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MEOX2基因在结直肠癌肿瘤微环境中的作用及其调控机

制研究
宋云涛

哈尔滨医科大学大庆分校，黑龙江大庆市，163319；

摘要：本研究通过多组学数据分析，探讨了 MEOX2 基因在结直肠癌（CRC）肿瘤微环境（TME）中的表达特征、调

控模式及其在免疫逃逸中的作用。研究发现，MEOX2 在 CRC 中异常高表达，并与患者预后不良相关。通过富集分

析，发现 MEOX2 与 TGF-β信号通路相关，该通路是肿瘤免疫逃逸的关键调控因素。单细胞分析显示，MEOX2 主要

在基质细胞中表达，并通过影响基质细胞与髓细胞的细胞间通讯，间接影响免疫逃逸。此外，研究还发现 MEOX2

基因的表达水平与增强子活性密切相关，其表达改变可能与肿瘤微环境中的表观遗传重编程有关。本研究为 CRC

的预防和治疗提供了新的分子靶点。
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1 材料与方法：一般资料或材料

从 GEO 数据库获取了结直肠癌相关的多组学数据，

包括ChipSeq 原始数据(GSE166254) (H3k27ac)、RNAseq

原始数据(GSE166254)和单细胞测序数据(GSE132465)。

从 TCGA 数据库收集结肠癌（COAD）和直肠癌（READ）

的临床样本数据与原始计数数据。

1.1 方法

1.1.1数据制取

Chip-Seq 数据使用 Bowtie2 将 fastq 数据比对到

hg19基因组，Samtools处理成 bam 格式，Picard去除

PCR 重复。用 MACS2 进行 peak calling，使用--broad

参数并设 P值 1e-10 来获得富集区并用其 bdgcmp 模块

去噪。用 bedtools排除黑名单区域后用 ROSE 进行位点

识别。用 deepTools的 bamCoverage工具计算 RPKM。用

IGC 可视化增强子区域。

RNA-seq数据利用hisat2将fastq格式的测序数据

给比对到hg38 基因组。Samtools处理成 bam 格式，并

用其进行排序、去重，为排序后的 bam 文件建立索引。

最后采用 featureCounts 工具，根据 hg38 基因组对每

个样本的基因表达水平进行定量计数并输出。

1.1.2差异分析及高变基因筛选

使用 DESeq2 软件包来评估基因表达的差异性。设

置 P值（<0.05）还有 Fold Change阈值（|log2FC|>1），

来筛选出在结直肠癌组织中异常表达的基因。

为了筛选在结直肠癌样本中差异性更大的基因，我

们计算了 RNAseq与 TCGA 数据方差，选择方差大于 75%

分位数的基因，从而提取那些差异性较大的基因用于后

续分析。

1.1.3富集分析及生存分析

采用了 GO 与 KEGG富集分析。在富集分析中，我们

设置了以下统计学阈值：P值（p< 0.05）和q值（q < 0.05）。

为了探究特定基因表达与结直肠癌患者预后之间

的关联，我们利用了 TCGA 数据库中的临床数据进行生

存分析。选择 P值小于 0.05 的基因作为与预后显著相

关的候选基因。B并使用 Kaplan-Meier生存曲线来可视

化不同表达水平的基因与患者的生存率之间的关系。

1.1.4 ESTIMATE评分分析

通过计算预后相关基因表达与 ESTIMATE 评分的

Pearson相关系数，筛选出与 TME 比较相关的基因（r >

0.6），以探究基因与 TME 的相互关联。

1.1.5单细胞分析

利用 seurat 绘制了 umap 图（dims=40）并使用

findallmarkers 函数找到表达 MEOX2 基因显著上调的

细胞。之后我们使用 cellchat 构建了细胞间通讯网络

构建，并通过分析 CellChat 构建的网络，探索了结直

肠癌微环境中不同细胞群体间的相互作用。

2 结果

2.1 多组学数据整合

首先对 GEO 数据库中的 ChIP-Seq 和 RNA-Seq 数据

进行差异分析，选出正常与癌症组织间表达异常的位点

与基因，并利用方差从 RNA-Seq数据中筛选出高差异基

因。合并两基因集找出在增强子活性和基因表达方面均

异常的基因集。

对于 TCGA 的 COAD 和 READ 数据也执行差异分析，
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并利用方差筛选出高差异基因。合并 COAD和 READ两癌

