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ＣＯＬ５Ａ２在胃癌组织中的表达及其与患者预后的关系
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（青岛大学附属医院消化内科，山东 青岛　２６６００３）

［摘要］　目的　探讨Ⅴ型胶原蛋白α２（ＣＯＬ５Ａ２）基因在胃癌（ＧＣ）组织中的表达及与患者预后的关系。方法

使用Ｏｎｃｏｍｉｎｅ数据库分析ＣＯＬ５Ａ２基因在ＧＣ组织的表达；通过ｃＢｉｏＰｏｒｔａｌ数据库探寻ＣＯＬ５Ａ２基因突变情况；

利用Ｋａｐｌａｎ－Ｍｅｉｅｒ　Ｐｌｏｔｔｅｒ平台绘制ＣＯＬ５Ａ２ｍＲＮＡ表达水平与ＧＣ患者预后的生存曲线；使用ＧＥＰＩＡ数据库对

ＣＯＬ５Ａ２基因在ＧＣ中的表达及临床预后关系进行验证；采用ＧｅｎｅＭＡＮＩＡ数据库分析ＣＯＬ５Ａ２基因－基因互作

网络，并进行功能富集分析。通过实时定量聚合酶链反应（ｑＲＴ－ＰＣＲ）技术检测４种 ＧＣ细胞株（ＨＧＣ－２７、ＭＫＮ－
４５、ＢＧＣ－８２３和ＳＧＣ－７９０１）ＣＯＬ５Ａ２ｍＲＮＡ的表达水平；用小干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）抑制ＨＧＣ－２７细胞ＣＯＬ５Ａ２基因

的表达，将细胞分为转染ＮＣ　ｓｉ－ＲＮＡ的阴性对照组（ｓｉ－ＮＣ组）和转染ＣＯＬ５Ａ２ｓｉＲＮＡ的转染组（ｓｉ－１、ｓｉ－２和ｓｉ－３
组），最后通过ＣＣＫ－８和细胞克隆实验检测ＣＯＬ５Ａ２基因下调对ＧＣ细胞增殖的影响。结果　数据库分析显示

ＣＯＬ５Ａ２基因在ＧＣ组织中高表达，且与ＧＣ患者的肿瘤分期呈正相关；ｃＢｉｏＰｏｒｔａｌ数据库研究发现ＣＯＬ５Ａ２基因

在ＧＣ中的突变率为１０．３６％，并且ＣＯＬ５Ａ２基因突变组比非突变组总生存期更长；生存曲线分析表明高ＣＯＬ５Ａ２

ｍＲＮＡ表达与ＧＣ患者较差的临床预后显著相关；此外，通过 ＧｅｎｅＭＡＮＩＡ数据库探索发现ＣＯＬ５Ａ２基因与

ＣＯＬ５Ａ１、ＢＭＰ１、ＩＴＧＡ１等２０种基因互作调控，主要与细胞外基质受体交互、骨骼系统开发以及肽交联等有关。

ｑＲＴ－ＰＣＲ检测结果显示，ＣＯＬ５Ａ２ｍＲＮＡ在 ＨＧＣ－２７和 ＭＫＮ－４５细胞株中显著高表达；ＨＧＣ－２７细胞经过下调

ＣＯＬ５Ａ２基因表达后，与ｓｉ－ＮＣ组相比，ｓｉ－１和ｓｉ－２组的细胞增殖能力以及克隆形成能力均明显下降。结论

ＣＯＬ５Ａ２基因在ＧＣ组织和细胞中高表达，与患者的肿瘤分期和不良预后密切相关，ＣＯＬ５Ａ２基因突变患者预后

较好，且ＣＯＬ５Ａ２基因与细胞外基质受体交互、骨骼系统开发、肽交联等有关，下调ＣＯＬ５Ａ２基因的表达可抑制

ＧＣ细胞的增殖和克隆形成能力，因此ＣＯＬ５Ａ２基因有望成为治疗ＧＣ的潜在新靶点。

［关键词］　胃肿瘤；细胞系，肿瘤；胶原Ⅴ型；数据库，遗传学；数据库挖掘；基因表达；突变；细胞增殖；预后；生

物标记，肿瘤
［中图分类号］　Ｒ７３５．２；Ｒ３９４　　　　［文献标志码］　Ａ

ＥＸＰＲＥＳＳＩＯＮ　ＯＦ　ＣＯＬ５Ａ２ＩＮ　ＧＡＳＴＲＩＣ　ＣＡＮＣＥＲ　ＴＩＳＳＵＥ　ＡＮＤ　ＩＴＳ　ＰＲＯＧＮＯＳＴＩＣ　ＳＩＧＮＩＦＩＣＡＮＣＥ　ＸＵ　Ｓｈａｎ，ＺＨＡＮＧ　Ｘｕｅｌｉｎ，

ＴＩＡＮ　Ｚｉｂｉｎ 　（Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ　ｏｆ　Ｇａｓｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌｏｇｙ，Ｔｈｅ　Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ　Ｈｏｓｐｉｔａｌ　ｏｆ　Ｑｉｎｇｄａｏ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｑｉｎｇｄａｏ　２６６００３，Ｃｈｉｎａ）

［ＡＢＳＴＲＡＣＴ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏ　ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ　ｔｈｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｃｏｌｌａｇｅｎ　ｔｙｐｅⅤａｌｐｈａ　２（ＣＯＬ５Ａ２）ｇｅｎｅ　ｉｎ　ｇａｓｔｒｉｃ　ｃａｎｃｅｒ
（ＧＣ）ｔｉｓｓｕｅ　ａｎｄ　ｉｔｓ　ｐｒｏｇｎｏｓｔｉｃ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ．　Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｔｈｅ　Ｏｎｃｏｍｉｎｅ　ｄａｔａｂａｓｅ　ｗａｓ　ｕｓｅｄ　ｔｏ　ａｎａｌｙｚｅ　ｔｈｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ

ＣＯＬ５Ａ２ｇｅｎｅ　ｉｎ　ＧＣ　ｔｉｓｓｕｅ．Ｔｈｅ　ｃＢｉｏＰｏｒｔａｌ　ｐｌａｔｆｏｒｍ　ｗａｓ　ｕｓｅｄ　ｆｏｒ　ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ｏｆ　ＣＯＬ５Ａ２ｇｅｎｅ　ｍｕｔａｔｉｏｎ．Ｔｈｅ　Ｋａｐｌａｎ－Ｍｅｉｅｒ　Ｐｌｏｔ－

