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miR-203a-3p.1调控VCAN作为胃癌潜在
治疗靶点的生物信息学研究*

智鹏柯1,石 见2,周 博1,杨言通1,陈 晔1△

河南科技大学第一附属医院:1.胃肠肿瘤外科;2.神经内科,河南洛阳
 

471003

  摘 要:目的 采 用 生 物 信 息 学 技 术 探 讨 胃 癌 发 生 及 进 展 的 机 制。方法 采 用 GEO 分 析 数 据 集

GSE54129中胃癌组织标本与正常胃黏膜组织标本的差异表达基因(DEGs),然后用DAVID数据库对DEGs
进行富集分析,STRING构建蛋白质相互作用(PPI)网络,Cytoscape软件可视化,MCODE和cytoHubba筛选

关键基因,并在GEPIA数据库及胃癌组织标本中验证关键基因,之后用Target
 

Scan7.2数据库预测调控靶基

因的miRNAs。结果 共筛选出630个DEGs(305个上调基因及325个下调基因),富集分析结果提示DEGs
主要参与细胞外基质组织形成、蛋白质细胞外基质、肝素结合、化学致癌信号通路。进一步构建PPI网络,利用

Cytoscape7.2数据库进行可视化分析,最终确定3个关键DEGs,包括VCAN、IGFBP7、FSTL1。利用GEPIA
数据库验证关键DEGs,结果证实 VCAN在胃癌组织中高表达(P<0.05),并与胃癌患者的不良预后有关。
Target

 

Scan7.2数据库预测结果提示has-miR-203a-3p.1可与 VCAN
 

mRNA的3'UTR结合。结论 has-
miR-203a-3p.1调控的VCAN是胃癌潜在治疗靶点。
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Abstract:Objective The

 

bioinformatics
 

approach
 

was
 

adapted
 

to
 

explore
 

the
 

mechanism
 

of
 

gastric
 

cani-
nogenesis

 

and
 

progression.Methods The
 

differentially
 

expressed
 

genes
 

(DEGs)
 

between
 

gastric
 

cancer
 

and
 

normal
 

gastric
 

mucosa
 

were
 

identified
 

by
 

the
 

GEO
 

online
 

tool
 

from
 

the
 

microarray
 

dataset
 

GSE54129.The
 

en-
richment

 

analyses
 

of
 

DEGs
 

were
 

conducted
 

in
 

the
 

DAVID
 

database.After
 

the
 

protein-protein
 

interaction
 

(PPI)
 

network
 

was
 

constructed
 

by
 

STRING
 

online
 

database,the
 

visualization
 

was
 

performed
 

on
 

Cytoscape
 

software.The
 

hub
 

genes
 

was
 

identified
 

both
 

through
 

MCODE
 

and
 

cytoHubba,which
 

were
 

validated
 

by
 

the
 

GEPIA
 

database
 

and
 

gastric
 

cancer
 

tissue
 

samples.And
 

then
 

the
 

miRNAs
 

regulating
 

target
 

genes
 

were
 

predic-
ted

 

by
 

the
 

Target
 

Scan
 

7.2
 

database.Results In
 

total,there
 

were
 

630
 

DEGs
 

including
 

305
 

upregulated
 

genes
 

and
 

325
 

downregulated
 

genes.Function
 

enrichment
 

analysis
 

indicated
 

that
 

these
 

DEGs
 

were
 

mainly
 

involved
 

in
 

extracellular
 

matrix
 

organization,proteinaceous
 

extracellular
 

matrix,heparin
 

binding,chemical
 

carcinogenesis
 

signal
 

pathway.Through
 

analysis
 

of
 

data
 

from
 

the
 

PPI
 

network,three
 

hub
 

genes
 

were
 

certificated
 

by
 

Cyto-
scape

 

software
 

including
 

VCAN,IGFBP7,FSTL1.The
 

results
 

from
 

the
 

GEPIA
 

database
 

showed
 

that
 

VCAN
 

expressed
 

highly
 

in
 

gastric
 

cancer
 

tissues
 

(P<0.05)
 

and
 

associated
 

with
 

poor
 

prognosis
 

of
 

patients
 

with
 

gas-
tric

 

cancer.The
 

prediction
 

found
 

that
 

has-miR-203a-3p.1
 

might
 

play
 

a
 

crucial
 

role
 

in
 

VCAN
 

regulation
 

through
 

binding
 

3'UTR
 

of
 

VCAN
 

mRNA
 

on
 

the
 

Target
 

Scan7.2
 

database.Conclusion VCAN
 

regulated
 

by
 

has-miR-230a-3p.1
 

is
 

a
 

potential
 

target
 

of
 

therapy
 

for
 

gastric
 

cancer.
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  胃癌发病率位居我国恶性肿瘤第3位,其病死率

