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摘  要 

目的：通过对美国国家生物技术信息中心(NCBI)的GEO数据库现有的基因表达数据以及相关临床数据进

行数据挖掘分析，以期寻找结直肠癌(Colorectal Cancer, CRC)肝转移发生的关键基因及治疗靶点。方法：
对GEO数据库进行数据检索，筛选出包含正常结直肠组织、CRC组织以及CRC肝转移组织的基因芯片。采

用GEO2R工具筛选CRC和正常结直肠组织的差异表达基因以及CRC与CRC肝转移之间的差异表达基因，

进一步筛选出两基因集的共有差异表达基因。使用注释、注释可视化和集成发现数据库(DAVID)进行基

因本体论(GO)分析和京都基因与基因组百科全书(KEGG)途径分析。利用STRING数据库和Cytoscape软
件进行蛋白–蛋白互作(PPI)网络的构建和Hub基因的筛选。使用R语言分析Hub基因在正常结直肠、CRC
以及CRC肝转移组织中的表达情况，使用基因表达谱交互分析(GEPIA)数据库分析Hub基因与CRC预后的

相关性。结果：检索得到基因芯片GSE49355，CRC和正常结直肠组织的基因集中存在1394个差异表达

基因，CRC与CRC肝转移的基因集中存在125个差异表达基因，两个基因集共有的差异表达基因有29个。

GO分析显示，它们的生物学过程可能主要富集在补体激活、正向调节多肽酶活性、替代途径等；细胞学

组分主要定位于血液微粒以及细胞外周；分子功能富集于补体和凝血级联、IL-17信号通路、肿瘤坏死因

子信号通路等。KEGG信号通路的富集分析显示，差异基因主要富集于补体和凝血级联、IL-17信号通路、

TNF信号通路等。对蛋白质相互作用分析中有关联的基因进行排序，前5个Hub基因为SPP1、MMP1、
MMP3、CXCL1、CXCL5，它们在CRC中的表达均高于正常结直肠组织，SPP1的表达量在正常结直肠、
CRC以及CRC肝转移组织逐渐增高，并且SPP1的高表达与CRC患者较差的生存显著相关。结论：SPP1、
MMP1、MMP3、CXCL1、CXCL5与CRC肝转移具有相关性，或可为进一步研究CRC肝转移发生发展的分

子机制提供一定基础。 
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Abstract 
Purpose: To find the key genes and therapeutic targets of liver metastasis of colorectal cancer (CRC) 
by mining and analyzing the existing gene expression data and related clinical data in the GEO da-
tabase of the National Biotechnology Information Center (NCBI). Methods: The GEO database was 
searched, and the gene chips containing normal colorectal, CRC and liver metastatic tissues of CRC 
were screened. GEO2R tool was used to screen the differentially expressed genes (DEGs) between 
CRC and normal colorectal tissues and between CRC and liver metastasis of CRC, and the common 
DEGs of the two gene sets were further screened. Annotation, Visualization and Integrated Discovery 
Database (DAVID) was used for Gene Ontology (GO) analysis and Kyoto Encyclopedia of Gene and 
Genome (KEGG) pathway analysis. STRING database and Cytoscape software were used to construct 
Protein-Protein Interaction (PPI) network and screen Hub genes. The expression of Hub genes in 
normal colorectal, CRC and liver metastatic tissues of CRC was analyzed by R language, and the 
correlation between Hub genes and the prognosis of CRC was analyzed by Gene Expression Profile 
Interactive Analysis (GEPIA) database. Results: The gene chip GSE49355 showed that there were 
1394 genes in CRC and normal colorectal tissues, 125 genes in CRC and liver metastasis of CRC, and 
29 DEGs in the two gene sets. GO analysis showed that their biological processes may be mainly con-
centrated in complement activation, positive regulation of polypeptidase activity, alternative path-
way. Cellular components were mainly located in blood particles and peripheral cells. Molecular 
functions were enriched in peptidase activator activity, CXCR chemokine receptor binding, extra-
cellular matrix binding and chemokine activity. The enrichment analysis of KEGG signal pathway 
showed that DEGs were mainly enriched in complement and coagulation cascade, IL-17 signal path-
way and TNF signal pathway. According to the sequence of related genes in PPI analysis, the first 
five Hub genes were SPP1, MMP1, MMP3, CXCL1 and CXCL5. Their expression in CRC was higher 
than that in normal colorectal tissues. The expression of SPP1 was gradually increased in normal 
colorectal, CRC and liver metastatic cancer, and the high expression of SPP1 was significantly cor-
related with poor survival in patients with CRC. Conclusion: CRC liver metastasis is related to SPP1, 
MMP1, MMP3, CXCL1 and CXCL5, which may provide a basis for further research on the molecular 
mechanism of CRC liver metastasis. 
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1. 引言 