ｔｅｒ　ｗａｓ　ｕｓｅｄ　ｔｏ　ｄｒａｗ　ｓｕｒｖｉｖａｌ　ｃｕｒｖｅｓ　ｆｏｒ　ＣＯＬ５Ａ２ｍＲＮＡ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｌｅｖｅｌ　ａｎｄ　ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ　ｏｆ　ＧＣ　ｐａｔｉｅｎｔｓ．Ｔｈｅ　ＧＥＰＩＡ　ｄａｔａｂａｓｅ　ｗａｓ

ｅｍｐｌｏｙｅｄ　ｔｏ　ｖａｌｉｄａｔｅ　ｔｈｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ＣＯＬ５Ａ２ｉｎ　ＧＣ　ａｎｄ　ｉｔｓ　ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ　ｗｉｔｈ　ｃｌｉｎｉｃａｌ　ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ．Ｔｈｅ　ＣＯＬ５Ａ２ｇｅｎｅ－ｇｅｎｅ　ｉｎｔｅｒａｃ－

ｔｉｏｎ　ｎｅｔｗｏｒｋ　ｗａｓ　ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ　ｔｈｒｏｕｇｈ　ｔｈｅ　ＧｅｎｅＭＡＮＩＡ　ｄａｔａｂａｓｅ，ａｎｄ　ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ　ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｗａｓ　ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ　ｉｎ　ｔｈｅ　Ｍｅｔａｓ－

ｃａｐｅ　ｄａｔａｂａｓｅ．ｑＲＴ－ＰＣＲ　ｗａｓ　ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ　ｔｏ　ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ　ｔｈｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｌｅｖｅｌｓ　ｏｆ　ＣＯＬ５Ａ２ｍＲＮＡ　ｉｎ　ｆｏｕｒ　ＧＣ　ｃｅｌｌ　ｌｉｎｅｓ（ＨＧＣ－２７，

ＭＫＮ－４５，ＢＧＣ－８２３，ａｎｄ　ＳＧＣ－７９０１）．Ｓｍａｌｌ　ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ　ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）ｗａｓ　ｕｓｅｄ　ｔｏ　ｉｎｈｉｂｉｔ　ｔｈｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＣＯＬ５Ａ２ｇｅｎｅ　ｉｎ

ＨＧＣ－２７ｃｅｌｌｓ．Ｔｈｅ　ｃｅｌｌｓ　ｗｅｒｅ　ｄｉｖｉｄｅｄ　ｉｎｔｏ　ｎｅｇａｔｉｖｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ　ｓｉＲＮＡ－ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ　ｇｒｏｕｐ（ｓｉ－ＮＣ　ｇｒｏｕｐ）ａｎｄ　ＣＯＬ５Ａ２ｓｉＲＮＡ－ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ

ｇｒｏｕｐｓ（ｓｉ－１，ｓｉ－２，ａｎｄ　ｓｉ－３ｇｒｏｕｐｓ）．Ｔｈｅ　Ｃｅｌｌ　Ｃｏｕｎｔｉｎｇ　Ｋｉｔ－８ａｎｄ　ｃｏｌｏｎｙ　ｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ａｓｓａｙ　ｗｅｒｅ　ａｐｐｌｉｅｄ　ｔｏ　ｄｅｔｅｃｔ　ｔｈｅ　ｅｆｆｅｃｔ　ｏｆ

ＣＯＬ５Ａ２ｇｅｎｅ　ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ　ｏｎ　ＧＣ　ｃｅｌｌ　ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ．　Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｄａｔａｂａｓｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｓｈｏｗｅｄ　ｔｈａｔ　ｔｈｅ　ＣＯＬ５Ａ２ｇｅｎｅ　ｗａｓ　ｈｉｇｈｌｙ　ｅｘ－

ｐｒｅｓｓｅｄ　ｉｎ　ＧＣ　ｔｉｓｓｕｅ　ａｎｄ　ｗａｓ　ｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙ　ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｔｕｍｏｒ　ｓｔａｇｅ　ｏｆ　ｐａｔｉｅｎｔｓ　ｗｉｔｈ　ＧＣ．ｃＢｉｏＰｏｒｔａｌ　ｄａｔａｂａｓｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｆｏｕｎｄ　ｔｈａｔ

ｔｈｅ　ｍｕｔａｔｉｏｎ　ｒａｔｅ　ｏｆ　ｔｈｅ　ＣＯＬ５Ａ２ｇｅｎｅ　ｉｎ　ＧＣ　ｗａｓ　１０．３６％，ａｎｄ　ｔｈｅ　ｏｖｅｒａｌｌ　ｓｕｒｖｉｖａｌ　ｗａｓ　ｌｏｎｇｅｒ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｍｕｔａｔｉｏｎ　ｇｒｏｕｐ　ｔｈａｎ　ｉｎ　ｔｈｅ

ｎｏｎ－ｍｕｔａｔｉｏｎ　ｇｒｏｕｐ．Ｓｕｒｖｉｖａｌ　ｃｕｒｖｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ　ｓｈｏｗｅｄ　ｔｈａｔ　ｈｉｇｈ　ＣＯＬ５Ａ２ｍＲＮＡ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｗａｓ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ　ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｗｉｔｈ　ａ　ｐｏｏｒ

ｃｌｉｎｉｃａｌ　ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ　ｉｎ　ｐａｔｉｅｎｔｓ　ｗｉｔｈ　ＧＣ．Ａｃｃｏｒｄｉｎｇ　ｔｏ　ＧｅｎｅＭＡＮＩＡ　ｄａｔａｂａｓｅ　ａｎａｌｙｓｉｓ，ＣＯＬ５Ａ２ｉｎｔｅｒａｃｔｅｄ　ｗｉｔｈ　２０ｇｅｎｅｓ　ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ

ＣＯＬ５Ａ１，ＢＭＰ１，ａｎｄ　ＩＴＧＡ１，ｗｈｉｃｈ　ｗｅｒｅ　ｍａｉｎｌｙ　ｒｅｌａｔｅｄ　ｔｏ　ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ　ｍａｔｒｉｘ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ，ｓｋｅｌｅｔａｌ　ｓｙｓｔｅｍ　ｄｅｖｅｌｏｐ－