症数据以筛选在结直肠癌中均表现出显著差异性的基

因。

最后合并了 GEO 数据库的交集基因和来自 TCGA 数

据库的交集基因。得到了两个数据库共有的134个基因，

这些基因在不同组学上均表现出异常，且在两个数据库

的样本中均表现出显著差异，表明它们在结直肠癌中可

能有重要意义。

2.2 通路富集分析

图一：

（A）GO富集（B）KEGG 富集

通过 GO富集分析，我们发现在 BP层面主要涉及生

长发育及吸收等生理活动。在 CC 层面上，富集分析突

出了细胞膜部分、细胞顶端和基部的部分。表明所研究

的基因集中的基因可能在调控细胞的吸收功能、细胞的

生长与分化，以及细胞间通讯中发挥着作用。

KEGG 富集分析包括近端小管盐回收和 TGF-β信号

通路。这些通路表明我们所关注的基因集与吸收过程、

细胞生长发育以及免疫调节相关。

2.3 特异性基因筛选

图二：

（A）MEOX2 的 K-M 曲线图。（B）MEOX2 基因的信

号强度与增强子区域（C）COAD 基因表达与 estimate

评分的Pearson相关性图（D）READ基因表达与estimate

评分的 Pearson相关性图

首先我们发现，在富集到的条目与通路中有促进肿

瘤生长扩散与免疫逃逸的相关条目与通路。利用 TCGA

的 COAD 与 READ的临床数据和表达数据，对先前识别的

134 个基因做生存分析。筛选出了 19个与结直肠癌预后

显著相关（p<0.05）的基因。

接下来我们发现在富集到的相关条目与通路中有

对免疫微环境产生影响的通路与条目。计算 ESTIMATE

评分，并进一步分析了这19个基因与 ESTIMATE评分的

Pearson相关系数。通过设置阈值（r>0.6），筛选出了

与肿瘤微环境相关较强的基因，其中 MEOX2基因因其与

ESTIMATE 评分的较高相关性还有显著相关的预后而被

选为进一步研究的对象。其中 MEOX2 基因在 COAD 样本

基质评分相关性为0.7376，免疫评分相关性为 0.3714，

在 READ 样本基质评分相关性为 0.7149，免疫评分相关

性为0.3578。说明其主要对基质细胞产生影响。

为进一步了解MEOX2基因在结直肠癌中的调控机制，

使用IGV工具可视化了MEOX2基因的信号强度和增强子

区域。可以看到在增强子区域，tumor与 normal 样本呈

现出显著差异。通过观察可以发现，在tumor 样本中，

增强子位点对应的峰值更高

2.4 单细胞分析

前面发现基因MEOX2表达水平与基质评分有较强相

关，利用单细胞数据对该现象进行进一步验证。在 GO

富集中，我们发现一些基因在细胞间通讯中发挥着作用。

利用单细胞分析查询相关的细胞通讯过程并查询相关

文献探寻 MEOX2在细胞通讯过程中的作用。

图三：

（A）单细胞 umap 图（B）基因 MEOX2高表达的 umap

细胞群系图（C）细胞通讯 weight 图,红色为 B细胞，

绿色为肥大细胞，紫色为纤维细胞，橙色为基质细胞，

粉色为 T细胞（D）细胞通讯气泡图

通过 UMAP 图可视化单细胞数据的聚类结果。MEOX2

的细胞群系图显示了 MEOX2 主要在基质细胞中表达，与

前面结果一致。细胞通讯 weight 图表明基质细胞与其

他所有细胞类型都有通讯且权重较高，表现基质细胞在

CRC 肿瘤微环境中的重要性。细胞通讯气泡图揭示了基

质细胞与髓细胞在多个分子上的相互作用，基质细胞与

髓细胞的细胞通讯密切。通过有关文献查询到 MEOX2 对

于查询到的细胞通讯有间接影响。

3 讨论

本研究探讨了 MEOX2 基因在结直肠癌（CRC）肿瘤

微环境中的表达特征、调控模式及其在免疫逃逸中的作

用。为 CRC 预防和治疗提供新的分子靶点。
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通过差异分析发现，在 CRC 中 MEOX2 异常高表达。

通过生存分析，又发现 MEOX2表达水平较高的肿瘤样本

与患者预后不良相关并通过后续分析发现MEOX2的表达

水平与肿瘤免疫微环境有较强相关性，表明 MEOX2基因

对于肿瘤免疫微环境有较重要影响。根据有关文献我们

发现，MEOX2 的上调会促进肿瘤细胞的增殖及迁移
[6]
，

促进肿瘤的生长与扩散。此外，在 KEGG 富集分析中发

现的 TGF-β通路是促进肿瘤免疫逃逸的关键调控因素
[7]
。Meox2 的上调可以影响细胞分化，将肌成纤维细胞

转变为成纤维细胞
[8]
，使结直肠纤维化影响吸收，且纤

维细胞会促进 TGF-β通路
[9]
。上述支持了 MEOX2 在结直

肠癌中的免疫逃逸中的作用。

根据单细胞分析，MEOX2在基质细胞群系中上调且

基质细胞与髓细胞细胞间的通讯密切，侧面验证了前面

相应的分析。通过以往研究得知 MEOX2 可通过 TGF-β通

路来影响 SPP1 分子从而对肿瘤微环境中的细胞间通讯

产生影响来影响免疫逃逸
[10]
。SPP1 分子在基质细胞与髓

细胞间的多个通讯过程发挥作用。即 MEOX2可以通过间

接影响 SPP1 分子从而基质细胞与髓细胞的细胞通讯继

而影响免疫逃逸。

基因的表达水平与增强子的活性密切相关
[11]
，而增

强子的活性又受到肿瘤微环境的调控
[12]
。这些发现表明

MEOX2基因表达的改变与肿瘤微环境中的表观遗传重编

程可能有关。
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直肠癌（CRC）是全球常见恶性肿瘤，2020 年新发病例

超 190 万且死亡超 93 万[1]。因此，寻找新治疗靶点

和预防策略，具有重要临床意义。

肿瘤微环境（TME）在近些年受到大量关注，其影响肿

瘤的生长、侵袭和转移[2]等。肿瘤免疫微环境已经成

为研究新热点[3]。增强子是重要的基因表达调控元件

[4]。MEOX2 基因是多种肿瘤中异常表达的转录因子，

其在肿瘤细胞增殖、迁移和侵袭中的作用在最近的研

究中被逐渐揭示[5]。但 MEOX2 在 CRC 中的作用及调控

机制仍不清楚。

本研究探讨 CRC 肿瘤微环境中 MEOX2 基因的表达和调

控模式，分析其增强子区域重编程现象及其在免疫逃

逸中的作用。有望为 CRC 预防和治疗提供新的分子靶

点。
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