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摘  要：目的  系统阐明全氟辛酸（PFOA）暴露致结直肠癌（CRC）的分子毒理机制，筛选核心靶点并验证其表达特征、

免疫相关性及临床价值，构建 PFOA 诱导 CRC 的不良结局通路（AOP）假说框架。方法  整合网络毒理学、多机器学习算

法（LASSO 回归、SVM-RFE、随机森林）及多维生物信息学分析。从公共数据库收集 PFOA 与 CRC 相关靶点，筛选交叉

靶点并进行功能富集分析；通过 GEO 和 TCGA（UALCAN 平台）数据集验证核心靶点的差异表达、免疫浸润及预后意义；

采用分子对接及 100 ns 分子动力学模拟评估 PFOA 与核心靶点的结合稳定性；基于关键事件关联构建 AOP 框架。结果  共

鉴定 738 个 PFOA-CRC 交叉靶点，显著富集于凋亡通路、脂质与动脉粥样硬化通路及 CRC 通路。机器学习筛选出 6 个核心

靶点[ATP 结合盒亚家族 G 成员 2（ABCG2）、紧密连接蛋白 1（CLDN1）、ETS 变异转录因子 4（ETV4）、溶质载体家族 7

成员 5（SLC7A5）、MMP7、CA9）]，这些基因在不同队列 CRC 样本中表达持续失调（P＜0.05），且与免疫细胞浸润密切

相关：ABCG2 增强抗肿瘤免疫应答，CLDN1、ETV4、SLC7A5、MMP7 和 CA9 协同促进免疫抑制微环境形成。临床验证显

示核心靶点表达与 CRC 患者预后仅呈关联趋势，未达到统计学显著性（P＞0.05）。分子对接证实 PFOA 与所有核心靶点稳

定结合，其中与 CLDN1 结合力最强（−29.34 kJ·mol−1），分子动力学模拟进一步验证了复合物的稳定性。结论  PFOA 通过

调控多核心靶点、重塑肿瘤免疫微环境促进 CRC 进展。本研究构建的整合计算框架及 AOP 假说，为环境污染物健康风险评

估及 CRC 靶向干预提供了理论基础和实验依据。 
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Abstract: Objective  To systematically clarify the molecular toxicological mechanisms of perfluorooctanoic acid (PFOA) exposure-

induced colorectal cancer (CRC), identify core targets, verify their expression characteristics, immune relevance, and clinical value, 

and construct a hypothetical AOP framework for PFOA-induced CRC. Methods  Network toxicology, multiple machine learning 

algorithms (LASSO regression, SVM-RFE, and Random Forest), and multidimensional bioinformatics analyses were integrated. 

PFOA-related and CRC-related targets were collected from public databases, and overlapping targets were screened and subjected to 

functional enrichment analysis. The differential expression, immune infiltration, and prognostic significance of core targets were 
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validated using GEO and TCGA datasets (via the UALCAN platform). Molecular docking and 100-ns molecular dynamics (MD) 

simulations were performed to evaluate the binding stability between PFOA and core targets. An AOP framework was constructed 

based on the association of key events. Results  A total of 738 overlapping PFOA-CRC targets were identified, which were 

significantly enriched in pathways such as “apoptosis”, “lipid and atherosclerosis”, and “colorectal cancer”. Six core targets (ABCG2, 

CLDN1, ETV4, SLC7A5, MMP7, and CA9) were screened by machine learning. These genes showed consistent dysregulation in CRC 

samples from different cohorts (P < 0.05) and were closely associated with immune cell infiltration: ABCG2 enhanced anti-tumor 

immune responses, while CLDN1, ETV4, SLC7A5, MMP7, and CA9 synergistically promoted the formation of an immunosuppressive 

microenvironment. Clinical trials demonstrated that core target expression showed only an association trend with prognosis in CRC 

patients, failing to reach statistical significance (P > 0.05). Molecular docking confirmed stable binding between PFOA and all core 

targets, with the strongest binding affinity observed for CLDN1 (−29.34 kJ·mol−1), which was further validated by molecular dynamics 

simulations confirming the stability of the complex. Conclusion  PFOA promotes CRC progression by regulating multiple core targets 

and remodeling the tumor immune microenvironment. The integrated computational framework and AOP hypothesis constructed in 

this study provide a theoretical basis and experimental evidence for the health risk assessment of environmental pollutants and targeted 

interventions for CRC. 

Key words: perfluorooctanoic acid; colorectal cancer; network toxicology; machine learning; molecular docking; molecular dynamics 

simulation; AOP hypothesis 

 

