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  [摘 要] 目的 探讨肥胖相关子宫内膜腺癌的生物标志物,并进一步分析其在子宫内膜腺癌中的预后

意义。方法 在癌症基因组图谱(TCGA)数据库中检索407例子宫内膜腺瘤或腺癌患者的基因表达数据,在基

因表达综合数据库中检索肥胖基因表达数据集GSE12050,筛选肥胖相关子宫内膜腺癌的差异基因和关键基

因,对关键基因进行功能富集分析。结果 对TCGA数据库中子宫内膜腺癌基因表达数据进行基因差异表达

分析,获得差异基因5
 

479个;对GSE12050数据集中肥胖基因表达数据进行差异分析,获得差异基因171个。

GO功能富集分析显示,差异基因主要涉及NADP代谢过程、含胶原蛋白的细胞外基质和内肽酶活力等功能;

KEGG通路富集分析显示,差异基因主要涉及谷胱甘肽代谢、碳代谢和戊糖磷酸等途径。肥胖相关子宫内膜腺

癌发生、发展相关基因为COL11A1、DBI、EGFL6、SFRP1、FMO2等,其中COL11A1、DBI基因对子宫内膜腺

癌的预后效果更准确。关键基因 MANIA网络分析显示,肥胖相关子宫内膜腺癌关键基因涉及NADP代谢过

程、蛋白质氧化、氧化还原酶活等功能。癌症组织DBI相关蛋白丰度表达量高于癌旁组织,差异有统计学意义

(P<0.01)。子宫内膜腺癌组织DBI基因表达量高于癌旁组织,差异有统计学意义(P<0.01)。结论 COL11A1
和DBI基因在子宫内膜腺癌尤其是与肥胖相关的子宫内膜腺癌中发挥着重要作用,或许可以作为肥胖相关子宫

内膜腺癌早期诊断、精准治疗、预测预后的指标。
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[Abstract] Objective 
 

To
 

investigate
 

the
 

biomarkers
 

of
 

obesity-related
 

endometrial
 

adenocarcinoma,

and
 

to
 

further
 

analyze
 

its
 

prognostic
 

significance
 

in
 

endometrial
 

adenocarcinoma.Methods The
 

gene
 

expres-

sion
 

data
 

of
 

407
 

patients
 

with
 

endometrial
 

adenoma
 

or
 

adenocarcinoma
 

were
 

retrieved
 

from
 

the
 

Cancer
 

Ge-

nome
 

Atlas
 

(TCAG)
 

database,and
 

the
 

obesity
 

gene
 

expression
 

dataset
 

GSE12050
 

was
 

retrieved
 

from
 

the
 

Gene
 

Expression
 

Omnibus
 

database.The
 

differential
 

genes
 

and
 

key
 

genes
 

of
 

obesity-related
 

endometrial
 

adenocarci-

noma
 

were
 

screened,and
 

the
 

functional
 

enrichment
 

analysis
 

of
 

key
 

genes
 

was
 

performed.Results A
 

total
 

of
 

5
 

479
 

differential
 

genes
 

were
 

obtained
 

in
 

the
 

TCGA
 

database
 

and
 

171
 

differential
 

genes
 

were
 

obtained
 

in
 

the
 

GSE12050
 

data
 

set.GO
 

functional
 

enrichment
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

differential
 

genes
 

were
 

mainly
 

involved
 

in
 

NADP
 

metabolic
 

process,extracellular
 

matrix
 

containing
 

collagen
 

and
 

endopeptidase
 

activity.KEGG
 

path-

way
 

enrichment
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

differential
 

genes
 

were
 

mainly
 

involved
 

in
 

glutathione
 

metabolism,

carbon
 

metabolism
 

and
 

pentose
 

phosphate
 

pathway.The
 

genes
 

related
 

to
 

the
 

occurrence
 

and
 

development
 

of
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obesity-related
 

endometrial
 

adenocarcinoma
 

are
 

COL11A1,DBI,EGFL6,SFRP1,FMO2,etc.Among
 

them,

COL11A1
 

and
 

DBI
 

genes
 

are
 

more
 

accurate
 

for
 

the
 

prognosis
 

of
 

endometrial
 

adenocarcinoma.MANIA
 

net-
work

 

