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!摘要"

!

目的"探讨炎症性肠病相关结肠癌患者的肿瘤组织及癌周组织的基因表达差异'方法"收集
!"#(

年
#

月至
(

月

经术后病理学确诊为结肠腺癌合并克隆恩病或溃疡性结肠炎
C

例患者的石蜡包埋组织!

;;U?

#%采用
K99,@786S7D1

W

平台对
C

例患者肿瘤组织和癌周组织进行测序"分析基因表达差异"并进行
U60>V6

4

功能分类和富集分析%采用炎症性肠癌动物组织进

行差异基因验证'结果"测序数据经过滤后"保存半年内的石蜡包埋组织标本的碱基含量分布及质量分布均符合分析要求"且

样品间数据具有可比性'肿瘤组织和癌周组织间的差异表达基因涉及的通路集中于免疫性疾病(感染性疾病(信号转导等"其

中富集最显著且包含差异基因最多的是原发性免疫缺陷相关通路'结论"炎症性肠病相关结肠癌的发生与免疫缺陷的关系最

密切"其次为感染和信号转导通路'
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癌症的形成是一个多因素(多步骤过程"慢性

炎症作为其中一个重要环节参与了
#"Z

"

!"Z

的

癌症发生"并与治疗反应密切相关+

#

,

'研究+

!

,证明"

炎症性肠病!

78<96@@60./
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3.V1927D16D1
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#是

某些结直肠癌发生发展的危险因素"包括溃疡性结

肠炎和克隆恩病'肠道炎症引起致癌突变进而导

致肠癌的发生'随着对恶性肿瘤炎症和免疫微环

境认识的进展"

K̂I

相关肠癌的基因组学特点及微
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生态菌群失调成为了目前研究的热点'

K̂I

所致肠道炎症的特点是中性粒细胞(巨噬

细胞和其他免疫细胞特异性聚集"并释放各种细胞

因子(自由基和蛋白水解酶等"从而建立一个肿瘤

形成所需的微环境+

C

,

'研究+

F

,发现"

K̂I

中细胞因

子和生长因子的表达谱与结直肠癌有相似之处"包

括肿瘤坏死因子!

E5;

#(白细胞介素
%#

!

K]%#

#(

K]%(

(

K]%#)

(

K]%!!

(

K]%!C

等'

K̂I

的另一个特点是

肠道菌群失调"如具核梭杆菌在结肠癌组织中富集

并发挥重要作用+

&

,

'但目前针对
K̂I

相关肠癌发

生的具体分子机制尚不清楚'

目前从炎症到肿瘤的基础和转化研究主要利

用动物模型+

(

,

"而缺乏人群长期随访结果'因此"本

研究采用
C

组
K̂I

相关结肠癌患者的肿瘤组织和

癌周组织进行二代测序"旨在探索炎症相关性肠癌

的基因组学特点"寻找并验证差异表达基因"并对

其富集的生物学功能进行分析'
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资料与方法

#*#

!

一般资料
!

!"#(

年
#

月至
(

月就诊我科因炎

症性肠病长期随访发现恶性结肠癌者
C

例"其中
#

例合并溃疡性结肠炎"

!

例合并克隆恩病'男性
!

例"女性
#

例"中位年龄
FF

岁'

!

例临床分期为
#

M

期"

#

例为
%

^

期'

C

例患者均符合以下条件$!

#

#按

\SJ

组织学分类标准"经病理学确诊为结肠腺癌

合并克隆恩病或溃疡性结肠炎%!

!

#于
!"#(

年
#

月

至
(

月行手术切除"具体时间分别为
!"#(

年
!

月

#(

日(

(

月
#

日(

(

月
#&

日%!

C

#手术标本行甲醛固

定(石蜡包埋"室温条件下保存"为尽量减少基因降

解和损伤"标本均于半年内进行二代测序%!

F

#手术

前未接受过放化疗%!

&

#既往接受过氨基水杨酸制

剂药物治疗"术前半年未接受激素或免疫抑制剂

治疗'

#*!

!

新一代测序及分析
!

取石蜡块内部组织"使

用切片机切割成
&

"

!"

(

@

切片"总量相当于
$"

(

@

'采用
M@37.8

*

L

L1:.T1/M99

EX总核酸提取试剂

盒提取
L5M

'用
I56D1

$

去除基因组
I5M

的污

染"用带有
J97

B

.

!