结直肠癌（（CRC）是全球第 3 大常见恶性肿瘤，

也是癌症相关死亡的第 2 大原因，给全球公共卫生

带来沉重负担[1]。其发病机制涉及遗传易感性、生

活方式及环境暴露等多种因素的复杂相互作用[2]，

其中持久性有机污染物（POPs）已被证实是推动

CRC发生发展的关键因素[3]。在各类环境污染物中，

全氟和多氟烷基物质（（PFAS）凭借其持久性强、生

物蓄积潜力高及人类暴露范围广等特点，已成为全

球性重要公共卫生问题[4]。 

全氟辛酸（（PFOA）作为典型的 PFAS，因具备

耐热、化学性质稳定及拒油等优良特性，被广泛应

用于防水涂料、纺织品处理等工业生产领域及各类

消费品中[5]。人类主要通过受污染的饮用水和食物

接触 PFOA，生物监测数据显示，超过 98%的美国

人口血清中可检测到 PFOA[6]。国际癌症研究机构

已将 PFOA 归类为 1 类致癌物[7]，相关研究也证实，

PFOA 暴露与肾癌、睾丸癌等多种癌症的发病风险

增加存在关联[8]。PFOA 具有多种潜在致癌生物学

活性，它可作为过氧化物酶体增殖物激活受体 α 激

动剂，扰乱机体脂质代谢与能量稳态[9]；同时还能

诱导氧化应激、促进慢性炎症并调控免疫反应，这

些均是肿瘤促进微环境的典型特征[10-11]。流行病学

调查发现，化学厂周边居民的溃疡性结肠炎发病率

与 PFOA 暴露水平呈显著正相关（P＜0.001）[12]，

这提示 PFOA 暴露可能通过改变肠道菌群组成、损

害肠道屏障功能，为 CRC 的发生发展创造有利的局

部环境[13]。然而，目前关于 PFOA 致 CRC 的研究多

聚焦于单一通路或单个靶点，缺乏对其致癌过程中

全局分子调控网络及核心毒性靶点的系统性探索，

且针对PFOA暴露CRC进展轴的标准化不良结局通

路（AOP）尚未建立，这极大阻碍了对 PFOA 的全

面环境风险评估及靶向干预策略的开发。 

为填补上述研究空白，本研究整合网络毒理

学、机器学习与多维生物信息学构建计算分析框

架，从多维度开展系统性解析，有效解决单一研究

手段难以全面阐释污染物复杂致病机制的问题。具

体而言，网络毒理学通过构建化合物-靶点-疾病相

互作用网络，为解析环境污染物的复杂作用机制提

供系统层面的研究支撑，机器学习可从高维数据中

稳健识别高置信度核心靶点，提升关键因子筛选的

准确性，多维生物信息学分析则进一步阐明这些靶

点的致病作用与临床相关性，使分析结果更具实际

意义。同时借助分子对接与分子动力学模拟探究

PFOA 与潜在蛋白靶点的物理相互作用，综合各

项研究结果提出新颖的 AOP 假说，为 PFOA 暴露

与 CRC 结局的关联提供标准化的机制解释框架。

本研究依托 PFOA 毒理学靶点与 CRC 致病背景

的整合分析，全面揭示 PFOA 在结肠中的致癌潜

力，为环境健康风险评估提供可靠参考，也为污

染物相关 CRC 的预防及靶向干预策略制定提供

科学依据。 

1  材料与方法 

1.1  PFOA 相关靶点的获取 

从 PubChem 数据库（（https://pubchem.ncbi.nlm. 
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nih.gov/）中检索 PFOA（CID：9554）的化学结构

及SMILES结构，用于后续靶点预测和分子对接[14]。

PFOA 相关靶点从生物活性分子数据库（（ChEMBL；

https://www.ebi.ac.uk/chembl/）[15]、瑞士靶点预测数

据库（Swiss Target Prediction；http://swisstargetprediction. 

ch/） [16]、化合物 -蛋白质相互作用网络数据库

（（STITCH；http://stitch.embl.de/）[17]及比较毒理基因

组数据库（（CTD；http://ctdbase.org/）[18]中检索，且

所有数据库检索过程均限定物种为“ Homo 

sapiens”，确保靶点的人类物种相关性。之后利用

UniProt 数据库（（https://www.uniprot.org/）[19]对筛选

后靶点的基因名称进行标准化处理，形成最终的

PFOA 相关靶点库。 

1.2  CRC 相关靶点的获取 

CRC 相关靶点从在线人类孟德尔遗传数据库

（（OMIM，https://omim.org/）[20]、基因卡片数据库

（（GeneCards，https://www.genecards.org/）[21]、治疗

靶标数据库（（TTD，https://db.idrblab.org/ttd/）[22]及

DrugBank 数据库（（https://go.drugbank.com/）[23]中获

取。为确保数据的全面性与相关性，在 GeneCards

数据库中设置筛选条件为“Relevance Score≥10”。

随后，合并来自 4 个数据库的基因列表，通过去除

重复项并进行标准化，最终构建 CRC 靶点库。 

1.3  获取交集靶点与功能富集分析 

通过 Venny 2.1 软件（（https://bioinfogp.cnb.csic. 

es/tools/venny/）识别 PFOA 与 CRC 的交集靶点，

并通过 Venn 图进行可视化展示。随后，通过 DAVID

在线分析平台[24]，对交集靶点进行基因本体（（GO）

和京都基因与基因组百科全书（（KEGG）富集分析。

富集结果的统计学显著性以校正后 P＜0.05 作为判

断标准。 

1.4  机器学习筛选核心靶点 

为筛选 PFOA 与 CRC 的核心交叉靶点，本研

究首先从 GEO 数据库（https://www.ncbi.nlm.nih. 

gov/geo/ ） [25] 获取 3 个 CRC 转录组数据集

（（GSE39582、GSE44076、GSE74602），经去批次效

应和标准化处理后（（见（“1.5”项），提取（“1.3”项

中获得的 738 个 PFOA-CRC 交叉靶点在这些数据

集中的表达值，构建“738 个基因×所有样本”的

表达矩阵，作为机器学习的输入数据。随后采用 3

种机器学习算法对上述表达矩阵进行分析：最小绝对

收缩与选择算子（LASSO）回归[26]、支持向量机-递归

特 征 消 除 （ SVM-RFE ） [27] 及 随 机 森 林

（（RandomForest）[28]。具体而言，通过 R 语言“glmnet”

包实现 LASSO 回归（参数：标准化＝TRUE，alpha＝

1，分布＝（“binomial”，三折交叉验证），以交叉验

证误差最小化的 λ 值确定最优特征子集；SVM-RFE

基于标准化表达数据，利用“mlbench”和“caret”

