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基于TCGA数据库分析ANO1在结肠癌中的表达及临床意义*
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  摘 要:目的 研究ANO1基因在结肠癌中的表达情况,进一步分析ANO1对结肠癌患者生存及预后的

影响。方法 从癌症基因组图谱(TCGA)数据库获得结肠癌 mRNA表达谱数据和相应的临床信息,分析

ANO1的差异表达及其与临床病理因素的相关性;进一步探索ANO1表达量对结肠癌患者预后的影响,利用基

因集富集分析(GSEA)预测可能与ANO1密切相关的信号通路。结果 结肠癌肿瘤组织中ANO1相对表达量

明显高于癌旁组织(P<0.01);ANO1表达水平与N分期即淋巴结转移情况有关(P<0.05),与年龄、性别、肿

瘤分期,以及肿瘤是否突破肌层、是否存在远处转移均无相关性(P>0.05);ANO1高表达患者总生存期明显缩

短(P<0.05);Cox多因素分析可见年龄及 ANO1表达状态是结肠癌患者不良预后的独立影响因素(P<
0.05);ANO1高表达样本富集至钙离子信号通路、丝裂原活化蛋白激酶(MAPK)、WNT及多个癌症相关通路

等基因集。结论 ANO1在结肠癌肿瘤中高表达是患者不良预后的指标,且与淋巴结转移情况明显相关。
ANO1有望成为结肠癌重要的预后标志物。

关键词:ANO1; 结肠癌; TCGA数据库; 预后

中图法分类号:R735.3+5 文献标志码:A 文章编号:1672-9455(2021)07-0865-05

Analysis
 

of
 

the
 

expression
 

and
 

clinical
 

significance
 

of
 

ANO1
 

in
 

colon
 

cancer
 

based
 

on
 

TCGA
 

database*

ZHANG
 

Zhe,CHEN
 

Junjie,WU
 

Guanting,ZHI
 

Yin,CHEN
 

Guoliang,
DONG

 

Xiaoqiang△,HE
 

Songbing#

Department
 

of
 

General
 

Surgery,the
 

First
 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

Soochow
 

University,Suzhou,Jiangsu
  

215006,China
Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

influence
 

of
 

ANO1
 

gene
 

expression
 

on
 

survival
 

and
 

prognosis
 

of
 

colon
 

cancer
 

patients.Methods The
 

colon
 

cancer
 

data
 

set
 

was
 

downloaded
 

from
 

The
 

Cancer
 

Genome
 

Atlas
(TCGA)

 

to
 

obtain
 

the
 

ANO1
 

expression
 

profile
 

and
 

clinical
 

information.The
 

difference
 

of
 

ANO1
 

expression
 

and
 

its
 

correlation
 

with
 

clinical
 

pathological
 

factors
 

were
 

analyzed
 

to
 

elucidate
 

the
 

influence
 

of
 

ANO1
 

expres-
sion

 

on
 

the
 

prognosis
 

of
 

patients
 

with
 

colon
 

cancer.Gene
 

set
 

enrichment
 

analysis
 

(GSEA)
 

was
 

used
 

to
 

predict
 

the
 

regulatory
 

signaling
 

pathways
 

of
 

ANO1.Results The
 

expression
 

level
 

of
 

ANO1
 

mRNA
 

in
 

tumor
 

tissues
 

of
 

colon
 

cancer
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

in
 

para-carcinoma
 

tissues
 

(P<0.01).N
 

stage,also
 

referred
 

to
 

lymph
 

node
 

metastasis
 

correlated
 

with
 

ANO1
 

expression
 

level
 

(P<0.05),while
 

age,gender,tumor
 

stage,
muscularis

 

breakthrough
 

and
 

distant
 

metastasis)
 

were
 

not
 

correlated
 

(P>0.05).The
 

overall
 

survival
 

of
 

pa-
tients

 

with
 

high
 

ANO1
 

expression
 

significantly
 

shortened
 

(P<0.05).Cox
 

multivariate
 

analysis
 

showed
 

that
 

age
 

and
 

ANO1
 

expression
 

status
 

were
 

the
 

independent
 

factor
 

affecting
 

poor
 

prognosis
 

in
 

colon
 

cancer
 

patients
 

(P<0.05).GSEA
 

showed
 

that
 

high
 

expression
 

samples
 

of
 

ANO1
 

were
 

enriched
 

to
 

such
 

gene
 

sets
 

as
 

calcium
 

ion
 

signaling
 

pathway,MAPK,WNT
 

and
 

multiple
 

cancer-related
 

pathways.Conclusion ANO1
 

significantly
 

up-regulated
 

in
 

colon
 

cancer
 

and
 

correlated
 

with
 

lymph
 

node
 

metastasis.Its
 

high
 

expression
 

is
 

an
 

indicator
 

of
 

poor
 

prognosis
 

in
 

patients.ANO1
 

could
 

be
 

a
 

potential
 

prognostic
 

marker
 

of
 

colon
 

cancer.
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  结肠癌是最常见的消化道恶性肿瘤之一,在所有 癌症相关病死率中的排名仅次于肺癌[1],特别是已经
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发生远 处 转 移 的 晚 期 患 者,5年 生 存 率 更 是 不 足

