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结 肠 癌 （ colorectal cancer ， CRC） 是 一 种 常 见 的

恶 性 肿 瘤 ， 是 世 界 上 第 二 大 致 死 原 因 [1]。 尽 管 结 肠 癌

的 诊 断 和 治 疗 已 经 取 得 了 很 大 的 进 展 ， 但 结 肠 癌 患

者 通 常 会 出 现 复 发 和 转 移 ， 导 致 5 年 生 存 率 显 著 下

降 [2]。 因 此 ， 迫 切 需 要 改 善 结 肠 癌 患 者 的 诊 断 、 治 疗

和 预 后 。 近 些 年 来 ， 分 子 诊 断 技 术 已 广 泛 应 用 于 肿

瘤 的 治 疗 、 预 后 领 域 [3-5]。 生 物 信 息 学 和 机 器 学 习 技

术 已 广 泛 应 用 于 肿 瘤 诊 断 或 预 后 分 子 标 志 物 的 识

别 ， 这 种 分 子 标 志 物 类 型 多 种 多 样 ， 如 microRNAs[6]、

长 链 非 编 码 RNA[7]、 差 异 表 达 基 因 [8]、 DNA 甲 基 化 [9]

等 。 其 中 ， 差 异 表 达 基 因 作 为 潜 在 的 肿 瘤 诊 断 或 预

后 标 志 物 应 用 最 为 广 泛 。 为 得 到 广 泛 验 证 的 结 肠 癌

相 关 的 差 异 表 达 基 因 ， 本 文 利 用 生 物 信 息 学 方 法 ， 从

多 个 数 据 集 、 不 同 的 数 据 库 中 寻 找 共 同 的 结 肠 癌 相

关 的 差 异 表 达 基 因 ， 并 进 一 步 利 用 机 器 学 习 的 方 法 ，

从 这 些 差 异 基 因 中 挑 选 出 结 肠 癌 预 后 相 关 的 预 测 因

子 ， 并 建 立 预 后 风 险 评 估 模 型 。

1材料与方法

1.1 数 据 下 载 和 获 取 通 过 GEO 数 据 库 （ https://www.

ncbi.nlm.nih.gov/geo/） 下 载 基 因 芯 片 表 达 数 据 集

GSE44076、 GSE28000 和 GSE39582， 每 个 参 考 数 据

集 的 正 常 和 肿 瘤 样 本 情 况 见 表 1。 TCGA 中 mRNA

表 达 数 据 集 和 对 应 的 临 床 信 息 从 UCSC Xena 平 台

（ https://xenabrowser.net/datapages/） 下 载 ， 选 择 队 列 为

GDC TCGA Colon Cancer（ COAD） ， 样 本 信 息 见 表 2。
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downloaded from the GEO database, including GSE44076, GSE28000 and GSE39582. The mRNA expression data matrix and clinical information related

to colon cancer were downloaded from the TCGA database. The differential gene analysis of the three GEO data sets was carried out through the online
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common differential expression genes. Prognostic models related to colon cancer were constructed through single factor regression, LASSO regression and

multi-factor regression analysis, and the line chart model was further constructed combined with clinical characteristics to comprehensively evaluate the
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样 本 量

正 常 样 本

肿 瘤 样 本

样 本 总 数

GSE44076

98

98

196

GSE28000

34

81

115

GSE39582

19

566

585

表 1 3个 GEO数据集的样本量情况
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1.2 差 异 基 因 分 析 和 统 计 分 析 利 用 R 包 分 别 对 3