包 迭 代 剔 除 低 贡 献 特 征 ； 随 机 森 林 通 过

（“randomForest”包构建 500 棵决策树，以基尼不纯

度下降法评估特征重要性，保留评分＞10 的变量。

最终取 3 种算法结果的交集确定核心靶点，确保结

果可靠性。 

1.5  GEO 数据库中核心靶点表达与诊断效能的验证 

为验证核心靶点，本研究下载了 3 个 GEO 数

据集：GSE39582（566 个肿瘤样本和 19 个正常样

本，共计 585 例）、GSE44076（（98 个肿瘤样本和 148

个正常样本，共计 246 例）和 GSE74602（30 个肿

瘤样本和 30 个正常样本，共计 60 例）。3 个数据集

原始样本量之和为 891 例。采用“sva”R 包中的

ComBat 算法去除数据集间的批次效应，参数设置

为默认值；随后对合并后的表达矩阵进行分位数归

一化处理，以确保不同数据集间的数据可比性。合

并后总样本量与原始样本量总和一致，数据质量满

足后续分析要求。将探针 ID 转换为基因符号，按样

本类型（正常/肿瘤）对样本进行分组。通过 limma

筛选差异表达基因（DEGs）（|log2FC|＞1，校正 P＜

0.05），并采用火山图/热图进行可视化。采用受试者

工作特征（ROC）曲线及计算曲线下面积（AUC）

值来评估核心生物标志物对 CRC 的诊断潜力。 

1.6  GEO 数据库中核心靶点的免疫浸润分析 

采用 GSVA（（v1.46.0）R 软件包进行单样本基

因集富集分析（（ssGSEA）[29]，以检测 GEO 数据集

中正常结直肠样本与 CRC 样本的免疫细胞浸润水

平，组间免疫细胞富集评分差异通过 Wilcoxon 秩和

检验进行分析。此外，通过相关性分析[30]探究核心

靶点表达与免疫细胞浸润之间的关联。 

1.7  利用 UALCAN 数据库验证核心靶点 

为进一步验证 CRC 中已识别核心靶点的临床

相关性及预后价值，本研究借助整合 TCGA 多组

学与临床数据的 UALCAN 平台（http://ualcan.path. 

uab.edu）[31]，对比 286 例 CRC 样本与 41 例正常

样本中核心靶点的 mRNA 表达水平。采用 t 检验

分析统计学显著性，以箱线图可视化结果；通过

“生存分析”模块评估预后意义，按中位表达水平

将患者分为高表达组与中低表达组，绘制 Kaplan-
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Meier 生存曲线，并用对数秩检验比较总生存期

（OS）差异。 

1.8  分子对接及分子动力学模拟 

核心靶点的三维结构数据来源于蛋白质数据

库（（PDB，https://www.rcsb.org/）[32]，PFOA 的分子

结构则通过 PubChem 获取。使用 Open Babel 软件

将 PFOA 结构转换为 Mol2 格式。靶蛋白经脱水、

氢化处理后，通过 AutoDockTools-1.5.7 软件添加

Gasteiger 电荷。AutoDock Vina 生成的 pdbgt 文件对

接结果导入 PyMOL 软件进行 pdb 格式转换。采用

PyMOL3.2 软件对结合能最高的重要蛋白质结构进

行可视化展示[33]。 

分子动力学模拟采用 Gromacs2022.3 软件[34-35]

对 PFOA-CLDN1 复合物进行 100 ns 独立重复模拟

3 次。体系构建为十二面体周期性盒子，盒子边界

距蛋白表面最小距离 1.0 nm，溶剂采用 TIP3P 水模

型，并添加 Na＋维持体系电中性。选用 Amber99sb-

ildn 力场，能量最小化采用最速下降法。温度耦合

采用 V-rescale 算法，耦合时间常数 0.1 ps，体系温

度维持 300 K；压力耦合采用 Parrinello-Rahman 算

法，耦合时间常数 2.0 ps，压力维持 1 bar。依次进

行 10 ns NVT 平衡与 10 ns NPT 平衡，随后进行

100 ns 正式生产模拟，步长 2 fs。轨迹分析包括均

方根偏差（（RMSD）、回转半径（（Rg）、溶剂可及表

面积（SASA）、氢键，验证复合物的稳定性。 

1.9  AOP 假说的构建 

选取与 PFOA 暴露及 CRC 进展密切相关的表

型作为潜在关键事件（KE）。基于靶点-表型关系及

基因-表型网络，将这些表型对应的关联基因定义

为候选分子起始事件（MIE）。结合文献报道的证

据等级与生物学合理性，构建假设性 AOP，以概

念性串联 PFOA 暴露与 CRC 发生的关联机制。 

2  结果 

2.1  PFOA 诱发 CRC 潜在靶点的获取 

采用网络毒理学方法探究 PFOA 对 CRC 的潜

在致病效应，系统收集并整合二者相关作用靶点：

PFOA 相关靶点来源于 ChEMBL（386 个）、Swiss 

Target Prediction（（3 个）、STITCH（（10 个）及 CTD

（（2 199 个）数据库，经去重后获得 2 483 个靶点（（图

1-A）；CRC 相关靶点来源于 OMIM（520 个）、

GeneCards（（4 167 个）、TTD（（102 个）及 DrugBank

（（32 个）数据库，经去重后获得 4 540 个靶点（（图 1-

B）。对 2 组靶点集进行交叉分析，共鉴定出 738 个

交集靶点（（图 1-C）。提示 PFOA 可能通过作用于这

些与 CRC 致病相关的共同靶点，从而调控 CRC 的

发生发展。上述结果提示 PFOA 与 CRC 存在大量

共同作用靶点，二者可能通过共享的分子调控网络

相互关联，为后续解析 PFOA 诱发 CRC 的潜在毒

性靶点与分子机制奠定了靶点基础。 

2.2  PFOA 诱导 CRC 交集靶点的功能富集分析 

为阐明 PFOA 诱导 CRC 的潜在分子机制，本

研究对 738 个交集靶点进行 GO 与 KEGG 通路富集

分析（（图 2）。选取各分类[生物学过程（（BP）、细胞

组分（（CC）、分子功能（（MF）]中错误发现率（（FDR）

最低的前 10 个术语进行可视化。在 BP 中，靶基因

显著富集于（“腺体发育”“对外源物质刺激的应答” 

和（“凋亡信号通路的调控”，提示 PFOA 可能干扰内

分泌稳态与组织重塑、激活细胞应激防御系统、并 

 

A-不同数据库中 PFOA 相关靶点的交集分析；B-不同数据库中 CRC 相关靶点的交集分析；C-PFOA 相关靶点与 CRC 相关靶点的交集分析。 

A-intersection analysis of PFOA-related targets obtained from different databases; B-intersection analysis of CRC-related targets obtained from different 

databases; C-intersection analysis of PFOA-related and CRC-related targets. 