analysis
 

of
 

key
 

genes
 

showed
 

that
 

the
 

key
 

genes
 

of
 

obesity-related
 

endometrial
 

adenocarcinoma
 

were
 

in-
volved

 

in
 

NADP
 

metabolic
 

process,protein
 

oxidation,oxidoreductase
 

activity
 

and
 

other
 

functions.The
 

expres-
sion

 

of
 

DBI-related
 

protein
 

abundance
 

in
 

cancer
 

tissues
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

adjacent
 

tissues,and
 

the
 

differ-
ence

 

was
 

statistically
 

significant(P<0.01).The
 

expression
 

of
 

DBI
 

gene
 

in
 

endometrial
 

adenocarcinoma
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

adjacent
 

tissues,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

significant(P<0.01).Conclusion COL11A1
 

and
 

DBI
 

genes
 

play
 

an
 

important
 

role
 

in
 

endometrial
 

adenocarcinoma,especially
 

in
 

obesity-related
 

endometrial
 

adenocarcinoma,and
 

may
 

be
 

used
 

as
 

indicators
 

for
 

early
 

diagnosis,precise
 

treatment
 

and
 

prognosis
 

prediction
 

of
 

obesity-related
 

endometrial
 

adenocarcinoma.
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  子宫内膜腺癌是女性中第六大常见癌症,是一种

发生在子宫内膜的上皮恶性肿瘤[1],临床表现为不规

则阴道出血、腹胀、疼痛等[2-3]。2020年,全球有41.7
万例新确诊的子宫内膜腺癌患者,其发病率在全球范

围内呈上升趋势[4-5]。在过去30年中,子宫内膜腺癌

总发病率上升了132%,其风险因素主要是肥胖和人

口老龄化[6]。有研究表明,在20种最常见的肿瘤类

型中,子宫内膜腺癌与肥胖的关系最为密切,患者体

重指数(BMI)每增加5
 

kg/m2,患癌症的风险就会增

加54%[7],且BMI大于40
 

kg/m2 的女性患子宫内膜

腺癌的风险为10%~15%[8]。
在许多发展中国家和发达国家中,超重和肥胖的

流行率急剧增加,在女性群体中更是普遍。研究发

现,全世界育龄妇女的肥胖率正在上升,预计到2025
年全世界将有20%的肥胖妇女[9]。相关研究发现,肥
胖造成了一种促炎环境,即以高循环水平的C反应蛋

白、白细胞介素-6和肿瘤坏死因子-α为主的促炎环

境,该促炎环境可能是肥胖增加子宫内膜腺癌风险的

机制[10]。随着肥胖率的增加,子宫内膜腺癌的临床诊

断和治疗也越来越具有挑战。因此,需要更多的研究

来为高危妇女提供初级预防,并优化子宫内膜腺癌患

者生存率。
近年来,微阵列和高通量测序等研究方法被应用

于探究癌症生物标志物,一些癌症标志物被应用于癌

症的诊断、治疗和预后[11]。目前,有研究基于癌症基

因组图谱(TCGA)数据库筛选出与子宫内膜腺癌相

关的 糖 酵 解 途 径 上 的 B3GALT6、DCN 等9个 基

因[12]。然而,与肥胖相关的子宫内膜腺癌的标志基因

还没有被完全了解。因此,本研究基于TCGA数据库

的子宫内膜腺癌或腺瘤的基因表达数据和基因表达

综合(GEO)数据库的肥胖数据集 GSE12050,利用

DESeq和edgeR筛选差异基因,随后进行基因本体

(GO)功 能 分 析、京 都 基 因 与 基 因 组 百 科 全 书

(KEGG)通路富集分析和蛋白质-蛋白质相互作用

(PPI)网络分析等生物信息学分析方法,发现与肥胖

相关子宫内膜腺癌诊断和预后的相关指标,为肥胖相

关子宫内膜腺癌的防治提供理论依据。

1 资料与方法

1.1 数据来源 在 TCGA数据库(GDC1.0版本,

https://portal.gdc.cancer.gov/)中检索407例子宫

内膜腺瘤或腺癌患者的基因表达数据,检索关键词为

“corpus
 

uteri,TCGA-UCEC,adenomas
 

and
 

adeno-
carcinomas,transcriptome

 