个 GEO 数 据 集 和 TCGA 数 据 集 进 行 差 异 基 因 分 析 ，

过 滤 标 准 为 adjusted -value约0.05 和 差 异 倍 数 1.5

倍 （ |log2FC|跃0.585） ， 然 后 取 交 集 ， 得 到 共 同 的 上 调 差

异 基 因 和 下 调 差 异 基 因 。

1.3 构 建 和 评 估 预 后 风 险 评 分 模 型 为 了 确 定 与 生

存 相 关 的 差 异 表 达 基 因 ， 使 用 R 包 Survival 进 行 单

变 量 Cox 比 例 风 险 回 归 模 型 （ 约0.05） 。 接 着 ， 使 用

LASSO 回 归 分 析 进 一 步 缩 减 预 后 因 子 数 量 ， 通 过 多

因 子 回 归 分 析 确 定 每 个 预 后 因 子 的 回 归 系 数 ， 建 立

预 后 风 险 评 估 模 型 ， 预 测 患 者 生 存 率 。 公 式 为 ：

风 险 分 数 =移 差 异 基 因 的 回 归 系 数 xi伊 归 一 化

处 理 后 的 基 因 表 达 量 茁i

1.4 绘 制 生 存 曲 线 和 ROC 曲 线 根 据 风 险 评 分 预 后

模 型 ， 计 算 每 个 肿 瘤 样 本 的 预 后 因 子 风 险 评 分 。 利

用 R 包 survivalROC 绘 制 ROC 曲 线 ， 用 以 展 示 构 建

的 风 险 评 估 模 型 的 敏 感 性 和 特 异 性 。 在 ROC 曲 线 的

转 折 点 选 择 最 佳 风 险 评 分 临 界 值 ， 转 折 点 处 真 阳 性

和 假 阳 性 之 间 的 差 异 最 大 。 高 于 临 界 值 的 患 者 属 于

高 危 组 ， 低 于 临 界 值 的 患 者 属 于 低 危 组 。 使 用 未 配

对 检 验 估 计 两 组 正 态 分 布 变 量 的 统 计 显 著 性 ， 并

使 用 R 包 Survminer 绘 制 两 组 的 生 存 曲 线 。

1.5 构 建 和 验 证 列 线 图 为 了 提 高 预 后 模 型 的 性 能 ，

通 过 整 合 风 险 评 分 模 型 和 临 床 信 息 ， 包 括 年 龄 、 性 别

和 肿 瘤 分 期 ， 可 视 化 不 同 患 者 特 征 的 预 后 价 值 ， 构 建

列 线 图 。 该 分 析 使 用 R 软 件 包 rms 绘 制 校 准 曲 线 ，

以 评 估 预 测 概 率 ， 并 与 理 想 预 测 线 进 行 比 较 。 此 外 ，

基 于 单 因 子 回 归 分 析 的 森 林 图 说 明 了 临 床 信 息 与

OS 之 间 的 关 系 。 其 中 ， 一 致 性 指 数 （ C-index） 表 明 了

列 线 图 的 预 测 准 确 性 。

2结果

2.1 差 异 基 因 分 析 通 过 比 较 测 试 肿 瘤 样 本 组 和 正

常 样 本 组 ， TCGA 数 据 集 和 三 个 GEO 数 据 集 的 差 异

基 因 数 量 分 布 见 表 3 和 图 1 ， 可 以 看 到 共 同 的 上 调

差 异 基 因 为 48 个 ， 共 同 的 下 调 差 异 基 因 数 为 77 个 。

项 目

性 别

女

男

年 龄

臆60

跃60

肿 瘤 分 期

玉

域

芋

郁

N/A

肿 瘤 样 本

（ =432）

200（ 46.3）

232（ 53.7）

136（ 31.5）

296（ 68.5）

73（ 16.9）

166（ 38.4）

122（ 28.2）

60（ 13.9）

11（ 2.5）

正 常 样 本

（ =39）

20（ 51.3）

19（ 48.7）

9（ 23.1）

30（ 76.9）

4（ 10.3）

21（ 53.8）

6（ 15.4）

7（ 17.9）

1（ 2.6）

所 有 样 本

（ =471）

220（ 46.7）

251（ 53.3）

145（ 30.8）

326（ 69.2）

77（ 16.3）

187（ 39.7）

128（ 27.2）

67（ 14.2）

12（ 2.5）

表 2 TCGA数据集的样本信息[ 渊%冤]