位居恶性肿瘤第2位[1]。我国胃癌患者被发现时
70%已为进展期,5年生存率仅30%[2]。目前,胃癌

的靶向治疗只有抗Her-2治疗,其在晚期胃癌中可延
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长中位生存时间2.7个月,但胃癌患者 Her-2阳性率

不足20%,大部分患者无靶向治疗机会[3]。因此,了
解胃癌发生和转移的分子机制,从而制订有效的诊断

和治疗策略至关重要。在过去的几十年中,随着微阵

列技术和生物信息学分析方法的广泛应用,越来越多

的肿瘤发生、发展过程中的差异表达基因(DEGs)和
功能通路被发现[4]。本研究通过生物信息学方法分

析GSE54129微阵列数据集筛选胃癌标本与正常胃

黏膜标本之间的DEGs,随后将DEGs导入基因本体

论(GO)和基因组百科全书(KEGG)进行通路富集分

析,然后构建蛋白质相互作用(PPI)网络并筛选关键

基因,最后进行验证并预测调控VCAN的上游 miR-
NAs,旨在了解胃癌发生、发展的分子机制,也为胃癌

的基因靶向治疗提供新思路和新途径。
1 材料与方法

1.1 芯片数据来源 搜索GEO(http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/geo/)数据库中关于人类胃癌标本的基

因芯片数据,选取并下载数据集GSE54129,芯片平台

为 GPL570(HG-U133_Plus_2)Affymetrix
 

Human
 

Genome
 

U133
 

Plus
 

2.0
 

Array,表达数据为expres-
sion

 

profiling
 

by
 

array,此芯片包含132份标本,其中

有111份为胃癌组织标本,21份为正常胃黏膜组织

标本。
1.2 数据处理 使用GEO数据库在线工具GEO2R
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/geo2r/)[5]分
析数据集GSE54129中正常胃黏膜组织标本与胃癌

组织标本的有效基因数据,之后将基因芯片数据集中

的探针名转化成基因名,排除重复及无名基因,以
adj.P<0.01且|log2FC|>2为标准筛选DEGs。
1.3 功能富集分析 DAVID(https://david.ncif-
crf.gov/)[6]提供了一套全面的基因功能注释工具,通
过对GO分析及KEGG通路的功能富集分析,以了解

DEGs背后的生物学含义。当FDR<0.05时可认为

差异有统计学意义。
1.4 PPI网络构建及功能模块分析 使用在线数据

库STRING(https://string-db.org/)[7]分析 DEGs
的PPI网络,并将得到的数据以.tvs格式导出,之后

导入Cytoscape软件[8]中构建可视化PPI网络,并使

用 MCODE插件对PPI网络进行聚类分析,将得到的

聚类基因再次导入DAVID数据库,进行富集分析。
1.5 关键基因筛选与验证分析 使用Cytoscape中

的cytoHubba软件选取关键基因,采用 MCC算法,
提取前10个基因,然后与 MCODE聚类分析得到的

degree>15的模块基因进行比对,得到重合的基因定

义为候选基因,之后利用在线数据库GEPIA(http://

gepia.cancer-pku.cn)[9]对候选基因在408份胃癌组

织标本与211份正常胃黏膜组织标本中的表达水平

进行对比分析,并绘制生存曲线,将与生存时间相关

的基因定义为关键基因。
1.6 组织标本RNA提取及实时荧光定量聚合酶链

反应(qRT-PCR)验证 分析30例未接受过术前新辅

助治疗的胃癌患者术后标本,其中男18例,女12例,
中位年龄58岁。手术标本离体后30

 

min内采集组织

标本,包括胃癌组织标本及正常胃黏膜组织标本(距
肿瘤边缘至少5

 

cm),并立即置于液氮中,保存于

-80
 

℃冰箱中。使用 Trizol试剂(碧云天生物技术

有限公司,中国)从组织标本中提取总RNA。然后,
加入反转录试剂及随机引物(Western

 

Biotechnolo-
gy)合 成cDNA。之 后,加 入sybr

 

greenⅠ后 进 行

qRT-PCR(Funglyn
 

Biotech,Canada)检测。反应参数

包括变性程序(95
 

℃下5
 

min),然后是40个循环(95
 

℃下15
 

s,65
 

℃下45
 

s)的扩增和定量程序。每份标

本都进行了一式三份的测试,每份标本都进行了熔解

曲线分析,以检查扩增的特异性。关键基因的引物序

列见表1。以同一 mRNA标本中关键基因与内对照

GAPDH的比值确定关键基因的表达水平。

表1  3个基因的qRT-PCR引物序列

基因 上游引物(5'-3') 下游引物(5'-3')