ｍｅｎｔ，ａｎｄ　ｐｅｐｔｉｄｅ　ｃｒｏｓｓ－ｌｉｎｋｉｎｇ．ｑＲＴ－ＰＣＲ　ｓｈｏｗｅｄ　ｔｈａｔ　ＣＯＬ５Ａ２ｍＲＮＡ　ｗａｓ　ｈｉｇｈｌｙ　ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ　ｉｎ　ＨＧＣ－２７ａｎｄ　ＭＫＮ－４５ｃｅｌｌ　ｌｉｎｅｓ．

Ａｆｔｅｒ　ＣＯＬ５Ａ２ｇｅｎｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｗａｓ　ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄ　ｉｎ　ＨＧＣ－２７ｃｅｌｌｓ，ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ　ａｎｄ　ｃｏｌｏｎｙ－ｆｏｒｍｉｎｇ　ｃａｐａｃｉｔｉｅｓ　ｗｅｒｅ　ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ

ｄｅｃｒｅａｓｅｄ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｓｉ－１ａｎｄ　ｓｉ－２ｇｒｏｕｐｓ　ｃｏｍｐａｒｅｄ　ｗｉｔｈ　ｔｈｅ　ｓｉ－ＮＣ　ｇｒｏｕｐ．

Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｔｈｅ　ＣＯＬ５Ａ２ｇｅｎｅ　ｓｈｏｗｓ　ｈｉｇｈ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｉｎ　ＧＣ　ｔｉｓｓｕｅ
ａｎｄ　ｃｅｌｌｓ，ａｎｄ　ｉｓ　ｃｌｏｓｅｌｙ　ｒｅｌａｔｅｄ　ｔｏ　ｔｕｍｏｒ　ｓｔａｇｅ　ａｎｄ　ｐｏｏｒ　ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ　ｏｆ

·６·



精准医学杂志２０２１年２月第３６卷第１期　Ｊ　Ｐｒｅｃｉｓ　Ｍｅｄ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ　２０２１，Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．１

ＧＣ　ｐａｔｉｅｎｔｓ．Ｐａｔｉｅｎｔｓ　ｗｉｔｈ　ＣＯＬ５Ａ２ｇｅｎｅ　ｍｕｔａｔｉｏｎ　ｈａｖｅ　ａ　ｂｅｔｔｅｒ　ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ．Ｔｈｅ　ＣＯＬ５Ａ２ｇｅｎｅ　ｉｓ　ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ　ｗｉｔｈ　ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ　ｍａ－

ｔｒｉｘ　ｒｅｃｅｐｔｏｒ　ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ，ｓｋｅｌｅｔａｌ　ｓｙｓｔｅｍ　ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ，ａｎｄ　ｐｅｐｔｉｄｅ　ｃｒｏｓｓ－ｌｉｎｋｉｎｇ．Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ　ｔｈｅ　ＣＯＬ５Ａ２ｇｅｎｅ　ｃａｎ　ｉｎｈｉｂｉｔ　ｔｈｅ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ　ａｎｄ　ｃｏｌｏｎｙ－ｆｏｒｍａｔｉｏｎ　ａｂｉｌｉｔｉｅｓ　ｏｆ　ＧＣ　ｃｅｌｌｓ．Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ，ｔｈｅ　ＣＯＬ５Ａ２ｇｅｎｅ　ｍａｙ　ｂｅ　ａ　ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　ｎｅｗ　ｔａｒｇｅｔ　ｆｏｒ　ｔｈｅ　ｔｒｅａｔ－

ｍｅｎｔ　ｏｆ　ＧＣ．
［ＫＥＹ　ＷＯＲＤＳ］　Ｓｔｏｍａｃｈ　ｎｅｏｐｌａｓｍｓ；Ｃｅｌｌ　Ｌｉｎｅ，ｔｕｍｏｒ；Ｃｏｌｌａｇｅｎ　ｔｙｐｅⅤ；Ｄａｔａｂａｓｅｓ，ｇｅｎｅｔｉｃ；Ｄａｔａｂａｓｅ　ｍｉｎｉｎｇ；Ｇｅｎｅ　ｅｘ－

ｐｒｅｓｓｉｏｎ；Ｍｕｔａｔｉｏｎ；Ｃｅｌｌ　ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；Ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ；Ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ，ｔｕｍｏｒ

　　胃癌（ＧＣ）是全球五大常见恶性肿瘤之一，也是
全球癌症相关死亡的三大原因之一［１］。每年中国

ＧＣ新发病例数达７０万，新增死亡病例数约５０万，

平均每天有１　３００多例ＧＣ患者死亡［２］。尽管目前

ＧＣ的诊断和治疗均取得了显著成效，但大多数患
者被发现时已是晚期或已发生转移，ＧＣ患者的５
年生存率仍不足１０％［３］。因此，探索ＧＣ诊断和预
后的精准生物标志物十分必要。

Ⅴ型胶原蛋白α２（ＣＯＬ５Ａ２）属于Ⅴ型胶原蛋
白家族的一个亚型，是一种具有调节作用的纤维胶
原，在原纤维的形成和肿瘤浸润转移的过程中起重
要作用［４－６］。胶原蛋白超家族由２８种不同类型的胶
原组成，是细胞外基质的主要组成部分，占人体总蛋
白的３０％，对维持细胞正常的内稳态至关重要［７］。

而细胞外基质是肿瘤微环境发生的关键，故近年来
各类胶原蛋白在肿瘤中的作用受到了广泛关注。研
究显示，ＣＯＬ５Ａ２基因与膀胱癌、食管癌、结直肠癌
以及胰管腺癌等的发生发展具有密切的关系［８－１１］。

ＷＡＮＧ［１２］利用芯片数据和网络插件筛选与 ＧＣ相
关的差异表达基因，鉴定出ＣＯＬ５Ａ２基因是ＧＣ中
的一个关键基因。之后，ＷＥＩ等［１３］通过加权相关网
络和机器学习方法发现ＣＯＬ５Ａ２基因是 ＧＣ的不
良预后因素。但上述相关研究只停留在基因网络宏
观层面，没有具体明确ＣＯＬ５Ａ２基因在ＧＣ组织或
细胞中的表达水平、突变情况以及可能参与的生物
学过程。本研究通过对肿瘤芯片数据库的挖掘和体
外ＧＣ细胞功能实验的研究，全面分析ＣＯＬ５Ａ２基
因在ＧＣ组织中的表达及其与患者预后的关系，探
讨ＣＯＬ５Ａ２基因在ＧＣ中可能发挥的功能，并评估
其作为ＧＣ诊断和预后生物标志物的潜力。

