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Abstract
Objective:

Methods:
samples of adenomas during clinical colorectal surgery, and construct LncRNA differential expression pro�les using high-throughput

Results: Compared with normal tissue samples, colorectal adenoma tissue samples were screened for 219 signi�cantly differentially

Conclusion:
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目的：筛选结直肠腺瘤组织样本中具有差异表达的长链非编码RNA（ ，LncRNA），预测其靶基因，探
究靶基因的生物学功能及富集的信号通路。方法：收集临床结直肠手术中腺瘤新鲜样本，高通量测序技术构建LncRNA差
异表达谱，生物信息学技术筛选差异表达的LncRNA并进行靶基因预测，GO与KEGG富集分析分别预测靶基因的生物学功
能及富集的信号通路。结果：与正常组织样本相比，结直肠腺瘤组织样本中筛选出219个显著差异表达LncRNA（119个上
调，99个下调)。功能性分析表明：与结直肠腺瘤相关的GO条目1242条；KEGG富集的信号通路32条。结论：结直肠腺瘤
样本中差异表达的LncRNA可能通过靶向调控其靶基因参与调控多种生物学功能及结直肠腺瘤相关的信号通路，在结直肠
腺瘤形成过程中可能发挥重要作用。
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1 引言

结直肠癌（ ，CRC）作为一种常见的

消化道恶性上皮肿瘤，在全世界范围内严重威胁着人类的健

康。根据 2018年世界卫生组织发布的全球肿瘤流行病统计

数据（ ）结果显示结直肠癌的发病率在最

常见的癌症中居第三位，死亡率居第二位 [1]。根据中国的国

家癌症中心发表的《2015年中国癌症统计数据》结果显示，

在中国常见癌症中结直肠癌发病率排第五位，以腺癌居多，

并呈逐年上升趋势 [2]。然而，结直肠癌大多由腺瘤发展而来。

腺瘤被认为是癌前病变，具有较高的癌变风险 [3]。

最初，许多人假设腺瘤是结直肠癌的前体，长期以来

病理学家也观察到浸润性结肠直肠癌表面和邻近组织存在

腺瘤组织，二者存在一定的连续性。到 1958年，腺瘤会发

展成为癌这一假设被广泛接受，尽管最初还有很多争议。

1990年 Fearon和 Vogelstein通过对腺瘤的大量遗传学研究

和癌症研究巩固了腺瘤 -癌症假说，这些研究表明从小腺瘤
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到大腺瘤，再到高级别变化的腺瘤，再到浸润性癌，遗传异