结直肠癌(Colorectal Cancer, CRC)是一种常见的消化道恶性肿瘤，全球发病率居第 3 位 [1]，是癌症死

亡的第二大原因，仅次于肺癌 [2]。CRC 可能与高脂血症、高蛋白、吸烟、低纤维饮食、饮酒等生活习惯
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有关 [3]  [4]，也与遗传有关 [5]。CRC 起病隐匿，临床症状不明显，20%的 CRC 表现为远处转移，最常见

的是肝和肺转移 [6]，且大多数 CRC 患者多在原发性肿瘤诊断后 5 年内发生远处转移 [7]，但其转移机制

并不明确，临床也缺乏预测 CRC 远处转移的分子标志物。随着基因芯片技术的发展，生物信息学可用于

从分子水平揭示肿瘤的发生发展机制。目前一些常用的生物信息学数据库被用来挖掘 CRC 潜在的分子标

志物 [8]  [9]  [10]，但 CRC 肝转移相关生物信息学分析报道较少。GEO 数据库收录了世界各研究机构提供

的测序数据，是常用的生物信息学分析数据库 [11]。本研究从 GEO 数据库基因芯片中筛选出正常结直肠、

CRC 及 CRC 肝转移组织之间的差异表达基因(Differentially Expressed Genes, DEGs)，进行功能和通路分

析，并分析关键基因的表达及其与患者预后的相关性，以期为进一步研究 CRC 肝转移发生发展的分子机

制提供一定基础。 

2. 材料和方法 

2.1. 数据获取 

在 GEO 数据库(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo)检索公开发表的基因芯片数据集，纳入标准：1) 芯
片样本组织来源为人类；2) 芯片数据类型为基因表达谱数据；3) 筛选样本中包含正常结肠、CRC 以及

CRC 肝转移组织对照的序列。最终选取了数据集 GSE49355，含有 18 个正常结直肠组织样本、20 个 CRC
样本、19 个 CRC 肝转移样本。利用在线工具 GEO2R 对上述数据集中的 DEGs 进行筛选。 

2.2. 差异表达基因的识别 

利用 GEO 数据库提供的在线分析工具 GEO2R 下载差异表达的基因数据，以差异倍数|logFC| > 1.2、
P < 0.05 作为差异基因的筛选条件，并利用在线工具 Draw Venn Diagram  
(https://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn)绘制维恩图。 

2.3. 绘制差异表达基因热图 

使用 Hiplot (https://hiplot.com.cn/)分别对 CRC 和正常结直肠组织的 DEGs (差异表达基因集 A)以及

CRC 与 CRC 肝转移之间的 DEGs (差异表达基因集 B)进行热图绘制。 

2.4. 功能富集分析 

利用注释可视化和集成发现数据库(DAVID) (https://david.ncifcrf.gov/)对两个数据集共有的 DEGs 进

行基因本体论(Gene Ontology, GO)和京都基因与基因组百科全书(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, 
KEGG)的功能富集分析。GO分析包括细胞成分(Cellular Component, CC)、生物过程(Biological Process, BP)
和分子功能(Molecular Function, MF)。 

