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［摘 要］ 目的：通过生物信息学方法，分析长链非编码RNA（long no⁃codding RNA，lncRNA）MIR4713HG对结直肠癌（colorec⁃
tal cancer，CRC）进展及预后的作用，并进一步预测可能的分子机制。方法：从肿瘤基因组图谱（The Cancer Genome Atlas，TC⁃
GA）数据库下载CRC基因表达数据及临床数据，应用Perl及R软件对数据进行整理后筛选出差异表达的基因；进一步对差异

基因行生存、独立预后及临床病理相关性分析，选取相关性最强的差异基因作为目的基因；分析目的基因的表达与CRC不同

临床病理特征的相关性及对患者预后的影响；利用R软件对不同的临床病理特征行独立预后分析；最后，对目的基因行基因集

富集分析（gene set enrichment analysis，GSEA），并利用R软件分析目的基因与潜在靶基因的相关性，预测目的基因调控CRC进

展及预后可能的机制。结果：通过对基因表达数据进行分析获得7 866个差异表达基因；对差异基因行生存、独立预后及临床

病理特征相关性分析发现，MIR4713HG与CRC的生存预后及临床病理特征均显著相关。选取MIR4713HG作为目的基因，通

过 TCGA数据库发现MIR4713HG在CRC组织中显著高表达（P < 0.001）；MIR4713HG与CRC的分级、TNM分期具有相关性

（P < 0.05），而与患者的年龄无相关性（P=0.999）；独立预后分析提示患者预后与MIR4713HG、年龄、肿瘤分级、TNM分期相关

（P < 0.05），MIR4713HG及年龄可作为评价患者预后的独立风险因子。GSEA显示，MIR4713HG在 P53信号通路中被富集；

MIR4713HG与潜在靶基因的相关性分析显示，MIR4713HG与 BAK1、FAS具有相关性（|r|>0.25，P < 0.001）。结论：lncRNA
MIR4713HG可作为评价CRC进展及预后的靶标，其可能通过P53/BAK1/FAS信号通路发挥作用。
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［Abstract］ Objective：To analyze the role of long no ⁃ codding RNA（lncRNA）MIR4713HG in the progression and prognosis of
colorectal cancer（CRC）by bioinformatics methods，and further predict the possible molecular mechanisms. Methods：The gene
expression data and clinical data of CRC were downloaded from The Cancer Genome Atlas（TCGA）database. The data were analyzed
by Perl and R software，and the differentially expressed genes were screened. Further，the differential gene survival，independent
prognosis and clinicopathological correlation analysis were performed. The most relevant differential gene was selected as the target
gene. The correlation between the expression of the target gene and the different clinicopathological features of CRC and its influence
on the prognosis of CRC patients were analyzed. The independent prognosis analysis was performed on different clinicopathological
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结直肠癌（colorectal cancer，CRC）是消化系统