常的数量逐渐增加。随后，相关研究表明，完整的结肠镜检

查和切除腺瘤可降低癌症的发生率 [4]，而且这种筛查程序现

在已成为常规。此外，结直肠腺瘤已被接受为结直肠癌发生

过程中基因事件的端点 [5]。

近年来，作为基因研究的热点，长链非编码 RNA

（ ，LncRNA）在多层次调控生物体

的基因表达，参与生物体内多种重要的生物学过程 [6]。

研究指出，LncRNA具有复杂的生物学功能与作用调控机

制，通过介导基因表达、转录、翻译以及组织分化等途

径调控基因表达，引起细胞功能紊乱、代谢失调，导致

多种疾病和癌症的形成 [7-8]。目前，有研究指出 LncRNA

在多种肿瘤发生过程中异常表达，参与调控肿瘤细胞的

增殖、迁移、侵袭与凋亡过程，在肿瘤发生发展中发

挥致癌或抑癌作用，是肿瘤发生的重要因素之一 [9-10]。

但是，LncRNA在结直肠腺瘤中作用机制的研究相对较少。

因此，对结直肠腺瘤发病机制的深入研究至关重要。我们

将高通量 LncRNA测序技术与生物信息学技术相结合，筛

选结直肠腺瘤组织样本与正常组织样本中显著差异表达的

LncRNA，对其进行靶基因预测，并对靶基因进行 GO功能

分析与 KEGG信号通路分析，预测差异表达的 LncRNA可能

具有的功能，深入探讨其对结直肠腺瘤发生发展的调控机制，

为结直肠腺瘤的临床研究提供数据与理论基础。

2 材料和方法

2.1 组织标本

结直肠管状腺瘤组织标本源于 2019年 6月—2019年

12月于中国云南省昆明市延安医院诊治的且经术后病理诊

断为结直肠低级别管状腺瘤（Ⅱ级）的患者，共计 3例。收

集患者腺瘤组织及腺瘤旁组织，取完立即放入液氮或 -80℃

冰箱保存。本研究已获得昆明市延安医院伦理委员会审批。

所有被采集的患者均签署了知情同意书。

2.2 主要试剂与仪器

RNA提取试剂盒（北京天根生物科技有限公司）、普

通 PCR与荧光定量 PCR相关试剂（宝生物工程（大连）有

限公司）、Nanodrop微量分光光度计（美国

公司）、Qubit荧光定量仪（美国 公司）、

Agilent2100生物芯片分析系统（美国 公司）。

2.3 实验方法

组织样本中 RNA的提取

依据试剂说明书的标准操作流程进行。采用 TRIzol总

RNA抽提试剂提取结直肠管状腺瘤组织标本及正常黏膜组

织标本的总 RNA，经电泳质检合格后纯化总 。而后，

经 Nanodrop微量分光光度计及 Agilent2100对其浓度进行测

定，合格的 RNA可用于后续测序实验。

高通量 LncRNA测序

对质检合格的 RNA构建 cDNA文库，按有效浓度及

目标上机数据量的需求进行 测序。通过 FASTQC

（v0.11.5）软件对原始数据进行质量评估，使用 Cutadapt

（v1.10）软件去除接头序列，再使用 Hisat2（v2.0.5）软件

将读序比对至基因组，使用 Stringtie（v1.3.3b）软件进行组

装。使用 R语言中 对 结直肠管状腺瘤组织标本及

正常黏膜组织标本的 LncRNAs的差异表达进行分析。基因

表达的差异用 P值和差异倍数（ ，FC）的对数（

FC）表示。设置参数 P＜ 0.05且 |log2FC|＞ 1为阈值，筛

选差异表达的 LncRNAs。对上述获得的 LncRNAs进行 GO

（ ）功能分析和 KEGG（

）通路分析。

2.4 统计学方法

实验数据采用 软件分析，结果以

平均数±标准差（x±s）表示，组间差异用单因素方差分析，

P＜ 0.05认为差异具有统计学意义。

3 结果

3.1 结直肠腺瘤组织样本与正常组织样本差异表达

基因

采用高通量 LncRNA测序技术对组织样本进行测序分

析，结果表明与正常黏膜相比结直肠腺瘤组织样本中共筛

选出 218个显著差异表达的 LncRNA，119个基因表达上

调，99个基因表达下调。按照 pval值排序列出了上、下调

各 Top10的差异表达 LncRNA（见表 1）；筛选出 488个显

著差异表达的mRNA，234个基因表达上调，254个基因表

达下调，按照 pval值排序列出了上、下调各 Top10的差异

表达 mRNA（见表 2）。并绘制了显著差异表达的 LncRNA

的火山图（见图 1）。

3.2 结直肠腺瘤组织样本与正常组织样本差异表达

的 LncRNA 靶基因预测

本研究中，采用 Trans靶基因预测原理根据 lncRNA同

mRNA的表达量相关性系数进行筛选取相关系数（correlation）

绝对值大于 0.95且 pval小于 0.01的 mRNA基因作为差异

LncRNA的靶向基因进行功能富集分析，进一步使用生物

统计学方法筛选出 5个与靶向 mRNA相关性最高的差异表

达的 LncRNA。其中，图 2是根据 LncRNA 和 mRNA 的

共表达关系建立了 共表达网络。具有最

多共同表达 mRNA 的差异 、

ENSG00000254510、ENSG00000176124、MSTRG.233559、

MSTRG.43129等是网络中最重要的 LncRNA，构成共表达

网络的核心调控模块。推测组织样本中极显著差异表达的

LncRNA可能通过与其靶基因之间相互调控发挥作用，从而

调控结直肠腺瘤的发生进程。

3.3 结直肠腺瘤组织样本与正常组织样本差异表达

LncRNA的靶基因GO分析

采用 GO功能注释方法分析显著差异表达的 LncRNA
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表 1 腺瘤与正常组织相关差异表达 LncRNA（Top10 列表，按 pval 值排序）