图 1  PFOA 与 CRC 相关靶点的筛选 

Fig. 1  Identification of targets associated with PFOA and CRC 
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图 2  PFOA 诱导的 CRC 相关交集靶点的 GO 与 KEGG 通路富集分析 

Fig. 2  GO and KEGG pathway enrichment analysis of CRC-related intersection targets induced by PFOA 

 

破坏程序性死亡平衡，从而介导其多重毒性效应；

在 CC 中，靶点高度集中于“细胞-基质连接”“黏

着斑”和（“胞质核糖体”，表明其作用可能与细胞黏

附、迁移及蛋白质合成功能密切相关；在 MF 中，

则主要富集于（“DNA 结合转录因子结合”“RNA 聚

合酶Ⅱ特异性 DNA 结合转录因子结合”及（“核糖体

的结构成分”，突出了其在基因转录与蛋白质合成

调控的潜在功能。KEGG 通路分析进一步揭示，这

些靶基因显著富集于“凋亡”“脂质与动脉粥样硬

化”及“结直肠癌”等通路。上述富集结果提示，

PFOA 可能并非仅作用于单一通路，而是通过影响

凋亡、脂质代谢及肿瘤相关通路的协同作用，从多

方面推动肠上皮细胞恶性转化，进而参与 CRC 的

发生发展。 

2.3  通过机器学习算法识别核心靶点 

基于上述构建的“738 个基因×所有样本”表

达矩阵，集成 3 种机器学习算法筛选核心基因。

LASSO 回归（（经交叉验证）鉴定出 22 个关键基因，

SVM-RFE 算法鉴定出 25 个关键基因，随机森林算

法则筛选出 6 个高重要性基因（图 3-A～D）。对 3

组结果取交集后，最终确定 6 个共同核心靶点：乳

腺癌耐药蛋白（ABCG2）、紧密连接蛋白 1（CLDN1）、

Ets 变异转录因子 4（ETV4）、溶质载体家族 7 成员

5（SLC7A5）、基质金属蛋白酶 7（MMP7）、碳酸酐

酶 9（CA9）（图 3-E）。该集成筛选策略有效提升了

核心靶点的可靠性与稳定性，所筛选的 6 个核心靶

点可能是 PFOA 诱发 CRC 的关键调控节点，可作为

后续机制研究与风险评估的核心标志物。 

2.4  基于 GEO 数据集的核心靶点差异表达分析与

诊断评估 

为验证核心靶点在独立队列中的表达模式与

诊断价值，本研究整合了 GSE39582、GSE44076 和

GSE74602 3 个 CRC 转录组数据集。如图 4-A、B 所

示，去批次效应和分位数标准化处理有效消除了数

据集间的技术差异。差异表达分析共鉴定出 249 个

DEGs，并通过火山图及前 50 个 DEGs 的热图进行

可视化（（图 4-C、D）。随后，验证了 6 个核心靶标

的表达及诊断潜力。与正常样本相比，CLDN1、

ETV4、SLC7A5、MMP7 和 CA9 在 CRC 样本中的

表达显著上调（P＜0.01），而 ABCG2 表达则明显

下调（（P＜0.01）（图 4-E）。诊断潜力评估通过绘制

ROC 曲线并计算 AUC 完成。6 个基因（ABCG2、

CLDN1、ETV4、SLC7A5、MMP7 和 CA9）的 AUC

值分别为 0.887、0.882、0.864、0.866、0.826、0.707，

均显示出良好的诊断区分能力（（图 4-F）。以上结果

表明，核心靶点在独立队列中表现出稳定的差异表

达特征与良好的诊断效能，可作为区分 CRC 与正

常组织的潜在生物标志物。 
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A-LASSO 回归的交叉验证曲线；B-LASSO 回归的特征系数路径；C-SVM-RFE 模型中特征数量与交叉验证准确率的关系；D-随机森林模型

的特征重要性排序；E-LASSO、SVM-RFE 和随机森林 3 种算法筛选结果的交集分析。 

A-cross-validation curve of LASSO regression model; B-feature coefficient profiles of LASSO regression model; C-relationship between number of 

selected features and cross-validation accuracy in SVM-RFE; D-feature importance ranking based on the random forest model; E-intersection of targets 

identified by LASSO, SVM-RFE, and random forest. 

图 3  基于机器学习算法的 PFOA 诱导 CRC 核心靶点鉴定 

Fig. 3  Identification of candidate core PFOA-CRC targets using machine learning algorithms 

