %CHG%%%%%%

P,ZV$ & #T&9$ %C%%$)%$E% P,"U$ %CHHHHHHHG

+,U$9 & XO$ %C%%$%H*(% U?U %CH&H&H&HH

EHG

数据采集与处理
./01234/

"

53-367

8

09,9-9/232:!1/7;,,92

<

B16C))

!

#1C&

!

D%$E



.?)%%

!

++#-$

!

??9TS

!

9aO$

!

"V9-)

!

".T?!#.$

!

+.W?W

!

V/+

!

"V9-&

!

+-+DH9

!

.ST$

和

#,")

!其中
P,"

!

++#-$

!

".T?!#.$

!

+.W?W

!

+-+DH9

!

.ST$

和
#,")

为差异表达基因'结合筛选的

中心节点!可获得结直肠癌候选疾病基因
P,"

!

++#-$

!

+.W?W

!

.ST$

!

#,")

'

进一步!对含有
H)

个节点的子网络模块进行富集分析'依据
P-T

"

%C%H

筛选出的子网络差异表

达基因的
(

条
S,

条目测试!结果见表
D

!其中
+1248

记录的是子网络模块中参与相应生物学过程的基

因数!

P-T

是检验的错误发生率'由表
D

可知!子网络模块中差异基因参与大分子代谢负调控过程*基

因表达调控和细胞代谢负调控过程等
(

个生物学过程'

表
>

!

子网络中差异表达基因的基因本体论分析

?*9=>

!

+)#)%#0%.%

$;

*#*.

;

("(%&2"&&),)#0"*..

;

)B

C

,)(()2

$

)#)(&,%D(@9A#)06%,7

O@3N -@=:3<

F

8<14 +1248 P-T

S,

"

%%$%G%H 4@

A

58<\@3@

A

2658<1417N5:31N16@:26@N@85K16<:

F

31:@== $) %C%$(E(E$)

S,

"

%%$%&GE 3@

A

2658<1417

A

@4@@Q

F

3@==<14 $* %C%$((%%EE

S,

"

%%%G)H$ 8354=:3<

F

8<14

!

-#9'8@N

F

658@> $H %C%D%D$&%D

S,

"

%%)$)D& 4@

A

58<\@3@

A

2658<1417:@662653N@85K16<:

F

31:@== $) %C%D*))&DG

S,

"

%%&EH$$ 3M

L

8MN<:

F

31:@== G %C%&)%&()&

S,

"

%%%G)HH 3@

A

2658<14178354=:3<

F

8<14

!

-#9'8@N

F

658@> $H %C%&)D)EE&

S,

"

$(%)H%G 3@

A

2658<141742:6@<:5:<>

'

8@N

F

658@>8354=:3<

F

8<14 $H %C%&GDG)()

S,

"

D%%$$&$ 3@

A

2658<1417T#9K<1=

L

48M@8<:

F

31:@== $H %C%&ED$ED$

S,

"

%%%(E(D 4@

A

58<\@3@

A

2658<1417N@85K16<:

F

31:@== $) %C%&(H(%)*

>=>

!

结果分析

对于实验所获结果!细胞周期蛋白
-$

$

+

L

:6<4-$

!

++#-$

&为细胞周期蛋白的编码基因!参与细胞

周期
S$'"

期转换的调控!目前已被公认为是一种原癌基因(

D$

)

'它的过度表达能够使细胞
S$

期缩短!

促进
S$

期向
"

期过渡(

DD

)

!从而导致
-#9

合成及增殖!引起细胞增殖失控和癌变'此外!已有研究表

明!

+

L

:6<4-$

异常表达与包括结直肠癌在内的多种肿瘤发生密切相关(

D)

)

!例如
O54

等(

D&

)发现
++#-$

E*%9

能够增加结直肠癌的发病风险%

O14:M@\5

等(

DH

)发现
+

L

:6<4

A

-$

在结直肠癌中的蛋白表达阳性率

明显高于正常结直肠组织'

:

'

71=

为早期反应因子!能够对各种刺激做出迅速的反应'作为原癌基因的
:

'

71=

参与了细胞增殖*

侵袭*凋亡的调控和血管生成*分化和凋亡等过程!并在肿瘤细胞的运动*细胞外基质的降解*异常粘附

及转移灶新生血管生长等多个环节中有着重要作用'此外!有研究表明!