项 目

T 分 期

T1

T2

T3

T4

N/A

M 分 期

M0

M1

MX

N/A

N 分 期

N0

N1

N2

肿 瘤 样 本

（ =432）

11（ 2.5）

75（ 17.4）

296（ 68.5）

49（ 11.3）

1（ 0.2）

318（ 73.6）

60（ 13.9）

47（ 10.9）

7（ 1.6）

254（ 58.8）

100（ 23.1）

78（ 18.1）

正 常 样 本

（ =39）

0

5（ 12.8）

28（ 71.8）

6（ 15.4）

0

25（ 64.1）

7（ 17.9）

6（ 15.4）

1（ 2.6）

27（ 69.2）

7（ 17.9）

5（ 12.8）

所 有 样 本

（ =471）

11（ 2.3）

80（ 17.0）

324（ 68.8）

55（ 11.7）

1（ 0.2）

343（ 72.8）

67（ 14.2）

53（ 11.3）

8（ 1.7）

281（ 59.7）

107（ 22.7）

83（ 17.6）

注 ： A： 下 调 基 因 ； B ： 上 调 基 因

图 1 三个 GEO数据集和 TCGA数据集的差异基因数量情况

A B

项 目

上 调

下 调

总 数

TCGA

275

296

571

GSE44076

2093

2353

4446

GSE28000

949

1571

2520

GSE39582

1722

1895

3617

基 因 交 集

48

77

125

表 3 差异表达基因的统计信息
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2.2 结 肠 癌 预 后 模 型 的 建 立 通 过 单 因 子 回 归 分 析 表