１　材料和方法

１．１　利用Ｏｎｃｏｍｉｎｅ数据库分析ＣＯＬ５Ａ２基因表
达水平

登录 Ｏｎｃｏｍｉｎｅ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｏｎｃｏ－
ｍｉｎｅ．ｏｒｇ／）［１４］检索ＣＯＬ５Ａ２基因在不同肿瘤类型
中的表达。数据设置的筛选条件如下：①基因为

ＣＯＬ５Ａ２；②数据比较类型为肿瘤组织与正常组织；

③临界值设定范围为Ｐ＜０．０００　１，差异表达级别＞
２，基因排序为前１０％。在以上条件的基础上检索

ＣＯＬ５Ａ２基因在ＧＣ中的表达，限定条件为：①肿瘤
类型为ＧＣ；②数据类型为ｍＲＮＡ；③样本类型为临
床标本。

１．２　利用ｃＢｉｏＰｏｒｔａｌ数据库分析 ＧＣ中ＣＯＬ５Ａ２
基因的突变情况

在ｃＢｉｏＰｏｒｔａｌ数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｃｂｉｏｐｏｒ－
ｔａｌ．ｏｒｇ／）［１５］当中，选择“Ｓｔｏｍａｃｈ　Ａｄｅｎｏｃａｒｃｉｎｏｍａ
（ＴＣＧＡ，Ｆｉｒｅｈｏｓｅ　Ｌｅｇａｎｃｙ）”数据集，选择“带有

ｍＲＮＡ数据（ＲＮＡ　Ｓｅｑ　Ｖ２）”的病例集，输入基因名
“ＣＯＬ５Ａ２”，分析其在 ＧＣ中的突变情况。在此基
础上点击“Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ／Ｓｕｒｖｉｖａｌ”按钮，在Ｓｕｒｖｉｖａｌ
板块中生成ＣＯＬ５Ａ２基因突变组与非突变组的生
存曲线图。

１．３　用 Ｋａｐｌａｎ－Ｍｅｉｅｒ　Ｐｌｏｔｔｅｒ数据库对ＣＯＬ５Ａ２
基因与ＧＣ患者预后的相关性进行分析
进入Ｋａｐｌａｎ－Ｍｅｉｅｒ　Ｐｌｏｔｔｅｒ平台（ｈｔｔｐｓ：／／ｋｍ－

ｐｌｏｔ．ｃｏｍ／ａｎａｌｙｓｉｓ／）［１６］，在肿瘤类型中选择“Ｇａｓｔｒｉｃ
ｃａｎｃｅｒ”进行分析，生存条件限定为“ｏｖｅｒａｌｌ　ｓｕｒｖｉ－
ｖａｌ”，检索获得ＣＯＬ５Ａ２ｍＲＮＡ与ＧＣ患者预后相
关的生存曲线图。

１．４　利用ＧＥＰＩＡ数据库验证ＣＯＬ５Ａ２ｍＲＮＡ的
表达及与患者预后关系

登录ＧＥＰＩＡ数据库（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｐｉａ．ｃａｎｃｅｒ－ｐｋｕ．
ｃｎ／）［１７］，点击“Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ＤＩＹ”按钮，进入“Ｂｏｘ－
ｐｌｏｔ”页面，检索ＣＯＬ５Ａ２基因在ＧＣ组织中的表达
水平，设置检索条件为：①｜ｌｏｇ２ＦＣ｜≥１，Ｐ＜０．０１；

②正常数据的匹配为 Ｍａｔｃｈ　ＴＣＧＡ　ｎｏｒｍａｌ　ａｎｄ
ＧＴＥｘ　ｄａｔａ。此外，选择“Ｓｔａｇｅ　ｐｌｏｔ”页面，默认原
始参数，检索ＣＯＬ５Ａ２基因在不同ＧＣ分期中的表
达情况。而在“Ｓｕｒｖｉｖａｌ　Ｐｌｏｔｓ”页面中，设置组内截
断值为“Ｍｅｄｉａｎ”，输入肿瘤名称“Ｓｔｏｍａｃｈ　ａｄｅｎｏ－
ｃａｒｃｉｎｏｍａ（ＳＴＡＤ）”和基因名称“ＣＯＬ５Ａ２”，获取
患者生存曲线图。

１．５　利用ＧｅｎｅＭＡＮＩＡ数据库绘制ＣＯＬ５Ａ２基因
互作网络图

在 ＧｅｎｅＭＡＮＩＡ 数据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｇｅｎｅｍａｎｉａ．

·７·
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ｏｒｇ／）［１８］官网首页中，输入基因“ＣＯＬ５Ａ２”，构建其
相关基因网络树状图。之后通过 Ｍｅｔａｓｃａｐｅ在线网
络工具（ｈｔｔｐ：／／ｍｅｔａｓｃａｐｅ．ｏｒｇ／ｇｐ／ｉｎｄｅｘ．ｈｔｍｌ）［１９］，
将ＣＯＬ５Ａ２及其相关联基因输入，进行功能富集分
析，限定条件为：①输入物种为Ａｎｙ　ｓｐｅｃｉｅｓ；②分析
物种为 Ｈ．ｓａｐｉｅｎｓ（２０）。

１．６　细胞培养及ＧＣ细胞ＣＯＬ５Ａ２ｍＲＮＡ表达水
平的检测

正常人胃上皮细胞株 ＧＥＳ－１以及 ＧＣ细胞株

ＨＧＣ－２７、ＭＫＮ－４５购自中国武汉普诺赛生命科技
有限公司，ＧＣ细胞株ＢＧＣ－８２３和ＳＧＣ－７９０１获赠
自青岛大学病原微生物研究中心。所有细胞均培养
于含体积分数０．１０胎牛血清及１％青链霉素混合液
的ＤＭＥＭ培养基中，置于３７℃、含体积分数０．０５
ＣＯ２的湿化培养箱中常规培养。
采用实时定量聚合酶链反应（ｑＲＴ－ＰＣＲ）检测

ＣＯＬ５Ａ２ｍＲＮＡ的表达水平。先利用Ｔｒｉｚｏｌ试剂
（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）提取细胞总 ＲＮＡ，以总

ＲＮＡ为模板使用反转录试剂盒（日本 ＴａＫａＲａ公
司）将 ＲＮＡ逆转录为ｃＤＮＡ，之后按照 ＴＢ　Ｇｒｅｅｎ
Ｐｒｅｍｉｘ　Ｅｘ　ＴａｑⅡ试剂盒（日本ＴａＫａＲａ公司）的说
明书步骤配制相应体系来进行ＰＣＲ扩增。所涉及
的引物序列见表１。以ＧＡＰＤＨ 基因为内参对照，
以２－△△ＣＴ测定目的基因ｍＲＮＡ的相对表达量。