10%,且近年来发病年龄呈现年轻化趋势[2]。结肠癌

具有高度异质性的特点,即使同一类型具有相似特征

的肿瘤也会出现不同的生物学行为。随着精准医疗

时代下全基因组测序技术的飞速发展,传统的诊疗手

段已经不能满足人们个体化治疗的需求。因此从分

子水平区分个体差异,探索肠癌相关特异性基因,是
完善结肠癌诊疗及预后评估体系的重要途径。

ANO1也被称为跨膜蛋白16A(TMEM16
 

A),是
钙激活的氯离子通道的分子基础,该基因定位于染色

体11q13,编 码 具 有 8 个 结 构 域 的 跨 膜 蛋 白[3]。
ANO1在体内各组织中广泛存在,参与不同的信号传

导途径,调节跨膜离子转运、细胞增殖、平滑肌收缩、
神经和心脏兴奋性等多种生理功能[4],近年来其在前

列腺癌[5]、头颈鳞癌[6]、食管鳞癌[7]、乳腺癌[8]等多类

肿瘤的进展中发挥作用也已有证实[9-10]。ANO1在胃

肠道间质瘤(GIST)中的显著表达,被作为GIST临床

诊断的特异性标志[11],而有关 ANO1在结肠癌中的

表达及其临床意义的报道相对少见。本课题组利用

癌症基因组图谱(TCGA)数据库研究了 ANO1在结

肠癌中的差异表达及其对患者预后的影响,旨在探讨

ANO1在结肠癌发生、发展中的意义,以期为精准医

疗下结肠癌的个体化诊疗提供新的方向。
1 材料与方法

1.1 数据材料收集 从 TCGA 数据库(网址:ht-
tps://portal.gdc.cancer.gov/)下载结肠癌数据集的

mRNA表达RNA-seq数据及临床数据,得到RNA-
seq研究样本共437例,纳入相关临床样本385例。
1.2 数据整理和基因差异分析 整理RNA-seq样

本并使用R语言进行归一化处理,同时对患者临床数

据进行筛选和整理,删除临床资料中失访及目标信息

不完整的病例。提取ANO1单基因样本及相对应的

临床资料样本,利用R语言 Wilcox.Test方法鉴别目

标基因在肿瘤和癌旁组织的表达差异。
1.3 ANO1与临床病理参数和预后的相关性分

析 根据ANO1表达数据由低至高排列,以表达量中

位数为界限分别定义高、低表达组,研究ANO1表达

与各临床病理参数的相关性。将各样本ANO1表达

量和生存信息结合,利用 Kaplan-Meier
 

Plotter在线

数据库对结肠癌数据集进行生存分析,进一步验证

ANO1的预后价值。
1.4 基因集富集分析(GSEA) 使用GSEA

 

3.0版

软件对应分析ANO1高表达组和低表达组对相关基

因集的影响。选用GSEA中c2.cp.kegg.V7.0.sym-
bols.gmt

 

规范化基因集,运用缺省加权富集统计方

法,每次分析对基因组进行1
 

000次排列。
1.5 统计学处理 统计学分析使用R3.6.1版本软

件。对ANO1基因在肿瘤组织和癌旁组织中表达量

的差异分析采用 R 语言 Wilcox.Test方法。采用

Kruskal.Test和Logistic回归方法分析基因表达与

临床特征的关系。结肠癌患者生存分析采用Kaplan-

Meier曲线联合Log-rank
 

检验,单因素和多因素分析
采用Cox回归模型。P<0.05为差异有统计学意义。
GSEA中将错误发现率(FDR)<0.05且P<0.05作
为显著性富集的判断标准。
2 结  果

2.1 ANO1在结肠癌肿瘤组织和癌旁组织中的表达

 对TCGA中ANO1在结肠癌癌旁组织(39例)和结
肠癌肿瘤组织(398例)中的相对表达量分析显示,在
肿瘤组织中,ANO1的表达量明显增高(P<0.01),
提示ANO1表达上调可能与结肠癌的发生有关。见
图1。