2.5. 蛋白相互作用分析 

将筛选的两个数据集共有的DEGs信息输入STRING数据库(http://string-db.org/)评估他们之间的功能

关联，构建蛋白质–蛋白质相互作用(PPI)网络，并通过 Cytoscape_v3.9.1 得到 PPI 网络图，并根据

CytoHubba 插件，用 MCC 算法识别 Hub 基因。 

2.6. 关键基因的统计和生存分析 

使用 R 软件(version 4.2.2, https://www.r-project.org/)分别对 Hub 基因在正常结直肠、CRC 以及 CRC
肝转移组织中的表达情况进行箱式图的绘制，再通过 GEPIA 网站(https://gepia.cancer-pku.cn/)分析 Hub 基

因与患者预后的相关性。 
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3. 结果 

3.1. GEO 数据库差异表达基因筛选结果 

 
(a) 

 
(b) 

Figure 1. Heat maps of differential gene expression: (a) Differential gene expression heat map of CRC and normal colorectal 
tissues; (b) Differential gene expression heat map of CRC and CRC liver metastasis 
图 1. 差异基因表达热图：(a) CRC 和正常结直肠组织的差异基因表达热图；(b) CRC 与 CRC 肝转移的差异基因表达

热图 
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Figure 2. Venn diagram of gene intersection 
of two data sets 
图 2. 两个数据集基因交集韦恩图 

 
利用 GEO2R 对基因芯片 GSE49355 分析后，分别得到 CRC 和正常结直肠组织之间的 DEGs (差异表

达基因集 A)以及 CRC 与 CRC 肝转移组织之间的 DEGs (差异表达基因集 B)。基因集 A 中存在 1394 个基

因，基因集 B 中存在 125 个基因，分别筛选出这两个基因集中差异性排名前 100 的基因及其相关数据，

绘制热图(图 1(a)~(b))。由韦恩图显示，两个差异表达基因集间重叠的 DEGs 有 29 个(图 2)。 

3.2. GO 富集分析与 KEGG 信号通路富集分析 

 
(a) 
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(b) 

Figure 3. GO analysis of overlapping differentially genes: (a) Column chart; (b) Bubble chart 
图 3. 重叠差异基因 GO 分析：(a) 柱状图；(b) 气泡图 

 

 
(a) 
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(b) 

Figure 4. KEGG analysis of overlapping differentially genes: (a) Column chart; 
(b) Bubble chart 
图 4. 重叠差异基因 KEGG 分析：(a) 柱状图；(b) 气泡图 

 
通过 GO 分析重叠的 DEGs 的生物学过程可能主要富集在以下几个方面：生物学过程可能主要富集

在补体激活、正向调节多肽酶活性、替代途径、雌激素代谢过程、甘油三酯代谢过程、蛋白质复合体组

装的正向调节、正向调节内源性细胞凋亡信号通路等。细胞学组分主要定位于血液微粒以及细胞外周。

分子功能富集于多肽酶激活剂活性、CXCR 趋化因子受体结合、细胞外基质结合、趋化因子活性、伴侣

结合、金属内肽酶活性、受体结合等(图 3)。KEGG 信号通路的富集分析显示，DEGs 主要富集于补体和

凝血级联、IL-17 信号通路、类风湿性关节炎、药物代谢细胞色素 P450、细胞色素 P450 对外源物质的代

谢、肿瘤坏死因子信号通路等(图 4)。 

3.3. 蛋白质相互作用分析 

 
(a) 
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(b)                                      (c) 

Figure 5. PPI network diagrams: (a) PPI network diagram of differentially expressed genes; (b) Hub genes; (c) Core subset 
with MCODE score > 5 
图 5. PPI 网络图：(a) 差异表达基因的蛋白相互作用的网络图；(b) Hub 基因；(c) MCODE 分数 > 5 的核心子集 
 