表１　ｑＲＴ－ＰＣＲ检测ＣＯＬ５Ａ２ｍＲＮＡ表达水平所用引

物序列

引物名称 　　　　　引物序列（５′→３′）
引物长度
（ｂｐ）

ＧＡＰＤＨ 上游引物：ＡＡＣＡＧＣＣＴＣＡＡＧＡＴＣＡＴＣＡＧＣＡＡ　２３
下游引物：ＧＡＣＴＧＴＧＧＴＣＡＴＧＡＧＴＣＣＴＴＣＣＡ　２３

ＣＯＬ５Ａ２ 上游引物：ＡＣＧＡＴＣＡＡＧＣＴＡＡＧＡＡＣＣＴＣＡＡ　 ２２
下游引物：ＣＡＣＡＴＴＴＣＣＡＴＴＣＣＧＣＴＴＡＧＡＧ　 ２２

１．７　ｓｉＲＮＡ对 ＨＧＣ－２７细胞的转染以及转染率的
测定

将处于对数生长期的 ＨＧＣ－２７细胞以同等密
度接种于６孔板上，待孔内细胞融合为６０％～７０％
时，使用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ　３０００（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）
进行转染，使ＣＯＬ５Ａ２基因在细胞中低表达。ｓｉＲ－
ＮＡ由上海吉玛制药技术有限公司合成，具体序列
见表２。将细胞分为阴性对照组（ｓｉ－ＮＣ组）、转染

ＣＯＬ５Ａ２－ｈｏｍｏ－４０３８ｓｉＲＮＡ组（ｓｉ－１转染组）、转染

ＣＯＬ５Ａ２－ｈｏｍｏ－３８３８ｓｉＲＮＡ组（ｓｉ－２转染组）和转
染ＣＯＬ５Ａ２－ｈｏｍｏ－４５０６ｓｉＲＮＡ 组（ｓｉ－３转染组）。

ｓｉＲＮＡ和Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ　３０００按１∶１比例加入完
全培养基中，培养４８ｈ后通过ｑＲＴ－ＰＣＲ方法（检测

方法同１．６）检测各组细胞的ＣＯＬ５Ａ２ｍＲＮＡ的表
达情况。

表２　细胞转染所涉及的ｓｉＲＮＡ序列

ｓｉＲＮＡ名称 　　　　　ｓｉＲＮＡ序列（５′→３′）
序列长
度（ｂｐ）

ＮＣ 正义链：ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ　 ２１
反义链：ＡＣＧＵＧＡＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ　 ２１

ＣＯＬ５Ａ２－ｈｏｍｏ－正义链：ＧＣＡＣＧＵＧＵＧＡＵＧＡＣＣＵＡＡＡＴＴ　 ２１
４０３８ 反义链：ＵＵＵＡＧＧＵＣＡＵＣＡＣＡＣＧＵＧＣＴＴ　 ２１
ＣＯＬ５Ａ２－ｈｏｍｏ－正义链：ＣＣＡＣＣＵＵＡＣＡＧＣＵＧＣＵＣＵＵＴＴ　 ２１
３８３８ 反义链：ＡＡＧＡＧＣＡＧＣＵＧＵＡＡＧＧＵＧＧＴＴ　２１
ＣＯＬ５Ａ２－ｈｏｍｏ－正义链：ＧＣＵＣＵＡＡＧＣＧＧＡＡＵＧＧＡＡＡＴＴ　２１
４５０６ 反义链：ＵＵＵＣＣＡＵＵＣＣＧＣＵＵＡＧＡＧＣＴＴ　 ２１

１．８　ＣＣＫ－８实验检测ＧＣ细胞的增殖能力
将处于对数生长期的 ＨＧＣ－２７细胞制成单细

胞悬液，按照２　０００个／孔细胞密度接种于９６孔板
中并进行转染。分别于转染培养后０、２４、４８、７２ｈ
于每孔加入ＣＣＫ－８试剂（上海碧云天生物技术有限
公司）１０μＬ，置于恒温细胞培养箱内孵育１．５ｈ，以
酶标仪检测４５０ｎｍ波长处各孔吸光度（Ａ）值。

１．９　克隆形成实验检测ＧＣ细胞克隆形成能力
收集转染４８ｈ的 ＨＧＣ－２７细胞制备成单细胞

悬液，以１　０００个／孔的细胞密度接种于６孔板中。
置于恒温培养箱中培养，每４～５ｄ更换完全培养
基，待２周形成细胞克隆后终止培养。使用多聚甲
醛溶液固定细胞３０ｍｉｎ以后，用结晶紫溶液染色

１５ｍｉｎ，用ＰＢＳ洗涤２～３次，晾干后计算细胞克隆
数量。

１．１０　统计学方法
利用ＳＰＳＳ　２１．０和ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ　７．０软件进

行统计学分析。计量资料数据以珚ｘ±ｓ表示，在两
个及两个以上因素影响下的多组数据比较采用析因

设计的方差分析，组间两两比较采用Ｔｕｒｋｅｙ检验；
在单一因素影响下的多组数据均数的比较采用单因

素方差分析，两组间的比较采用ｔ检验，使用Ｌｏｇ－
ｒａｎｋ检验评估患者生存差异。以Ｐ＜０．０５为差异
有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＧＣ组织样本中ＣＯＬ５Ａ２基因的表达情况
利用 Ｏｎｃｏｍｉｎｅ数据库在线分析ＣＯＬ５Ａ２基

因在多种类型肿瘤组织中的表达情况，结果显示，涉
及ＣＯＬ５Ａ２基因的研究共４１７项，７８项有统计学
差异，在肿瘤组织中高表达７５项，低表达３项。其
中在ＧＣ中高表达的数据集有７项，包括５项 ｍＲ－
ＮＡ和２项ＤＮＡ数据集。选择Ｃｕｉ　Ｇａｓｔｒｉｃ、Ｗａｎｇ
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Ｇａｓｔｒｉｃ、Ｃｈｅｎ　Ｇａｓｔｒｉｃ、Ｃｈｏ　Ｇａｓｔｒｉｃ和ＤＥｒｒｉｃｏ　Ｇａｓ－
ｔｒｉｃ　５个ｍＲＮＡ数据集来确定ＣＯＬ５Ａ２基因在ＧＣ
中的表达情况，共涉及组织样本４７８例。将数据集
进行荟萃分析显示，ＣＯＬ５Ａ２ｍＲＮＡ在ＧＣ差异表
达基因的中位秩为１０５．００，Ｐ 值为４．０５×１０－７，显
示ＣＯＬ５Ａ２ｍＲＮＡ在ＧＣ组织中呈高表达。以箱
式图对上述５项研究进行分析，结果显示ＣＯＬ５Ａ２
基因在ＧＣ组织中的表达均明显高于正常胃黏膜组
织。见图１。