图1  ANO1在结肠癌肿瘤组织和癌旁组织中的表达

2.2 ANO1表达与结肠癌临床病理因素的相关性 
将398例结肠癌肿瘤样本ANO1

 

mRNA表达情况与
相对应的临床病理参数进行分析,结果显示ANO1的
表达与N分期即淋巴结转移情况有关,随着 N分期
的升高ANO1相对表达量递增(P<0.05),见图2。
Logistic回归分析结果显示,ANO1的表达量与患者
淋巴结转移情况相关(P<0.05),而与年龄、性别、分
期,以及肿瘤是否突破肌层、是否存在远处转移均无
明显相关性(P>0.05),见表1。

图2  ANO1相对表达量与N分期的相关性

表1  ANO1表达与结肠癌临床病理因素的相关性分析

项目 n
ANO1表达量

OR(95%CI)
P

年龄
 

(>60岁
 

vs.
 

≤60岁) 385 0.97(0.63~1.52) 0.912

性别(女性
 

vs.
 

男性) 385 1.12(0.83~1.50) 0.304

位置(肿瘤组织
 

vs.
 

癌旁组织) 437 3.17(1.56~7.01) 0.002

分期(Ⅲ期
 

vs.
 

Ⅰ期) 167 1.57(0.84~2.94) 0.160

突破肌层(有
 

vs.
 

无) 384 1.21(0.73~2.01) 0.457

远处转移(有
 

vs.
 

无) 340 1.26(0.70~2.29) 0.441

淋巴结转移(有
 

vs.
 

无) 385 1.67(1.12~2.58) 0.012

  注:OR 为比值比。
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2.3 ANO1
 

表达对结肠癌患者预后的影响 以

ANO1相对表达量中位数为界将结肠癌患者分为高

表达和低表达组,生存分析结果显示,ANO1高表达

和低表达患者1、3、5年生存率分别为0.83、0.70、
0.52和0.90、0.82、0.70,差异有统计学意义(P<
0.05),提示ANO1高表达可能与结肠癌的不良预后

有关,见图3。单因素Cox分析结果提示,年龄、T分

期、N分期、M分期及ANO1表达量能够影响患者总

体生存时间(P<0.05),而性别对预后情况并无明显

影响。将以上因素纳入Cox回归模型进行多变量分

析,结果显示,除年龄外,只有ANO1表达量是患者预

后的独立影响因素(HR=1.03,95%CI:1.00~
1.06,P=0.047)。见表2。

图3  ANO1表达量与结肠癌患者预后的关系

表2  影响预后参数的单因素和多因素分析

项目
单因素分析

HR 95%CI P

多因素分析

HR 95%CI P

年龄 1.03 1.01~1.06 0.018 1.04 1.01~1.06 0.004

性别 1.13 0.67~1.90 0.655 1.00 0.59~1.70 0.998

肿瘤分期 2.50 1.85~3.38 <0.001 1.71 0.73~4.03 0.220

T分期 2.93 1.74~4.92 <0.001 1.42 0.75~2.66 0.279

N分期 2.18 1.61~2.94 <0.001 1.19 0.71~1.99 0.518

M分期 5.22 3.06~8.91 <0.001 1.64 0.51~5.29 0.409

ANO1表达量 1.04 1.01~1.08 0.001 1.03 1.01~1.06 0.047

  注:HR 为风险比。

2.4 ANO1相关富集基因集 GSEA 结果显示,
ANO1高表达样本富集至钙离子信号通路和丝裂原

活 化 蛋 白 激 酶 (MAPK)、WNT、JAK/STAT、
HEDGEHOG、NOTCH

 