2.5  基于 GEO 数据集的核心靶点与免疫细胞浸润

的相关性分析 

为呈现肿瘤免疫微环境特征，通过免疫浸润分

析及 22 种免疫细胞类型的关联研究，对比了正常

组（（n＝136）与 CRC 组（（n＝499）的差异。结果显

示两组间免疫组成存在显著差异：CRC 样本中

CD4⁺记忆活化 T 细胞、活化 NK 细胞、M0 型巨噬

细胞、M1 型巨噬细胞、活化肥大细胞及中性粒细

胞的浸润水平显著升高；而正常组中记忆 B 细胞、

浆细胞、CD8⁺T 细胞、CD4⁺记忆静息 T 细胞、调节

性 T 细胞（（Tregs）、γδT 细胞、M2 型巨噬细胞、静

息树突状细胞及静息肥大细胞的浸润水平显著高

于 CRC 组（（图 5-A、B）。进一步探究 6 个核心靶点

与免疫浸润模式的关系（图 5-C）：ABCG2 与浆细

胞、CD8⁺T 细胞、静息记忆 CD4+T 细胞、γδT 细胞、

M2 型巨噬细胞及静息肥大细胞等抗肿瘤免疫细胞

呈正相关（r＝0.12～0.48，P＜0.05），而与初始

CD4+T 细胞、活化记忆 CD4+T 细胞、M0 型巨噬细

胞、活化肥大细胞及中性粒细胞等免疫抑制相关细

胞呈负相关（（r＝−0.42～−0.18，P＜0.05）。CLDN1、

ETV4、SLC7A5、MMP7 及 CA9 则表现出一致的免

疫调节倾向：均与初始 CD4+T 细胞、活化记忆

CD4+T 细胞、M0 型巨噬细胞及活化肥大细胞呈正

相关（（r＝0.01～0.42，P＜0.05），且与浆细胞、CD8+T

细胞、静息记忆 CD4+T 细胞、M2 型巨噬细胞及静

息肥大细胞等抗肿瘤免疫细胞呈负相关（ r＝

−0.45～−0.09，P＜0.05）；其中 CLDN1、ETV4、

SLC7A5 与 γδT 细胞呈负相关，CA9 额外与静息树

突状细胞呈负相关。结果提示，核心靶点可通过双

向调控抗肿瘤免疫与免疫抑制通路，重塑 CRC 免

疫微环境，这可能是 PFOA 促进肿瘤免疫逃逸的重

要免疫机制。 

2.6  核心靶点独立临床验证 

为进一步明确 6个核心靶点的表达模式与临床

关联，利用 UALCAN 平台的 TCGA 转录组数据开

展独立验证。结果与 GEO 3 个整合的数据集分析结

论一致：所有核心靶点在 CRC 组织中的表达均显

著失调（P＜0.05，图 6）其中 CLDN1、ETV4、

SLC7A5、MMP7 和 CA9 在 CRC 样本中显著上调，

ABCG2 则明显下调（P＜0.001）。核心靶点在多队
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A-批次效应校正前不同 GEO 数据集样本的主成分（PCA）分析；B-批次效应校正后不同 GEO 数据集样本的 PCA 分析；C-差异表达基因热图；D-

差异表达基因火山图；E-6 个候选核心靶点在正常组织与 CRC 组织中的表达比较；F-6 个候选核心靶点区分 CRC 组织与正常组织的 ROC 曲线。 

A-principal component analysis (PCA) of samples from different GEO datasets before batch-effect correction; B-PCA of samples after batch-effect 

correction; C-heatmap of differentially expressed genes; D-volcano plot of differentially expressed genes; E-expression levels of the six candidate core 

targets in normal and CRC tissues; F-ROC curves of the six candidate core targets for discriminating CRC from normal tissues. 

图 4  基于整合 GEO 数据集的核心靶点差异表达分析与验证 

Fig. 4  Expression and diagnostic performance of candidate core targets in the integrated GEO datasets 

列中均表现出稳定的差异表达模式，进一步证实其

与 CRC 发生发展的密切关联，可作为 PFOA 毒性

评估的稳定标志物。 

随后通过 Kaplan-Meier 生存分析探究核心靶

点表达与 CRC 患者 OS 的关联，结果显示预后趋势

存在差异（（图 7）：ABCG2、CLDN1、ETV4 和 CA9

低表达且 SLC7A5、MMP7 高表达的患者随时间推

移具有相对较高的生存概率。然而，核心靶点表达

与患者 OS 仅呈现关联趋势，未达到统计学显著性

（（P＞0.05）。这说明核心靶点主要参与 CRC 的发生

与进展过程，而非独立的预后标志物，其临床价值

更体现在早期毒性预警与机制研究。 

2.7  分子对接结果 

作为网络毒理学框架的一部分，采用分子对接

分析评估 PFOA 与 6 个核心靶点的相互作用。结果

显示，PFOA 与 ABCG2、CLDN1、ETV4、SLC7A5、

MMP7 和CA9 的结合亲和力均低于−20.90 kJ·mol−1，

提示其具有良好的结合潜力[36]（（图 8）。其中，PFOA

与 CLDN1 的结合亲和力最低（−29.34 kJ·mol−1），

预示二者之间存在强结合。PyMOL 可视化进一步

揭示，PFOA 能够通过氢键与 CLDN1 的 CYS-157、

LEU-185 位点结合，形成稳定的复合物，这可能是

PFOA 发挥结肠毒性的关键分子事件。 

2.8  分子动力学模拟结果 

本研究对 PFOA-CLDN1 复合物进行 3 次独立

100 ns 分子动力学重复模拟，结果趋势一致，表明

模拟具有良好可重复性。沿 PC1 与 PC2 投影的吉

布斯自由能景观图显示复合物形成稳定低能构象

（图 9-A）。蛋白质主链 RMSD 在 30 ns 后趋于收敛表

明体系达到稳定平衡状态（图 9-B）。回转半径（Rg）

与溶剂可及表面积（SASA）曲线平稳，证实复合物

结构致密、疏水核心稳定（图 9-C、D）。RMSF 分析

显示，复合物在 CLDN1 的胞外环状区域呈现较高柔

性波动，该区域恰好为 PFOA 结合口袋（CYS-157、
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A-正常组与 CRC 组样本中 22 种免疫细胞的相对浸润组成；B-正常组与 CRC 组 22 种免疫细胞浸润水平的比较；C-6 个候选核心靶点表达与

22 种免疫细胞浸润水平的相关性热图。 

A-relative distribution of 22 immune cell types in normal and CRC samples; B-comparison of infiltration levels of 22 immune cell types between normal 

and CRC samples; C-correlation heatmap between the expression of six candidate core targets and the infiltration levels of 22 immune cell types. 