第二大恶性肿瘤，在肿瘤相关死因中居于第三位。

目前对于CRC尚缺少较早期的诊断手段，大多数患

者被诊断时已属晚期，失去手术等治愈性治疗的最

佳时机，致使其病死率较高［1］。我国每年约有新发

病例 37.6万，死亡病例 19.1万，其发病率和病死率

均保持上升趋势［2］。故此，寻找CRC进展及预后新

的分子靶点及探索其发生发展的机制对CRC的早

期诊断和治疗至关重要。

长链非编码 RNA（long no ⁃ codding RNA，ln⁃
cRNA）是一类长度大于 200 nt的非编码RNA分子，

曾被认为是RNA聚合酶Ⅱ转录的副产物，不具有生

物学功能。近年来许多研究表明，lncRNA以RNA
的形式调控蛋白编码基因在表观遗传调控、转录调

控及转录后调控等多种层面的表达水平，并参与转

录激活、转录干扰及癌基因活化等重要的过程。在

许多疾病中 lncRNA的表达异常，尤其在癌症中［3］。

通过对肿瘤基因组图谱（The Cancer Genome Atlas，
TCGA）数据库中的CRC基因表达数据进行分析发

现，lncRNA MIR4713HG与患者生存、预后及临床病

理均有显著相关性［4］，但尚缺乏MIR4713HG与CRC
的相关研究。

本研究利用Perl及R软件［5-6］对TCGA数据库中

的CRC基因表达数据及临床病理数据进行整理，分

析MIR4713HG在 CRC组织中的表达水平，与患者

临床病理特征的相关性，及对CRC进展及预后的作

用，进一步预测其可能的分子机制。

1 资料和方法

1.1 资料

本研究利用TCGA数据库下载CRC基因表达数

据；利用Perl软件完成数据的提取及整合，通过网站

（https：//www.perl.org/）下载安装；R软件完善的分析

包用于数据的分析及可视化，通过网站（https：//
www.r⁃project.org/）下载安装。

1.2 方法

1.2.1 筛选CRC组织与正常结直肠组织间差异表

达的基因

从TCGA数据库下载CRC基因表达数据（包含

41个正常结直肠样本，473个CRC样本），安装 Perl
软件提取在正常结直肠样本及CRC组织中共表达

的基因；安装R软件应用 limma包［7］删除重复基因并

进一步按| Fold Change | >2，P < 0.05的标准筛选在

CRC组织中差异表达的基因，将差异基因绘制热图

及火山图进行可视化。

1.2.2 筛选目的基因

从 TCGA下载CRC临床病理数据，利用 Perl软
件将临床病理数据与表达数据进行合并，应用R软

件 survival包批量筛选与患者生存、预后及临床病理

特征相关的基因；选取与生存、预后及临床病理均

显著相关的基因作为目的基因进行后续分析。

1.2.3 目的基因在CRC组织中的表达

应用Perl软件整理CRC基因表达数据，获得差

异基因表达矩阵（含有 55 269个基因）；应用R软件

BiocManager及 limma包提取目的基因表达数据并

利用 Perl软件提取目的基因在CRC组织及其对应

正常结直肠组织中的表达数据（共获得41对配对数

据）。应用R软件对目的基因表达数据及配对数据

进行可视化。

1.2.4 目的基因与临床病理特征相关性分析及生

存预后分析

利用 Perl软件将目的基因表达数据分别与年

features by R software. Gene set enrichment analysis（GSEA）enrichment analysis of the target gene was used to predict the possible
mechanism by which the target gene regulated the progression and prognosis of CRC. Results：By analyzing the gene expression data，
we obtained 7 866 differentially expressed genes. The correlation analysis of differential gene survival，independent prognosis and
clinicopathological features found that MIR4713HG was significantly associated with survival prognosis and clinicopathological
features of CRC. MIR4713HG was used as the target gene. MIR4713HG was found to be highly expressed in CRC tissues by TCGA
database（P < 0.001）. MIR4713HG was associated with CRC grade and TNM stage（P < 0.05），but no age correlation with patients（P=
0.999）. Independent prognostic analysis suggested that the prognosis was associated with MIR4713HG，age，tumor grade，TNM stage
（P < 0.05），MIR4713HG and age as independent risk factors for evaluating patient prognosis. GSEA enrichment analysis showed that
MIR4713HG was enriched in the P53 signaling pathway. Conclusion：The gene of lncRNA MIR4713HG can be used as a target for
evaluating the progression and prognosis of CRC，which may play a role through the P53 signaling pathway.
［Key words］ MIR4713HG；bioinformatics analysis；colorectal cancer；P53；progression；prognosis

［J Nanjing Med Univ，2020，40（08）：1149⁃1155］
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龄、性别、病理分级、TNM分期等临床病理数据及生