Gene baseMean Log2FC pval GeneName Up/Down

MSTRG.197328 1056.985 7.5236 7.90E-09 — up

MSTRG.145746 868.705 1.8487 9.96E-09 — up

ENSG00000261616 218.593 6.0251 1.71E-07 AC036108.3 up

MSTRG.31568 307.527 6.9058 3.46E-07 — up

MSTRG.84848 18.468 7.8124 5.27E-07 — up

ENSG00000259478 37.440 7.8658 6.50E-07 AC024651.1 up

MSTRG.216969 205.571 4.1053 8.69E-07 — up

MSTRG.230199 37.984 2.6797 3.11E-06 — up

MSTRG.31527 284.113 4.0074 3.63E-06 — up

MSTRG.185330 516.446 1.7182 4.63E-06 — up

ENSG00000226320 237.890 -5.2736 2.38E-13 LINC01811 down

MSTRG.146827 148.095 -8.0941 1.12E-11 — down

MSTRG.110080 135.720 -9.4315 1.41E-11 — down

MSTRG.9372 110.165 -7.6351 9.52E-11 — down

ENSG00000214039 108.864 -6.6196 4.03E-10 LINC02418 down

MSTRG.161726 109.605 -3.8878 3.37E-09 — down

ENSG00000233695 324.749 -2.2259 6.14E-08 GAS6-AS1 down

ENSG00000228742 87.350 -8.7949 7.52E-08 LINC02577 down

MSTRG.47150 29.760 -6.3399 1.01E-07 — down

ENSG00000262001 221.864 -2.2498 3.10E-07 DLGAP1-AS2 down

表 2 腺瘤与正常组织相关差异表达mRNA（Top10 列表，按 pval 值排序）

Gene baseMean Log2FC pval GeneName Up/Down

ENSG00000181072 470.093 7.4623 7.40E-12 CHRM2 up

ENSG00000130176 5774.454 6.0103 1.11E-09 CNN1 up

ENSG00000175084 22544.565 7.0886 2.78E-09 DES up

ENSG00000163017 19116.860 5.7144 6.19E-09 ACTG2 up

ENSG00000080224 111.390 7.2394 6.38E-09 EPHA6 up

ENSG00000034971 58.586 7.0468 1.22E-08 MYOC up

ENSG00000158246 211.246 5.1297 3.74E-08 TENT5B up

ENSG00000133392 77964.572 5.7723 4.48E-08 MYH11 up

ENSG00000075073 711.287 6.3742 5.51E-08 TACR2 up

ENSG00000089250 212.826 6.5082 8.38E-08 NOS1 up

ENSG00000003249 189.620 -3.0735 9.51E-07 DBNDD1 down

ENSG00000103888 1113.944 -5.2664 1.68E-42 CEMIP down

ENSG00000167767 191.319 -7.0340 7.87E-22 KRT80 down

ENSG00000062038 648.690 -6.0703 4.80E-16 CDH3 down

ENSG00000137673 540.289 -10.5303 2.11E-15 MMP7 down

ENSG00000149968 684.769 -6.1223 5.57E-15 MMP3 down

ENSG00000164379 144.819 -4.3702 1.21E-14 FOXQ1 down

ENSG00000178773 264.229 -5.8666 1.27E-14 CPNE7 down

ENSG00000165376 1121.813 -7.6839 4.16E-13 CLDN2 down

ENSG00000163347 734.814 -4.9649 1.71E-12 CLDN1 down
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（A）腺瘤组与正常组中差异表达 （B）腺瘤组与正常组中差异表达 mRNAs

注：X轴代表差异表达倍数的 log2值，纵坐标代表各个基因的经过标准化后的 P值。显著上调的基因（|log（差异倍数）|＞ 1）为红色标识，

显著下调的基因为蓝色标识，表达量没有变化的基因为灰色标识。

图 1 差异表达基因火山图

注：有黄色标记的为 LncRNA，有红色标记的为下调的 mRNA，纯绿色无标记的为上调的 mRNA。

图 2 差异 LncRNA 与其靶向mRNA基因的共表达网络

注：横坐标表示富集程度，纵坐标表示 GO条目。

图 3 差异 LncRNA 靶基因的GO功能富集条形图
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的靶基因富集的生物学功能。GO注释结果按照 pval＜ 0.05