明 ， 有 14 个 DEGs 与 总 生 存 期 （ OS） 有 关 （ 约0.05） ， 见

表 4。 进 一 步 LASSO 回 归 将 基 因 数 量 缩 减 为 10 个 ，

见 图 2。 根 据 逐 步 回 归 模 型 ， Akaike 信 息 标 准 （ AIC）

为 995.94， C 指 数 为 0.63。

2.3 结 肠 癌 预 后 模 型 的 性 能 评 估 使 用 预 后 模 型 公

式 计 算 每 个 结 肠 癌 患 者 的 风 险 评 分 ， 然 后 根 据 R

软 件 包 survminer 中 预 后 因 子 相 关 风 险 评 分 的 最 佳

临 界 值 （ cut-off 为 0.16） ， 将 结 肠 癌 患 者 分 为 高 评 分

组 和 低 评 分 组 。 结 果 显 示 ， 随 着 风 险 得 分 的 增 加 ， 生

存 时 间 呈 现 缩 短 的 趋 势 ， 并 且 高 危 组 的 死 亡 比 例 比

低 危 组 高 ， 高 风 险 评 分 患 者 的 OS 比 低 评 分 患 者 预

后 更 差 ， 其 中 基 因 CILP 和 C7 在 低 风 险 组 表 达 量

低 ， 在 高 风 险 组 表 达 量 低 ， 而 其 余 8 个 基 因 趋 势 相

反 ， 见 图 3 。

2.4 预 后 模 型 的 统 计 分 析 为 了 进 一 步 评 估 预 后 风

险 评 分 模 型 的 性 能 ， 绘 制 ROC 曲 线 和 肿 瘤 分 层 分

析 。 通 过 将 风 险 评 分 的 预 后 准 确 性 作 为 一 个 连 续 变

量 进 行 研 究 ， OS 预 后 模 型 的 ROC 曲 线 下 面 积

（ AUC） 在 3 年 时 为 0.628， 4 年 时 为 0.678， 5 年 时 为

0.730 ， 见 图 4 。 Wilcoxon 检 验 表 明 ， 较 高 的 风 险 评 分

与 较 高 的 病 理 分 期 （ =0.0019） 、 T 分 期 （ =0.049） 、 M

分 期 （ =0.003） 、 N 分 期 （ =0.0015） 相 关 。

2.5 列 线 图 模 型 的 构 建 与 验 证 在 列 线 图 中 ， 每 个 变

量 的 得 分 可 以 在 分 数 表 上 找 到 ， 然 后 通 过 计 算 总 分

来 估 计 3 年 、 4 年 和 5 年 的 生 存 概 率 ， 见 图 5A。 森 林

图 显 示 患 者 特 征 ， 包 括 年 龄 （ 跃60） 、 肿 瘤 分 期 （ 芋 和

郁） 和 风 险 评 分 与 OS 相 关 （ 约0.05） ， 见 图 5B。 为 了

验 证 列 线 图 的 性 能 ， 绘 制 校 准 曲 线 ， 可 观 察 到 预 测 曲

线 接 近 理 想 曲 线 ， 性 能 良 好 ， 见 图 5C~ 图 5E。 此 外 ，

该 列 线 图 （ C-index： 0.74） 的 预 测 准 确 性 高 于 风 险 评

分 模 型 （ C-index： 0.63） 。

Gene Name

SLC4A4

ZG16

CD177

CLCA4

C7

UGT2A3

CILP

0.904572

0.931458

0.916153

0.940267

1.091254

0.931236

1.080853

.95L

0.834725

0.880508

0.84319

0.885705

1.002827

0.870192

1.000544

.95H

0.980264

0.985356

0.995428

0.99819

1.187479

0.996561

1.167609

0.01440

0.013363

0.038623

0.043451

0.042823

0.039442

0.048409

表 4 与结肠癌预后相关的基因信息

Gene Name

DNASE1L3

HEPACAM2

CLCA1

ITLN1

MMP3

MMP10

COMP

0.906838

0.913524

0.943625

0.929528

0.918399

0.878862

1.085740

.95L

0.826916

0.851271

0.901078

0.880765

0.846147

0.797419

1.006479

.95H

0.994485

0.980329

0.988181

0.98099

0.996821

0.968622

1.171243

0.037761

0.012016

0.013699

0.007859

0.041738

0.009255

0.033425

图 2 LASSO回归分析结果
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图 3 预后风险评分分组和评估