存时间合并；进一步应用R软件对临床病理特征进

行Wilcoxon秩和检验并作箱式图进行可视化，应用

R软件 survival程序包对目的基因进行生存分析并

作生存曲线进行可视化［8］。

1.2.5 临床病理特征的独立预后分析

利用Perl软件将临床病理特征与目的基因表达

进行整合后获得独立预后分析输入文件，利用R软件

（survival、survminer包）对输入文件进行单因素及多

因素Cox回归分析并对结果作森林图进行可视化［9］。

1.2.6 目的基因单基因富集分析

利用Perl软件准备目的基因的单基因富集分析

的表达数据集文件及表型数据文件，下载安装基因集

富集分析（gene set enrichment analysis，GSEA）软件

（http：//software.broadinstitute.org/gsea）及 Java 8运行

环境［10］；对目的基因进行KEGG通路富集分析，进一步

将富集结果以P < 0.05，FDR<0.25的标准筛选后利用

R软件（plyr、ggplot2、grid、gridExtra包）进行可视化。

1.2.7 目的基因与潜在靶基因的相关性分析

利用Perl软件提取目的基因相关信号通路中经

典信号分子的表达数据，通过R软件分析其与目的

基因的相关性并用散点图对分析结果进行可视化；

结果以线性相关系数（r）及P值表示［11］，0.1≤|r|≤1.0时
表示目的基因与潜在靶基因具有相关性，P < 0.05
表示统计结果有统计学意义。

2 结 果

2.1 筛选差异基因

按照差异基因的筛选标准，获得 7 866个差异

表达基因，结果以热图（图1A）和火山图（图1B）展示，

其中2 284个基因在CRC组织中低表达，5 582个基因

在CRC组织中高表达。

2.2 目的基因筛选

对差异基因进行生存、预后及临床病理相关性

过滤分析，结果显示共有 11个基因与生存、预后及

临床病理均相关（P < 0.05，表 1）。通过分析发现，

lncRNA MIR4713HG与生存及预后相关性显著，并

且与分级、TNM分期均有显著相关性。故此，选取

lncRNA MIR4713HG作为目的基因进行后续研究。

2.3 lncRNA MIR4713HG在结直肠癌中差异表达

进一步研究MIR4713HG在 TCGA数据库中的

表达，通过分析发现MIR4713HG在 CRC组织中显

著高表达（P < 0.001，图 2A）。此外，MIR4713HG在

41对配对CRC组织中也呈显著高表达（P < 0.001，

图 2B）。因此推测，lncRNA MIR4713HG可能参与

CRC发生发展。

2.4 lncRNA MIR4713HG 的表达与临床病理相关

性分析及生存分析

lncRNA MIR4713HG在CRC中显著高表达，其

可能作为一种癌基因影响结直肠癌的预后。为了

研究其对预后的影响，我们分析了不同临床病理特

征与基因的表达之间的关系（图 3）。结果显示，基

因MIR4713HG的表达与患者肿瘤分级、TNM分期

呈正相关（P < 0.05），与患者年龄无关（P=0.999）；生
存分析显示，基因MIR4713HG与患者生存相关（P=
0.001），高表达预示不良预后。由此推测，lncRNA
MIR4713HG可作为调节CRC进展并影响患者预后

的潜在靶标。

2.5 独立预后分析

为了进一步分析各临床病理特征对患者预后

的影响，我们对临床病理特征做了单因素及多因素
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图1 差异表达基因的热图（A）及火山图（B）
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图3 lncRNA MIR4713HG与临床病理特征相关性及生存分析

Figure 3 Correlation between lncRNA MIR4713HG and clinicopathological features and survival analysis
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图2 TCGA数据库中 lncRNA MIR4713HG在结直肠癌中的差异表达

Figure 2 Differential expression of lncRNA MIR4713HG in CRC in TCGA database
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表1 与生存、独立预后及临床病理特征相关基因的筛选结果

Table 1 Screening results of genes related to survival，independent prognosis and clinicopathological features

基因

MIR4713HG
AL360181.1
SIX2
ELFN1
CILP2
AGAP3
PPFIA4
RNF224
NOTCH3
AL645608.7
CHSY3

生存相关

0.000 6
0.002 3
0.000 0
0.003 1
0.001 6
0.008 8
0.001 1
0.000 1
0.031 0
0.000 0
0.024 5

独立预后

0.010 7
0.019 8
0.032 7
0.029 2
0.010 5
0.017 5
0.029 3
0.015 3
0.031 0
0.014 5
0.003 7

分级

0.001 1
0.014 3
0.014 6
0.048 3
0.009 0
0.001 7
0.013 7
0.054 4
0.041 2
0.320 9
0.045 9

年龄

0.772 7
0.555 6
0.565 5
0.674 6
0.519 3
0.796 1
0.199 8
0.442 6
0.790 9
0.458 2
0.824 0

性别

0.954 1
0.916 5
0.349 7
0.172 6
0.162 0
0.933 2
0.633 1
0.422 6
0.033 0
0.192 2
0.521 9