profiling,Gene
 

Expression
 

Quantification”。在 GEO 数据库(http://www.nc-
bi.nlm.nih.gov/geo/)中检索肥胖基因表达数据集

GSE12050,检索关键词为“obesity,female”。

1.2 方法

1.2.1 基因差异表达分析 为了识别子宫内膜腺癌

和对照组,以及肥胖(BMI>30
 

kg/m2)和 对 照 组

(BMI<25
 

kg/m2)的差异基因,采用R语言的limma
包[13]和edgeR包[14]分别对2组数据进行基因差异表

达分析,采用pheatmap包(http://CRAN.R-project.
org/package=pheatmap)和 ggplot2 包 (https://

CRAN.R-project.org/package=ggpubr)绘制差异基

因热图和火山图。采用本杰明-霍赫伯格方法调整原

始P值,以控制错误发现率(FDR)。子宫内膜腺癌差异

基因筛选标准为|logFC|≥1和adj.P<0.05,肥胖差异

基因筛选标准为|logFC|≥0.585和adj.P<0.05。

1.2.2 肥胖相关子宫内膜腺癌的差异基因鉴定和

GO功能、KEGG 通路富集分析 采用 R 语言 的

VennDiagram包[15]将子宫内膜腺癌和肥胖症中表达

上调的差异基因重叠,表达下调的差异基因重叠,获
得肥胖相关子宫内膜腺癌表达上调和下调的差异基

因。采用R语言clusterProfiler包[16]对筛选的核心
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基因进行GO功能富集分析和KEGG通路富集分析,
条件为P<0.05。

1.2.3 肥胖相关子宫内膜腺癌关键基因鉴定及关键

基因 MANIA网络分析 采用STRING数据库构建

差异基因的PPI网络,利用Cytoscape的插件cyto-
Hubba[17]计算 Degree值,找到网络中的关键基因。
在Gene

 

MANIA数据库(http://genemania.org)中
对关键基因进行 MANIA网络分析。Gene

 

MANIA
数据库用于生成有关基因功能的假设、分析基因列表

和确定基因的优先级[18]。

1.2.4 关键基因相关性分析和受试者工作特征

(ROC)曲线分析 利用子宫内膜腺癌数据集验证关

键基因在不同分级阶段子宫内膜腺癌中的表达水平。
根据TCGA分级标准将子宫内膜腺癌患者分为3级

(G1、G2和G3),使用R语言的limma、ggpubr包(ht-
tps://CRAN.R-project.org/package=ggpubr)将不

同阶段关键基因的表达水平绘制成盒状图。采用R
语言的timeROC包[19]分析关键基因ROC曲线。

1.2.5 泛癌差异分析 TIMER2.0(http://timer.
comp-genomics.org/)是肿瘤免疫相关数据库,使用6
种最先进的算法,为TCGA或用户提供的肿瘤概况提