:

'

71=

异常表达对肿瘤细胞的

生长产生重要的影响(

DG

)

!例如调节肿瘤细胞的侵袭性生长(

D*

)

'

.ST$

为早期生长反应因子
$

!是一种对细胞生长起调节作用的转录因子'在细胞的增殖*分化*凋

亡*信号传递和细胞生长调控等过程中产生了重要影响!并且能够促进细胞增生和组织修复'近年来!

有研究表明外源性
.

A

3

'

$

基因有抑制肿瘤细胞的生长和恶性转化的作用!其异常表达可引起细胞增殖

与凋亡的失衡!对乳腺癌*食管癌*胃癌*前列腺癌等癌细胞有着十分重要的影响'

#,")

为人血管内皮型一氧化氮合酶$

@4>18M@6<56#<83<:1Q<>@=

L

48M5=@

!

@#,"

&!其释放的内皮型一

氧化氮在血管生成过程中能够促进血管舒张!调控血管的生成'事实上!实体肿瘤的固有特征之一就是

异常的血管增生!而肿瘤细胞或激活的免疫细胞都能产生促血管因子'例如!巨噬细胞*中性粒细胞*肥

大细胞以及骨髓造血祖细胞等参与固有免疫的细胞在血管生成转换的过程中都能产生重要的作用'促

进肿瘤细胞的增殖和迁移的
#,

#

#,")

信号转导同时可以增强血管通透性*诱导细胞外基质降解以及

肿瘤血管新生(

DE

)

'目前!已有多个研究发现
#,")E(&S

#

O

增加了膀胱癌*结直肠癌和乳腺癌的发病

(HG!
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风险(

D(

)

'

转录因子
+.W?W

$

++99O@4M54:@3

'

K<4><4

AF

318@<4

!

++99O

增强结合蛋白&!参与许多生物过程!

包括细胞分化*代谢平衡*增殖!肿瘤发生*凋亡以及机体的免疫*应激反应!能量代谢和血液生成(

)%

)

'

有研究表明
+

#

.W?

在肿瘤发生发展中通过与其他基因相互作用形成调控网络而影响肿瘤发生(

)$

)

!也

有研究显示
+

#

.W?

转录因子的
U!?

亚型可以诱导人乳腺癌细胞凋亡并诱发其自身的吞噬作用!分析可

能是一种诱发肿瘤自我吞噬的抑癌因袭'此外!

?U9+$

基因在人类大部分恶性肿瘤中都是异常表达'

例如!在乳腺癌组织中!

?U9+$

能够被
+

#

.W?

激活!并在乳腺癌的恶性转化过程中产生重要的作

用(

)D

)

'另外!通过检测得到
+

#

.W?

在肝癌*卵巢癌*淋巴细胞白血病*淋巴瘤*皮肤癌等多种肿瘤中均

表达上调!但其在结直肠癌中具体的表达机制尚不清楚!需要进一步的深入研究'

综上!本文获得的结直肠癌致病基因
P,"

!

++#-$

!

+.W?W

!

.ST$

和
#,")

在结直肠癌的发展过

程中起着重要的作用'

E

!

结束语

本研究通过生物学分析对结直肠癌致病基因进行了识别'首先!基于
S.,

中
S".()&E

基因表达

数据集!利用
T

语言的
U!VV9

包筛选出
!

"

%C%H

!

P16>:M54

A

@

#

D

的结直肠癌差异基因
))(

个!并从

,V!V

数据库中下载结直肠癌已知的致病基因
$)H

个%其次!将这
))(

个差异基因和
$)H

个已知的致病

基因上传到
"OT!#S

数据库中!获得了
DDE

个可靠性指数大于
%C(

的基因对!并通过这些基因对构建了

差异表达基因与致病基因的蛋白质互作网络%进一步!利用
+

L

81=:5

F

@

软件的
+62=8@3,#.

插件进行了

蛋白质互作网络模块分析!获得了一个含有
H)

个基因的子网络%最后!通过对子网络的拓扑分析!获得

了
P,"

!

++#-$

!

+.W?W

!

.ST$

和
#,")

等
H

个新结直肠癌致病基因'同时!通过功能富集分析和文献

挖掘对新发现的致病基因进行了验证!数据试验结果显示本文的研究方法是行之有效的'本文提供的

方法具有通用性!它对癌症发病机制的阐述以及分子靶向寻找等研究具有重要意义'
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