T
0.016 8
0.011 0
0.163 9
0.286 2
0.014 9
0.529 0
0.037 5
0.313 7
0.020 7
0.005 8
0.106 0

M
0.000 2
0.007 8
0.014 6
0.018 8
0.020 0
0.067 4
0.162 9
0.188 7
0.207 3
0.276 0
0.390 9

N
0.014 8
0.003 7
0.002 4
0.010 4
0.004 6
0.005 2
0.002 6
0.001 8
0.003 2
0.001 6
0.001 2

TNM分期

（P值）
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独立预后分析。单因素独立预后分析显示，

MIR4713HG、年龄、分级及TNM分期与患者预后相

关（P < 0.05，图 4A），患者性别与预后无关（P=
0.653）；多因素独立预后分析显示，MIR4713HG、年

龄可作为评价患者预后的独立危险因子（图 4B）。

结合以上研究结果认为，lncRNA MIR4713HG可作

为调节CRC进展及预后的潜在靶标。

2.6 lncRNA MIR4713HG单基因富集分析

为了探究MIR4713HG调节结直肠癌恶性进展的

机制，我们利用GSEA软件对MIR4713HG进行通路富

集分析。结果显示，MIR4713HG在P53信号通路中被

富集（表2，图5），可抑制P53信号通路的激活。根据已

知研究P53可抑制细胞生长、促进细胞凋亡及诱导细

胞分化，我们推测 lncRNA MIR4713HG可能通过抑制

P53信号通路激活进而调控结直肠癌进展。

2.7 lncRNA MIR4713HG 与潜在靶基因的相关性

分析

为了进一步分析MIR4713HG通过 P53信号通

路调控CRC进展可能的机制，我们利用Perl软件提

取P53相关分子在CRC中的表达数据并进一步通过

R软件分析与MIR4713HG的相关性。结果显示，

MIR4713HG 与 P53 信 号 通 路 中 的 BAK1、BAX、

BCL2、FAS 呈负相关（r=- 0.261、- 0.119、- 0.108、
-0.286，P均<0.001，图 6）。综合以上分析结果，ln⁃
cRNA MIR4713HG 可能通过抑制 P53/BAK1/BAX/
BCL2/FAS信号网络抑制细胞的凋亡调控结直肠癌

的发生发展。

3 讨 论

本研究通过对TCGA数据库中lncRNAMIR4713HG
的分析发现，lncRNA MIR4712HG可能作为一种癌

基因促进 CRC 的发生发展。进一步分析发现，

MIR4713HG在较高肿瘤分级及TNM分期晚期患者

中表达水平较高，并且高表达预示患者预后不良；

独立预后分析显示，MIR4713HG可作为评价患者预

后的独立危险因子。通过以上分析，推测 lncRNA

图4 单因素（A）与多因素（B）独立预后分析

Figure 4 Single⁃factor（A）and multi⁃factor（B）independent prognostic analysis
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1.395（0.642~3.030）
1.612（0.926~2.808）
1.868（0.651~5.360）
1.314（0.820~2.105）
1.547（1.056~2.268）

P value
＜0.001

0.870
0.401
0.091
0.245
0.257
0.025

age
genderMALE
stage
T
M
N
MIR4713HG

Hazard ratio
0.50 1.0 2.0 4.0

表2 lncRNA MIR4713HG单基因富集分析结果（部分）

Table 2 GSEA enrichment analysis results of lncRNA MIR4713HG（part）
通路名称

KEGG_BIOSYNTHESIS_OF_UNSATURATED_FATTY_ACIDS
KEGG_FRUCTOSE_AND_MANNOSE_METABOLISM
KEGG_AMINO_SUGAR_AND_NUCLEOTIDE_SUGAR_METABOLISM
KEGG_CYTOKINE_CYTOKINE_RECEPTOR_INTERACTION
KEGG_PROTEASOME
KEGG_GLYCOSYLPHOSPHATIDYLINOSITOL_GPI_ANCHOR_BIOSYNTHESIS
KEGG_P53_SIGNALING_PATHWAY
KEGG_GLUTATHIONE_METABOLISM
KEGG_ASTHMA
KEGG_PROXIMAL_TUBULE_BICARBONATE_RECLAMATION
KEGG_CYTOSOLIC_DNA_SENSING_PATHWAY
KEGG_VIRAL_MYOCARDITIS
KEGG_LEISHMANIA_INFECTION