供更可靠的免疫浸润水平估计[20]。采用TIMER2.0
对关键基因进行泛癌差异分析,分析关键基因在正常

组织和多种癌症组织中的表达情况。

1.2.6 关键基因与肿瘤微环境的相关性分析 肿瘤

微环境中有很多细胞,包括肿瘤细胞、成纤维细胞、血
管内皮细胞、免疫细胞、可溶性蛋白甚至囊泡和细胞

外基质等,肿瘤微环境显著影响着肿瘤的诊断、生存

结局和 临 床 治 疗 敏 感 性。肿 瘤 免 疫 单 细 胞 中 心

(TISCH2)是专注于肿瘤微环境的单细胞RNA测序

数据库。TISCH2数据库在单细胞水平方面提供详

细的细胞类型注释,使不同肿瘤类型的肿瘤微环境得

以被探索。本研究应用TISCH2开放获取工具[21]在

单细胞水平上评估关键基因和肿瘤免疫微环境特征

之间的联系,分析参数为Gene:DBI;Cell-type
 

anno-
tation:Cell

 

type(major-lineage);Cancer
 

type:UCEC
(Uterine

 

Corpus
 

Endometrial
 

Carcinoma);Cell
 

type
 

included
 

in
 

datasets:No
 

parameter
 

set;Lineage
 

for
 

calculating
 

correlation:All
 

lineage;Treatment:No
 

treatment;Primary/Metastatic:Primary。

1.2.7 关键基因相关蛋白在子宫内膜腺癌和癌旁组

织中 的 丰 度 表 达 差 异 分 析 CPTAC 数 据 库(ht-
tps://proteomics.cancer.gov/programs/cptac)可查

看和分析不同肿瘤类型中的基因表达情况和基因在

不同肿瘤类型中的表达情况,发现潜在的标志物或靶

点。通过该数据库访问蛋白组数据,利用cProSite工

具分析关键基因相关蛋白在子宫内膜腺癌和癌旁组

织中的丰度差异。该工具侧重于肿瘤和正常组织中

不同蛋白质和mRNA之间的比较和相关性分析。分

析条 件 为 Tumor
 

Types:Uterine
 

Cancer;Dataset:

Relative
 

Protein
 

Abundance;Analysis:Tumor
 

vs
 

Nomal
 

Tissue;Gene:DBI。

1.3 统计学处理 采用R4.3.0软件、cytoscape3.
10.1软件进行统计学分析。计数资料以例数或百分

比表示;计量资料以x±s 表示,组间比较采用t 检

验。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 基因差异表达分析结果 对TCGA数据库中子

宫内膜腺癌基因表达数据进行基因差异表达分析,获
得差异基因5

 

479个,包括2
 

823个表达下调基因和

2
 

656个表达上调基因(图1A、B)。对GSE12050数

据集中肥胖基因表达数据进行差异分析,获得差异基

因171个,包括68个表达下调基因和103个表达上

调基因(图1C、D)。

2.2 差异基因鉴定和功能、通路富集分析结果 将

子宫内膜腺癌和肥胖症中表达下调的差异基因重叠,
获得14个交集基因(图2A);将子宫内膜腺癌和肥胖

症中表达上调的差异基因重叠,获得19个交集基因

(图2B)。对肥胖相关子宫内膜腺癌的33个差异基因

进行GO功能富集分析,结果显示,差异基因主要涉

及NADP代谢过程、含胶原蛋白的细胞外基质和内肽

酶活力等功能(图2C)。KEGG通路富集分析显示,
差异基因主要涉及谷胱甘肽代谢、碳代谢和戊糖磷酸

等途径(图2D)。

2.3 关键基因筛选和 MANIA网络分析结果 利用

STRING构建肥胖相关子宫内膜腺癌差异基因的

PPI网络,于cytoscape进行可视化,表达上调和下调

的差异基因见图3A。基于cytoscape中的cytoHub-
ba插件计算基因的 Degree值,并取前10个基因

(COL11A1、LOXL2、SFRP1、IDH1、FMO2、PGD、

DBI、EGFL6、NRCAM、TALDQ1)作为关键基因(图

3B),其中COL11A1、LOXL2、IDH1、PGD、DBI、EG-
FL6、NRCAM

 

7个基因表达上调,其余3个基因表达

下调。关键基因 MANIA网络分析显示,肥胖相关子

宫内膜腺癌关键基因涉及NADP代谢过程、蛋白质氧

化、氧化还原酶活等功能(图3C)。
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  注:A.子宫内膜腺癌基因差异表达分析热图;B.子宫内膜腺癌基因差异表达分析火山图;C.肥胖基因差异表达分析热图;D.肥胖基因差异表