２．２　ＣＯＬ５Ａ２基因在ＧＣ组织的变异情况
在ｃＢｉｏＰｏｒｔａｌ数据库中一共访问了４１５例ＧＣ

样本信息，其中４３例发生ＣＯＬ５Ａ２基因变异（突变
率为１０．３６％），包括扩增６例，深度缺失５例，截断
突变５例，错义突变１１例，信使 ＲＮＡ水平上调７
例，信使ＲＮＡ水平下调９例。比较ＣＯＬ５Ａ２基因
突变样本与非突变样本的生存差异，显示ＣＯＬ５Ａ２
基因突变样本患者比非突变样本患者的总生存期

（ＯＳ）更长。其中ＣＯＬ５Ａ２基因突变组和非突变组
的中位ＯＳ分别为５７．３９、２６．４５个月。见图２Ａ。

２．３　ＣＯＬ５Ａ２基因与ＧＣ患者临床预后的相关性
对Ｋａｐｌａｎ－Ｍｅｉｅｒ生存曲线分析显示，ＣＯＬ５Ａ２

ｍＲＮＡ高表达的患者的 ＯＳ明显短于低表达的患
者（ＨＲ＝１．３５，Ｐ＜０．０５）。其中ＣＯＬ５Ａ２ｍＲＮＡ
高表达和低表达的中位 ＯＳ分别为２６．７０、４４．０７个
月。见图２Ｂ。

２．４　ＣＯＬ５Ａ２基因在ＧＣ组织中的表达及其与患
者预后的关系

在ＧＥＰＩＡ数据库中对ＣＯＬ５Ａ２基因在ＧＣ组
织中的表达及其与ＧＣ患者预后的关系进行验证，
结果显示，基于ＴＣＧＡ 和ＧＴＥｘ数据集，ＣＯＬ５Ａ２
ｍＲＮＡ在４０８例 ＧＣ组织中的表达明显高于２１１
例正常胃黏膜组织；同时还发现ＣＯＬ５Ａ２ｍＲＮＡ
表达水平与ＧＣ患者的分期有显著关系，Ⅰ期胃癌
患者ＣＯＬ５Ａ２ｍＲＮＡ表达水平比Ⅱ、Ⅲ和Ⅳ期ＧＣ
患者表达低（Ｆ＝２．６５，Ｐ＜０．０５）。此外，ＧＥＰＩＡ在
线生存分析显示，ＧＣ患者ＣＯＬ５Ａ２基因表达水平
与ＯＳ有关（ＨＲ＝１．５，Ｐ＜０．０５）。见图２Ｃ。

２．５　ＣＯＬ５Ａ２的关联基因及其相关功能的预测
为了进一步研究ＣＯＬ５Ａ２基因可能参与的生

物学通路和功能，本研究利用ＧｅｎｅＭＡＮＩＡ数据库
对ＣＯＬ５Ａ２参与的基因互作调控网络进行分析，结
果以ＣＯＬ５Ａ２基因为中心，呈扇形与多种基因互作

图１　Ｏｎｃｏｍｉｎｅ数据库５个ＧＣ芯片的ＣＯＬ５Ａ２基因表达柱状图

Ａ：ｃＢｉｏＰｏｒｔａｌ数据库生存差异分析图，Ｂ：Ｋａｐｌａｎ－Ｍｅｉｅｒ　Ｐｌｏｔｔｅｒ数据库生存曲线图，Ｃ：ＧＥＰＩＡ数据库生存曲线图

图２　不同数据库中ＣＯＬ５Ａ２基因与ＧＣ患者的生存曲线图

·９·
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展开，基因节点的大小表明了相互作用的强度，与

ＣＯＬ５Ａ２相互作用的基因互作的强度由强到弱分
别包括ＣＯＬ５Ａ１、ＢＭＰ１、ＩＴＧＡ１、ＣＯＬ１Ａ１、ＣＯＬ３Ａ１、

ＣＯＬ１Ａ２、ＣＯＬ６Ａ３、ＴＧＭ２、ＰＯＳＴＮ、ＳＰＡＲＣ、ＦＮ１、

ＦＢＸＷ１１、ＧＰ６、ＣＯＬ１１Ａ１、ＣＯＬ４Ａ２、ＬＡＭＣ１、ＬＵＭ、

ＴＨＢＳ２、ＭＸＲＡ５、ＦＡＰ。见图３。随后对其进行功
能富集预测，结果显示相关基因主要与整合素通路、
细胞外基质受体交互、细胞基质黏附、骨骼系统开
发、肽交联、血管形态发生、细胞外基质分解及组织
成形等有关。

图３　ＧｅｎｅＭＡＮＩＡ数据库基因互作网络图

２．６　ＧＣ细胞系中ＣＯＬ５Ａ２ｍＲＮＡ的表达情况

ｑＲＴ－ＰＣＲ结果显示，ＧＥＳ－１、ＨＧＣ－２７、ＭＫＮ－
４５、ＢＧＣ－８２３和ＳＧＣ－７９０１中ＣＯＬ５Ａ２ｍＲＮＡ相对
表达量分别为１．００±０．００、４１９．００±２．０８、２２８．００±
１．５３、２．６７±０．３２、３．８７±０．１９，４种ＧＣ细胞株 ＨＧＣ－
２７、ＭＫＮ－４５、ＢＧＣ－８２３和ＳＧＣ－７９０１　ＣＯＬ５Ａ２ｍＲ－
ＮＡ的表达水平均高于ＧＥＳ－１，差异具有统计学意
义（Ｆ＝２５３．４０，Ｐ＜０．０５），且在 ＭＫＮ－４５和 ＨＧＣ－
２７细胞株中ＣＯＬ５Ａ２ｍＲＮＡ 的表达量更高。因
此，进行后续细胞功能实验，可选用 ＨＧＣ－２７或者