富集分数

-0.613 1
-0.563 1
-0.528 4
-0.477 8
-0.699 2
-0.566 5
-0.456 4
-0.492 6
-0.685 6
-0.500 6
-0.419 7
-0.566 4
-0.588 2

校正富集分数

-1.734 0
-1.684 5
-1.671 8
-1.774 3
-1.713 5
-1.650 4
-1.653 0
-1.550 5
-1.676 4
-1.542 8
-1.512 8
-1.764 2
-1.731 5

P值

0.022 6
0.024 5
0.026 2
0.029 0
0.029 8
0.033 9
0.036 3
0.039 5
0.040 3
0.040 6
0.042 1
0.047 1
0.048 1
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图6 lncRNA MIR4713HG与BAK1、BAX、BCL2、FAS的相关性

Figure 6 Correlation between lncRNA MIR4713HG and BAK1，BAX，BCL2，FAS

图5 lncRNA MIR4713HG的通路富集分析

Figure 5 Pathway enrichment analysis of lncRNA MIR4713HG
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MIR4713HG参与调控结直肠癌的进展及预后。最

后，通过GSEA软件发现MIR4713HG高表达可抑制

P53信号通路的激活，MIR4713HG与P53信号通路中

的信号分子BAK1、BAX、BCL2、FAS呈负相关。

根据已有研究，P53是重要的肿瘤抑制途径与

人类半数的肿瘤有关，如肝癌、乳腺癌、膀胱癌、结

肠癌、前列腺癌等［12-16］。P53是一种肿瘤抑制基因，

可调节多种基因的表达，包括促进细胞凋亡，抑制

细胞生长、细胞周期进程，促进细胞分化等［17-19］。在

肿瘤中，P53发生基因突变转变为癌基因失去生长

抑制作用而促进肿瘤的发生发展。目前，对P53促
进细胞凋亡的功能研究进行得比较深入，激活P53
可通过外部和内部两个途径启动细胞凋亡；BAK1、
BAX、BCL2是内部途径启动凋亡相关分子，FAS是

外部途径启动凋亡相关分子［20- 21］。BCL2、BAK及

BAX均是BCL2家族中重要的细胞凋亡调节因子。

BCL2是细胞死亡的负向调节因子，通过与BAK及

BAX的相互作用调节肿瘤细胞的凋亡。BAK基因

具有广泛促进细胞凋亡的功能，可通过缓解BCL2
抑制细胞凋亡活性，从而促进细胞的凋亡。BAX的

过度表达可拮抗BCL2的保护效应而使细胞趋于死

亡。BAX 基因是人体最主要的凋亡基因，属于

BCL2基因家族，编码的BAX蛋白可与BCL2形成异

二聚体，对 BCL2产生阻抑作用。研究发现 BAX/

BCL2两蛋白之间的比例关系是决定对细胞凋亡抑

制作用强弱的关键因素。FAS是一种膜表面分子，

可促进多种人细胞系发生凋亡。在CTL细胞识别

靶细胞后，细胞表面表达的高水平 FASL与靶细胞

表面的FAS相互识别，通过FAS触发靶细胞内部的

凋亡程序，使靶细胞发生程序性细胞死亡［22］。

综上，我们发现MIR4713HG基因在结直肠癌组

织中高表达预示患者预后不良，并与临床病理显著

相关且可作为评价结直肠癌预后的独立风险因子；

同时，我们发现MIR4713HG基因过表达可抑制P53
信号通路的激活，并且与BAK1、BAX、BCL2、FAS呈
负相关。我们推测，MIR4713HG基因通过抑制P53
及其通路相关分子的激活导致其对细胞凋亡及细

胞增殖的调节失控促进结直肠癌的发生发展。本

研究应用生物信息学对MIR4713HG基因进行了深

入分析，虽然缺乏实验验证，但该分析结果可对结

直肠癌的实验研究提供一个重要的研究方向，有望

成为结直肠癌的诊断、治疗新的靶标。
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