达分析火山图。

图1  子宫内膜腺癌和肥胖基因差异表达分析

  注:A.肥胖相关子宫内膜腺癌表达下调差异基因鉴定;B.肥胖相关子宫内膜腺癌表达上调差异基因鉴定;C.肥胖相关子宫内膜腺癌差异基因

GO功能富集分析;D.肥胖相关子宫内膜腺癌差异基因KEGG通路富集分析。

图2  肥胖相关子宫内膜腺癌差异基因鉴定及功能通路富集分析
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  注:A.肥胖相关子宫内膜腺癌差异基因PPI网络;B.肥胖相关子宫内膜腺癌关键基因鉴定;C.肥胖相关子宫内膜腺癌关键基因MANIA网络分析。

图3  肥胖相关子宫内膜腺癌的关键基因鉴定和关键基因 MANIA网络分析

2.4 关 键 基 因 相 关 性 分 析 和 ROC曲 线 分 析 结

果 COL11A1、DBI、EGFL6基因表达量随癌症分级

增加而增加(P<0.05),SFRP1、FMO2表达量随癌

症分级增加而减少(P<0.05)。ROC 曲线显示,

COL11A1和DBI更能准确预测子宫内膜腺癌患者的

5年生存率。见图4、5。

图4  肥胖相关子宫内膜腺癌的关键基因相关性分析
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图5  肥胖相关子宫内膜腺癌的核心基因ROC曲线分析

2.5 泛 癌 差 异 分 析 结 果  相 对 于 正 常 组 织,

COL11A1基因在多种癌症组织中的表达量更高,如
子宫内膜腺癌、膀胱尿路上皮癌和乳腺浸润癌等(图

6A)。相对于正常组织,DBI基因在多种癌症组织中

的表达量更高,如子宫内膜腺癌、膀胱尿路上皮癌和

多形成性胶质细胞瘤等(图6B)。

  注:A.COL11A1基因泛癌差异分析;B.DBI基因泛癌差异分析。

图6  泛癌差异分析
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2.6 关 键 基 因 与 肿 瘤 微 环 境 的 相 关 性 分 析 结

果 DBI在基质细胞和免疫细胞中有不同的表达水

平(图7A)。在 UCEC-GSE139555数据集中,DBI在

T细胞和成纤维细胞 中 表 达(图7B)。在 UCEC-

GSE154763数据集中,DBI在肥大细胞、树突状细胞、
单核细胞-巨噬细胞和浆细胞样树突细胞中表达(图

7C)。

  注:A.DBI在不同数据集的不同细胞中的表达情况;B、C.基于GSE139555和GSE154763数据集的DBI在不同细胞中的表达情况。

图7  TISCH2数据库DBI与肿瘤微环境在单细胞水平上的相关性

2.7 关键基因相关蛋白在子宫内膜腺癌和癌旁组织

中的丰度表达差异分析结果 子宫内膜腺癌组织

DBI相关蛋白丰度表达量高于癌旁组织,差异有统计

学意义(P<0.01)。子宫内膜腺癌组织DBI基因表

达量高于癌旁组织,差异有统计学意义(P<0.01)。

见图8。
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  注:A.子宫内膜腺癌组织和癌旁组织DBI相关蛋白丰度差异分析;B.DBI基因表达量在子宫内膜腺癌组织和癌旁组织中差异倍数图。