图 4 预后风险评估模型性能评价
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3讨论

本 研 究 中 利 用 3 个 GEO 数 据 集 和 TCGA 数 据

集 来 挖 掘 共 同 的 差 异 表 达 基 因 。 其 中 ， GEO 数 据 集

是 基 于 基 因 芯 片 平 台 ， TCGA 数 据 集 是 基 于 二 代 测

序 平 台 ， 不 同 数 据 集 交 叉 验 证 ， 使 得 得 到 的 差 异 表 达

基 因 具 有 相 对 广 泛 适 用 性 。 回 归 分 析 研 究 表 明 ， 有

10 个 差 异 表 达 基 因 与 结 肠 癌 预 后 显 著 相 关 。 其 中 ，

SLC4A4 全 称 Solute Carrier Family 4 Member 4 ， 已

有 研 究 报 道 该 基 因 在 结 肠 癌 患 者 中 低 表 达 ， 与 结 肠

癌 癌 较 差 的 预 后 相 关 ， 也 与 淋 巴 结 浸 润 和 远 处 转 移

有 关 [10， 11]。 CD177 被 认 为 是 一 种 干 细 胞 因 子 受 体 ， 有

实 验 证 明 CD177 可 作 为 结 直 肠 癌 患 者 对 含 贝 伐 单

抗 的 抗 癌 治 疗 反 应 的 潜 在 预 测 生 物 标 记 物 [12]。 另 有

研 究 [13] 提 出 CD177 调 节 胃 癌 中 的 肿 瘤 细 胞 粘 附 和

迁 移 ， 是 生 存 预 后 的 因 素 。 有 报 道 表 明 [14]， CD177 的

异 常 表 达 与 结 肠 癌 的 发 生 发 展 相 关 。 C7 作 为 一 种 潜

在 的 肿 瘤 抑 制 因 子 ， 被 报 道 与 前 列 腺 癌 的 免 疫 相 关

预 后 生 物 标 志 物 [15]。 此 外 ， 细 胞 膜 上 表 达 的 C7 是 过

度 促 炎 反 应 的 调 节 因 子 [16]， 而 非 小 细 胞 肺 癌

（ NSCLC） 中 C7 的 低 表 达 可 能 是 肿 瘤 抑 制 剂 ， 与 肿

瘤 进 展 和 预 后 相 关 [16]。 UGT2A3 是 葡 萄 糖 醛 酸 转 移

酶 （ UGT） 家 族 成 员 之 一 ， UDP- 葡 萄 糖 醛 酸 转 移 酶 负

责 外 源 和 内 源 性 化 合 物 的 葡 萄 糖 醛 酸 化 ， 包 括 药 物 、

环 境 麻 醉 剂 、 类 固 醇 、 神 经 递 质 、 胆 汁 酸 和 其 他 激 素 。

据 报 道 ， UGT2A3 主 要 在 与 药 物 清 除 有 关 的 组 织 中

表 达 水 平 最 高 ， 其 中 肝 脏 是 表 达 最 多 的 器 官 ， 其 次 是

胃 肠 道 和 肾 脏 。 研 究 表 明 [17]， 原 发 性 结 肠 癌 肝 转 移 患

者 的 UGT2A3 水 平 明 显 高 于 无 肝 转 移 患 者 。

DNASE1L3 与 自 身 免 疫 性 疾 病 相 关 ， 它 可 以 消 化 凋

亡 细 胞 释 放 的 微 粒 中 的 染 色 质 ， 这 是 一 种 潜 在 的 自

身 抗 原 ， 它 的 过 度 积 累 将 导 致 身 体 产 生 自 身 免 疫 反

应 [18， 19]。 有 研 究 表 明 ， DNASE1L3 可 能 是 结 肠 癌 免 疫

浸 润 的 重 要 生 物 标 志 物 ， 并 将 为 结 肠 癌 免 疫 治 疗 靶

点 的 选 择 提 供 理 论 依 据 [20]。 HEPACAM2 是 粘 附 基 因

免 疫 球 蛋 白 家 族 的 成 员 ， 已 有 研 究 表 明 该 基 因 与 结

肠 癌 的 发 生 发 展 有 关 [21]。 ITLN1 可 作 为 多 种 癌 症 的

肿 瘤 抑 制 因 子 ， 如 胃 癌 [22]、 卵 巢 癌 [23]、 神 经 母 细 胞 瘤 [24]

和 结 肠 癌 [25]。 有 研 究 通 过 免 疫 组 织 化 学 发 现 [25]， 148

例 大 肠 癌 中 87 例 （ 59%） ITLN1 蛋 白 低 表 达 ， ITLN1

表 达 低 的 结 肠 癌 患 者 的 M 分 级 高 于 ITLN1 表 达 高

图 5 列线图模型的构建与验证

A B
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的 结 肠 癌 患 者 （ =0.0017） ， 且 ITLN1 表 达 高 的 患 者

比 ITLN1 表 达 低 的 患 者 预 后 更 为 良 好 。 MMP3 和

MMP10 均 属 于 基 质 金 属 蛋 白 酶 （ matrix metallopro原

teinase ， MMP） 家 族 ， 该 家 族 成 员 参 与 正 常 生 理 过 程

中 细 胞 外 基 质 的 分 解 ， 如 胚 胎 发 育 、 生 殖 和 组 织 重

构 ， 以 及 疾 病 的 发 生 发 展 。 研 究 表 明 [26， 27]， MMP3 和

MMP10 均 可 作 为 结 肠 癌 的 预 后 相 关 。 CILP 基 因 编

码 软 骨 中 间 层 蛋 白 ， 在 早 期 骨 关 节 病 软 骨 中 增 加 ， 目

前 还 未 见 该 基 因 与 肿 瘤 的 相 关 性 报 道 。

综 上 所 述 ， 本 研 究 基 于 以 上 10 个 预 后 相 关 的 基

因 ， 构 建 了 结 肠 癌 风 险 评 分 模 型 和 列 线 图 模 型 ， 结 果

表 明 ， 构 建 的 模 型 在 结 肠 癌 预 后 和 肿 瘤 分 层 中 表 现

良 好 ， 具 有 一 定 的 应 用 价 值 。
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