图 5  基于整合 GEO 数据集的核心靶点与免疫细胞浸润的相关性 

Fig. 5  Immune cell infiltration and its correlation with candidate core targets in integrated GEO datasets 

 

图 6  基于 UALCAN 数据库核心靶点差异表达分析 

Fig. 6  Differential expression analysis of core targets based on UALCAN database 
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图 7  基于 UALCAN 数据库核心靶点的预后价值 

Fig. 7  Prognostic value based on core targets from UALCAN database 

 

图 8  PFOA 与 6 个候选核心靶点的分子对接结果 

Fig. 8  Molecular docking result of PFOA with six candidate core targets 

LEU-185）所在位置，也是紧密连接功能与屏障调

控的关键功能位点。高柔性特征有助于 PFOA 进入

并稳定结合，同时影响 CLDN1 的结构稳定性与屏

障功能，提示柔性波动区域直接对应 PFOA 作用位

点与蛋白功能关键区（（图 9-E）。全程模拟中 PFOA

与 CLDN1 保持稳定结合，氢键与疏水作用无明显

断裂，证实复合物构象稳定。 

2.9  AOP 假说框架的构建 

基于 Villeneuve 等[37]提出的方法论，本研究开

发了新型 AOP 框架（（图 10）。该框架以 PFOA 暴露

为起点，分子起始事件为 PFOA 诱导的 ABCG2、

CLDN1、ETV4、SLC7A5、MMP7 和 CA9 异常表

达及功能改变，这些核心靶点进而驱动 KE1 通路失

调，具体涉及“凋亡”“脂质与动脉粥样硬化”及

“CRC”；随后介导 KE2 结直肠免疫微环境失衡，

即通过核心靶点调控免疫细胞浸润实现；与 KE3 结

直肠上皮细胞基因组不稳定性及细胞周期紊乱，最

终导致 CRC 不良结局。该框架串联了 PFOA 暴露

到 CRC 发生的主要环节，可作为环境健康风险评

估的参考框架。 

3  讨论 

PFOA 是一种普遍存在的环境污染物，已证实

可通过饮食摄入和饮用水污染在全球范围内导致

人体暴露[38]。虽然先前的流行病学和毒理学研究已 
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A-复合物的吉布斯自由能景观；B-复合物蛋白质主链 RMSD 随时间的变化；C-复合物 Rg 随时间的变化；D-复合物 SASA 随时间的变化；E-

CLDN1 残基 RMSF 分析；F-PFOA 与 CLDN1 之间氢键数量随时间的变化。 

A-Gibbs free-energy landscape of complex; B-RMSD of protein backbone over time; C-Rg of complex over time; D-SASA of complex over time; E-

RMSF of CLDN1 residues; F-number of hydrogen bonds between PFOA and CLDN1 over time. 

图 9  PFOA-CLDN1 复合物的分子动力学模拟 

Fig. 9  Molecular dynamics simulation analysis of the PFOA-CLDN1 complex 

 

图 10  PFOA 诱导 CRC 的 AOP 假说 

Fig. 10  AOP hypothesis for PFOA-induced CRC 

确立 PFOA 的潜在致癌性及其与代谢紊乱的关联，

但对其在 CRC 发生发展中的具体分子机制仍缺乏

系统阐明。本研究采用网络毒理学、机器学习与多

维生物信息学相结合的整合计算方法，系统揭示了

PFOA 暴露与 CRC 发病机制潜在的分子毒理学关

联。研究发现 PFOA 可能通过 ABCG2、CLDN1、

SLC7A5、ETV4、MMP7 和 CA9 6 个核心靶点破坏

关键信号通路、重塑肿瘤免疫微环境，最终驱动

CRC 的发生发展。 

KEGG 通路富集分析揭示 3 条显著改变的通

路，共同构成促进 CRC 发生的协同网络。凋亡通路

的显著富集表明 PFOA 可能破坏程序性细胞死亡这

一抵御癌变的关键防御机制，已有研究证实环境污

染物可通过失调 B 细胞淋巴瘤-2（（Bcl-2）家族蛋白

和半胱氨酸天冬氨酸特异性蛋白酶（（Caspase）级联

反应抑制细胞凋亡，使受损细胞得以存活[39]。脂质

与动脉粥样硬化通路的同步富集突显 PFOA 的代谢

干扰作用，作为已知的过氧化物酶体增殖物激活受

体 α（PPARα）激动剂，该通路持续激活可重编程

结肠上皮细胞脂质代谢，创造支持肿瘤细胞增殖存
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活的脂肪生成微环境[40]。CRC 通路的直接富集整合