2E

#的磁珠富集真核生物
@L5M

%

加入打断试剂在
E>1/@.@7A1/

中适温将
@L5M

打

断成短片段"以打断后的
@L5M

为模板合成一链

:I5M

"然后配制二链合成反应体系合成二链"并使

用试剂盒纯化回收(黏性末端修复(

:I5M

的
Ct

末端

加上碱基)

M

*并连接接头"经片段大小选择后进行

U=U

扩 增'构 建 好 的 文 库 用
M

B

79180!#""

7̂.6869

4

H1/

和
M̂K+01

-

J81U9,DL169%E7@1U=L

+

4

D01@

质检"合格后使用
K99,@786S7+1

W

!"""

平

台进行测序'过滤掉低质量(接头污染以及未知碱

基
5

含量过高的数据"然后使用
.̂V071!

软件和

L+?X

软件计算基因表达水平'分析不同样品间

的差异表达基因"并根据
a?PP

注释结果及官方分

类"将差异基因进行功能分类和生物学通路富集

分析'

#*C

!

建立炎症性肠癌动物模型
!

采用
M̂]̂

&

:

品

系雄性小鼠"体质量
#$

"

!"

B

"

(

"

$

周龄"第
#

天腹

腔注射氧化偶氮甲烷!

MJX

#

#"@

B

&

Y

B

"予
CZ

右旋

葡聚糖硫酸钠!

I++

#自由饮用
#

周"后改为正常饮

水
!

周"如此循环
(

次'

#*F

!

L5M

抽提及
LE%U=L

检测
!

将动物肿瘤组

织和癌周组织剪成小块在液氮中磨成粉末"采用

ELKH.9

试剂提取组织内总
L5M

"测定纯度及浓度'

取
#

(

B

L5M

反转录成含
:I5M

的反应体系
!"

(

]

"稀释
#"

倍'每次取
!

(

]

'使用
+b̂ LP/118

进行
LE%U=L

反应'

=+E#

前引物为$

&t%==P=M=

=MEMEPEM==MMPE%Ct

"后引物为$

&t%=PE

MPME=E=PMMMPMP=M=MM%Ct

'

+;LUF

前

引物为$

&t%=M=MM=PPEPPEPPMEPEMM%

Ct

"后引物为$

&t%PEPPM=M=EPP=MMPMMP

MM%Ct

'

X+]5

前引物为$

&t%PE= MM= MMM

PPP=M=PMMMEP%Ct

"后引物为$

&t%MPPPEP

E=EMPPPEPE=EEE%Ct

'

ELKX!'

前引物为$

&t%PPMPM==M===MPMMPMMEEE%Ct

"后引

物为$

&t%PP=MPPE=MEEPE=MPMPEE%Ct

'

==]##

前引物为$

&t%EE=MP=PM=EMPMPM

P=EM=M%Ct

"后引物为$

&t%PMME==EP=M==

=M=EE=EE%Ct

'

]E;

前引物为$

&t%PEPPEP

E=E=PPMEPPMEMMP%Ct

"后引物为$

&t%PPP

=MPE=MPME==MEEE=E%Ct

'

)

%6:078

前引物

为$

&t%=PEPPP==P===EMPP=M==M%Ct

"后

引物为$

&t%EEPP=EEMPPPEE=MPPPPPP%

Ct

'

U=L

扩增程序$

'&p

预变性
#"@78

"

'&p

变性

#"D

"

("p

退火及延伸
!"D

"循环数为
F&

个'用

LE%U=L

仪自带软件分析"获得扩增产物的
=0

值"

结果采用
!

k

--

=0法来分析
@L5M

的相对表达量'

#*&

!

统计学处理
!

采用
+U++#!*"

软件"比较样

本间的基因表达量采用平均值的差异倍数!

<.92

:>68

B

1

#"倍数
%

!

倍且检验水准!

"

#为
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'在富
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集分析时"对
#

值进行误判率!

;IL

#校正"通常

;IL

$

"*"#

者视为显著富集'

;IL

是错误发现率

的简称"用于控制多重试验中的
$

型错误率'

:

!

结
!

果

!*#

!

采用
;;U?

标本进行测序的可靠性
!

各个样

本中质量值大于
!"

的碱基数目占总碱基数目的比

例!

d!"

#均大于
''Z

"碱基含量分布以及质量分布

均符合统计分析的要求'与参考基因组序列进行

比对后"每个样品的比对率均在
$"Z

左右"同时样

品间均匀的比对率表明样品间具有可比性'

!*!