ＭＫＮ－４５细胞株。

２．７　ＣＯＬ５Ａ２ｓｉＲＮＡ的转染效率
将ＣＯＬ５Ａ２ｓｉＲＮＡ转染 ＨＧＣ－２７细胞，培养

４８ｈ后采用ｑＲＴ－ＰＣＲ技术检测ＣＯＬ５Ａ２基因干
扰率。结果显示，在 ＨＧＣ－２７细胞中，ｓｉ－１、ｓｉ－２和

ｓｉ－３转染组中ＣＯＬ５Ａ２ｍＲＮＡ的表达水平分别为

０．２３±０．０４、０．３８±０．０５、０．８２±０．０４，明显低于ｓｉ－ＮＣ
组（１．００±０．００）的表达水平，差异具有显著性（Ｆ＝
９３．０６，Ｐ＜０．０５），但ｓｉ－１和ｓｉ－２干扰效果更为显著，
因此，后续选用ｓｉ－１和ｓｉ－２进行细胞功能实验。

２．８　下调ＣＯＬ５Ａ２基因后 ＨＧＣ－２７细胞的增殖活
力情况

ＣＣＫ－８实验结果显示，时间、分组以及时间与
分组交互作用对 ＨＧＣ－２７细胞增殖活力均有显著
的影响（Ｆ＝４．５０～２２３．６０，Ｐ＜０．０５）。３组细胞转
染４８、７２ｈ时的增殖活力与转染０、２４ｈ比具有明
显差异（Ｆ＝３８．９０～７０．３０，ｑ＝８．１８～２５．２１，Ｐ＜
０．０５）。而与相应的ｓｉ－ＮＣ组比较，转染７２ｈ时，ｓｉ－１
和ｓｉ－２组细胞增殖活力明显降低，差异有统计学意
义（Ｆ＝２１．２９，ｑ＝８．５８、９．８７，Ｐ＜０．０５）；转染０、２４、

４８ｈ时，ｓｉ－１和ｓｉ－２组细胞增殖活力与相应的ｓｉ－ＮＣ
组比较无显著差异。见表３。此外，细胞克隆实验
检测结果显示，ｓｉ－１、ｓｉ－２和ｓｉ－ＮＣ组形成的克隆数
量分别为６１．３３±６．８９、７２．３３±８．３５、１１４．００±９．５４，

ｓｉ－１和ｓｉ－２组形成的克隆数量明显少于ｓｉ－ＮＣ组，
差异有统计学意义（Ｆ＝１１．１２，Ｐ＜０．０５）。见图４。

表３　不同转染时间对 ＨＧＣ－２７细胞增殖活力的影响
（χ／％，珔ｘ±ｓ）

组别 ０ｈ ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

ｓｉ－ＮＣ 组 ４６．１０±５．１３　５５．１４±６．２０　７６．４９±４．８６　１３８．８０±３．８７

ｓｉ－１转染组 ３７．７５±４．７８　４８．８１±５．７４　６７．８４±３．６４　１０２．５０±３．９６

ｓｉ－２转染组 ３９．２０±４．９８　４７．４０±４．６０　７０．８３±４．７６　１０７．３０±４．９２

Ａ：ｓｉ－ＮＣ组，Ｂ：ｓｉ－１转染组，Ｃ：ｓｉ－２转染组

图４　不同处理组细胞克隆形成结果

·０１·
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３　讨　　论

ＧＣ是一种发病率高、治疗手段有限、临床疗效
差的恶性肿瘤，开发新的生物标志物来预测ＧＣ患
者的临床预后非常重要。细胞外基质处于一种动态
平衡状态，通过调节纤维蛋白和各种胶原沉积而不
断重构，调控肿瘤形成过程中的各种细胞行为［２０］。
已被证实多种胶原蛋白与人类多种肿瘤的发生与发

展密切相关，如Ⅴ型胶原蛋白家族成员ＣＯＬ５Ａ２。

ＣＯＬ５Ａ２是细胞外基质中一个重要组成部分，与Ⅰ
型胶原形成异型纤维，从而在肿瘤浸润转移的初始
过程中发挥重要作用［４－５，２１］。然而，目前比较缺乏

ＣＯＬ５Ａ２基因在 ＧＣ中具体表达和作用的相关研
究。因此，本研究基于数据库挖掘探讨ＣＯＬ５Ａ２基
因在ＧＣ中的作用，为后续预后生物标志物的筛选、
靶向药物的开发等提供一定的基础。

ＣＯＬ５Ａ２基因与人类多种类型肿瘤的发生发
展密切相关。ＷＵ等［２２］利用生物信息学方法发现

ＣＯＬ５Ａ２基因在正常结肠组织中不表达，但在结直
肠癌肿瘤组织中表达；同时ＰＡＴＲＡ 等［２３］报道了

ＣＯＬ５Ａ２ｍＲＮＡ在结直肠癌组织中高表达；以上结
果均提示ＣＯＬ５Ａ２基因在结直肠癌发生发展中发
挥促癌作用。另一方面，有研究发现ＮＫＸ２－２基因
在骨肉瘤中可通过介导ＣＯＬ５Ａ２基因导致转录下
调，从而起到抑制肿瘤的作用［２４］。在对卵巢癌细胞
（ＳＫＯＶ－３）和卵巢表面上皮细胞来源的外泌体蛋白
质和脂质体分析中发现，ＳＫＯＶ－３来源的外泌体中

ＣＯＬ５Ａ２蛋白显著高表达，提示其在卵巢癌早期诊
断中具有重要作用［２５］。此外，ＣＯＬ５Ａ２基因也可被
视为肿瘤的生物标志物，与肿瘤患者的预后密不可
分。ＺＥＮＧ等［２６］研究报道ＣＯＬ５Ａ２ｍＲＮＡ在膀胱
癌中高表达，与肿瘤侵袭性、Ｔ分期、Ｎ分期密切相
关，并且ＣＯＬ５Ａ２ｍＲＮＡ高表达患者比低表达患
者的临床结局更差、生存率更低。同样的，ＷＥＮＧ
等［２７］研究发现ＣＯＬ５Ａ２基因高表达的肺癌患者生
存率低于低表达患者，认为ＣＯＬ５Ａ２基因是肺癌患
者的预后不良因素。值得注意的是，有研究发现在
舌鳞状细胞癌患者中，ＣＯＬ５Ａ２基因高表达患者比
低表达患者的无病生存期更长，认为ＣＯＬ５Ａ２基因
是舌鳞状细胞癌预后有利因素［２８］。因此，ＣＯＬ５Ａ２
基因在肿瘤中的作用是复杂的，在不同的癌症中发
挥着不同的作用，对于ＣＯＬ５Ａ２基因与特定肿瘤的
关系，应当特定研究。
随着基因测序技术的发展，各种大规模的癌症