VCAN GTAACCCATGCGCTACATAAAGT GGCAAAGTAGGCATCGTTGAAA

IGFBP7 CACTGGTGCCCAGGTGTACT TTGGATGCATGGCAC
 

TCACA

FTSL1
 

CCCAGTTGTTTGCTATCAGTC
 

CAGTGTCCATCGTAATCAACCTG

1.7 VCAN 与 miRNAs关 系 预 测  为 了 了 解

VCAN与胃癌的发生、发展机制的关系,通过Target
 

Scan7.2(http://www.targetscan.org/)在 线 数 据

库[10]来预测VCAN上游的调控miRNAs。

2 结  果

2.1 胃癌组织与正常胃黏膜组织的DEGs 通过对

基因数据集GSE54129的分析,得到了630个DEGs,
包括305个上调基因和325个下调基因。使用DA-

VID数据库对630个DEGs进行GO分析和 KEGG
通路富集分析。GO分析主要从生物过程、细胞组成

及分子功能3个层面进行分析。DEGs参与的生物过

程主要包括细胞外基质组织形成、细胞黏附、内胚层

细胞分化、血管生成正调控、外源代谢过程等;细胞组

成分析结果表明DEGs大多参与蛋白质细胞外基质、
细胞外基质、细胞外区域、细胞外间隙、胞外体等组

成;分子功能分析提示这些基因主要在肝素结合、视
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黄醇脱氢酶活性、细胞外基质结构成分方面起作用。
KEGG通路富集分析结果表明,DEGs功能分析主要

涉及化学致癌信号通路、细胞色素P450的外源化合

物代谢信号通路、药物代谢-细胞色素P450信号通

路、视黄醇代谢信号通路和黏合斑信号通路。
2.2 DEGs的PPI网络分析 将630个DEGs输入

在线数据库STRING中,之后将所得的数据导入Cy-
toscape软件中,得到蛋白质共表达网络,然后利用插

件cytoHubba中 MMC算法找出前10位的基因为

TIMP1、FN1、IGFBP4、C3、FSTL1、APOE、SPP1、IG-
FBP7、CYR61、VCAN。
2.3 PPI功能模块分析 利用Cytoscape软件中的

MCODE插件对PPI网络进行聚类分析,分数最高的

模块被纳入。该模块包括41个功能基因,degree>15
的共19个,由高到低分别为C3、COL1A1、COL1A2、
COL4A1、COL4A2、CTGF、CXCR4、CYR61、FN1、
FSTL1、IGFBP4、IGFBP7、MMP2、SERPINE1、
SPARC、TGFB1、THBS1、THBS2、VCAN。然后将

它们导入DAVID数据库进行GO分析及KEGG
 

通

路富集分析,结果表明聚类基因参与的生物过程主要

包括细胞外基质组织形成、胶原分解代谢过程、炎性

反应、细胞黏附、中性粒细胞趋化性的正调控等;细胞

组成分析显示这些基因大多参与细胞外区域、细胞外

基质、细胞外间隙、蛋白质细胞外基质和内质网腔等

组成;分子功能的作用主要体现在细胞外基质结构成

分及肝素结合方面。KEGG通路富集分析结果表明,
DEGs主要参与细胞外基质受体相互作用、蛋白质消

化吸收和黏合斑等信号通路调节。
2.4 关键基因筛选及验证 将cytoHubba软件计算

得到的基因与 MCODE软件计算的degree>15的基

因进行比对,共得到5个候选基因,分别为 VCAN、
IGFBP7、FSTL1、FN1、C3。之后在 GEPLIA数据库

中对候选基因在408份胃癌组织标本和211份正常

胃黏膜组织标本中的表达水平进行分析,发现它们在

胃癌组织标本中均高表达,且差异有统计学意义(P<
0.05)。最后关键基因的生存曲线分析结果显示,在
胃癌组织中 VCAN、IGFBP7、FSTL1高表达组的生

存率明显低于低表达组,差异有统计学意义(P<
0.05),表明高表达的关键基因与患者的不良预后关

系密切,并且 VCAN高表达胃癌患者与不良预后的

关系更加密切。为了进一步验证生物信息学分析的

结果,采用qRT-PCR检测了30例胃癌患者配对的胃

癌组 织 和 正 常 胃 黏 膜 组 织 标 本 中3个 关 键 基 因

(VCAN、IGFBP7和FTSL1)的 mRNA水平,结果显

示3个关键基因在胃癌 组 织 中 均 明 显 上 调(P<
0.001),见图1。

 