!

差异表达基因检测
!

根据各个样品基因表达

水平结果"筛选出肿瘤组织和癌周组织间的差异表

达基因'结果!表
#

#显示$在肿瘤组织中的表达显

著上调的基因包括
=+E#

(

aLE$"

(

+;LUF

(

X+]5

等"显著下调的包括
+]=(M#'

(

SPI

(

==]##

(

]E;

等'

表
9

!

肿瘤组织*癌周组织前
9V

位的差异表达基因

基因
KI

基因名称 上调倍数 基因
KI

基因名称 下调倍数

!(&+ =+E! '"*&% #($$"( +]=&M!+ %)*"#

!(('$! aLE%$ "$*'& #$%! SPI )&*#)

&("( +;LU( !+*() &#'& ==]!! )!*&)

!$"#" X+]5 !%*$+ ($') ]E; )$*)%

"#&'$ ELKX"+ !&*+) ++#( U"Lb!( &&*)%

+!!'& KP;5! !&*$! "&(! P=P ''*$%

!#$! =J]!!M! !'*)) %#% =M+U' ('*!#

(#"$ XXU!! !'*## #'!" Q=SMK5 #&*((

#&"( K5Ŝ M !'*!$ '+")" M=?" #"*((

($)$ EM=+EI" !#*)& "!&+ ;M̂ U" "%*##

!*C
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采用动物组织验证差异表达基因
!

建立炎症

性肠癌动物模型后选择其中
(

个基因!

=+E#

(

+;LUF

(

X+]5

(

ELKX!'

(

==]##

(

]E;

#在动物组

织中进行
U=L

验证"结果表明除
X+]5

(

==]##

外

其他基因的表达趋势与测序结果一致!图
#

(图
!

#'

图
9

!

在炎症性肠癌动物组织中验证差异表达基因

!!

M

"

^

$小鼠癌周组织
S%?

染色"可见正常腺体结构%

=

"

I

$

MJX

&

I++

联合诱导小鼠
=M=

模型标本
S%?

染色"可见典型恶性表现"如腺体紧

密贴合(形成筛孔状(腺泡内可见坏死
*J/7

B

7869@6

B

87<7:607.8

$

.($

!

M

"

=

#"

."$$

!

^

"

I

#

图
:

!

!@F

验证差异表达基因

U=L

验证结果证实小鼠肿瘤组织和癌周组织
=+E!

(

+;LU(

(

ELKX"+

(

]E;

的表达趋势与测序结果一致

!*F

!

U60>V6

4

功能分类和富集分析
!

a?PP

生物

通路分类和富集分析显示"

K̂I

相关的肿瘤组织与

癌周组织间的差异表达基因共涉及
##!

个通路"其

中前
#"

位的通路如表
!

所示'富集最多的通路集

中于免疫性疾病(免疫系统感染性疾病和信号转导

等'其中"富集最明显且包含差异表达基因最多的

是原发性免疫缺陷相关通路!图
C

#'

#+#
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表
:

!

前
9V

位差异表达基因富集的通路

$

!

Z

#

序号 通路
具有通路注释的差异
表达基因 !

&*!$(

#

具有通路注释的
所有基因 !

&*""()"

#

#

值
5

值

!

原发性免疫缺陷相关通路
#(

!

#"*&+

#

")(

!

!*""

#

!*(#.!$

,#+

!*&!.!$

,#)

" K

B

M

产生的肠道免疫网络
!(

!

!#*(&

#

!'&

!

$*&+

#

!*''.!$

,!(

'*)+.!$

,!#

#

类风湿性关节炎相关通路
!(

!

!#*(&

#

"('

!

!*$+

#

)*&+.!$

,!"

!*$%.!$

,!$

( ;:

.

L

$

信号通路
!"

!

!!*'(

#

!%$

!

$*%

#

(*#+.!$

,!!

'*().!$

,!$

' 5;%

,

^

信号通路
!#

!

!"*'

#

"(!

!

!*$)

#

+*"&.!$

,!!

%*&(.!$

,!$

& ^

细胞受体信号通路
!"

!

!!*'(

#

"$&

!

$*+"

#

"*!!.!$

,!$

!*%".!$

,+

) ?̂

病毒感染相关通路
"!

!

"$*!+

#

+%$

!

(*#&

#

#*').!$

,+

"*"".!$

,%

%

钙离子信号通路
!(

!

!#*(&

#

(!#

!