肠癌相关信号通路等基因

集;同时,ANO1对胰腺癌、前列腺癌等多个癌症通路

的激活亦有促进作用,提示ANO1高表达可能与肠癌

发生和进展密切相关。见表3。
表3  GSEA中ANO1相关富集基因集

富集通路 ES NES P FDR

癌症通路 0.555 2.223 0.002 <0.001

钙离子信号通路 0.573 2.214 <0.001 <0.001

WNT信号通路 0.507 2.113 0.002 0.002

JAK/STAT信号通路 0.555 2.111 <0.001 0.002

MAPK信号通路 0.505 2.051 0.002 0.002

胰腺癌通路 0.561 2.018 0.004 0.005

HEDGEHOG信号通路 0.581 2.017 0.002 0.005

前列腺癌通路 0.532 1.976 0.004 0.006

  注:ES为富集分数;NES为标准化富集分数;FDR为多重假设检

验矫正后的P 值。

3 讨  论

  结肠癌的发生是一个多基因共同参与的多阶段

复杂过程,涉及遗传学和表观遗传学相关分子表达的

改变,具有高度异质性[12]。结肠癌起病隐匿,多数患

者出现临床症状时已错过最佳的治疗时机。精准医

疗的时代背景下,医学研究者对于疾病的转归需要有

更深层次的认识,因此,从基因水平研究结肠癌的发

生、发展,以期获得更有效的预后标志物和治疗靶点,
是近年来结肠癌的研究热点。
2008年,CAPUTO 等[13]研究证实 ANO1是经

典的钙激活氯离子通道蛋白家族中的一员,肿瘤细胞

内外离子转运的异常对肿瘤细胞增殖和凋亡等活动

有重要影响,上皮细胞钙离子稳态被破坏及细胞膜表

面离子通道表达异常是诱导癌症进展的原因之一[14]。
ANO1所位于的人类染色体11q13

 

区域,其在多种上

皮组织来源癌症中发生扩增和该区域部分基因在相

关肿瘤发生、发展中的作用,已引起众多学者的关注。
ANO1通过其氯离子通道蛋白活性参与肿瘤细

胞增殖和侵袭,影响相关肿瘤的进展[15]。LIU等[16]

在前列腺癌的研究中,通过不同方法沉 默 内 源 性

ANO1可抑制肿瘤细胞增殖和转移,证明了ANO1在

前列腺癌肿瘤中过表达,并与肿瘤细胞增殖及高风险

转移密切相关,可作为前列腺癌诊断和预后的潜在生

物标志物。一项关于头颈鳞癌的研究表明,ANO1可

作为头颈鳞癌远处转移的标志物,是影响淋巴结转移

和晚期 分 期 的 因 素 之 一[17]。此 外,ANO1在 乳 腺

癌[8]、肺癌[18]等肿瘤中的促癌作用已被证实,ANO1过

表达有望成为肿瘤不良预后的标志物[19]。SUI等[20]关
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于ANO1与 结 肠 癌 关 系 的 研 究 发 现,敲 除 大 肠 癌

ANO1后可明显抑制肿瘤细胞的增殖。
本研究利用TCGA数据库进一步验证了ANO1

在结肠癌中的表达对预后生存的影响,结果发现肿瘤

组织中 ANO1表达明显高于癌旁组织,ANO1高表

达可促进淋巴结转移,与N分期相关。本研究结果与

AYOUB 等[17] 和 RODRIGO 等[21] 的 结 论 相 似。
ANO1过表达促进癌细胞增殖和淋巴结转移,从而增

加患者不良预后的可能性。在进一步的生存和预后

分析中可以看到,ANO1高表达结肠癌患者的远期生

存率显著下降,是不良预后的独立影响因素,进一步

说明ANO1基因可作为评价结肠癌患者临床预后的

指标。
恶性肿瘤的发生、发展往往受特定的信号转导通

路影响,钙离子和氯离子通路参与细胞凋亡,在癌症

发生和进展中发挥作用[22-23]。MAPK信号通路在肿

瘤的发生和进展中具有重要意义。通过自身氯离子

通道活性来激活和影响 MAPK细胞内信号传导通路

可能是ANO1参与调节结肠癌细胞增殖和转移的另

一 条 重 要 途 径[24]。此 外,ANO1 还 可 通 过 干 扰

CAMK、HEDGEHOG、EGFR等其他信号通路的活

动来影响癌细胞的生物学行为[19],部分结果在本研究

中也得到了验证。GSEA结果显示,ANO1高表达样

本除了在钙离子信号通路高度富集,同时也富集至

MAPK、WNT、JAK/STAT、HEDGEHOG、NOTCH
 

等肠癌相关通路等基因集,不仅如此,ANO1对前列

腺癌、胰腺癌、肾细胞癌、小细胞肺癌对多个癌症通路

的激活亦有促进作用。由此可以推测ANO1可以通

过对多条信号通路的调节影响多种肿瘤的发生和

进展。
综上所述,本研究利用TCGA数据库,通过生物

信息学分析,进一步证实了ANO1基因在结肠癌中高

表达且与患者淋巴结转移相关,是结肠癌患者不良预

后的标志物,补充了结肠癌的诊疗和预后体系。另

外,ANO1参与调节多条癌症相关信号通路有可能成

为结肠癌靶向治疗的新药物靶点,为精准时代下个体

化诊疗提供方向。本研究选择的数据库样本量较大,
数据库的可信度较高,但仍存在不足之处,因TCGA
数据库所提供的数据均为 mRNA水平,并不能完全

反映ANO1在蛋白水平的实际表达情况,后续本课题

组将结合病理免疫组织化学方法进一步研究和探讨

ANO1在结肠癌中的临床意义及其相关分子机制。
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