  注:A、B、C分别为VCAN、IGFBP7和FTSL1的表达情况;正常胃黏膜组织与胃癌组织比较;*P<0.05。

图1  关键基因PCR结果分析

2.5 VCAN与 miRNAs相互作用预测结果 使用

Target
 

Scan7.2数据库预测出has-miR-203a-3p.1直

接参 与 VCAN
 

mRNA 的 3'UTR 结 合,has-miR-
203a-3p.1是VCAN转录后的调节因子。
3 讨  论

  胃癌是我国最常见的恶性肿瘤之一,全球大约

60%新发胃癌病例来自东亚,特别是中国[1]。目前,
尚缺乏胃癌早期诊断的敏感生物标志物,因此,许多

胃癌患者在被发现时已处于局部晚期或伴发肝、肺等

远处转移,从而失去临床治愈机会[10-11]。越来越多的

研究者将目光集中在寻找新的胃癌生物标志物上,期
待将其用于胃癌的早期诊断和复发预测[12]。

本研究采用生物信息学方法对GEO数据库中的

111份胃癌组织标本和21份正常胃黏膜组织标本的

基因数据集进行对比分析,发现共有630个DEGs,包
括305个上调基因和325个下调基因。为了进一步

了解DEGs的功能,本研究进行了GO分析和KEGG
通路富集分析,生物过程主要涉及细胞外基质组织形

成、血管生成正调控、细胞黏附等;细胞组成分析说明

这些基因基本参与蛋白质细胞外基质、细胞外区域、
细胞外基质等的组成;分子功能的变化主要集中在肝

素结合、视黄醇脱氢酶活性、细胞外基质结构成分。
KEGG通路富集分析主要涉及化学致癌信号通路等。
健康人体的血管网络生成于胚胎时期,成年后血管生

成处于内源性正调节和负调节的精确平衡中[13]。当

正调节加强时,则促进血管生成,参与肿瘤的发生。
聚类基因分析的结果显示,生物过程主要涉及细胞外

基质组织形成、炎性反应、细胞黏附等;KEGG通路主

要涉及细胞外基质受体相互作用、蛋白质消化吸收

等。以上结果与另一项关于胃癌关键基因的生物信

息学分析结果相似[14]。细胞外基质由胶原蛋白、蛋白

聚糖和糖蛋白组成。由跨膜分子介导的细胞外基质
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与上皮细胞之间的相互作用可直接影响细胞黏附、迁
移、分化、增殖和凋亡,这些生物过程在肿瘤的发生、
发展中都起到重要作用[15]。

通过PPI网络筛选的3个关键基因,在 GEPIA
数据库中验证后得到VCAN的高表达与胃癌患者不

良预后关系密切的结论,与SHEN等[16]的研究结果

一致。最近有研究结果提示VCAN可作为胃癌早期

诊断的标志物[17]。VCAN编码的蛋白质是大分子硫

酸软骨素蛋白聚糖,是细胞外基质的主要成分。该蛋

白参与细胞黏附、增殖、迁移和血管生成,并在组织形

态发生和维持中起关键作用[16]。既往研究发现,
VCAN在创伤修复组织和肿瘤组织中高表达,其中包

括肾癌、肝细胞癌、结直肠癌、胆囊癌、子宫内膜癌和

胃癌等恶性肿瘤,且与肿瘤的低分化率、高转移率及

不良预后关系密切[18-22]。miRNAs是由19~25个核

苷酸组成的短RNA分子,它能靶向结合mRNA的3'
UTR区域来调节靶基因的转录后沉默[23]。本研究还

预测了调控VCAN的转录后调节因子has-miR-203a-
3p.1。有研究表明,miR-203a-3p.1促进肝癌细胞增

殖和转移[21]。过表达
 

miR-203a-3p可抑制Barrett食

管细胞增殖[24]。miR-203a-3p通过抑制PDE4D的表

达促进结直肠癌细胞增殖、侵袭和迁移[22]。
综上所述,通过生物信息学方法分析确定了胃癌

的DEGs,之后的富集分析和PPI网络分析明确了

VCAN在胃癌中的表达明显升高,最后,预测了胃癌

中has-miR-203a-3p.1可调节 VCAN 的表达。has-
miR-203a-3p.1-

 

VCAN轴是胃癌治疗的潜在靶点。
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预后也越差。
本研究通过Pearson相关分析发现,在急性胰腺

炎患者外周血中ATG5与miR-30-5p水平呈负相关,
推测miR-30-5p、ATG5可能通过靶向调控关系共同

影响着急性胰腺炎患者的预后,但具体作用机制尚待

进一步证实。同时,本研究进行了生存分析,发现

ATG5低表达和 miR-30-5p高表达患者具有更高的

生存率,说明检测ATG5、miR-30-5p水平对急性胰腺

炎患者预后有一定评估价值,临床应密切关注高水平

ATG5和低水平 miR-30-5p患者,并及时干预,从而

减少急性胰腺炎死亡患者。
综上所述,miR-30-5p在急性胰腺炎患者中低表

达,ATG5在急性胰腺炎患者中高表达,且二者均与

急性胰腺炎患者病情严重程度及预后有关,是评估急

性胰腺炎患者预后的潜在标志物。
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