将重叠的 29 个基因信息输入 STRING 数据库评估其功能关联，构建蛋白质–蛋白质相互作用网络(图
5(a))，并利用 Cytoscape_v3.9.1 构建 PPI 网络图，根据 CytoHubba 插件，用 MCC 算法识别得到 Hub 基因

(图 5(b))，同时，根据 MCODE 插件，我们发现了一个 MCOD 分数 > 5 的核心子集，包括：SPP1、MMP1、
MMP3、CXCL1、CXCL5 (图 5(c))。 

3.4. Hub 基因在 CRC 肝转移组织、正常结直肠组织及 CRC 组织的表达 

结合基因芯片 GSE49355 的基因表达数据，利用 R 语言绘制 Hub 基因在 CRC 肝转移、正常结直肠

及 CRC 组织基因表达的箱式图，如图(图 6(a)~(e))所示：基因 SPP1、MMP1、MMP3、CXCL1、CXCL5 在

CRC 组织的表达高于正常结直肠组织，其中 SPP1 的表达量在正常结直肠、CRC 及 CRC 肝转移组织逐渐增

高，且 CXCL1 在 CRC 肝转移组织中的表达明显高于正常结直肠组织。上述结果提示，SPP1、MMP1、MMP3、
CXCL1、CXCL5 基因可能促进 CRC 的发生、发展，其中 SPP1 可能在 CRC 肝转移方面起重要作用。 
 

 
(a) 
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(b)                                          (c) 

 
(d)                                           (e) 

Figure 6. Expression box maps of Hub genes in CRC liver metastasis, normal colorectal tissues and CRC: (a) SPP1; (b) 
MMP1; (c) MMP3; (d) CXCL1; (e) CXCL5 
图 6. Hub 基因在 CRC 肝转移、正常结直肠组织、CRC 中的表达箱式图：(a) SPP1; (b) MMP1; (c) MMP3; (d) CXCL1; 
(e) CXCL5 

3.5. Hub 基因与 CRC 患者生存预后的关系 

用 GEPIA 数据库分析 5 个 Hub 基因的表达水平与 CRC 患者生存的关系。结果显示，SPP1 基因的高

表达与 CRC 患者较差的生存显著相关(P < 0.05) (图 7(a)~(e))。 
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(a) 

 
(b)                                 (c) 

 
(d)                                 (e) 

Figure 7. Relationship between expression of Hub genes and prognosis of CRC: (a) SPP1; (b) MMP1; (c) MMP3; (d) CXCL1; 
(e) CXCL5 
图 7. Hub 基因表达与 CRC 预后的关系：(a) SPP1；(b) MMP1；(c) MMP3；(d) CXCL1；(e) CXCL5 

4. 讨论 

作为常见的恶性肿瘤，CRC 的发病率和死亡率很高，其高复发率和肝转移是导致患者死亡的主要因
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素 [12]。基因芯片技术的广泛应用产生了大量的核心基因数据，其中大部分数据已经存储在公共数据库中。