了上述效应，明确 PFOA 是结肠中已确立致癌级联

反应的直接调节因子，可能涉及 Wnt/β-连环蛋白

（（Wnt/β-catenin）和磷脂酰肌醇 3-激酶/蛋白激酶 B

（（PI3K/Akt）等关键驱动通路[41]。细胞死亡受损、代

谢异常和致癌信号激活这 3 大通路失调，为 PFOA

在 CRC 发生发展中的作用提供了连贯机制基础。 

本研究采用 LASSO 回归、SVM-RFE、随机森

林 3 种机器学习算法集成筛选核心靶点，三者具有

良好互补性与稳定性优势：LASSO 回归可在高维数

据中自动进行特征选择与参数收缩，有效排除多重

共线性干扰；SVM-RFE 基于非线性核函数递归剔

除低贡献特征，对复杂调控关系的挖掘更为灵敏；

随机森林基于决策组合评估特征重要性，对噪声数

据耐受性更强、不易过拟合。3 种算法原理不同、

优势互补，取三者交集作为最终核心靶点，可显著

降低单一模型偏倚，提升结果可靠性与稳定性。在

此基础上，机器学习整合分析筛选出的 6 个核心靶

点（ABCG2、CLDN1、ETV4、SLC7A5、MMP7、

CA9），在 CRC BP 中功能多样且相互关联，其表达

特征与作用机制如下：ABCG2 作为 ATP 结合盒转

运蛋白及多药外排转运蛋白，在 CRC 中显著下调，

其表达降低可能会减少内源性毒素和促癌代谢物

的外排，增加基因组不稳定性[42]。CLDN1 是紧密连

接关键组分，在 CRC 中显著上调。PFOA 可能靶向

CLDN1 破坏肠道屏障功能，为肠上皮细胞恶性转化

创造条件，这与 PFOA 暴露损害溃疡性结肠炎患者

肠道屏障的观察结果相符。其过表达与 CRC 上皮

极性丧失、细胞运动性增强及转移相关，还会激活

原癌基因酪氨酸蛋白激酶 Src（Src）/Akt 等致癌信

号通路[43]。ETV4 为 ETS 家族转录因子，在 CRC 中

上调且与抗肿瘤免疫细胞呈负相关，通过调节 MMP

和整合素促进上皮-间质转化及侵袭，契合其促肿瘤

功能[44]。SLC7A5（LAT1）作为氨基酸转运蛋白，

在 CRC 中上调且与抗肿瘤免疫细胞呈负相关，对

癌细胞营养感知和哺乳动物雷帕霉素靶蛋白复合

物 1（mTORC1）激活至关重要，可满足快速增殖

CRC 细胞的合成代谢需求[45]。MMP7 在 CRC 中上

调表明其既能介导细胞外基质降解促进肿瘤侵袭

转移，还能加工生长因子推动肿瘤血管生成，高表

达常与肿瘤分化不良相关[46]。CA9 是缺氧诱导酶，

在 CRC 中上调且与抗肿瘤免疫细胞呈负相关，与

肿瘤微环境缺氧及免疫抑制密切相关，可调节细胞

内 pH 值以适应酸性微环境，且与不良预后相关[47]。

因此，PFOA 暴露可能导致这些靶点协同失调，在

激活促肿瘤进程的同时，抑制机体保护性机制。 

免疫浸润分析表明 CRC 与正常肠黏膜组织存

在显著的免疫组成差异，PFOA 可通过调控核心靶

点重塑 CRC 免疫微环境，形成免疫监视缺陷与免

疫抑制强化的双重病理特征。ABCG2 作为关键免

疫调控分子，与 CD8+T 细胞、γδT 细胞等抗肿瘤免

疫细胞呈正相关，同时也与促肿瘤的 M2 型巨噬细

胞相关。提示 ABCG2 并非单纯参与抗肿瘤免疫微

环境构建，而是双向调控抗肿瘤与免疫抑制细胞浸

润，参与复杂的肿瘤免疫调控网络 [48]。此外，

CLDN1、ETV4、SLC7A5、MMP7 及 CA9 呈现一

致的免疫抑制促进模式，与 M0 型巨噬细胞、活化

肥大细胞及中性粒细胞呈正相关，而与 CD8+T 细胞

及浆细胞呈负相关，提示这些分子可能通过协同机

制推动肿瘤微环境向免疫耐受状态转变。这种协同

作用体现在以下层面：第一，上游信号通路协同激

活。缺氧作为实体瘤核心微环境特征，可同步上调

CA9、MMP7 与 CLDN1 表达：CA9 通过招募髓源

性抑制细胞抑制 T 细胞功能[49]，MMP7 通过切割

Fas 配体削弱免疫介导的细胞毒性[50]。研究表明，

PFOA 暴露可激活核因子-κB（NF-κB）信号通路，

进而驱动 MMP-2/MMP-9 等协同表达，加速免疫抑

制微环境形成[51]。第二，分子间功能级联与正反馈

放大。MMP7 不仅直接发挥免疫抑制作用，还可降

解紧密连接蛋白，破坏肠道屏障功能，加剧局部炎

症微环境，为免疫抑制细胞浸润创造条件 [50]；

CLDN1 异常表达可改变肠上皮通透性，进而通过

TLR 信号通路激活 NF-κB[43]；SLC7A5 可通过调控

mTOR 信号通路影响 T 细胞活化与功能[52]，其过表

达可能与 MMP7 协同，共同抑制 CD8+T 细胞效应

功能。第三，基质重塑与免疫细胞募集的时空协同。

CA9 介导的微环境酸化可增强 MMP7 酶活性，抑

制效应 T 细胞功能，同时促进巨噬细胞向 M2 型极

化；MMP7 则通过基质降解招募免疫抑制细胞，二

者形成酸化酶解招募级联反应，显著放大免疫抑制

效应。第四，PFOA 与免疫抑制分子的协同调控网

络。流行病学研究表明，PFAS 暴露与 CRC 患者转

移性淋巴结数量增加呈正相关[PFOA 暴露者肠系

膜淋巴结（（MLNs）增加 27%，95%置信区间（（CI）：

1%～60%]，提示 PFAS 可能通过免疫抑制机制影

响肿瘤进展[53]。体外研究证实，PFOA 可显著抑制
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T 细胞依赖性抗体产生，降低免疫球蛋白 M（（IgM）