图8  DBI相关蛋白在子宫内膜腺癌组织和癌旁组织中的丰度表达差异分析

3 讨  论

  子宫内膜腺癌发病率在全球范围内呈上升趋势。
目前,国内外研究学者对子宫内膜腺癌的发病机制尚

未完全探索清楚。国内研究显示,肥胖、年龄、绝经情

况、淋巴结浸润等因素与子宫内膜腺癌患者预后有

关[22-23]。国外研究显示,肥胖,代谢,生殖因素和遗传

因素是子宫内膜腺癌的风险因素[24]。临床上,肥胖伴

子宫内膜腺癌患者预后比非肥胖患者差[25],因此,鉴
定肥胖相关子宫内膜腺癌的生物标志物对于筛查高

危女性、对子宫内膜腺癌患者进行风险分层、制定个

体化治疗方案及评估预后非常有价值。本研究基于

TCGA数据库和GEO数据库的人群数据集筛选肥胖

相关子宫内膜腺癌的差异基因和关键基因,对关键基

因进行功能、通路富集分析,并从临床预后、肿瘤微环

境和蛋白质组学方面分析关键基因的预后意义,结果

提示,COL11A1、DBI基因在子宫内膜腺癌尤其是与

肥胖相关的子宫内膜腺癌中发挥着重要作用。

COL11A1基因是Ⅺ型胶原蛋白alpha
 

1链编码

基因,其在子宫内膜腺癌中的相关研究较少见。在其

他癌症中,COL11A1阳性免疫染色在乳腺癌、结肠

癌、膀胱癌和卵巢癌的小活检组织中可作为肿瘤浸润

的准确预测指标[26]。在乳腺癌、结直肠癌和胰腺癌

中,COL11A1表达呈进行性增加[27]。COL11A1主

要由癌症相关成纤维细胞亚群表达和分泌,可调节肿

瘤代谢表型来促进癌细胞迁移和转型[28]。本研究对

肥胖相关子宫内膜腺癌关键基因的GO功能、KEGG
富集分析显示,COL11A1基因可能通过参与 NADP
代谢和谷胱甘肽代谢等多种代谢途径影响肥胖伴子

宫内膜腺癌的发生、发展。本研究在TISCH2数据库

中对该基因进行分析,结果提示“No
 

significant
 

corre-
lated

 

genens”,这说明COL11A1基因与子宫内膜腺

癌微环境相关检验 P>0.05或绝对相关系数小于

0.2。基于CPTAC数据库对COL11A1基因相关蛋

白在子宫内膜腺癌组织和癌旁组织中的丰度表达差

异进行分析,结果提示“No
 

data
 

available”。这说明

COL11A1在子宫内膜腺癌中的蛋白组学和作用机制

有待深入研究。DBI基因编码地西泮结合抑制因子。
研究 发 现,肥 胖 个 体 的 酰 基 辅 酶 A 结 合 蛋 白

(ACBP)/DBI水平异常高,与肥胖人群的脐周脂肪表

达高水平的 ACBP/DBI
 

mRNA有关[29],DBI/ACBP
定位于细胞内时参与调节脂肪酸代谢,而在细胞外则

扮演地西泮结合蛋白的角色[30],DBI/ACBP可能在

BMI中起重要作用[31]。本研究结果显示,DBI在子宫

内膜腺癌的免疫细胞和基质细胞中高表达,基于CP-
TAC数据库的分析也显示该基因相关蛋白在子宫内

膜腺癌中高表达,提示DBI与肿瘤微环境密切相关,
并可能通过多种细胞及调控相关蛋白对肿瘤发生、发
展产生影响,也可能通过调节脂肪酸代谢等途径影响

肥胖相关子宫内膜腺癌发生、发展。
综上所述,肥胖相关子宫内膜腺癌发生、发展相

关的基因为COL11A1、DBI、EGFL6、SFRP1、FMO2
基因,其中COL11A1、DBI基因在子宫内膜腺癌尤其

是与肥胖相关的子宫内膜腺癌中发挥着重要作用,其
可通过参与脂肪酸代谢、NADP代谢等多种代谢途径

对肥胖 相 关 子 宫 内 膜 腺 癌 发 生、发 展 产 生 影 响。

COL11A1、DBI基因或许可作为肥胖相关子宫内膜腺
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癌早期诊断、精准治疗、预测预后的指标。
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