因此，整合和重新分析这些数据集可以为新的研究提供有价值的线索。在本研究的 GO 分析结果中，发

现 DEGS 主要集中在血液微粒以及细胞外周中，并参与补体–凝血级联、IL-17 信号通路、TNF 信号通

路等信号转导途径。Zhang 等人 [13]的研究表明，补体凝血级联途径可能是 CRC 肝转移的关键信号通路。

已发表的数据表明，IL-17 可以诱导 CRC 的转移 [14]。这与我们的研究结果一致，或许可为研究 CRC 肝

转移的机制提供理论依据和新思路。 
我们根据蛋白质–蛋白质相互作用网络筛选出 5 个 Hub 基因：SPP1、MMP1、MMP3、CXCL1、CXCL5，

结合基因表达和预后分析，发现相较于正常结直肠组织，它们均在 CRC 组织中高表达，其中 SPP1 的表

达量在正常结直肠、CRC 及 CRC 肝转移组织逐渐增高，且其高表达水平与 CRC 患者较差的生存显著相

关。分泌磷酸蛋白 1 (SPP1)是一种磷酸化的富含唾液酸的细胞外基质蛋白，由 SPP1 基因编码 [15]，参与

前列腺癌 [16]、肺癌 [17]、卵巢癌 [18]、肾细胞癌 [19]、肝癌 [20]、乳腺癌 [21]等肿瘤的侵袭和转移。Xu 等

人 [22]的研究发现，SPP1 表达在 CRC 中显著上调，siRNA-SPP1 在结直肠癌细胞中波形蛋白表达下调，

E-钙粘蛋白表达上调。上皮间充质转化(EMT)异常与肿瘤的侵袭和转移明显相关，而下调 E-钙粘附素，

上调间充质标志物包括纤维连接蛋白、N-钙粘蛋白和波形蛋白是 EMT 在肿瘤转移中的潜在机制 [23]。因

此，认为 SPP1 可能通过激活 EMT 途径促进了 CRC 细胞的增殖和转移 [22]。Choe 等人 [24]发现，SPP1
的上调与CRC的低生存率有关。但目前关于 SPP1在CRC肝转移中的表达研究较少，还需要进一步研究。 

基质金属蛋白酶(MMP)是与癌症侵袭和转移相关的基因，MMP1 和 MMP3 均属于基质金属蛋白酶家

族，在多种肿瘤组织中高表达，在肿瘤进展及侵袭转移中发挥重要作用 [25]，MMP1 参与皮肤鳞癌 [26]、
食管鳞癌 [27]、头颈部鳞癌 [28]等肿瘤的进展，MMP3 则参与肝癌 [29]、乳腺癌 [30]等肿瘤的侵袭和迁移。

研究发现，一些中药成分可通过下调 MMP1 和 MMP3 的表达，从而抑制 CRC 细胞增殖和侵袭 [31]  [32]。
我们的研究表明，MMP1 和 MMP3 在 CRC 组织中的表达明显高于正常结肠组织。 

趋化因子是一类小细胞因子或信号蛋白，由肿瘤细胞、免疫细胞、白细胞等分泌 [33]。CXCL 作为趋

化因子家族的一大类组成部分，在肿瘤的增殖、侵袭、转移起到一定作用 [34]。研究发现，CXCL1 和 CXCL5
在 CRC 中高表达 [35]  [36]，并通过不同的机制促进 CRC 的进展和转移。此外，Wang 等人 [37]发现，CRC
细胞分泌的血管内皮生长因子刺激原发肿瘤相关巨噬细胞产生 CXCL1，从而招募 CXCR2 阳性的髓源性

抑制细胞形成转移前生态位，从而促进肝转移。在我们的研究中，CXCL1 在 CRC 和 CRC 肝转移组织中

的表达高于正常组织，也可以提示其可能具有促进 CRC 的进展和转移的能力。 

5. 结论 

本研究通过生物信息学分析方法挖掘公共数据，探索与 CRC 肝转移相关的差异表达基因，评价其在

CRC 肝转移发生发展中的意义。我们发现，SPP1、MMP1、MMP3、CXCL1、CXCL5 是关键基因，发挥

核心作用，它们可能通过补体和凝血级联、IL-17 信号通路途径影响 CRC 肝转移的发生。此外，CXCL1
在 CRC 肝转移中的表达明显高于正常结肠组织，SPP1 在正常结肠、CRC 及 CRC 肝转移组织逐渐增高，

并且其高表达与 CRC 的较差生存密切相关。识别这些核心基因并靶向其途径可能预防和治疗 CRC 肝转

移。尽管观察到了新的发现，但我们的研究仍有局限性。第一，除 SPP1 外，其他核心基因的表达水平与

CRC 患者的生存关系不显著，缺乏核心基因与肝转移癌患者的生存关系的分析。因此，提供更可靠的证

据需要基于更大样本量的综合生物信息学分析。第二，仅靠生物信息分析不能完全反映候选基因在结直

肠癌中肝转移的具体分子机制，需要进一步的实验室研究。 
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