水平，并减少 B 细胞向浆细胞分化[54]，这与本研究

中浆细胞与免疫抑制分子负相关结果一致。同时，

PFOA 可通过激活 NF-κB 通路、干扰 PPAR 信号的

双重机制，协同上调 CLDN1、MMP7 等免疫抑制分

子，共同构建免疫抑制微环境。综上，CLDN1、

MMP7、CA9 等分子通过共同上游信号、功能级联

及 PFOA 诱导的信号失衡，构成相互强化的免疫抑

制网络。PFOA 通过下调 ABCG2 削弱抗肿瘤免疫

轴，同时激活该网络，双重驱动肿瘤免疫逃逸。 

TCGA数据也验证了 6个核心靶点在CRC组织

中存在差异表达。虽然 Kaplan-Meier 分析未达到统

计学显著性（P＞0.05），但其趋势与已知生物学功能

一致。例如，高 SLC7A5 和 MMP7 表达与较差的生

存趋势一致，这与它们促进肿瘤生长和侵袭的作用

相符。这些靶点的主要临床价值可能不在于作为独

立的预后标志物，而在于作为多基因特征的补充组

成部分，或作为患者分层的特定生物过程的指标。 

分子对接与 100 ns 分子动力学模拟从原子层

面揭示了 PFOA 与核心靶点的相互作用机制，3 次

独立重复模拟均证实 PFOA-CLDN1 复合物构象稳

定，结果可靠。分子对接显示 PFOA 与核心靶点结

合亲和力均低于−20.90 kJ·mol−1，其中与 CLDN1 结

合最强（−29.34 kJ·mol−1）。模拟轨迹分析显示，

RMSF 高柔性区域集中于 CLDN1 胞外环，该区域

恰好是 PFOA 结合口袋（（CYS-157、LEU-185）与肠

道屏障功能关键位点，提示环区柔性增强是 PFOA

干扰 CLDN1 紧密连接功能的重要结构基础。进一

步分析表明，PFOA 通过氢键与疏水作用稳定占据

CLDN1 疏水口袋，干扰其屏障功能并引发下游代谢

与免疫通路紊乱，推动结直肠上皮细胞发生代谢重

编程，这一机制与既往研究中 CLDN1 功能异常参

与结肠炎相关癌变早期进程的结论相符[55]。PFOA

与其余靶点的结合同样以疏水作用为主，提示

PFOA 作为多靶点干扰剂，影响转运蛋白（（ABCG2、

SLC7A5）、转录因子（ETV4）及功能酶（MMP7、

CA9）的正常生物学功能，通过协同扰乱细胞代谢、

信号传导、免疫调控等多个生理过程，协同促进

CRC 发生发展。 

本研究构建的 AOP 框架，以 PFOA 暴露作为

起始事件，以 PFOA 与 ABCG2、CLDN1、ETV4、

SLC7A5、MMP7、CA9 等靶点结合作为分子起始事

件。从时间先后与生物学合理性来看，PFOA 作为

一种常见的全氟化合物，能够透过细胞膜进入细胞

并与上述靶点结合，由此启动第一级关键事件

（（KE1）：主要表现为细胞凋亡受到抑制、脂质代谢

出现紊乱、CRC 相关信号通路异常激活，最终导致

肠上皮细胞发生早期损伤。这一过程符合环境化学

物先结合分子靶点、再引起细胞通路紊乱的基本规

律，已有研究显示，PFOA 可在较短时间内进入细

胞并引发早期损伤，为 KE1 优先发生提供了时间上

的合理性。在此基础上，早期细胞损伤进一步通过

损伤相关分子模式释放，在数天至数周内逐步引发

免疫监视能力下降（（KE2），具体体现为免疫检查点

调控失衡、抗肿瘤免疫细胞浸润减少。这一延迟过

程符合细胞损伤→局部炎症→免疫状态改变的递

进规律，与全氟化合物免疫毒性的发生时间过程基

本一致。长期持续的免疫监视下降，再伴随基因组

不稳定性逐步累积，最终在数月至数年的时间范围

内推动肠上皮细胞恶性转化（AO）。这一过程符合

多数环境致癌物长期暴露→慢性损伤→逐步癌变

的基本时间规律，也与人群流行病学中观察到的

PFOA 相关肿瘤潜伏期一致[56]。 

值得注意的是，本研究基于计算毒理学与生物

信息学预测的 PFOA 毒性效应，需结合真实环境暴

露浓度与实验暴露浓度的差异客观解读[57]，普通人

群血清 PFOA 浓度多在 ng·mL−1 级别，环境水体与

饮用水中 PFOA 浓度多处于 ng·L−1 级别，仅高污染

场地可达 μg·L−1 级别[58]，而多数体外与动物实验采

用的 PFOA 浓度常为 μmol·L−1 至 mmol·L−1 级别，

显著高于真实环境暴露水平[59]，尽管本研究为计算

模拟且未涉及具体暴露剂量，但 PFOA 的生物富集

性、长半衰期及低剂量长期累积效应已被证实可通

过慢性持续作用调控信号通路与免疫微环境，推动

CRC 发生发展[60]，因此，本研究所提示的核心靶点

与通路机制，更符合人群长期低剂量暴露的真实健

康风险，可为流行病学研究与环境健康风险评估提

供更贴合实际的机制依据。从公共卫生角度出发，

本框架明确了潜在干预靶点，通过对核心靶点或关

键通路进行干预，有望阻断 PFOA 的致病效应；同

时结合 PFOA 在工业与消费品中的广泛使用及其环

境持久性带来的 CRC 风险，可为更新其环境暴露

限值提供理论支持。此外，计算毒理学与临床数据

的结合，也进一步提升了该框架在环境风险评估中

的应用价值[61]。 

本研究存在一定局限性：其一，研究结论主要



第 49 卷第 10 期  2026 年 10 月     Drug Evaluation Research    Vol. 49 No. 10  October 2026 

     

·3662· 

基于公共数据库挖掘与计算生物学预测，PFOA 对

核心靶点及通路的因果调控关系，需通过细胞与动

物实验进一步验证。其二，真实环境中 PFOA 常与

其他污染物共存形成混合暴露，其潜在叠加或协同

毒性未在单一化合物研究中体现，联合效应有待深

入探究[62]。其三，预后分析显示核心靶点表达与患

者 OS 未达到统计学显著性，可能受样本量、临床

分期异质性及治疗差异等影响，需扩大样本量并开

展多中心前瞻性研究进一步验证。其四，未纳入个体

遗传易感性、PFOA 相关肠道菌群紊乱等因素，此类

因素可调控机体对 PFOA 致 CRC 的易感程度[63]。此

外，研究所构建 AOP 框架中关键事件的时间序列

与剂量-反应关系尚不明确，各节点间的直接因果关

联仍依赖推论，缺乏实验证据支撑，需通过纵向流

行病学研究追踪高危人群暴露与发病轨迹以验证

其科学性。未来应开展结合精确暴露评估、多组学

整合分析的流行病学研究，推动实验室机制发现向

人群健康风险评估转化。 

4  结论 

本研究整合网络毒理学、机器学习与多维生物

信息学方法，系统阐明了 PFOA 诱导 CRC 的分子

毒理机制。通过机器学习筛选出 738 个候选靶点并

鉴定出 ABCG2、CLDN1、ETV4、SLC7A5、MMP7

和 CA9 6 个核心靶点，这些靶点在 CRC 样本中显

著失调且与疾病相关免疫浸润密切相关。分子对接

及 100 ns 分子动力学模拟证实 PFOA 与核心靶点稳

定结合，其中与 CLDN1 的结合稳定性尤为突出。

基于上述研究发现，本研究进一步构建了 PFOA 诱

导 CRC 的 AOP 理论框架，系统性梳理了从分子起

始事件、关键生物学事件到最终不良结局的完整毒

理学链条。这一整合分析思路弥补了既往单靶点研

究的不足，可为 PFOA 相关环境健康风险评估提供

新的方法参考，也为 CRC 的环境致病机制研究与

潜在干预靶点探索提供一定理论依据。 
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