的标准，共得到显著性富集的 1242个 GO条目，其中生

物过程（ ，BP）条目 955个，细胞成分

（ ，CC）条目 177个，分子功能（

function，MF）条目 110个。分别可视化了各个条目中，

GO项目的富集因子（ ）和富集显著性（见图 3）。

推测以上生物学功能的紊乱或异常可能引起结直肠腺瘤的

发生。

3.4 结直肠腺瘤组织样本与正常组织样本差异表达

LncRNA 的靶基因 KEGG分析

通过 富集分析以 q-value＜ 0.05为富集

显著性，将差异表达 LncRNA的靶向进行 KEGG通路的富

集，以明确 LncRNA调控的生物代谢和信号转导途径。差

异表达的LncRNA的靶基因共富集了32条信号通路（见图4、

表 3），其中信号通路 map04110、map04713、map04724、

map04141、map05206、map05032、map05200、map05217、

map04727、map04970，这些通路大多与结直肠腺瘤的发生

密切相关。推测在结直肠腺瘤中这些信号通路在不同程度上

发挥调控作用，影响结直肠腺瘤的发生发展。

3.5 差异 LncRNA 的靶基因的蛋白互作分析

以差异 LncRNA的靶向 mRNA基因在 STRING数据库

中进行蛋白互作分析，结果得到的 PPI网络中共包含 312个

节点（node）和 509条连线（edge），以最高置信度（0.9）

评估蛋白质之间的相互作用，去掉周边的散点，以不同颜色

的线和线的条数代表不同节点之间的相互作用类别，与某个

节点相连的节点和边越多，节点的价值也就越大，这些节点

在网络中可能处于较为核心的位置（见图 5）。

注：横轴表示样本分组名称，纵轴表示 KEGG生物学通路。每个点

表示该 KEGG条目的富集程度，颜色越趋近于红色表示富集程度越

高。每个点的大小表示富集到该 KEGG条目的基因的个数，点越大

表示富集到该 KEGG条目的基因越多，反之则越少。

图 4 差异 LncRNA 靶基因的 KEGG pathway 气泡图

表 3 显著差异 KEGG pathway 统计表

Name（通路名称） Map（序列号） p-val UpCount DownCount

map04110 6.57994E-08 37 12

map04713 1.06154E-05 22 6

map04724 1.80509E-05 23 7

map04141 3.20177E-05 39 10

map05206 4.96518E-05 26 9

map05032 7.67265E-05 19 5

map05200 9.89338E-05 76 34

map05217 0.000116362 9 9

map04727 0.000116952 16 8

map04970 0.000165305 16 6

注：Name：KEGG通路的描述信息；Map：KEGG数据库中通路唯一的编号信息；p-val：p 值；UpCount：上调的富集基因数；

DownCount：下调的富集基因数。
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注：标记为红色的节点在网络中处于核心的位置。