!*%(

#

)*!#.!$

,+

(*"!.!$

,%

+

自然杀伤细胞介导的细胞毒作用
!"

!

!!*'(

#

#)(

!

!*&&

#

!*&'.!$

,)

)*(".!$

,)

!$ UK#a%MY0

信号通路
"!

!

"$*!+

#

!"($

!

'*'"

#

"*$".!$

,)

%*&%.!$

,)

图
;

!

!',BA'

5

功能富集图

!!

颜色代表
d

值!颜色越白值越大"越蓝值越小#"值越小代表富集结果越显著%点的大小代表差异基因数目!点越大代表数目越多"越小代

表数目越少#

;

!

讨
!

论

K̂I

是一种自身免疫紊乱导致的肠道慢性非特

异性炎症性疾病"是结直肠癌发生发展的重要危险

因素'据报道"防治
K̂I

的药物如氨基水杨酸(维

生素
I

等可能降低结直肠癌的发生风险+

)%$

,

'由于

缺乏长期随访的大规模前瞻性临床研究"目前关于

炎症性肠病所致结直肠癌的研究主要基于动物模

型'本研究采用回顾性的研究方式"对甲醛固定石

蜡包埋临床样本进行测序'考虑到在制备和储存

过程中"

;;U?

样品的
I5M

容易发生降解(损伤(分

子或生物学修饰"因此本研究仅回顾性分析了半年

内经手术切除的常温保存的石蜡标本'结果表明"

经数据过滤后"其碱基含量分布以及质量分布均符

合统计分析的要求且样品间具有可比性'因此"采

用
;;U?

标本进行测序具备一定的可靠性'研

究+

'%##

,证实"在新鲜组织难以获得的情况下"

;;U?

标本可以作为备选方案进行新一代测序'

本研究通过对
C

例炎症性肠病所致结肠癌患者

的肿瘤组织和癌周组织进行测序"发现两者间存在

上万个差异表达基因"涉及分子(细胞(生物过程等

各个方面'进一步分类和富集分析提示"这些差异

(+#
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基因主要与人类免疫缺陷性疾病和感染性疾病相

关'其次"信号转导(运输和代谢也起到重要作用'

5;%

,

^

(

UKCa%MY0

(钙离子(

^

细胞受体(

?̂

病毒感

染等传统信号通路也参与其中'本研究进一步总

结了差异倍数前
#"

位的基因"根据文献报道挑选了

(

个基因在炎症性肠癌动物模型的新鲜肿瘤组织和

癌周组织中进行了
U=L

验证'结果提示"除

X+]5

(

==]##

外"其他基因的表达差异趋势与测

序结果一致'据报道"分泌型卷曲相关蛋白
F

!

+;LUF

#作为
\80

信号通路的调节剂"参与细胞增

殖(分化(凋亡及肿瘤形成过程+

#!

,

%

X+]5

编码的间

皮素作为细胞黏附蛋白"在多种肿瘤中呈现过表

达+

#C

,

%人类宿主因子
ELKX

家族蛋白
ELKX!'

通

过抑制先天性免疫反应"从而促进鼻咽癌患者
?̂

病毒持续性感染+

#F

,

%肿瘤相关钙离子信号转换因子

!

!

EM=+EI!

#能够编码肿瘤相关性抗原"是一种参

与钙离子信号转换的细胞表面受体+

#&

,

'上述基因

的表达在
K̂I

相关肿瘤组织中均呈上调趋势'还

有一些下调的基因"例如
]E;

编码的乳酸转铁蛋白

作为非特异性免疫系统的重要部分"参与宿主防御

微生物感染(调节细胞生长和分化(阻止肿瘤形成

和转移+

#(%#)

,

"其表达下调可能参与炎症及肿瘤的

形成'

目前"炎症性肠癌动物模型一般采用致癌剂氧

化偶氮甲烷!

MJX

#&致炎剂葡聚糖硫酸钠!

I++

#方

法诱导'在炎症至肿瘤的不同阶段留取标本进行

基因组学(蛋白质组学的研究简单易行"但并不能

准确反映人类炎癌的特征'研究模型成为了限制

因素'随着三维培养的发展"利用患者的自身肿瘤

细胞"研究其与免疫细胞间的相互作用"并进行药

物筛选"能为实现个体化治疗提供基础'今后有待

收集新鲜的人类组织标本"进行前瞻性随机对照研

究或组织学分析"以验证本研究结论'
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