基因组项目收集了多维度的癌症基因组学数据，这
给癌症基因组数据的研究、分析和整合提供了丰富
的资源。Ｏｎｃｏｍｉｎｅ是世界上最大的癌基因芯片在
线数据库，包含全面癌症微阵列信息，有利于发现新
型肿瘤生物标记物或治疗靶点［１４］。ｃＢｉｏＰｏｒｔａｌ是一
个多维度分析癌症基因组学数据的网络资源，可视
化呈现基因和癌症样本之间的遗传变化［１５］。Ｋａｐ－
ｌａｎ－Ｍｅｉｅｒ　Ｐｌｏｔｔｅｒ是一个包含基因表达数据和临床
数据的公共网络平台，可评估５４　０００个基因对包括

ＧＣ在内的２１种肿瘤预后的影响［１６］。ＧＥＰＩＡ数据
库整合了ＴＣＧＡ和ＧＴＥｘ数据，提供肿瘤样本和正
常样本的ＲＮＡ测序数据，对肿瘤相关联的基因表
达谱数据进行动态分析，从而深入挖掘新型肿瘤标
记物［１７］。
本研究基于对以上肿瘤芯片数据库的挖掘，分

析ＣＯＬ５Ａ２基因在ＧＣ中的表达及其与ＧＣ患者临
床预后的关系。首先在Ｏｎｃｏｍｉｎｅ数据库中本研究
结果显示ＣＯＬ５Ａ２基因在ＧＣ组织中高表达；通过

ｃＢｉｏＰｏｒｔａｌ数据库检索到的４１５例ＧＣ样本信息，表
明ＣＯＬ５Ａ２基因突变组比非突变组患者 ＯＳ更长；
在Ｋａｐｌａｎ－Ｍｅｉｅｒ　Ｐｌｏｔｔｅｒ平台进行生存分析显示，
高表达ＣＯＬ５Ａ２ｍＲＮＡ的ＧＣ患者比低表达者预
后更差。同时，ＧＥＰＩＡ数据库分析表明，ＣＯＬ５Ａ２
ｍＲＮＡ不仅在ＧＣ组织中高表达，且还与ＧＣ患者
的肿瘤分期相关。此外，ＧＥＰＩＡ数据库的生存分析
也支持前序结果，表明高ＣＯＬ５Ａ２ｍＲＮＡ表达与

ＧＣ患者的不良临床预后显著相关，提示ＣＯＬ５Ａ２
基因是ＧＣ预后的不利因素。之后，本研究同时在
分子水平上进行了验证，检测不同类型ＧＣ细胞系
中ＣＯＬ５Ａ２ｍＲＮＡ的表达情况，发现ＣＯＬ５Ａ２在

ＨＧＣ－２７以及 ＭＫＮ－４５胃癌细胞株中呈显著增高，
与ＣＯＬ５Ａ２ｍＲＮＡ在ＧＣ组织中高表达的结果一
致，因此，认为ＣＯＬ５Ａ２基因在胃癌组织中发挥促
癌基因的作用。
有关研究表明，ＣＯＬ５Ａ２基因可能通过缺氧、

凝血、根尖连接、血管生成和凋亡等途径促进肿瘤的
进展［２５］。此外，ＭＥＮＧ等［２９］研究发现ＣＯＬ５Ａ２基
因与上皮间质转化和细胞基质血管化高度相关，这
些过程与癌症的侵袭以及转移均密切相关，推测

ＣＯＬ５Ａ２基因的表达可能与肿瘤侵袭密切相关。
这在一定程度上解释了ＣＯＬ５Ａ２基因对肿瘤发生
预测的能力。ＧｅｎｅＭＡＮＩＡ是一个包含基因互作和
潜在功能的平台在线数据库，而 Ｍｅｔａｓｃａｐｅ是一个
提供全面的基因列表资源和分析的高效工具，通过
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以上２种数据库，本研究评估了ＣＯＬ５Ａ２密切关联
的基因，从而进一步分析其可能参与的生物学途径
与功能。首先，在分子水平上本研究发现ＣＯＬ５Ａ２
与 ＣＯＬ５Ａ１、ＭＰ１、ＩＴＧＡ１、ＣＯＬ１Ａ１、ＣＯＬ３Ａ１、

ＣＯＬ１Ａ２、ＣＯＬ６Ａ３、ＴＧＭ２、ＰＯＳＴＮ、ＳＰＡＲＣ、

ＦＮ１、ＦＢＸＷ１１、ＧＰ６、ＣＯＬ１１Ａ１、ＣＯＬ４Ａ２、

ＬＡＭＣ１、ＬＵＭ、ＴＨＢＳ２、ＭＸＲＡ５、ＦＡＰ 等基因互
作调控，功能富集发现主要与整合素通路、细胞外基
质受体交互、细胞基质黏附、骨骼系统开发、肽交联、
血管形态发生及组织成形等有关。在这基础上，本
研究还验证了ＣＯＬ５Ａ２基因对 ＧＣ细胞增殖和克
隆形成能力的确切作用。ＣＣＫ－８和细胞克隆实验
表明，在 ＨＧＣ－２７细胞下调ＣＯＬ５Ａ２ｍＲＮＡ表达
后，细胞的增殖能力和克隆形成能力均明显下降。
本研究仍有尚未探索的方面，今后应进一步探寻

ＣＯＬ５Ａ２基因在ＧＣ中的关键信号通路和下游靶基
因等。
综上所述，ＣＯＬ５Ａ２基因在 ＧＣ组织和 ＧＣ细

胞中高表达，且与ＧＣ患者的肿瘤分期和不良预后
密切相关，ＣＯＬ５Ａ２基因突变患者预后相对较好，
且ＣＯＬ５Ａ２基因与细胞外基质受体交互、骨骼系统
开发、肽交联等有关，下调ＣＯＬ５Ａ２基因的表达可
抑制ＧＣ细胞的增殖和克隆形成能力。ＣＯＬ５Ａ２基
因在ＧＣ进展中起到重要作用，有望成为 ＧＣ治疗
的潜在新靶点。
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