图 5 差异 LncRNA 靶基因的蛋白互作分析网络

4 讨论

结直肠腺瘤是最常见的结直肠腺癌的癌前病变，

约 有 90% 的 结 直 肠 癌 由 腺 瘤发 展 而 来 [11]。 但 是，

结直肠腺瘤的发病机制目前仍不完全清楚。因此，

进一步研究结直肠腺瘤的分子机制具有重要意义。

LncRNA 在 结 构 上 与 mRNA 相 似， 是 长 度 大 于

bp 的 非 编码 RNA 不 具 有编 码 蛋白 质的 功 能 [12-13]。

其可以在基因水平、转录水平、转录后水平等参与基因表达

的调控，与各种疾病的发生发展密切相关 [14]。长链非编码

RNA，不编码蛋白质，在生物体生长发育、生殖分化过程

中发挥重要作用，是目前生物学与医学的热点研究领域 [15]。

研究报道，LncRNA在表观遗传与基因表达过程中扮演重要

角色，参与细胞增殖、分化、凋亡进程 [16-17]。

LncRNA与其靶 mRNA的 3’非翻译区部分序列通过

互补配对的方式结合，调控靶 mRNA的表达，导致多种肿

瘤的发生，在一定程度上影响肿瘤细胞增殖，参与调控细胞

病变与癌症恶化过程，在肿瘤增生及患者生存期不同的病理

生理特点中发挥作用，表明 LncRNA可能作为潜在的癌症

诊断标记物 [18]。事实上，LncRNA在细胞内的功能还不完

全清楚，通过高通量测序技术对大量 LncRNA基因组信息

进行分析，研究 LncRNA和共表达 mRNA在肿瘤发生发展

中的作用。预测潜在的癌症相关 LncRNA有利于加速新的

肿瘤标记物的产生，推动肿瘤的临床研究与治疗。

有研究显示，与正常粘膜相比，PGM5在腺瘤和 /或腺

癌中下调。此外，他们还表明 PGM5是筛查大肠腺瘤的一

个指标 [19]。有学者通过代表性差别分析法发现长链非编码

RNA转录因子 CCAT-1（结肠癌相关转录因子 1）在结直肠

腺瘤、结直肠原位癌、结直肠癌侵袭边缘组织、结直肠癌淋

巴结转移瘤、结直肠癌肝转移瘤中呈逐级增强表达，而在正

常结肠、小肠组织内均无表达，表明 CCAT-1在结直肠腺瘤

的表达具有高度特异性，可作为结直肠腺瘤特异性标志物之

一 [20]。CCAT-1在结直肠腺瘤的表达，可作为结直肠腺瘤筛

检指标，具有重要临床意义。CCAT-1在结直肠腺瘤患者外

周血中高灵敏表达，可作为结直肠腺瘤无创筛检指标之一。

另有研究发现，CCAT-1与结直肠腺瘤的发生发展密切相关，

可能参与调控结直肠腺瘤 -癌序列 [21]，但需进一步研究明

确。Xu等 [22]发现 （人肺腺癌转移相关转录因子

1）的 3’端在结直肠癌细胞增殖、迁移和入侵的生物过程中

扮演了一个关键的角色，并可能参与调控结直肠腺瘤 -癌序

列。Graham等 [23]发现CNRDE（结直肠瘤形成差异表达基因）

在结直肠腺瘤早期就被激活，呈高度表达，具有高度敏感性

和特异性，在结直肠腺瘤 -癌序列中发挥重要作用。

LncRNAs作为一类特殊的 RNA分子以其广泛而复

杂的生物学作用参与调控肿瘤的发生发展。因此，阐明新

发现的 LncRNA与已知的 LncRNA在肿瘤形成过程中具

有的生物学功能，将有助于肿瘤的早期诊断和预后治疗。

本研究选用高通量 测序技术对结直肠腺瘤组织

样本与正常结直肠黏膜样本进行测序分析，分析发现了

LncRNA在两种组织样本中的差异表达，成功建立了结直

肠腺瘤相关的长链非编码 RNA差异表达谱。采用聚类分

析的方法对实验组与对照组差异表达基因进行研究，共筛

选出 218个显著差异表达的 LncRNA，119个基因表达上

调，99个基因表达下调。对结直肠腺瘤组织样本与正常组

织样本差异表达的 LncRNA靶基因预测，并建立 LncRNA-

共表达网络。发现前 5个具有最多共同靶向 mRNA

的差异 、ENSG00000254510、

ENSG00000176124、MSTRG.233559、MSTRG.43129 等

是网络中最重要的 LncRNA，构成共表达网络的核心调控

模块。推测组织样本中极显著差异表达的 LncRNA可能

通过与其靶基因之间相互调控发挥作用。对显著差异表达

LncRNA的靶基因进行功能性分析发现，结直肠腺瘤相关

的 GO条目有 1242条，其中生物过程（ ，

BP）955 条， 细 胞 成 分（ ，CC）177

条，分子功能（ ，MF）110条。差异表

达 LncRNA的靶基因主要参与蛋白酶体核心复合物，β亚

基复合物、wnt信号、离子型谷氨酸受体活性、mRNA3’-

UTR富含 AU的区域绑定、腺苷酸环化酶、异常生殖细胞

程序性死亡、内质网伴侣复合物等功能。 信号通路

富集分析结果指出，差异表达的 LncRNA的靶基因共富集

了 32条信号通路，其中信号通路 map04110、map04713、

map04724、map04141、map05206、map05032、map05200、

map05217、map04727、map04970这些通路大多与结直肠腺

瘤的发生密切相关，其中包括细胞周期、谷氨酸能突触、
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内质网蛋白加工、癌症通路、肿瘤中的 microRNA等信号通

路。推测在结直肠腺瘤中这些信号通路在不同程度上发挥调

控作用，影响结直肠腺瘤的发生发展。这些信号通路在其他

癌症发生发展中的作用机制已有报道，但其在结直肠腺瘤中

的报道相对较少。

因此，深入研究结直肠腺瘤发生进程中的生物学功能

变化与相关信号通路的作用机制，有利于更好的揭示结直肠

腺瘤的发病机制。本实验以结直肠腺瘤为材料通过高通量

测序基于生物信息学技术对结直肠腺瘤中差异表达 LncRNA

进行筛选，对其靶基因的功能进行预测，并未进行大量的实

验验证，在接下来的研究中还有许多问题有待解决。

此外，在下一步的研究中，将深入探讨测序结果筛选

出的极显著差异表达 LncRNA参与调控结直肠腺瘤发生发

展的具体调控机制，阐明其与靶基因的相互关系以及在结直

肠腺瘤相关的信号通路中发挥的作用，以期望为结直肠腺瘤

的早期筛查与预后治疗提供新的肿瘤标记物。
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